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RESUMO 
 

 
A quitosana é um polímero derivado da quitina, de baixo custo, renovável e biodegradável, sendo de 

grande importância econômica e ambiental. Espécies de Candida residem como comensais, fazendo parte 
da microbiota humana normal. Todavia, quando há uma ruptura na homeostase do hospedeiro, as espécies 
do gênero Candida tendem a se tornar patogênicas. Por se tratar de um polímero natural, biodegradável, 
abundante e atóxico, a quitosana tem sido proposta para usos diversos, dentre eles, como antimicrobiano. 
Esse trabalho objetivou avaliar a ação antifúngica da quitosana de baixo peso molar em diferentes tempos 
de crescimento das seguintes leveduras do gênero Candida (ATCC): Candida sp, C. albicans sorotipo A e 
sorotipo B, obtidas na Fundação Oswaldo Cruz, através da Concentração Inibitória Mínima pela tecnica de 
microdiluição. O composto foi testado frente às concentrações puras (20mg/mL) e nas diluições referentes 
às concentrações de 10 mg/mL, 05 mg/mL, 1,75 mg/mL,  0,875 mg/mL 0,437 mg/mL, onde foi observado 
que as cepas de Candida albicans e Candida albicans sorotipo A testadas foram sensíveis à quitosana, 
demonstrando assim o caráter antifúngico do composto estudado. 
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COMPARATIVE STUDY OF THE CHITOSAN ANTIFUNGAL’S ACTION AT DIFFERENT TIMES OF 

GROWTH OF YEAST OF GENDER Candida 
 

ABSTRACT 
 

 
Chitosan is a polymer derived from chitin, low cost, renewable and biodegradable, being of great 

economic and environmental importance. Candida species reside as commensals, being part of the normal 
human microbiota. However, when there is a disruption in the homeostasis of the host, Candida species tend 
to become pathogenic. Because it is a natural polymer, biodegradable, nontoxic, and numerous, chitosan 
has been proposed for many uses, including as antimicrobial. This study aimed to evaluate the antifungal 
effect of low molecular weight chitosan at different growth times of those Candida yeasts (ATCC): Candida 
sp, C. albicans serotype A and serotype B, obtained from the Oswaldo Cruz Foundation, through the 
Minimum Inhibitory Concentration by microdilution technique. The compound concentrations were tested 
against pure (20mg/mL), and the dilutions on the concentration of 10 mg/mL, 05 mg/ml, 1.75 mg/mL 0.875 
mg/mL 0.437 mg/mL, it was observed that where strains of Candida albicans and Candida albicans serotype 
A tested were sensitive to chitosan, thus demonstrating the character of the antifungal compound studied. 

 
Keywords: chitosan, antimicrobial, yeast. 
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INTRODUÇÃO 
 
 

A quitosana é um polímero formado por uma cadeia longa de monossacarídeos unidos por ligações 
glicosídicas, sendo um derivado da quitina, um dos mais abundantes polissacarídeos encontrados na 
natureza, cuja fórmula estrutural da quitina é semelhante à da celulose com a qual compartilha a função 
estrutural em matérias vivas (SILVA, 2005; OLIVEIRA, 2004).  

Diversos estudos relatam a quitosana com caráter antifúngico, sendo descrita principalmente sua 
ação fungiostática. O mecanismo de ação envolve a morfogênese da parede celular, onde as moléculas de 
quitosana vão interferir diretamente no crescimento do fungo, similarmente aos efeitos da quitosona 
observados nas bactérias (EL GHAOUTH, 1992 apud Goy ET AL, 2009). 

Espécies de Candida residem como comensais, fazendo parte da microbiota normal na boca, no trato 
gastrointestinal, trato genitourinário e na região retal em indivíduos sadios. Todavia, quando há uma ruptura da 
homeostase na microbiota ou o sistema imune do hospedeiro encontra-se comprometido, as espécies do gênero 
Candida tendem a manifestações agressivas, tornando-se patogênicas (BARBEDO et al. 2009).   

Apesar do aumento no número de antifúngicos comercialmente disponíveis nos últimos anos, estes 
ainda encontram-se em desvantagem, quando comparados às drogas antibacterianas. Além disso, a 
resistência aos antifúngicos tem representado um grande desafio para a clínica (BATISTA; BIRMAN; CURY, 
1999; CHAMI et al., 2005).  

Diante do fato de vários pesquisadores terem intensificado seus estudos no campo da medicina 
alternativa, investigando substâncias naturais que podem ser utilizadas como antimicrobianos. Torna-se útil, 
além do conhecimento acerca da capacidade antifúngica da quitosana, saber em qual nível de crescimento 
tal biopolímero age. Portanto, tal trabalho objetivou estudar mais profundamente como se dá a ação 
antifúngica da quitosana em diferentes tempos de crescimento de tipos de cândidas relacionados com 
infecções que atingem as diversas partes no organismo humano. 

 

 
MATERIAIS E MÉTODOS 

 
1 Desenho do estudo 

Tratou-se de um estudo do tipo experimental. 
2 Obtenção da quitosana 

A quitosana purificada de baixo peso molar foi comprada com recursos próprios em uma empresa 
de confiança, a Sigma-Adrick, já testada por outros pesquisadores em experimentos (TAPIA et al., 2009).  
3 Preparo do gel de quitosana 

A quitosana foi diluída em ácido acético 1% para obtenção de quitosana com concentração inicial 
40mg/mL (2g de quitosana diluída em 50mL de AC 1%). A soluções ficou em agitação por 12h e depois em 
repouso por mais 12h.  Após esse período foi feito o ajuste do pH com Hidróxido de Sódio a 4% para 
obtenção de pH 6,0. Tal ajuste de pH foi realizado sob agitação para melhor homogeneização da base. 
4 Preparo da solução de fluconazol 
 O fluconazol foi diluído em metanol para obtenção de uma solução inicial de 40 mg/ml  (2g de 
fluconazol diluída em 50mL de metanol). 
5 Determinação da atividade antifúngica da quitosana em diferentes tempos de crescimento 
- Inóculo Microbiano 

As cepas fúngicas foram repicadas em Agar Sabouraud e incubadas em estufas bacteriológicas a 
37ºC, 24h antes da realização do experimento, para fazer o pré-inóculo, obtendo suspensões padronizadas 
em 10

7 
células viáveis/mL em caldo Sabouraud.  Em seguida, foi feito o inóculo em Caldo Sabouraud, que 

serve para análise de cada cepa em tempos de crescimento diferentes, comparando com as concentrações 
referidas em curva de crescimento padrão de cada espécie. 

- Curva de crescimento 

 De acordo com Gava (1984), realizando contagens microbianas periódicas e, ao se fazer um 
gráfico, colocar o logaritmo do número de microorganismos viáveis por mililitro na ordenada e a unidade de 
tempo na abscissa, obteremos uma curva de crescimento. Diante disso, foi feita a preparação do inoculo 
puro das cepas para posterior início de coleta de duas em duas horas com plaqueamento e quantificação 
celular estimada através da avaliação da densidade óptica (D.O.) em comprimento de onda de 620, seguida 
de contagem após 24 e 48 horas de tais preparações. A partir das quatro horas de crescimento foram 
realizadas diluições seriadas com plaqueamento e D.O. de cada uma delas no intuito de facilitar a contagem 
de células. A última coleta foi realizada cento e quarenta e quatro horas após o início. De tal forma, 
obtivemos uma curva de crescimento padrão das espécies em análise sem ação da quitosana para 
posterior comparação de uma curva de crescimento com tal composto em ação. 
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- Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Fungicida Mínima (CFM) para 
cada tempo de ação da quitosana em relação ao crescimento fúngico – Técnica de Microdiluição. 

A técnica da microdiluição é uma adaptação da macrodiluição em caldo. É denominada desta 
maneira porque envolve o uso de pequenos volumes de caldo colocados em placas estéreis de 80, 96 ou 
mais poços de fundo redondo ou chato, próprias para microdiluição (ALVES et al., 2008). 

Foram utilizadas microplacas contendo 96 orifícios com fundo em forma de “U”, distribuídos em 
colunas enumeradas de 1 a 12 e linhas em letras de “A” a “H”. 

As colunas 1 e 2 foram utilizadas para quitosana de baixo peso molecular. A coluna 4 foi utilizada 
como controle negativo, tendo somente meio de cultura Caldo Sabouraud. A coluna 5 continha o controle 
positivo, onde há meio de cultura e inoculo. No que se refere à coluna 6, conteve apenas metanol e meio de 
cultura. Enquanto as colunas 11 e 12 foram utilizadas para testar fluconazol e metanol em diferentes 
concentrações. 

Inicialmente, nas colunas 1 e 2 foram adicionados 45 µL da solução de quitosana possuindo 
diferentes concentrações (0 a 20mg/mL) e 45 µL de caldo Sabouraud e posteriormente inoculado 10 µL de 
cada suspensão de diferentes. Na coluna 4, foi colocado 45 µL de Caldo Sabouraud. Na coluna 5, 90 µL de 
Caldo Sabouraud e 10 µL de inoculo. Na coluna 6, 45 µL de metanol, 45 µLde Caldo Sabouraud e 10 µL de 
inoculo. Quanto às colunas 10 e 11, foram preenchidas com 45 µL da solução de fluconazol, 45 µL de Caldo 
Sabouraud e 10 µL de inoculo. Ao final, cada orifício onde foi testado uma solução anitmicrobiana possuía 
100 µL. 

Após 24 horas do período de incubação das microplacas, foi adicionado 30 µL de resazurina em 
cada orifício das colunas 1, 4, 5, 6 e 11. As colunas 2 e 12 foram utilizadas para determinação da CFM.  

A resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona-10-óxido) é um composto indicador de óxido-redução 
de cor azul que, na presença de células viáveis, é oxidado a resofurina, substância de coloração vermelha 
(PALOMINO et al., 2002). Logo, a coloração azul indica ausência de crescimento fúngico enquanto que as 

variações de rosa e roxo são indicativos da presença de células viáveis para crescimento. Após 15 e 30 
minutos foram feitas as análises da mudança de cor. 

Diante da mudança de cor para determinação da CIM, a primeira concentração que houve 
crescimento visível e duas imediatamente acima foram testadas para encontrar a CFM. Dessa forma, foram 
colocados 10 µL das cavidades da microplaca (sem resazurina) em placa de Petri, as quais foram 
posteriormente incubadas a 37ºC em estufa bacteriológica por 24 horas. A placa onde estava incubada a 
menor concentração de quitosana e não houve crescimento algum foi considerada CFM. 

 
RESULTADO E DISCUSSÃO 

 

 Determinação das Concentrações Inibitórias Mínimas (CIM’s) de quitosana e fluconazol 
para cada tempo de crescimento da espécie Candida albicans sp 

 
Nesta primeira análise, observamos que a quitosana se mostrou mais eficaz para inibir o 

crescimento da Candida albicans. Até a quarta hora de crescimento, tanto a quitosana quanto o 
fluconazol possuíram a mesma CIM de 0,875. A partir da sexta hora de crescimento, a quitosana já 
se mostrou mais eficaz, pois sua CIM foi de 0,875 até a 24ª hora de crescimento, enquanto o 
fluconazol teve aumento gradativo de sua concentração necessária para inibir o crescimento do 
fungo em estudo, como visto nas seguintes tabelas. 

 

. 

Tabela 1. Concentração Inibitória Mínima da quitosana e do fluconazol na espécie Candida albicans sp 

inoculada em Sabouraud, ao longo de 144 horas de incubação a 37ºC  

Tempo (h)  CIM (mg/mL) da 

quitosana 

CIM (mg/mL) do 

fluconazol 

00  0,875 0,875 

02  0,875 0,875 

04  0,875 0,875 

06  0,875 1,75 

08  0,875 1,75 

10  0,875 1,75 

12  0,875 2,5 

15  0,875 05 

18 0,875 05 
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24 0,875 10 

36 2,5 10 

48 2,5 05 

72 05 2,5 

96 05 05 

120 05 05 

144 05 05 
 

 Determinação da Concentração Fungicida Mínima (CFM) de quitosana para cada tempo 
de crescimento da espécie Candida albicans sp 

No que se refere à CFM de cada tempo analisado em curva de crescimento, vimos que até o tempo 18 
de crescimento, a concentração inibitória mínima da quitosana foi a menor concentração testada nos 
experimentos, enquanto a partir de 24 horas de crescimento, a concentração necessária para inibir o 
crescimento de tal espécie de cândida foi aumentando de forma gradativa, como exposto na tabela 3.  

 

Tabela 3. Concentração Fungicida Mínima de quitosana na espécie Candida albicans inoculada em 

Sabouraud, ao longo de 144 horas de incubação a 37ºC  

Tempo (h)  CFM (mg/mL)  

24 1,75 

36 2,5 

48 2,5 

72 10 

96 10 

120 10 

144 20 
 

 Determinação das Concentrações Inibitórias Mínimas (CIM’s) de quitosana e fluconazol 
para cada tempo de crescimento da espécie Candida albicans sorotipo A 

No caso de Candida albicans sorotipo A, a quitosana apresentou-se eficaz em sua menor 
concentração (0,875) até a hora 15 de crescimento, enquanto o fluconazol esteve em sua menor 
concentração de forma eficaz apenas até quatro horas de crescimento, conforme visto nas tabelas a seguir. 

 
 

Tabela 4. CIM da quitosana e do fluconazol na espécie Candida albicans sorotipo A inoculada em 

Sabouraud, ao longo de 144 horas de incubação a 37ºC  

Tempo (h)  CIM (mg/mL) da 

quitosana 

CIM (mg/mL) do 

fluconazol 

00  0,875 0,875 

02  0,875 0,875 

04  0,875 0,875 

06  0,875 1,75 

08  0,875 1,75 

10  0,875 1,75 

12  0,875 1,75 

15  0,875 1,75 

18 1,75 1,75 

24 1,75 2,5 

36 2,5 2,5 

48 2,5 05 

72 1,75 2,5 

96 1,75 05 

120 0,875 05 

144 0,875 2,5 
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 Determinação da Concentração Fungicida Mínima (CFM) de quitosana para cada tempo 
de crescimento da espécie Candida albicans sorotipo A 

 
No que se refere a CFM, da 15º hora até a 24º, a CFM foi igual à CIM. A partir da 36ª hora de 
crescimento, onde a CIM para esta hora foi de 2,5 mg/mL, a CFM correspondeu à 5 mg/mL, assim 
como para as horas 38, 72 e 96 de crescimento. Em relação aos tempos 120 e 144, a CIM dos 
mesmos foi de 0,875 mg/mL, porém suas CFM foi de 5mg/mL. 

 

Tabela 4. CFM da quitosana na espécie Candida albicans sorotipo A inoculada em Sabouraud, ao longo 

de 144 horas de incubação a 37ºC  

Tempo (h)  CFM (mg/mL)  

15 0,875 

18 0,875 

24 1,75 

36 5 

48 5 

72 5 

96 5 

120 5 

144 5 
 

 Determinação das Concentrações Inibitórias Mínimas (CIM’s) e CFM de quitosana e 
fluconazol para cada tempo de crescimento da espécie Candida albicans sorotipo B. 

 
No caso da Candida albicans sorotipo B, não foram obtidos resultados, visto que a resazurina não 
reagiu nem mesmo com o controle positivo em alguma fase de crescimento, por mais que na curva 
de crescimento realizada houvesse crescimento contabilizado acima de 10

6 
UFC.  

 

 DISCUSSÃO 
 

Como visto nos resultados, a quitosana se apresentou mais eficaz que o fluconazol nas duas cândidas 
que obtiveram resultados com a rezasurina. De maneira geral, a quitosana se fez necessária em menores 
concentrações para ser capaz de inibir e/ou matar o crescimento da Candida albicans sorotipo A, quando 
em comparação com a Candida albicans sp. Porém, a Candida albicans sp se apresentou mais sensível 
nos primeiros tempos de crescimento, quando até suas 24 horas de crescimento, foi necessário para inibi-la 
a menor concentração testada, enquanto a menor concentração testada de quitosana para Candida 
albicans sorotipo A foi eficaz apenas até a 15º hora de crescimento. Os resultados obtidos foram capazes 
de demonstrar que, independente da hora de crescimento, a quitosana foi mais eficaz que o fluconazol, já 
que a concentração dessa se apresentava ou igual a do antifúngico já comercializado ou menor que esta.  

 
 

CONCLUSÃO 
 
No presente estudo a atividade antimicrobiana da quitosana foi comprovada sobre um fungo patógeno 

humano cujo gênero é responsável pela maioria das infecções fúngicas documentadas, devido à resistência 
de espécies do gênero Candida a antifúngicos. Concluiu-se que a quitosana pode ter tanto caráter 
fungiostático como fungicida, dependendo de sua concentração no meio, bem como o tempo de 
crescimento do fungo. Notou-se que, em alguns tempos de crescimento, a quitosana se apresentou mais 
eficaz do que o próprio fluconazol, permitindo-nos levantar a hipótese de que a quitosana seria necessária 
em menores posologias para combater uma infecção in vivo.  

Além de necessários mais estudos sobre a ação antimicrobiana, principalmente antifúngica in vitro da 
quitosana, devem-se aprofundar estudos para saber se tal biopolímero pode ser utilizado sem toxicidade 
por humanos no intuito de que futuramente seja possível o uso deste composto como um fármaco para 
tratamento de micoses. 
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