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RESUMO

A quitosana derivada da desacetilagdo da quitina tem se destacado por seu amplo potencial
de aplicagdo nas areas biomédicas e ao desenvolvimento de tecnologias na industria de
alimentos, especialmente devido a sua atividade antimicrobiana. Tradicionalmente extraida
do exoesqueleto de crustaceos, a crescente demanda por esse biopolimero tem impulsionado
a exploracao do caranguejo Ucides cordatus, encontrado nos manguezais ao longo da costa
atlantica. Assim, o presente trabalho objetivou avaliar a atividade antimicrobiana e
antibiofilme dos extratos da quitosana Ucides cordatus em bactérias gram-negativas
resistentes, e formular a composi¢cdo adequada de revestimento a ser aplicado em queijo
coalho. A atividade antibacteriana foi determinada através da avaliacdo da concentragao
inibitéria minima ¢ da concentracdo bactericida minima em concentra¢des de 5 a 0,009
mg/mL. A atividade antibiofilme foi avaliada pelo método de inibi¢do e erradicagdo, por
meio da quantificagdo com cristal violeta. Para determinar a formula¢do do revestimento
adequado em queijo coalho, foi utilizada a técnica de molhabilidade por meio do angulo de
contato em superficie. E avaliagdes de toxicidade foram realizadas com os extratos e
solucdes de revestimentos em modelos celulares. Com grau de desacetilagdo em 92%, a
quitosana Ucides cordatus demonstrou boas propriedades antimicrobianas com inibigdo em
cepas Gram-negativas em concentragdes bactericidas de 0,625 mg/mL e de igual modo
inibicdo no crescimento de biofilme em aproximadamente 98% em Pseudomonas
aeruginosa e de 86% em Escherichia coli resistentes isolados de queijo coalho. Essas
concentragdes se mostraram ndo toxicas. Em relacdo ao potencial de revestimento, pela
técnica de molhabilidade em superficies de queijo coalho, a composicao de 2,0 % de Ucides
cordatus com 0,2% de glicerol ¢ a indicada para emprego de revestimento. Os resultados
encontrados sdo semelhantes a quitosana em escala comercial, assim, evidenciando o
potencial biotecnologico da quitosana Ucides cordatus na area biomédica e na industria de

alimentos como agente antimicrobiano.

Palavras-chaves: biopolimero; caranguejo de mangue; resisténcia antimicrobiana; angulo

de contato.



ABSTRACT

Chitosan, derived from the deacetylation of chitin, has gained prominence due to its broad
potential for applications in biomedical fields and the development of technologies in the
food industry, particularly because of its antimicrobial activity. Traditionally extracted from
the exoskeleton of crustaceans, the growing demand for this biopolymer has driven the
exploration of the crab Ucides cordatus, found in mangrove ecosystems along the Atlantic
coast. Thus, the present study aimed to evaluate the antimicrobial and antibiofilm activities
of Ucides cordatus chitosan extracts against antimicrobial-resistant Gram-negative bacteria
and to formulate an appropriate coating composition for application on coalho cheese.
Antibacterial activity was determined by assessing the minimum inhibitory concentration
and minimum bactericidal concentration at concentrations ranging from 5 to 0.009 mg/mL.
Antibiofilm activity was evaluated using inhibition and eradication assays, quantified by the
crystal violet staining method. To determine the appropriate coating formulation for coalho
cheese, the wettability technique was employed through contact angle measurements on the
surface. Toxicity assessments were conducted using the extracts and coating solutions in
cellular models. With a degree of deacetylation of 92%, Ucides cordatus chitosan
demonstrated good antimicrobial properties, showing inhibition of Gram-negative strains at
bactericidal concentrations of 0.625 mg/mL, as well as inhibition of biofilm formation by
approximately 98% in Pseudomonas aeruginosa and 86% in Escherichia coli resistant
strains isolated from coalho cheese. These concentrations were found to be non-toxic.
Regarding coating potential, based on the wettability technique on coalho cheese surfaces,
the composition containing 2.0% Ucides cordatus chitosan with 0.2% glycerol was
identified as the most suitable for coating application. The results obtained were comparable
to those of commercially available chitosan, thus highlighting the biotechnological potential
of Ucides cordatus chitosan as an antimicrobial agent in the biomedical field and the food

industry.

Keywords: biopolymer; mangrove crab; antimicrobial resistance; contact angle.
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1 INTRODUCAO

O caranguejo-ucd (Ucides cordatus), pertencente a ordem Decapoda e a familia
Ocypodidae, ¢ uma espécie amplamente distribuida nos manguezais da costa atlantica das
Américas, com destaque para o litoral brasileiro. Este crustdceo exerce fungdes ecologicas
essenciais, como a aera¢do do solo e a decomposi¢do da matéria organica, contribuindo
diretamente para a manuten¢ao da biodiversidade e do equilibrio nos ecossistemas estuarinos
(SEREJO et al, 2006). Além de sua relevancia ambiental, o U. cordatus possui importancia
socioeconOmica significativa, sendo alvo de pesca artesanal e fonte de renda para diversas
comunidades ribeirinhas. No entanto, o processamento e consumo do caranguejo geram
grandes volumes de residuos soélidos, principalmente carapagas, que geralmente sdo
descartados sem critérios adequados, resultando em impactos ambientais e sanitarios
(GINU et al., 2022; MUTHU et al., 2021; ALENCAR et al., 2014).

Essas carapagas, no entanto, representam uma fonte abundante e pouco
explorada de quitina, um polissacarideo estrutural presente no exoesqueleto de crustaceos,
insetos e fungos (MUTHU ef al., 2021). A desacetilacdo da quitina d4 origem a quitosana,
um biopolimero de grande interesse biotecnologico devido as suas propriedades funcionais,
como a biocompatibilidade, biodegradabilidade, ndo toxicidade, além da capacidade de
formar géis, filmes e esferas (HUANG et al., 2020). A extracdo da quitosana a partir de
residuos crustadceos, como os provenientes do caranguejo-uca, configura-se como uma
alternativa sustentavel para o aproveitamento de subprodutos da pesca, alinhando-se aos
principios da economia circular e da valorizagdo de residuos biomateriais (HASSAN et al.,
2022).

A quitosana tem sido amplamente investigada em diversas dareas do
conhecimento, destacando-se seu uso no tratamento de 4guas residuais, e na agricultura,
como agente bioestimulante e controlador de fitopatdgenos
(KESHVARDOOSTCHOKAMI et al., 2021; EL-HACK et al., 2020); na medicina, os
sistemas de liberagdo controlada de farmacos, curativos e engenharia de tecidos (PUROHIT
et al., 2024); e na industria de alimentos, esse biopolimero tem sido empregado como aditivo
funcional e na formulagdo de revestimentos comestiveis, com o objetivo de estender a vida
util de frutas, hortalicas, carnes e outros produtos pereciveis (CHICEA; NICOLAE-
MARANCIUC, 2024). Sua capacidade de formar filmes com propriedades mecanicas e
barreiras satisfatorias, aliada a possibilidade de incorporar substincias bioativas, como

antioxidantes e antimicrobianos naturais, confere a quitosana um papel estratégico no
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desenvolvimento de embalagens biodegradéaveis e inteligentes (SALGADO-CRUZ et al.,
2021).

Dentre as propriedades mais relevantes da quitosana, destaca-se sua atividade
antimicrobiana, cuja eficacia tem sido demonstrada contra diversas bactérias e fungos,
incluindo microrganismos patogénicos envolvidos em surtos alimentares e infecg¢des
hospitalares (ARAUJO et al., 2025; ROZMAN et al.,2019). Estudos recentes tém explorado
o potencial da quitosana no enfrentamento de bactérias resistentes, como Staphylococcus
aureus € Escherichia coli resistentes, evidenciando sua capacidade de atuar por mecanismos
ndo convencionais, como a alteracdo da permeabilidade da membrana celular e a quelagdo
de metais essenciais a sobrevivéncia microbiana (MACEDO et al., 2022). Esses achados
colocam a quitosana como uma candidata promissora no desenvolvimento de novas
estratégias antimicrobianas, especialmente em um cenario global de crescente resisténcia
aos antibidticos convencionais (NAGHAVI et al., 2024). Além da atividade bactericida e
bacteriostatica, a quitosana tem demonstrado agdo promissora na inibi¢do da formagdo de
biofilmes (REMESH et al., 2025).

No setor alimenticio, o uso da quitosana como revestimento comestivel tem
ganhado destaque, tanto pela sua eficicia na conservagdo microbioldgica quanto por sua
contribuicdo para a qualidade sensorial dos alimentos. Aplicagcdes como o recobrimento de
frutas minimamente processadas, carnes e queijos t€ém mostrado resultados positivos na
reducdo da carga microbiana, na manutencdo da umidade e na prevencdo da oxidacdo
lipidica, promovendo seguranca alimentar e reduzindo perdas pds-colheita e desperdicios ao
longo da cadeia produtiva (MEINDRAWAN et al., 2020; BARROS et al., 2019; SOUZA et
al.,2019; ZHANG et al., 2019;).

Dessa forma, a exploracdo da quitosana, especialmente a obtida a partir de
residuos de crustdceos como o caranguejo-ugd, justifica-se ndo apenas por seu elevado
potencial biotecnologico e funcional, mas também por sua relevancia ambiental e
econdmica. O aproveitamento racional desse biopolimero contribui para a mitigagdo de
impactos ambientais, agrega valor a cadeias produtivas locais e promove inovagao
sustentavel em diversos setores industriais, com destaque para a industria de alimentos
(VALE et al., 2020b). Assim, esse trabalho objetivou realizar uma avalia¢do in vitro da
atividade antimicrobiana e antibiofilme da quitosana de Ucides Cordatus contra bactérias
Gram-negativas resistentes aos antimicrobianos, isoladas de queijo coalho, com o intuito de

potencializar suas aplicacdes e fortalecer seu protagonismo como recurso natural.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas da Quitosana e Potencial Biotecnolégico

A quitosana ¢ um derivado da quitina, segundo biopolimero organico mais
abundante no mundo, depois da celulose (MATICA et al., 2019). Um polissacarideo natural
encontrado na carapaga de crustaceos, exoesqueleto de insetos e paredes celulares de fungos
(KHAYROVA et al., 2022; MAWAZI et al., 2024).

Com cargas positivas e classificada como um carboidrato, mais especificamente
um heteropolissacarideo devido a presenca de diferentes unidades monoméricas
(KHAYROVA et al., 2022). Sua natureza polimérica e a presenca de grupos funcionais
amina (-NH;) e hidroxila (-OH), conectadas por ligacdes B (1—4) que lhe conferem
caracteristicas quimicas unicas. Em solu¢ao aquosa, a quitosana pode adquirir carater acido
devido a protonagdo dos grupos amina primdrios em meio com pH abaixo de seu pKa
(geralmente abaixo de 6,5). Quando protonada, a molécula passa a apresentar carga positiva,
tornando-se soluvel em solugdes levemente acidas, como acido acético diluido
(GUARNIERI et al., 2022).

O comportamento da quitosana em relagdo ao pH ¢ essencial para suas
propriedades biologicas e aplicagdes. Em pH neutro ou alcalino, a quitosana tende a ser
insoluvel, enquanto em pH acido, sua solubilidade aumenta devido a ionizacao dos grupos
amina. Essa caracteristica influencia sua capacidade de formar complexos, interagir com
biomoléculas e atuar como agente antimicrobiano, entre outras aplicacdes (LIN et al., 2023;
MATICA et al., 2019).

Com excelentes propriedades bioldgicas, como biocompatibilidade,
biodegradabilidade, solubilidade, capacidade de formagdo de filmes e géis, atividade
antimicrobiana, capacidade de adsor¢do, propriedades mecanicas, bioadesdo, capacidade de
cicatrizagdo, acao anti-inflamatoria e antioxidante, a quitosana tem sido bastante utilizada
em pesquisas médicas (HUANG et al., 2020). Na Tabela 1, podemos visualizar estudos que

mostram essas propriedades detalhadamente.

Tabela 1 - Propriedades Bioldgicas da Quitosana

Propriedade Aplicabilidade Referéncia
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Utilizada em curativos para
(LIU, 2025);

Biocompatibilidade cicatrizagdo de feridas e
(QIN et al., 2020).

engenharia de tecidos.

Utilizada em revestimentos
(CHICEA; NICOLAE-

Formacao de filmes e géis comestiveis para aumentar a
MARANCIUC, 2024).

vida util de alimentos.

Aplicada em embalagens

antimicrobianas para (SALGADO-CRUZ et al.,
conservagdo de produtos 2021).
Atividade antimicrobiana alimenticios.

Atividade antimicrobiana
(ARAUJO et al., 2025);

associada a nanoparticulas e/ou
(ROZMAN et al., 2019).

antibidticos.

Incorporada em biomateriais
para conferir resisténcia e
Propriedades mecanicas flexibilidade - Fibras (PUROHIT et al., 2024).
eletrofiadas a base de quitosana
para engenharia de tecido 6sseo.

Utilizada no tratamento de (KESHVARDOOSTCHOKAMI

Capacidade de adsorgdo aguas para remocgao de metais etal.,2021);
pesados e corantes. (EL-HACK et al., 2020).
Como veiculo transportador (PACZKOWSKA-
o . funcional para sistemas anti- WALENDOWSKA et al.,
Ac¢do anti-inflamatoria _ ) o
inflamatodrios de administragao 2022);
local. (YAN et al., 2021).

Fonte: Autor (2025).

2.2 Quitosanas extraidas de caranguejos

Presente nos exoesqueletos de artropodes marinhos como crustaceos
(caranguejo, camardo, lagosta, krill, lagostim, cracas), sépias e lulas; a quitina ¢ um
biopolimero abundante como mencionado anteriormente, € que possui uma produgdo anual
estimada em 10 bilhdes de toneladas, e sua principal fonte industrial sdo os residuos da
industria alimenticia marinha, especialmente cascas que contém de 13% a 42% de quitina,
além de proteinas e sais minerais. No processamento de camardes, cerca de 40 a 50% da

massa torna-se residuo, sendo que 40% desse total ¢ quitina, facilmente extraida por métodos
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simples e amplamente utilizada devido & sua disponibilidade (GIJIU ez al., 2022; MUTHU et
al., 2021), como demostrado na Figura 1.

As cascas dos crustaceos tem representado uma fonte promissora para a matéria-
prima de extragdo de quitosana, sendo um composto natural, considerado seguro
ambientalmente e amigavel quando comparado a produtos de origem sintéticas, que podem
representar riscos a saide humana, e mesmo assim tem sido aplicados, como por exemplo,

no tratamento de adguas residuais (HASSAN et al., 2022).

Figura 1 — Processo de obtencdo de quitosana
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Fonte: Adaptado de MUTHU et al., (2021).

A quitina, quitosana ou cascas de caranguejo residuais tém sido explorados em
diversas aplicagdes, incluindo agentes antimicrobianos, aditivos, antioxidantes, filmes
comestiveis e no encapsulamento de nutracéuticos por meio da imobilizacdo enzimatica.
Embora a literatura existente foque principalmente na extragcao de polissacarideos a partir de

residuos, ainda sdo escassos os estudos que abordam especificamente a extracdo de quitina
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e quitosana de residuos de crustaceos e suas aplicagdes direcionadas (SARAVANAN et al.,

2023).

2.3 Quitosana do Ucides cordatus (Caranguejo-Uca)

O crustaceo Ucides cordatus, de nome popular Caranguejo-Uca (Figura 2), ¢ um
caranguejo semi-terrestre de grande importancia econdmica no Nordeste do Brasil, sendo
considerado uma espécie sub explorada. Encontrado nos manguezais ao longo da costa
atlantica, desde a Florida (Estados Unidos da América), até Santa Catarina (Brasil), e ¢ um
eficiente bioindicador de poluigdo ambiental. Curiosamente, apesar de ser explorado ha
séculos, muitos aspectos de sua biologia ainda sdo pouco conhecidos (ALENCAR et al.,

2014).

Figura 2 - Crustaceo Ucides cordatus

Fonte: CASTILHO-WESTPHAL et al. (2008).

Os residuos do caranguejo-uca podem ser aproveitados para gerar matéria-prima
de valor comercial, j& que a quitina presente em sua composi¢do pode ser convertida em
quitosana por meio de processos de desacetilagdo. Com pouca exploracdo no mercado, sua
quitosana ja foi produzida por meio de técnicas usando radiacdo de microondas, com grau

de desacetilagdo que variou entre 65-81% (ABREU et al., 2013).
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No entanto, os unicos estudos que apresentaram aplicabilidade com o uso do
caranguejo-ucd, foi na area de tecnologia de alimentos; onde a quitosana foi utilizada na
producao de filmes, revestimentos comestiveis € embalagens biodegradaveis, devido as suas
propriedades antimicrobianas e antioxidantes, que mostraram auxiliar na conservacao e
prolongamento da vida 1til dos alimentos (VALE et al., 2020b). Com natureza bactericida,
controlando eficazmente o crescimento de microrganismos em alimentos. A forma utilizada
para avaliar as propriedades destes revestimentos foi por meio da técnica de molhabilidade
(capacidade molhante), que pela avaliagdo de tensao superficial pode dizer se a aderéncia
pode promover plasticidade e consequente atividade antimicrobiana dos alimentos

(ZISMAN, 1964).

2.4 Quitosana como potencial atividade antibacteriana

Alguns estudos ja correlacionam a atividade antibacteriana como uma habilidade
intrinseca as quitosanas (HUANG ef al., 2020). Rozman e colaboradores (2019), avaliaram
potenciais aplicagdes antimicrobianas de nanoparticulas de quitosana, com o método de
encapsulamento, vendo que o polimero aumenta ainda mais a eficiéncia e a estabilidade do
agente antimicrobiano. El-Hack e seu grupo de pesquisa (2020), realizaram um
levantamento, avaliando as propriedades antimicrobianas e antioxidantes da quitosana e seus
derivados, por meio de uma revisdo, onde concluiram que a quitosana possui propriedades
seguras, podendo ser aplicado na farmacologia e desenvolvimentos biomédicos.

Estudos, como o de Yan e colaboradores (2021) e Mawazi e colaboradores
(2024), relatam as propriedades antimicrobianas da quitosana e derivados da quitosana no
tratamento de infec¢des entéricas, concluindo o estudo dizendo que a quitosana pode atuar
como prebidtico, promovendo o crescimento de bactérias benéficas na mucosa e reduzindo
as bactérias pro-inflamatorias, ajudando a equilibrar a microbiota intestinal e a reduzir a
inflamacao da mucosa. O grupo ainda afirma em suas consideragdes que a quitosana e seus
derivados podem matar microrganismos patogénicos neutralizando cargas negativas na
superficie microbiana; assim como ¢ mostrado na figura 3, no estudo de Akdasci e

colaboradores (2025).

Figura 3 - Mecanismo de ag@o antibacteriana das particulas de quitosana na parede celular

bacteriana
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Fonte: Adaptado de Akdasci ef al. (2025).

Na Tabela 2, podemos visualizar mais estudos que mostram a aplicacdo de

diferentes extratos de quitosanas em diferentes cepas bacterianas.

Tabela 2 - Quitosanas com analise antimicrobiana

Origem da Grau de B Bactérias
Acido Referéncia
Quitosana Desacetilacao Analisadas
Staphylococcus aureus
Cherax
Acético (Gram-positivo) (RANI et al.,
quadricarinatus 67,93%
- 1% Escherichia coli 2022)
(Crustaceo)
(Gram-negativa)
Antibacteriana e
Quitosana ) Antibiofilme:
) Acético (WANG et al.,
Comercial 89% E. coli (ATCC 25922)
] - 1% 2024a)
(+ heterociclico) S. aureus (CMCC(B)
26003)
Antibacteriana e
Quitosana .
) ) Antibiofilme:
Comercial Acético (WANG et al.,
) ' 89% E. coli (ATCC 25922)
(+ sais de amonio - 1% 2024b)

quaternario)

S. aureus (CMCC(B)
26003)
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Quitosana da Casca

de caranguejo

Staphylococcus aureus

(Comercial), 950, Acético (ATCC 25923) (SOUSA et al.,
V]
modificada com -2% Escherichia coli 2024)
anidrido ftalico e (ATCC 25922)
etilenodiamina
Latico*
em 2/3
quitosa
Trés diferentes _ nas;
) . Entre o intervalo ) (STEGLIASKA
tipos de quitosanas Succini *ok
o de 75 - 85% etal., 2024)
comerciais. co* em
1/3
quitosa
na
Escherichia coli
Hermetia illucens ) )
Acético (Gram-negativo) (GUARNIERI
(Mosca soldado- oAk
- 1% Micrococcus flavus etal., 2022)
negro) .
(Gram-positivo)
Escherichia coli
(ATCC 25922),
Klebsiella pneumoniae
(ATCC 13883),
Zophobas morio 96.24% Acético Proteus mirabilis (KEERTHIKA
, 0
(besouro cascudo) -0,5% (ATCC 299006), etal., 2024)
Staphylococcus aureus
(ATCC 25923),
Enterococcus faecalis
(ATCC 29212)

Fonte: Autor (2025). Legenda: (*) autor ndo descreve o valor do acido usado na solubilizagdo; (**) autor ndo

realizou a identificagdo das bactérias em género e espécie; (***) autor ndo descreve o grau de desacetilagdo da

quitosana usada.

2.5 Bactérias Gram-negativas



23

As bactérias Gram-negativas representam um grupo vasto e diversificado de
microrganismos com significativa importancia clinica, ¢ grupo de microrganismos que
apresentam uma estrutura celular complexa com duas membranas, sendo a membrana
externa uma barreira eficaz para muitas moléculas pequenas, incluindo alguns farmacos e
fitoterapicos (QIAO et al., 2022). Isso porque a membrana externa dessas bactérias ¢é
composta por lipopolissacarideos (LPS) e fosfolipidios, o que dificulta a penetracdo de
substancias no interior da célula bacteriana. Este fendmeno contribui para a resisténcia de
bactérias Gram-negativas a certos tratamentos (IMPEY et al., 2020).

Do ponto de vista clinico, esse grupo inclui importantes patégenos humanos,
como E. coli, K. pneumoniae, Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa,
frequentemente associados a infecgdes do trato urindrio, respiratdrio, gastrointestinal e
infeccdes nosocomiais (DETTORI et al., 2023). A relevancia dessas bactérias esta
diretamente relacionada a presenca de multiplos fatores de viruléncia, como a producao de
LPS, a capacidade de adesdo a superficies e tecidos, a formagdo de biofilmes e a expressao
de sistemas de secre¢do especializados, que permitem a injecao direta de efetores na célula
hospedeira, modulando a resposta imune e favorecendo a sobrevivéncia bacteriana
(BASSETTI et al., 2020). O que tem proporcionado uma resisténcia antimicrobiana
crescente nesse grupo nas ultimas décadas, e que tem tornado extremamente dificil a escolha
de uma terapia antimicrobiana. Isso resulta em um aumento significativo na morbidade e
mortalidade entre pacientes afetados por essas infec¢des (BASSETTI et al., 2021; VENA et
al., 2020).

2.6 Resisténcia Bacteriana

A introducdo dos antibidticos contribuiu significativamente com o aumento da
expectativa de vida humana em mais de duas décadas (MANCUSO et al., 2023). Entretanto,
com o passar dos anos, os microrganismos se adaptam, adquirindo resisténcia, surgindo a
necessidade de novos antibioticos. Estima-se que até 2050, a resisténcia antimicrobiana sera
responsavel por mais de 39 milhdes de mortes em todo o mundo (NAGHAVI et al., 2024).

A resisténcia antimicrobiana (RAM) ¢ um fendmeno complexo e dinamico,
resultante de uma interacdo problematica entre fatores diretos, como o uso inadequado de
antibioticos por seres humanos, e em animais; e fatores indiretos, como a polui¢do ambiental
e as mas condi¢des de saneamento; além das caracteristicas inatas das proprias bactérias

(SYED et al., 2021).
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Pesquisadores da Organizagdo Mundial de Saude (OMS) ja afirmam que a
exposicao prévia aos antibidticos, doengas subjacentes e procedimentos invasivos, também
estdo associados a resisténcia. No entanto, os fatores de risco para a disseminagao da
resisténcia podem variar; a RAM em paises em desenvolvimento tende a se espalhar mais
facilmente devido a falta de saneamento adequado e agua potavel, enquanto em paises
desenvolvidos, uma em cada cinco infecgdes resistentes ¢ causada pela exposicdo a
alimentos ou animais contaminados (BASSETTI et al., 2021; BREIJYEH et al., 2021).

Em 2017, a OMS publicou uma lista de patdégenos resistentes aos antibioticos,
destacando aqueles que representam uma ameaga significativa a saide humana e para os
quais novos antibioticos sdo urgentemente necessarios. Essa lista € categorizada em niveis
de prioridade para orientar e impulsionar a pesquisa ¢ o desenvolvimento de novos
tratamentos (BREIJYEH et al., 2021). Devido a sua estrutura, as bactérias Gram-negativas
apresentam um maior nimero de incidéncia a resisténcia que as bactérias Gram-positivas,
assim o documento elaborado detém uma atengao maior a esse grupo de bactérias.

As bactérias do grupo sdo capazes de desenvolve mecanismos como a producao
de B-lactamases, e outros mecanismos como, bombas de efluxo, impermeabilidade seletiva
da membrana externa, aquisi¢do de genes de resisténcia por transferéncia horizontal. Esse
cenario tem implicagcdes diretas no aumento da morbidade, mortalidade e nos custos
relacionados ao tratamento de infecgdes causadas por bactérias Gram-negativas
multirresistentes (SANDS et al., 2021).

Outra condig¢do que as bactérias se especializaram e que dificultam o processo
de tratamento por meio de antibidticos conhecidos, ¢ a formagdo de biofilmes; ja que os
biofilmes sdo uma estratégia de sobrevivéncia e protecdo para patdgenos (SONG et al.,
2019). As células do biofilme adquirem alta tolerancia a antibidticos através de diversos
mecanismos, sendo um deles, a matriz polimérica, que protege as células bloqueando ou
retardando a penetracdo de certas moléculas antibioticas (BHOWMIK et al., 2022; GU et
al., 2019).

2.7 Contaminacio bacteriana na cadeia produtora de laticinios

A cadeia produtora do leite ¢ uma das principais atividades econdmicas do
Brasil, com grande impacto na geragao de empregos e renda. No ano de 2019, o valor bruto
da produgdo primaria alcangou quase R$ 35 bilhdes, sendo o sétimo maior entre os produtos

agropecuarios do pais (BRASIL, 2019a). Na industria alimenticia, esse valor mais que dobra,
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com o faturamento liquido dos laticinios chegando a R$ 70,9 bilhdes, ficando atras apenas
dos setores de derivados de carne e produtos de café, cha e cereais (ABIA, 2019).

Como matéria prima para uma longa cadeia de alimentos, o leite tem como seu
principal derivado produzido no Brasil o queijo artesanal ou industrializado. Sao cerca de 36
tipos de diferentes queijos produzidos no territorio brasileiro (ARAUJO et al., 2020;
KAMIMURA et al., 2019). Que o censo agropecuario realizado em 2017, apontou como
estimativa uma produgdo de 222.652 toneladas de queijo em cerca de 175.000
estabelecimentos espalhados pelo Brasil (IBGE, 2017).

Para os devidos cuidados na produ¢do dos queijos foi instituida a Instrugdo
Normativa n® 73 de 2019, do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (Mapa)
(Brasil, 2019b), que estabelece regulamentos técnicos de Boas Praticas Agropecudrias
(BPA), com foco na saude dos rebanhos de produtores de queijo. BPAs que nao se limitam
apenas a satide aos rebanhos leiteiros, mas também abordam a gestdo da propriedade, o bem-
estar animal, a higiene pessoal, a satide das familias e colaboradores, ¢ a sustentabilidade
ambiental (MAPA, 2021).

A implementacdo das BPAs relacionadas aos aspectos sanitarios garante que a
producao de leite e seus derivados atenda as mais elevadas expectativas dos consumidores
em termos de qualidade e seguranca do queijo. Os aspectos sanitarios da Instrug¢do
Normativa n°® 73 (Brasil, 2019b) sdo direcionados ao controle de doengas que afetam tanto a
producdo quanto a saude dos consumidores, como brucelose, tuberculose e mastite bovina.

Isso, porque a carga de doencgas transmitidas por alimentos em humanos ainda ¢
amplamente desconhecida. Nos ultimos dez anos, a incidéncia de doencas microbianas de
origem alimentar aumentou significativamente na maioria dos paises (AHMADI et al.,
2020). Leite e laticinios, por serem alimentos comuns em diversas regides, oferecem um
ambiente propicio ao crescimento de muitos microrganismos devido a sua composi¢ao
nutricional (HASSANI et al., 2022). E. coli, K. pneumoniae e P. aeruginosa sao 0s
patogenos Gram-negativos mais comuns em fazendas leiteiras, podendo causar mastite ao
infectar as glandulas mamarias de vacas através do teto (TARTOR et al., 2021). O uso
inadequado de antibioticos na produgdo de laticinios levanta preocupacdes sobre a eficacia
do tratamento, seguranca alimentar, e exposi¢do ocupacional, além de representar um risco
a saude publica pela sele¢ao de bactérias multirresistentes e residuos de antibioticos no leite
do tanque a granel (AHMADI et al., 2020; TARTOR et al., 2021).

A resisténcia por esses microrganismos, estao associadas a pratica de tratamento

ou prevencao coletiva do rebanho leiteiro, onde o antibidtico ¢ administrado, possibilitando
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alteracdo genética nas cepas, adquirindo resisténcia (SOUZA et al., 2023). J& sdo notificados
a incidéncia de genes como bla tem, bla suv, a familia bla crx-m (associados a resisténcia as
beta-lactamases de espectro estendido - ESBL), mas, também Genes de resisténcias, como
alguns grupos OXA, MCR, Stxl, Stx2, eae, mec A e bla z (AHMADI et al., 2020;
FERGESTAD et al., 2021; HASSANI et al., 2022; TARTOR et al., 2021). Havendo a

necessidade de se buscar novos tratamentos a serem aplicados nessas bactérias resistentes.

2.8 Uso da quitosana nos alimentos

O aparecimento de bactérias resistentes torna dificil encontrar um tratamento
eficaz para tratar certas doengas infecciosas (DOMINGUEZ et al., 2020). Portanto, ha uma
necessidade urgente de encontrar novas abordagens terapéuticas para obter melhor sucesso
no tratamento de infec¢des ou contaminagdes bacterianas. Além dos antimicrobianos
tradicionais, como antibacterianos, com suas diferentes formulagdes associadas, compostos
quimicos e naturais tem despertado grande interesse, tanto na comunidade cientifica quanto
no publico em geral, especialmente diante da ameaga global da resisténcia antimicrobiana
(MATICA et al., 2019).

Atualmente, diversas estratégias estdo sendo estudadas para enfrentar a
resisténcia bacteriana, incluindo o desenvolvimento de novos compostos antibacterianos, o
aprimoramento de técnicas de diagndstico rapido para orientar o uso adequado de
antibioticos e a busca por agentes terapéuticos alternativos, como bacteridéfagos e terapias
baseadas em componentes naturais (BREIJYEH et al., 2021).

Na agroindustria, a tecnologia associada a manutengdo de alimentos, contra
bactérias, tem desenvolvido filmes comestiveis e revestimentos que funcionam de maneira
semelhante as embalagens convencionais, atuando como barreira contravapor de agua e
gases, o que melhora as propriedades e a integridade dos alimentos processados (VALE et
al.,2020a). A tabela 3 apresentam estudos que descrevem a aplicagcdo da quitosana em frutos,

frutas e demais alimentos.

Tabela 3 - Quitosanas com aplicagdo biotecnoldgica em alimentos

Titulo do Estudo Referéncia

Polissacarideos Funcionais como Revestimentos Comestiveis para (CERQUEIRA et
Queijo al., 2009)
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Efic4cia antimicrobiana de materiais de embalagem bioativos feitos de
polimeros comestiveis de quitosana e caseina: avaliagdo em cenoura,

queijo e salame

(MOREIRA et al.,
2010)

Efeito de revestimentos de quitosana nas caracteristicas fisico-quimicas
do fruto de mamao Eksotika II ( Carica papaya L.) durante o

armazenamento refrigerado

(ALl et al.,2011)

Efeito de revestimentos de hidroxipropilmetilcelulose e quitosana com e (SANCHEZ-
sem Oleo essencial de bergamota na qualidade e seguranga de uvas GONZALEZ et al.,
armazenadas a frio 2011)

Desenvolvimento de revestimento bioativo comestivel a base de

quitosana modificada para aumentar a vida til de morangos

(VU et al., 2011)

Efeitos do revestimento de quitosana na vida poés-colheita e na qualidade
de frutos de goiaba ( Psidium guajava L.) durante o armazenamento

refrigerado

(HONG et al., 2012)

Efeito do revestimento comestivel de quitosana na qualidade de sardinha
indiana em filé duplo ( Sardinella longiceps ) durante armazenamento

refrigerado

(MOHAN et al.,
2012)

Efeito do revestimento comestivel a base de quitosana sobre
antioxidantes, sistema enzimatico antioxidante e qualidade p6s-colheita

de morangos ( Fragaria * aranassa Duch.)

(WANG et al.,
2013)

Atividade antimicrobiana de quitosana, acidos orgénicos e solubilizados
nanométricos para uso potencial em embalagens antimicrobianas

inteligentes para potenciais aplicacdes em alimentos

(CRUZ-
ROMERO et al.,
2013)

Comparagao do efeito do composito de quitosana-gelatina e do

revestimento e filme bicamada na qualidade da truta arco-iris refrigerada

(NOWZARI et al.,
2013)

Efeitos do revestimento comestivel de bicamada de carboximetilcelulose

e quitosana na qualidade pos-colheita de frutas citricas

(ARNON et al.,
2014)

Efeito do revestimento de quitosana e aloe vera na qualidade pos-
colheita de frutos de mirtilo ( Vaccinium corymbosum )

(VIEIRA et al.,
2016)

Filme comestivel incorporado com nanolipossomas de quitosana e 6leo
de Artemisia annua para inativac¢do de Escherichia coli O157:H7 em

tomate cereja

(CUI et al., 2016)

Embalagens com Ativos Antimicrobianos, incluindo Filmes de
Quitosana com Oleo Essencial de Thymus vulgaris L. para Carnes

Prontas para Consumo

(QUESADA et al.,
2016)

Caracterizagdo Fisica e Aplicagdo em Embalagens de Filmes de
Quitosana Incorporados com Oleos Essenciais Combinados de Canela e

Gengibre para Carne Suina

(WANG et al.,
2017)

Nanoformulagdo de 6leo essencial de quitosana e canela: aplicagdo como
um novo aditivo para liberacdo controlada e extensdo da vida util de

hamburgueres bovinos

(GHADERI-
GHAHFAROKHI et
al., 2017)
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Efeito do filme comestivel de quitosana enriquecido com dleo essencial
de erva-doce ( Pimpinella anisum 1.) na vida 0til e na qualidade do

hambtrguer de frango

(MAHDAVI et al.,
2017)

Filmes ativos de quitosana contendo extratos de residuos agroindustriais

para extensdo da vida util de produtos reestruturados de frango

(SERRANO-
LEON et al., 2018)

Efeitos de revestimentos de quitosana incorporados com dleo essencial
de planta Satureja livre ou nanoencapsulado nas caracteristicas de
qualidade da carne de cordeiro

(PABAST et al.,
2018)

Preparacgdo de quitosana enxertada com 4acido feralico utilizando lacase

bacteriana recombinante e sua aplicacdo na conservagdo de manga

(YANG et al., 2018)

Preparacdo e caracterizagdo de filme biocompdsito a base de quitosana e (ASHRAFI et al.,
cha de kombucha como embalagem ativa para alimentos 2018)
Queijo de coalho com quitosana incorporada e como revestimento: efeito (BARROS et al.,
na viabilidade de Staphylococcus aureus e aceitagdo sensorial 2019)
Atividade de bionanocompositos de quitosana-montmorilonita
. , . . L (SOUZA et al.,
incorporados com 6leo essencial de alecrim: de ensaios in vitro a 2019)
aplicacdo em carne fresca de aves
Revestimentos de quitosana incorporados com 6leo essencial de
i ) o (ZHANG et al.,
Paulownia tomentosa livre ou nanoencapsulado para melhorar a vida 1til 2019)
de costeletas de porco prontas para cozinhar
Revestimento comestivel antimicrobiano de glucomanano-cera de
. . (MEINDRAWAN et
abelha-quitosana para manter a qualidade de armazenamento da fruta 1., 2020)
al.,
Salak ( Salacca zalacca )
Filmes Comestiveis a Base de Quitosana Produzidos a Partir de Residuos
. . . . , . , . (VALE et al.,
de Caranguejo-Uca ( Ucides cordatus ): Propriedades Fisico-Quimicas, 2020b)

Mecanicas e Antimicrobianas

Efeitos de nanoparticulas antibacterianas de ZnO no desempenho de um
revestimento comestivel de quitosana/goma arabica para preservagao

p6s-colheita de banana

(LA et al.,2021)

Fonte: Autor (2025).

A quitosana extraida de cascas de caranguejo representa uma alternativa

sustentavel e funcional para aplicacdes na industria de alimentos, promovendo o

aproveitamento de residuos da cadeia pesqueira. Com reconhecida atividade antimicrobiana,

a quitosana atua contra diversos microrganismos, sendo uma op¢ao natural aos conservantes

sintéticos. Além disso, suas propriedades filmogénicas permitem sua aplicagdo em

revestimentos comestiveis, contribuindo para a conservagao, seguranga € prolongamento da

vida util dos alimentos, unindo inovagao biotecnoldgica e sustentabilidade.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais
Avaliar a atividade antimicrobiana, antibiofilme dos extratos da quitosana

Ucides cordatus em bactérias gram-negativas resistentes.

3.2 Objetivos especificos

e Produzir extratos do polimero Ucides cordatus;

e Avaliar o potencial de atividade antimicrobiana dos extratos contra bactérias Gram-
negativas;

e Determinar a Concentragdo Inibitéria Minima e Concentracdo Bactericida Minima dos
extratos em bactérias Gram-negativas;

e Avaliar a atividade antibiofilme dos extratos sobre biofilmes pré-formados de bactérias
Gram-negativas;

e Formular a composicao adequada de revestimento de Ucides cordatus a ser aplicado em
queijo coalho;

e Avaliar o potencial citotoxico em modelos celulares;

e Comparar os resultados apresentados do polimero Ucides cordatus com uma quitosana

em escala comercial.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material Bioldgico

A quitosana Ucides cordatus foi produzida e caracterizada no Laboratdrio de
Tecnologia do Pescado (LATEPE) no Departamento de Engenharia de Pesca da
Universidade Federal do Ceard (UFC), com grau de desacetilagdo de 92%. As carapacas dos
caranguejos foram obtidas no comércio local da cidade de Fortaleza, CE. A espécie ¢
registrada no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético ¢ Conhecimento
Tradicional Associado (SisGen) sob o registro AOS8F53. Uma outra quitosana (comercial),

também foi avaliada, para terem seus resultados comparados.

4.2 Obtencao dos extratos contendo as biomoléculas marinhas

A quitosana Ucides cordatus caracterizada no LATEPE, juntamente com a
quitosana comercial foram transportados até o Laboratorio de Microbiologia Clinica (Nivel

de biosseguranca II) da UFERSA onde as anélises microbiologicas ocorreram.

4.2.1 Preparo do extrato da quitosana Ucides cordatus e quitosana comercial

Ambas as quitosanas foram dissolvidas em solugdo de acido acético 1% nas
concentracdes maes (5 mg/mL cada) para realizacdo da atividade antimicrobiana. Cada
extrato foi homogeneizado usando um agitador magnético a 300 rpm por 12 h em
temperatura (£ 28 °C). Apos a producao, o extrato de quitosana foi armazenado a 4 °C, para

posterior avaliagao.

4.2.2 Andlise microbioldgica para avaliacdo da pureza dos extratos das quitosanas (Ucides

cordatus e comercial)

Os dois extratos contendo a concentracdo mae (5 mg/mL cada) foram testadas
em Agar Nutriente, pela técnica do spreed plate. Inicialmente, adicionou 100 pL na placa

duplicata para cada um dos extratos. Posteriormente, as placas foram acondicionadas em
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estufa a 35-37 °C por 24 h. Nao foram observados crescimentos bacterianos. Assim foram

realizados os testes antimicrobianos.

4.3 Bactérias-teste

As avaliacdes de atividade antimicrobiana para os extratos na concentracao mae
e suas diluigdes, tanto para a quitosana Ucides cordatus e quitosana comercial foram
realizadas inicialmente para quatro cepas padroes Gram-negativas, sendo elas, Escherichia
coli ATCC 25922, Acinetobacter baumannii ATCC 19606, Klebsiella pneumoniae ATCC
13883 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. As cepas foram crescidas em Agar

Macconkey. As cepas foram incubadas em estufa bacteriologica a 35-37 °C por 24 h.

4.3.1 Bactérias Resistentes

Quando positivo os resultados da atividade antimicrobiana pelo teste do furo em
Agar (item 4.5) nas cepas padrdes, especialmente na Escherichia coli ATCC 25922, os testes
de avaliagdes mencionados nos demais itens metodologicos foram realizados nos isolados
de Escherichia coli (10 bactérias), originadas de produtos lacteos (Queijos), coletados e
analisados no Laboratorio de Microbiologia Clinica (LABMIC) da UFERSA, onde foram
isolados, identificados quanto ao género por meio de provas bioquimicas convencionais.

Os isolados foram avaliados quanto a resisténcia aos antibidticos por meio do
teste antibiograma, com diferentes classes, como Cefalosporinas, Carbapenémicos,
Monobactamico, Aminoglicosideo, Fluoroquinolona e Polimixina B. Os resultados
encontrados mostraram resisténcia em pelo menos trés antibioticos dentro das diferentes
classes citadas. Com exce¢do para Cefalosporina (Cefoxitina), Aminoglicosideo
(Amicacina), para o Carbapenémico (Meropenem) e a Polimixina B, onde todos os isolados
mostraram sensibilidade.

Genes associados a0 mecanismo de resisténcia também foram encontrados nos
isolados, sendo testado por meio da técnica de Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), para
os genes blactx-m, blasuv € blatem. Onde 70% dos i1solados apresentaram pelo menos um
gene dos trés analisados. Todos os resultados de forma individualizada sdo apresentados na

Tabela 4.
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Tabela 4 - Historico de analises de Resisténcia em Isolados de Queijo para Escherichia coli

Resisténcia (BrCast 2024) Genes de
Identificaciao
- — Resisténcia
dos Isolados Classificacio
Cefalosporinas Diversos (PCR)
Intermediaria
Cefotaxima,
Ceftriaxona,
AQ1  E.coli ) - Aztreonam -
Cefepime,
Ceftazidima
Cefotaxima, bla ctxMm,
AQ2  Ecoli - -
Ceftriaxona, Cefepime bla em
AQ3  E.coli Ceftriaxona, Cefepime - Cefotaxima -
_ . ) Cefotaxima,
AQ4  E.coli Ceftriaxona, Cefepime Imipenem bla ctx-m
Aztreonam
Cefotaxima,
Ceftriaxona,
AQ8  E.coli ) Aztreonam - bla ctxm
Cefepime,
Ceftazidima
Ceftriaxona, . )
) Ciprofloxacin,
CA4  E.coli Cefepime, - bla ctxm
Sulfazotrin
Ceftazidima
) ) ) Cefotaxima,
CA7  E.coli Ceftriaxona, Cefepime Sulfazotrin -
Aztreonam
Cefotaxima,
Ceftriaxona, Aztreonam,
CA8 E.COZi . . - blaCTx.M
Cefepime, Sulfazotrin
Ceftazidima
Cefotaxima,
Ceftriaxona, Aztreonam, blactx-m,
CAl1l  Ecoli Sulfazotrin
Cefepime, Gentamicina bla suv
Ceftazidima
Ceftriaxona,
. Aztreonam, .
CAl14 E.coli Cefepime, ) Cefotaxima bla ctx-m
Sulfazotrin

Ceftazidima
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Fonte: Autor, 2025. Legenda: As referéncias usadas para avaliacdo do teste de sensibilidade foi adotada do

BrCast (2024).

4.4 Preparo e analise dos in6culos bacterianos

Das culturas crescidas em Agar Nutriente a 35-37 °C por 24 h, foi retirada uma
porcao do in6culo e homogeneizada em 9mL de solugdo salina 0,85% de cloreto de so6dio
(m/v) para os isolados até¢ se obter uma turvaciao equivalente a turbidez 0,5 na escala de
McFarland. A absorbancia foi aferida em espectrofotometro (Leitora de Microplacas ELISA
Tela 5.7 polegadas Colorida DR-200BS-NM da Kasuaki), sendo considerado o intervalo
entre 0,08 ¢ 0,10 em um comprimento de onda de 630 nm. A turbidez 6ptica comparavel a
solugdo padrao 0,5 de McFarland equivale a uma suspensdo contendo, aproximadamente, 1

x 10® unidades formadoras de coldnia por mililitro (UFC/mL) (CLSI, 2021).

4.5 Teste de Difusio direta em Agar

Cada cepa da bactéria, com concentragao do indculo ajustada, foi inoculada, em
triplicata, em placas (150 x 20 mm) contendo agar Mueller-Hinton (66 mL), com auxilio de
um swab de algodao estéril (CLSI, 2021).

Em cada placa com o meio de cultura inoculado com a bactérias, foram
perfurados pogos de 6 mm de didmetro e aproximadamente 4 mm de profundidade, com o
auxilio de um perfurador (canudo esterilizado). Sendo distribuido nos pogos 50uL para cada
molécula em sua concentragdo mae (5 mg/mL cada), um para o controle negativo (diluente
acido acético), e por fim, um para o controle positivo, Polimixina B na concentracao de 0,016
mg/mL. As placas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 35-37 °C por 24 h, feito uma
leitura, e por mais 24 h, totalizando 48 h, verificando se houve diferenca na formacao dos
halos.

Decorrido o periodo de incubagdo (24/48 h), cada placa foi conferida para
avaliacdo da atividade antimicrobiana. A presenga de um halo transparente ao redor dos

pocos confirmou o resultado positivo da acdo antimicrobiana dos extratos.

4.6 Determinacio da Concentracido Inibitéria Minima (CIM) e Concentracio

Bactericida Minima (CBM)
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Os potenciais de inibicdo dos extratos foram avaliados a partir da determinacao
da Concentragado Inibitéria Minima (CIM) e Concentracao Bactericida Minima (CBM), com
adaptag¢des do método descrito por Bona ef al. (2014).

As amostras foram recuperadas em Caldo BHI a 35-37 °C por 18-24 h, ¢ ajustada
a turbidez 0,5 na escala de McFarland e absorbancia (como descrito anteriormente). Em
microplacas de 96 pogos foram adicionados 100 pL. de Caldo Mueller Hinton ajustado, na
sequéncia foram realizadas dilui¢des seriadas dos polimeros, partindo da concentragdo de
50% da solu¢ao mae, resultando nas concentragoes de 2,5; 1,25; 0,625; 0,312; 0,156; 0,078;
0,039; 0,019; ¢ 0,009 mg/mL. Somados a 10 uL do inoculo bacteriano correspondente. As
placas foram incubadas em estufa bacteriologica a 35-37 °C por 24 h. Todas as placas
avaliaram o Controle de Esterilidade do Caldo Mueller Hinton ajustado, Controle Positivo
(Polimixina B na concentragdo de 0,016 mg/mL), e Controle Negativo.

Decorrido o tempo de incubagio, as placas forma submetidas a leitura no leitor
de placas para registros de absorbancia, visando coletar dados quantitativos do
comportamento microbiano frente a cada concentragao testada. Todos os testes foram feitos
em duplicata.

A determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) de cada
microrganismo foi determinada com base na metodologia de Santurio ef al. (2007). A partir
dos pogos nos quais ndo houve crescimento bacteriano visivel no teste da CIM, foram
semeadas uma aliquota de 10 pL do conteudo do pogo em Placa de Petri contendo Agar
Brain Heart Infusion (BHI). As placas foram incubadas a 35-37° C por 24 h; a placa que
apresentar auséncia ou menor presenga de crescimento bacteriano determina a CBM do

polimero sobre a bactéria testada.

4.7 Determinacio da producio de biofilme por isolados bacterianos

Para a Avaliacdo de Atividade Antibiofilme dos extratos de Ucides cordatus
foram realizados o protocolo de testes adaptados de Campos et al. (2024).

Onde os isolados bacterianos produtores de biofilme foram identificados usando
o método do cristal violeta. Inicialmente, caldo de soja triptona (TSB) + glicose (1%) foi
dispensado em cada pogo das placas de microdilui¢gdo. Em seguida, suspensdes bacterianas
(108 UFC/mL) dos isolados de bactérias Gram-negativas ATCCs E. coli, A. baumannii, K.
pneumoniae ¢ P. aeruginosa e cepas de E. coli resistentes foram adicionadas e incubadas a

35 £ 2 °C por 24 h. Apds a incubagao, o conteudo dos pogos foi aspirado e lavado com
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tampao fosfato pH 7,4. As placas foram secas e, em seguida, as bactérias aderidas foram
fixadas com metanol 99%. Apos a fixacdo, o metanol foi removido e as placas foram
colocadas para secar novamente. Em seguida, as bactérias aderidas as placas foram coradas
com cristal violeta 1%. O excesso de corante foi removido e 30% de acido acético glacial
foi adicionado a cada pogo. Na sequéncia, foi realizada uma andlise do resultado por
espectrofotometria a 630 nm (Leitora de Microplacas ELISA Tela 5.7 polegadas Colorida
DR-200BS-NM da Kasuaki). Os pogos contendo apenas meio de cultura foram usados como
controles negativos. As cepas foram classificadas em quatro categorias com base nos valores
de OD (densidades oOpticas) dos biofilmes bacterianos em comparagdo com o valor de ODc
(densidade optica do controle), da seguinte forma: ndo aderente se OD < Odc; produgao fraca
de biofilme se Odc < OD < 2 x Odc; produ¢do moderada de biofilme se 2 x Odc <OD <4
% Odc; ou produgdo forte de biofilme se 4 x Odc < OD. Experimentos independentes foram

realizados em triplicata em dias diferentes.

4.7.1 Avaliacdo da inibicao da formacgdo de biofilme

Os ensaios utilizados para avaliar a inibigdo da formagdo de biofilme foram
realizados nas cepas que se mostraram moderadas ou fortes produtoras de biofilme.
Inicialmente, TSB + glicose (1%) foi distribuido em cada poco das placas de microdiluigdo.
Ucides cordatus e a Quitosana Comercial foram adicionados nas concentragdes de 2,5; 1,25;
0,625; 0,312; 0,156; 0,078; 0,039; 0,019; e 0,009 mg/mL e, em seguida, suspensdes
bacterianas (10 UFC/mL) dos isolados de bactérias Gram-negativas ATCCs E. coli, A.
baumannii, K. pneumoniae e P. aeruginosa e cepas de E. coli resistentes foram adicionadas.
As microplacas foram incubadas a 35 + 2 °C por 24 h. TSB sem in6culo foi usado como
controle de esterilidade (controle negativo), TSB com indculo foi usado como controle de
crescimento microbiano (controle positivo). Apos a incubacdo, a inibicdo da produgdo de
biofilme foi quantificada usando o método do cristal violeta, e os resultados foram expressos
como concentracao inibitéria minima de biofilme (CIMB) e uma porcentagem de inibicao.
Experimentos independentes foram realizados em triplicata para cada condicdo em dias

diferentes.

4.7.2 Avaliacdo da erradicagdo do biofilme



36

Os ensaios utilizados para avaliar a erradicagdo do biofilme foram realizados
com as mesmas cepas estudadas anteriormente. Inicialmente, o indculo bacteriano dos
isolados de bactérias Gram-negativas ATCCs E. coli, A. baumannii, K. pneumoniae ¢ P.
aeruginosa e cepas de E. coli resistentes foram ajustados para uma densidade de 0,5 da escala
de McFarland em TSB + glicose (1%) e distribuido em placas de microdilui¢cdo. As placas
foram incubadas a 35 + 2 °C por 24 h para permitir a formag¢do do biofilme. Apds a
incubagdo, o meio de cultura foi removido € o meio foi reposto. Ucides cordatus e a
Quitosana Comercial foram dispensados em microplacas em concentragdes de 2,5; 1,25;
0,625; 0,312; 0,156; 0,078; 0,039; 0,019; ¢ 0,009 mg/mL, que foram incubadas a 35 + 2 °C
por 24 h. TSB sem indculo foi usado como controle de esterilidade (controle negativo) e
TSB com in6culo foi usado como controle de crescimento microbiano (controle positivo).
ApoOs a incubagdo, a erradicacdo do biofilme foi quantificada usando o método do cristal
violeta, e os resultados foram expressos como a concentragdo minima de erradicagdo do
biofilme (MBEC) e uma porcentagem de inibi¢do. Experimentos independentes foram

realizados em triplicata para cada condigao.

4.8 Propriedades dos revestimentos: capacidade molhante

4.8.1 Preparagdo dos Revestimentos de Quitosana Ucides cordatus

A metodologia utilizada ¢ uma adaptacao da que ¢ descrita por Alcantara et al.
(2019). As solucdes de revestimento a base de quitosana (quitosana diluida em acido acético)
foram preparadas em diferentes concentragdes de plastificante (Glicerol, Marca VETEC,
99,5%).

As solugdes de revestimentos foram preparadas dissolvendo a quitosana em uma
solucdo 1% (v/v) de acido acético, adicionando em seguida o plastificante. As solucdes
previamente preparadas foram submetidas a agitacdo, utilizando um agitador magnético
durante um periodo de 12 h em temperatura (= 28 °C). Os revestimentos de quitosana

preparados diferiram no teor de plastificante conforme a Tabela 5.

Tabela 5 - Teor de quitosana e plastificante utilizado no preparado das solugdes de

revestimentos

Solucao % (m/v)
Quitosana Glicerol
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1 - Q. Ucides cordatus 2,0 0,0
2 - Q. Ucides cordatus’ 2,0 0,1
3 - Q. Ucides cordatus? 2,0 0,2
4 — Q. Comercial 2,0 0,0
5 - Q. Comercial’ 2,0 0,1
6 — Q. Comercial® 2,0 0,2

Fonte: Autor, 2025.

4.8.2 Medidas de dngulo de contato

Na determinag@o do angulo de contato utilizou-se como amostras tiras de queijo
coalho. Para cada amostra foram retiradas se¢des retangulares, os quais eram fixados a uma
placa de Petri. Apds a fixagdo das amostras, era realizada a grava¢do de videos do
gotejamento de cada solucdo na superficie do queijo coalho.

O angulo de contato das solu¢des de quitosana com a superficie do queijo foram
determinados de acordo com ASTM D-5725-99, conforme descrito por Alcantara et al.
(2022). Empregando medicdes usando o software GBX Instrumentation Specifique,
combinado com uma cdmera pixeLink Nikon (Figura 6). As amostras do revestimento foram
retiradas com uma seringa de vidro de 1 mL (Fortuna® Optima) sendo o didmetro da agulha
(0,815 mm) determinado com um micrOmetro digital 0-25 mm (Mitutoyo, Japan) com

precisdo de 0,001 mm.

Figura 4 - GBX Instrumentation Scientifique.

Fonte: Autor, 2025.
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A medicdo dos angulos de contatos foram efetuadas no proprio equipamento
GBX Instrumentation Scientifique por intermédio do software Visiodrop deste equipamento,
utilizando o método polinomial como forma de medigao.

Compostos puros, como Formamida (Marca VETEC, 99,5%) PA e Tolueno
(Toluol —Marca VETEC, 99,5%) e agua ultrapura (Milli-Q) foram testados, onde foi pingada
na superficie de queijos coalhos e o valor do angulo de contato foi medido. As medigdes
eram realizadas de modo a evitar alteracdes na superficie testada, ocasionadas pela
desidratacdo do produto. Por isso, eram feitas o mais rapidamente possivel, sendo este

procedimento repetido dez vezes e calculadas a média para cada solugdo testada.

4.8.3 Tensdo Critica Superficial

Antes de avaliar a capacidade de molhabilidade dos revestimentos de quitosana
em tiras de queijo coalho, ¢ necessario determinar a tensdo superficial com base no método
desenvolvido por Zisman (1964). Esse método pratico permite caracterizar a molhabilidade
de superficies solidas por meio da relagdo entre o angulo de contato de um liquido e sua
tensao superficial.

O sistema baseia-se na observagao de superficies com tensdo superficial inferior
a 100 mN/m, classificadas como superficies de baixa energia. Como a molhabilidade de um
liquido sobre um so6lido depende diretamente da energia superficial deste ultimo, ¢ essencial
determinar essa propriedade nas tiras de queijo coalho.

Segundo Zisman, em superficies de baixa energia (y < 100 mN/m), o angulo de
contato de uma gota liquida sobre o solido segue uma relagado linear com a tensao superficial
do liquido.

Para um liquido puro, quando suas interagdes polares (y pL) e dispersivas
(y_dL) sao conhecidas, e o angulo de contato (8) entre o liquido e o sélido ¢ determinado,
essas interacoes podem ser descritas pelo trabalho reversivel de adesdo (W,) conforme a

equacdo de Zisman:

W,=Wi4+ WP & W,=2 (\/ﬂ,.-r,s - yaL x/wf,s-n_.r-f.,L)
Eq. (1)
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A Equagdo 2 representa um rearranjo da Equagdo 1, expressando as

contribui¢des polares (y_pS) e dispersivas (y_dS) da superficie so6lida em estudo:

1+ cosf ¢ T pS % A/ VL \/_
2 V7L VL .
Eq. (2)

Para a estimativa da energia superficial das tiras de queijo, foi calculado o angulo
de contato de trés liquidos puros: formamida (VETEC, 95%), tolueno (VETEC, 99,5%) ¢
agua ultrapura. A partir das componentes polares e dispersivas desses liquidos, foi possivel

determinar as variaveis dependente (Equagao 2) e independente (Equagao 4), conforme a

Equagao 3:
1 +cosl  vr YpL
2 VAL Sl
Eq. (3) Eq. (4)

A estimativa da tensdo superficial critica (y_c) foi realizada por meio da

extrapolagdo grafica proposta por Zisman. A tensdo superficial critica ¢ definida como:

Yo — llm ~vr
B—0

Eq. (5)

4.8.4 Capacidade Molhante

A capacidade molhante das solugdes de revestimento de quitosana foi
determinada por meio do coeficiente de espalhamento (Ws), do coeficiente de adesdao (Wa)
e do coeficiente de coesdao (Wc). O angulo de contato (0) de uma gota de liquido sobre a
superficie solida ¢ influenciado pelo equilibrio mecanico da gota sob a agdo de trés tensoes
interfaciais: a tensao solido-vapor (y_SV), a tensao solido-liquido (y_SL) e a tensao liquido-
vapor (y_LV).

O coeficiente de espalhamento (Ws) foi calculado conforme a equagdo abaixo,

podendo assumir apenas valores negativos ou zero:
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WS=W,—W.=v91v — 7z
Eq.(6)
Os coeficientes de adesdao (Wa) e coesao (WC) foram determinados pelas

seguintes equacoes:

Wo = vv +vsv — 7Ly

Eq.(7)

-H-?, — 2’?‘ LV

Eq.(8)

A solucdo que apresentou um valor de Wgs mais proximo de zero, ¢ a que

representa em melhor condi¢do como opg¢ao para o revestimento do queijo coalho.
4.9 Ensaio de Citotoxicidade dos extratos de Ucides cordatus

O efeito citotoxico dos extratos de Ucides cordatus e quitosana comercial, foram
avaliados conforme orienta a norma ISO 10993-5 (ISSO, 2009). Seguindo o modelo
experimental com adaptagdes de Pontes et al. (2024), que utilizou de células de fibroblastos
do tecido isolado de camundongo (L.929) e queratindcitos da pele humana (HaCaT).

Para os ensaios de citotoxicidade, as células foram semeadas em placas de 96
pogos a uma densidade de 6 x 10* células/pogo para fibroblastos e 10 x 10* células/pogo
para queratinocitos. As células foram mantidas a 5% de CO? e 37 °C por 24 h. Apds esse
periodo, o meio de cultura foi substituido pelos extratos de quitosanas (100 pL) e as células
foram incubadas por 24 h ou 48 h. Como controle negativo (C-) utilizou-se células cultivadas
em DMEM completo.

Para avaliacao da viabilidade celular foi utilizado o método colorimétrico com
MTT, que na presenga de células metabolicamente vidveis € convertido em cristais de
formazan, um composto de coloragdo roxa com densidade otica em 570 nandmetro. Apos
24/48h de tratamento foi retirado o conteudo dos pogos e feita a lavagem com tampao fosfato
salina (PBS) pH 7.,4.

Em seguida, foram adicionados 100 pL da solu¢do de MTT 10% (o MTT foi

diluido em DMEM completo). As placas foram mantidas sob condi¢des de cultivo padrao
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por 4h. Em seguida, o contetdo dos pocos foi descartado e foram adicionados 100
microlitros de DMSO ~98%/poco para dissolucdo dos cristais de formazan oriundos da
redu¢do do MTT por enzimas desidrogenases mitocondriais. Em seguida, as placas foram
lidas em leitora de microplacas em comprimento de 570 nm (espectrofotometro de
microplacas SpectraMax i3x (Molecular Devices, Sunnyvale, EUA). A porcentagem de

viabilidade celular (VC) foi calculado usando a equagdo Eq. (9).

Células viaveis (%) = (F amostra /F Controle Negativo) X 100 Eq (9)

O percentual de viabilidade celular igual ou superior a 70% indicam nao-
citotoxicidade (ISO 10993-5). Logo, todas as amostras com percentual de viabilidade celular
igual ou superior a 70% sdo consideradas ndo-citotoxicas. Percentual de viabilidade celular
superior ao controle negativo (acima de 100%) indicam provavel modulacdo positiva da
proliferacdo celular. Significa que a amostra, além de ndo-tdxica, induziu maior proliferacao

celular em relacao ao controle.

4.10 Analises de Estatisticas

Todos os ensaios foram realizados em triplicata com pelo menos 3 repetigoes
independentes. As andlises estatisticas foram conduzidas utilizando o aplicativo GraphPad
Prism® versao 6.01 para Microsoft Windows. Os dados obtidos foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA), identificada diferenca significativa, as médias foram submetidas ao
teste de comparagao multipla de Dunnett, onde apenas um tratamento (controle negativo)

serve de referéncia. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta se¢do, sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos, com énfase no
potencial antimicrobiano, antibiofilme e seu potencial revestimento evidenciado ao longo da

pesquisa.

5.1 Determinacio da atividade antimicrobiana dos extratos de quitosana in vitro.

O resultado para a capacidade de inibicao do crescimento das cepas padrdes para
os extratos de quitosana na concentragdo de 5 mg/mL (concentragdo mae) por meio do teste
de difusdo direta em 4agar. No presente estudo houve confirmag¢do para a atividade
antimicrobiana para os dois extratos analisados em relagdo as quatro cepas testadas.

Resultado descrito na Tabela 6.

Tabela 6 - Atividade antimicrobiana em teste de difusdo direta em agar

Extratos Quitosana Quitosana Controle
Ucides cordatus Comercial Negativo
Halo de inibicio em mm

Escherichia coli ATCC 1 16 25 -
25922 2 18 20 -
Acinetobacter baumannii 1 14 18 =
ATCC 19606 2 14 18 -
Klebsiella pneumoniae 1 12 20 =
ATCC 13883 2 12 20 -
Pseudomonas aeruginosa 1 19 28 -
ATCC 27853 2 20 28 -

Legenda: Para a atividade positiva foi calculada o halo em mm, simbolo (-) indica auséncia de atividade. Fotos

das analises disponiveis no ANEXO A. Fonte: Autor (2025).

Os halos de inibi¢ao encontrados nas quatro cepas ATCCs evidenciam a
atividade antimicrobiana da quitosana U. cordatus, caracteristica essa intrinseca ao polimero
desacetilado dos exoesqueletos de crustaceos, insetos e fungos (MUTHU et al., 2021). Essa
condi¢do ¢ associada ao alto indice de contato desses organismos com os mais variados
residuos encontrados na natureza, o que pode vir a fazer parte da composi¢ao da estrutura
do exoesqueleto, somadas a composi¢ao da quitina que predomina a constitui¢do dessa
estrutura, ¢ no caso dos crustaceos ¢ somada a desassociacdo ao carbonato de calcio

(HUANG et al., 2020).
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Poucos estudos analisaram o efeito antimicrobiano da quitosana isolada que ¢é
extraida da quitina dos animais pertencentes a ordem Decapoda, e esse numero ¢ ainda
menor quando determinada a familia, nesse caso, o caranguejo, ja que comercialmente as
quitosanas sao vendidas sem a descrigdo em rotulo comercial quais crustaceos fazem parte
da composicdo do produto. Entretanto, foi encontrado um estudo que avaliou a atividade
antimicrobiana da lagosta Cherax quadricarinatus, que demonstrou resultados nos halos de
inibicdo que variaram de 8,7 2 9,9 mm em E. coli e 9,4 a 10,16 mm em Staphylococcus
aureus (RANI et al., 2022). Demonstrando que mesmo isolada a ordem Decapoda ¢ a

quitosana extraida de sua carapaga tem potencial biotecnoldgico.

5.2 Determinac¢ido das CIMs e CBMs

Para determinar a concentra¢do inibitéria minima, foi avaliado a atividade
antibacteriana no ensaio de microdiluicdo em caldo nas cepas ATCCs de E. coli, A.
baumannii, K. pneumoniae, P. aeruginosa e 10 cepas de E. coli clinicamente resistentes,
isoladas de queijo coalho. Em ambos os extratos as cepas demonstraram comportamentos de
inibicao diferente tanto na avaliacdo inibitéria (CIM), quanto bactericida (CBM), mas os
valores de CIM e CBM foram concentracdes menores na quitosana comercial, como pode

ser observado na Tabela 7.

Tabela 7 - Concentracgdes inibitérias minimas (CIMs) e concentracdes bactericidas minimas

(CBMs) dos extratos de quitosanas contra bactérias gram-negativas

Quitosana Ucides cordatus

Extratos Quitosana Comercial (mg/mL)

(mg/mL)
Bactérias CIM CBM CIM CBM
Escherichia coli
ATCC 25922 0,156 0,312 0,078 0,312
Acinetobacter
baumannii ATCC 0,078 0,156 0,039 0,078
19606
Klebsiella
pneumoniae 0,156 0,312 0,078 0,156
ATCC 13883
Pseudomonas
aeruginosa 0,156 0,312 0,039 0,078

ATCC 27853
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E.coli - AQ1 0,156 0,625 0,039 0,156
E.coli - AQ2 0,156 0,625 0,039 0,156
E.coli - AQ3 0,156 0,625 0,039 0,156
E.coli - AQ4 0,156 1,25 0,039 0,312
E.coli - AQ8 0,156 0,625 0,078 0,312
E.coli - CA4 0,156 1,25 0,078 0,625
E.coli - CA7 0,156 0,625 0,078 0,625
E.coli - CA8 0,156 1,25 0,078 0,312
E.coli - CAll 0,156 0,625 0,078 0,312
E.coli - CAl4 0,156 0,625 0,078 0,312

Determinacao da
Concentracao 0,156 0,625 0,078 0,312

Modal
Legenda: Dados nas concentragdes CIM e CBM sio dados nas concentragdes que obtiveram suas menores

concentragdes. Fotos das analises das (CBMs) disponiveis nos ANEXOS B ¢ C. Fonte: Autor (2025).

Tratando-se da determinagao dos valores de CIM e CBM achados nessa analise
e realizando uma comparacdo aos estudos que avaliaram a atividade antimicrobiana por
quitosanas isoladas, e ndo considerando a ordem dos Dacopadas, ¢ visto semelhanca aos
valores de concentragdo nos estudos de Keerthika et al. (2024), que isolou a quitosana de
insetos adultos Zophobas morio, com grau de desacetilagdo em 96%, apresentando solugdes
bactericidas em 1,25; 2,5; 0,63 mg/mL em isolados de E. coli, K. pneumoniae, S. aureos
respectivamente, o estudo avaliou outros isolados microbianos. J& o estudo de Guarnieri e
colaboradores (2022) também avaliou uma quitosana extraida de diferentes estagios de vida
de insetos, e mostrou CIM de 0,15 mg/mL para E. coli, mas também relata concentragdes
mais baixa com atividade antimicrobiana abaixo do controle negativo em cepas Gram-
negativas. Com tudo, nesse mesmo estudo, os autores relatam a observacao da atividade
antibacteriana da concentracao do acido diluente, o que ndo foi observado nesta pesquisa em
questdo, como podem ser visto nos resultados da tabela 7 e nas imagens do anexo A.

Além dos resultados que ja foram relatados, foi observada diferengas estatisticas

no comportamento dos extratos nas diferentes cepas analisadas. No extrato da Ucides
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cordatus (figura 5), vemos inibi¢do nas concentragdes 2,5; 1,25; 0,625; 0,312; 0,156 mg/mL
em todas as cepas, contudo, as concentragdes 0,039; 0,019 e 0,009 nas cepas ATCCs E.coli
e P. aeruginosa cresceram acima do controle negativo. No caso do extrato da quitosana
comercial (figura 6), vemos uma inibi¢do maior que se estende da concentragdo de 0,078 a
2,5 mg/mL, com crescimento acima do controle negativo nas duas menores concentragoes,

também nas cepas ATCCs E.coli e P. aeruginosa.

Figura 5 - Resultados do ensaio de microdilui¢ao para CIM da quitosana Ucides cordatus
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Legenda: Atividade antimicrobiana da quitosana Ucides cordatus comparada ao controle (CN) pelo ensaio de
microdiluicdo em caldo testado em cepas padroes (A — ATCC 25922 E. coli; B— ATCC 19606 A. baumanni;
C— ATCC 13883 K. pneumoniae; D — ATCC 27853 P. aeruginosa), € em isolados resistentes de E. coli (E, F,
G,H, L, J,K,L, M e N). Os dados sdo representados como média + DP de trés réplicas. Onde ****p < (,0001
em comparagao ao grupo controle, **p < 0,01 em comparacdo ao grupo controle e *p < 0,05 em comparagao
ao grupo controle. O teste de Dunnett (ANEXO D.1) foi realizado para comparagdes multiplas onde apenas

um tratamento (controle negativo) serve de referéncia. Fonte: Autor (2025).

Outra observacao possivel, sdo resultados parecidos quando comparado os

diferentes extratos; tanto nas cepas padrdes, quanto nas cepas resistentes de E. coli, que em
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ambos os extratos mostraram absorbancias menores que o controle negativo em todas as

concentragOes analisadas.

Figura 6 - Resultados do ensaio de microdilui¢ao para CIM da quitosana comercial
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Legenda: Atividade antimicrobiana da quitosana comercial comparada ao controle (CN) pelo ensaio de
microdilui¢do em caldo testado em cepas padrdes (A — ATCC 25922 E. coli; B— ATCC 19606 A. baumannii;
C— ATCC 13883 K. pneumoniae; D — ATCC 27853 P. aeruginosa), e em isolados resistentes de E. coli (E, F,
G,H, L, J,K, L, M e N). Os dados sdo representados como média + DP de trés réplicas. Onde ****p < 0,0001
em comparagao ao grupo controle, **p < 0,01 em comparagdo ao grupo controle. O teste de Dunnett (ANEXO
D.2) foi realizado para comparagdes multiplas onde apenas um tratamento (controle negativo) serve de

referéncia. Fonte: Autor (2025).

Os resultados encontrados para a atividade antimicrobiana da quitosana ¢
relatada como sendo principalmente devido ao grau de desacetilagao, peso molecular, pH,

concentracao do extrato e cepa bacteriana testada (HUANG et al., 2020). E esses resultados
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também podem estar associados, sobretudo, a natureza catidnica da quitosana, a qual permite
sua interacdo eletrostatica com os componentes celulares negativamente carregados. Essa
interacdo promove alteragdes na permeabilidade da membrana celular, resultando em sua
desintegragao e consequente morte celular (REMESH et al., 2025). Também ha relatos
cientificos que apontam majoritariamente o uso de quitosana modificada com diferentes
grupos funcionais, como heterociclicos de seis membros, amido hidrolisado/quitosana, bases
de Schiff de quitosana e derivados quaternarios N-alquila e N,N-dialquila (WANG et al.,
2024b; SOUSA et al., 2024), com o objetivo de aprimorar suas propriedades antibacterianas.
Neste contexto, o presente estudo destaca-se por ser o primeiro a investigar o potencial
antimicrobiano da quitosana isolada extraida de Ucides cordatus, utilizando tanto uma
abordagem qualitativa, por meio do teste de difusdo em 4gar, quanto uma abordagem
quantitativa, por meio do ensaio de microdilui¢ao para determinagdo da concentragao
inibitéria minima.

E como destacado por Guarnieri et al. (2022), a realizagdo dos testes de CIM
confere maior robustez e precisdo aos dados obtidos nos ensaios de difusdo em agar. No
entanto, devido a diversidade de metodologias empregadas entre os estudos, e 0os poucos
estudos que avaliaram espécies de Dacopadas isoladamente, os valores de CIM reportados
na literatura sdo, por vezes, controversos. Em muitos casos, a determinacao da CIM baseou-
se apenas em avaliagdes visuais da turbidez dos pocos contendo a amostra de quitosana e a
cultura bacteriana correspondente, sem o suporte de analises quantitativas padronizadas.
Essa variabilidade metodoldgica dificulta a comparagdo direta entre os resultados obtidos

neste estudo.

5.3 Analise de Biofilme

A analise de biofilme foi avaliada em trés fases; sendo a primeira a avaliacao da
capacidade das bactérias se associarem e produzirem biofilme, na sequéncia foi avaliada a
concentrac¢do inibitdria minima de biofilme, e, por fim, a avaliagdo da atividade dos extratos
sobre biofilmes pré-formados. Nessa analise foi somada mais um isolado que sabidamente ¢
bom produtor de biofilme como controle de produgdo de biofilme, sendo usado o isolado
PAO1 (P. aeruginosa) (GRACE et al., 2022).

Na avaliacdo da capacidade de produgdo de biofilme, os isolados foram
analisados pelas médias resultantes das quintuplicada de casa isolado, respeitando a

metodologia observada, sendo suas classificacdes apresentadas na Tabela 8.
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Bactérias

Classificacao Producao de Biofilme

Escherichia coli ATCC 25922

Fraca produgdo de Biofilme

Acinetobacter baumannii ATCC 19606

Fraca produgdo de Biofilme

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883

Fraca produgdo de Biofilme

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Forte producao de Biofilme

Pseudomonas aeruginosa (PAO1)

Forte producao de Biofilme

E. coli - AQ1 Moderada producio de Biofilme
E. coli - AQ2 Forte producao de Biofilme
E. coli - AQ3 Moderada producio de Biofilme
E. coli - AQ4 Moderada producio de Biofilme
E. coli - AQS8 Fraca produgdo de Biofilme

E. coli - CA4 Fraca produgio de Biofilme

E. coli - CA7 Fraca produgio de Biofilme

E. coli - CA8 Nao produtora de Biofilme

E. coli - CAll Fraca produgdo de Biofilme

E. coli - CA14 Fraca produgio de Biofilme

Fonte: Autor (2025).

Apenas as amostras que apresentaram producdo forte e moderada de biofilme

foram analisadas quanto o efeito inibitoério da concentracdo de biofilme e a avaliacdo de

erradicagdo sobre biofilmes pré-formados. Os resultados sdo apresentados nas Figuras 7 e 8

(inibigdo), € 9 e 10 (erradicacdo).

5.3.1 Avaliacdo da atividade das quitosanas sobre a formacao de biofilmes

Quando observado as figuras 9 e 10 ¢é possivel visualizar os resultados

encontrados nos isolados de P. aeruginosa ATCC 27853; P. aeruginosa (PAO1); e E. coli

(AQ1, AQ2, AQ3 e AQ4). Onde mostra que o comportamento dos isolados se mostraram

parecidos com o encontrado na avaliacdo da concentragdo inibitéria minima, mesmo
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havendo diferenga no meio nutriente utilizado para o crescimento bacteriano, onde para as
analises de biofilme o meio TSB foi suplementado com glicose, e usado na avaliacdo de
inibi¢ao dos isolados.

Os efeitos da acdo dos extratos de quitosanas sobre a formagdo dos biofilmes
para as P. aeruginosa (ATCC 27853 e PA 01) quando avaliado o valor da CBM foi de 0,312
mg/mL, que mostra uma reducdo de aproximadamente 98% e 91% com o extrato de U.
cordatus, respectivamente. Ja a quitosana comercial onde o CBM foi de 0,078 mg/mL

apresentou uma inibi¢do de 92% para a ATCC e 80% para PA 01.

Figura 7 — Resultados do efeito inibitdrio dos extratos de quitosana U. cordatus na formagao

de biofilme
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Legenda: Efeito inibitorio dos extratos de quitosana Ucides cordatus na formagdo de biofilme comparado ao
controle (CN) testado na cepa padrdo (A) ATCC 27853 P. aeruginosa, (B) PAO1 (P. aeruginosa) e em isolados
resistentes de E. coli (C, D, E e F). Os dados sdo representados como média &+ DP de trés réplicas. Onde ****p
<0,0001 em comparagdo ao grupo controle, ***p < 0,001 em comparagdo ao grupo controle, **p < 0,01 em
comparagdo ao grupo controle e *p < 0,05 em comparagao ao grupo controle. O teste de Dunnett (ANEXO D.
3 e 4) foi realizado para compara¢des multiplas onde apenas um tratamento (controle negativo) serve de

referéncia. Fonte: Autor (2025).

Para os biofilmes das cepas de E. coli resistente, os valores de CBM de 0,625

mg/mL para AQ1, AQ2 e AQ3 de U. cordatus, e 1,25 mg/mL para o isolado AQ4, mostrou
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resultados de inibigdo que variam entre 86 ¢ 98% de inibi¢do, sendo AQ4 89%. Nos graficos
C, D, E e F da figura 7, ¢ possivel notar semelhanca no comportamento dos isolados quando
comparado com o controle negativo, mostrando o mesmo grau de significancia entre as

concentragdes mais altas.

Figura 8 — Resultados do efeito inibitorio dos extratos de quitosana comercial na formagao

de biofilme
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Legenda: Efeito inibitorio dos extratos de quitosana comercial na formagao de biofilme comparado ao controle
(CN) testado na cepa padrio (A) ATCC 27853 P. aeruginosa, (B) PAO1 (P. aeruginosa) ¢ em isolados
resistentes de E. coli (C, D, E e F). Os dados sdo representados como média + DP de trés réplicas. Onde ****p
<0,0001 em comparagao ao grupo controle, ***p < 0,001 em comparagdo ao grupo controle. O teste de Dunnett
(ANEXO D. 5 e 6) foi realizado para comparagdes multiplas onde apenas um tratamento (controle negativo)

serve de referéncia. Fonte: Autor (2025).

J& para os biofilmes das cepas de E. coli resistente, onde o extrato foi quitosana
comercial, onde os valores de CBM foi de 0,156 mg/mL para AQ1, AQ2 e AQ3, e de 0,312
mg/mL para o isolado AQ4, mostrando resultados de inibi¢do que variam entre 40 e 86%,
sendo AQ4 94%. Nos graficos C, D, E e F da figura 8, € visto que os isolados se comportam
de forma semelhante quando comparado com o controle negativo, mostrando o mesmo grau
de significancia entre as concentragdes mais altas. Foi observado também por meio dessa

analise estatistica, que algumas das menores concentragdes de ambos os extratos mostraram
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valores de absorbancia maiores que o controle negativo, exceto os isolados ATCC 27853 e

AQ4 para U. cordatus; e os isolados AQ2 e AQ4 para quitosana comercial.

5.3.2 Avaliagdo da atividade das quitosanas sobre biofilmes pré-formados

Em relacdo a atividade das quitosanas (Ucides e comercial) em biofilmes pré-
formados para as diferentes cepas, € observado nas figuras 9 e 10, que em alguns casos nao
houve redugdo significativa, e que a grande maioria das concentragdes favoreceram o
crescimento acima do controle negativo. Também ¢é notavel que o crescimento observado,

varia nas cepas e nas diferentes concentragdes, ndo havendo uma padronizagao.

Figura 9 - Resultados do efeito dos extratos de quitosana quitosana U. cordatus sobre

biofilmes pré-formados
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Legenda: Acdo dos extratos de quitosana Ucides cordatus sobre biofilmes pré-formados comparado ao controle
(CN) testado na cepa padrao (A) ATCC 27853 P. aeruginosa, (B) PAO1 (P. aeruginosa) e em isolados
resistentes de E. coli (C, D, E e F). Os dados sdo representados como média + DP de trés réplicas. Onde ****p
< 0,0001 em comparagdo ao grupo controle. O teste de Dunnett (ANEXO D. 7 e 8) foi realizado para
comparagdes multiplas onde apenas um tratamento (controle negativo) serve de referéncia. Fonte: Autor

(2025).
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Os valores percentuais da atividade de erradicagdo nas P. aeruginosas variaram
entre 0,88% e 57% com o extrato da Ucides (figura 11, letra A e B), mas ndo apresentou
uma padronizagdo na escala das concentragdes. Onde as concentragdes como 0,625 ¢ 0,312
mg/mL demonstrou o favorecimento do crescimento da ATCC e 0,625 mg/mL na PA 01.
Enquanto no extrato comercial (figura 10, letra A e B) algo semelhante na ATCC, e na PA

01, se for considerado o intervalo de significancia.

Figura 10 - Resultados do efeito dos extratos de quitosana comercial sobre biofilmes pré-

formados
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Legenda: A¢do dos extratos de quitosana comercial sobre biofilmes pré-formados comparado ao controle (CN)
testado na cepa padrao (A) ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa, (B) PAO1 (P. aeruginosa) e em isolados
resistentes de E. coli (C, D, E e F). Os dados sdo representados como média + DP de trés réplicas. Onde ****p
< 0,0001 em comparagao ao grupo controle, ***p < 0,001 em comparagdo ao grupo controle, **p < 0,01 em
comparagdo ao grupo controle e *p < 0,05 em comparagdo ao grupo controle. O teste de Dunnett (ANEXO D.
9 e 10) foi realizado para comparacdes multiplas onde apenas um tratamento (controle negativo) serve de

referéncia. Fonte: Autor (2025).

Nos isolados de E. coli resistentes, 0 mesmo foi observado, entretanto, o isolado
AQ2 (ucides) foi o isolado que mostrou uma curva de crescimento a medida que a

concentracdo diminuia. Na quitosana comercial o mesmo isolado mostra algo parecido, com
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diferenga apenas na maior concentra¢do, que mostra ser o maior crescimento de biofilme na
escala da absorbancia, até mais que os outros isolados sob 0 mesmo tratamento.

A formacdo de biofilmes por patégenos representa um dos principais
mecanismos de resisténcia frente a agentes antimicrobianos. Esse processo envolve a adesao
inicial das bactérias a superficies biodticas ou abioticas, seguida pela fase de maturacao
estrutural e, por fim, pela dispersdo das células, o que favorece a colonizagao de novos nichos
e a persisténcia da infec¢do (REMESH et al., 2025). Portanto, inibir a formacao inicial de
biofilme e eliminar o biofilme maduro pré-formado sao estratégias essenciais para erradicar
patogenos formadores de biofilme. As propriedades antibacteriana e antibiofilme de
quitosana sdo influenciadas por multiplos fatores estruturais. Naturalmente a quitosana ¢
hidrofilica e por essa composi¢do, pode apresentar aumento da alcalinidade e maior
densidade de carga positiva, quando sofre protonac¢do no grupo amina (-NHz"), o que da a
quitosana uma carga positiva significativa. E quanto maior o grau de desacetilacdo, mais
grupos amino livres ela tera, resultando em uma maior densidade de carga positiva em meio
acido e maior alcalinidade relativa, pois mais locais estdo disponiveis para aceitar protons, e
assim ter maior interacdo com as superficies bacterianas (WANG et al., 2024a). O estudo
de Wang e colaboradores (2024b) realizou uma adicao de substituintes (heterociclicos) em
uma quitosana comercial com grau de desacetilagdo em 89%, substituintes com uma
eventual potencializacdo nas atividades antibacterianas e antibiofilme. Resultando taxas
contra a atividade de remocgao de biofilme que variou entre 45,8% e 70,2% contra E. coli e
de 82,2% a 85,7% contra S. aureus. Para esse estudo a quitosana U. cordatus nao passou por
nenhuma modificacdo, e contra cepas Gram-negativas demonstrou atividades inibitorias de
biofilme que variara entre as concentragoes de 0,156 a 2,5 mg/mL.

Os crustaceos Litopenaeus vannamei (desacetilacio 47,8%), Parapenaeus
longirostris (desacetilagdo 66,7%) e Portunus trituberculatus (desacetilacdo 58,%) foram
avaliados e apresentaram taxas de inibicdo e erradicacdo de biofilme em 63; 68 e 73% de
inibicdo em Salmonella typhimurium e de 64; 68 ¢ 61% em S. aureus respectivamente. Ja
para erradicagdo os mesmos extratos mostraram comportamento semelhantes, apenas com
algumas poucas variagdes no percentual obtido (REMESH et al., 2025). No entanto, a
concentracdo mais efetiva demostrada pelos autores no estudo, foi de 10 mg/mL, valor
superior ao que foi observado no presente estudo. O que evidencia que quanto maior a
quantidade da concentracdao, maior serd o efeito inibitorio e erradicante do biofilme pré-

formado.
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Quanto ao potencial favorecimento observado nesse estudo pela quitosana nas
concentragdes analisadas em biofilmes pré-formados ndo foi achado parecido na literatura
quando comparado, mas foi observado que o biofilme pré-formado respondeu melhor a
erradicagdo em concentragdes de 2,5 ¢ 5 mg/mL com taxas de 20% e maios ou menos 45%
respectivamente no estudo de Wang e colaboradores (2024b), outras analises demostrara
resultados melhores, no entanto, a quitosana havia sido modificada com sais de amonio
quaternario, o que permitia uma maior aumento na hidrofobicidade, evitando a associacao
entre os microrganismo ¢ consequente formagdo da estrutura do biofilme. A
hidrofobicidade esta associada a uma interacdo hidrofébica-hidrofobica o que aumenta a
atividade antibacteriana, como a quitosana sem modifica¢do é considerada hidrofilica, em
caso de menor densidade da massa utilizada no extrato, pode nao apresentar inibi¢ao
significativa e ocorre de servir como nutriente, tendo em vista se tratar de um polissacarideo
(WANG et al., 2024a). No entanto, mais estudos sdo necessarios para descobrir os

mecanismos exatos envolvidos.

5.4 Capacidade molhante do revestimento em queijo coalho

Para a determinagdo da capacidade do revestimento de quitosana, foi empregado
as andlises de tensdo critica superficial e de molhabilidade, aplicados sobre a superficie de

queijo coalho, comprado no mercado local de Fortaleza, Ceara.

5.4.1 Tensao Critica Superficial

As variaveis independentes e dependentes (Equagdo 1) foram calculadas a partir
dos valores dos angulos de contato na superficie dos queijos coalhos de trés compostos
puros: agua (D), formamida (E) e tolueno (F) (imagens do angulo de contato dos compostos
estao no ANEXO D). Os angulos foram combinados com os valores de tensao superficial e
seus componentes nos compostos puros, conforme relatado por Alcantara et al., (2019); Vale

et al., (2020a) e Silva et al., (2024), e estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 - Componentes da tensdo superficial dos liquidos usados para caracterizar a

superficie dos queijos coalhos

Componentes yL (mN/m) v (mN/m) vPr. (mN/m)
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Agua 72.10 19.90 52.20
Formamida 56.9 23.50 33.40
Tolueno 28.5 27.5 1.32

Fonte: Alcantara et al., (2019); Vale et al., (2020a) e Silva et al., (2024).

A Equacdao 2, mostra a equacao de regressao dos dados obtidos com os
compostos puros na superficie das amostras. Essa equacdo foi utilizada para calcular os
componentes da tensdo superficial (polar e dispersivo) do queijo coalho.

O alto coeficiente de correlagdo (R* = 0,9985) sugere uma forte correlagdo linear
entre as variaveis dependentes e independentes. Para validar o modelo global e determinar a
significancia estatistica dos pardmetros na Equacdo 2, foi utilizada a andlise de variancia

(ANOVA) com um nivel de significancia de p < 0,05 (Figura 11).

Figura 11 — Extrapolacdo do grafico de Zisman para a superficie do queijo coalho (intervalo

de confianga de 95%).
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Fonte: Autor (2025).

Ao extrapolar o grafico de Zisman (1964) para a superficie dos queijos coalhos
(Figura 11), foi possivel determinar um valor de tensao superficial critica (CST) de -14,1399
e uma tensao superficial de 55,63 mN/m. Como o valor de CST ¢ inferior a 100 mN/m, o
método pode ser utilizado para estimar a tensao superficial critica por meio da extrapolagdo

do gréfico. O coeficiente de determinagdo (R? = 0,9985) indica que 99,85% da variagdo do
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cos 0 foi explicada pelo modelo. Isso demonstra uma forte associacao linear entre o cosseno
do angulo de contato (0) e a tensdo superficial do liquido em teste.

O valor da tensao superficial do queijo coalho encontrado neste estudo (55,63
mN/m) apresenta um componente polar de 40,05 mN/m e um componente dispersivo de
15,58 mN/m. O valor mais alto do componente polar ¢ devido principalmente ao alto
conteudo de agua (Tabela 10) do musculo e a polaridade dos aminoacidos que compdem as

proteinas (Santos et al., 2011).

Tabela 10 - Composi¢ao Quimica do Queijo Coalho

Componente Constituinte (%)
Umidade 57,58 (+1,04)
Proteina 22,43 (£1,05)
Gorduras 18,00 (£2,37)

Carboidrato 0,98 (+0,01)
Cinzas 2,96 (£0,15)

Fonte: Santos et al., (2011).

5.4.2 Molhabilidade dos Revestimentos de Quitosana no Queijo Coalho

A molhabilidade ¢ um dos principais pardmetros analisados na avaliacdo da
capacidade de uma solugdo em revestir uma superficie. As forcas de adesdo estabelecidas
entre a solucdo e a superficie favorecem a dispersdo do revestimento. O coeficiente de
espalhamento (Ws) € determinado pela diferenga entre as forcas Wa e We, sendo o parametro
utilizado para medir a eficiéncia da solugdo na cobertura da superficie. Os resultados das

analises realizadas sdo descritas na tabela 11.

Tabela 11 - Média e Desvio Padrdo dos valores de Adesao (Wa), Coesao (Wc) e Coeficiente

de espalhamento (Ws) dos revestimentos de quitosana e glicerol nos queijos coalhos

Quitosana +

Solucoes

Glicerol % (m/v)

W. (mN/m)

W. (mN/m)

W, (mN/m)

1 - U. cordatus 2,0 +0,0 107,67 (20,17* 121,86 (1,07  -14,19 (£0,17)*
2 — U. cordatus 2,0 +0,1 103,48 (£0,68)° 120,94 (£0,19)7  -17,46 (+0,68)"
3— U. cordatus 2,0+02 105,17 (20,18)* 120,21 (£0,43)®  -15,04 (£0,18)°
4 — Comercial 2,0 +0,0 103,15 (£0,48)° 113,96 (£2,38)*  -10,80 (+0,48)"
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5 — Comercial 2,0+0,1 99,88 (£0,45)" 110,48 (£1,36)°  -10,60 (0,45)°

6 — Comercial 2,002 98,99 (£0,50)" 111,40 (£2,18)°  -12,41 (£0,50)°

Legenda: Letras diferentes dentro dos grupos (colunas W,, W, e W;) indicam diferenca estatisticamente

significativa (teste de Tukey, p < 0,05). Fonte: Autoria (2025).

Onde o resultado ¢ interpretado da seguinte maneira: Na coluna da analise do
Coeficiente de Adesao (W,), os resultados com a mesma letra ndo apresentam diferencas
significativas. Por exemplo, "5 - Comercial" e "6 - Comercial", letra D ndo diferem entre si,
mas ambos sdo estatisticamente diferentes das letras A e B. Ja na coluna do Coeficiente de
Coesdo (We), vemos que “1 - U. cordatus”, letra A ¢ estatisticamente diferente dos grupos
"5 - Comercial" e "6 - Comercial", letra C, mas "2 - U. cordatus " ¢ "3 - U. cordatus ", letra
AB, nio diferem significativamente de "2 - Comercial", letra BC, pois compartilham a letra
"B". E na coluna do Coeficiente de espalhamento (W5s), apresenta no grupo "4 - Comercial",
letra BC, que nao difere estatisticamente de "5 - Comercial", por possuir a letra B, mas ¢
significativamente diferente de "1 - U. cordatus" e "2 - U. cordatus".

Em resumo, os resultados obtidos permite concluir de maneira geral que os
grupos com a mesma letra ndo apresentam diferenca estatistica significativa. Grupos com
letras diferentes sdo estatisticamente distintos. E que o uso do glicerol afeta
significativamente os valores das varidveis, sendo que a quitosana de U. cordatus apresenta
comportamento diferenciado em relacdo a quitosana comercial.

Sendo assim, a U. cordatus nas solucdes 1 e 3 se mostraram a mais eficiente,
sendo a 3 a sugestiva como a solu¢do a ser aplicada no emprego do revestimento devido a
sua composicao ser associada ao glicerol. E nas solucdes 4 e 5 (comercial), a mais adequada
a ser considerada ¢ a solu¢do 5, pelo mesmo motivo, o emprego do glicerol. E quando
comparada as solugcdes 3 e 5, foi observada que elas nao apresentam diferenca estatistica
significativa no coeficiente de espalhamento (Ws); portanto a quitosana U. cordatus se
mostra tdo eficiente quanto a quitosana comercial. O contato das solugdes de quitosana com
a superficie do queijo coalho foram registrados com o uso da camera pixeLink Nikon, onde
as imagens podem ser visualizadas no ANEXO D.

O angulo de contato de superficies de queijo regional Saloio, tradicional em
Portugal, foi avaliado por essa técnica com finalidade de produzir um revestimento
comestivel, no entanto, a composicao e a formulagdo do revestimento foi de Quitosana (nao
identificada sua origem de extracdo, mas comercial), galactomanana de Gleditsia

triacanthos e agar de Glacilaria birdiae, com diferentes formulagdes e adicao de
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plastificante (glicerol e Tween 80) e 6leo de milho. O resultado apresentou boa capacidade
de revestimento pela técnica do angulo de contato, e as taxas de consumo de O> e produgao
de CO» do queijo com revestimento mostraram uma diminui¢do das taxas de respiragdao. O
queijo sem revestimento teve um extenso crescimento de mofo na superficie quando
comparado ao queijo revestido. Os resultados mostram que esses revestimentos podem ser
aplicados como uma alternativa aos revestimentos sintéticos (CERQUEIRA et al., 2009).
Diferente do estudo apresentado, essa pesquisa se limitou apenas a analise do angulo de
contato.

No entanto, revestimento de U. cordatus ja foi descrito na literatura, sendo
aplicado em outro alimento, sendo o filé¢ de Scomberomorus brasiliensis (peixe), chegando
a conclusdo do seu potencial melhorando a qualidade fisico-quimica e microbiolégica do
pescado, produzindo menor degradacdo de proteinas e formacao de bases volateis totais. No
geral, as melhorias nas qualidades fisico-quimicas foram relacionadas a redug¢do do numero
de bactérias presentes no filé de serra, devido ao revestimento com quitosana (VALE et al.,
2020a). E como demostrado na tabela 3, a quitosana a mais de dez anos vem sendo utilizada
como uma matéria prima na producdo de biofilmes comestiveis, que agregam propriedades
antimicrobianas e assim prolongam a vida util de uma variada classe de alimentos, desde

frutas, alimentos processados, ou alimentos carneos.

5.5 Citotoxicidade in vitro dos Extratos de Ucides cordatus e Quitosana Comercial

O resultado para a analise de citotoxicidade dos extratos de ambas as quitosanas
(U. cordatus e comercial), foi realizado por meio do teste de viabilidade celular, usando
MTT, onde o percentual igual ou superior a 70% indicam nao-citotoxicidade (ISO 10993-
5). Logo, todas as amostras com percentual de viabilidade celular igual ou superior a 70%
sdo consideradas ndo-citotoxicas. Percentual de viabilidade celular superior ao controle
negativo (acima de 100%) indicam provavel modulacdo positiva da proliferacao celular.
Significa que a amostra, além de ndo-toxica, induziu maior prolifera¢do celular em relacao

ao controle. Resultados descritos nas figuras 12 e 13.

Figura 12 — Analise de citotoxicidade in vitro para extratos de Ucides cordatus e Quitosana

Comercial
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Legenda: Analise de citotoxicidade in vitro para os extratos de U. cordatus (A) e Quitosana Comercial (B),
incubados com fibroblastos; e U. cordatus (C) e Quitosana Comercial (D) incubados com queratinécitos.
Observando as diferentes concentragdes dos extratos, em diferentes intervalos de tempo, sendo: 24h (preto) e

48h (cinza). Fonte: Autor (2025).

Foi observado que a quitosana de U. cordatus (A e C), demonstrou que a
viabilidade celular de fibroblastos e queratindcitos tende a aumentar conforme a
concentra¢do da quitosana diminui. Onde em concentra¢des mais altas (2.5 e 1.25 mg/mL),
ha uma redugdo da proliferacdo das células abaixo de 70%, indicando citotoxicidade, sendo
essa atividade toxica mais alta em células de queratindcitos na maior concentragao. Ja em
concentragdes menores (< 0.312 mg/mL), a viabilidade celular fica acima de 70%, indicando
auséncia de citotoxicidade. E algumas concentragdes proximas a 0.078 — 0.009 mg/mL
demonstram viabilidade acima de 100% apds 48h, sugerindo um possivel efeito
proliferativo; registros do cultivo celular podem ser vistos no ANEXO E.

Quando comparadas os resultados, ambas as quitosanas apresentaram
comportamento semelhante, sendo citotoxicas em concentragdes mais altas (>1.25 mg/mL)
e ndo-citotoxicas em concentragdes menores. Apresentando um possivel efeito proliferativo

em algumas concentragdes (entre 0.312 — 0.009 mg/mL) que mostraram viabilidade acima
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de 100%, indicando que essas amostras podem estimular a proliferacdo celular. E nos
diferentes tempos de exposi¢do (24h vs. 48h), a viabilidade celular geralmente foi maior
apo6s 48h, indicando possivel adaptagao celular ou efeito positivo do material ao longo do
tempo.

Outro ensaio de citotoxicidade foi realizado, s6 que agora das solucdes aplicadas
com finalidade de revestimento, avaliados pela técnica de molhabilidade. Os resultados

podem ser visualizados na figura 13.

Figura 13 — Andlise de citotoxicidade in vitro para as Solugdes de Ucides cordatus e
Quitosana Comercial que avaliou as propriedades de revestimento - capacidade de

molhabilidade
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Legenda: Analise de citotoxicidade in vitro para as solugdes de Ucides cordatus e Quitosana Comercial em
suas respectivas formulagdes. Sendo avaliadas em células de Fibroblasto (A) e Queratindcitos (B). Observando
as diferentes concentragdes dos extratos, em diferentes intervalos de tempo, sendo: 24h (preto) e 48h (cinza).

Fonte: Autor (2025).

Como pode ser visto na figura 14, imagens A e B, ambas as células sofreram
efeitos toxicos, diminuindo a proliferacdo das células. Porém mesmo tendo uma redugdo
significativa abaixo de 70%, o desempenho das solu¢des se mostrou mais viavel em células
de fibroblastos, quando comparadas com as de queratindcitos, que apresentaram um
crescimento de células entre 20-30% nas 24h, enquanto nas 48h as solu¢des se mostraram

quase que 100% de toxicidade.
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Em linhas gerais, a quitosana ¢ uma molécula considerada atoxica, ou seja, ndo
toxica aos organismos vivos (HUANG et al., 2020). Apesar do que foi achado nesse estudo,
que nas maiores concentracdes mostrou crescimento celular inferior a 70% sob as células
avaliadas, considerando algumas condi¢des, como o tempo de andlise, € também a questao
da associag@o ao polimero. As células de queratindcitos humanos, sdo células com maior
grau de sensibilidade (DIAS et al., 2023), e isso justifica sua agdo de menor
desenvolvimento, quando em contato com os extratos e solugdes do revestimento. Estudos
avaliaram a citotoxicidade da quitosana sobre células de Fibroblasto de Camundongos
(L929), e encontraram resultados de ndo citotoxicidade para o polimero, no entanto, a
concentragdo que foi induzida na avalia¢ao foi de 0,5 mg/mL valor que assim como a U.
cordatus que ndo apresentaram toxicidade (WANG et al., 2024a). Outro estudo que também
realizado pelo grupo de Wang (2024b) realizou avaliacdo citotoxica sobre extratos, no
entanto as concentragdes de MIC correspondente a 2,5 mg/mL ndo foi a mesma usada na
avaliagdo citotoxica, mas sim de valores de 0,05; 0,1 e 0,5 mg/mL que correspondem um
valor de M/V muito abaixo do que foi abordado nas analises que estdao em discussdo. Em
ambos os achados ¢ valido lembrar que a quitosana passou por modifica¢des na sua estrutura
quimica, diferente do objetivo tragado no presente estudo.

Por tanto, a avaliagdo da citotoxicidade da quitosana exige uma analise mais
criteriosa de fatores técnicos que podem influenciar significativamente os resultados dos
ensaios in vitro, especialmente a concentra¢dao do polimero, o tempo de exposi¢do celular e
o tipo de célula utilizado. Concentragdes elevadas de quitosana tendem a aumentar a
viscosidade do meio de cultura, dificultando a difusdo de nutrientes e gases essenciais, o que
pode comprometer a viabilidade celular de forma indireta, independentemente da toxicidade
intrinseca do composto (DIAS et al., 2023). Além disso, periodos prolongados de exposi¢ao
a quitosana podem intensificar efeitos deletérios, enquanto tempos reduzidos de incubagao,
como demonstrado em estudos com aplicacdes especificas, podem atenuar esses impactos
negativos. A escolha do tipo celular também ¢ determinante, uma vez que diferentes
linhagens, como células epiteliais humanas apresentam sensibilidades variadas,
influenciando diretamente os desfechos dos testes. Assim, ¢ imprescindivel que esses
parametros sejam cuidadosamente controlados e interpretados, a fim de evitar conclusdes
equivocadas quanto a biocompatibilidade e seguranga da quitosana em aplicagdes
biomédicas (NARVAEZ-FLORES et al., 2021).

Todos os trabalhos discutidos, em combinagdo com os resultados apresentados

aqui, mostram como polimeros de quitosana ainda necessitam de mais estudos, mesmo ja
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evidenciando uma resposta antimicrobianas eficazes, destacando sua aplicagdo na industria
alimenticia. Como proximos passos do trabalho, ¢ essencial a identificagdo andlises e
padronizacdes metodologicas, € que possa abranger outros grupos de microrganismo, a fim
de se ter uma melhor visao da diversidade antimicrobiana que pode ser desempenhada pela

quitosana U cordatus.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos evidenciam que a quitosana extraida do exoesqueleto de
Ucides cordatus apresenta atividade antimicrobiana significativa contra cepas Gram-
negativas de isolados multirresistentes. Foi observado efeito inibitdrio e bactericida em todas
as cepas analisadas, ainda que em concentragdes distintas, com valores superiores aos da
quitosana comercial utilizada como controle, mas com desempenho estatisticamente
semelhante entre as concentragdes proximas. Também foi observada acdo antibiofilme
eficaz, confirmando o potencial dessa biomolécula como agente de controle microbiano em
contextos criticos de resisténcia.

A avaliacdo citotoxica demonstrou baixa toxicidade frente a fibroblastos e
queratinocitos nas concentragdes testadas, validando a biocompatibilidade dos extratos
utilizados. A aplicacdo da quitosana em modelo de superficie alimentar reforgou sua
viabilidade tecnoldgica como revestimento com propriedades antimicrobianas.

Dessa forma, conclui-se que a quitosana de U. cordatus ¢ uma alternativa
funcional e sustentavel a quitosana convencional, com propriedades bioativas e perfil de

seguranca compativel com aplicagdes de interesse em biotecnologia de alimentos e satde.
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ANEXO A - FOTOS DOS RESULTADOS DO TESTE FURO EM AGAR EM
SOLUCAO MAE DE UCIDES CORDATUS E QUITOSANA COMERCIAL NA
CONCENTRACAO DE 5 MG/ML SOB AS CEPAS ESCHERICHIA COLI ATCC
25922, ACINETOBACTER BAUMANNII ATCC 19606, KLEBSIELLA PNEUMONIAE
ATCC 13883 E PSEUDOMONAS AERUGINOSA ATCC 27853.

Legenda: Foto 1 — Escherichia coli ATCC 25922; Foto 2 - Acinetobacter baumannii ATCC 19606;
Foto 3 - Klebsiella pneumoniae ATCC 13883; Foto 4 - Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
Interpretagdo das letras: C+ Controle Positivo (Polimixina B em 0,016 mg/mL); QU Quitosana
Ucides cordatus; QC Quitosana Comercial e C- Controle Negativo (&cido acético na concentragido
diluente). Interpretagdo dos Tragos Vermelhos (Foto 1): Representa a leitura nas posigdes verticais e

horizontais dos halos de inibi¢do em todas as cepas bacterianas. Fonte: Autor, 2025.
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ANEXO B - FOTOS DOS RESULTADOS DA CONCENTRACAO BACTERICIDA
MINIMA (CBM), RESULTANTE DA CONCENTRACAO INIBITORIA MIiNIMA
(CIM) DOS EXTRATOS DE UCIDES CORDATUS E QUITOSANA COMERCIAL
NAS RESPECTIVAS CONCENTRACOES SOB AS CEPAS ESCHERICHIA COLI
ATCC 25922, ACINETOBACTER BAUMANNII ATCC 19606, KLEBSIELLA
PNEUMONIAE ATCC 13883 E PSEUDOMONAS AERUGINOSA ATCC 27853.

Foto 2 — Quitosana Comercial

Legenda: Foto 1 —Resultado dos extratos de Ucides cordatus nas concentragdes inibidas nas
concentracoes 2,5; 1,25; 0,625; 0,312; 0,156 mg/mL, associadas ao controle positivo bacteriano,
somado ao controle do teste em branco (auséncia de bactéria na regido da placa). Foto 2 -
Resultados dos extratos de Quitosana Comercial nas concentragcdes inibidas nas
concentracoes 2,5; 1,25; 0,625; 0,312; 0,156, 0,078 mg/mL, associadas ao controle positivo

bacteriano, somado ao controle do teste em branco (auséncia de bactéria na regido da placa). Fonte:

Autor (2025).



75

ANEXO C - FOTOS DOS RESULTADOS DA CONCENTRACAO BACTERICIDA
MINIMA (CBM), RESULTANTE DA CONCENTRACAO INIBITORIA MIiNIMA
(CIM) DOS EXTRATOS DE UCIDES CORDATUS E QUITOSANA COMERCIAL
NAS RESPECTIVAS CONCENTRACOES SOB AS CEPAS ESCHERICHIA COLI
MULTIRRESISTENTES.

Legenda: Foto 1 — Resultado dos extratos de Ucides cordatus com variagdes entre as concentragdes

inibidas nas concentragdes 2,5; 1,25; 0,625; 0,312 mg/mL, associadas ao controle positivo
bacteriano, somado ao controle do teste em branco (ausé€ncia de bactéria na regido da placa). Foto 2
- Resultados dos extratos de Quitosana Comercial com variagoes entre as concentragdes inibidas 2,5;
1,25; 0,625; 0,312; 0,156, mg/mL, associadas ao controle positivo bacteriano, somado ao controle

do teste em branco (ausé€ncia de bactéria na regido da placa). Fonte: Autor (2025).
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ANEXO D - INTERVALO DE CONFIANCA DO TESTE DUNNETT (95%).

1 — Intervalo de confianga nos ensaios de microdiluicdo para a concentragdo inibitéria

minima (CIM) nas amostras de quitosana Ucides cordatus nas cepas padroes.

95% Confidence Intervals (Dunnet)
Controle - - 0,00977 mg/mi 4 - e ATCC 25922
Controle - - 0,0195 mg/mil - e
Controle - - 0,03906 mg/mil - - m ATCC 19606
Eugtrnla Ie 0,07813 mg.‘mll- : - 4 ATCC 13883
antrole - - 0,156 mg/ml 4 p [
Controle - - 0,312 mg/ml b~ Y ATCC 27853
Controle - - 0,625 mg/ml 4 ]
Controle - - 1,250 mg/ml 4 .
Controle - - 2,500 mg/mi 5 : (= 2
Controle - - 0,00977 mg/mi - ]
Controle - - 0,0195 mg/ml - Do
Controle - - 0,03906 mg/ml : i
Controle - - 0,07813 mg/mil 4 : Facd
Controle - - 0,156 mg/ml 4 i
Controle - - 0,312 mgiml 4 [a——
Controle - - 0,625 mg/ml et
Controle - - 1,250 ma/ml 1 =
Controle - - 2,500 mg/ml 4 ]
Controle - - 0,00977 mg/ml 4 -
Controle - - 0,0195 mg/mi 4 .-
Controle - - 0,03906 mg/mi + L
Controle - - 0,07813 mg/ml - =21
Controle - - 0,156 mg/ml 4 -
Controle - - 0,312 mg/mi 4 2 2
Controle - - 0,625 mg/ml 4 -
Controle - - 1,250 mg/m| 4 =
Controle - - 2,500 mg/mi 4 (= 2]
Controle - - 0,00977 mg/mil 4 al
Controle - - 0,0195 mg/mil - i
Controle - - 0,03906 mg/mil 4 - !
Controle - - 0,07813 mg/mi + -
Controle - - 0,156 mg/ml 4 : (=
Controle - - 0,312 mg/ml 4 -l
Controle - - 0,625 mg/ml - el
Controle - - 1,250 mg/mil 4 i
Controle - - 2,500 mg/mi 4 : et
10 05 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
Diff. between cell means per row

Legenda: O grafico demostra as concentragdes que devem ser desconsideradas dentro do
intervalo de confianga (95%), quando comparadas com o controle negativo, segundo o teste
de Dunnett. Resultando no desprezo das concentragdes 0,009; 0,019; 0,039 e 0,078 mg/mL
para ATCC 25922; para a ATCC 13883 apenas a concentracao 0,009 mg/mL. E 0,009;
0,019; 0,039 mg/mL para ATCC 27853. Fonte: Autor (2025).
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2 — Intervalo de confianga nos ensaios de microdilui¢do para a concentracdo inibitoria

minima (CIM) nas amostras de quitosana comercial nas cepas padrdes.

Controle - - 0,00977 mg/mil -
Controle - - 0,0195 mg/mil -
Controle - - 0,03906 mg/ml -
Controle - - 0,07813 mg/mil 4
Controle - - 0,156 mg/ml 4
Controle - - 0,312 mg/ml 4
Controle - - 0,625 mg/ml -
Controle - - 1,250 mg/ml 4
Controle - - 2,500 mg/ml 4

Controle - - 0,00977 mg/mil +
Controle - - 0,0195 mg/mil -
Controle - - 0,03906 mg/mi -
Controle - - 0,07813 mg/mil 5
Controle - - 0,156 mg/ml 4
Controle - - 0,312 mg/ml 4
Controle - - 0,625 mg/ml 4
Controle - - 1,250 mg/mil -
Controle - - 2,500 mg/ml

Controle - - 0,00977 mg/mi -
Controle - - 0,0195 mg/ml 4
Controle - - 0,03906 mg/mil -
Controle - - 0,07813 mg/mil -
Controle - - 0,156 mg/ml 4
Controle - - 0,312 mg/ml 4
Controle - - 0,625 mg/ml 4
Controle - - 1,250 mg/ml 4
Controle - - 2,500 mg/mi -

Controle - - 0,00977 mg/mil -
Controle - - 0,0195 mg/ml -
Controle - - 0,03906 mg/ml ~
Controle - - 0,07813 mg/mil -
Controle - - 0,156 mg/ml 4
Controle - - 0,312 mg/ml 4
Controle - - 0,625 mg/ml 4
Controle - - 1,250 mg/ml 4

Controle - - 2,500 mg/ml 4

95% Confidence Intervals (Dunnet)
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Diff. between cell means per row
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Legenda: O grafico demostra as concentragdes que devem ser desconsideradas dentro do

intervalo de confianga (95%), quando comparadas com o controle negativo, segundo o teste

de Dunnett. Resultando no desprezo das concentragdes 0,009; 0,019 e 0,039 mg/mL para
ATCC 25922; e ATCC 27853 as concentragdes 0,009 e 0,019 mg/mL. Fonte: Autor (2025).
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3 — Intervalo de confianca nos ensaios inibitorio dos extratos de quitosana Ucides cordatus

na formacao de biofilme.

95% Confidence Intervals (Dunnet)

Controle - - 0,00977 mg/mi - (——y e ATCC 27853
Controle - - 0,0195 mg/mi - ok m PAD1
Controle - - 0,03906 mg/mil 4 L I A A
Controle - - 0,07813 mg/mi 4 —t
Controle - - 0,156 mg/mi- ; et
Controle - - 0,312 mg/iml =
Controle - - 0,625 mg/mi - e
Controle - - 1,250 mg/ml - il
Controle - - 2,500 mg/ml ——
Controle - - 0,00977 mg/mil - -
Controle - - 0,0195 mg/ml 4 ===
Controle - - 0,03906 mg/ml < - :
Controle - - 0,07813 mg/mi 4 I =1
Controle - - 0,156 mg/ml 4 |--|
Controle - - 0,312 mg/ml 4 =l
Controle - - 0,625 mg/mi ! bl
Controle - - 1,250 mg/m| - -
Controle - - 2,500 mg/ml 4 - b=l
Controle - - 0,00977 mg/mi 4 e
Controle - - 0,0195 mg/mi 5 .
Controle - - 0,03906 mg/mi - Db
Controle - - 0,07813 mg/ml 1 : e
Controle - - 0,156 mg/ml s i
Controle - - 0,312 mg/mi 4 —a—
Controle - - 0,625 mg/iml 1 =i
Controle - - 1,250 mg/ml 4 —a—
Controle - - 2,500 mg/mi - e

-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.8
Diff. between cell means per row

Legenda: O grafico demostra as concentragdes que devem ser desconsideradas dentro do
intervalo de confianga (95%), quando comparadas com o controle negativo, segundo o teste
de Dunnett. Resultando no desprezo das concentracdes 0,009; 0,019; 0,039 e 0,078 mg/mL
para os isolados PA 01 e E.coli AQ1. Fonte: Autor (2025).
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4 — Intervalo de confianga nos ensaios inibitério dos extratos de quitosana Ucides cordatus

na formacgao de biofilme.

95% Confidence Intervals (Dunnet)

Controle - - 0,00977 mg/ml - S — e AQ2
Controle - - 0,0195 mg/mi - : —te—i = AQ3
Controle - - 0,03906 mg/ml 4 —r— A AQ4
Controle - - 0,07813 mg/ml 4 : —
Controle - - 0,156 mg/mi - ——t
Controle - - 0,312 mg/ml : i

Controle - - 0,625 mg/ml- : ——
Controle - - 1,250 mg/ml+ ——
Controle - - 2,500 mg/ml . b}

Controle - - 0,00977 mg/mi- —a—i

Controle - - 0,0195 mg/mi - —
Controle - - 0,03906 mg/mi - D ——
Controle - - 0,07813 mg/ml 4 —— :
Controle - - 0,156 mg/ml ——
Controle - - 0,312 mg/ml+ : —e—
Controle - - 0,625 mg/ml 4 : P -
Controle - - 1,250 mg/ml - .
Controle - - 2,500 mg/ml - : ——
Controle - - 0,00977 mg/ml 4 I—I—I
Controle - - 0,0195 mg/mi 4 —e—i
Controle - - 0,03906 mg/mi - —e—i

Controle - - 0,07813 mg/ml 4 —a—
Controle - - 0,156 mg/ml 4 e |
Controle - - 0,312 mg/ml 4 : o]
Controle - - 0,625 mg/ml - : ——i
Controle - - 1,250 mg/ml 4 : ——
Controle - - 2,500 mg/ml - —a—

1.0

-1.0 0.5 0.0 0.5
Diff. between cell means per row

Legenda: O grafico demostra as concentragdes que devem ser desconsideradas dentro do
intervalo de confian¢a (95%), quando comparadas com o controle negativo, segundo o teste
de Dunnett. Resultando no desprezo das concentragdes 0,009 mg/mL para a E.coli AQ2 e

0,078 mg/mL para o isolado AQ3. Fonte: Autor (2025).
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5 — Intervalo de confianga nos ensaios inibitério dos extratos de quitosana comercial na

formagao de biofilme.

Controle - - 0,00977 mg/mil 4
Controle - - 0,0195 mg/ml 4
Controle - - 0,03906 mg/mi 4
Controle - - 0,07813 mg/ml -
Controle - - 0,156 mg/mi -
Controle - - 0,312 mg/ml 4
Controle - - 0,625 mg/mi
Controle - - 1,250 mg/ml 4
Controle - - 2,500 mg/ml

Controle - - 0,00977 mg/mil -
Controle - - 0,0195 mg/mil -
Controle - - 0,03906 mg/mil -
Controle - - 0,07813 mg/mil 4
Controle - - 0,156 mg/ml 4
Controle - - 0,312 mg/ml 4
Controle - - 0,625 mg/mi -
Controle - - 1,250 mg/ml 4
Controle - - 2,500 mg/ml 4

Controle - - 0,00977 mg/mi 4
Controle - - 0,0195 mg/ml 4
Controle - - 0,03906 mg/ml
Controle - - 0,07813 mg/ml 1
Controle - - 0,156 mg/ml 1
Controle - - 0,312 mg/mi 4
Controle - - 0,625 mg/ml 4
Controle - - 1,250 mg/ml 4
Controle - - 2,500 mg/mi 4

95% Confidence Intervals (Dunnet)
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Legenda: O grafico demostra as concentragdes que devem ser desconsideradas dentro do

intervalo de confian¢a (95%), quando comparadas com o controle negativo, segundo o teste

de Dunnett. Resultando no desprezo das concentragdes 0,009 e 0,019 mg/mL para os

1solados ATCC 27853 e E.coli AQ1; e as concentracdes 0,009; 0,019 e 0,039 para PA 01.

Fonte: Autor (2025).
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6 — Intervalo de confianga nos ensaios inibitério dos extratos de quitosana comercial na

formacao de biofilme.

95% Confidence Intervals (Dunnet)
Controle - - 0,00977 mg/m| - ——t e AQZ
Controle - - 0,0195 mg/mi - : ——t ® AQ3
Controle - - 0,03906 mg/ml - : i A AQ4
Controle - - 0,07813 mg/ml - i
Controle - - 0,156 mg/ml - o}
Controle - - 0,312 mg/mi - —
Controle - - 0,625 mg/mil | i |
Controle - - 1,250 mg/mil - —r—i
Controle - - 2,500 mg/ml - i
Controle - - 0,00977 mg/ml+ ==
Controle - - 0,0195 mg/mi 1 ——
Controle - - 0,03906 mg/mi 5 —ary
Controle - - 0,07813 mg/ml - : -
Controle - - 0,156 mg/ml - bkl
Controle - - 0,312 mg/ml - —iE—
Controle - - 0,625 mg/mil 4 i
Controle - - 1,250 mg/mil - —a—
Controle - - 2,500 mg/mil 4 i
Controle - - 0,00977 mg/ml 4 —
Controle - - 0,0195 mg/m| - D ——
Controle - - 0,03906 mg/mi| - : ———i
Controle - - 0,07813 mg/ml - b
Controle - - 0,156 mg/mil - it
Controle - - 0,312 mg/ml 1 —a—i
Controle - - 0,625 mg/mil 4 ——
Controle - - 1,250 mg/ml - ——i
Controle - - 2,500 mg/mil 4 ——
-0.5 0.0 0.5 1.0 1.5
Diff. between cell means per row

Legenda: O grafico demostra as concentragdes que devem ser desconsideradas dentro do
intervalo de confianga (95%), quando comparadas com o controle negativo, segundo o teste
de Dunnett. Resultando no desprezo das concentracdes 0,009 mg/mL para o isolado de E.coli

AQ?2; e as concentragdes 0,009; 0,019 e 0,039 para AQ3. Fonte: Autor (2025).
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7 — Intervalo de confianga nos ensaios de erradicagdo dos extratos de quitosana Ucides

cordatus de biofilme pré-formados.

95% Confidence Intervals (Dunnet)
Controle - - 0,00977 mg/mi- X e ATCC 27853
Controle - - 0,0195 mg/ml 4 B m PAO1
Controle - - 0,03906 mg/mi- X A AQ1
Controle - - 0,07813 mg/mi - n:
Controle - - 0,156 mg/ml - g
Controle - - 0,312 mg/ml - |
Controle - - 0,625 mg/mi 5 n:
Controle - - 1,250 mg/m|- 7l
Controle - - 2,500 mg/mil- 1
Controle - - 0,00977 mg/mi- : .
Controle - - 0,0195 mg/ml 4 : [
Controle - - 0,03906 mg/mi =
Controle - - 0,07813 mg/ml < : [ |
Controle - - 0,156 mg/m| - ]
Controle - - 0,312 mg/ml : |
Controle - - 0,625 mg/ml - ] :
Controle - - 1,250 mg/mi- .
Controle - - 2,500 mg/ml - . u
Controle - - 0,00977 mg/mi - : ™
Controle - - 0,0195 mg/mi 4 : .
Controle - - 0,03906 mg/mi - .
Controle - - 0,07813 mg/ml - : [ ]
Controle - - 0,156 mg/mi .
Controle - - 0,312 mg/ml{ ® :
Controle - - 0,625 mg/ml+ 3 :
Controle - - 1,250 mg/mi- .
Controle - - 2,500 mg/ml+ : [ ]
-1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0
Diff. between cell means per row

Legenda: O grafico demostra as concentragdes que devem ser desconsideradas dentro do
intervalo de confian¢a (95%), quando comparadas com o controle negativo, segundo o teste
de Dunnett. Resultando no desprezo das concentragoes 0,312 € 0,625 mg/mL paraa ATCC
27853; 0,625mg/mL para o isolado PA 01; e as concentracdes 0,009; 0,019; 0,039; 0,078 e
0,625 mg/mL para a E.coli para AQ1. Fonte: Autor (2025).
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8 — Intervalo de confianga nos ensaios de erradicagdo dos extratos de quitosana Ucides

cordatus de biofilme pré-formados.

95% Confidence Intervals (Dunnet)
Controle - - 0,00977 mg/mi - : ; e AQ2
Controle - - 0,0195 mg/ml 4 ] : m AQ3
Controle - - 0,03806 mg/mi 4 ad : s AO4
Controle - - 0,07813 mg/ml - ™ :
Controle - - 0,156 mg/ml 4 ™|
Controle - - 0,312 mg/ml 4 I
Controle - - 0,625 mg/mi w
Controle - - 1,250 mg/mi 4 : ™
Controle - - 2,500 mg/ml 4 ]
Controle - - 0,00977 mg/mi -
Controle - - 0,0195 mg/ml 4 (] :
Controle - - 0,03906 mg/ml - - :
Controle - - 0,07813 mg/ml - ‘m
Controle - - 0,156 mg/ml 4 = :
Controle - - 0,312 mg/ml 4 -
Controle - - 0,625 mg/ml 4 2]
Controle - - 1,250 mg/ml+ -
Controle - - 2,500 mg/ml 4 = :
Controle - - 0,00977 mg/ml - m
Controle - - 0,0195 mg/ml 4 "
Controle - - 0,03906 mg/ml - -
Controle - - 0,07813 mg/ml 4 -
Controle - - 0,156 mg/m| - ]
Controle - - 0,312 mg/ml - -
Controle - - 0,625 mg/ml 4 Doom
Controle - - 1,250 mg/mi 4 -
Controle - - 2,500 mg/ml : [
T T i |
1.5 -1.0 0.5 0.0 0.5
Diff. between cell means per row

Legenda: O grafico demostra as concentragdes que devem ser desconsideradas dentro do
intervalo de confianga (95%), quando comparadas com o controle negativo, segundo o teste
de Dunnett. Resultando no desprezo das concentragdes 0,009; 0,019; 0,039; 0,078 mg/mL
para o isolado E.coli AQ2. Todas as concentracdes do isolado E.coli AQ3, com excegdo de
0,078 mg/mL. E o intervalo das cinco menores concentracdes (de 0,009 — 0,312 mg/mL) da

E.coli AQ4. Fonte: Autor (2025).
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9 — Intervalo de confianga nos ensaios de erradicacdao dos extratos de quitosana comercial

de biofilme pré-formados.

Controle - - 0,00977 mg/mil 4
Controle - - 0,0195 mg/ml 4
Controle - - 0,03906 mg/ml
Controle - - 0,07813 mg/mil 4
Controle - - 0,156 mg/ml+
Controle - - 0,312 mg/ml -
Controle - - 0,625 mg/ml+
Controle - - 1,250 mg/ml+
Controle - - 2,500 mg/mil+

Controle - - 0,00977 mg/ml-
Controle - - 0,0195 mg/mil A
Controle - - 0,03906 mg/ml 4
Controle - - 0,07813 mg/mil
Controle - - 0,156 mg/ml+
Controle - - 0,312 mg/ml
Controle - - 0,625 mg/ml+
Controle - - 1,250 mg/ml -
Controle - - 2,500 mg/m/l -

Controle - - 0,00977 mg/mi+
Controle - - 0,0195 mg/mil 4
Controle - - 0,03906 mg/ml-
Controle - - 0,07813 mg/ml -
Contrale - - 0,156 mg/mi/|
Controle - - 0,312 mg/ml 4
Controle - - 0,625 mg/ml+
Controle - - 1,250 mg/ml 4
Controle - - 2,500 mg/ml+

95% Confidence Intervals (Dunnet)

& ATCC 27853
® PAD
a ACH
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D e
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Tl

-
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-1.5

-1.0 0.5 0.0 0.5 1.0

Diff. between cell means per row

Legenda: O grafico demostra as concentragdes que devem ser desconsideradas dentro do

intervalo de confianga (95%), quando comparadas com o controle negativo, segundo o teste

de Dunnett. Resultando no desprezo das concentragdes 0,312 e 0,625 mg/mL para a ATCC

27853; 0,312mg/mL para o isolado PA 01, mas apenas dentro do intervalo de significancia;

e as concentragdes 0,009; 0,019; 0,039; 0,156; 0,312 e 2,5 mg/mL para a E.coli para AQ]1.

Fonte: Autor (2025).
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10 — Intervalo de confianga nos ensaios de erradicagdo dos extratos de quitosana comercial

de biofilme pré-formados.

95% Confidence Intervals (Dunnet)

Controle - - 0,00977 mg/mi 4 [— e AQ2
Controle - - 0,0195 mg/ml 4 ——t : m AQ3
Controle - - 0,03906 mg/mi ———t A AQ4
Controle - - 0,07813 mg/ml| 4 [ o I
Controle - - 0,156 mg/ml - ——
Controle - - 0,312 mg/ml 4 ——
Controle - - 0,625 mg/ml 4 [—
Controle - - 1,250 mg/ml - N
Controle - - 2,500 mg/ml 4 i
Controle - - 0,00977 mg/ml 4 ——i
Controle - - 0,0195 mg/ml 4 ——
Controle - - 0,03906 mg/mil =g :
Contrale - - 0,07813 mg/ml - it
Controle - - 0,156 mg/ml - -
Controle - - 0,312 mg/ml - —E— :
Controle - - 0,625 mg/ml i
Controle - - 1,250 mg/m| - Vet
Controle - - 2,500 mg/ml - .
Controle - - 0,00977 mg/ml - —a—
Controle - - 0,0195 mg/mi ~ i :
Controle - - 0,03906 mg/mi - ——
Controle - - 0,07813 mg/ml - —ar—
Controle - - 0,156 mg/ml - ot
Controle - - 0,312 mg/mi+ o
Controle - - 0,625 mg/ml- ——
Controle - - 1,250 mg/mi - H-ul—l
Controle - - 2,500 mg/mi+ ==
T L L 1
-1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5

Diff. between cell means per row

Legenda: O grafico demostra as concentragdes que devem ser desconsideradas dentro do
intervalo de confianga (95%), quando comparadas com o controle negativo, segundo o teste
de Dunnett. Resultando no desprezo de todas as concentragdes para os isolados E.coli AQ2
e AQ3 (exceto as concentragdes que apresentam valores positivos quando respeitado o
intervalo de significancia). J4 o isolado AQ4 considerou as concentragdes 1,25; 0,625 e

0,312 mg/mL, desprezando todos os demais. Fonte: Autor (2025).



86

ANEXO E - FOTOS DOS RESULTADOS DA ANALISE DE MOLHABILIDADE
SOBRE A SUPERFICIE DO QUELJO COALHO.

Superficie Queijo 1 - (A)

Superficie Queijo 2 — (B)

Superficie Queijo 3 — (C)

-

| e

Agua — (D)

Formamida — (E)

Tolueno — (F)

Quitosana U. cordatus
0,0% de Glicerol — (G)

Quitosana U. cordatus
0,1% de Glicerol — (H)

Quitosana U. cordatus
0,2% de Glicerol — (I)

-

$
.

Quitosana Comercial
0,0% de Glicerol — (J)

Quitosana Comercial
0,1% de Glicerol — (K)

Quitosana Comercial
0,2% de Glicerol — (L)

Fonte: Autor (2025).
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ANEXO F — FOTOS DOS RESULTADOS DA ANALISE DE CITOTOXICIDADE
24H, RESULTANTE DAS CONCENTRACOES DOS EXTRATOS DE UCIDES
CORDATUS E QUITOSANA COMERCIAL NA CELULA DE FIBROBLASTO DE
CAMUNDONGOS (L929) E QUERATINOCITOS DA PELE HUMANA (HACAT).

Fibroblasto de Camundongos (1.929) — 24horas

Concentragdes

Extratos de Quitosana Ucid
X Qu Ucides cordatus do Extrato

Quitosana Comercial

2,5 mg/mL
(Diluiggo 1)

0,009 mg/mL
(Diluigao 9)

Controle
DMEM

0,156 mg/mL
(Diluigdo 5)




Queratindcitos da pele humana (HaCaT) — 24horas

Concentragdes

do Extrato Quitosana Comercial

Extratos de Quitosana Ucides cordatus

2,5 mg/mL
(Diluigéo 1)

0,009 mg/mL
(Diluigdo 9)

Controle
DMEM

0,156 mg/mL
(Diluigdo 5)

Fonte: Autor (2025).




