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RESUMO

A quitosana é um material funcional que oferece caracteristicas Unicas:
biocompatibilidade, biodegradabilidade, atoxicidade, inércia fisioldgica, propriedades
antibacterianas, quelante de ions metalicos pesados, propriedades de formacao de géis e
hidrofilicidade, e notavel afinidade com proteinas. Este trabalho teve como objetivo a
investigacdo da utilizagdo da quitosana e aditivos, tais como, fotossensitizadores e
nanoparticulas de ouro, como tratamentos alternativos para a inativacdo de micro-
organismos. Quitosana de marcas comerciais diferentes foram testadas e caracterizadas
segundo suas propriedades estruturais no intuito de avaliar se ha diferencas
significativas entre as marcas. A faixa de pH do acido de solubilizacdo da quitosana foi
variada e analisada a partir de testes de viabilidade celular para estudo das propriedades
antimicrobianas da quitosana. A faixa de estudos de pH onde ndo ha interferéncia do
meio acido nos resultados é entre os pHs 5,0 e 6,5. Propriedades agregantes da
quitosana e sua interagdo com bactérias foram analisadas na presenca de nanoparticulas
de ouro, em que ficou evidente que a metodologia proposta é rapida, simples, eficaz e
ndo compromete a atividade antimicrobiana da quitosana. Estes experimentos tambem
mostraram uma provavel competicéo entre ouro coloidal e bactérias em interagir com a
quitosana, porém também foi constatada uma forte interacdo entre os materiais. Outros
ensaios foram realizados com fotossensitizadores buscando avaliar a interacdo e
possivel sinergismo entre os materiais melhorando a fotoinativacdo de micro-
organismos, mas nao foi verificada uma intensificacdo das propriedades e em um dos

corantes ndo houve efeito de atividade antimicrobiana pela quitosana.

Palavras chave: Quitosana, inativacdo fotodinamica, corantes, nanoparticulas de ouro,

viabilidade celular.
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ABSTRACT

Chitosan is a functional material which offers unique characteristics as
biocompatibility, biodegradability, atoxic, physiological inertness, antibacterial,
chelating heavy metal ions, properties of gel formation, and hydrophilicity, and
remarkable affinity for proteins. This study aimed to investigate the use of chitosan and
additives, such as gold nanoparticles and photosensitizers, as alternative to inactivate
microorganisms treatments. Chitosan of different brands were tested and characterized
according to their structural properties in order to assess whether there are significant
differences between the brands. The pH range of the acid solubilization of chitosan was
varied and analyzed from tests of cell viability study of the antimicrobial properties of
chitosan. The range of pH studies where there is no interference from acid in the results
is at pH 5.0 and 6.5. Aggregation properties of chitosan and its interaction with bacteria
were analyzed in the presence of gold nanoparticles, which became evident that the
proposed method is simple, fast, effective and does not compromise the antimicrobial
activity of chitosan. These experiments also showed a probable competition between
colloidal gold and bacteria interaction with chitosan, but were also found a strong
interaction between these materials. Other tests were performed with photosensitizers
by assessing the interaction and possible synergism between materials improving the
photoinactivation of microorganisms, but not verified or an intensification of the

properties of the dyes and there was no effect of antimicrobial activity by chitosan.

Keywords: Chitosan, photodynamic inactivation, dyes, gold nanoparticles, cell

viability.
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1. INTRODUCAO

1.1. Escherichia coli

As células séo unidades estruturais e funcionais de todos os organismos Vivos.
Os menores organismos sao unicelulares e sdo microscopicos, enquanto 0s organismos
maiores sdo pluricelulares. Todas as celulas vivas possuem certas caracteristicas
estruturais e em geral um ndcleo ou nucledide, onde o genoma (conjunto completo de
genes, composto de Acido Desoxirribonucléico - ADN) é armazenado e replicado. O
nucledide bacteriano ndo é separado do citoplasma por uma membrana, mas nos
organismos superiores o material nuclear é envolto por uma membrana dupla, e
envelope nuclear. As células providas do envelope nuclear sdo chamadas de
“eucariotos” e as desprovidas - células bacterianas — “procariotos” (NELSON e COX,
2002).

As bactérias do género Escherichia coli pertencem a familia Enterobacteriaceae
e sd0 micro-organismos anaerobios facultativos, reduzem nitrato a nitrito, fermentam
glicose, e é oxidase-negativa. Elas metabolizam uma ampla variedade de substéncias
como carboidratos, proteinas, aminoacidos, lipidios e &cidos organicos. Produzem
catalase, utilizam glicose, aménia e nitrogénio como fontes de material organico
(BRASIL, 2001).

A célula da E. coli tem cerca de 2 um de comprimento e pouco menos de 1 pm
de diametro, tem uma membrana externa protetora e uma membrana plasmatica interna
que envolve o citoplasma e o nucledide. Entre as membranas interna e externa ha uma
fina, mas forte, camada de peptideoglicanos (polimeros de agucar unidos por ligacGes
cruzadas de aminoéacidos), que fornece a célula sua forma e rigidez. A membrana
plasmatica e as camadas externas constituem o envelope celular. Diferencas no
envelope celular sdo responsaveis pelas afinidades diferentes para o corante violeta de
genciana que € a base do corante de Gram; as bactérias Gram-positivas retém o corante,
e as bactérias gram-negativas ndo. A membrana externa da E. coli, como a de outras
eubactérias gram-negativas, ¢ semelhante a membrana plasmatica na estrutura, mas €
diferente na composicdo. Nas bactérias gram-positivas ndo hd membrana externa e a
camada de peptideoglicanos que envolve a membrana plasmatica € muito mais espessa
do que nas bactérias gram-negativas. As membranas plasmaticas das eubactérias

consistem de uma fina bicamada de moléculas de lipidios penetrada por proteinas. A

1



membrana plasmética contém proteinas capazes de transportar certos ions e compostos
para dentro da célula e transportar produtos e residuos para fora (NELSON e COX,
2002).

Gram positiva

Peptidoglicano

Membrana plasmatica

Gram negativa

Membrana externa

Peptidoglicano
S Espaco periplasmico

Membrana plasmatica

Figura 1. llustracdo mostrando a diferenca entre bactérias Gram positivas e negativas.

As bactérias modernas habitam quase todos os nichos ecolégicos na biosfera,
havendo espécies de bactérias capazes de usar praticamente todo tipo de composto
organico como fonte de carbono e energia. A E. coli é uma habitante usualmente
inofensiva do trato intestinal dos seres humanos e de muitos outros mamiferos. No
entanto, certos sorotipos sdo patogénicos (micro-organismos que podem causar doencas
veiculadas por alimentos) para 0 homem e para outros animais e estes ndo sdo
considerados como fazendo parte da flora intestinal normal. A transmissdo das
infeccdes causadas por E. coli seguem principalmente trés vias: o contato direto com
animais, o contato com humanos e o consumo de alimentos contaminados (PELCZAR,
CHAN e KRIEG, 1997).

Algumas estirpes de E. coli conseguem crescer em ambientes com temperaturas
entre 7 e 46 °C e tém uma temperatura 6tima de crescimento entre 35 e 40°C
(temperatura a qual a taxa especifica de crescimento € maxima). As estirpes patogénicas
sobrevivem, geralmente, as temperaturas de refrigeracdo, apesar de ocorrer uma ligeira
reducdo de sua populacdo ap6s uma a cinco semanas de armazenamento (VARMAN e
EVANS, 1996). O efeito do pH no crescimento depende do tipo de &cido presente. A E.
coli é destruida por irradiacdo. A presenca de oxigénio aumenta o efeito letal da
irradiacdo, que € maximo a temperaturas entre os 45 e os 55°C (BUCHANAM e
KLAWITER, 1992).



As enterobactérias apresentam ou produzem varios fatores de viruléncia
comprovados e potenciais. Algumas linhagens especiais desse microrganismo podem
causar doengas no homem e também em animais, recebendo a denominacgao genérica de
Escherichia coli enterovirulenta. Existem cinco classes distintas de E. coli
enterovirulenta: E. coli enteropatogénica, E. coli enterotoxigénica, E. coli
enterohemorragica, E. coli enteroinvasora e E. coli enteroagregativa (VARMAN e
EVANS,1996; LEVINE,1987; HOBBS e ROBERT,1998).

Os sintomas surgem cerca de 3 a nove dias apds a ingestdo do alimento
contaminado e podem ter uma duracdo de até 9 dias. Os sintomas mais comuns s&o
colites hemorréagicas caracterizada por uma diarreia sanguinolenta, fortes dores
abdominais, vomitos e auséncia de febre. Em casos mais graves pode ocorrer sindrome
hemolitico-urémica e Purpura Trombdtica Trombocitopénica em criancas e idosos,
respectivamente. Estas sindromes caracterizam-se por anemia hemolitica
microangiopatica, trombocitopenia, alteracbes da funcéo renal, febre e anomalias do
sistema nervoso central. (TARR,1995).

Diante da ampla variedade de sorotipos patogénicos, da alta taxa de mortalidade
proveniente das sindromes decorrentes a ingestdo de alimentos contaminados, da
resisténcia as drogas antibioticas e outros tratamentos convencionais pelas bactérias, 0s
cientistas tém aprofundado seus estudos em tratamentos alternativos para a inativacao

microbiana.

1.2. Inativacédo Fotodinamica

A luz solar pode tanto trazer beneficios quanto maleficios, porém, a luz tem sido
usada com propositos terapéuticos ha séculos. Em tratamentos de pele tuberculosa e
debilitada, a priori, apenas era aplicada a radiacdo ultravioleta (BERTOLONI, ROSSI,
VALDUGA, et al, 1990).

Colorantes (corantes e pigmentos) se caracterizam pela sua habilidade de
absorver luz visivel. Um numero consideravel de corantes ao longo de mais de um
século é produzido em escala industrial, em que se destacam 0s compostos azo, devido
a simplicidade de sintese e durabilidade. (BERTOLONI, ROSSI, VALDUGA, et al,
1990). Como absorvem luz com elevada eficiéncia, em alguma regido do espectro
visivel, alguns desses compostos sdo capazes de induzir ou participar de certas reacdes

fotoquimicas especificas, sugerindo que corantes excitados por aplicacdo de luz teriam
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efeitos destrutivos em sistemas bioldgicos. (ACKROYD, KELTY, BROWN,et al,
2001).

Varios autores observaram uma forma alternativa para o tratamento de alguns
tipos de canceres e de outras moléstias conhecida como Terapia Fotodindmica (TFD) e
também um excelente método para inativacdo de micro-organismos, a Inativacao
Fotodinamica (IFD) (SPESIA et al, 2009).

Corantes que na presencga de luz possuem atividade citotoxica sdo chamados de
fotossensitizadores devido a geracdo de agentes citotdxicos através da interacdo
dindmica entre um fotossensitizador excitado por luz em comprimento de onda
especifico. A absorcdo de fotons pelo fotossensitizador gera a ativacdo destes agentes,
tais como, oxigénio singlete e radicais livres, (MAISCH, BOSL, SZEIMIES, et al,
2005), levando estas moléculas a uma instabilidade quimica, com a mudanca do padréo
de organizacdo eletronica normal. A tendéncia natural de qualquer composto em um
estado excitado eletronicamente é retornar ao seu estado fundamental, pois ele é
energeticamente mais favordvel. Este retorno ao estado fundamental ocorre com
emissdo de energia na mesma intensidade da energia de absorcdo do foton absorvido
(LUKISIENE, 2003; MAISCH, BOSL, SZEIMIES, et al, 2005).



Figura 2. llustragdo do evento fotodindmico onde na presenca de luz o corante é
excitado e ao retornar para o estado fundamental emite energia para o oxigénio

molecular.

A resisténcia bacteriana crescente aos meétodos tradicionais antimicrobianos
gerou a necessidade pelo desenvolvimento de novas drogas ou novos procedimentos de
tratamento. Varios autores demonstraram que a combinacdo de fotossensitizadores
fenotiazinicos com luz vermelha, possui consideravel potencial para utilizacdo clinica
em desinfeccdo de pele, queimaduras esterilizacdo de sangue e 4&gua, etc
(WAINWRIGHT, PHOENIX, GASKELL, et al, 1997). Em outro trabalho, demonstrou
que um fotossensitizador fenotiazinico ativo em membranas e seu efeito fototoxico
observado em bactérias é negligenciavel contra queratindcitos e fibroblastos (SOUKOS,
XIMENEZ-FYVIE, HAMBLIN, 1998).

A IFD vem como um procedimento alternativo aos antimicrobianos tradicionais,
permitindo a eliminacdo dos micro-organismos de varios meios e superficies. Esta €
uma boa vantagem da fotoinativacdo de micro-organismos, pois tem efeito rapido,
altamente localizado e como depende da geracdo de eventos citotdxicos, como oxigénio
singlete e radicais livres, o desenvolvimento de resisténcia ao procedimento é pouco
provavel (BERTOLONI, G., SALVATO, B., DALT’ACQUA, et al, 1984).

Bactérias gram-positivas sdo, em geral, mais suscetiveis a IFD quando

comparado com bactérias gram-negativas. Esta diferenca € atribuida a diferengas
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estruturais na parede celular. Bactérias gram-negativas como relatado anteriormente,
ttm uma estrutura complexa da membrana externa formada por duas bicamadas
lipidicas enquanto gram-positivas possuem uma Unica bicamada e uma camada externa
relativamente permedvel. Vérias sdo as classes de fotossensitizadores, que variam entre
corantes i0nicos, corantes extremamente apolares e outras drogas. Fotossensitizadores
neutros ou negativamente carregados ndo sdo habeis em penetrar a barreira da bactéria
gram-negativa, entretanto fotossensitizadores cationicos se ligam fortemente e
conseguem exercer o efeito fotodinamico (BATZRI, KORN, 1975).

A Figura 3, abaixo, apresenta a estrutura molecular dos fotossensitizadores
utilizados nesse trabalho.

Ftalocianinas em geral Azul de metileno
jj 4 A \7//\ /@N:@
~
NH/ A H 3C N S I{I .CH 3
| |
N/ W CHs Cl- CHs
—N HN \
SN Rosa de Bengala

Figura 3. Estrutura molecular dos fotossensitizadores utilizados.

O uso especifico desses sensitizadores € devido a polaridade e natureza de
cargas. As ftalocianinas sdo corantes apolares, os demais sdo corantes idnicos, sendo
que, o azul de metileno é catidnico e rosa de bengala é aniénico. O inconveniente nestas
drogas vem sendo além do alto custo, o uso de doses elevadas, que acarretam efeitos
colaterais, devido a presenca destes agentes no organismo ap0s o tratamento. Desse
modo, tornou-se necessario a busca por novos sensitizadores mais seletivos na retencao
na célula alvo, facilmente eliminados apds o tratamento, e ter possibilidade de ativacdo
e facil penetracdo no comprimento de onda adequado com baixa citotoxicidade
(ACKROYD, KELTY, BROWN, et al, 2001).



Alternativamente, materiais como quitosana tem sido usado para interagir com

os fotossensitizadores e melhorar sua efetividade perante micro-organismos.

1.3. Quitosana

Quitina, um polissacarideo naturalmente abundante e material suporte de
crustaceos, insetos e dentre outros, é bastante conhecido por consistir em 2-acetamido-
2-desoxi-p-D-glicose através de uma ligacdo glicosidica f(1—4). Sua imunogenicidade
é extremamente baixa, devido a presenca de nitrogénio. Assemelha-se a celulose por ser
insoluvel, baixa reatividade quimica, polissacarideo estrutural e diferencia-se pelo
ligante no carbono 2 (C-2) ser o grupamento acetamido ao invés da hidroxila. Quitina é
branca, dura, inelastica, polissacarideo nitrogenado e a maior fonte de poluicdo
superficial de areas costeiras (KUMAR, 2000, RINAUDO, 2006). A quitosana é obtida
a partir da reacé@o de desacetilacdo da quitina em solucdes alcalinas. Durante a reacao de
desacetilacdo, os grupamentos acetamido (-NHCOCHS3) da quitina sdo transformados,
em graus variados, em grupos amino (-NHz), dando origem a quitosana. Na Figura 4,

abaixo, sdo apresentadas a estrutura da celulose, quitina e quitosana.
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Figura 4. Estruturas da celulose, quitina e quitosana (KUMAR, 2000).



A Quitina e a quitosana sdo de interesse comercial devido a sua alta
porcentagem de nitrogénio (6,89 %) comparado com a celulose sinteticamente
substituida (1,25 %). Essa caracteristica faz com que a quitina seja um agente quelante
atil. Assim, como a maior parte dos polimeros hoje em dia sdo materiais sintéticos, a
sua biocompatibilidade e biodegradabilidade s&o muito mais limitadas do que as de
polimeros naturais tais como celulose quitina, quitosana e seus derivados. No entanto,
estes materiais naturalmente abundantes exibem também uma limitagdo na sua
reatividade e processabilidade. Recentemente, muita atencdo tem sido dada a quitosana
como um potencial recurso polissacaridico (KUMAR, 2000, RINAUDO, 2006).

1.3.1. Processabilidade da quitosana

A quitina e facilmente obtida de conchas de caranguejos e camardes e mycelia
de fungos. No primeiro caso, a producdo da quitina estd associada com a industria
alimenticia. No segundo caso, a producdo de complexos de quitosana-glicana esta
associada a processos fermentativos. O processamento das conchas de crustaceos
comumente envolve a remocdo de proteinas e dissolucdo de carbonato de célcio
presente nos exoesqueletos de caranguejos em altas concentracfes através de solucdes
diluidas de Acido Cloridrico (HCI) e reducdo de nitrogénio protéico com solucdes
diluidas de Hidroxido de Sodio (NaOH). A quitina resultante é desacetilada em
hidroxido de sodio a 40 % a 120 °C por 1 a 3 horas. Este tratamento produz quitosana
70 % desacetilada (KUMAR, 2000; DUTTA, DUTTA, TRIPATHI, 2004). A Figura 5
mostra o esquema da desacetilacdo da quitina para producéo de quitosana.
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Figura 5. Esquema ilustrando a estrutura da quitina e quitosana e o processo de
desacetilacdo com hidréxido de sédio (KUMAR, 2000).
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Quando o grau de desacetilacdo (GD) da quitina atinge cerca de 50 %, esta
passa a ser solivel em meio de solucdo aquosa &cida, sendo chamada de quitosana. A
solubilizacdo ocorre pela protonagdo da funcdo —NH. na posicdo C-2 da unidade
repetida de D-glucosamina, onde o polissacarideo € convertido a um polieletrélito em
meio acido. A quitosana é o Unico polimero catidnico pseudonatural e assim, encontra
varias aplicagbes que seguem a partir dessa caracteristica Unica (floculantes para
recuperacdo de proteinas, despoluicdo, etc.). Sendo solivel em solucBGes aquosas, e
largamente usado em diferentes condi¢des como em solucdes, géis, filmes e fibras
(KUMAR, 2000; RINAUDO, 2006; DUTTA, DUTTA, TRIPATHI, 2004).

1.3.2. Aspectos econdmicos

A producdo de quitina e quitosana baseiam-se nos descartes de residuos
provenientes da inddstria pesqueira. Muitos paises possuem grandes fontes
inexploraveis de crustaceos. A producdo de quitosana a partir de conchas de crustaceos
provenientes de lixo da indudstria alimenticia € economicamente possivel especialmente
se inclui a recuperacéo de carotenoides.

Para produzir 1 Kg de quitosana 70% desacetilada de cascas de camardo sao
necessarios 6,3 Kg de acido cloridrico e 1,8 Kg de hidroxido de sodio, agua processada
e agua quente (KUMAR, 2000).

Quitina e quitosana sdo produzidas comercialmente na india, Japdo, Polénia,

Noruega e Australia.

1.3.3. Estrutura da quitosana e propriedades

No estado sélido, a quitosana é um polimero semicristalino possuindo uma
estrutura organizada em folhas com alto grau de cristalinidade e polimorfismo. Cristais
separados de quitosana sdo obtidos usando quitina totalmente desacetilada de baixo
peso molecular (RINAUDO, 2006).

As condicdes experimentais de cristalilzacdo e sintese da quitosana fazem com
que os filamentos possam adotar diferentes estruturas. Apesar da flexibilidade da
quitosana, sua estrutura no estado sélido é mantida por forcas intra e intermoleculares
bem definidas. As ligacdes de hidrogénio tém papel primordial na defini¢do da estrutura
da quitosana (CUNHA, 2013).



A combinacdo de técnicas de cristalografia de raios-X, espectroscopia de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e infra-vermelho (IV) permitiram obter a
estrutura molecular da quitina e da quitosana. A descricdo da estrutura de agtcares € um
desafio, pois esta classe de biomoléculas é bastante flexivel e frente a modificacdes
quimicas como: complexacdo com biomoléculas, mudangas no pH, forca i6nica e tipos

de solvente, tende a sofrer severas modificagdes conformacionais (CUNHA, 2013).

1.3.3.1. Solubilidade da guitosana

As propriedades em solucdo da quitosana dependem ndo somente de médias do
GD, mas também da distribuicdo dos grupos acetil ao longo da cadeia, além do peso
molecular. A desacetilacdo, usualmente feita no estado solido, oferece uma estrutura
irregular devido ao caracter semicristalino do polimero inicial. Examinando o papel da
protonacdo da quitosana na presenca de acido aceético e acido cloridrico na solubilidade
mostrou que o grau de ionizacdo depende do pH e o pK do &cido. A solubilidade da
quitosana também depende das concentragdes idnicas e um efeito de sais em excesso foi
observado para o HCI 1mol L?, tornando possivel a preparacio da forma cloro
hidratada da quitosana (KUMAR, 2000; RINAUDO, 2006; DUTTA, DUTTA,
TRIPATHI, 2004).

A solubilidade da quitosana foi usualmente testada em acido acético pela
dissolugdo em 1% ou 0,1 mol L™ de 4cido acético. Foi demonstrado que a quantidade de
acido necessario depende da quantidade de quitosana que serd dissolvida. A
concentracdo de protons necessaria € pelo menos igual a concentracdo de unidades —
NH; envolvida (RINAUDO, PAVLOV, DESBRIERES, 1999).

Na realidade, a solubilidade é um parametro bastante dificil de controlar. Esta
relacionado com GD, concentracdo idnica, pH, a natureza do &cido usado para
protonacdo, a distribuicdo dos grupos acetil ao longo da cadeia, bem como as condicdes

de isolamento e secagem do polissacarideo.

1.3.3.2. Grau de desacetilacdo e a distribuicdo dos grupos acetil

A distribuicdo dos grupos acetil ao longo da cadeia (aleatdrio ou por blocos)
podem influenciar a solubilidade do polimero e também as interacfes inter-cadeia

devido a ligacbes de hidrogénio e o carater hidrofobico dos grupos acetil. Essa
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distribuicdo pode ser avaliada com medidas de RMN de carbono em que frequéncias
sdo determinadas por homogéneas e heterogéneas quitosanas com diferentes valores de
GD (RINAUDO, 2006).

1.3.3.3. Peso molecular

O peso molecular e sua distribuicdo sdo importantes caracteristicas para
considerar para esses polimeros. A primeira dificuldade encontrada a este respeito
relaciona-se com a solubilidade das amostras e a dissociacdo dos agregados muitas
vezes presentes nas solucdes de polissacarideos. O solvente € importante também
quando o peso molecular é calculado a partir da viscosidade intrinseca usando a relacéo
de Mark-Houwink, equacéo (1) abaixo,

[n] = KM? equacéo (1)

em que, M= peso molecular, [n]= viscosidade intrinseca relativa e K
parametro de valores experimentais com valores conhecidos dos parametros K e a. O
peso molecular ¢ determinado por espalhamento de luz usando a relacdo de valores
dn/dc, em que ¢ é a concentracdo do polimero (KUMAR, 2000; RINAUDO, 2006;
DUTTA, DUTTA, TRIPATHI, 2004).

1.3.4. Aplicacdes da quitosana

Devido a suas propriedades fisico-quimicas, a quitosana vem sendo usada
massivamente em diferentes produtos e aplicacbes, desde produtos cosméticos e
farmacéuticos a tratamento de agua e protecdo de plantas. Em diferentes aplicacfes, sdo
necessarias diferentes propriedades da quitosana. Essas propriedades mudam com o
grau de desacetilacdo e o peso molecular (KUMAR, 2000; RINAUDO, 2006).

Quitosana é fungicida na natureza e compativel com varios componentes
biologicamente ativos incorporados nas composicdes de produtos cosméticos, podendo

conter outros hidrocoldides antioxidantes, antialérgicos e anti-inflamatérios de origem
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vegetal, podendo ser usado nas &reas cosméticas de cuidados com cabelos, pele e boca
(KUMAR, 2000; RINAUDO, 2006).

Na area de engenharia de aguas, a quitosana é usada como agente floculante
devido a sua natureza policatiénica, podendo agir como agente quelante, e complexante
com metais pesados e corantes. Considerdvel quantidade da producdo de quitina e
quitosana no mundo sdo usadas no tratamento de &guas e esgotos. As moléculas de
quitosana aglomeram largamente com contaminantes aniénicos na solugdo, formando
precipitados e floculando (KUMAR, 2000; RINAUDO, 2006).

O uso de quitosana na industria alimenticia é bastante conhecida devido a sua
ndo toxicidade e apresentam boas propriedades emulsificantes, espessamento e
gelificagcdo para estabilizantes em produtos alimenticios. Varios autores retratam a
atividade antimicrobiana da quitosana (LIU, et al., 2004; JE, KIM, 2006; HELANDER,
et al., 2001; PALMA-GUERRERQO, et al., 2009; KRAJEWSKA, et al., 2011), o que a
torna tdo versatil tanto na industria alimenticia, quanto na agroindustria. Ainda que o
mecanismo de atividade antimicrobiana ndo tenha sido elucidado, véarias hipoteses sao
apontadas. A mais difundida é devido a protonacdo do grupamento amino e sua
interacdo com a porc¢éo carregada negativamente dos fosfolipideos da membrana celular
dos micro-organismos (LIU, et al, 2004). Existem também outras teorias como, por
exemplo, a quitosana causa grandes alteracdes na superficie da célula e cobre a
membrana exterior o que decorre da perda da funcdo de barreira, devido a ligacdo da

quitosana com a membrana externa (HELANDER, et al., 2001).
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2. OBJETIVO

2.1. Objetivo Geral

Realizar uma investigacdo aprofundada da utilizacdo da quitosana e aditivos,
tais como, fotossensitizadores e demais materiais na fotoinativagdo de micro-
organismos, no intuito de buscar novas alternativas e ampliar, de forma sinérgica, o

potencial de atividade antimicrobiana da quitosana.

2.2. Objetivos Especificos

e Investigar de forma comparativa as propriedades e caracteristicas de quitosanas
de diferentes marcas por caracterizacGes estruturais de Espectroscopia de
infravermelho, Difragéo de raios-X e Termogravimetria.

e Estudar sistematicamente a acdo antimicrobiana da quitosana com rela¢do ao pH
em que se encontra e avaliar se existe interferéncia do meio &cido de
solubilizacdo da quitosana nos resultados.

e Avaliar a interacdo da quitosana com diferentes fotossensitizadores e se ocorre
efeito sinérgico de propriedades ou interferéncia na fotoinativacdo de micro-
organismos.

e Investigar as propriedades aglutinantes/agregantes da quitosana com
nanoparticulas de ouro e sua interacdo (com melhoria de acdo) e/ou possivel

interferéncia na atividade antimicrobiana da quitosana.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais e reagentes
Os reagentes utilizados em sua maioria apresentaram grau de pureza acima de
90% ou pureza analitica. A quitosana utilizada nos experimentos foi comprada de duas
fontes distintas, comercial e Sigma-Aldrich.

3.2. Preparo de solucdes

3.2.1. Solucao salina

Solucéo de Cloreto de Sédio (NaCl) 0,154 mol L™ ou 0,9% (m/v) foi preparada

com a dissolucdo de 9 g do sal para 1 litro de solucgéo.

3.2.2. Solucédo estoque de ftalocianina de zinco (ZnPc).

As solugBes estoque de ftalocianina de zinco (ZnPc) a 1 mmol L? e 0,5 mmol
L foram preparadas com a dissolugdo do corante em dimetilformamida. O recipiente
contendo a solucdo estoque foi mantido sobre refrigeracdo ao abrigo da luz quando nao

estava sendo usado.

3.2.3. Solucao estoque de azul de metileno (AM).

Solucédo estoque de azul de metileno (AM) foi preparada na concentracdo de 1

mmol L. A solugdo foi mantida a 4 °C na auséncia de luz até o momento do uso.

3.2.4. Solucao de &cido acético (HAc)

A solucdo de acido acético (HAc) foi preparada na concentracdo de 1% (v/v)
ou 0,174 mol L,
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3.2.5. Solucéo de hidréxido de ambnio (NH4sOH)

A solucédo de hidroxido de amdnio (NH4+OH) foi preparada na concentracéo de
0,125 mol L™,

3.2.6. Solucdo de hidroxido de sédio

A solucdo de hidroxido de sodio a 1 mol L* foi preparada a partir da
dissolucdo dos cristais de NaOH em béquer contendo agua deionizada

3.2.7. Solucao de quitosana

A proporgdo de 1 mg de quitosana a cada 1 mL de solucéo foi adicionada a um
béquer contendo solucdo de &cido acético 1% (v/v) sob agitacdo magnética até completa
solubilizacdo da quitosana. A solucéo de quitosana com pH inicial igual a 3 foi separada
em diversas por¢oes e ajustado o pH da solu¢do com as solucbes de bases acima citadas
a faixas de pH definidas: 3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5 e 7,0.

3.3. Caracterizacao estrutural por Espectroscopia Infravermelho (1V)

As medidas de IV foram realizadas no espectrometro de infravermelho com
transformada de Fourier, FTIR, da marca SHIMADZU IR PRESTIGE-21, pertencente
ao laboratdrio de multiusuarios da pos graduacdo em Quimica da Universidade Federal
de Uberlandia. As amostras foram analisadas em Brometo de Potassio (KBr), e os

espectros foram obtidos na regido espectral de 4000 a 450 cm™,

3.4. Caracterizacao estrutural por Difracéo de raios-X

Os difratogramas de raios X (DRX) foram obtidos em um equipamento
Shimadzu XRD-6000, com radiacdo Cu-Ka (L = 1,5418 A), e as seguintes condi¢des de
trabalho: voltagem 40 kV, corrente 30 mA, velocidade de varredura de 2° min?, na

faixa de valores (2) de 5 a 70°, com velocidade de passo igual a 0,02° s™. As amostras
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foram preparadas a partir da amostra em po, prensando o solido com placa de vidro em
porta amostra de vidro.

3.5. Caracterizacéo por Termogravimetria (TG)

As curvas TG foram obtidas utilizando-se um sistema de anéalise
termogravimétrica (ATG) Shimadzu DTG-60H simultaneous DTA-TG apparatus, com
velocidade de aquecimento de 10 °C min™ em atmosfera de N2 (vazdo de 30 mL min™),
com massa aproximadamente de 6 mg em cadinho de aluminio no intervalo de
temperatura de 20 — 600 °C. As curvas TG das amostras foram obtidas para verificar o

perfil da decomposicdo térmica. A amostra de referéncia utilizada foi alumina.

3.6. Teste de Viscosidade

As solucgdes de quitosana comercial e Sigma-Aldrich (peso molecular medio)
foram preparadas na concentracdo de 1 mg a cada 1 mL de solucdo. O pH das solucgdes
foi variado de modo a descobrir a influéncia do pH na viscosidade das solucdes de
quitosana. Também foi investigado se havia diferenga nas viscosidades entre quitosana
Polymar e Sigma-Aldrich.

O viscosimetro de vidro capilar de Ostwald tamanho 150 foi utilizado para
determinar as viscosidades das amostras a temperatura ambiente (x 28 °C). A influéncia

da temperatura sobre as viscosidades ndo foi investigada.

3.7. Avaliacdo da eficicia antimicrobiana

Os ensaios foram realizados em placas de 96 po¢os. A marca da quitosana, 0S
pHs do meio de solubilizacdo da quitosana, concentracdo de quitosana, solvente, e
interacdo com aditivos foram variados. A efetividade antimicrobiana da quitosana foi
testada frente a Escherichia coli na escala nefelométrica (padrdes de turvacdo) de Mc
Farland, que é utilizada para a padronizacdo da concentra¢do bacteriana em uma

suspensdo através da turbidez.
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Os ensaios para avaliacdo da atividade antimicrobiana da quitosana foram com
relacdo a bactéria Gram-negativa Escherichia coli e os meios de cultura utilizados
foram os meios solidos &gar eosina azul de metileno (EMB), agar com “Rapid HiBroth
Coliform” (RHBC) e o meio liquido caldo RHBC e LMX, preparados segundo
protocolo impresso do fabricante.

Para todos os ensaios microbiolégicos foram realizados controles contendo
apenas bactérias, controles do meio de solubilizacdo da quitosana e demais solventes,
para confirmar a acdo antibacteriana da quitosana e aditivos e ndo de interferentes ou

contaminacdes cruzadas.

3.7.1. Ensaios de concentracdo minima inibitéria (CMI)

Os ensaios de concentragdo minima inibitoria foram realizados em placas de
microdiluicdo com 96 pocos utilizando a solucdo de quitosana a diferentes faixas de pH
e o fotossensitizador em diluigdes sucessivas (fator de diluicdo igual a %), o aditivo
(solugéo salina ou agua deionizada), a suspensao celular de Escherichia coli e 0 meio de
cultura liquido (caldo LMX ou RHBC). Apoés o preparo das placas, as mesmas foram

colocadas em estufa a 37 °C durante 24 horas.

3.7.2. Ensaios de Unidades Formadoras de Col6nias (UFC)

Os ensaios para determinacdo de unidades formadoras de colonia de
Escherichia coli foram feitos utilizando 50 pL do in6culo em contato com 50 pL de
solucdo de quitosana na escala Mc Farland. Apds o tempo de incubacdo e irradiacao
previsto no protocolo, 10 pL e 100 pL da suspenséo celular foram colocados em placas
de petri e foram cobertas com Agar e meio nutritivo RHBC.

As placas foram colocadas em estufa a 37 °C durante 48 horas e a contagem
das Unidades Formadoras de Colbnia foi realizada com o auxilio de um contador de

colonias.
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3.8. Testes de Solubilidade das quitosanas

As amostras de quitosana foram testadas quanto a solubilidade em diferentes
pHs a temperatura ambiente. Foram preparadas solugdes em tubos de ensaios a 1 mg de
quitosana a cada 1 mL de solucdo. Foram testados varios pHs (3,0 a 7,0), 4gua
deionizada (pH= 7,0), solugdo salina (pH= 6,5) e solucdo hidroxido de sédio 1 mol L*
(pH= 12,0). As amostras foram mantidas sob agitacdo magnética por 30 minutos e em
seguida agitadas a cada 10 minutos no intervalo de 30 minutos, depois foram deixadas

em repouso over night.

3.9. Teste da interacdo da quitosana com corantes na fotoinativagcdo de

microrganismos

Os ensaios foram realizados em placas de 96 pocos. A marca da quitosana
usada foi Sigma-Aldrich e a quitosana foi suspensa em agua na razdo de 1 mg de
quitosana para cada 1 mL de agua. Também foi variada os tipos de corantes:
Ftalocianina de Zinco, Rosa de Bengala e Azul de Metileno e suas concentracfes. A
efetividade antimicrobiana da quitosana foi testada frente a Escherichia coli na escala
nefelométrica (padrdes de turvacdo) de Mc Farland, que é utilizada para a padronizacao

da concentracdo bacteriana em uma suspensao atraves da turbidez.

3.9.1. Ensaios de concentracdo minima inibitoria (CMI)

A suspensdo bacteriana foi preparada utilizando como referéncia a escala de
Mc Farland na graduacdo 0,1. Em seguida a bactéria foi misturada aos corantes em
microdiluicdo seriada (fator de diluicdo igual a ¥2). As placas foram incubadas durante
15 minutos em estufa a 37°C e separadas dependendo da sua exposicdo a luz: irradiada
e controle no irradiado. Posteriormente, com a adi¢do de um meio de cultura adequado,

a placa é deixada em uma estufa a 37°C por 24 horas para coleta de resultado.
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3.9.2. Sistema de irradiacao.

O PHLS, sistema de irradiagdo desenvolvido pelo grupo em trabalhos
anteriores foi utilizado neste trabalho (PAULA, SANTOS, OLIVEIRA, et al. 2010).
Este sistema de irradiacdo é constituido de uma (1) lampada halégena utilizada em
retroprojetores (marca OSRAM, modelo ENH, poténcia de 250W), acoplada a uma
caixa metalica proveniente de uma fonte de alimentagdo ATX. Nessa estrutura foi
inserido um “cooler” de fonte de alimentagdo (1). Possui também uma (2) lupa de
leitura de vidro cristal 100% (marca DFV, modelo LL-P100, com 100 mm de diametro,
175 mm de foco, armacdo plastica, aumento de 1,5 vezes) fixada a uma distancia de 7
cm da lampada e a uma distancia de 22,5 cm de uma (3) cuba de refrigeracéo de vidro
oca de formato retangular, com 5 cm de percurso, ao qual foi soldado um bocal
permitindo a fixacdo de mangueiras de silicone em suas extremidades para circulacdo de
agua em seu interior. Essa cuba permite a passagem de fluxo de agua visando a
refrigeragdo da regido proxima a amostra. A Figura 6, abaixo, ilustra o aparelho e sua
descrigéo.

Figura 6. Sistema de irradiacdo PHLS. (PAULA, SANTOS, OLIVEIRA, et al. 2010)

3.10. Testes de propriedades agregantes da quitosana

Os testes de atividade aglutinante foram realizados utilizando uma metodologia

desenvolvida no LABIOFOT através de nanoparticulas de ouro (ouro coloidal).
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3.10.1. Preparo das nanoparticulas de ouro

As nanoparticulas de ouro foram preparadas de acordo com o descrito em
MELO JR (2012).

A solucio de HAuCI, a uma concentragdo de 2,5 x 10 mol L foi aquecida até
ebulicdo em um erlenmeyer, com agitacdo. Rapidamente foram adicionadas 5,0 mL de
solucdo 1% de citrato de sddio e a solucdo foi mantida em ebuli¢do e agitacdo, tampada
com um vidro de reldgio, por 10 min. O aquecimento do sistema foi suspenso e a
agitacdo mantida por mais 15 min em outra placa de agitacdo, porém sem aguecimento.
A barra magnética foi, entdo, removida e a solucdo foi resfriada a temperatura ambiente

sem a utilizagdo de banho de gelo.

3.10.2. Ensaios de propriedade agregante

A propriedade agregante ou aglutinante da quitosana foi avaliada utilizando
nanoparticulas de ouro 15 nm, variando concentracdo de quitosana, marca, pH e
diferentes meios em que a quitosana estava suspensa. O teste foi realizado em placas de
microdiluicdo sendo realizadas diluicdes seriadas da proteina de quitosana com a
posterior adicdo do ouro coloidal. Apos a microdiluicdo, a amostra foi incubada por 45
minutos para constatacdo do resultado. O microscopio STEMI 2000-C da marca ZEISS

foi utilizado para tirar fotografias dos po¢os com aproximacao de 50 X.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Quitosana Polymar versus Quitosana Sigma-Aldrich

De modo a determinar possiveis contaminantes ou interferentes, foram
realizadas caracterizagdes fisico-quimicas para nivel de comparacdo entre as duas
marcas de quitosana, Polymar e Sigma-Aldrich. A quitosana dos dois fornecedores ndo

passou por nenhum procedimento de purificacdo ou de melhoria do material.

4.1.1. Espectroscopia de Infravermelho

A espectroscopia de infravermelho € uma técnica instrumental rapida e simples
dependente da interacdo das moléculas ou atomos com a radiagdo eletromagnética,
evidenciando a presenca de grupos funcionais. Essa radiagdo causa aumento da
amplitude de vibragdes das ligacGes covalentes entre atomos e grupos funcionais de
compostos organicos e de insaturagdes. Nos compostos organicos os grupos funcionais
possuem atomos ligados por arranjos especificos, entdo a absorcdo de energia 1V por
uma molécula organica ocorrerd de modo caracteristico destes grupos funcionais,
especificos daquela molécula.

O espectro de infravermelho pode ser considerado a impressdo digital da
molécula, pois como tem muitas bandas de absorcéo, a possibilidade de dois compostos
apresentarem 0 mesmo espectro € praticamente inexistente (SILVERSTEIN, et.
al.,1994).

Os espectros de infravermelho das amostras de quitosana comercial Polymar e

quitosana Sigma-Aldrich estdo representadas na Figura 7.
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Figura 7. Espectros de IV das amostras de quitosana Polymar e Sigma-Aldrich.

A Figura 7 exibe os espectros espectroscopia IV das quitosanas na regido
espectral de 4000 a 450 cm™. As quitosanas de marcas distintas apresentaram grande
semelhanca no perfil espectral. Banda em 1600 cm™ devido a deformagdo NH2 que
predomina sobre a banda em 1655 cm™, em que esta Gltima banda estd associada a
carbonila (C=0) que tende a diminuir, conforme aumenta o grau de desacetilacdo da
quitosana. As bandas observadas na regido dos 850- 900 cm™devem-se a estiramentos
simétricos da ligagdo C-O-C. Bandas com deformacdes em 1380 cm™ referentes a C=0O-
NH e grupo CHz e em 1420 cm™ deformacdo simétrica do CHs. Estiramentos
antissimétricos da ligagdo C-O-C foram identificados na regido dos 1150 cm?, e o
estiramento C-OH aparece em 1270 cm™. As quitosanas das diferentes marcas possuem
0S mesmos grupos quimicos e semelhanca estrutural, mas devido a graus de
desacetilacdo diferenciados observam-se diferencas nas intensidades e posicdo de
algumas bandas, sugerindo que houve deslocamento das mesmas. A Tabela 1, apresenta

as principais bandas caracteristicas da quitosana.
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Tabela 1. Principais bandas caracteristicas da quitosana.

AMOSTRA ATRIBUICAO NUMERO DE ONDA (cm?)
v (O-H) 3450
Nsim (C-H) 2925
QUITOSANA
5 (N-H) 1630
Asim (C-H) 1375

4.1.2.Difracdo de raios x

A finalidade do uso de difracdo de raios X é apropriada para determinacgédo dos
indices de cristalinidade de quitosana.

O difratograma mostra dois picos caracteristicos da quitosana em 26 =~ 10°
(regides amorfas) e 20 ~ 20° (regides cristalinas) e ambas as marcas apresentaram o
mesmo perfil JAWORSKA, SAKURAI, GAUDON e GUIBAL, 2003). No processo de
desacetilacdo da quitina para producao de quitosana varios picos desaparecem, porém os
picos nas regifes citadas sdo mantidos para a quitosana. Quando a extensdo da
desacetilacdo aumenta, a intensidade do pico em 26 = 20° tende a diminuir, ou seja, o
indice de cristalinidade relativo é inversamente proporcional a desacetilacdo, quanto
maior indice de cristalinidade menor sera o grau de desacetilacéo.

A quitosana da marca Polymar apresentou uma maior intensidade em ambos
picos caracteristicos 20 = 10° e 20 = 20° indicando uma maior cristalinidade, ou seja, o
grau de desacetilacdo do produto desta marca € menor que da marca Sigma-Aldrich. A
Figura 8, mostra os difratogramas de raios-X comparativos das quitosanas de marcas

diferentes.
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Figura 8. Difratogramas de Raios-X de quitosana Sigma-Aldrich e quitosana Polymar.

4.1.3. Anélise Termogravimétrica (ATG)

As curvas TG, Figura 9, apresentam trés eventos térmicos: perda de massa
referente a evaporagdo de agua, a material organico e, por final, material inorganico e
possivel formacdo de Oxidos. Na Figura as curvas termogravimétricas (TG) sdo a
representacdo grafica da medida comparativa entre as marcas diferentes de quitosana,
submetidas a taxa de aquecimento de 10 °C min? sob atmosfera de nitrogénio,

relacionando a perda de massa em funcdo da temperatura.
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Figura 9. Curvas de TG de quitosana Sigma-Aldrich e Polymar.

Na primeira decomposicdo, houve uma perda de 8,81% de massa até 100 °C
para quitosana Sigma-Aldrich referente a perda de dgua e de 10,78% para a quitosana
Polymar. A segunda decomposicdo comecou a ocorrer em 270 °C e teve a maior perda
de massa em 300 °C, com perda de massa de 43,62% para quitosana sigma e para a
quitosana Polymar comecou a ocorrer a 260 °C teve seu pico de perda de massa a 290
°C, com perda de massa de 38,34%, referente a material carbonizado. No terceiro
evento, ocorreu decomposicdo, referente a perda de material inorganico, a temperaturas
acima de 500 °C, com perda de 31,61% para quitosana Sigma e 30,54 % para quitosana
Polymar.

Com relacdo a perda de massa referente a evaporagdo de agua, a quitosana da
marca Sigma-Aldrich apresentou moléculas de agua mais fortemente agregadas do que
a quitosana da marca Polymar. No segundo evento, perda de massa por perda de
material organico, sugere-se que a quitosana da marca Sigma-Aldrich apresenta uma

maior estabilidade energética ja que a temperatura de pico foi maior do que a quitosana
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da marca Polymar. Os eventos bem definidos sdo consistentes com os resultados
apresentados por Andrade (2007) que trabalhou na otimizacdo de quitosana e obteve
quitosanas com variados graus de desacetilacdo e 0s eventos termogravimeétricos
também foram bem definidos e com taxas de perdas de massa aproximadas as aqui

apresentadas.

4.1.4.Teste de Viscosidade

A viscosimetria € um método simples e répido para obtencdo do peso
molecular relativo de um polimero. A viscosidade da quitosana em dispersdo é
influenciada por muitos fatores, tais como: grau de desacetilacdo do polimero, peso
molecular, concentracdo, forca iénica, pH do meio e temperatura. Geralmente com o
aumento da temperatura, a viscosidade da dispersé@o polimérica diminui. Contudo, a
mudanca do pH na dispersdo polimérica pode levar a diferentes resultados, dependendo
do tipo de acido empregado. Com &cido acético, a viscosidade da quitosana tende a
aumentar com a diminuicdo do pH, enquanto que, com &cido cloridrico, a viscosidade
diminui (DAMIAN, BEIRAO, et al., 2005). O objetivo deste experimento foi avaliar a
diferenca entre as viscosidades relativas das duas marcas com relacéo ao pH.

Signini e Campana Filho (1998) descreveram um procedimento para analise de
viscosidade intrinseca dependente do Grau de desacetilacdo e para determinar a massa
molecular da quitosana. Os autores usaram como referéncia o pH 4,5 (solucdo tampéo
de acido acético / acetato de sodio), para subsequente diluicdo seriada, ou seja,
mantiveram o valor de pH e variaram a concentracdo de quitosana.

Diferentemente deste trabalho em que a concentracdo de quitosana se manteve
fixa na razdo de 1 mg de quitosana para 1 mL de solucdo de acido acético e foram
variados os valores de pH. Os pHs das solucGes foram ajustados utilizando hidréxido de
sddio 1 mol L. Tempos de escoamento diferentes foram obtidos e o calculo de
viscosidade relativa foi feito com relacdo a solucdo sem quitosana. Foram variados 0s
valores de pHs desde pH=3,0 a pH=7,0, com variacGes de 0,5. A Equacdo (2), de

viscosidade relativa, é apresentada abaixo:

TA

Nyelt = E

Equacéo (2)
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Em que nre € a viscosidade relativa, TA é o tempo de escoamento com da
solucdo com quitosana e TB é o tempo de escoamento padréo, ou seja, da solu¢do sem
quitosana.

A tabela abaixo apresenta a média de trés medidas dos tempos de escoamento
da suspensdo de quitosana e da solugdo sem quitosana como solvente para célculo de
viscosidade relativa. Sdo apresentados também os valores de viscosidade relativa para

ambas as marcas usando a Equacéo 2, citada acima.

Tabela 2. Tempos de escoamento médios das solucdes contendo quitosana e sem
quitosana e a viscosidade relativa das marcas Sigma-Aldrich e Polymar com relagéo ao
pH.

T Amedio (S) TBmedio (S) Viscosidade Relativa (nrel)

Sigma Polymar | Solucdo HAc 1% Sigma Polymar
pH 3,0 | 128,38 44,24 22,64 5,670495 1,954064
pH 3,5 56,41 32,94 22,41 2,517180 1,469880
pH 4,0 44,49 29,97 22,36 1,989714 1,340340
pH 4,5 39,87 27,28 22,12 1,802441 1,233273
pH 5,0 27,40 25,60 22,90 1,196507 1,117904
pH 5,5 38,36 27,70 22,94 1,672188 1,207498
pH 6,0 36,44 26,51 23,12 1,576125 1,146626
pH 6,5 35,45 25,89 22,67 1,563741 1,142038
pH 7,0 25,94 25,47 22,73 1,141223 1,120546

A Figura 10, a seguir, apresenta graficamente os valores mostrados na Tabela 2,
com as viscosidades relativas em relacdo aos valores de pH das duas marcas de

quitosana comercial.
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Figura 10. Curvas de viscosidade relativa de diferentes marcas de quitosana com

relacéo ao pH.

De acordo com a figura percebemos que ocorre um decréscimo da viscosidade
quando o pH é elevado. No caso da quitosana Polymar a solu¢do se mostrou menos
viscosa para um mesmo valor de pH e com varia¢@es muito pequenas de viscosidade. Ja
a quitosana da marca Sigma-Aldrich apresentou grande variagéo, principalmente do pH
3,0 para 3,5, em que o tempo de escoamento foi reduzido quase em 50 %. Observa-se
também que houve uma gueda nao esperada da viscosidade em pH 5,0 com subsequente
elevacdo a pH 5,5.

Apesar do objetivo ndo ter sido o calculo do peso molecular, a evidéncia da
grande diferenca entre as curvas das viscosidades relativas das diferentes marcas, leva a
crer que seja devido ao grau de desacetilacdo e a disponibilidade de grupamentos amino
na molécula, ja que quanto mais grupamento amino ocorre uma maior protonacdo e
maior solubilizacdo da quitosana.

Franca e colaboradores (2008) fizeram estudos tedricos sobre caracterizacdo
da estrutura molecular da quitosana em solucdo aquosa. Seus célculos mostraram que
dependendo do pH do meio, a estrutura molecular da quitosana adquire diferentes

28



conformacOes no espago. Essa diferenca de conformacgéo espacial permite interacdes
eletrostaticas entre ions do meio, moléculas de quitosana vizinhas e agua. Tornando

possivel em valores baixos de pH alta solubilidade e alta viscosidade.

4.1.5. Testes de atividade antimicrobiana

Experimentos iniciais foram realizados para comparar a acdo antibacteriana da
quitosana Polymar e quitosana Sigma-Aldrich (peso molecular médio) variando o pH da
solucdo em que a quitosana estava solubilizada. A solucdo de acido acético (HAc) 1%
teve 0 pH ajustado com hidréxido de sédio 1 mol L™ desde o pH inicial 3,0 ao a 7,0
(variando em 0,5). Também foi avaliado se ocorre a acdo do meio de solubiliza¢do da
quitosana na inviabilidade de crescimento celular, caracterizando uma possivel
interferéncia no resultado ou na ac¢do da quitosana frente a bactérias. Os ensaios foram
feitos em duplicatas, com a quitosana da marca Sigma-Aldrich, da marca Polymar e o
meio sem quitosana, com o0s controles dos solventes, reagentes e das bactérias com o
caldo nutritivo na linha H. E importante salientar que controles contendo apenas
bactérias sempre devem indicar crescimento microbiano, ja os demais controles ndo.

A leitura foi feita visualmente jA& que o caldo nutritivo utilizado indica
crescimento microbiano (E. coli) ocorre a fluorescéncia em luz negra, ou seja, ha a
diferenciacdo da coloracdo das células, em que as células viaveis liberam metabdlitos
que combinados ao caldo apresentam cor azulada em luz branca ambiente e
fluorescéncia em luz negra. A Tabela 3, a seguir detalha o procedimento realizado nas

placas de 96 pocos.
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Tabela 3. Procedimento experimental avaliando a qualidade da quitosana e a inibicdo

do crescimento microbiano em diferentes valores de pH.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A Quitosana Sigma-Aldrich solubilizada em HAc pH de 3,0 a 7,0 diluida

B horizontalmente + E. coli + caldo nutritivo

C Quitosana Polymar solubilizada em HAc pH de 3,0 a 7,0 diluida horizontalmente

D + E. coli + caldo nutritivo

E HAc 1% ajustado o pH de 3,0 a 7,0 com NaOH 05 mol L diluida

F horizontalmente + E. coli + caldo nutritivo

G

H Controle apenas Controle  apenas Controle  apenas
agua caldo nutritivo bactérias

As Figuras 11 a 19 mostram as fotos dos resultados do ensaio de acordo com o
procedimento experimental mostrado na Tabela 3 em diferentes valores de pH,
observado em luz branca e luz negra.
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Figura 11. Resultado de inativacdo microbiana para a quitosana solubilizada em HAc

1% a pH ajustado para 3,0 visualizado em luz branca e luz negra, respectivamente.
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Figura 12. Resultado de inativagdo microbiana para a quitosana solubilizada em HAc

1% a pH ajustado para 3,5 visualizado em luz branca e luz negra, respectivamente.
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Figura 13. Resultado de inativagcdo microbiana para a quitosana solubilizada em HAc
1% a pH ajustado para 4,0 visualizado em luz branca e luz negra, respectivamente.

Figura 14. Resultado de inativacdo microbiana para a quitosana solubilizada em HAc

1% a pH ajustado para 4,5 visualizado em luz branca e luz negra, respectivamente.
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Figura 15. Resultado de inativagdo microbiana para a quitosana solubilizada em HAc
1% a pH ajustado para 5,0 visualizado em luz branca e luz negra, respectivamente.

Figura 16. Resultado de inativagcdo microbiana para a quitosana solubilizada em HAc
1% a pH ajustado para 5,5 visualizado em luz branca e luz negra, respectivamente.

Figura 17. Resultado de inativagdo microbiana para a quitosana solubilizada em HAc

1% a pH ajustado para 6,0 visualizado em luz branca e luz negra, respectivamente.
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Figura 18. Resultado de inativagdo microbiana para a quitosana solubilizada em HAc

1% a pH ajustado para 6,5 visualizado em luz branca e luz negra, respectivamente.

Figura 19. Resultado de inativagcdo microbiana para a quitosana solubilizada em HAc

1% a pH ajustado para 7,0 visualizado em luz branca e luz negra, respectivamente.

As Figuras mostram uma tendéncia de deslocamento de viabilidade celular nas
linhas E e F, do pH 3,0 (Fig. 11) ao pH 5,0 (Fig. 15), em que é possivel perceber que o
meio &cido de solubilizacdo da quitosana atua na inibicao do crescimento microbiano. A
partir do pH 5,0 (Fig. 15) ao pH 6,5 (Fig. 18) é possivel perceber que a quitosana tanto
da marca Sigma-Aldrich quando da Polymar apresentam a mesma faixa inibitéria do
crescimento de E. coli e ja ndo hé interferéncia da acdo do meio &cido na inativacdo dos
micro-organismos. Em pH neutro, fica evidente que a quitosana ndo atua mais como
agente antibacteriano devido ao crescimento celular em toda a placa. O evento
observado entre os pHs 5,0 e 6,5 é explicado pela presenca do grupamento amino na
molécula de quitosana e que em valores de pHs menores encontra-se protonado, sendo

assim, hd uma interacdo maior com a membrana plasmética da bactéria que possui carga
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negativa. O mecanismo exato de morte celular das bactérias por agdo da quitosana ou a
inibicdo de seu crescimento ndo foi elucidado, mas acredita-se que seja causado pela
interacdo eletrostatica entre grupamentos NHs* da QTS e os grupos fosforil dos
componentes de fosfolipideos das membranas (LIU, DU, et al., 2004).

As fotografias das placas também mostraram que a pH 5,0 a concentracdo
minima inibitéria de quitosana para ser eficaz na inviabilidade celular de E.coli é de
0,25 mg de quitosana para 1 mL de solucdo acida. E em pH 6,5 fica entre 0,25 ou 0,5
mg de quitosana para 1 mL de solucéo &cida.

Os resultados de inativacdo de micro-organismos se mostrou satisfatorio para
ambas as marcas. Porém, o grau de desacetilacdo ou a propor¢do de grupamentos
aminos protonados maior € mais Util e eficaz com o proposito deste trabalho. Entdo
diante do evidenciado nas técnicas de caracterizacdo, a quitosana da marca Sigma-
Aldrich é mais desacetilada e mais estavel termicamente do que a quitosana da marca
Polymar e por isso mais condizente com o propoésito do trabalho desenvolvido. A

quitosana da marca Polymar apresentou resultados promissores.
4.2. Testes de solubilidade da quitosana e viabilidade celular
Os testes de solubilidade da quitosana em diversos meios foram realizados para
avaliar a influéncia da solubilidade na inibicdo do crescimento microbiano. A quitosana

usada neste teste foi da marca Sigma-Aldrich. A Tabela 4 apresenta o resultado

relacionando os dois parametros.
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Tabela 4. Resultado dos testes de solubilidade e viabilidade celular da quitosana
(concentracdo de 1 mg/1 mL) em diversos meios.

Solubilidade apés 1 | Solubilidade ap6s 1 | Inibi¢do do crescimento
hora Temp. amb. hora Temp= 80 °C microbiano
HAC 1% pH = 3,0 + ) )
Solavel Soltvel Ocorre
QTS
HAc 1% +NaOH ) )
Solavel Solavel Ocorre
1M pH=5,5 + QTS
HAc 1% +NaOH
Soltvel SolGvel Ocorre
1M pH= 6,5+ QTS
Agua deionizada . ) _ ) i
Néao Soluvel Parcialmente Soluvel Nao Ocorre
pH =7,0+ QTS
Solugéo Salina 3 ] . . 3
Néao Soluvel Parcialmente Soluvel Nao Ocorre
pH=6,5+ QTS
NaOH 1molL™
Néao Soluvel Nao Solavel Nao Ocorre
pH=12,0+ QTS

Os testes de viabilidade celular também foram realizados com os controles, ou
seja, as solucdes sem quitosana para ser avaliado se ocorreria interferéncia do meio na
inibicdo do crescimento microbiano. No caso do acido acético a pH 3,0 ocorreu a
inibicdo do crescimento microbiano, indicando que nessa faixa de pH a inviabilidade de
crescimento celular bacteriano se da pelo efeito do HAc 1% e ndo da quitosana
protonada. As solucdes de HAc 1% com o pH ajustado para 5,5 e 6,5 ndo foi observada
a inativacdo de micro-organismos, na auséncia de quitosana. Em agua, solucéo salina e
NaOH 1 mol L™ ndo foi observada morte celular ou inibigdo do crescimento microbiano
na presenca de quitosana que € devido a ndo protonacdo dos grupos amino e
precipitacdo da quitosana nestes meios.

O ensaio quantitativo (Contagem das Unidades Formadoras de Col6nia — UFC)
da acdo antimicrobiana da quitosana foi realizado em placas petri com aliquotas do teste
de solubilidade e adicionado meio de cultura. A Figura 20, ilustra com fotografias o
resultado. No primeiro caso, foram retirados 100 pL de Al) e B1) HAc 1% a pH 5,5
sem quitosana e com quitosana, respectivamente; C1) e D1) HAc 1% a pH 6,5 sem

quitosana e com quitosana, respectivamente; E1) quitosana em agua destilada a pH
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neutro com bactérias; F1) controle contendo apenas bactérias. O segundo caso, é igual

ao primeiro o que diferencia é o volume da aliquota que foi 10 pL.

10 uL

Figura 20. Imagem das placas apds 24 horas de incubacdo em estufa a 37 °C.

As fotos das placas apresentadas mostraram o resultado da inibicdo do
crescimento microbiano do meio de solubilizagcdo da quitosana com e sem a quitosana a
valores de pH 5,5 e 6,5, respectivamente, suspensdo de quitosana em agua destilada e o
controle. Independente da auséncia ou presenca de quitosana ocorreu uma diminuigao
do crescimento microbiano em relacéo ao controle, provavelmente devido a a¢do do pH
sobre as bactérias.

A partir desse ensaio foi observado que em pH 6,5 ha uma menor inibicdo do

crescimento microbiano quando a quitosana ndo estd presente e uma maior inibicdo
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microbiana quando a quitosana esta presente, com relagdo aos resultados obtidos em pH
5,5. Neste pH, ha uma maior porcdo protonada na cadeia da quitosana, 0 que gera uma
desestabilidade também da membrana celular bacteriana porém ndo tdo acentuada

quanto do caso anterior.

4.3. Teste da interacdo da quitosana com corantes na fotoinativacdo de

microrganismos

Baseado no teste anterior de atividade antimicrobiana e na ausente inibicdo do
crescimento microbiano pela quitosana suspensa em agua (pH neutro), este teste foi
realizado para avaliar a interacdo ou se ocorre sinergia de acdo entre quitosana e
corantes fotossensiveis empregados em micro-organismos. A Tabela 5, abaixo, mostra
de forma geral como foi realizado o0s experimentos com a quitosana e 0s
fotossensitizadores. Diferentemente dos ensaios anteriores em que a diluicdo seriada
(fator de diluicdo igual a %) era feita na horizontal, neste a diluicdo foi realizada na

vertical. A suspensdo bacteriana foi adicionada em todos 0s pocos.

Tabela 5. Diagrama simplificado do experimento que avalia a interacdo de

fotossensitizadores e quitosana na fotoinativacdo de micro-organismos.

1 |2 |3 |4 |5 6 7 8 9 10 11 12

DILUIDO VERTICAL E | FOTOSSENSIT | FIXO EM [] MENOR.
VERTICAL QUITOSANA | IZADOR FIXO
FIXA

APENAS FOTOSSENSI | QUITOSANA QUITOSANA DILUIDA
FOTOSSENS | TIZADOR DILUIDA VERTICAL E
ITIZADOR DILUIDO VERTICAL E | FOTOSSENSITIZADOR

I O T m O O @™ >

CONTROLE
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4.3.1. Ftalocianina de Zinco (ZnPQC)

Neste teste o corante, Ftalocianina de Zinco — ZnPc (apolar), foi solubilizado
em dimetilformamida. A ilustracdo deste ensaio pode ser visualizada na Figura 21, em
que 0s pogos na cor roxa indicam a presenca do fotossensitizador e em azul o controle
contendo apenas bactérias. Nos pocos 1 a 3 houve uma diluicdo vertical (sentido de A a
H) contendo apenas o corante, em 4 a 6 houve uma diluigdo vertical de ZnPc e uma
quantidade fixa adicionada de quitosana em suspensdo aquosa, em 7 a 9 houve uma
diluicdo vertical de suspensdo aquosa de quitosana e adicionada uma quantidade fixa de
fotossensitizador e de 10 a 12 foi 0 mesmo procedimento da triplicata anterior, porém a
ZnPc estava em uma concentracdo 10 vezes menor. E na linha H nos Gltimos 3 pogos, o
controle contendo apenas bactérias. Em todos 0s pocos foi adicionado o caldo nutritivo
RHBC e suspensédo de bactérias em quantidade fixa. Os testes com fotossensitizadores
sempre sdo realizados em duas placas, uma é irradiada e outra € mantida no escuro. A
Figura 21, abaixo, esquematiza o procedimento acima detalhado:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 101

—

OOOOO00O
OOOOOOOR

IO Mmoo O w >
eeeel I I
eeeel I 1
ool I 1
eeoeel [ 1
eeeel I I
OCOO0C00®
clelolelelele)
elelelelelele;
elelelelelele
OOOO0O000O

000000000000

Figura 21. Placa de 96 pocos ilustrando com cores 0 procedimento acima.

Na Figura 22, sdo apresentadas fotografias com os resultados obtidos no
experimento. Tendo como resultado positivo de crescimento bacteriano 0s pocos
fluorescentes e a diferenca de crescimento microbiano em placa submetida a irradiacao

de luz branca e a placa que permaneceu em ambiente escuro.
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Figura 22. Placas de 96 pocos apresentando os resultados de fotoinativacdo de micro-
organismos usando ZnPc e quitosana suspensa em agua, (A) e (B) irradiada (C) e (D)

ndo irradiada, em luz branca e negra.

Baseado nos resultados das fotos das placas, acima, pode-se perceber que a
placa ndo irradiada teve crescimento microbiano quase que total na placa, enquanto que
a irradiada teve em sua maioria a inativacao fotodinamica dos micro-organismos. Neste
teste ndo houve influéncia consideravel da quitosana na inibicdo do crescimento das
bactérias e sim a acdo do fotossensitizador. Os pocos com concentracdo maior do
corante inibiram o crescimento microbiano tanto na placa irradiada quanto na placa nao

irradiada, sugerindo que ZnPc seja um pouco citotdxico.

4.3.2. Azul de Metileno (AM)

O procedimento experimental € o0 mesmo realizado para a ZnPc. Porém, neste
caso o corante é o Azul de Metileno (AM). A diferenca entre os corantes é que ZnPc era
apolar e AM é polar, especificamente catidbnico. Na Figura 23 sdo apresentadas as
fotografias mostrando o resultado das placas ndo irradiada e irradiada, respectivamente

para o corante AM.
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Figura 23. Placas de 96 pogos apresentando os resultados de fotoinativacdo de micro-
organismos usando AM e quitosana suspensa em agua, (A) ndo irradiada (B) irradiada.

Ao analisar o resultado obtido através da fotografia (Figura 23(A) e (B)) das
placas percebe-se que houve uma boa interacdo entre quitosana e azul de metileno na
fotoinativagdo de micro-organismos, devida a melhoria do perfil de inibigdo do
crescimento microbiano da placa ndo irradiada para a irradiada. Este resultado era
esperado ja que o AM é um dos fotossensitizadores mais estudados. Por ser um corante
catibnico ha uma interacdo de cargas com a membrana celular bacteriana que é
negativa, portanto, o AM é bastante eficaz na inativacdo fotodinamica de bactérias

gram-negativas.

4.3.3. Rosa de Bengala (RB)

Este ensaio seguiu 0 mesmo procedimento ja abordado nesta secdo. A
diferenca se deu no corante fotossensivel usado, rosa de bengala (RB), aniénico. Na
Figura 24, sdo apresentadas as placas contendo o resultado do teste de viabilidade

celular de micro-organismos frente a quitosana e RB.
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Figura 24. Placas de 96 pocos apresentando os resultados de fotoinativacdo de micro-

organismos usando RB e quitosana suspensa em agua, (A) ndo irradiada (B) irradiada.

A partir desses resultados, fica evidente que ndo houve um efeito sinérgico
entre 0s materiais de modo a melhorar a inativacdo fotodindmica das bactérias. Porém,
ndo pode ser afirmado que ndo houve uma boa interacdo entre o corante e a quitosana.
O que pode ter ocorrido foi a preferéncia de ligacdo ou agregagdo quitosana com o
corante o que inviabilizou tanto a acdo de um quanto de outro. Outra hipétese € a que a
ma interacdo entre quitosana e RB deve-se a ndo protonacdo dos grupamentos amino e
ndo exista interacdo entre as cargas positivas do corante e a densidade de carga negativa

proveniente dos oxigénios presentes na molécula.

4.4. Interacdo de quitosana com nanoparticulas de ouro

4.4.1. Teste de Agregacdo das nanoparticulas de ouro(AuNP)

O experimento teve como objetivo avaliar se havia interacdo e agregacdo de
ouro coloidal pela quitosana em diferentes valores de pH. O procedimento do
experimento é simples e rapido, praticamente instantaneo e é exemplificado na Tabela

6, a seguir.
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Tabela 6. Procedimento esquematizado simplificado em 2 triplicatas e 1 duplicata.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Diluicao horizontal de QTS solubilizada em pH 5,5 com agua destilada + quantidade
fixa de ouro coloidal

Diluicao horizontal de QTS solubilizada em pH 6,5 com agua destilada + quantidade

fixa de ouro coloidal

Diluicdo horizontal de QTS suspensa em agua com agua destilada + quantidade fixa de

I o M mf gl O W >»

ouro coloidal

Apos colocar a suspensdo de nanoparticulas de ouro em todos 0s pogos
aguardamos 40 minutos para observar os resultados do experimento. O resultado de
agregacdo pode ser visualizado logo apds a adicdo das AuNP é possivel perceber a
formacdo do agregado. Abaixo seguem algumas fotos ilustrativas do resultado.

Figura 25. Foto ilustrando o resultado ap6s 40 minutos da interacao e agregacéao de

quitosana com nanoparticulas de ouro.

A partir dos resultados apresentados na Figura 25, podemos perceber que a
quitosana solubilizada em HAc e com o pH ajustado para valores mais proximos da
neutralidade forma agregados visiveis com as nanoparticulas de ouro e que quanto mais
diluida a quitosana a coloracéo da suspenséo resultante passa de tons rseos para roxos

até chegar a coloragdo original da suspensdo de ouro coloidal. Percebemos também que
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a quitosana suspensa em agua ndo formou agregados enovelados como nos demais
testes, mas ocorreu uma espécie de sedimentacdo do ouro. Fotografias obtidas por lupa

com aproximacdo simples, dos pocos que apresentaram agregacdo mais nitida.

Figura 26. Fotos com aproximacao de 50 x dos pogos representantes da quitosana

solubilidada em pH 5,5 (A) e (B) dos pogos Al e A9, respectivamente; quitosana

solubilizada em pH 6,5 (C) e (D) dos pocos E1 e E9, respectivamente e quitosana
suspensa em agua (E) e (F) dos pocos Hle H9, respectivamente.
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Através da observacdo desses resultados, percebe-se que a concentracdo de
quitosana e seu pH influenciam diretamente no grau de agregagdo com as
nanoparticulas de ouro, apresentando perfis bastante agregados e enovelados quando a
quitosana esta concentrada e perfis de agregacdo mais espalhados quando a quitosana
esta diluida. Esse perfil também pode ser visualizado e comprovado através do espectro
realizado (Fig. 27).

0.25 4

——Al-pH5,4
—— A9-pH5,4
) El1-pH®6,7
0,20 -
——E9—-pH6,7
| H1 - pH neutro
. . — H9 — pH neutro
0,1 T

010

Absorbancia

0,05

0.00

40 450 s00 S0 600 650 700
Comprimento de onda (nm)

Figura 27. Espectros de absorcao na faixa visivel de diferentes suspensdes de ouro

coloidal.

A agregacdo das nanoparticulas muda a corda suspensdo de AuNP da cor rosa
para 0 roxo um novo pico de agregado que pode ser observado entre 575 nm e 650 nm,
0 que reduz a intensidade da absorcdo em 525 nm. A agregacdo é mais facil de ser
identificada quando se observa a faixa de experimento H, em que a quitosana esta em
pH neutro e a diferenca de agregacdo entre os pocos 1 e 9 é significativa, sendo que

tanto a absorcdo como a forma da banda sao alterados visivelmente.
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4.4.2. Testes de viabilidade celular quitosana e nanoparticulas de ouro

O objetivo deste ensaio foi avaliar a inativacdo de E. coli por quitosana
agregada a nanoparticulas de ouro. O procedimento foi realizado de acordo com o
ensaio anterior, segundo a Tabela 4, porém ndo foi usada a quitosana suspensa em agua,
ja que ndo houve agregacdao com as nanoparticulas de ouro e a ultima linha da placa foi
usada para controles. Ao procedimento foi adicionado uma quantidade fixa de
suspensdo de bactérias e caldo nutritivo Rapid HiColiform Broth (RHCB). O resultado
foi observado ap6s 24 horas em estufa a 37 °C. As Figuras 28 e 29 apresentaram 0S
resultados na luz branca e negra das placas de 96 pocos e de alguns pocos que

apresentaram um perfil interessante e diferenciado.

¥8 #9 A0 &1 &0

o 4 A
Figura 29. Imagens de quitosana com nanoparticulas de ouro vistas em microscopio

com aumento de 50 x em diferentes valores de pH, 5,5, 6,5, respectivamente. As

referéncias em cada imagem sdo dos pocos correspondentes.
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Os resultados apresentados na Figura 28 mostram que formaram agregados,
porém houve uma diminui¢do no enovelamento e uma segregacdo das porcoes de ouro
coloidal e as bactérias indicando uma provavel competicdo ou preferéncia de interacdo
com a quitosana. Em valores de pH mais préximos da neutralidade (pH 6,5), observou-
se uma maior segregacéo e crescimento microbiano pontual de forma concentrada e ndo
homogénea no poco. Outro indicio da provavel competicdo entre bactérias e
nanoparticulas de ouro em interagir/agregar com a quitosana é a diminuicdo de
agregados nitidos com a quitosana. No procedimento, apés a diluicdo da quitosana, €
adicionado o ouro coloidal que agrega quase que imediatamente, em seguida é
adicionada a suspensdo bacteriana e neste momento, o agregado é desfeito, sendo

restabelecido em parte depois.
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5. CONCLUSOES

Em virtude do estudo de comparacdo das propriedades da quitosana de marcas
diferentes através de caracterizacbes pode-se entender melhor alguns eventos
diferenciados entre as duas marcas, mostrando que a quitosana da marca Sigma-Aldrich
tem um potencial maior para experimentos especificos devido a seu GD maior e
diferenca de peso molecular. JA a quitosana Polymar ndo teve sua eficiéncia
comprometida por algumas propriedades inferiores a da outra marca, sendo til para
areas em que certas propriedades ndo sdo necessarias, como por exemplo, tratamento e
descontaminacédo de aguas.

O teste antimicrobiano em relacdo a variacdo de valores de pH se mostrou
bastante promissor tendo em vista que boa parte dos experimentos que seguiram vieram
baseados nos parametros estipulados pelos mesmo. Neste experimento ficou clara a
faixa de pH propicia a testes de inibi¢do do crescimento microbiano pela quitosana, sem
que houvesse acdo do meio acido de solubilizacdo da quitosana, que é de pH 5,0 a 6,5,
estando de acordo com a faixa indicada na literatura.

Na avaliacdo com os fotossensitizadores ficou evidente que a quitosana nao
tem boa acdo antimicrobiana com alguns dos fotossensitizadores estudados. Este
resultado mostra a necessidade de estudos mais detalhados e aprofundados.

A partir do ensaio investigativo das propriedades aglutinantes/agregantes da
quitosana com nanoparticulas de ouro pode-se concluir que é rapido, simples e eficaz.
Estes experimentos também mostraram uma provavel competicdo entre ouro coloidal e
bactérias em interagir com a quitosana, porém também foi constatada uma forte

interacdo entre 0s materiais.
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