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ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF CHITOSAN AND ITS DERIVATIVES: INFLUENCE OF ITS STRUCTURAL
CHARACTERISTICS. In recent years, there has been an increasing interest in the development of antimicrobial materials for
different applications, especially in the biomedical field. In this context, chitosan is one of the most employed materials due to its
highly attractive properties, such as biocompatibility, biodegradability, non-toxicity, and antimicrobial activity against gram-negative
and gram-positive bacteria and fungi. In this review, we discuss the different methods used to obtain chitosan and point out how they
affect the structural and chemical properties of this material, followed by a detailed discussion on how these properties influence
its antimicrobial activities. Additionally, we summarize the most accepted antimicrobial mechanisms of action for chitosans.
Specifically, we aim to provide a comprehensive overview on the last findings and progress reported in the literature on the factors
that influence the antimicrobial activity of chitosan, e.g., polymeric average molecular weight (W), average degree of acetylation
(m), water-soluble derivatization and sample degree of purity. The data available in the literature indicate that in addition to the
structural properties, the effectiveness of such antimicrobial activity of chitosan is also dependent on the target microorganisms. This
review will help researchers to better understand the mechanism of action of chitosan against microorganisms based on its structural

characteristics.
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INTRODUCAO

A quitosana € um polissacarideo de cadeias lineares encontrado
na natureza em pequenas quantidades que atua em funcdes estruturais
de membranas celulares de alguns fungos e leveduras. Apesar
de estar disponivel na natureza, sua principal forma de obtencdo
¢é através da reacdo de desacetilagdo parcial (ou total, o que €
raramente conseguido) da quitina, um polissacarideo que também
tem funcdo estrutural e € encontrado como principal constituinte
do exoesqueleto de invertebrados, tais como crustiaceos, moluscos,
anelideos e celenterados, podendo ainda estar presente em insetos e
na composicdo da parede celular de fungos e leveduras.'* Embora
ambos os polissacarideos sejam constituidos por unidades 2-amino-
2-desoxi-D-glucopiranose (GIcN) e 2-acetamido-2-desoxi-D-
glucopiranose (GlcNAc), unidas por ligagdes glicosidicas do tipo 3
(1—>4) (Figura 1), na quitosana hé a predominancia de grupos GIcN,
enquanto que na quitina os grupos GlcNAc prevalecem.

De modo geral, a presenga de vdrios grupos acetilamina
(-NHCOCH,) faz com que a quitina seja insolivel em dgua e na maioria
dos solventes organicos comuns devido ao alto grau de empacotamento
das cadeias poliméricas, o que acaba por limitar seu uso. Por outro lado,
a conversao de grupos acetamida em grupos amina (-NH,) confere
a quitosana solubilidade em solu¢do aquosa diluida de acidos (por
exemplo, 4cidos acético e cloridrico) por conta da protonagdo do grupo
amina, o que leva a formagio de um ion amonio (-NH;*).!>¢

A extrac¢do da quitina e posterior derivatizagdo em quitosana
podem ser realizadas através de vdrios processos quimicos ou
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Figura 1. Representagdo esquemdtica da estrutura quimica das unidades
repetitivas de quitina e quitosana, (A) GIlcN e (B) GlcNAc

bioldgicos, os quais serdo abordados nesta revisdo. A fonte de
matéria-prima, bem como os processos empregados na obtengio da
quitosana, exercem forte influéncia nas caracteristicas estruturais que
regem as propriedades fisico-quimicas e biolégicas desse polimero, a
saber, massa molar média (MM), indice de polidispersdo (PDI), grau
médio de acetilagdo (GA4), o qual € correspondente ao nimero médio
de unidades GlcNAc na cadeia polimérica, e parametro de acetilacio,
o qual indica a sequéncia de distribui¢éo dos grupos GlcNAc e GIcN
nas cadeias de quitosana. O termo “quitosanas” € frequentemente
utilizado e refere-se as diferentes caracteristicas estruturais que o
polissacarideo pode apresentar, uma vez que o polimero nio possui
uma estrutura tnica e definida. Tais caracteristicas dependem,
principalmente, da fonte de obtencdo e do processo de extragdo
e acarretam diferentes propriedades fisico-quimicas e bioldgicas,
permitindo vasta aplicacdo nas mais diversas dreas.”

Propriedades como baixa toxicidade, biodegradabilidade
e biocompatibilidade, assim como atividade antioxidante e
antimicrobiana, fazem das quitosanas promissores polimeros para
aplicagdes em diversas dreas, incluindo as dreas de biotecnologia,?
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medicina,*!° cosmética''"? e agricultura.'*'° Dentre essas propriedades,
¢ descrito na literatura um largo espectro de ac¢do antimicrobiana
das quitosanas, tais como forte atividade bactericida, atividade
bacteriostdtica contra bactérias gram-positivas (G+) e gram-negativas
(G-) e agido frente a fungos e leveduras.!!® Apesar do mecanismo
real de inibi¢do ainda ndo ser totalmente compreendido, sabe-se
que as caracteristicas estruturais das quitosanas podem influenciar
no mecanismo de agdo de grupos de micro-organismos especificos,
demandando, assim, o controle desses pardmetros para que haja
potencializa¢do em suas diversas formas de agdo.!>!1%2

Apesar de diferentes trabalhos na literatura abordarem a atividade
antimicrobiana das quitosanas com base em suas caracteristicas
estruturais e propriedades fisico-quimicas,'”?*?* ainda sdo escassos
os estudos que retinem e comparam tais resultados, relacionando-os
com as diversas caracteristicas estruturais das quitosanas utilizadas.
Sendo assim, além de abordar as diferentes formas de obtengdo
de quitosanas e sua influéncia nas caracteristicas estruturais do
polissacarideo, nesta revisao discutiremos evidéncias cientificas sobre
a influéncia dessas caracteristicas em sua atividade antimicrobiana.
Durante a revisdo, serdo abordados os principais mecanismos de agao
propostos para a atividade antimicrobiana das quitosanas e como as
variagdes das principais caracteristicas estruturais do polimero podem
levar a variagdes do efeito antimicrobiano, de forma a explorar os
mecanismos possivelmente associados.

METODOS DE OBTENCAO DA QUITOSANA E SUA
INFLUENCIA NAS CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS
DO POLISSACARIDEO

Processos fisico-quimicos utilizados na producio de quitosanas

Quitosanas sdo preparadas em escala industrial, principalmente
a partir da quitina extraida de carapacas de caranguejo e cascas
de camario oriundas do processamento de frutos do mar.”® Fontes
alternativas para a produc@o industrial da quitina, incluindo insetos
e moluscos,”” também tém sido amplamente investigadas. Diferentes
organismos apresentam diversas propor¢des massicas de quitina. Por
exemplo, residuos da casca de crustidceos sdo, em média, compostos
de 30% a 50% de massa de carbonato de cdlcio e de 20% a 30%** de
massa de quitina, ao passo que os glddios de lulas (Doryteuthis spp.)
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contém 35% a 40% de quitina, 60% a 65% de proteinas e tracos de
sais inorganicos.”

O processo de extragdo de quitina envolve uma série de
tratamentos quimicos sequenciais, como desmineralizagdo,
desproteinizacio e despigmentagdo, destinados a remover diversos
componentes, incluindo minerais, proteinas e pigmentos associados
ao polimero, conforme mostrado na Figura 2.>%* Dependendo da fonte
de matéria-prima, como, por exemplo, os gladios de lulas, as etapas
de desmineralizagdo e despigmentag@o se tornam desnecessdrias
devido ao baixo teor de minerais e pigmentos.? Nos casos de
carapacas de caranguejos e cascas de camardes, a etapa inicial de
extracdo geralmente consiste na desmineralizagdo, sendo a matéria-
prima submetida a tratamento com solugdes aquosas de diferentes
acidos, tais como HCI, HNO,, H,SO,, CH;COOH ¢ HCOOH,
para a remocdo de minerais, incluindo carbonatos e fosfatos de
cdlcio.®3! Os parAmetros que influenciam esse processo sao: (i) teor
de minerais na matéria-prima; (ii) for¢a do dcido e concentracdo da
solucdo 4cida; (iii) concentracdo de matéria-prima; e (iv) tempo e
temperatura de reagdo.”>*%32 Esses pardmetros devem ser ajustados
de modo a proporcionar a mdxima remog¢do de minerais € minimizar
a despolimerizacdo da quitina. Nesse sentido, a desmineralizagio €
comumente realizada empregando soluc¢des aquosas de HC1 (1% -
10%) a temperatura ambiente por periodos de 1 a 3 h.23

A etapa de desproteinizagdo consiste na remogdo de proteinas
e de outros componentes organicos associados a quitina por meio
de tratamentos com solugdes aquosas de diferentes bases, incluindo
NaOH, KOH, Ca(OH),, K,CO;, Na,CO; e NaHCO;. Solucdes
de NaOH (1% - 10%) sdo as mais utilizadas, e o processo de
desproteinizacdo € geralmente realizado a temperaturas variando
entre 20 e 100 °C por periodos de 2 a 72 h.»*"? A concentragao
da solucdo alcalina, o tempo e a temperatura da reagdo devem ser
controlados de modo a minimizar a despolimerizagdo e a ocorréncia
de desacetilacdo da quitina. Dependendo da biomassa a partir da qual a
quitina € extraida, uma etapa adicional posterior a despigmentagao se
faz necessdria por meio de processos de extragdo com solventes, como
etanol** e acetona,* ou por processo de branqueamento utilizando
KMnO,,* NaOCI¥ ou H,0,.’® Dentre os extratos do processo de
despigmentagdo por solventes estd a astaxantina, um pigmento
encontrado no exoesqueleto de crustdceos amplamente utilizado nas
industrias alimenticia, farmacéutica e de cosméticos.*

Carapacas de camardes/caranguejos

Processos Quimicos

Processos Mediados por Enzimas e Microorganismos
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Figura 2. Processos quimicos e mediados por enzimas e micro-organismos para a produg¢do de quitina e quitosana
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A conversio de quitina em quitosana ocorre através da reacdo de
N-desacetilagdo, na qual os grupos acetamida nas unidades GlcNAc
de quitina sdo hidrolisados, resultando na formacdo de uma cadeia
polimérica predominantemente constituida de unidades GIcN,?’
conforme ilustrado na Figura 1. O produto obtido dessa reacdo €
denominado quitosana quando o contetido médio de unidades GIcN
¢é superior a 50% e apresenta solubilidade em solu¢des aquosas
diluidas de 4cidos, tais como os dcidos cloridrico e acético.'* A
reacdo de N-desacetilagdo em escala laboratorial e industrial €
frequentemente realizada através do tratamento alcalino da quitina
com solugdes concentradas de hidréxido de sédio (40% — 50%) a
temperaturas elevadas (60 — 120 °C).»? Os principais parimetros
que influenciam esse processo sdo: (i) a concentragdo da solugdo
alcalina; (ii) a razdo mdssica de quitina/solugdo alcalina; (iii) o
tamanho médio das particulas; (iv) a cristalinidade da quitina; (v) o
tempo; e (vi) as temperatura reacionais.””* Embora esse processo
seja o mais utilizado, a rea¢do ocorre em meio heterogéneo e leva a
formacdo de produtos ndo uniformes em termos de caracteristicas
estruturais e propriedades fisico-quimicas.*** Ademais, apesar do
tratamento alcalino resultar na hidrdlise parcial dos grupos acetamido
das unidades GIcNAc, a tentativa de melhorar a eficiéncia da reagio
através do prolongamento do tempo e do aumento da temperatura leva
a despolimerizacdo e, consequentemente, a formacao de polimeros
de baixa massa molar e a um elevado indice de dispersividade.!?"#!

Nesse sentido, nas ultimas duas décadas diversas estratégias t€ém
sido propostas para minimizar a ocorréncia de despolimerizagdo
e aumentar a eficiéncia da rea¢do de N-desacetilagdo da quitina.
Dentre os principais métodos desenvolvidos pode-se citar a
explosdo a vapor,* a irradiagéo de ultrassom de alta intensidade® e
de micro-ondas®” e os tratamentos sucessivos de desacetilagdo.”’#?
Independentemente do método utilizado para a desacetilagdo, os
parametros reacionais devem ser cuidadosamente controlados,
uma vez que afetam as caracteristicas das quitosanas, incluindo o
grau médio de acetilacdo (GA), a massa molecular média (MM)
e a distribuicdo das unidades GlcN e GIcNAc nas cadeias.>?’
Essas caracteristicas, por sua vez, exercem grande influéncia sobre
as propriedades fisico-quimicas (solubilidade e viscosidade), as
atividades bioldgicas (biodegradabilidade, biocompatibilidade e
atividade antimicrobiana) e, consequentemente, as aplicagdes das
quitosanas. 34

Processos mediados por enzimas e micro-organismos

Os métodos quimicos utilizados industrialmente para a extragdo de
quitina possuem algumas desvantagens, notadamente: alto consumo
de energia, tempos longos de processamento e elevada geracdo de
residuos.”#® Essa tltima ainda apresenta o agravante de os principais
residuos (pigmentos e proteinas) serem de dificil reaproveitamento.>>4’
Com isso, métodos de extracdo de quitina mediados por enzimas
e micro-organismos vém sendo propostos como alternativas mais
ambientalmente amigdveis (sustentdveis) para efetuar as etapas de
desproteinizagdo, desmineralizagdo e despigmentacdo, conforme
ilustrado na Figura 2. Além disso, quitosanas também podem ser
obtidas via desacetilagdo enzimdtica da quitina.*’

Nos processos mediados por enzimas, para a etapa de
desproteinizacio, € comum o uso de proteases, tais como pepsina®
e tripsina.’’ Embora a obteng¢do de enzimas purificadas seja um
processo de alto custo e com baixa eficiéncia, € possivel utilizar
proteases derivadas de bactérias™ e visceras de peixes.”® Por mais
que o tratamento enzimadtico seja menos eficiente e apresente maiores
custos quando comparado ao processo termoquimico realizado em
meio fortemente alcalino, ele gera hidrolisado proteico com grande
potencial de uso na inddstria alimenticia.**+’

Atividade antimicrobiana de quitosanas e seus derivados 3

A extragdo de quitina da biomassa também pode ser mediada
por micro-organismos via processos fermentativos empregando
bactérias (Lactobacillus sp., Pseudomonas sp., Bacillus sp.) e fungos
(Aspergillus sp.).>* Os lactobacilos sdo responséveis pela fermentagéo
da biomassa e subsequente produgdo in situ de 4cidos orgénicos (por
exemplo, dcidos latico e acético), o que acarreta a diminui¢do do pH
e ativac@io das proteases presentes no meio.>> Como nos processos
mediados por enzimas, o uso de lactobacilos leva a formagdo de uma
fase liquida rica em proteinas e pigmentos e uma fase sélida rica em
quitina, que pode ser facilmente separada por filtracio. E interessante
destacar que a desmineralizacao também ocorre durante este processo,
visto que os carbonatos e fosfatos sdo removidos na presenca dos
dcidos utilizados.>® De modo alternativo, outros micro-organismos
capazes de produzir grandes quantidades de proteases podem ser
selecionados para a desproteinizagdo.*

Tais métodos de extragdo de quitina, sejam eles mediados por
enzimas ou micro-organismos, caracterizam-se pelas condi¢des
brandas empregadas, ja que as solugdes de acidos e bases utilizadas
ndo sdo fortes e as temperaturas de processamento estdo tipicamente
entre 30 e 50 °C. No entanto, as rea¢cdes podem levar de 7 a 14 dias.”’
Tais condic¢des tendem a extrair quitinas de elevada massa molecular
e com menor grau de dispersividade, além de prevenir a ocorréncia de
desacetilagdo.”” Embora ainda sejam processos de maior custo quando
comparados aos termoquimicos, seu desenvolvimento tem evoluido
a partir de estudos que visam avaliar os efeitos de diferentes fatores,
principalmente aqueles ligados ao processo de fermentacéo, tais
como pH inicial, fonte de carbono e sua concentracdo, temperatura,
tempo, tamanho das particulas do substrato e tipo de micro-organismo
e das diferentes fontes de biomassa.**” Portanto, em alguns casos, a
eficiéncia na obten¢do de quitina pode ser superior a 90%.%% O uso de
consorcios de micro-organismos, que combina as diferentes atividades
biolégicas das culturas associadas, também pode ser adequado
conforme a natureza, vegetal ou animal, da biomassa. Dessa forma,
residuos comuns da inddstria alimenticia (por exemplo, soro de leite
e melaco) podem ser utilizados como fontes de carbono para que a
fermentagdo ocorra.*s Como resultado, a quitina pode ser produzida
inteiramente a partir de rejeitos das industrias pesqueira e alimenticia.

Processos biotecnoldgicos para a producio de quitosanas

Os processos descritos anteriormente envolvem a extracao
de quitina e sua posterior conversdo em quitosanas a partir de
biomassa de procedéncia marinha, os quais podem ser afetados
pela sazonalidade dos animais, bem como pelos elevados custos de
produgdo e controle limitado das propriedades fisico-quimicas dos
produtos.® Dessa forma, processos biotecnoldégicos de producédo de
quitosanas a partir do cultivo de fungos vém sendo estudados com
intuito de contornar tais desvantagens.

Fungos dos géneros Mucor, Aspergillus e Absidia, além da classe
dos Zigomicetos, produzem quitina e quitosanas em suas paredes
celulares,® cujos teores em massa de quitina variam entre 2% e 42%.5'
O cultivo continuo, independentemente de quaisquer fatores sazonais,
e o rigoroso controle das condi¢des de cultivo, juntamente com o
emprego de fontes de carbono abundantes e de cepas selecionadas ou
geneticamente modificadas para apresentar elevada taxa de crescimento
sdo as principais caracteristicas dos processos biotecnolégicos
de producdo de quitina e quitosanas. Além disso, os processos de
isolamento e separa¢io de quitina e quitosanas sdo simples, a pureza
dos produtos € elevada® e as caracteristicas estruturais e fisico-quimicas
sdo controladas,** garantindo reprodutibilidade das propriedades e
superando, assim, as mais importantes limitacdes das aplicagdes na
industria, sobretudo a alimenticia, a farmacéutica e a biomédica.®

O baixo impacto ambiental dos processos biotecnolégicos
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também € relevante, uma vez que eles ndo demandam grandes
quantidades de insumos, tais como dgua, dcidos e bases fortes, além
de ndo dependerem dos descartes da pesca predatéria de animais
marinhos.* Ademais, as fontes de carbono utilizadas para o cultivo
dos fungos podem ter origem de descartes agroindustriais, como
milhocina e manipueira,®** ampliando o caréter ecologicamente
amigével deste tipo de processo.

A desacetilaciio da quitina para a producio de quitosana ocorre
através de enzimas denominadas quitina desacetilases, presentes em
fungos como Mucor rouxii®® e Aspergillus nidulans.®” As quitosanas
produzidas tendem a apresentar elevada massa molecular e G4 bem
definido devido a regiosseletividade das enzimas.®® Outras enzimas,
como quitinases e quitosanases, sdo responsaveis pela formacédo de
oligdbmeros de quitosanas com propriedades fisico-quimicas bem
conhecidas, além do controle dos pardmetros de acetila¢do.®® O
isolamento da quitosana a partir dos micélios de fungos ocorre por
processos de separacdo, conforme mostrado na Figura 3.6

O principal desafio dos métodos biotecnoldgicos esta relacionado
a quantidade de quitosanas produzidas. As pesquisas mais recentes
tém focado na seleg¢@o de espécies de fungos e na otimizagdo das
condi¢des de cultivo para viabilizar a producdo de quitosana em
escala industrial, a fim de competir com os métodos convencionais.
Diferentes fontes de carbono e suas concentragdes, assim como
temperatura e tempo de fermentagdo, sdo varidveis comumente
estudadas.®01:6365 Além do cultivo de fungos, os pesquisadores
também tém buscado reutilizar os fungos descartados pelas industrias
cervejeiras e de panificagdo® e discutir o uso de micro-organismos
geneticamente modificados.”

MECANISMOS DE ACAO DA QUITOSANA NA
ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Principais hipéteses do mecanismo de acdo da quitosana
contra micro-organismos

A conhecida atividade antimicrobiana das quitosanas contra
bactérias G+, G- e fungos € dependente de fatores que incluem o tipo

Biomassa de Fungos

Autoclave com NaOH 1N
Temperatura: 120 °C
Tempo: 15 min

|

Centrifugacao e coleta da fase sélida
Temperatura: 20 °C
Tempo: 10 min

|

Extragao com Acido Acético 2% (v/v)
Temperatura: 100 °C
Tempo: 15 min

'

Centrifugacao e coleta do sobrenadante
Temperatura: 20 °C
Tempo: 10 min

|

| Precipitagao da quitosana em pH 8,5 |

l Centrifugacao e liofilizagao l
QUITOSANAS

Figura 3. Processo de isolamento de quitosanas obtidas por métodos

biotecnologicos
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de micro-organismo, o pH do meio, as caracteristicas estruturais do
polimero (massa molecular e grau de acetilacdo), a fonte de obtencgao
da quitosana e a concentragdo de quitosana.? Dentre esses fatores, o
pH do meio € um parametro crucial para a atividade antimicrobiana
desses polissacarideos por estar intimamente relacionado com a
sua solubilidade, uma vez que o grupamento amina (-NH,) torna-se
carregado positivamente (-NH;*) em pH levemente 4cidos fazendo
com que a quitosana seja mais soldiveis e tenham uma melhor
atividade antimicrobiana que a quitina.'7'#202471-73 Nesse sentido,
0 G4 das quitosanas infere na determinacao da quantidade de cargas
positivas presente nas cadeias e, consequentemente, na atividade
antimicrobiana do polimero. Além de apresentar carga positiva
em solugdes aquosas levemente 4cidas (acidez muito elevada pode
danificar estruturalmente a cadeia polimérica), a quitosana € uma
macromolécula, e sua elevada massa molecular média também
influencia a atividade microbiolégica.** A quitosana é capaz de inibir
o crescimento de uma ampla variedade de fungos e bactérias, #7475
porém, de forma geral, a sua atividade antifiingica apresenta menor
eficiéncia quando comparada com a atividade antibacteriana.

Diferentes mecanismos vém sendo propostos para explicar a
acdo das quitosanas e seus derivados frente aos diferentes micro-
organismos. De acordo com a literatura, os mecanismos de agdo
mais aceitos sdo: (i) alteracdo da permeabilidade da membrana ou
parede celular do micro-organismo, causando seu rompimento;’®"8
(i1) interacdo das quitosanas com o DNA do micro-organismo,
afetando a sintese de proteinas devido a inibicdo do mRNA;”-
(iii) quelacdo de nutrientes (fons metdlicos) pelas quitosanas, os quais
sdo essenciais para o crescimento microbiano;*-* ou (iv) formagéo
de um filme polimérico espesso sobre a superficie celular do micro-
organismo, impedindo trocas gasosas e de nutrientes com o meio
externo, levando a morte celular.?”#® Além disso, € possivel que mais
de um desses mecanismos ocorra concomitantemente durante a agao
antimicrobiana da quitosana.

Dentre essas hipdteses de mecanismo, o rompimento da
membrana celular e a quelacdo com nutrientes sdo frequentemente
relacionados a interacdo entre as cargas positivas dos grupos -NH;* das
cadeias de quitosanas e as cargas negativas presentes na membrana/
parede celular dos micro-organismos, em que, geralmente, 0 menor
grau de acetilacfio implica maior atividade das quitosanas contra os
micro-organismos.” J4 a intera¢ao com o DNA do micro-organismo
€ associada a capacidade de quitosanas com baixa massa molecular
em permear para o interior das células.” Por outro lado, a formacéo
de filme polimérico sob a superficie das células, englobando-a
e impedindo trocas gasosas e de nutrientes, € frequentemente
atribuida ao uso de quitosanas com alta massa molecular.*® Além
disso, a dependéncia da MM com a atividade das quitosanas pode
estar relacionada a estrutura da membrana/parede celular do micro-
organismo.**” A Figura 4 representa os diferentes mecanismos de
acdo das quitosanas e seus derivados frente a micro-organismos.

Atividade antifingica

As quitosanas apresentam atividade contra fungos e leveduras,
como aqueles dos géneros Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea
e Candida lambica. Fungos sdo micro-organismos que apresentam
unidades celulares conhecidas como hifas e que, além da membrana
celular, possuem uma camada extra de protecdo: a parede celular. A
presenca da parede celular pode ser um fator determinante para a maior
resisténcia desses micro-organismos a agdo de quitosanas, pois para
promover o rompimento da célula e a possivel entrada do polimero
no meio intracelular, as duas barreiras devem ser transpostas.® A
parede celular € composta, em sua maioria, por polissacarideos, e sua
composicao € especifica para cada género de fungo.* O mecanismo de
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Figura 4. Representacdo esquemdtica dos principais mecanismos de a¢do das quitosanas frente a micro-organismos

acdo frente a esses micro-organismos depende da estrutura da parede
celular dos mesmos, que ird interferir diretamente no seu crescimento.
O mecanismo que melhor descreve a acdio de materiais a base de
quitosanas contra o crescimento de certos tipos de fungos envolve a
interagdo do polimero com a parede celular dos micro-organismos,
afetando diretamente o seu crescimento.?® Em sinergia, oligdmeros de
quitosana podem, entdo, se difundir nas hifas dos fungos, interferindo
na atividade das enzimas responsaveis pelo seu crescimento. > Além
disso, a intensidade da degradacdo da parede celular € dependente do
pH do meio, do G4 das quitosanas e de sua concentra¢do.’

O trabalho de Pavinatto et al.” descreve a utilizagio de filmes a
base de quitosana como barreira de protecao fisica e microbiolégica
de morangos in natura. Observou-se auséncia de fungos no fruto
recoberto com filmes de quitosana contendo glicerol apds 7 dias de
armazenamento em temperatura ambiente. J4 o fruto usado como
controle (sem recobrimento) ficou totalmente recoberto por fungos
ao longo desse periodo. O principal fungo que ataca frutos como o
morango é chamado fungo cinza, provocado pelo micro-organismo
Botrytics cinerea, um fungo filamentoso da familia Sclerotiniaceae.
Quando o fruto € exposto a esse micro-organismo, rapidamente ocorre
sua colonizacio, e em pouco tempo todo o fruto € completamente
contaminado. Segundo os trabalhos de Hadwiger,” Lee ef al.®' e
Lopes-Moya et al.,” a natureza policationica das quitosanas, quando
em contato com a parede celular dos fungos, provoca o vazamento de
eletrélitos dentro da célula, retardando ou inibindo sua sintese proteica
(Figura 5). Resultados similares foram relatados recentemente por
Limon et al.,”® Grande-Tovar et al.** e Al-Najada et al.®

Meng et al.*® reportaram a a¢ao antiftingica de quitosanas frente ao
micro-organismo Aspergillus ochraceus. Os autores verificaram uma
significativa inibi¢do da germinago de esporos e o crescimento do
fungo através de mudangas na morfologia externa e na microestrutura
interna do A. ochraceus. Os resultados indicaram que o tratamento
com quitosana promoveu a degradacdo celular através da perturbagio
da integridade da membrana celular, além da consequente inibi¢do
da biogénese do ribossomo, o que poderia explicar a possivel acido
antiftingica das quitosanas.

Tal acdo contra o micro-organismo Alteraria alternata foi
reportada no trabalho de Guo et al.”” Os resultados obtidos nesse
trabalho permitiram aos autores concluir que a quitosana age atacando

Morango sem recobrimento
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{

Figura 5. llustracdo esquemdtica do processo de prote¢do contra micro-
organismos em morangos revestidos com filmes de quitosana. Adaptada com
permissdo da ref. 74. Copyright 2020 ELSEVIER

a parede celular do fungo através da acdo das cargas positivas da
cadeia polimérica (atraciio eletrostdtica), como jd foi relatado em
outros trabalhos.!39293998 Qg autores utilizaram frutos de jujuba com
e sem a inoculag@o de uma suspensio de quitosana, e a qualidade dos
frutos foi acompanhada durante um periodo de quatro dias. Através
dos resultados foi possivel observar que o tamanho das lesdes nos
frutos foi mais pronunciado naqueles que ndo foram inoculados com a
suspensao de quitosana, o que evidenciou a eficicia do polissacarideo
no combate a degradacdo do fruto por fungos.
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Atividade bactericida

Estudos recentes relatam que a quitosana apresenta atividade
bactericida contra bactérias G+, como Bacillus cereus e Staphylococcus
aureus, e bactérias G-, como Salmonella typhimurium e Escherichia
coli.*®7% Do mesmo modo que ocorre com a atividade fungicida, um
dos fatores que mais influencia a atividade bactericida de quitosanas
€ o seu GA. Diferentes estudos demonstram que quanto menor o G4,
maior € a densidade de carga positiva proporcionada pelo grupo amino
protonado nas cadeias e, com isso, maior € a atividade antibacteriana
do polimero.'®'2 Apesar de a maioria dos estudos relatar essa
hipétese em relagdo ao GA, outros mecanismos tém sido propostos
para explicar a atividade bactericida e bacteriostatica da quitosana,
dependendo nio sé das caracteristicas estruturais do polissacarideo,
mas também da composicdo estrutural do micro-organismo, uma
vez que as bactérias G+ e G- diferem quanto a constitui¢do de
suas membranas celulares, conforme mostrado na Figura 6A. As
membranas das bactérias G+ sdo formadas por vérias camadas de
peptidoglicano e 4cidos teicdicos, ao passo que as membranas das
bactérias G- sdo compostas por duas camadas de peptidoglicano
e lipoproteinas, além de uma camada externa formada por uma
membrana caracterizada pela presenca de lipopolissacarideos e
proteinas.'®!% Por esse motivo, as bactérias G- sdo mais seletivas &
penetracdo de componentes na célula em comparagdo as bactérias
G+. O tipo de mecanismo de agdo antibacteriano da quitosana difere
para cada tipo de célula, mas acredita-se que a principal interagdo
das quitosanas seja com as moléculas de peptidoglicano (Figura 6B)
e lipopolissacarideos (Figura 6C).82101.105-107

Machado et al. analisaram filmes a base de quitosana com
relagdo a sua resposta de inibi¢do do crescimento de E. coli, uma
bactéria G- associada & contaminagio e intoxicagdo alimentar.!"’
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Os autores relataram que a atividade bactericida estava relacionada
a interagcdo do grupo amino da quitosana com o fosfolipidio
dipalmitoil fosfatidilglicerol (DPPG), componente principal das
membranas celulares de bactérias G-. Essa intera¢@o provoca a saida
de componentes intracelulares, como 4cidos nucleicos e glicose,
e impede o transporte de nutrientes para as células microbianas,
causando a morte celular. Resultados semelhantes foram reportados
nos trabalhos de Moeini et al.'® e Martins et al.'®

Madureira et al.'® descreveram a agdo antimicrobiana de
nanoparticulas de quitosana contra patégenos alimentares (B.
cereus e S. aureus (G+), E. coli e S. typhimurium (G-)). Os autores
afirmaram que a quitosana pode agir contra essas bactérias através do
rompimento da membrana celular ou pela inibi¢do da replicagdo de
DNA e mRNA. De forma similar, no trabalho de Caroni et al.'” os
autores estudaram o comportamento de filmes de quitosana e glicerol
frente a bactérias G- (E. coli) e G+ (S. aureus e B. cereus). O estudo
foi realizado através do método de crescimento bacteriano em placa
de petri e andlise da formagdo do halo de inibi¢do. Os resultados
mostraram que os filmes tiveram respostas positivas quanto a inibicdo
tanto de bactérias G+ como de bactérias G-.

INFLUENCIA DAS CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS
DAS QUITOSANAS NA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Conforme mencionado anteriormente, as caracteristicas
estruturais das quitosanas influenciam em suas propriedades
funcionais, impactando diretamente sua solubilidade, viscosidade,
biodegradabilidade, cristalinidade, biocompatibilidade e
bioatividade.?*!''* Dentre as caracteristicas fisico-quimicas do
polissacarideo, o G4, a MM, as derivatiza¢Ges que acarretam
hidrossolubilidade e o grau de pureza da amostra interferem de

|

3 I

Membrana externa

\ “M' Lipoproteina
——  Proteina o
Gram-negativa
Lipopolissacarideos
jol
NH o pPH
O//P\OH

CHy

HyC

HaC

Figura 6. (A) llustracdo esquemdtica das membranas celulares de bactérias gram-positivas e gram-negativas e estruturas quimicas das moléculas de (B)

peptidoglicano e (C) lipopolissacarideos (LPS)
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forma independente em sua atividade antimicrobiana. Além disso,
j& sabemos que quitosanas com caracteristicas semelhantes podem
ter atividades diferentes a depender dos micro-organismos. Sendo
assim, € de extrema importincia que essas caracteristicas sejam
previamente definidas a fim de se determinar a composi¢ao quimica/
estrutural mais adequada para a agdo antimicrobiana contra cepas
especificas.!”!*2L11 Conforme jd discutido em segdes anteriores,
essas caracteristicas podem ser determinadas durante o processo de
obtencdo de quitina e quitosanas, as quais podem ser moduladas de
acordo com as condi¢des reacionais utilizadas.!'>-!14

Grau médio de acetilacio (GA)

O grau médio de acetilacdo (GA) é uma das caracteristicas
quimicas das quitosanas mais importantes que influencia diretamente
seu desempenho em muitas aplicagdes.!'>!'® Esse grau é expresso
como uma porcentagem média de grupos de acetilados (GA%) ou
como fracdo molar de unidades N-acetiladas (F,) e determina o
teor de grupos N-acetilados. De modo complementar, o grau médio
de desacetilagdo (GD) indica a porcentagem média de grupos
N-desacetilados e, consequentemente, de grupos -NH, presentes
na cadeia polimérica das amostras de quitosana.’>!'*!'” Por ser
varidvel, esse parametro interfere nas caracteristicas fisico-quimicas
do polimero, tais como solubilidade, viscosidade, comportamento
polieletrdlito, reatividade e estabilidade, afetando diretamente
sua aplicabilidade."'*!'>!"%11 Portanto, quitosanas com diferentes
GA diferem com relagdo a quantidade média de cargas positivas,
podendo ter comportamento varidvel em suas propriedades bioldgicas,
como, por exemplo, agdo antimicrobiana, analgésica, antioxidante,
hemostdtica e mucoadesiva.!?*!2!Além do GA4, o pardmetro de
acetilacdo, que indica como os grupos acetilados estdo dispostos na
cadeia polimérica da quitosana (podendo ser encontrados distribuidos
em bloco, randomicamente ou de maneira alternada), € um fator que
influencia suas propriedades fisico-quimicas e, por consequéncia, sua
atividade antimicrobiana.'!!

Em estudos realizados por Younes ef al., em 2014, quinze
amostras de quitosanas com diferentes graus de acetilagdo e
homogeneidade em relag@o a distribui¢do dos grupos acetilados nas
cadeias foram utilizadas para investigar a eficicia antimicrobiana
contra bactérias G- (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae e Salmonella typhi), G+ (Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus, Enterococcus faecalis e Micrococcus luteus)
e fungos (Aspergillus niger, Fusarium oxysporum e Alternaria solani).
Os autores observaram maior eficiéncia no efeito inibitério com
a diminuicdo do G4 e, de modo geral, as amostras apresentaram
maior efeito bactericida contra bactérias G-. Em relagdo a atividade
antiftingica, o efeito inibitdrio testado frente aos fungos A. niger e
F. oxysporum ndo apresentou dependéncia com o G4 das quitosanas
utilizadas. No entanto, para o fungo A. solani, os resultados mostraram
que seu crescimento foi reduzido com a diminui¢do do G4 da
quitosana empregada.

Mellegard et al.'** utilizaram amostras de quitosana soliveis em
dgua com fragdo de acetilagio (F,) de 0,16 ¢ 0,48 (GA = 16% e 48%,
respectivamente) em testes de inibicdo do crescimento das bactérias
Bacillus cereus, Escherichia coli e Salmonella Typhimurium e trés
amostras mutantes de LPS de E. coli e S. Typhimurium. Os autores
reportaram que quitosanas com F, = 0,16 exerceram maior atividade
antibacteriana do que as amostras com F, =0,48. Ademais, os resultados
deste estudo estdo de acordo com os obtidos por Younes et al.,' uma vez
que as diferentes quitosanas empregadas exibiram atividade bactericida
maior contra E. coli (G-) do que contra B. cereus (G+).

Em outro estudo comparativo, Yuan et al.'* avaliaram o efeito
de quitosanas com quatro valores diferentes de GA e verificaram
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que quanto menor o G4, maior a atividade antibacteriana contra
Escherichia coli e Staphylococcus aureus. A ordem de classificagao
do GA de acordo com a concentracao inibitéria minima (CIM) foi
17,9% < 25,9% < 24,1% < 26,5% para E. coli e 17,9% < 25,9% =
24,1 <26,5% para S. Aureus. Como se pode observar, a amostra com
GD de 82,1% (menor GA) apresentou maior efeito inibitério para os
dois tipos de bactérias. Além disso, foi verificado que a atividade
antibacteriana da quitosana foi maior contra Escherichia coli (G-)
do que contra Staphylococcus aureus (G+). .

Byun et al.' avaliaram o efeito inibitdrio de quitosanas com G4 de
18,4% e 37,3% no crescimento de diferentes bactérias G- (Salmonella
enteritidis e Escherichia coli) e G+ (Listeria monocytogenes e
Staphylococcus aureus). Os resultados demonstraram que ambas
as amostras inibiram o crescimento dos microrganismos testados,
sendo que a quitosana com menor G4 (18,4%) exibiu atividade
superior. O estudo também evidenciou que ambas as quitosanas
apresentaram menor atividade antibacteriana contra a bactéria E. coli
em comparacio com as outras trés bactérias testadas.

Ja os estudos realizados por Jung et al.'® compararam as
atividades antibacterianas de seis quitosanas soliveis em solucdes
aquosas 4cidas e duas amostras de quitosanas soltiveis em dgua com
diferentes G4 frente a oito bactérias G- (P. fluorescens, P. vulgaris, E.
carotovora, S. marcescens, E. coli, V. parahaemolyticus, V. vulnificus
e S. Typhimurium) e seis bactérias G+ (L. monocytogenes, S. aureus,
B. subtilis, B. cereus, L. curvatus e L. plantarum). As atividades
antibacterianas das quitosanas soliveis em solug¢des aquosas dcidas
foram superiores as das soliveis em dgua. Além disso, a atividade
diferiu dependendo dos tipos de quitosana e das bactérias testadas.
De acordo com o que foi discutido anteriormente, as quitosanas com
menor G4 demonstraram maior atividade antimicrobiana.

A Tabela 1 apresenta os trabalhos cientificos que correlacionam
a atividade antimicrobiana das quitosanas ao GA.

Massa molecular média (MM)

Muitas propriedades fisico-quimicas e estruturais de uma cadeia
polimérica sdo definidas pela sua massa molecular média (MM).
Uma propriedade bastante influenciada por essa caracteristica € a
solubilidade,''*'"* a qual estd diretamente relacionada a atividade
antimicrobiana do polimero.'"* De modo geral, quanto menor a MM,
menor o empacotamento das cadeias e, consequentemente, maior a
sua solubilidade.®

Conforme discutido nas se¢des anteriores, € possivel obter
amostras de quitosanas com MM bastante varidvel, frequentemente
classificadas em alta, média e baixa. Alguns autores ainda utilizam
o termo oligoquitosana para definir quitosanas de cadeia curta
(geralmente abaixo de 10.000 g/mol).'* No entanto, os parimetros
(faixas de MM) que determinam essa classificacdo sdo, muitas
vezes, encontrados de forma divergente na literatura.? 28129
Diferentes estudos sugerem uma relacéo entre a MM da quitosana
e seu mecanismo de acdo frente a grupos de micro-organismos
especificos.!?>12%130 Como exemplo, podemos citar os estudos
realizados por Younes ef al.,' os quais mostraram que o uso de
quitosanas com diferentes MM levou a diferentes efeitos em bactérias
G+, G- e fungos. Independente da MM, os maiores efeitos inibitdrios
foram observados em bactérias G- em comparagdo as G+, sendo que
em bactérias G- o efeito foi mais pronunciado conforme diminuiu a
massa molecular da quitosana utilizada. J4 para as bactérias G+, o
maior efeito inibitério foi observado na utilizacdo de quitosanas com
alta massa molecular. No caso dos fungos, verificou-se que o efeito
inibitério depende fortemente do tipo de fungo estudado.

Garcia e colaboradores'!' mostraram alteracdes na atividade
antifingica utilizando trés quitosanas com MM distintas, ou
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Tabela 1. Exemplos de estudos que correlacionam o grau médio de acetilagdo com a atividade antimicrobiana das quitosanas
Amostra Micro-organismo testado Principais descobertas Ref.
G- (E. coli, P. aeruginosa, Para as bactérias: maior eficiéncia no efeito
K. pneumoniae ¢ S. typhi) inibitério conforme o GA diminui
Quinze amostras de quitosanas com G+ (S. aureus, B. cereus, Para os fungos A. niger e F. oxysporum: ndo 19
GA variando de 2% a 61% E. faecalis e M. luteus) houve dependéncia do efeito inibitério com o G4
Fungos (A. niger, F.oxysporum e Para os fungos A. solani: aumento no efeito
A. solani) inibitério com a diminuigio do G4
B. cereus, E. colli,
Quitosanas com GA variando entre S. Typhimurium Quitosanas com menor GA foram mais efetivas 122
16% e 48% Trés amostras mutantes de LPS de E. coli e na inibi¢do do que as mais acetiladas
S. Typhimurium.
Quitosanas com GA de 26,5%, G- (E. coli) Quanto menor o GA, menor é a concentragao 123
25,9%, 24,1% € 17,9 % G+ (S. aureus) inibitéria minima
. — Todas as amostras inibiram efetivamente o cresci-
Quitosanas com GA de 16%, 14%, Cepas de C. albicans mento de cepas de C. Albicans. As amostras com 126
12% e 6% GA menores foram as mais eficazes
. — G- (S. Enteritidis e E. coli) . — .
Quitosanas com G4 de 37,3% e A quitosana com G4 de 18,4% apresentou ativi- 124
18,4 % G+ (L. monocytogenes e S. aureus) dade antibacteriana superior
‘Quitosanas a partir de fungos com __As amostras a partir de fungos com
GA de 14,5%,9,7%, 13,7% € 9,8% G+ (B. cereus, L. monocytogenes e S. aureus) GA=9,7% e 9,8 % e de caranguejo com
GA =6,7% e 12,2 % (baixos graus de 127
Quitosanas a partir de caranguejo G- (E. coli, Flavobacterium sp., N- acetilagdo) exibiram melhores atividades
com GA de 11,6%, 6,7%, 12,2% e P. aeruginosa, S. typhimurium e antimicrobianas, independentemente de suas
14,8% V. parahaemolyticus) fontes de obtencdo
Ambas as quitosanas inibiram o crescimento das
cepas, sendo a quitosana com menor G4 a que
. — G- (8. Enteritidis e E. coli) exibiu atividade superior
Quitosanas com G4 de 18,4% e 124
313% G+ (L. monocytogenes e S. aureus) A atividade antibacteriana foi menor frente a
E. coli em comparagao com os outros tipos de
bactérias
Quitosanas soldveis em solucdo G- (P, fiuorescens, . vulgaris, Quitosanas soltveis em solug¢des aquosas acidas
4cida com GA variando entre 0,8% E cart?tovora, 5 marcescens, apresentaram maior atividade bactericida do que
¢ 10.7% E. coli, V. parahaemolyticus, as solGveis em dgua
’ V. vulnificus e S. Typhimurium) 125

Quitosanas soltiveis em dgua com
GA de 20% e 36,8%

G+ (L. monocytogenes, S. aureus,
B. subtilis, B. cereus, L. curvatus e L. plantarum)

Quitosanas com menor GA demonstraram maior
atividade antimicrobiana

seja, alta (248.000 g/mol), média (140.000 g/mol) e baixa
(76.000 g/mol). Nos testes realizados com fungos do género Candida
ssp, observou-se a reducdo do crescimento flingico com o aumento
da MM da quitosana para as espécies C. tropicalis e C. parapsilosis.
Ja para a espécie C. albicans, ndo foi observada nenhuma correlagdo
entre a MM e o crescimento fungico. Em experimentos realizados
com fungos da espécie Sporothrix brasiliensis, trés quitosanas com
MM distintas (alta = 984.000,00 g/mol, média = 467.000,00 g/mol
e baixa = 206.000,00 g/mol) demonstraram atividade microbiana.
Entretanto, a quitosana que apresentou maior efeito inibitério foi
aquela com baixa MM.'* Essas diferencas encontradas na acdo
antimicrobiana da quitosana para as diferentes espécies podem estar
associadas a composi¢ao e a densidade de cargas negativas da parede
celular do micro-organismo.76:13%134

Outros resultados também sugerem relagdo na redugio do
crescimento e multiplicagdo dos micro-organismos de acordo com
a MM e o micro-organismo testado.'>!?! Por exemplo, Kaya ef al.'®
compararam a atividade antimicrobiana de quitosanas de baixa
e média MM frente a nove micro-organismos patogénicos (sete
bactérias e duas leveduras). Os estudos revelaram que os efeitos
antimicrobianos de ambas as quitosanas diferiram de acordo com os
micro-organismos empregados, sendo que os resultados ndo puderam
ser analisados (reunidos) em func@o dos grupos de bactérias G+ ou

G- e leveduras estudadas. No entanto, os resultados para a bactéria
Listeria monocytogenes e para a levedura Candida albicans indicaram
que as quitosanas de baixa MM apresentaram maior efeito inibitdrio,
ao passo que para a bactéria B. subtilis a quitosana de média MM foi
a que apresentou atividade antimicrobiana mais pronunciada. Dentro
da mesma espécie, diferencas significativas foram encontradas entre
os valores de inibicdo para as quitosanas de diferentes MM utilizadas.

Bano e colaboradores'*S conduziram um estudo investigando
a atividade bacteriana de quitosanas com MM varidvel contra os
patégenos P. aeruginosa, E. coli, P. mirabilis e S. aureus. Segundo
os autores, a quitosana de alta MM (220.000 g/mol) ndo apresentou
nenhuma atividade bacteriana, enquanto aquelas de baixa MM
(801, 473 e 259 g/mol) exibiram atividade contra todas as cepas
bacterianas sob investigacao. Foi observado que os micro-organismos
P. aeruginosa e E. coli foram mais sensiveis frente as quitosanas de
baixa MM. Dentre as amostras de baixa MM utilizadas, verificou-
se que quanto menor a MMda quitosana, maior o efeito inibitdrio
observado.

‘Os diferentes comportamentos observados em fungéo da variagio
da MM das quitosanas estdo relacionados aos tipos de interagdo
com a célula (ou parede celular), levando a distintos mecanismos de
acdo. Uma hipétese € a de que quitosanas de alta MM apresentam
maior dificuldade para penetrar através da membrana celular,
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formando, portanto, peliculas (barreiras fisicas) ao redor da célula
que bloqueiam o transporte de nutrientes, resultando em morte
celular.”®137138 Quitosanas de alta MM podem, ainda, interagir ou
ligar-se a membrana celular para modificar sua permeabilidade,
causando perturbagdes na célula e fuga do material intracelular.'*
Ja as quitosanas com cadeias poliméricas de baixa MM conseguem

Atividade antimicrobiana de quitosanas e seus derivados 9

penetrar mais facilmente nas células microbianas, inibindo vdrias
enzimas, interrompendo a sintese de proteinas e ligando-se a0 DNA;
como consequéncia, elas acabam por inibir a sintese de mRNA,
causando distdrbios no metabolismo desses micro-organismos. 713140

A Tabela 2 apresenta os estudos que correlacionam a atividade

antimicrobiana da quitosana com a sua MM.

Tabela 2. Exemplos de estudos que correlacionam a atividade antimicrobiana da quitosana com sua massa molecular

Amostra

Micro-organismo testado Principais descobertas Ref.
Para C. tropicalis e C. parapsilosis, o crescimento fingico
Quitosanas com alta (~247.800 g/ C. albicans, diminuiu com o aumento da massa molecular da quitosana
mol), média (~140.500 g/mol) e baixa C. tropicalis 131
(~75.600 g/mol) massas moleculares C. parapsilosis Para C. albicans, a massa molecular da quitosana nao
modulou o efeito inibitério
Amostras de alta, média e baixa massas moleculares foram
. capazes de inibir S. brasiliensis em até 60%, 69% e 88%,
Quitosanas com alta respectivamente
(984.000 g/mol), o P
1 . S. brasiliensis 132
média (467.000 g/mol) e baixa .. - . 1 .
Na atividade metabdlica, quitosanas de alta, média e baixa
(206.400 g/mol) massas moleculares S
massas moleculares apresentaram valores de inibi¢do de
61%, 710% e 89%, respectivamente
Bactérias G+ (L. garvieae,
B. subtilis, S. agalactiae e Para a bactéria L. monocytogenes e a levedura C. albicans,
A . L. monocytogenes) a quitosana de baixa massa molecular apresentou maior
Oligdmero de quitosana .
. . efeito inibidor
(3.220 g/mol) e quitosana comercial . . .
st Bactérias G- (V. alginolyticus, 135
de média massa molecular (massa L. P . . . ‘1
o . Y. enterocolitica € S. enteritidis) Para a bactéria B. subtilis, a quitosana de média massa
molecular ndo informada) . . .. R
molecular apresentou maior atividade antimicrobiana
Leveduras (C. albicans e
C. glabrata)
A amostra com alta massa
molecular ndo apresentou atividade bacteriana, enquan-
. P. aeruginosa to que as de baixa massa molecular exibiram atividade
Quitosanas de alta massa molecular . . .
C oA . E. coli antibacteriana
(220.000 g/mol) e oligdmeros de quito- . 136
sana (801, 473 e 259 g/mol) F. mirabilis
’ & S. aureus P. aeruginosa e E. coli foram sensiveis a todos os tipos de
quitosana. Quanto menor a massa molecular, maior foi o
efeito inibitério
. . Para as bactérias G-, a atividade antibacteriana aumentou
G- (E. coli, P. aeruginosa, ..o L. .
K. preumoniae ¢ S. typhi) com a diminui¢do da MW, enquanto que o efeito oposto foi
P b observado para as G+
Quinze amostras de quitosanas com G+ (S. aureus, B. cereus
MW variando entre 42.500 e 135.000 R ! Para os fungos A. niger e A. solani, nao houve dependéncia 19
E. faecalis e M. luteus) RO —
g/mol do efeito inibitério com a MW
Fungos (4. niger, F oxysporum & Para os fungos F. oxysporum, houve aumento no efeito
A. solani) R Py
inibitério com o aumento da MW
As amostram inibiram efetivamente o crescimento de cepas
Quitosanas com MW de 32.000, Cepas de C. albicans de C. Albicans 126
38.000, 138.000 e 184.000 g/mol
As amostras com menor MW foram as mais eficazes
P. fragi foi a cepa mais resistente ao efeito antimicrobiano,
Quitosanas extraidas da casca do P. fragi enquanto que S. putrefaciens foi a mais sensivel
camardo com MW de 41.000, 180.000 S. Putrefaciens 141
¢ 400.000 g/mol A. hidrdfila Quanto maior a MW , maior foi o efeito inibitdrio nas cepas
estudadas
Quitosana comercial com MW de G- (S. aureus, S. typhimurium e A quitosana comercial inibiu S. aureus mais eficientemente
194.000 g/mol; quitooligossacarideos S. enteritidis) "
derivados da quitosana comercial com As bactérias G- foram mais suscetiveis a inibi¢do quanto
MW de 5.100, 14.300 e 41.100 g/mol G+ (E. coli) menor a MW
. [ Bactéria mesofilica fR— .
Quitosanas com MW variando entre Leveduras A amostra com menor MW apresentou melhor efeito 143
150.000 e 300.000 g/mol Bolores microbioldgico
Em condi¢des de pH 4cido, a atividade aumentou com o
Quitosanas com MW de 3.300, 7.100, E coli aumento da MW
29.200, 72.100, 156.000 e 300.000 g/ E aureus 144

mol

Em pH neutro, a atividade aumentou & medida que a MW
diminuiu
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Derivados hidrossoliiveis

Uma importante vantagem de se trabalhar com quitosanas € a
possibilidade de se preparar uma grande variedade de derivados.
Nos tltimos anos, diferentes estratégias de derivatizagdo vém sendo
predominantemente realizadas com o objetivo de melhorar certas
propriedades das quitosanas.'*"'4” O pH levemente dcido geralmente
necessdrio para solubilizac@o de quitosanas (pK, ~ 6,3), por exemplo,
pode resultar em limitagdes para certas aplicagdes.*!*® A solubilidade
dependente do pH € atribuida a presenga dos grupamentos amina,
o0s quais se tornam protonados apds dissolugdo em pH < 6. Para
aumentar a solubilidade e possibilitar a utiliza¢do das quitosanas em
uma faixa mais ampla de pH, vérios derivados hidrossoliveis vém
sendo desenvolvidos.'* Vale ressaltar que modificagdes quimicas nas
quitosanas podem ser dificultadas em razdo de sua cristalinidade e
da presenca de ligacdes de hidrogénio intra e intermoleculares em
suas cadeias.'® No entanto, com o passar dos anos, diferentes grupos
de pesquisa vém relatando a obtencdo de derivados hidrossoliveis
através da modificagdo quimica, realizada principalmente nos trés
grupamentos funcionais nucleofilicos: amina no carbono C2 (C2-
NH,), hidroxila secundaria no carbono C3 (C3-OH) e hidroxila
primdria no carbono C6 (C6-OH),**"5! conforme ilustrado na
Figura 7A. Esses grupamentos podem ser prontamente submetidos a
derivatizacdo quimica em condicdes reacionais brandas, permitindo
a modulacdo das propriedades antimicrobianas da quitosana.’>!%
O maior impedimento estérico associado a hidroxila secundéria
no carbono C3 faz com que a formacdo de derivados através da
substituicdo nessa posi¢do seja dificultada, e poucos sdo os relatos

(A)
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de derivados sintetizados seguindo essa estratégia.'* Os grupos
funcionais mais comumente presentes em derivados antimicrobianos
de quitosana sdo: amodnio quaterndrio, fosfonio, guanidinil,
carboxialquil, hidroxialquil e grupos contendo tiol.22 E importante
destacar que as rotas de sintese convencionais empregadas geralmente
resultam em produtos que podem ser substituidos em todos os trés
centros reativos das quitosanas, o que leva a formacao de um produto
sem especificidade no grupo substituido ou com um baixo grau de
substitui¢do. Para que esses problemas sejam superados, diferentes
tipos de grupos protetores sdo empregados a fim de se bloquear o
grupo C2-NH, ou os grupos C3-OH e C6-OH.*!52

Levando em considerac@o os mecanismos de agdo das quitosanas
discutidos anteriormente, € razodvel pensar que uma das estratégias
para aumentar sua atividade antimicrobiana seja a preparacdo de
derivados hidrossoludveis através da introdug@o de cargas positivas
nas cadeias poliméricas.?” Por esse motivo, grande parte dos
trabalhos que avaliam a influéncia do processo de derivatizacio
nas propriedades antimicrobiana das quitosanas reportam a sintese
de derivados catidnicos.?>?>»15%154 Nesse sentido, diversos estudos
reportam a introdug@o de substituintes ao grupamento amina no
C2 para a formagdo de sais de amdnio quaterndrio e derivados de
quitosanas soldveis em uma faixa de pH maior (incluindo o pH neutro)
e com maior a¢do antimicrobiana em comparacio as quitosanas nao
modificadas.*'5 Um estudo comparativo conduzido por Riinarsson
et al. revelou que apenas o derivado quaterndrio N,N,N-trimetil
quitosana (TMQ), carregado positivamente, apresentou atividade
contra a bactéria S. aureus, enquanto que os derivados neutros
mono- e dimetilados e a quitosana ndo substituida ndo apresentaram

OH Rs
6
/&/O o 0
0 ; — 2 \__
HO \/O Ry o]
3 NH, 3 R
n n
(8) NMQ r T™Q n - DEMQ B
OH OH

HO. o)

D) — .

OH

n

Figura 7. (A) Esquema sintético ilustrando os grupos funcionais da estrutura quimica das quitosanas que possibilitam a obtengdo de derivados hidrossoliiveis.

(B) Estruturas quimicas dos derivados NMQ, TMQ e DEMQ. (C) Representagdo esquemdtica da formagdo do conjugado quitosana-tirosina através de ligagoes
de hidrogénio. Reproduzido da ref. 154. Copyright 2020 MDPI sob uma licen¢a Creative Commons 4.0 (CC BY) (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).
(D) Estrutura quimica do derivado N,N,N-trimetil-O-(2-hidroxi-3-trimetilaménio propil)
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atividade antimicrobiana em pH = 7,2.1% Em outro trabalho, Bakshi
e colaboradores avaliaram a atividade antimicrobiana de diferentes
derivados N-alquilados frente as bactérias E. coli e S. aureus.'’
Por meio da substitui¢do eletrofilica no grupamento C2-NH,, trés
derivados foram sintetizados: N-metil quitosana (NMQ), TMQ e N,N-
dietil-N-metil quitosana (DEMQ), conforme ilustrado na Figura 7B.
Observou-se que a atividade antimicrobiana seguiu a ordem: DEMQ
< quitosana < NMQ < TMQ. O derivado quaternario TMQ induziu
a maior resposta antibactericida em virtude da presenga das cargas
positivas permanentes na estrutura das quitosanas. Apesar de também
apresentar carga, o derivado DEMQ ndo apresentou a atividade
antimicrobiana esperada, possivelmente devido ao impedimento
estérico do substituinte mais volumoso. A presenca de cargas positivas
na estrutura das quitosanas é acompanhada da presenca de um
contra-fon. A fim de se avaliar a influéncia do contra-fon na atividade
bactericida frente a S. aureus e E.coli, Follmann et al. sintetizaram
o derivado TMQ contendo os seguintes contra-fons: sulfato, acetato,
cloreto, brometo e iodeto.*® A maior atividade foi observada para os
derivados contendo os fons acetato e sulfato, possivelmente devido a
maior deslocalizagdo eletronica.

Estudos recentes tém reportado a obtengdo de derivados
hidrossoldveis a partir do acoplamento de quitosanas com peptideos/
aminodcidos.?*!%153 Seguindo essa abordagem, Buz6n-Durdn e
colaboradores demonstraram que a associagdo via ligagdes de
hidrogénio dos aminoécidos glicina, prolina e tirosina a quitosana
resultou em uma melhor atividade antifingica contra Fusarium
culmorum, um fungo patégeno responsdvel por vdrias doencas
em cereais.'>® Testes in vitro mostraram um aumento da inibi¢do
do crescimento micelial, com valores de concentragdo efetiva que
induz 50% (ECs,) e 90% (EC,,) do efeito maximo variando de
320 a 948 pg mL™' e de 1107 a 1407 pg mL~', respectivamente —
valores esses bem inferiores aos apresentados pela quitosana e pelos
aminodcidos isolados. A melhor resposta foi obtida pelo conjugado
quitosana-tirosina (Figura 7C), o que os autores atribuiram a redugao
da cristalinidade da quitosana em funcio ao rearranjo das cadeias
poliméricas e ao aumento de carga catidnica superficial com a
formagdo do conjugado. Ensaios com plantas e experimentos de
campo em pequena escala mostraram que a melhor formulacio
ndo apresentou efeitos fitotdxicos e reduziu significativamente a
severidade do desenvolvimento dos sintomas do fungo. A sintese
de derivados de quitosanas-guanidinilados também desperta grande
interesse, fazendo com que eles sejam investigados como materiais
antimicrobianos em virtude de sua alta solubilidade em dgua, rdpida
resposta e baixa toxicidade.?>!02148.15215 A gyanidina, considerada
uma das bases orginicas mais fortes, confere as quitosanas um
grande cardter cationico em pH fisiol6gico, permitindo a formagdo de
fortes interacdes ndo covalentes com alguns componentes carregados
negativamente, como, por exemplo, grupos fosfatos da superficie
celular da célula microbiana.'s?

Derivados catidnicos também podem ser obtidos através de
reacdes de substitui¢do nas hidroxilas. Rahimi e colaboradores
relataram a sintese de derivados de quitosanas através da insercao
de um grupo imidazol carregado ao C6-OH.!®® As atividades
antibacteriana e antifiingica do derivado frente as bactérias
E. coli, S. aureus, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans e
Pseudomonas aeruginosa (cepa de bactéria resistente a drogas)
foram superiores as da quitosana, sendo que o melhor desempenho
foi atribuido aos grupos imidazéis protonados. Recentemente, Li et al.
reportaram a sintese do cloreto de 2’-O-hidroxipropiltrimetilamdnio
quitosana e avaliaram sua atividade frente as bactérias E. coli e
S. aureus.'' O elevado efeito antibacteriano do derivado, quando
comparado aos materiais de partida, foi atribuido a presenca dos
grupamentos C2-NH, e do substituinte -N*(CHj),.
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Diversos estudos também relatam a influéncia de mais de um
substituinte na cadeia polimérica. Por exemplo, o grupo amino
no C2 e o grupo hidroxila primdrio no C6 das quitosanas podem
ser modificados, a0 mesmo tempo em que levam a obten¢do de
derivados hidrossoldveis com alta atividade antimicrobiana.'” Xu
et al. demonstraram que o derivado N,N,N-trimetil-O-(2-hidroxi-
3-trimetilamoénio propil) (Figura 7D) quitosana apresentou
atividade antibacteriana aumentada em comparagdo com o derivado
N,N,N-trimetil quitosana e quitosana.'® O maior grau de substitui¢ao
no derivado N,O-carboximetilquitosana também resultou em maior
atividade antibacteriana contra S. aureus do que a agio do derivado
O-carboximetilquitosana e da quitosana.”' Li e colaboradores
avaliaram a influéncia da inser¢do do grupo funcional acil tioureia
ao grupamento C2-NH, em um derivado O-substituido da quitosana
(O-quaternério de amonio)."* A introdu¢io dos grupos acil tioureia
aumentaram a eletropositividade do derivado dissubstituido,
acarretando maior supressao ao crescimento de bactérias G+ e G- em
comparagdo ao derivado O-substituido e a quitosana.’* Em outro
estudo, Fan et al. relataram a obtencdo de derivados hidrossoliveis
através da insercdo de grupos poliaminoetil e dietoxiforforil aos
grupamentos C6-OH e C2-NH,, respectivamente, para aumentar a
atividade antifingica da quitosana frente aos fungos Botrytis cinerea,
Phytophthora capsici e Fusarium solani.'

O grau médio de substitui¢do (GS) ou a proporgdo dos grupos
funcionais inseridos a estrutura das quitosanas também tem efeito nas
propriedades antimicrobianas da quitosana frente a vdrias cepas de
bactérias e fungos. Sahariah e Mdsson publicaram um artigo de revisao
fazendo uma comparagdo entre diferentes derivados de quitosanas
hidrossoltiveis e demostraram que para derivados catidnicos a eficicia
antibacteriana geralmente aumenta com o aumento da propor¢ao dos
grupos funcionais ligados a cadeia polimérica.?

INFLUENCIA DO GRAU DE PUREZA DA AMOSTRA NA
ATIVIDADE BIOLOGICA

Além das caracteristicas estruturais discutidas anteriormente,
as propriedades das quitosanas também sdo afetadas pelo seu grau
de pureza.'®> De fato, no contexto de aplicagdes biomédicas, por
exemplo, requer-se um grau de pureza elevado. Estudos relatam
que a pureza das quitosanas influencia seu perfil toxicolégico.'®® As
diferencas na pureza do polissacarideo podem estar relacionadas as
condicdes de tratamento quimico durante a obtencdo da quitina e a
transformag@o da quitina em quitosanas, incluindo a sequéncia de
desmineralizacdo, desproteinizacgio, despigmentagdo e desacetilagdo,
a concentracdo dos produtos quimicos empregados e o tempo de
reacdo.'”1%* Sendo assim, a etapa de purificagdo das quitosanas se
da por meio de processos quimicos visando a remocao de minerais,
proteinas e pigmentos. Ardila e colaboradores reportaram que a
presenca de proteinas residuais pode levar a uma diminui¢do da
propriedade antibactericida da quitosana.'® Segundo os autores,
essas impurezas podem representar uma fonte de nutrientes para as
bactérias e, portanto, serem responséveis pela diminui¢@o da atividade
antimicrobiana acima de uma concentrag@o critica. Apds a etapa de
desproteinizagdo utilizando a enzima proteinase K, uma concentracio
mais baixa de quitosana foi suficiente para erradicar as bactérias E.
coli, L. innocua € S. aureus.

Outro tipo de contaminag@o frequente em amostras de quitosanas,
especialmente as que possuem como fonte de matéria-prima
organismos marinhos, € a contaminacdo por metais pesados.!!!:165
Contaminagdes por cadmio e arsénio sdo as mais tipicamente
testadas por serem esses 0s metais mais citotéxicos. Entretanto,
outros metais como crémio, niquel, cobre e zinco também podem ser
detectados em amostras comerciais. Além de serem provenientes da
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fonte de matéria-prima, esses contaminantes podem ser associados
as quitosanas nas etapas de producdo das amostras devido a sua
capacidade de complexag¢ido com metais pesados. Diferentes
autores reportam que a presenga de residuos de metais pesados
pode acarretar uma acentuada reducdo da atividade bactericida das
quitosanas.'®> No entanto, é importante destacar que também existem
trabalhos na literatura que demonstram uma melhora da propriedade
antimicrobiana apds a incorporagdo de fons metélicos, tais como Ag*,
Cu*, Zn>e Mn*, as quitosanas.'®

Apesar da importancia desse pardmetro, principalmente no
cendrio de aplicacdes biomédicas, poucos sdo os trabalhos na literatura
que avaliam a influéncia da pureza na atividade antimicrobiana das
quitosanas. O grande interesse pelo uso de quitosanas e seus derivados
faz com que seja importante padronizar os aspectos relacionados a
esses compostos, uma vez que isso permitird eliminar a ambiguidade
persistente sobre seu grau de pureza e demais caracteristicas
estruturais, incluindo o grau de acetilagdo/desacetilagdo, a massa
molecular e outras importantes propriedades encontradas na literatura
cientifica para este biopolimero.

CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Quitosanas sdo polimeros versdteis, de vasta aplicagdo e com
comprovada atividade antimicrobiana. O processo de obtencdo desse
polissacarideo pode ser realizado através de reacdes de desacetilagido
da quitina, em que processos fisico-quimicos ou mediados por
enzimas e micro-organismos sao utilizados, ou através da extragdo
direta da natureza, utilizando-se processos biotecnoldgicos. Ambos
os processos de obtengdo devem ter suas etapas muito controladas,
pois tém influéncia direta nas carateristicas estruturais das quitosanas
e, consequentemente, em suas propriedades, como, por exemplo,
sua atividade antimicrobiana. Algumas hipdteses sdo citadas na
literatura sobre a agdo de quitosanas frente a micro-organismos,
dentre elas a alteragdo da permeabilidade da membrana celular do
micro-organismo que impede as trocas gasosas entre o interior e o
exterior da célula. Tal alteracdo leva a ruptura da membrana celular de
bactérias ou da parede celular flingica, & inibi¢do da sintese de mRNA
e proteinas e/ou a formagdo de barreira externa, consequentemente
impedindo a entrada de nutrientes e o crescimento microbiano. De
fato, todas as hipéteses de agdo das quitosanas estdo principalmente
relacionadas com a interacdo entre as cargas positivas dos grupos
amino protonados das quitosanas e as cargas negativas presentes na
membrana/parede celular de bactérias e fungos. Sendo assim, tanto
0 GA como a MM do polimero sdo caracteristicas importantes na
determinacio de sua agdio. De maneira geral, quanto menor o G4,
maior € a atividade das quitosanas frente aos micro-organismos. Ja
com relagdo & MM, a atividade das quitosanas depende muito mais
da espécie do micro-organismo (sua composicdo/estrutura), sendo
que cadeias poliméricas maiores parecem inibir as células através
do envolvimento das mesmas, enquanto cadeias poliméricas menores
podem penetrar o interior das células. Derivados hidrossoliveis
de quitosanas sdo geralmente sintetizados através da inserc¢do de
grupos que desenvolvem carga positiva em sua cadeia polimérica,
favorecendo a acdo antimicrobiana em ampla faixa de pH. Em
relagdo a pureza das quitosanas, poucos trabalhos na literatura citam
essa importante caracteristica em relagdo a atividade bactericida,
porém, alguns trabalhos mostram que sua associacdo com residuos
proteicos diminui sua atividade. E importante destacar que apesar de
importantes informagdes poderem ser obtidas através da compilagdo
dos dados presentes na literatura acerca da estrutura/atividade de
quitosanas frente a micro-organismos, ainda hd muito que se estudar
sobre o tépico devido ao grande niimero de pardmetros que possam
influenciar e estar envolvidos no processo. Além disso, a obtencéo
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de quitosanas com caracteristicas estruturais controladas e através de
processos que apresentem produto reprodutivel configura adicional
dificuldade. Por fim, ainda existem vdrios desafios que precisam ser
enfrentados a fim de delinear o0 mecanismo de acdo da quitosana
visando aplicagdes préticas, como, por exemplo, a preparacio de
nanoestruturas utilizadas no desenvolvimento de produtos com
atividade antimicrobiana que possam ser futuramente utilizadas em
escala industrial.
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