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RESUMO 

A carboximetilação é uma modificação que visa ampliar a diversidade de 

aplicações médicas e farmacêuticas da quitosana pelo fato de aumentar a 

solubilidade em diversos meios de interesse fisiológico. Além disso a 

carboximetilquitosana apresenta baixa toxicidade. A prata, o cobre e o zinco na 

forma de sais têm sido amplamente utilizados como antimicrobianos por 

apresentarem atividade contra diversas cepas. O presente trabalho pretende 

demonstrar o efeito da carboximetilquitosana isolada e em combinação com 

nitrato de prata, sulfato de cobre e sulfato de zinco contra a formação de 

biofilmes por bactérias Gram-positivas. Com este propósito, foi efetuada a 

síntese e caracterização da carboximetilquitosana, avaliada a toxicidade do 

biopolímero isolado e em combinação com os sais dos metais pelo teste de 

letalidade de Artemia salina e demonstrado a atividade antimicrobiana e o 

potencial dos compostos isolados e em combinação contra a formação de 

biofilmes por bactérias Gram-positivas. Os resultados demonstraram uma 

síntese bem sucedida com rendimento de 190%, grau de substituição de 1,87, 

as substituições dos grupamentos foram comprovadas por espectroscopia na 

região do infravermelho. Não foi observada toxicidade da carboximetilquitosana 

para Artemia salina, os sais apresentaram toxicidade variável, quando os 

mesmos foram combinados com a carboximetilquitosana a toxicidade foi 

diminuída. A atividade antimicrobiana da carboximetilquitosana não foi detectada 

nas concentrações testadas (CMI >1000µg mL-1), o nitrato de prata isolado e em 

combinação com a carboximetilquitosana apresentou CMI de 1000µg mL-1, 

sulfato de cobre e sulfato de zinco tanto isolados como em combinação com a 

carboximetilquitosana apresentaram CMI >1000µg mL-1. Considerando a 

formação de biofilme, evidenciou-se a ação inibitória da carboximetilquitosana 

contra as bactérias Gram-positivas, sendo que em combinação com o nitrato de 

prata, este fenômeno foi potencializado. Os outros sais metálicos em 

combinação com o biopolímero não potencializaram de forma significativa a sua 

atividade inibitória da formação de biofilme, tanto da biomassa total quanto da 

atividade metabólica das células associadas a esta estrutura. A 

carboximetilquitosana demonstrou atividade antibiofilme evidenciando sua 

potencialidade no controle deste importante mecanismo de virulência. 



 
 

ABSTRACT 

The carboxymethylation is a modification which aims to extend the variety of 

pharmaceutical and medical applications because of chitosan to increase the 

solubility in various modes of physiological interest. Furthermore, the CMC has 

low toxicity. Silver, copper and zinc in the form of salts have been widely used as 

antimicrobial agents due to their activity against different strains. The present 

study intends to demonstrate the effect of CMC alone and in combination with 

silver nitrate, copper sulfate and zinc sulfate against biofilm formation by gram-

positive bacteria. For this purpose, the synthesis and characterization of CMC 

was conducted, evaluated the toxicity of biopolymer isolated and in combination 

with the salts of the metals by the brine shrimp lethality test and demonstrated 

the antimicrobial activity and the potential of the isolated compounds and in 

combination against biofilm formation by gram-positive bacteria. The results 

demonstrate the successful synthesis yield of 190% degree of substitution of 

1.87, the groups of substitutions were confirmed by spectroscopy in the infrared 

region. No toxicity was observed for the CMC Artemia salina, salts showed 

varying toxicity when they were combined with the CMC has decreased toxicity. 

The antimicrobial activity of CMC was not detected in all tested concentrations 

(MIC> 1000μg ml-1), silver nitrate alone and in combination with CMC showed 

1000μg ml-1 MIC, copper sulfate and zinc sulfate either alone or in combination 

with the CMC presented CMI> 1000μg ml-1. Whereas biofilm formation, evidence 

of the inhibitory action of CMC against Gram-positive bacteria, and in combination 

with silver nitrate, this phenomenon was enhanced. Other metal salts in 

combination with the biopolymer does not significantly potentiated the inhibitory 

activity of a biofilm formation, both the total biomass as the metabolic activity of 

the cells associated with this structure. The CMC demonstrated antibiofilm activity 

showing its potential in the control of this important virulence mechanism. 
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1 INTRODUÇÃO 

O risco de infecções durante o uso prolongado de biomateriais, como 

cateteres endovenosos, próteses, válvulas cardíacas ou até mesmo lentes de 

contato oculares é considerado alto. A formação de biofilmes por patógenos 

sejam eles bactérias ou fungos é o principal fator para a instalação desses micro-

organismos na superfície desses biomateriais e ponto de partida para infecções 

persistentes. O biofilme constitui o estado metabólico séssil dos micro-

organismos, que conferindo uma alta resistência aos antimicrobianos e 

mecanismos do sistema imune (KATSIKOGIANNI, MISSIRLIS, 2004). 

A formação de biofilmes bacterianos e sua adesão à superfície dos 

materiais apresentam um papel determinante no aparecimento de doenças 

infecciosas (CULLER, 2010; MAGALHÃES, 2011). Em um ambiente hospitalar 

a presença de micro-organismos é fonte de agentes patogênicos devido a 

presença de indivíduos imunocomprometidos ou que passam por longos 

períodos de internação (LINDSAY, VON HOLY, 2006). Ponderando-se, ainda, 

que em biofilmes ocorre uma dificuldade do contato dos fármacos 

antibacterianos clássicos e agentes de desinfecção com as bactérias presentes 

(PHILLIPS, et al., 2010). 

Inserido neste contexto, a carboximetilquitosana é um derivado hidrofílico 

da quitosana e um biopolímero que tem despertado interesse pela sua atividade 

antimicrobiana que pode ser empregada na inibição de biofilmes. O uso da 

carboximetilquitosana pode ser destacado por fatores como baixa 

alergenicidade, patogenicidade e não provocar reações tóxicas em contato com 

a corrente sanguínea (MILIOLI, 2011; NETO, et al., 2008). 

De tal modo, o uso de metais tem se mostrado uma alternativa para o 

controle de micro-organismos patogênicos. Esses metais podem ser usados de 

forma isolada ou em combinação com fármacos antibacterianos, vários estudos 

recentes têm comprovado uma maior eficiência dos metais isolados em 

comparação com a droga livre e alguns comprovam o potencial terapêutico de 
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complexos com medicamentos antimicrobianos (ROCHA, et al., 2011; WARNES, 

KEEVIL, 2011). 

A possibilidade da utilização da carboximetilquitosana isolada e em 

combinação com sais metálicos na inibição da formação de biofilmes constitui-

se num instigante campo de investigação. Tal estudo compreende a avaliação 

da capacidade de formação de biofilme das cepas estudadas sendo que algumas 

serão tratadas e outras não tratadas com carboximetilquitosana através da 

determinação do índice de formação de biofilme em placas de microtitulação de 

poliestireno. Espera-se que com o presente estudo seja possível avaliar a 

inibição parcial ou total da formação de biofilme bacteriano e então prosseguir 

com a realização de estudos mais específicos possibilitando viabilizar a 

carboximetilquitosana junto à área farmacêutica e biomédica  
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

Verificar a toxicidade e a ação da carboximetilquitosana isolada e em 

combinação com nitrato de prata anidro, sulfato de cobre penta-hidratado e 

sulfato de zinco anidro contra a formação de biofilmes por bactérias Gram-

positivas. 

2.2 Objetivos específicos 

Sintetizar e caracterizar a carboximetilquitosana pelo grau de substituição 

espectroscopia de infravermelho; 

Avaliar toxicidade da carboximetilquitosana, dos sais e das combinações 

pelo método de letalidade de A. salina. 

Determinar a concentração mínima inibitória dos compostos contra as 

bactérias Gram-positivas. 

Avaliar a formação de biofilme por Staphylococcus aureus, 

Staphylococcus epidermidis e Kocuria rhizophila. 

Verificar a ação de concentrações subinibitórias dos compostos contra a 

formação de biofilmes pelas cepas bacterianas estudadas. 
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3 REFERENCIAL TEÓRICO 

3.1 Biofilmes 

Os biofilmes se caracterizam por serem formas de vida microbiana que 

conferem proteção aos micro-organismos presentes devido à presença de uma 

densa e viscosa matriz polimérica com a presença de polissacarídeos, proteínas 

e também ácido desoxirribonucleico (DNA) extracelular. Os micro-organismos 

presentes no biofilme estão firmemente aderidos à determinada superfície em 

questão que pode ser biótica ou abiótica (Figura 01). Os biofilmes podem ser 

caracterizados por somente uma espécie de micro-organismos ou 

polimicrobiano (PHILLIPS, et al., 2010). 

Figura 01 – Imagem de microscopia de varredura da adesão de Staphylococcus epidermidis a 

um material sulcado. 3x108 ufc mL-1 (unidades formadoras de colônias por mililitro) em 

condições estáticas 

 

Fonte: KATSIKOGIANNI, MISSIRLIS, 2004 

O processo de formação de biofilmes (Figura 02) em determinada 

superfície é condicionado por alguns fatores como a presença e disponibilidade 

de nutrientes para o micro-organismo, atrações eletrostáticas e interações físico-

químicas entre a parede do micro-organismo e a superfície do material e como 

se caracteriza a superfície do material. Após a instalação a superfície, inicia-se 

a colonização através da proliferação dos micro-organismos e a formação da 

matriz protetora que permite a interação dos micro-organismos presentes, 

futuramente pode ocorrer à liberação de cepas em condições de alta resistência 

a antimicrobianos devido a processos de conjugação bacteriana (SARDI, et al. 

2013).  
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Outro fator de destaque que impede uma boa interação dos 

antimicrobianos clássicos com as cepas bacterianas presentes além do 

polissacarídeo protetor é a sua baixa taxa de metabolismo no ambiente do 

biofilme, considerando esses micro-organismos como num estado séssil (SILVA, 

2012). 

Figura 02 – Formação de um biofilme bacteriano  

 

Fonte:  KATSIKOGIANNI, MISSIRLIS, 2004. 

Estudos realizados por Felföldi, et al. (2015) sobre micro-organismos no 

tratamento de águas residuais demonstraram que a maturação do biofilme 

formado por aeróbios ocorre após 7 dias e com 45 dias é notada a presença de 

sulfato-redutores e fermentadores. 

As infecções hospitalares são consideradas um dos problemas mais 

sérios no ambiente hospitalar e um dos principais casos de mortalidade, sendo 

que as causadas por linhagens multirresistentes na corrente sanguínea mais 

frequentes e essas cepas podem ser oriundas de um biofilme bacteriano. (DIAS, 

ZUCCOLI, 2012). 

Um dos biomateriais mais utilizados no ambiente hospitalar são os 

cateteres venosos centrais. Esses dispositivos são extremamente importantes 

em terapias endovenosas para administração de medicamentos, nutrição 

parenteral e hemodiálise, procedimentos esses realizados na maior parte das 

vezes no ambiente de unidade de terapia intensiva. Alguns dos principais fatores 

para a formação de biofilme é a duração do cateterismo, o local onde o mesmo 

é inserido, o tipo de material de constituição, a repetição do cateterismo, o tipo 

de curativo usado, a manipulação do cateter e os micro-organismos envolvidos 

na formação do biofilme (SILVA, 2012). 
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 Atualmente têm se direcionado o uso de biofilmes como reatores para 

biorremediação, tratamento de esgotos e água contaminada com metais 

pesados devido à resistência dos micro-organismos presentes, possibilidade de 

adaptação e por se encontrarem protegidos no interior da matriz polimérica 

(SILVA, SOUZA, 2014). 

 Os estudos para controle de biofilme procuram uma forma de interagir 

com o Quorum sensing, que é um sistema de comunicação intercelular que 

controla a formação do biofilme nos processos infecciosos e patogênicos. A 

inibição do Quorum sensing se constitui um importante alvo farmacológico por 

não oferecer resistência nos estudos realizados (TA et al, 2014). 

3.2 Cepas bacterianas 

3.2.1 Staphylococcus aureus 

 O Staphylococcus aureus é uma bactéria Gram-positiva, geralmente 

associada a infecções de pele, podendo causar severas infecções quando 

invadem o organismo, sendo um dos maiores causadores de infecções 

hospitalares, devido multirresistência a diversos tipos de antibióticos (ALMEIDA 

et al., 2013; KLEVENS, et al., 2007). 

Staphylococcus aureus é um organismo muito adaptável e essa cepa 

bacteriana é capaz de formar biofilmes (Figura 03), que são constituídos por 

bactérias aderidas a superfícies envolvidas por uma matriz de polimérica, 

denominada biomassa. As bactérias presentes no biofilme apresentam 

características de desenvolvimento e traços fenotípicos únicos, quando 

comparados com as planctônicas, tornando-as mais resistentes a agentes 

antimicrobianos e fatores imunes do hospedeiro. Outra característica das células 

no ambiente do biofilme é a sua resistência à ação de agentes físico-químicos 

empregados nos processos de higienização e assepsia (SANDBERG, et al., 

2009; NADER, et al., 2014). 
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Figura 03 – Imagem de microscopia de varredura de um biofilme formado por Staphylococcus 

aureus 

 

Fonte: Donlan e Carr, 2005 

Entre as principais patologias causadas por esse micro-organismo 

presente na microbiota humana, podemos citar furúnculos, pneumonia, 

meningite, endocardite, síndrome do choque tóxico e septicemia. Essa foi uma 

das primeiras cepas a ser controlada com o uso de antibacterianos, mas devido 

a fatores de resistência se tornou uma das cepas que mais causam doenças 

(SANTOS, et al., 2007). 

3.2.2 Staphylococcus epidermidis 

 O Staphylococcus epidermidis é uma cepa Gram-positiva presente na 

microbiota natural da pele humana, sendo de grande importância para a 

homeostase local por mecanismos ainda não totalmente elucidados por 

completo (GRICE, SEGRE, 2011). 

Essa cepa pode ser considerada um patógeno oportunista e geralmente 

causa doenças em pacientes debilitados, sejam eles recém-nascidos 

prematuros ou com deformações congênitas no sistema imunológico, infecção 

por HIV, transplantados, neutropenia durante a quimioterapia, entre outros 

Também é um grande causador de infecções hospitalares associadas a 

cateteres (BUTTNER, MACK, RHODE, 2015). 
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 O Staphylococcus epidermidis é uma cepa com alta capacidade de 

formação de biofilme, mas não é tão associada a infecções uma vez que é 

considerado apenas um agente infeccioso oportunista, não sendo tão nocivo 

quanto o S. aureus (BUTTNER, MACK, RHODE, 2015). 

3.2.3 Kocuria rhizophila 

 A Kocuria rhizophila, antes conhecida como Micrococcus luteus, é uma 

cepa Gram-positiva não muito associada a casos de infecções, agem mais como 

patógenos oportunistas em situações que o organismo hospedeiro está em 

estado de baixa imunidade, apesar de tudo, poucos casos são relatados. O 

tratamento geralmente é realizado com base em antibióticos beta-lactâmicos, 

vancomicina e gentamicina (BECKER, et al., 2008).  

3.3 Bioensaio com Artemia salina 

A. salina é fonte de alimentos para diversos animais de vida marinha, 

sendo caracterizada por um ciclo de vida curto, facilidade de adaptação a 

condições adversas, pouca massa corporal e facilidade de reprodução. Devido 

a essas características é um organismo muito utilizado em testes toxicológicos 

(GAMBARDELLA, et al., 2014; KOKKALI, KATRAMADOS, NEWMAN, 2011) 

O 18ioensaio de toxicidade aguda de Artemia salina constitui-se num teste 

rápido, prático, de baixo custo e com boa correlação com outros testes. A 

facilidade do emprego desse teste, o fato de não necessitar de equipamentos 

complexos, favorece sua utilização rotineira em laboratórios para triagem da 

atividade de produtos naturais (ARCANJO, et al., 2012; KRISHNARAJU, et al., 

2005; LUNA, et al., 2005; MOLINA-SALINA, SAID-FERNÁNDEZ, 2006). 

Aliado à capacidade de gerar informações precisas e de grande utilidade 

de forma rápida e com reprodutibilidade, este ensaio vem sendo agregado em 

diferentes áreas tais como, toxicologia ambiental, atividade antimicrobiana e 

atividade antitumoral de moléculas bioativas. Em conclusão, associa-se o teste 

a produtos naturais ou sintéticos que apresentem potencial tóxico frente ao 

microcrustáceo, apresentem potencial para as atividades citadas (ARCANJO, et 
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al., 2012; COSTA, et al., 2003; DANTAS, et al., 2003; GAMBARDELLA, et al., 

2014; MAGALHÃES, et al., 2007; SILVA, 2002). 

3.4 Quitosana 

Alternativas para o controle de micro-organismos patogênicos e o 

desenvolvimento de drogas modificadas a partir dos compostos de origem 

natural complementares ao arsenal terapêutico de drogas convencionais, são 

considerados um dos campos de estudo mais promissores na atualidade (DASH, 

et al., 2011; BROWN, PALMER, WHITELEY, 2008). 

A quitosana é um polissacarídeo, policatiônico natural, atóxico ao meio 

ambiente, biodegradável e biocompatível. Este polímero é de grande importância 

econômica e ambiental e têm sido extensivamente estudados em diversas 

aplicações industriais e tecnológicas, tais como liberação de drogas, purificação 

de água, processamento de alimentos, quelação de íons metálicos, produtos 

cosméticos e farmacêuticos, além do potencial antimicrobiano contra diversos 

micro-organismos (DASH, et al., 2011; LUO, et al., 2010; MU, et al, 2014; 

UYGUN, et al., 2011).  

A atividade antimicrobiana da quitosana é suposta por três diferentes 

mecanismos sendo os quais, (i) os grupamentos aminos livres positivamente 

carregados podem interagir com as membranas celulares dos micro-organismos 

que são carregadas negativamente resultando no vazamento dos componentes 

citoplasmáticos; (ii) outro fator pode ser a ligação da quitosana com o DNA 

microbiano impedindo a transcrição do DNA em RNA mensageiro interrompendo 

síntese proteica; (iii) também pode ser citada a formação de uma barreira 

externa, provocando a supressão da entrada de nutrientes essenciais ao 

crescimento e desenvolvimentos dos micro-organismos (MENG, et al., 2012).  

Outros fatores que podem influenciar na sua atividade antibacteriana, 

podem ser o tipo, grau de polimerização, massa molecular, grau de 

desacetilação, concentração de quitosana utilizada, dentre outras propriedades 

físico-químicas da mesma (MENG, et al., 2012; MOURYAA, INAMDARA, 

TIWARI, 2010). 
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3.5 Carboximetilquitosana 

O uso da quitosana é limitado pela sua solubilidade em meio ácido. Para 

que o problema de solubilidade seja superado e que com o composto possa ser 

utilizado na forma solúvel, tanto em meios alcalinos e neutros – que são de 

grande importância fisiológica – modificações na molécula tais como a 

carboximetilação (Figura 04) são alternativas interessantes. A 

carboximetilquitosana constitui-se como opção para aplicações médicas e 

farmacêuticas ampliando seu potencial de utilização (CAMPANA-FILHO, 

SIGNINI, CARDOSO, 2007). 

Figura 04 – Diferentes formas da carboximetilquitosana  

Fonte: BUCKZEM et al., 2013 

Segundo Tan et al (2011) a carboximetilquitosana tem atividade inibitória 

comprovada em relação a inibição da formação de biofilmes bacterianos 

principalmente por bactérias Gram-negativas quando comparada com as Gram-

positivas. Este fato deve-se, provavelmente pelas propriedades físico-químicas 

de parede bacteriana e o impedimento da adesão celular entre as bactérias. Em 
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testes experimentais com nanopartículas a N,O-carboximetilquitosana foi a que 

apresentou uma melhor característica antibacteriana comparada aos outros 

derivados da quitosana testados, que foram O-carboximetilquitosana e N-

carboximetilquitosana (ANITHA, et al. 2009).  

As aplicações farmacêuticas da carboximetilquitosana devem-se, 

sobretudo, a sua solubilidade em meio fisiológico e às características associadas 

à segurança de seu uso, tais como baixa toxicidade, biodegradabilidade, 

ausência de alergenicidade, fácil degradação, boa capacidade de formação de 

películas, fibras e hidrogéis (FARAG, MOHAMED, 2012; ZHAO, et al., 2013). 

Vale destacar que os grupamentos amino (NH2) protonados (NH3
+) da 

quitosana e de seus derivados carboximetilados atuam como sítios 

antibacterianos. A natureza policatiônica da cadeia do polímero permite sua ação 

na superfície de carga negativa das células bacterianas alterando sua 

permeabilidade resultando em vazamento de componentes intracelular, 

conforme citado anteriormente. Ou seja, a atividade antimicrobiana do polímero 

se dá por interação dos grupos amino livres da cadeia polimérica. Desta forma, 

a ação antimicrobiana está relacionada à quantidade de grupamentos aminos 

protonados ao longo da cadeia polimérica da quitosana e de seus derivados 

(MOURYA, INAMDAR, TIWARI, 2010).  

Na N-carboximetilquitosana o número efetivo de grupamentos aminos é 

baixo, por causa da substituição de grupamentos carboximetil na estrutura do 

polímero causando queda da ação antibacteriana. Já na O-

carboximetilquitosana a inserção de grupamentos carboximetil ocorre somente 

nos grupamentos hidroxilas. Logo, o número de grupamentos aminas não é 

alterado e maior é a sua atividade antibacteriana. Além disso, a ação 

antimicrobiana da quitosana e de seus derivados muitas vezes é influenciada 

pela sua massa molecular, pois a maior massa molecular do polímero faz com 

que o conteúdo de –NH2 também aumente (MOURYA, INAMDAR, TIWARI, 

2010).  
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3.6 Atividade antimicrobiana de sais metálicos  

 Metais são muito utilizados como antimicrobianos, prata, cobre e zinco 

são alguns exemplos e possuem atividade antimicrobiana experimentada e 

comprovada sendo bastante empregados em medicamentos e produtos de 

higiene (CLEMO, 2005). Existe uma tendência atual para que nanopartículas 

desses metais citados sejam utilizadas devido a propriedades específicas como 

tamanho distribuição e estrutura. Apesar de que sais metálicos são muito 

utilizados em complexos com drogas antimicrobianas (ROCHA et al., 2010). 

Segundo Kim et al. (2007) a atividade antimicrobiana de nanopartículas 

de prata contra as bactérias verificou-se um discreto efeito inibidor sob o 

crescimento de Staphylococcus aureus.  Em outro estudo, utilizando cepas de 

Staphylococcus aureus e Escherichia coli, Jung et al. (2008) estudaram o efeito 

antibacteriano de íons de prata observando reduções significativas do 

crescimento das cepas. A atividade da prata pode ser evidenciada devido sua 

capacidade de interferir no metabolismo bacteriano, rompendo a parede 

bacteriana, impedindo assim a replicação e a capacidade de desenvolver 

resistência. No estado elementar é necessário que haja processos de oxidação 

para que íons prata sejam liberados e proporcionar à ação desejada, a vantagem 

da forma elementar é um maior reservatório do metal. 

As atividades antimicrobianas do cobre são observadas principalmente 

em superfícies feitas com este material, tais quais se mostram capazes de inibir 

ou reduzir o desenvolvimento microbiano e reduzir de maneira significativa a 

carga microbiana. As superfícies produzidas com cobre podem ser utilizadas 

para aquelas expostas ao contato humano e nas superfícies de equipamentos e 

utensílios utilizados em contato com alimentos contribuindo para redução de 

patógenos (MICHELS, et al., 2005). 

Faiz et al. (2011) estudou a atividade antimicrobiana do sulfato de zinco. 

Foi observado que o sulfato de zinco é capaz de inibir o crescimento microbiano 

de algumas cepas Gram-negativas, em concentrações que variaram de 0,06 mg 

mL-1 a 0,5 mg mL-1.  Outro estudo que avaliou a atividade antimicrobiana do zinco 

realizado por Oladipo, Adeoye e Adeyemo (2013) apresentou atividade 
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antibacteriana contra diversas cepas incluindo Staphylococcus aureus e 

apresentando CMI de 0,5 mg mL-1. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Síntese da carboximetilquitosana 

A síntese da carboximetilquitosana (Figura 05) foi realizada segundo 

Abreu e Campana Filho (2009). Foram suspensos 6g de quitosana (Sigma-

Aldrich, Lote: BCBH3811V, Alemanha) em 130mL de isopropanol. A suspensão 

foi deixada a temperatura ambiente sob agitação mecânica por 20 minutos. Em 

seguida foram adicionados 40,8g da solução aquosa a 40% de NaOH. Após a 

adição da solução de NaOH, foram adicionados 28,8g da solução de ácido 

monocloroacético em isopropanol (1:1 m/m), deixando a reação ocorrer a 

temperatura ambiente por 24 horas. Após a reação, o resíduo sólido foi filtrado 

e suspenso em 300mL de metanol 80%, sendo em seguida neutralizado com 

ácido acético glacial. O resíduo sólido foi novamente filtrado e lavado várias 

vezes com etanol 80% e por fim com etanol absoluto, sendo em seguida seco a 

temperatura ambiente. 

Figura 05 – Esquema da síntese da carboximetilquitosana 
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 Para o cálculo do rendimento considerou-se a razão da massa da 

carboximetilquitosana pela massa da quitosana e o valor obtido multiplicou-se 

por cem (equação 01).                    

R = massa da carboximetilquitosana  * 100                                                   (01) 
             massa da quitosana                    

4.2 Caracterização pelo grau de substituição 

O grau de substituição é um dos procedimentos mais importantes na 

caracterização da carboximetilquitosana, sendo um dos fatores que comprovam 

o sucesso da síntese. Segundo Anitha et al. (2009) quanto mais alto o grau de 

substituição da carboximetilquitosana, possivelmente o seu potencial 

antimicrobiano será maior. O grau de substituição analisa a carboximetilação 

ocorrida durante a reação de síntese determinando a substituição do hidrogênio 

(H) presente nos grupamentos hidroxilas (OH) pelos grupamentos carboximetila 

(CH2COO-) dos monômeros de unidades 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose da 

cadeia polimérica da carboximetilquitosana, diferenciando o biopolímero obtido 

da quitosana (ABREU, CAMPANA-FILHO, 2005).  

A carboximetilquitosana foi caracterizada pelo grau de substituição e 

análise de infravermelho, esses testes serviram para comprovar as mudanças 

ocorridas na molécula da quitosana, evidenciando a formação do biopolímero. 

 O grau de substituição (GS) da carboximetilquitosana foi determinado 

através do método potenciométrico, sendo que 0,25 g de carboximetilquitosana 

foram dispersas em 100mL de água deionizada. A solução foi mantida sob 

agitação magnética constante a temperatura ambiente por 24 horas, para que 

fosse obtida uma solubilização completa da carboximetilquitosana. Durante o 

procedimento o pH foi ajustado por volta 2,2 com o emprego de uma solução de 

ácido clorídrico. O meio ácido indica que os grupamentos amina (-NH2) e ácido 

carboxílico (-COOH) da cadeia polimérica estavam protonados. Após essa etapa 

foi utilizada uma solução alcalina hidróxido de sódio padronizada (0,1 mol L-1) 

como titulante, através de um titulador potenciométrico, modelo 877 Titrino Plus 

da Metroh, a neutralização do ácido clorídrico ocasionou a desprotonação dos 

grupos funcionais da carboximetilquitosana (ABREU, 2006).   
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Em seguida o grau de substituição foi calculado a partir da equação 02, 

proposta por Ge e Lou (2005): 

GS =       161*CNaOH * VNaOH        
         MCMQ – 58 CNaOH * VNaOH                       (02) 

Considerando essa equação CNaOH corresponde à concentração da 

solução de hidróxido de sódio empregado na titulação, VNaOH (L) é a quantidade 

de volume gasto para a desprotonação dos grupos funcionais e MCMQ 

corresponde a massa da carboximetilquitosana (g). Os valores 161 e 58 

satisfazem, respectivamente, a massa molar da glucosamina e do grupo 

carboximetila responsável pela modificação molecular caracterizando a 

formação do biopolímero. 

4.3 Caracterização por infravermelho 

Os espectros na região do infravermelho foram registrados em um 

aparelho espectrofotômetro Perkin-57 Elmer modelo Spectrum Frontier FT-

IR/NIR (Perkin-Elmer Corporation, EUA). O procedimento se realizou utilizando 

1mg de carboximetilquitosana e 100mg de KBr, ambos previamente secos em 

estufa por 12h a 60 °C e foram preparadas pastilhas das amostras de quitosana 

e carboximetilquitosana para a análise de infravermelho. 

4.4 Toxicidade pelo ensaio de letalidade de Artemia salina 

 O teste foi realizado segundo Molina-Salinas e Said-Fernandez (2006) 

com adaptações, os compostos isolados e em combinação foram testados no 

ensaio de letalidade de A. salina em microplacas de poliestireno de 96 poços 

com concentrações de 2400, 1200, 600, 300 e 150µg mL-1 da 

carboximetilquitosana e de 1000, 500, 250, 125 e 62,5µg mL-1 dos sais metálicos. 

O impacto do biopolímero na toxicidade dos sais foi avaliado com a combinação 

de 1000µg mL-1 do com as mesmas concentrações dos sais metálicos isolados 

(nitrato de prata anidro, sulfato de cobre penta-hidratado e sulfato de zinco 

anidro). Foram incluídos controles sem os compostos e da técnica com 100, 50, 

25, 12,5 e 6,2µg mL-1 de K2Cr2O7 (Tabela 01). 
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Tabela 01 – Concentrações dos compostos testados no teste de letalidade de A. salina. 

Compostos Concentrações (µg mL-1) 

Carboximetilquitosana 2400, 1200, 600, 300 e 150 

Nitrato de Prata 1000, 500, 250, 125 e 62,5 

Sulfato de Cobre 1000, 500, 250, 125 e 62,5 

Sulfato de Zinco 1000, 500, 250, 125 e 62,5 

Carboximetilquitosana + Nitrato de Prata 1000 + 1000, 500, 250, 125 e 62,5 

Carboximetilquitosana + Sulfato de Cobre 1000 + 1000, 500, 250, 125 e 62,5 

Carboximetilquitosana + Sulfato de Zinco 1000 + 1000, 500, 250, 125 e 62,5 

Dicromato de potássio 100, 50, 25, 12,5 e 6,2 

Os cistos de A. salina foram alocados em água marinha artificial com pH 

8,5 e suplementada com extrato de levedura para suprimento das larvas. Após 

36 horas as larvas foram pescadas e nutridas com meio fresco para que 

entrassem em contato com os compostos que foram testados (figura 07), 24 

horas depois foi feita a contagem das larvas mortas. 

Os resultados permitiram o cálculo da CL50 (concentração letal 50%) pelo 

método Probit, no programa Statplus 2009 professional (AnalystSoft). Os valores 

de CL50 dos compostos isolados e em combinação foram submetidos ao teste 

de t de Student pareado para se averiguar a significância das diferenças 

observadas e o impacto dos compostos em suas toxicidades. 

4.5 Micro-organismos utilizados nos ensaios 

 Nos ensaios para a atividade antimicrobiana foram utilizados os micro-

organismos Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococcus epidermidis 

ATCC 1228 e Kocuria rhizophila ATCC 9341. 
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4.6 Conservação e reativação dos micro-organismos utilizados 

 A manutenção das cepas foi realizada conforme descrito por Silva, Costa 

e Chinarelli (2008) com adaptações. O repique foi realizado pela técnica de 

esgotamento por estrias, com a finalidade de colônias isoladas serem obtidas. 

As cepas foram repicadas em meio sólido ágar Mueller Hinton, e as placas foram 

incubadas a 35,5ºC por 24 horas. Logo em seguida, foram transferidas de 3 a 5 

colônias isoladas e típicas para um tubo com 15 mL de BHI + 20% de glicerol, 

seguidas de homogeneização em um agitador de tubos, após este procedimento 

os tubos foram incubados por 12 horas a 35,5ºC. Em seguida, foram transferidas 

alíquotas de 1 mL para microtubos do tipo Eppendorf, previamente esterilizados 

e devidamente rotulados. Posteriormente as alíquotas foram armazenadas a 8º 

C por sete dias e congeladas em freezer a -20ºC. 

As cepas foram reativadas em ágar Mueller Hinton, pela técnica de 

esgotamento em estrias. As placas foram semeadas com auxílio de alças de 

platina e em seguida foram incubadas a 35,5°C por 24 horas. 

4.7 Solubilização dos compostos 

 Os compostos foram dissolvidos e solubilizados em caldo Tryptic Soy 

Broth (TSB) nas seguintes concentrações finais: Carboximetilquitosana de 1000, 

500, 250, 125 a 62,5μg mL-1. O nitrato de prata anidro, sulfato de cobre penta-

hidratado e sulfato de zinco anidro nas concentrações de 1000, 500, 250, 125 a 

62,5μg mL-1. A concentração da carboximetilquitosana foi fixada em 1000μg mL-

1 nos ensaios com a combinação do biopolímero com as mesmas concentrações 

dos sais metálicos.  

4.8 Determinação da concentração mínima inibitória 

Os ensaios se deram segundo protocolos de microdiluição em caldo 

padronizados pelo Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI M7-A6, 2008) 

com adaptações e foram utilizados para determinação da concentração mínima 

inibitória dos compostos contra Staphylococcus aureus ATCC 6538, 

Staphylococcus epidermidis ATCC 1228 e Kocuria rhizophila ATCC 9341, 

respectivamente. 
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As suspensões de células bacterianas foram preparadas a partir de 

culturas recentes em ágar Mueller Hinton, sendo repicadas em alíquotas de 

solução fisiológica 5μL e ajustadas 1x107 UFC mL-1, em seguida foram 

transferidos para os poços da microplaca de poliestireno contendo os compostos 

nas concentrações testadas dissolvidos em caldo TSB. Após incubação das 

placas a 35ºC a 24 horas a menor concentração capaz de inibir o crescimento 

microbiano foi determinada de forma visual, observando-se a turvação do meio 

de cultura.  

A técnica foi validada segundo Pantanella et al. (2013), com a utilização 

de ampicilina como controle de técnica com as concentrações variando de 8, 4, 

2, 1 e 0,5μg mL-1 contra a cepa Staphylococcus aureus ATCC 6538. 

4.9 Avaliação da formação de biofilme pelas cepas estudadas 

Nos ensaios de avaliação na formação de biofilme (Figura 06), as 

microplacas foram incubadas a 35,5ºC por 24 horas e após este período 

procedeu-se a leitura visual da turvação. Após a leitura visual, as placas foram 

processadas pelas técnicas do cristal violeta para os ensaios de biomassa total 

e da resazurina para os estudos da atividade metabólica. 

Na técnica do cristal violeta, as placas foram tratadas segundo 

metodologia descrita por Naves et al. (2008), com a remoção do caldo crescido 

com as formas planctônicas e posterior coloração das amostras com cristal 

violeta a 1%, o corante foi desprezado e as placas lavadas com água destilada. 

Após esse período as densidades ópticas (DO) foram lidas a 492nm dos poços 

com bactérias aderidas (BA) e os poços controle não inoculados (PC). 
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Figura 06 – Esquema do ensaio de formação do biofilme 

 

 

Na detecção da atividade metabólica das células associadas aos 

biofilmes, as placas foram incubadas da mesma maneira que para a detecção 

da biomassa, com inicialmente foi realizado conforme o procedimento empegado 

para a formação de biofilme. Após a incubação das placas a 35 ºC por 22 horas 

foi retirado o caldo crescido com as formas planctônicas e os poços foram 

lavados quatro vezes com 300 µL de solução fisiológica estéril. Após este 

procedimento, foram adicionados 150 µL de corante resazurina a 0,01% em 

solução aquosa esterilizada. As microplacas foram incubadas novamente por 

mais 2 horas e as leituras das densidades ópticas a 492 nm e 630 nm foram 

obtidas.  

 Os resultados das leituras permitiram o cálculo das médias e o desvio 

padrão, permitindo que as cepas fossem agrupadas em quartis classificando as 

cepas quanto a formação de biofilme como fortes, moderadas, débeis e não 

formadoras. 
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4.10 Ação inibitória dos compostos contra a formação de biofilme 

A atividade inibitória da formação de biofilme por concentrações 

subinibitórias dos compostos isolados e em combinação foi verificada seguindo 

as metodologias descritas nos ensaios de formação de biofilme, tendo como 

referência a CMI dos compostos definida previamente (Tabela 02). 

O teste t de Student pareado foi empregado para verificar a significância 

das diferenças entre a atividade inibitória dos sais em combinação com a 

carboximetilquitosana e isolados. 

Tabela 02 – Concentrações subinibitórias dos compostos testados na determinação da 

atividade inibitória da formação de biofilme. 

Compostos Concentrações (µg mL-1) 

Carboximetilquitosana 1000, 500, 250, 125 e 62,5 

Nitrato de Prata 500, 250, 125 e 62,5 

Sulfato de Cobre 1000, 500, 250, 125 e 62,5 

Sulfato de Zinco 1000, 500, 250, 125 e 62,5 

Carboximetilquitosana + Nitrato de Prata 1000 + 500, 250, 125 e 62,5 

Carboximetilquitosana + Sulfato de Cobre 1000 + 1000, 500, 250, 125 e 62,5 

Carboximetilquitosana + Sulfato de Zinco 1000 + 1000, 500, 250, 125 e 62,5 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

5.1 Síntese da carboximetilquitosana 

O rendimento da reação de carboximetilação da quitosana foi de 190% 

calculado pela equação 01. O rendimento superior a 100% foi devido a 

substituição do hidrogênio dos grupamentos hidroxilas (–OH) presentes na 

cadeia de quitosana pelos grupamentos CH2COOH carboximetila para a 

formação da carboximetilquitosana.  Assim, a tendência é que o produto 

carboximetilado apresente uma massa superior a quitosana. Esse rendimento 

superior sugere que a reação de carboximetilação ocorreu. A Figura 07 

apresenta uma foto da amostra de carboximetilquitosana. 

Figura 07 – Amostra de carboximetilquitosana durante o processo de secagem 

 

5.2 Grau de substituição 

A partir dos resultados obtidos na titulação potenciométrica da amostra de 

carboximetilquitosana com hidróxido de sódio e conforme a equação 01 foi 

calculado o grau de substituição (GS). A curva potenciométrica da titulação está 

mostrada na Figura 09. A partir da figura 09 observa-se duas reações de 

equilíbrio. A primeira inflexão é representada no primeiro ponto da curva, sendo 

que ela refere-se ao consumo de NaOH necessário para a desprotonação do 

grupo funcional ácido carboxílico (-COOH). Isto ocorre devido ao grupamento 

apresentar um menor valor de pKa e por ser mais ácido. A outra inflexão 

representa o segundo ponto de inflexão da curva correspondendo a 

desprotonação do grupamento amino. 
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Figura 08 – (a) Curva potenciométrica da carboximetilquitosana e (b) derivada de primeira 

ordem da curva. 

 

Neste estudo o grau de substituição foi de 1,87. Ge e Luo (2005) que 

sintetizou a carboximetilquitosana com ácido cloroacético, 10mL de NaOH 

aquoso e utilizou acetona para precipitar o biopolímero conseguiu valores de 

grau de substituição de 0,258 e 0,89, Chen e Park (2003) sintetizaram o 

biopolímero utilizando 13,5g de NaOH, e variaram a proporção de água para 

isopropanol, a temperatura durante a síntese e o tempo de reação foi de 4h 

conseguiram valores entre 0,2 a 1,0 de grau de substituição, Silva (2014) que 

utilizou condições de síntese semelhantes ao do presente estudo, mas variando 

o tempo de reação conseguiu valores de grau de substituição de 0,37 a 1,69. 

Silva (2011) expõe que o grau de substituição é influenciado para um valor 

maior pela concentração de NaOH e por um menor tempo de reação, o que 

discrepa do presente estudo que com um tempo de 24h conseguiu um alto valor 

de grau de substituição. Martins (2010) afirma que mesmo com a busca de 

condições reacionárias semelhantes no processo de obtenção da 

carboximetilquitosana, existe uma dificuldade de padronização nesse processo, 

levando a valores diferentes do grau de substituição. 

5.3 Análise de infravermelho 

A partir dos espectros de infravermelho da quitosana (Figura 09) e da 

carboximetilquitosana (Figura 10), é possível notar as modificações químicas da 

quitosana após a reação de carboximetilação. Observa-se que, no espectro da 
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amostra de quitosana, há bandas nos picos de cerca de 3400 cm-1, característica 

de estiramento axial de O-H e N-H; 2912 cm-1, de estiramento de C-H; em 1623 

cm-1, pico característico da banda de estiramento de C=O (banda de amida I). 

Após o processo de carboximetilação da quitosana (Figura 09) observa o 

aparecimento de uma banda intensa em torno de 1610 cm-1 e de uma banda 

menos intensa em torno de 1420cm-1 as quais são atribuídas as deformações 

simétricas e assimétricas de COO-, respectivamente. 

Figura 09 – Espectro da análise de infravermelho da quitosana 
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Figura 10 – Espectro da análise de infravermelho da carboximetilquitosana 
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 5.4 Toxicidade pelo teste de letalidade de A. salina 

A carboximetilquitosana não apresentou concentração letal a 50% (CL50) 

nas concentrações testadas. As CL50 dos sais isolados foram de 424,64µg mL-1 

para o nitrato de prata, 260,87µg mL-1 para o sulfato de cobre e 311,55µg mL-1 

para o sulfato de zinco. Quando testados em combinação com a 

carboximetilquitosana os valores foram de 1108,81µg mL-1 para o sulfato de 

zinco, 520,30µg mL-1 para o sulfato de cobre e 654,24µg mL-1 para o nitrato de 

prata.  

Foram observadas reduções significativas (p<0,0001) da toxicidade dos 

sais combinados com carboximetilquitosana em relação aos sais isolados 

(Tabela 03), o que pode indicar um possível efeito protetor da 

carboximetilquitosana para A. salina. Segundo Yin et al., (2007) o biopolímero 

em questão aumenta a viscosidade de meios aquosos impedindo uma melhor 
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interação dos sais com as larvas, outro fato, esse citado por Leite et al., (2005) 

considera a capacidade da quelação de metais pela carboximetilquitosana, uma 

vez que os sais metálicos apresentados no estudo se dissociam no meio 

liberando íons e estes podem ser capturados pela carboximetilquitosana. 

Tabela 03 – CL50 dos compostos testados 

Compostos CL50 (µg mL-1) 

Carboximetilquitosana >2400 

Nitrato de prata 424,64 

Sulfato de cobre 260,87 

Sulfato de zinco 311,55 

Carboximetilquitosana + Nitrato de prata 654,24 

Carboximetilquitosana + Sulfato de cobre  520,30 

Carboximetilquitosana + Sulfato de zinco 1108,81 

O controle de viabilidade do crescimento apresentou 100% de 

sobrevivência das larvas de A. salina e o controle da técnica no qual foi utilizado 

o dicromato de potássio a CL50 foi de 11,49µg mL-1 valor que se apresenta dentro 

dos padrões citados na literatura que comprovam um ensaio bem sucedido 

(MOLINAS-SALINAS, SAID-FERNÁNDEZ, 2006). 

5.5 Concentração mínima inibitória 

Nos ensaios de atividade antimicrobiana a CMI (Tabela 04) foi definida 

como a menor concentração capaz de inibir o crescimento visual das cepas 

estudadas nos poços da microplaca.  

A carboximetilquitosana isolada não apresentou CMI. Dos compostos 

testados apenas o nitrato de prata e a combinação do nitrato de prata com a 

carboximetilquitosana apresentaram CMI na concentração de 1000μg mL-1, para 

todos os outros compostos a CMI foi definida como >1000μg mL-1. Estudos de 

Martins (2010) relatam a CMI para o biopolímero valores que variaram de 300 a 

2000µg mL-1 contra a cepa S. aureus. Essa variação pode ser explicada pelo tipo 

de carboximetilquitosana obtida após a síntese (O-carboximetilquitosana, N-
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carboximetilquitosana ou N,O-carboximetilquitosana), considerando que no 

presente trabalho só foi testada CMI até 1000μg mL-1. 

Tabela 04 – Concentração mínima inibitória dos compostos 

 

Compostos 

Micro-organismos utilizados e valor de CMI (µg mL-1) 

S. aureus 

ATCC 6538 

S. epidermidis 

ATCC 1228 

K. rhizophila ATCC 

9341 

Carboximetilquitosana >1000 >1000 >1000 

Nitrato de prata 1000 1000 1000 

Sulfato de cobre >1000 >1000 >1000 

Sulfato de zinco >1000 >1000 >1000 

Carboximetilquitosana 

+ nitrato de prata 

1000 1000 1000 

Carboximetilquitosana 

+ sulfato de cobre 

>1000 >1000 >1000 

Carboximetilquitosana 

+ sulfato de zinco 

>1000 >1000 >1000 

Estudos com nanopartículas de prata contra S. aureus ATCC6538 

realizados por Li et al., (2010) definiram a CMI no valor de 5μg mL-1. As 

nanopartículas determinam uma melhor interação dos compostos testados com 

os micro-organismos, uma vez que apresentam uma maior área superficial de 

contato (QUINA, 2004). Uma ressalva seria o fato de muitas patologias serem 

tratadas com antimicrobianos à base de prata e a susceptibilidade dos mesmos 

ao composto se deve a fatores ainda não totalmente compreendidos. Algumas 

teorias citam o bloqueio de algumas enzimas essenciais, da divisão celular ou 

aumento da permeabilidade celular (MORONES-RAMIREZ, et al., 2013). 

No presente ensaio, os sais de cobre e zinco utilizados não apresentaram 

CMI, apesar de possuírem atividade antimicrobiana comprovada e que existe 

atualmente uma tendência para o estudo de suas propriedades antimicrobianas 

(OLADIPO, ADEOYE, ADEYEMO, 2013). 
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5.6 Avaliação da formação de biofilme 

As cepas S. aureus ATCC 6538 e S. epidermidis ATCC 1228, 

apresentaram comportamentos semelhantes considerando a biomassa total e o 

metabolismo de ambos micro-organismos no ambiente do biofilme. Ambos 

micro-organismos variaram os valores separados em quartis do moderado ao 

forte considerando as duas técnicas de estudo empregadas (Tabela 05 e Tabela 

06). A cepa K. rhizophila ATCC 9341 não apresentou valores tão significativos 

quanto a formação de biofilme em ambas as técnicas. 

Tabela 05 – Biomassa total dos biofilmes bacterianos 

Biomassa total (BA-PC) 

Categoria Cepa(MED±SD) 

Forte (≥ 0,257) Sa6538 (0,261 ± 0,002) 

Moderado (0,244 – 0,256) Se1228 (0,247 ± 0,004) 

Débil (0,143 – 0,243) Kr9341 (0,149 ± 0,001) 

Não Formador (≤ 0,142) - 

Legenda:  

Sa6538: Staphylococcus aureus ATCC 

6538 

Se1228: Staphylococcus epidermidis ATCC 

1228 

Kr9341: Kocuria rhizophila ATCC 9341 

BA: Bactérias aderidas aos poços 

PC: Poços controle não inoculados 
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Tabela 06 – Metabolismo das células associadas aos biofilmes 

Metabolismo (DO492 – (DO630*R))*100  

Categoria Cepa(MED±SD) 

Forte (≥ 36,00) Se1228 (36,37 ± 0,006) 

Moderado (34,00 – 35,99) Sa6538 (35,32 ± 0,005) 

Débil (20,00 – 33,99) Kr9341 (20,02 ± 0,001) 

Não Formador (≤ 19,99) - 

Legenda:  

Sa6538: Staphylococcus aureus ATCC 6538 

Se1228: Staphylococcus epidermidis ATCC 1228 

Kr9341: Kocuria rhizophila ATCC 9341 

BA: Bactérias aderidas aos poços 

PC: Poços controle não inoculados 

 

 

 

Petters, Hans e Coenye (2008) realizaram ensaios comparando técnicas 

que avaliam a formação de biofilme observaram que a cepa S. aureus 6538 é 

uma forte formadora de biofilme considerando tanto a biomassa pelo ensaio do 

cristal violeta, quanto o metabolismo pelo ensaio da resazurina. 

 O S. epidermidis é uma cepa que pode ser considerada uma boa 

formadora de biofilme por fatores como a alta expressão de polissacarídeo de 

adesão intercelular e com as superfícies, o mesmo ocorre com a cepa S. aureus 

(BÜTTNER, MACK, RHODE, 2015) isso explica o comportamento semelhante 

das cepas nos testes realizados.  

 A cepa K. rhizophila apresentou resultados discretos e segundo a 

literatura é uma bactéria normalmente avirulenta, sendo mais relacionada a 

infecções endodônticas (QUEIROZ, et al., 2009), um estudo mais aprofundado 

sobre o micro-organismo e o uso de algum meio de cultura enriquecido poderá 

em estudos futuros podem estimular a formação de biofilme pelo micro-

organismo. 
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5.7 Impacto da carboximetilquitosana isolada e em combinação com sais 

metálicos 

 A formação de biomassa no biofilme na presença dos compostos foi 

alterada em todas as concentrações utilizadas, os resultados mais significativos 

são aqueles nos quais a biomassa remanescente foi inferior a 50% comparada 

a biomassa dos poços controle na ausência dos compostos testados (Tabela 

07). 

Tabela 07 – Porcentagem do biofilme formado na presença dos compostos testados. 

 Concentrações (µg mL-1) Biomassa remanescente (%) 

Sa6538 Se1228 Kr9341 

 

Carboximetilquitosana 

1000 18,40* 20,87* 10,68* 

500 29,58* 35,92* 24,64* 

250 41,39* 55,49 49,66* 

125 55,39 67,57 70,64 

62,5 75,30 86,73 87,78 

 

Nitrato de prata 

500 45,88* 42,22* 50,72 

250 50,95 60,02 75,36 

125 66,42 79,80 80,17 

62,5 90,04 91,31 85,37 

 

Sulfato de zinco 

1000 32,65* 35,71* 77,09 

500 39,34* 53,20 87,30 

250 51,39 67,00 90,95 

125 69,84 85,01 95,28 

62,5 98,10 95,63 96,54 

 

Sulfato de cobre 

1000 25,77* 24,00* 47,35* 

500 33,87* 33,78* 59,67 

250 40,70* 40,55* 70,07 

125 51,29 63,92 74,98 

62,5 71,01 78,97 85,47 

Carboximetilquitosana + 

Nitrato de prata 

 

500 12,88*$ 20,15*$ 23,29*$ 

250 21,33*$ 34,41*$ 34,17*$ 

125 29,92*$ 43,83*$ 51,49$ 
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62,5 39,48*$ 50,81$ 63,04$ 

 

Carboximetilquitosana + 

Sulfato de zinco 

 

1000 38,75* 36,75* 65,64 

500 44,17* 47,06* 78,63 

250 56,37 56,43 89,80 

125 62,08 74,86 90,09 

62,5 73,40 84,49 96,82 

 

Carboximetilquitosana + 

Sulfato de cobre 

1000 20,89* 27,12* 44,47* 

500 27,04* 31,08* 59,10 

250 35,33* 38,47* 68,53 

125 45,92* 62,88 73,82 

62,5 67,59 77,41 83,54 

* Formação de biofilmes na presença dos compostos, indicando inibição da biomassa superior a 

50% 

$ Diferenças significativas entre a inibição da formação de biofilme pelos sais combinados com a 

carboximetilquitosana e pelos sais isolados. 

Legenda:  

Sa6538: Staphylococcus aureus ATCC 6538 

Se1228: Staphylococcus epidermidis ATCC 1228 

Kr9341: Kocuria rhizophila ATCC 9341 

 

 A carboximetilquitosana inibiu a formação de biofilme com significativa 

redução da biomassa nas três cepas estudadas, apresentando resultados dose 

dependentes. Contra as cepas S. aureus ATCC 6538 e K. rhizophila ATCC 9073 

a concentração de 250μg mL-1 foi capaz de inibir mais de 50% da biomassa total. 

Contra a cepa S. epidermidis ATCC 1228 sua ação foi menos intensa, sendo que 

500μg mL-1 foi a concentração alcançada para inibir a formação de biofilme pela 

cepa.  

 As diferenças detectadas entre o nitrato de prata em combinação com a 

carboximetilquitosana e o mesmo sal isolado, foram significativas, apontando um 

sinergismo da combinação em relação ao nitrato de prata isolado.  

 A taxa de metabolismo nos biofilmes formados na presença dos 

compostos pode ser vista na tabela 08.  
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Tabela 08 – Porcentagem do biofilme formado na presença dos compostos detectado pelo 

método de determinação do metabolismo com o corante vital resazurina. 

 Concentrações (µg mL-1) Metabolismo remanescente (%) 

Sa6538 Se1228 Kr9341 

 

Carboximetilquitosana 

1000 24,71* 24,71* 65,71 

500 62,58 72,18 82,98 

250 69,83 77,80 91,04 

125 83,31 90,70 96,08 

62,5 97,90 93,01 99,81 

 

Nitrato de prata 

500 65,59 71,82 77,59 

250 71,48 87,33 95,50 

125 77,82 93,57 98,82 

62,5 90,59 93,81 99,95 

 

Sulfato de cobre 

1000 69,36 62,05 57,65 

500 93,22 81,90 69,55 

250 94,11 86,76 72,25 

125 95,57 90,82 82,13 

62,5 96,38 97,06 98,19 

 

Sulfato de zinco 

1000 73,12 67,36 57,75 

500 78,91 72,24 62,32 

250 84,86 77,95 64,80 

125 88,43 86,59 87,77 

62,5 96,94 94,41 97,05 

 

Carboximetilquitosana + 

Nitrato de prata 

500 40,63*$ 28,09*$ 16,72*$ 

250 43,00*$ 30,88*$ 34,02*$ 

125 59,09$ 34,01*$ 34,03*$ 

62,5 63,85$ 44,59*$ 51,77$ 

 

Carboximetilquitosana + 

Sulfato de cobre 

 

1000 

 
 
 

67,76 

 
 
 

57,80 

 
 
 

48,37* 

500 86,27 80,04 59,79 

250 92,14 82,88 75,84 

125 93,99 93,23 87,58 

62,5 96,56 95,87 95,43 

 

Carboximetilquitosana + 

Sulfato de zinco 

1000 73,12 67,36 57,75 

500 78,91 72,24 62,32 

250 84,86 77,95 64,80 

125 88,43 86,59 87,77 
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62,5 96,94 94,41 97,05 

* Metabolismo remanescente das células associadas ao biofilmes na presença dos 

compostos, indicando inibição superior a 50% 

$ Diferenças significativas entre a inibição da formação de biofilme pelos sais combinados 

com a carboximetilquitosana e pelos sais isolados. 

Legenda:  

Sa6538: Staphylococcus aureus ATCC 6538 

Se1228: Staphylococcus epidermidis ATCC 1228 

Kr9341: Kocuria rhizophila ATCC 9341 

 A avaliação da influência dos compostos no metabolismo remanescente 

não foi tão impactante quanto a biomassa. A carboximetilquitosana foi eficiente 

para inibir mais de 50% do metabolismo, na concentração de 1000μg mL-1 as 

cepas S. aureus ATCC 6538 e S. epidermidis ATCC 1228. Contra a cepa K. 

rizophila ATCC 9037 a carboximetilquitosana não foi tão eficiente.  

A carboximetilquitosana inibiu o metabolismo das células associadas ao 

biofilmes de  S. aureus ATCC 6538 e S. epidermidis ATCC 1228, somente na 

concentração mais alta testada (1000μg mL-1). Nenhum dos sais isolados foram 

capazes de inibir o metabolismo. Entretanto, o nitrato de prata combinado com 

a carboximetilquitosana foi capaz de inibir o metabolismo das  três bactérias 

testadas. O sulfato de cobre apresentou o mesmo fenômeno na concentração 

mais alta testada (1000μg mL-1). 

 As diferenças detectadas entre a inibição do metabolismo pelo nitrato de 

prata em combinação com a carboximetilquitosana e o mesmo sal isolado, foram 

significativas, apontando um sinergismo da combinação em relação ao nitrato de 

prata isolado.  

Tan et al., (2011) realizou estudos contra a formação de biofilme e utilizou 

a carboximetilquitosana contra a formação de biofilmes. Nos seus resultados 

conseguiu inibição de 74,6% da biomassa com a carboximetilquitosana na 

concentração de 2500μg mL-1 contra as cepas Gram-positivas (S. aureus e S. 

epidermidis). Comparando com os resultados do presente estudo observa-se 

que uma concentração menor do biopolímero conseguiu uma inibição maior da 
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biomassa, isso se deve a características da carboximetilquitosana com um alto 

valor de grau de substituição. 

6 CONCLUSÃO  

 A reação de carboximetilação da quitosana foi confirmada através da 

espectroscopia na região do infravermelho, na qual, os espectros da 

carboximetilquitosana apresentaram o pico característico do grupo 

carboxílico. 

 Nas faixas testadas pelo teste de letalidade de A. salina os sais isolados 

apresentaram toxicidade na faixa da bioatividade, em combinação apenas 

o sulfato de zinco saiu da zona de bioatividade. 

 Pelo teste de letalidade de A. salina a carboximetilquitosana demonstrou 

ser atóxica. 

 A redução do efeito tóxico dos sais metálicos para A. salina, quando 

combinado com a carboximetilquitosana sugere a possibilidade de 

emprego deste biopolímero na redução da toxicidade de compostos com 

aplicações biológicas. 

 A carboximetilquitosana não apresentou atividade antimicrobiana sobre 

as formas planctônicas dos micro-organismos em nenhuma das 

concentrações testadas.  

 S. aureus e S. epidermidis demonstraram uma forte capacidade de 

formação de biofilme. K. rhizophila não demonstrou ser uma boa 

formadora de biofilme nas condições experimentais deste estudo. 

 Entre os sais, o nitrato de prata foi o único que apresentou atividade 

antimicrobiana, tanto isolado, quanto em combinação com a 

carboximetilquitosana. 

 Os testes de inibição da formação de biofilme comprovaram a eficácia dos 

compostos isolados e em combinação na redução da biomassa total das 

células associadas a essa estrutura. 

 A combinação entre o nitrato de prata e carboximetilquitosana apresentou 

um incremento da atividade inibitória da formação de biofilme em relação 

ao sal e ao polímero isolados. Denotando uma possível ação sinérgica 

entre os dois compostos. 
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 A combinação entre nitrato de prata e carboximetilquitosana foi capaz de  

reduzir o metabolismo das células associadas ao biofilme em mais de 50 

% na concentração de 250µg mL-1 contra S. aureus e 62,5µg mL-1 S. 

epidermidis. 
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