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RESUMO

O biopolimero quitosana apresenta propriedades bioldgicas favoraveis, incluindo carater
antioxidante, antimicrobiana, baixa toxicidade, biodegradabilidade, biocompatibilidade,
acdo anti-inflamatéria e capacidade de formar filmes, o que a torna um material de
grande interesse. Visando a melhoria das propriedades desse biomaterial, 0 presente
trabalho teve como objetivo realizar a sintese e caracterizacdo de derivados anfifilicos
de quitosana com potencial para formagdo de filmes. Os derivados foram obtidos a
partir de quitosana comercial (CHc) previamente desacetilada (CHp) e despolimerizada
(CHL), que foram submetidos a reacdo com o cloridrato de 2-cloro-N,N-dietiletilamina.
O derivado hidrofilico obtido (DEAE-CH,) foi posteriormente modificado com o grupo
dodecil aldeido por meio de reacdo de alquilacdo, resultando no derivado anfifilico de
quitosana (DEAE-CH_-Dod). A massa molecular média foi determinada utilizando
cromatografia de permeacédo em gel (CPG), e os valores obtidos foram de 208 kDa para
CHc, 143 kDa para CHp, 11 kDa para CH_ e 14 kDa para DEAE-CH_. O grau de
desacetilacdo e os graus de substituicdes pelos grupos DEAE e Dod foram determinados
por meio da técnica de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
(RMN *H). O grau de desacetilagdo da CHc foi de 77% e da CHp foi de 97%. Os graus
de substituicdo por DEAE e Dod foram de 44 e 24%, respectivamente. Filmes de
diferentes formulacdes dos polimeros foram produzidos com concentracdes crescentes
de dois agentes plastificantes, glicerol e sorbitol (5%, 10% e 20%) e foram
caracterizados por suas propriedades estruturais, solubilidade, propriedades oticas,
mecanicas, térmicas, permeabilidade ao vapor de agua e antifungicas. Por meio dos
resultados obtidos, verificou-se que a composi¢do quimica dos polimeros, a massa
molecular e a presenca de plastificantes influenciaram significativamente nas suas
caracteristicas e afetaram muito as propriedades mecanicas, espessura, cor e
propriedades de barreira. O estudo antifingico contra Aspergillus flavus, Alternaria
alternata, Alternaria solani e Penicillium expansum mostraram que os filmes contendo
0s grupos DEAE e Dod exibiram maior atividade antifungica que as quitosanas nao
modificadas. As propriedades mecanicas de filmes altamente soltveis foram melhoradas
pelos plastificantes nas porcentagens de 5 e 10%, indicando esses derivados como

potenciais candidatos para o revestimento de graos e frutos de varias culturas.

Palavras - chave: quitosana, biomaterial, anfifilico, filmes, atividade antifingica.



ABSTRACT

Chitosan biopolymer has favorable biological characteristics, including antioxidant,
antimicrobial characters, low toxicity, biodegradability, biocompatibility, anti-
inflammatory action and film display ability, or makes it a material of great interest.
Aiming at improving the properties of this biomaterial, the present work aimed to
characterize and characterize amphiphilic chitosan compounds with potential for film
formation. The derivatives were taken from deacetylated (CHp) and depolymerized
(CHL) commercial chitosan (CHc), which were reacted with 2-chloro-N,N-
diethylethylamine hydrochloride. The hydrophilic derivative used (DEAE-CH.) was
further modified with the dodecyl aldehyde group by alkylation reaction, resulting in no
amphiphilic chitosan derivative (DEAE-CH_-Dod). An average molecular weight gel
permeation chromatography (CPG) was used, and the values were 208 kDa for CHc,
143 kDa for CHp, 11 kDa for CH_ and 14 kDa for DEAE-CH_. The degree of
deacetylation and the degree of substitution of the DEAE and Dod groups were used by
the hydrogen nuclear magnetic resonance spectroscopy (‘H NMR) technique. The
degree of deacetylation of CHc was 77% and the CHp was 97%. The degrees of
substitution of DEAE and Dod were 44 and 24%, respectively. Films of different
polymer formulations were used with crescents of two plasticizing agents, glycerol and
sorbitol (5%, 10% and 20%) and were characterized by their specific characteristics (IV
and XRD), solubility, optical, mechanical, thermal properties. water vapor and
antifungal permeability. Through the obtained results, it was verified that the chemical
composition of the polymers, the molecular mass and the presence of plasticizers
influenced the characteristics and greatly affect the mechanical characteristics,
thickness, color and substance use. The antifungal study against Aspergillus flavus,
Alternaria alternata, Alternaria solani, and Penicillium expansum shows that the films
published by the DEAE and Dod groups exhibited higher antifungal activity than as
unmodified chitosans. As mechanical properties of highly soluble films have been
improved by plasticizers at 5 and 10% percentages, these rates are applied as a

requirement for the coating of grains and fruits of various crops.

Keywords: chitosan, biomaterial, amphiphilic, films, antifungal activity.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Representacdo da estrutura idealizada da quitina e da celulose..................... 21

Figura 2 - Representacdo da estrutura idealizada da quitina (x > y) e quitosana (y >

D TSRS 22
Figura 3 - Representagdo esquematica da estrutura quimica do glicerol....................... 26
Figura 4 - Representagdo esquematica da estrutura quimica do sorbitol...................... 27

Figura 5 - Esquema ilustrativo da rota de sinteses para obtencdo dos derivados de

quitosana e suas respectivas CaraCterizaghes. ... c.evvrrereereerieeriesreeseereeseeeereeseeeneesneens 30
Figura 6 - Quitosana em po obtida ap6s o processo de desacetilagdo...........cccceovrueenne. 31
Figura 7 - Preparacdo dos filmes biopoliméricos. ... 35
Figura 8 - Porta- amostra contendo filme de quitosana para analise de DRX............... 37

Figura 9 - A esquerda, filme fixado na céapsula de aluminio contendo CaCl, anidro e &

direita as capsulas dispostas nos dessecadores antes de serem armazenados na BOD a

L (oF- TSP 39
Figura 11 - Solucdo de BDA utilizada para crescimento dos fungos...........ccceevevvennennn 41
Figura 12 - Esquema da reacdo de desacetilacdo da quitosana comercial...................... 44
Figura 13 - Espectro de RMN *H da quitosana comercial (CHc) em D,O/ DCI a
70 PSSR 45
Figura 14 - Espectro de RMN *H da quitosana desacetilada (CHp) em D,O/ DCI a
70 SR PRSVRSTSPRPRR 45
Figura 15 - Esquema da reacdo de despolimerizacdo da quitosana.............cccceevverveenene. 46

Figura 16 - Esquema da reacdo de sintese do derivado hidrofilico de quitosana (DEAE-

(O T TSSOSO 47
Figura 17- Esquema da reacdo de sintese do derivado anfifilico de quitosana (DEAE-
(O T T o ) OSSPSR 47
Figura 18 - Férmula estrutural idealizada do derivado anfifilico de quitosana (DEAE-
(O T T o ) OSSR OTPR P RR 48
Figura 19 - Espectro de RMN *H da quitosana modificada com o grupo hidrofilico
DEAE (DEAE-CH_) em D20/ DCIa 70°C.....coiiiiiiiiie ettt 49

Figura 20 - Espectro de RMN *H pra o derivado anfifilico de quitosana (DEAE-CH,-
D0od) emM D20/ DCHa 70°C.....oiiiiiieeiieetise ettt sttt e 50



Figura 21 - Filme biopolimérico obtido a partir de quItoSana..........ccccecerverererenescriene, 52
Figura 22 - Espectros na regido do infravermelho para os filmes de quitosana e seus

derivados SINTELIZAAODS. ........cviiieiiiiie ettt sree e 53
Figura 23 - Difratogramas dos filmes de CH¢, CHp, CH,, DEAE-CH,, DEAE-CH, -
5 To o OSSPSR 55
Figura 24 - Difratogramas dos filmes de CHc contendo glicerol (a) e sorbitol (b) na
FOTMUIAGED. ...t e s 56
Figura 25 - Difratogramas dos filmes de (a) DEAE-CH_ e (b) DEAE-CH_-Dod
contendo glicerol Na fOrmMulAGED. ..........ccoieiiiiiiiie e 57

Figura 26 - Percentual de solubilidade dos filmes de quitosana produzidos sem agentes
plastificantes na formulacdo (a) e aspecto visual dos filmes ao término do ensaio de
solubilidade em AgUA (1D).......ccuerireiiie e 59
Figura 27 - Efeito da porcentagem de plastificante na solubilidade em &gua de filmes
preparados com CH_ (a) e seus derivados DEAE-CH_ (b) e DEAE-CH_-Dod

Figura 28 - Efeito da porcentagem de plastificante na solubilidade em &gua de filmes
preparados com CHc (2) € CHp (0)..eoveoeciiiie e 62
Figura 29 - Filmes de CH¢ (a), CHp (b), CH. (c), DEAE-CH_ (d) e DEAE-CH_-Dod

Figura 30 - Escala de cores CIELAB e representacao dos parametros a* e b* dos filmes
de quitosana em Plano CaArteSIAND..........cccvvvveieeieiieie e st e es 64
Figura 31 - Opacidade em funcgédo das porcentagens de glicerol (a) e sorbitol (b) para os
filmes preparados com quitosana € SeUS derivados..........cccvevvereeieeriesiesieseeseessee e 65
Figura 32 - Permeabilidade ao vapor de agua e espessura dos filmes preparados com
quitosana e seus derivados. (a) sem plastificante e com porcentagens crescentes de (b)
glicerol @ (C) SOrDILOL..........oviieece e e 69
Figura 33 - Tensdo maxima dos filmes de quitosana preparados com concentracoes
crescentes de glicerol (a) € SOrbitol (D).......cccveiiiiiie i 72
Figura 34 - Modulo de elasticidade dos filmes de quitosana preparados com
concentragdes crescentes de glicerol (a) e sorbitol (b)........ccccovveei i, 74
Figura 35 - Deformacdo na ruptura de filmes preparados com quitosana e seus
derivados, aumentando as porcentagens de (a) glicerol e (b) sorbitol................cc.cccee. 76
Figura 36 - Curvas de TG-DTG para os filmes de quitosana comercial (CHc¢), quitosana

desacetilada (CHp) e quitosana despolimerizada (CHL).......cccccovevviiiiinvie i 78



Figura 37 - Curvas de TG-DTG para os filmes de quitosana despolimerizada (CH.) e
derivados de quitosana DEAE-CH| e DEAE-CH_-Do0d.........cccooeviiiiniininie e 79

Figura 38 - Efeito da concentracdo no indice de inibicdo do fungo Aspergillus

Figura 39 - Atividades antifungicas comparativas de quitosana de baixas massas
moleculares contra Alternaria alternata, Alternaria solani e Penicillium
BXPANSUM. ..ttt sttt s st e et e s e eR e eh e s e £ e R R s e nn e nree e 82
Figura 40 - Viabilidade celular de células fibroblastos 3T3/NIH na presenca dos
010 [T0 4T o ES TSP SURPTS PSP 84
Figura 41- Aspecto visual apos 15 dias de armazenamento a 25 °C. Tomate a esquerda
foi revestido com filme PVC e a direita o tomate que foi revestido com derivado
anfifilico de quitosana (DEAE-CH-DOd).........ccccovriiiiiiiiie e 85
Figura 42 - Aspecto visual apos 15 dias de armazenamento a 25 °C. A esquerda maca
que foi revestida com filme PVC e a direita a macgéd que foi revestida com derivado
anfifilico de quitosana (DEAE-CH_-DOd).........ccccouviiiiiiiiie e 85
Figura 43 - Aspecto visual ap6s 5 dias de armazenamento & 25 °C. A esquerda banana
que foi revestida com filme PVC e a direita a banana que foi revestida com derivado
anfifilico de quitosana (DEAE-CHL-DOd)........cccccieviiiiiiee e 86



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Reagentes utilizados no desenvolvimento do trabalho..............cccceeev e 29

Tabela 2 - Teor dos plastificantes, glicerol e sorbitol utilizados no preparo dos

L L5 35
Tabela 3 - Relacdo entre a massa do polimero e a concentracdo das solucbes de
polimeros utilizadas nos ensaios MICrobIOIAGICOS..........couvereireicre e 40
Tabela 4 - Propriedades da quitosana e seus derivados............c.ccecvveeerieiencienecnieneen, 51
Tabela 5 - Propriedades de cor dos filmes de quitosana e seus derivados..................... 66

Tabela 6 - Permeabilidade média ao vapor de agua dos filmes de quitosana preparados
com porcentagens crescentes de glicerol e sorbitol, acondicionados em umidade relativa
08 5300, ittt ettt b e e e e he e et et e e b be e be e ae e et e e araeareen oo 70
Tabela 7 - Espessura média dos filmes de quitosana preparados com porcentagens
crescentes de glicerol e sorbitol a uma umidade relativa de 53%..........cccccecvvvvriveieennnns 70
Tabela 8 - Valores de temperatura maxima de degradacdo, porcentagens de massa
perdida e porcentagens de massa residual dos polimeros...........ccccevvvveiieciesievncseeenenn, 80
Tabela 9 - Valores dos indices de inibicdo (%) obtidos para os diferentes derivados de

quitosana testados contra o fungo Aspergillus flavus............cccovevviiiiiici i 81



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

BDA - batata dextrose agar

CHc - quitosana comercial

CHp - quitosana desacetilada

CH_ - quitosana degradada

CPG - cromatografia de permeagédo em gel

DEAE - cloridrato de 2-cloro-N,N-dietiletilamina

DEAE-CH, - quitosana com dietiletilamina (derivado hidrofilico)
DEAE-CH_-Dod - quitosana com dietiletilamina e dodecil ( derivado anfifilico)
Dod - dodecil aldeido

DRX - difracdo de raio-X

DTG - analise térmica diferencial

Embrapa - empresa brasileira de pesquisa agropecuaria

GD - grau de desacetilacéo

GSpog - grau de substituicdo por grupos dodecila

GSpeae - grau de substituicdo por grupos DEAE

IV - espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier
M, - massa molecular numérica média

M,, - massa molecular ponderal média

Pdi - polidispersividade

PVA - permeabilidade ao vapor de agua

RMN 'H - Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
TG - andlise termogravimétrica

UR - umidade relativa



SUMARIO

LINTRODUGAO........ oot vees e st 19
1.1 QUITINA E QUITOSANA . ..ottt e e e sre e e s nrae e e 21
1.2 AQUITOSANA NO DESENVOLVIMENTO DE BIOMATERIAIS.................... 23
1.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DA QUITOSANA......coeeee e 24
1.4 FILMES BIOPOLIMERICOS........oieieeeeeee oottt st 25
2 O0BJIETIVOS. ... oottt sttt et e ettt 28
2.1 OBIETIVO GERAL..... oottt ettt sne e e snae e anae e e nnae e 28
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS........coiviieieieecieeietse s 28
3 MATERIAIS E METODOS.......cooouiiiieieieece st 29
S.LREAGENTES. ... e e e et e et ae e aeenneeas 29
3.2 SINTESES DOS DERIVADOS DE QUITOSANA.......cciieeeeeeeeeeeeeee e 29
3.2.1 Reacdo de desacetilacdo da quitosana comercial...........cccocvevveeiiiienieeie s, 31
3.2.2 Reacdo de despolimerizagédo da quitosana desacetilada.............cccoevvivvesvvriennnn, 31
3.2.3 Sintese do derivado hidrofilico de qUItOSaNa............cccueveiiveiee sie e e 32
3.2.4 Sintese do derivado anfifilico de qUItOSaNA...........cccceeiieiieviiieciie e 32
3.3 CARACTERIZACAQO DOS POLIMEROS.......cooiveieeeeeeseetsieesee s evies s s s 33
3.3.1 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio.............c.ccccue.e.. 33

3.3.2 Determinacao da massa molecular média por cromatografia de permeacao em gel

(O3 2 TSP PRSTORSTPSPR 33
3.3.3 Ensaio de Viabilidade Celular.............ccooiiiiiiiiiiic e 34
3.4 FILMES BIOPOLIMERICOS DE QUITOSANA........c.coimrreeieiesesiesieieses e, 35
3.4.1 Preparo das solugdes filMOgENICAS..........cccvevveeieiiiii et 35
3.5 CARACTERIZACAQO DOS FILMES.......cooviiieeeeeesieseeesieeeessesess s 36
3.5.1 Armazenamento e Espessura dos filmes...........ccocvevvciice e 36

3.5.2 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier

(Y2 ST 36
3.5.3 Analise por difracdo de raios-X (DRX).....ccccoicveiieviiiere et e 36
3.5.4 SolubIlidade BM AQUAL........eiviiiiiie ettt e sre e st sre e 37
3.5.5 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA).......cccoe i 37
3.5.6 Propriedades MECANICAS. ........cc.eieeiueerieiteeieeieeeeste ettt esr e e eaeesaesre e sre s e e reenaesrae s 38

3.5.7 Ensaio de cor € Opacidade. ..........ccveiveeiiiiiiiiiie ettt et 39



3.5.8 Andlise TermogravimetriCa (TG).....c.couvreeririirieiiiieerieieeieseeie e eie e s s sre e 40

3.6 ENSAIOS MICROBIOLOGICOS.........cooviiireieeisiee e eneeies st evesies s esesaes s 40
3.6.1 Atividade antimicrobiana das solugdes de qUItOSaNA............ccocveveriereriireeireenens 40
3.6.2 Determinacéo do indice de inibigdo do crescimento fingico..........cccoovvvrerernnnnne. 42
3.6.3 Atividade antimicrobiana de filmes de quItoSaNa...........ccccevereiireiiencre e, 42
3.7 APLICA(}AO DOS FILMES BIOPOLIMERICOS COMO REVESTIMENTO DE
ALIMENTOS . ... e e et e e et e e st ae e e e e enseaeenaeeennns 43
3.8 ANALISES ESTATISTICAS. ..ottt ettt 43
4 RESULTADOS E DISCUSSAD.......ocuieeeieieees e eeeseee s nesn s 43
4.1 CARACTERIZACAO DA QUITOSANA E DE SEUS DERIVADOS................... 43
4.1.1 Reacéo de desacetilagdo da quitosana comercial...........coccoovveeiniciiiiinicniniecis 43

4.1.2 Determinacdo do grau de desacetilacdo da quitosana por meio de espectroscopia

de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio...........ccocvviiiiiie i 44
4.1.3 Reacéo de despolimerizacdo da quitosana desacetilada.............ccccoveveriniininnns 46
4.1.4 Reagéo para obtengdo do derivado hidrofilico de quitosana...........cccceeeverivirnnnns 47
4.1.5 Reacéo para obtencdo do derivado anfifilico de quitosana.............ccccccvvveviiivennnns 47

4.1.6 Determinacdo do grau de substituicdo por grupos DEAE e dodecila dos derivados

A8 QUITOSANG. ... .evveevie sttt ettt et e e e e s e et stee e e tees e e s tees e erae st ae st e e e e e eneennee s 48
4.1.7 Determinacdo da massa molecular média dos polimeros por CPG..........c..ccccueee. 51
4.2 CARACTERIZACAO DOS FILMES BIOPOLIMERICOS........cccoovvevreeenieninnen. 52
4.2.1 Espessura e aparéncia dos filMesS.........ccoovvveviiecie s e 52
4.2.2 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier............ 53
4.2.3 DifraCa0 € FAI0S-X.....cveieeieitieiiiie e ete st ettt et st s e e e eraearaenne s 54
4.2.4 SOIUBIlidade €M AQUAL........ccciveeieiie et et 58
4.2.5 Ensaio de cor € OPaCIdade...........coveiueeieiieiiiiiiiee ettt 63
4.2.6 Permeabilidade a0 Vapor de AQUA............cceieiiiiriecie s e 67
4.2.7 Propriedades MECANICAS..........cceiieiiiiieeitiiesiisee e et ste e e e e e et e steenaesraesneennens 71
4.2.8 ANalise TermOgraVimMELriCa........cceeiueiieriiirie e stee e ee e st ee e et e e e srae s 76
4.3 ESTUDO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA. ..ot 80

4.3.1 Avaliacdo do efeito da concentracdo da quitosana e dos derivados na inibicdo do
crescimento do fungo AsSpergillus flavus.............cccoovveieiie i 80
4.3.2 Avaliacédo do efeito da concentragdo da quitosana e dos derivados na inibi¢cdo do
crescimento do fungo Alternaria solani, Alternaria alternata e Penicillium

Lo (L= L] OSSPSR 82



44 ESTUDO DA VIABILIDADE CELULAR: CITOTOXICIDADE DOS

POLIMEROS.......ccottttiiee ittt 83
45 ANALISE QUALITATIVA DAS SOLUQ@ES FILMOGENICAS EM
FRUTOS . ..ttt ettt e bt sb e eb b en e e e e e e e b e nnes e 85
5 CONCLUSAO. ...ttt st st 87
6 DESTINAQAO DOS RESIDUOS GERADOS NO DESENVOLVIMENTO DO
TRABALHO . ..ottt e r et et 88
7 REFERENCIAS. ..ottt sttt st 89
APENDICE A - Rendimentos das SINTESES.........ccv.evcuverreeeriereecsseeeeseseseeseses e 99
APENDICE B - Curva analitica e cromatogramas de CPG.........cc.cccoeeveerreeernnnn. 100
APENDICE C - Espectros na regio do infravermelho para os filmes.................. 101
APENDICE D - Solubilidade em agua dos filmes...........cc.ccccvveeuvveereererereeeseeienee, 106

APENDICE E - Ganho de massa em fungao do tempo..........cc.cceeeevrreeeerreevecenena. 107



1 INTRODUCAO

Os produtos alimenticios estdo sujeitos a contaminacdo por fungos e bactérias,
causando reagdes indesejaveis que prejudicam as propriedades de sabor, odor, cor e
textura, resultando em produtos de baixa qualidade sensorial e inadequados para
consumo. Em alimentos embalados, por exemplo, a contaminagdo tem um impacto
significativo na qualidade, que depende de uma variedade de fatores intrinsecos e
extrinsecos (LUCERA et al., 2012). Para aumentar a seguranca e o prazo de validade de
alimentos prontos para consumo, os aditivos sintéticos tém sido amplamente utilizados.
No entanto, eles gradualmente estdo perdendo participacdo de mercado devido as
preocupacdes com as consequéncias para a satde. Nesse sentido, a busca por produtos
que sejam ecologicamente funcionais e economicamente viaveis tem impulsionado as
pesquisas sobre compostos biodegradaveis com potencial antimicrobiano. Os aditivos
naturais ou semissintéticos para conservacdo de alimentos foram desenvolvidos para
impedir o crescimento de patdgenos, garantindo um diferencial de qualidade e apoiando
a expansdao do mercado (SIRIPATRAWAN, VITCHAYAKITTI, 2016; FLORES-
HERNANDEZ et al., 2014). Em particular, a quitosana tem sido considerada um
potencial conservante para produtos alimenticios devido a sua atividade antimicrobiana
e outras propriedades notaveis, como a biodegradabilidade e seu carater ndo toxico. A
quitosana também tem a capacidade de formar filmes que podem ser usados para
melhorar a qualidade dos alimentos e o prazo de validade dos mesmos (TAVARIA et
AL., 2013; VERLEE, MINCKE, STEVENS, 2017). Por exemplo, ela tem sido utilizada
como um filme comestivel para a protecdo de sementes (SILVA-CASTRO, 2018) e
também em produtos alimentares frescos (SARTORI, MENEGALLI, 2016) e seu
derivado carboximetil comercializado como Nutrasave® foi recentemente lancado
como um revestimento inovador para frutas frescas (ERKMEN, BARAZI, 2018).

A atividade antimicrobiana da quitosana tem sido relatada contra diferentes
microrganismos, como bactérias, fungos e leveduras (XING et al., 2015). Embora a
quitosana possua propriedades favoraveis a serem empregues no campo de protecdo de
alimentos, uma de suas limitacdes é a baixa solubilidade em pH neutro devido ao pKa
de seus grupos amina (6,2 - 6,4). Além disso, os filmes preparados a partir de uma
solugdo de quitosana geralmente ndo possuem propriedades apropriadas, portanto,
durante o processo e dependendo da aplicagdo pretendida, podem ser necessarios

plastificantes ou agentes de reticulacdo para melhorar suas propriedades mecénicas e de
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formagéo de filme (RODRIGUEZ-NUNES et al., 2014; GAUDIN et al., 2000). Para
superar essas limitagcGes, a modificacdo quimica da quitosana € uma alternativa que
pode fornecer as propriedades necessarias, bem como aumentar a acdo antifungica desse
polissacarideo. A inser¢do de grupos variados na cadeia polimérica da quitosana pode
modificar suas propriedades fisico-quimicas, aumentando a solubilidade e a atividade
antimicrobiana contra fungos e bactérias patogénicos de plantas e animais (YANG et
al., 2018). Estudo realizado por Xing e colaboradores (2016), no qual foi utilizada uma
quitosana modificada com oleoyl, demonstrou um aumento dos indices de inibicdo em
ensaios realizados contra os fungos Nigrospora sphaerica, Botryosphaeria dothidea,
Nigrospora oryzae, Alternaria tenuissima, Gibberella seae e Fusarium culmorum.
Outras abordagens envolvendo a modificagdo utilizando pequenas moléculas (SOUZA
et al., 2015), ions metalicos (IL’INAA et al., 2017), argilas (CASARIEGO et al., 2009),
Oleos (LI et al., 2019) e outros aditivos (BAJIC et al., 2019) as formulaces também sdo
frequentemente utilizadas para melhorar as propriedades mecénicas e a atividade
antimicrobiana dos filmes.

Estudos anteriores realizados pelo laboratorio de Biomateriais e Nanotecnologia
(LBN) — IBILCE/UNESP mostraram que os derivados anfifilicos de quitosana
apresentaram excelente atividade inibitoria contra os fungos Aspergillus flavus e
Aspergillus parasiticus. Os derivados substituidos com conteddos variados de grupos
dodecila e grupos hidrofilicos como o propiltrimetilaménio (VIEGAS DE SOUZA et
al., 2013), pentiltrimetilaménio (TAKAKI et al., 2013) e dietilaminoetil (GABRIEL,
TIERA, DE OLIVEIRA TIERA, 2015) apresentaram altos indices de inibi¢cdo contra
esses fungos. Além disso, a atividade antifiungica desses polimeros anfifilicos
demonstrou ser fortemente dependente da massa molecular, do contetdo hidrofobico e
da concentracdo dos polimeros. Desta forma, para realizacdo do presente trabalho, foi
levantada a hipOtese de que derivados anfifilicos de quitosana de baixa massa
molecular, obtidos a partir de quitosana poderiam ser usados para formar filmes com
atividade antimicrobiana melhorada contra alguns fungos comuns e para tanto, um
derivado com baixa massa molecular (My) e contendo grupos DEAE e dodecila foi
selecionado devido a sua alta atividade contra os fungos do género Aspergillus
(GABRIEL, TIERA, DE OLIVEIRA TIERA, 2015; DIAS et al., 2018).

Nesse contexto, realizou-se um estudo comparativo utilizando quitosana de
diferentes M,, para a preparacao de filmes, com o objetivo de investigar as propriedades

do filme e sua acgdo antifungica contra os fungos Aspergillus flavus, Alternaria solani,
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Alternaria alternata e Penicillium expansum. Os filmes para os ensaios in vitro foram
preparados por casting, que consiste em uma técnica bastante simples na qual a
formac&o do filme se consolida pela evaporacdo do solvente sobre uma superficie apolar
plana (ACEVEDO-FANI et al., 2015; VAN DEN BROEK et al., 2015). Para que os
filmes sejam aplicados em embalagem ou como coberturas para alimentos, é necessario
0 conhecimento de suas propriedades fisico-quimicas. Geralmente sdo adicionados
agentes plastificantes aos filmes a base de polissacarideos com o objetivo de diminuir a
interacdo entre as cadeias poliméricas e assim reduzir a fragilidade, o que impede
determinadas aplicacGes. Assim, o efeito de diferentes quantidades de agentes
plastificantes, como o glicerol e o sorbitol, também foram avaliados com o objetivo de

ajustar as propriedades dos filmes e também de suas possiveis aplicacdes.
1.1 QUITINA E QUITOSANA

A quitina € um polissacarideo de origem animal encontrado amplamente na
natureza, sendo o segundo mais abundante, inferior apenas em relacdo a celulose e €
caracterizado por uma estrutura fibrosa. Encontra-se presente na parede celular de
varios fungos e € o principal componente estrutural do exoesqueleto de artropodes,
insetos e crustaceos, fornecendo suporte e sustentacdo (CAMPANA-FILHO et al.,
2007). A estrutura quimica da quitina € semelhante a celulose, tendo como diferenca um
grupo hidroxila em cada mondmero, substituindo os grupos amina e acetamida da

quitina (Figura 1).

Figura 1 - Representacdo da estrutura idealizada da quitina e da celulose.

OH OH
o) o)
o)
HO HO ©
NH, NH
X o= y

Quitina
OH OH
(@) (@]
(@] (@]
HO HO
OH x OH y
Celulose

Fonte: Elaborado pela autora.
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A quitina é o precursor direto da quitosana, sendo a reagdo de hidrélise bésica da
quitina, o procedimento mais utilizado para essa obtencdo. Ambas sdo constituidas por
mondmeros de  2-acetamido-2-deoxi-D-glicopiranose e  2-amino-2-deoxi-D-
glicopiranose, unidos por ligagdes gliocosidicas de configuragdo B (1—4), sendo que o
diferencial entre esses polimeros estd na proporgdo entre essas unidades (Figura 2), uma
vez que na quitina as unidades acetamida estdo em maior quantidade, enquanto que na
quitosana os grupos amina predominam (pelo menos 50 - 60%), consequentemente uma
distingdo entre quitina e quitosana se da com base no grau de desacetilacdo (RAAFAT e
SAHL, 2009). A desacetilacdo total da quitina raramente é realizada, uma vez que, para
esse fato ocorra, faz-se necessaria a realizacao de sucessivas reagoes de hidrélise basica,
podendo resultar numa despolimerizagédo da cadeia (CAMPANA-FILHO et al., 2007).

Figura 2 - Representacdo da estrutura idealizada da quitina (x > y) e quitosana (y > x).

[ OH 1T OH i
0 +« 0o |~
HO | HO 1
> _NH P ONH,
o=c’
CHs
L dxu Jdy

Fonte: Elaborado pela autora.

A solubilidade € o principal fator que limita a utilizacdo da quitina e € o que
permite a distin¢do entre os dois polimeros, pois a quitina apresenta-se insoldvel em
solucdes aquosas e na maioria dos solventes organicos convencionais, enquanto a
quitosana embora também seja insolGvel em agua, apresenta-se solivel em solugdes de
acidez moderada (acido cloridrico, acido formico e &cido acético) e a dissolucdo se da
pela protonacdo dos grupos amina presentes na estrutura da quitosana em meio &cido
(—NH3") (VARNA et al., 2003). A quitosana € um polimero versatil, pois apresenta
sitios reativos em sua estrutura (grupos amina ligados ao C2 e hidroxilas ligadas aos C3
e C6 dos mon6meros) que possibilita a realizacdo de modificacdes estruturais por meio
de reacOes quimicas para insercdo de novas moléculas, resultando em um maior grau de
solubilidade e ampliando sua variedade de aplicacbes (KUMAR et al., 2000). A
quitosana € caracterizada principalmente com base em seu grau de desacetilacdo (GD) e

pela sua massa molecular (My). Comercialmente, a quitosana encontra-se disponivel
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com aproximadamente 80% de unidades desacetiladas e massas moleculares variando
entre 100 e 1000 kDa. N&o existe um padrdo especifico para definir My, mas € aceito
que My abaixo de 50 kDa sdo consideradas quitosanas de baixa massa molecular,
enquanto que quitosanas de média massa molecular s&o as que se encontram com My, no
intervalo de 50 - 150 kDa e acima de 150 kDa considera-se como sendo quitosana de
alta massa molecular (GOY, BRITTO, ASSIS, 2009).

A aplicacdo deste biopolimero abrange diversas areas e diferentes usos tais
como: tratamento de agua (como agente floculante para clarificacdo, remocéao de ions
metalicos), na agricultura (adubo para as plantas e mecanismos defensivos), na industria
de cosméticos (esfoliante para a pele), na industria de alimentos (embalagens, fungicida
e bactericida), na industria farmacéutica (controle de colesterol, agente cicatrizante), na
area biomédica (liberacdo controlada de farmacos, reconstrucdo 0ssea) (AZEVEDO et
al., 2007).

1.2 AQUITOSANA NO DESENVOLVIMENTO DE BIOMATERIAIS

Para que um determinado material seja considerado um biomaterial, este deve
apresentar como caracteristica imprescindivel, a biocompatibilidade, ou seja, deve
exercer a funcdo a qual foi destinado ocasionando o minimo de reac6es inflamatorias ou
toxicas possiveis (WILLIAMS, 1999). Os polimeros biodegradaveis vém se destacando
em estudos visando diferentes aplicacfes tanto no meio ambiente quanto em sistemas
biologicos, visto as inlmeras vantagens de se utilizar um polimero de origem natural em
substituicdo a outros materiais que causam acentuados impactos ao ambiente. Em
particular ressalta-se o uso de quitosana como biomaterial em diversas areas, por se
tratar de um polimero que apresenta propriedades biolégicas favoraveis, incluindo
carater antioxidante, antimicrobiano, baixa toxicidade, biodegradabilidade,
biocompatibilidade, acdo anti-inflamatoria e capacidade de formar filmes, o que a torna
um material de grande interesse (AZEVEDO et al., 2007). Estudos envolvendo a
aplicacdo de quitosana vém se destacando no meio cientifico a medida com que cresce o
conhecimento a respeito de sua funcionalidade em diversas areas e sua ampla
aplicabilidade torna-se ainda maior considerando as diferentes formas nas quais ela
pode ser utilizada, como por exemplo, solucdes, filmes, géis e nanoparticulas
(CAMPANA-FILHO et al., 2007).
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1.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DA QUITOSANA

A quitosana se tornou alvo de muito interesse na comunidade cientifica e tem
sido aplicada em diversas pesquisas como agente antimicrobiano contra uma vasta gama
de microrganismos, tais como, algas, bactérias, leveduras e fungos em estudos in vivo e
in vitro, sendo utilizada tanto como solucdo, quanto na forma de filmes (TAVARIA et
al., 2013). Porém, com o crescimento de estudos envolvendo este polissacarideo, torna-
se imprescindivel compreender fatores intrinsecos e extrinsecos que possa afetar sua
atividade antimicrobiana (massa molecular, viscosidade, forca i6nica, concentragéo, pH,
temperatura, entre outros.) e 0s possiveis mecanismos de acdo, visando uma melhor
compreensdo quanto ao seu potencial antimicrobiano.

Ha diversos estudos descritos na literatura que buscam compreender a atividade
antimicrobiana da quitosana contra diferentes microrganismos e embora ainda nao
esteja definido um mecanismo exato para essa atividade, na literatura cientifica é
possivel encontrar a elucidacdo de alguns modelos para tentar compreender a interacao
que ocorre entre o polimero e o microrganismo alvo. O modelo que mais € abordado
pelos pesquisadores, mostra as interacdes eletrostaticas entre o polimero, com seus
grupos positivamente carregados (—NH3"), e as moléculas com residuos de carga
negativa como lipossacarideos e proteinas presentes no envoltorio celular do
microrganismo, resultando em uma desestruturacdo da parede celular, com consequente
perda dos constituintes intracelulares. Desse modo, derivados de quitosana catibnicos
apresentam-se Como uma proposta promissora, pois acredita-se que quanto maior o
namero de cargas positivas presentes na estrutura quimica do polimero, maior seré a sua
atividade antimicrobiana (GOY et al., 2009; MARTINEZ-CAMACHO et al.,2010).
Outro mecanismo de ac¢do proposto por alguns trabalhos na literatura se da pela atuagéo
da quitosana como um agente de quelacdo de metais, resultando na retencdo de
nutrientes essenciais para o crescimento do microrganismo (DUTTA et al., 2009 e GOY
et al., 2009).

A compreensdo do mecanismo de ac¢do dos derivados de quitosana na inibicédo
do crescimento fungico possibilita potencializar a acdo, além de incrementar a
seletividade e eficacia do polimero. Em estudos recentes realizados no laboratério de
Biomateriais e Nanotecnologia (LBN) — IBILCE/UNESP por DIAS e colaboradores
(2018), mostrou que a interacdo de derivados anfifilicos de quitosana com modelos de

membranas, liga-se fortemente a superficie da membrana celular e que essa adsor¢do é
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muito reforcada pela presenca de lipidios carregados negativamente, que também sdo
encontrados na composicdo da membrana do fungo Aspergillus flavus. Os resultados
obtidos confirmam que a agregacdo de constituintes da parede celular, induzida pelo
derivado anfifilico, e observada por microscopia eletronica de transmissdo mostram
claramente o comprometimento da parede celular como um efeito priméario na inibicédo

do crescimento de Aspergillus flavus (DIAS, 2018).

1.4 FILMES BIOPOLIMERICOS

Considerando a acentuada limitacdo na biocompatibilidade e biodegradabilidade
que existe em relacdo ao uso dos polimeros sintéticos, cada vez mais estdo sendo
intensificados os estudos envolvendo polimeros naturais, destacando-se 0 uso da
quitosana em diversas pesquisas, nas quais visa-se o desenvolvimento de embalagens de
produtos alimenticios. Além da quitosana, estudos promissores envolvendo o uso de
outros polissacarideos, tais como o alginato e a pectina, estdo sendo realizados
empregando-0s no preparo de revestimentos e embalagens (LUVIELMO; LAMAS,
2012).

S&o notdrios 0s avangos em pesquisas na preparacdo e aplicacdo de filmes
baseados em quitosana com multiplas funcionalidades. Em estudos recentes, filmes de
quitosana vém sendo aplicados no desenvolvimento de novas embalagens, Warsiki
(2018) utilizou a quitosana associada ao permanganato de potéssio para desenvolver
embalagens absorvedoras de etileno para prolongar o tempo de prateleira de tomates.
Garcia et al., (2018) analisaram a estrutura de novos materiais tendo como base a
quitosana, relacionando as propriedades mecanicas dos filmes de acordo com a variacao
na composicdo, confirmando o bom carater da quitosana quanto a formacéo de filmes.

Sun et al., (2017) estudaram as propriedades fisicas, mecanicas e bioativas de
filmes de quitosana incorporados com polifendis e constataram que 0s materiais
estudados apresentaram propriedades melhores quando comparada com filmes
compostos apenas por quitosana e que, portanto, podem ser uma alternativa promissora
em substituicdo aos materiais sintéticos, pois apresentam um o6timo potencial como
material de embalagem bioativa para prolongar a vida de prateleira dos alimentos.

Kaya et al., (2018) estudaram pela primeira vez a incorporagdo de extratos de
caule, folhas e sementes de Pistacia terebinthus, popularmente conhecida como

terebinto ou cornalheira (ricos em compostos fendlicos) a quitosana para producdo de
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filmes e constataram que a incorporacdo desses extratos vegetais aumentou
efetivamente as atividades antioxidante, antimicrobiana e elasticidade dos filmes,
apresentando-se como um material alternativo para embalagem de alimentos.

Embora a quitosana tenha boa capacidade de formacgédo de filmes, a adicdo de
agentes plastificantes para elaboracdo dos mesmos é um método cada vez mais utilizado
em busca de melhorar as propriedades dos filmes, tais como as propriedades mecénicas,
térmicas e estruturais. Os plastificantes em geral sdo polidlcoois de baixa massa
molecular e seu uso se da com o intuito de reduzir as forgas intermoleculares polimero-
polimero e promover um distanciamento entre as cadeias, proporcionando maior
flexibilidade na rede polimérica (RODRIGUEZ-NUNEZ, 2014). A escolha do
plastificante a ser adicionado aos filmes € um fator muito importante e depende da
compatibilidade deste com o polimero e o solvente utilizado, de modo a evitar a
separacdo precoce no decorrer do processo de secagem da solucdo filmogénica. A
quantidade de plastificante varia de acordo com a rigidez do material ao qual ele sera
incorporado. No entanto, hd concentracfes nas quais se observa um efeito contrario,
conhecido como antiplastificante, onde ao inves de tornar o filme mais flexivel, ele se
torna mais rigido e quebradico (GAUDIN et al., 2000).

Dentre os plastificantes mais utilizados na producéo de filmes com quitosana,
destaque-se o0 uso de glicerol e sorbitol. O glicerol, popularmente conhecido como
glicerina, é um tridlcool, cujo nome oficial (IUPAC) é 1,2,3-propanotriol (Figura 3), a
temperatura ambiente apresenta-se como um liquido incolor, inodoro e viscoso.
Apresenta uma natureza altamente hidrofilica devido a presenca de trés grupos
hidroxilas em sua estrutura quimica, responsaveis por realizar interacdes de hidrogénio
com a dgua (BEATRIZ et al., 2011).

Figura 3 - Representacdo esquematica da estrutura quimica do glicerol.

OH

OH OH

Fonte: Elaborada pela autora.
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O plastificante sorbitol, também denominado como glucitol, é um polialcool
muito utilizado na inddstria de alimentos como agente plastificante em filmes
biopoliméricos, cuja estrutura quimica apresenta seis grupos hidroxilas (Figura 4), o que
facilita a formac&o de interaces de hidrogénio com as cadeias poliméricas.

Figura 4 - Representacdo esquematica da estrutura quimica do sorbitol.
OH OH

OH OH

Fonte: Elaborada pela autora.

Na literatura constam estudos de filmes, cuja base é quitosana com uso de
glicerol e sorbitol como plastificantes. Em um estudo publicado por Fakhoury e seus
colaboradores (2012), constatou-se que os filmes de quitosana com sorbitol possuiam

melhores propriedades fisico-quimicas do que aqueles contendo glicerol.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo geral realizar a sintese e caracterizacao
de derivados de quitosana de baixa massa molecular para preparacdo de filmes
biopoliméricos, que ainda ndo foram avaliados ou descritos na literatura, com potencial
emprego como filme e/ou cobertura ativa na indUstria alimenticia para conservacgao pos-

colheita de frutas e grdos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

I- Sintetizar e caracterizar 0s polimeros por: espectroscopia de ressonancia magnética

nuclear de hidrogénio, cromatografia de permeacdo em gel e ensaio de viabilidade

celular.

I1- Preparar e caracterizar filmes de quitosana e de seus derivados, bem como avaliar
suas propriedades estruturais, Gticas, mecanicas, térmicas, solubilidade e capacidade

de absorcéo de agua, puros e na presenca de diferentes agentes plastificantes;

I11- Avaliar a atividade antimicrobiana dos filmes, contra os fungos Aspergillus flavus,

Alternaria solani, Alternaria alternata e Penicillium expansum.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 REAGENTES
Os reagentes utilizados para a elaboracdo deste trabalho estéo listados na Tabela

1, bem como o nome de seus respectivos fabricantes. A agua utilizada na preparacéao

dos experimentos foi deionizada em um sistema GEHAKA.

Tabela 1 - Reagentes utilizados no desenvolvimento do trabalho.

Reagente

Fabricante

acido acetico glacial

Synth

acido cloridrico

Dinamica Ldta

borohidreto de sodio Sigma Aldrich
cloreto de célcio anidro Sigma Aldrich
cloreto de deutério Aldrich Chemical Co
cloridrato de 2-cloro-N,N-dietiletilamina Sigma Aldrich
dodecilaldeido Sigma Aldrich

etanol Synth

glicerol Synth

hidroxido de sodio Synth

meio de cultura batata dextrose agar (BDA)  Himedia

nitrato de magnésio

Dinamica Ldta

nitrito de sodio

Synth

Oxido de deutério

Aldrich Chemical Co

quitosana comercial Polymar (lote 20100210)

Vetec

sorbitol

3.2 SINTESES DOS DERIVADOS DE QUITOSANA

A Figura 5 apresenta um esquema ilustrativo referente a rota de sinteses
realizadas neste trabalho. Para o desenvolvimento do mesmo, foi necessaria uma massa
consideravelmente elevada de cada derivado, o que implica numa demanda maior de

quitosana desacetilada, que é o polimero de partida para os demais que foram
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sintetizados. Os rendimentos obtidos em todas as reagdes estdo apresentados no

Apéndice A.

Figura 5 - Esquema ilustrativo da rota de sinteses realizadas para obtengdo dos derivados de

quitosana e suas respectivas caracterizacoes.

[ Quitosana Comercial (CHc) ]
v

[ Reacdo de Desacetilacdo ]
v

[ Quitosana Desacetilada (CHp) ]
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Quitosana Despolimerizada (CH,)
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Sintese do derivado Hidrofilico

'

DEAE- CH,
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[ solubilidade |

I

[ Propriedades oticas ]

Fonte: Elaborado pela autora.
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3.2.1 Reacéo de desacetilacdo da quitosana comercial

Para realizacdo do processo de desacetilagdo da quitosana comercial, foi
utilizado o procedimento descrito por Tiera e colaboradores (2006). Uma massa de 60 g
do polimero foi dispersa em 3,0 L de uma solucdo de &cido acético 2% (v/v) sob
agitacdo magnética, por um periodo de 15 a 20 horas até obter solubilizacdo completa.
Posteriormente, a solugdo de quitosana foi transferida para um baldo volumétrico de 5,0
L equipado com termdmetro e condensador. A solugdo foi mantida sob agitacdo e
aquecimento, em um sistema de refluxo e atmosfera de nitrogénio, até que atingisse
uma temperatura de 100 °C (£ 5 °C), em seguida adicionou-se lentamente 750 mL de
uma solucdo de hidroxido de sédio (NaOH) 23,5 mol L™. Depois de transcorrida 90
minutos, a reacdo foi interrompida e a mistura obtida foi fracionada e transferida para
seis bequeres de volume 4,0 L cada, que inicialmente estavam preenchidos com agua
deionizada pré-aquecida a aproximadamente 70 °C. O volume de cada béquer foi
completado com agua deionizada e a mistura foi agitada por cerca de 20 minutos e em
seguida foi mantida em repouso para que ocorresse a decantacdo. O precipitado obtido
foi lavado sucessivamente com agua deionizada até o pH do meio atingir a
neutralidade, e posteriormente foi isolado por filtracdo a vacuo.O sélido obtido foi
submetido novamente ao processo reacional, com o objetivo de obter um maior grau de
desacetilacdo. Apds a filtragem da quitosana, a mesma foi seca em liofilizador (L101 da
marca LIOTOP) por aproximadamente 7 dias e depois de seco o polimero foi triturado e

armazenado para sua utilizacdo em procedimentos posteriores (Figura 6).

Figura 6 - Quitosana em po obtida apds o processo de desacetilacdo.

o

Fonte: Autora.

.

3.2.2 Reacdo de despolimerizacdo da quitosana desacetilada
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A reacdo de despolimerizagdo da quitosana desacetilada para obtengdo de um
derivado com baixa massa molecular (M) foi realizada de acordo com o procedimento
descrito por Huang, Khor e Lim (2004), a partir da oxidacdo da cadeia polimérica com
nitrito de so6dio (NaNO,) em meio acido. O procedimento a seguir descreve a reacgao
para obtengdo de um polimero de My, 11 kDa, onde uma massa inicial de 320,14 g de
quitosana desacetilada (CHp) foi solubilizada em 5,3 L de solucdo de &cido acético 24
% (v/v) sob agitacdo mecéanica. Apds a completa solubilizacdo do polimero, uma
solucdo de NaNO, 17,6 mol L™ foi adicionada sob agitacdo e ap6s transcorrida 1 hora
de reagdo, a mesma foi interrompida com a adic&o de uma soluc&o de NaOH 20 mol L™
até que o pH do meio reacional fosse elevado para 9. A purificagcdo da quitosana
despolimerizada (CH\) obtida foi realizada por meio de um sistema de dialise contra
agua deionizada, utilizando uma membrana para dialise com poros de tamanho 3,5 kDa
e a mistura foi mantida em dialise por 3 dias (até atingir pH 7). O produto foi
recuperado por liofilizacao.

3.2.3 Sintese do derivado hidrofilico de quitosana

Para obtencao do derivado hidrofilico, foi realizada uma reacao entre a CH_ com
o cloridrato de 2-cloro-N,N-dietiletilamina (DEAE), segundo o método descrito por
Gabriel, Tiera e De Oliveira Tiera (2015). Para obter um derivado com 45 % de
substituicdo de grupos DEAE, uma massa de 210 g de CH, foi solubilizada em 4,2 L de
solucéo de &cido cloridrico (HCI) 0,3 mol L™ e foi mantida sob agitag4o e aquecimento
até atingir aproximadamente 70 °C (60 °C - 70 °C). Ao atingir a temperatura adequada,
foi adicionado uma massa de aproximadamente 98 g de DEAE e o pH do meio
reacional foi ajustado para aproximadamente 8, por meio da adicdo de solucdo de NaOH
20 mol L. A solucio foi mantida sob essas condicdes por 2 horas. O produto obtido foi
purificados por dialise contra uma solugdo de NaOH 0,05 mol L™, por 24 horas e
posteriormente contra dgua deionizada por 3 dias, utilizando uma membrana para dialise

com poros de tamanho 3,5 kDa. O produto foi recuperado por liofilizacao.

3.2.4 Sintese do derivado anfifilico de quitosana

O procedimento a seguir descreve a reacgdo de alquilacdo, que foi realizada com

base no procedimento descrito por Gabriel, Tiera e De Oliveira Tiera (2015) para
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obtencdo do derivado anfifilico de quitosana com 24 % de grupos dodecila. Uma massa
de 100 g do derivado hidrofilico DEAE-CHy, foi solubilizada em 2,75 L de solucéo de
4cido acético 0,8 mol L™ e ap6s a solubilizacdo total do polimero, foi adicionado um
volume de 1,9 L de etanol. O pH da solucédo foi ajustado para aproximadamente 5 e em
seguida foram adicionados 21,5 mL de dodecil aldeido (Dod) sob agitacéo. Apés 1 hora
de reacdo, foi adicionada uma massa de 163,44 g de borohidreto de sédio (NaBH,). A
mistura obtida foi mantida sob agitacdo vigorosa por 24 horas a temperatura ambiente.
O derivado obtido (DEAE-CH,_-Dod) foi purificado por dialise contra agua deionizada,
utilizando uma membrana com poros de tamanho 3,5 kDa durante 10 dias, realizando
trocas de agua 3 vezes ao dia. O produto da reacao foi recuperado por liofilizac&o.

3.3 CARACTERIZACAO DOS POLIMEROS

3.3.1 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H)

Buscando avaliar a eficiéncia da reacdo de desacetilacdo, por meio da
determinacdo do grau de desacetilacio (GD) da CHc e da CHp, assim como a
determinacdo dos graus de substituicdo das sinteses realizadas, utilizou-se a técnica
Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio. O preparo das
amostras foi realizado através da dissolucdo de uma massa de aproximadamente 15 mg
dos polimeros (amostras previamente secas em estufa a 60 °C, sob pressao reduzida) em
700,0 uL de 6xido de deutério (D,0) , seguida da adi¢do de 10,0 uL de cloreto de
deutério (DCI). As amostras foram mantidas sob agitacdo magnética constante até
completa solubilizacdo. As medidas foram realizadas na Central de Analises Quimicas
(CAQI) do Instituto de Quimica de Sdo Carlos - SP (IQSC-USP), a 70 °C em um
espectrometro de ressonancia magnética nuclear operando a 400 MHz (marca Bruker) e
para determinar as areas referentes aos sinais obtidos com o comportamento do ndcleo

dos atomos de hidrogénio, utilizou-se o software MestReNova versdo 6.02.

3.3.2 Determinacdo da massa molecular média por cromatografia de permeacdo em gel
(CPG)

A técnica de cromatografia de permeacdo em gel é muito utilizada para

determinar massa molecular de polimeros naturais e sintéticos. As medidas de massa
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molecular foram realizadas no Laboratorio de Fotoquimica do Instituto de Quimica de
Séo Carlos - SP (IQSC - USP) em um cromatdgrafo Shimadzu (LC - 20) com colunas
com limites de exclusdo de 10™ e 10® com tamanhos de 0,8 cm , 30 cm, utilizando um
detector por indice de refracdo modelo RID-10% Para a andlise foi empregado como
eluente a solucdo tamponante acido acético 0,3 mol L™ e acetato de sédio 0,2 mol L™
(pH 4,5), a temperatura de 35 °C e o fluxo foi de 0,8 mL min™. A curva de calibracéo
das colunas foi construida tendo como padrdes solugcdes de pululana (polissacarideo
constituido por mondmeros de glicose) de M, na faixa de 805,0 a 6,2 kDa.

3.3.3 Ensaio de Viabilidade Celular

Os polimeros foram solubilizados em solucéo de 4cido cloridrico 0,1 mol L™. As
células que foram utilizadas nos ensaios sdo de fibroblastos da linhagem 3T3/NIH e o
controle foi realizado com SDS (dodecil sulfato de sodio) 3% (m/v) e células nédo
tratadas. As células foram cultivadas em placa de 96 pocos a uma densidade de 20.000
células/poco em meio DMEM (Meio de Eagle modificado por Dulbecco) suplementado
com 10% de soro fetal bovino (FBS) e 1% de penicilina/ estreptomicina (PS) e
incubadas por 24 horas a 37°C e 5% de CO,. Depois de transcorrido esse periodo, 0
meio foi trocado por novo meio DMEM suplementado e diferentes concentracdes das
solucgdes dos polimeros foram adicionadas de modo a atingir as concentracdes finais de
0,02; 0,05; 0,1; 0,2; e 0,5 g L™. O experimento foi realizado em triplicata, incubando-se
por 24 horas. No Ultimo dia do ensaio, 0 meio de cultura foi trocado por 100 puL de meio
DMEM contendo 20 puL de MTS e incubado por 3 horas em estufa a 37 °C e fez-se a
leitura da placa em 490 nm. A porcentagem de viabilidade celular foi calculada segundo
a Equacdo 1, ajustando-se as células controle (sem tratamento) como sendo 100% e as

células tratadas com SDS como sendo 0%.

Viabilidade ceular = Lamostra” 45ps) (110

(Acel— Asps) (Equagdo 1)

Onde, A é a absorbancia do controle negativo de citotoxicidade (isto €, somente
células ndo tratadas), Asps € a absorbancia do controle positivo (de citotoxicidade) e
Aamostra € @ absorbancia do pogo com a amostra. Os resultados obtidos foram expressos

na forma de média + desvio padréo.
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3.4 FILMES BIOPOLIMERICOS DE QUITOSANA

3.4.1 Preparo das solugdes filmogénicas

As solugdes filmogénicas de polimeros foram preparadas na concentracdo de 2
% (m/v), solubilizando 0,5 g de polimero em 25,0 mL de solugdo de &cido acético 0,5 %
(v/v). As solugdes foram mantidas sob agitacdo magnética constante por 24 horas em
temperatura ambiente. Apds a completa solubilizacdo, os agentes plastificantes (sorbitol
e glicerol) foram adicionados sob agitacdo branda, a fim de se obter teores (m/m) de
plastificante de 5 %, 10 % e 20 % em relacdo a massa de polimero utilizado, como €
apresentado na Tabela 2.

Tabela 2 - Teor dos plastificantes glicerol e sorbitol utilizados no preparo dos filmes.

Plastificantes

Sorbitol Glicerol
% Massa (mg) % Volume (pL)
5 25 5 20
10 50 10 40
20 100 20 80

As solucdes foram mantidas sob agitacdo magnética branda por 24 horas e em
seguida foram vertidas em placas de poliestireno de 9 cm de diametro e foram
armazenadas em capela (sem exaustdo) a temperatura ambiente para evaporacdo do
solvente, durante 7 dias (Figura 7). O efeito da adicdo dos plastificantes foi estudado
comparando com os filmes sintetizados na auséncia dos mesmos (Adaptado de LIMA,
ANDREANI e SOLDI, 2007).

Figura 7 - Preparacgdo dos filmes biopoliméricos.

Fonte: Autora.

35



3.5 CARACTERIZACAO DOS FILMES

3.5.1 Armazenamento e espessura dos filmes

Antes de serem submetidos aos procedimentos de caracterizagdes, os filmes
foram acondicionados em dessecadores com umidade relativa (UR) de 53 %, a
temperatura ambiente (~25 °C), por sete dias. A espessura média dos filmes foi obtida
com base na média entre cinco medidas realizadas em regides aleatorias dos filmes,

utilizando um micrémetro digital (MDC - 25SB, Mitutoyo).

3.5.2 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (1V)

Amostras de todos os filmes foram analisadas em um espectrometro de
infravermelho médio com transformada de Fourier da marca Buker, modelo Vertex 70
com cristal de diamante como elemento interno de reflexdo. As analises foram
realizadas na Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa Instrumentacéo,
Séo Carlos - SP). As varreduras foram realizadas em uma faixa espectral na regido de

4000 a 400 cm™ em sistema ATR (reflectancia total atenuada), com resolucdo de 4 cm™.

3.5.3 Analise por difracédo de raios-X (DRX)

Os filmes produzidos neste trabalho foram submetidos a analise estrutural por
difracdo de raios-X. As analises foram realizadas em um difratdmetro para bancada
(Rigaku, modelo RINT 2000, Japédo), com radiacdo monocromatica de cobre (Cu-Ka,
2=0,154 nm) com voltagem de 50 kV e corrente de 30 mA, no laboratorio de Cereais do
departamento de Engenharia e Tecnologia de Alimentos, UNESP- S&o José do Rio
Preto. Foram utilizadas amostras em formato quadrangular de lado 3 cm (Figura 8) e os
difratogramas foram obtidos por meio de uma varredura realizada entre os angulos de 3°

a 60° (20), com uma velocidade de 0,02 °min™.
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Figura 8 - Porta-amostra contendo filme de quitosana para analise de DRX.

Fonte: Autora.
3.5.4 Solubilidade em &gua

A solubilidade em agua (S) dos filmes de quitosana foi determinada com base na
metodologia proposta por Farias e colaboradores (2012). Para realizacdo desse
experimento, foram utilizadas amostras circulares dos filmes (didmetro 20 mm) e cada
composicdo estudada, teve sua solubilidade avaliada em triplicata. Os filmes foram
previamente secos em estufa a vacuo a 60 °C até obtencdo de massa constante, sendo
esta denominada como massa inicial do material seco (M;), em seguida foram
submersos em tubo conico para centrifuga contendo 50 mL de agua deionizada a 25 °C
e o0 sistema foi mantido em agitacdo branda (60 rpm) por 24 horas. Apos esse intervalo
de tempo, as amostras dos filmes foram removidas da agua e novamente submetidas ao
processo de secagem em estufa a vacuo (60 °C) até obter uma massa constante, ou seja,
a massa final do material que ndo foi solubilizado (My). A solubilidade foi calculada e

expressa em % de acordo com a Equacdo 2.
§ =222 (x100) (Equacio 2)

3.5.5 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

O estudo de permeabilidade ao vapor de &gua dos filmes foi realizado no
laboratdrio de Processos e Andlises do departamento de Engenharia e Tecnologia de
Alimentos, UNESP- S&o José do Rio Preto e foi determinado com base no meétodo
ASTM E96/E96M-16 (ASTM, 2016), com algumas modificacbes. Para realizacdo das
andlises, filmes com didmetro médio de 6,5 cm foram condicionados por 7 dias em
umidade relativa (UR) de 53 %. Ap0s o periodo de armazenamento, os filmes foram
fixados na parte superior de capsulas de aluminio contendo CaCl, anidro (UR 2 %),

sendo tais sistema mantidos vedados com borracha. As capsulas foram armazenadas em

37



dessecador contendo agua (UR 100 %) a 25 °C, com sistema interno de ventilagcdo
constante (Figura 9), de modo que a permeacdo do vapor de adgua ocorra da maior UR

(dessecador) para a menor UR (cépsula).

Figura 9 - A esquerda, filme fixado na capsula de aluminio contendo CaCl, anidro e a direita
as capsulas dispostas nos dessecadores antes de serem armazenados na BOD a 25 °C.

Fonte: Autora.

As massas das capsulas foram medidas em balanca analitica por dez vezes com
intervalos de 1 hora. O experimento foi realizado em triplicata para todos os filmes e a
PVA foi calculada com base na Equacao 3.

T .E ~
PVA = Ull?){‘(;:s— TReap (Equacéo 3)
APsat(— 55— )

Na qual:

Teva: taxa de permeabilidade ao vapor de 4gua (g s™).

E: espessura média dos filmes (m).

A: 4rea de permeacdo da capsula (m?).

Psat. pressdo de saturacdo do vapor de agua a 25 °C (3169 Pa).
URges: umidade relativa de equilibrio no interior do dessecador.

URcsp: umidade relativa de equilibrio no interior da capsula.
3.5.6 Propriedades mecanicas

Os ensaios de tracdo uniaxial foram realizados para determinar a tensdo maxima,
deformacg&o na ruptura e 0 modulo de elasticidade (mddulo de Young) dos filmes de
quitosana e seus derivados, utilizando-se o equipamento TA. XT. Plus (Texture

Analyzer Stable Micro Systems, Surrey, UK), do laboratério de andlise sensorial do
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departamento de Engenharia e Tecnologia de Alimentos, UNESP- S&o José do Rio
Preto. As propriedades mecanicas dos filmes foram avaliadas de acordo com o método
padrdo ASTM D882-12 (ASTM, 2012), com algumas modificacdes e foram replicadas
em 5 corpos de prova de cada tipo de filme, sendo cada corpo de prova um retangulo de
dimensdes de 10 mm x 40 mm, acondicionados por 7 dias em UR de 53 % a 25 °C. Para
realizacdo dos ensaios mecanicos, empregou-se uma célula de carga de 50 N e garras
com separacao inicial de 20 mm e velocidade de aplicagédo de carga de 50 mm/min
(Figura 10). Os parametros analisados foram resisténcia a tragdo (oma, MPa), 0
alongamento percentual na ruptura (emax, %) € 0 modulo de elasticidade calculado como

a inclinagdo da porgdo linear da curva tensdo-deformagéo (E = o/e, MPa).

Figura 10 - Corpo de prova apés o rompimento durante a realizacdo do ensaio de tracao.

—

Fonte: Autora.

3.5.7 Ensaio de cor e Opacidade

A cor e a opacidade dos filmes de quitosana e seus respectivos derivados, foram
determinadas utilizando um colorimetro de bancada (HunterLab, ColorFlex, Estados
Unidos), por meios dos parametros estabelecidos pelo modelo colorimétrico CIELAB:
L*,a* e b*, que permitem a identificacdo da cor. Sendo L*, o parametro de dimensdo da
claridade, variando de 0 (preto) a 100 (branco); o parametro a* cuja variacdo de valores
se da entre o verde (- a*) e o vermelho (+ a*) e o parametro b* que varia do azul (- b*)
ao amarelo (+ b*). A opacidade (Y) dos filmes foi determinada pelo colorimetro com
base na Equacdo 4, que apresenta uma relacdo da opacidade do filme em relagédo ao

padrao preto (Yp) e ao padrdo branco (Yp).
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_(Yr x
Y = (YB) x 100 (Equagéo 4)

Para realizacdo do ensaio de cor e opacidade utilizou-se filmes circulares com
didmetro de aproximadamente 4 cm e as analises foram realizadas em triplicata, sendo
que para cada amostra de filme a leitura foi realizada em quatro posic¢des distintas, nos
angulos de 0°, 90°, 180° e 270°.

3.5.8 Analise Termogravimétrica (TG)

O estudo de estabilidade térmica dos filmes de quitosana e de seus derivados foi
realizado utilizando-se o equipamento TGA Q500 (TA Instruments), na Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa Instrumentacdo, Sdo Carlos - SP). As
analises foram realizadas utilizando amostras de aproximadamente 7 mg dos filmes,
colocadas em cadinho de platina e as medidas foram obtidas em atmosfera de N (fluxo
de 40 mL min™), num intervalo de temperatura de 25 °C a 600 °C, com razdo de
aquecimento de 10 °C min™ (Adaptado de LIMA, 2006).

3.6 ENSAIOS MICROBIOLOGICOS
3.6.1 Atividade antimicrobiana das solucGes de quitosana

O preparo das solugbes dos polimeros para realizacdo dos ensaios
microbiolégicos ocorreu por meio da solubilizacdo da massa do polimero
correspondente a concentragéo final desejada (0,1 g L™, 0,5gL™" e 1,0 g L™), como esta
descrito na Tabela 3, em 30,0 mL de solucdo de &cido acético 1 % (v/v), mantidas sob

agitacdo até obter completa solubilizagéo.

Tabela 3 - Relagdo entre a massa de polimero e a concentragdo das solu¢bes de polimeros

utilizadas nos ensaios microbiolégicos.

Concentracao final em 60 mL de solucéo Massa do polimero
@L? ),
0,1 0,006
0,5 0,03
1,0 0,06
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As solugdes controles foram preparadas utilizando 30,0 mL de solucéo de &cido
acético 1 % (v/v) na auséncia de polimero. Sabendo-se que o pH Otimo de
desenvolvimento do fungo Aspergillus flavus é 5,5, o pH de todas as solugdes foi
corrigido para 4,9, utilizando uma solucdo de NaOH, para que ao ser misturado com o
meio de cultura, a solucdo final apresentasse um pH 5,5. O meio de cultura utilizado
para o desenvolvimento do fungo (BDA- batata dextrose agar) foi preparado em
erlenmeyer de 250 mL, por meio da adi¢do de 1,26 g do meio em 30,0 mL de &gua
deionizada, sendo preparada uma solucéo para cada concentracdo de polimero estudado
e para o controle. As solucdes de BDA foram aquecidas em micro-ondas até a completa
solubilizacdo (Figura 11) e logo apds, foram esterilizadas a 121 °C (x 1 °C) por 20
minutos. Posteriormente, as solucdes de quitosana e a solucdo controle foram vertidas
nos erlenmeyers contendo BDA para obter as concentracdes finais desejadas 0,1 g L™;
05gL"e1,0gL™ As solucdes foram homogeneizadas e divididas em placas de Petri,
sendo 20 mL em cada placa, uma vez que cada concentracdo de polimero foi testada em
triplicata.

Figura 11 - Solucdo de BDA utilizada para crescimento dos fungos.

Fonte: Autora.

Para realizacdo dos ensaios microbiologicos in vitro, foi preparada uma
suspensdo de esporos, que foi submetida a agitacdo em vértex por 2 minutos para
promover a dispersdo dos esporos e a concentracdo foi determinada pela contagem
direta em microscopio empregando-se a camara de Neubauer, na qual foi determinada
uma concentragéo de 1,0x10° esporos mL™ de solucdo. Posteriormente com o auxilio de
uma micropipeta esterilizada, transferiu-se 5,0 uL da suspensdo de esporos para um
orificio (5 mm de didmetro), no centro de cada placa ( 9,0 cm de didmetro) contendo o

meio de cultura solidificado juntamente com as solucdes de polimeros, assim como nas
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placas contendo BDA - controle. As placas foram incubadas (cAmara incubadora B.O.D.
MA 415 - Marconi) por um intervalo de tempo de 7 dias a 25 °C.

3.6.2 Determinacdo do indice de inibicdo do crescimento flngico

O indice de inibicdo do crescimento do fungo Aspergillus flavus pela acédo da
quitosana e dos seus derivados sintetizados foi determinado com base no crescimento
radial das col6nias, medido no sétimo dia de incubacdo (dia correspondente ao fim do
primeiro ciclo de crescimento do micro-organismo) diretamente nas placas de Petri com
0 auxilio de um paquimetro. O célculo do indice de inibicdo foi realizado utilizando a
Equacdo 5 (MARTINEZ- CAMACHO et al., 2010).

indice de inibigdo (%) = [1 - (E—E)] x 100 (Equacio 5)

Onde:
Da: diametro das colbnias das placas contendo polimero + BDA;

Db: didametro das placas contendo apenas BDA (controle).
3.6.3 Atividade antimicrobiana de filmes de quitosana

A atividade antimicrobiana de filmes a base de quitosana, foi realizada em
microplacas de 96 pocos e utilizou cepas dos fungos Alternaria alternata, Alternaria
solani e Penicillium expansum (adquiridas na Embrapa Instrumentacdo, Sdo Carlos —
SP), as quais foram utilizadas para o preparo de uma suspensdo de esporos. Para tanto
foram utilizadas amostras circulares de filmes esterilizadas com luz UV, cujo diametro
era de aproximadamente 0,5 cm. As suspensdes de esporos foram preparadas seguindo
0 procedimento descrito no item 3.6.1. O meio de cultura utilizado para o
desenvolvimento dos fungos (batata dextrose) foi preparado, por meio da solubilizacdo
em &gua deionizada. As placas foram armazenadas em camara incubadora B.O.D. (MA
415 - Marconi) por um intervalo de tempo de 7 dias a 28 °C. O crescimento fungico foi
avaliado no 3°, 5° e 7° dia de incubacdo, pela leitura da turbidez do meio a 405 nm por
um leitor de microplacas (Biotek ELx 808). Para fins de comparacdo, foi utilizado como
controle o meio de cultura na auséncia do filme de quitosana. Todos os ensaios foram
realizados em quadruplicata. (LECETA et al., 2013 e JUNIOR et al., 2005)
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3.7 APLICACAO DOS FILMES BIOPOLIMERICOS COMO REVESTIMENTOS DE
ALIMENTOS

Solucbes dos filmes de quitosana e seus derivados foram preparadas para serem
testadas qualitativamente como revestimentos de frutas. Para tanto, as frutas foram
imersas na solucdo filmogénica durante 60 segundos a temperatura ambiente e
suspensas para secagem. Para fins de comparacdo, utilizou-se um plastico filme
comercial oriundo de petréleo. O procedimento foi realizado em tomates, macds e
bananas e durante 15 dias essas frutas ficaram armazenadas a 25°C, exceto a banana,
que devido a sua maior fragilidade, a analise se deu em 5 dias, para acompanhamento

do aspecto visual da conservacgéo do alimento.
3.8 ANALISES ESTATISTICAS

A analise estatistica dos dados foi realizada utilizando o software Minitab 17. Os
resultados dos experimentos foram expressos na forma de média + desvio padréo e a
variancia foi analisada utilizando o procedimento ANOVA, onde as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey, considerando um nivel de significancia de 5%, ou seja,
com intervalo de confianca de 95%.
4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 CARACTERIZACAO DA QUITOSANA E DE SEUS DERIVADOS
4.1.1 Reacdo de desacetilacdo da quitosana comercial

A reacdo de desacetilacdo da quitosana € uma reacdo de hidrolise basica da

amida, cujo mecanismo se da por um processo de substituicdo nucleofilica bimolecular

(MURPHY et al., 2000) e o esquema geral da reacdo esta representado na Figura 12.
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Figura 12- Esquema da reacdo de desacetilacdo da quitosana comercial.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Por meio da desacetilacdo é possivel obter um aumento de grupamentos amina
livres na estrutura do polimero, as quais sdo passiveis de modificacdes devido a um
aumento de sua reatividade e solubilidade. O processo ocorre em varias etapas,
inicialmente tem-se a adi¢do de ions hidréxido no grupo carbonila da amida, seguida da
transferéncia de protons da agua do meio reacional para a forma anibnica do
intermediario. Em seguida ocorre a protonacdo do nitrogénio do grupo amina e
consequentemente tem-se a dissociacdo da forma protonada, resultando na clivagem da
ligacdo entre o carbono e o nitrogénio, obtendo assim, a estrutura da quitosana com
maior porcentagem de mondmeros contendo grupos amina livres e liberando ions
acetato e agua. (SOLOMONS; FRYHLE, 2006).

4.1.2 Determinacdo do grau de desacetilacdo da quitosana por meio de espectroscopia

de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio

O grau de desacetilacdo foi obtido por meio da anélise dos espectros de RMN *H
das CHc e CHp que estdo apresentados nas Figuras 13 e 14, respectivamente,
comparando-se as areas dos sinais referentes aos hidrogénios metilicos (Acy;) do grupo
acetamida com a dos hidrogénios (An) ligados ao carbono anomérico (C1).

O sinal correspondente aos hidrogénios anomericos dos mondmeros
desacetilados e acetilados da quitosana aparecem na regido de 5,2 ppm. A regido de 3,5
a 4,4 ppm apresenta sinais correspondentes aos hidrogénios ligados aos carbonos 2 a 6
(C2- C6) da unidade monomérica, sendo que o sinal do hidrogénio ligado ao carbono 2
do anel (C2) aparece isolado dos demais em 3,5 ppm. O sinal correspondente aos
hidrogénios metilicos do grupo acetamida aparece na regido de 2,3 ppm (OLIVEIRA, et

al., 2013; FIAMINGO, CAMPANA- FILHO, 2016).
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Figura 13 - Espectro de RMN 'H da quitosana comercial (CHc) em D,O/DCl a 70 °C.
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E possivel observar a diminuicdo da intensidade do sinal referente aos
hidrogénios metilicos do grupo acetamida dos mondmeros acetilados, 0 que evidencia a
eficiéncia da reacdo de desacetilacdo. Por meio da integracdo dos sinais referentes aos
hidrogénios anoméricos (~5,2 ppm) e aos hidrogénios do grupo CH3 da acetamida (2,3-
2,4 ppm), foi possivel determinar o grau medio de desacetilacdo da quitosana utilizando
a Equacao 6.

Ach,

3A, x 100 (Equagéo 6)

=i~

Na qual:
Acy; refere-se a area de integracdo dos hidrogénios metilicos do grupo acetamida;
Ay refere-se a area de integracdo dos hidrogénios anomericos da cadeia polimérica da
quitosana.

Com base nos espectros de RMN *H e na Equacdo 6, tem-se que o grau de
desacetilacdo (GD) obtido para quitosana comercial foi de 77% e para a quitosana
desacetilada foi de 97%.

4.1.3 Reacéo de despolimerizacdo da quitosana desacetilada

A reacdo de despolimerizacdo da quitosana foi realizada com o intuito de se
obter um polimero de menor massa molecular. A presente reacdo envolveu a quebra da
ligacdo glicosidica pela acdo do nitrito de sodio adicionado ao meio reacional (Figura

15) (HUANG, KHOR e LIM, 2004; TOMMERAAS et al., 2001).

Figura 15 - Esquema da reacdo de despolimerizagdo da quitosana.

OH OH
0 o g
Ri™ HO O HO 2
NH; NH;

NaNOle+
OH o HO OH
@]
wo * HOA\;Q/R“ N + H*
" NH,

Fonte: Elaborado pela autora.
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A despolimerizacdo com NaNO; produziu quitosana com Mw de 11 kDa.
4.1.4 Reacdo para obtencdo do derivado hidrofilico de quitosana

A inser¢do do grupo hidrofilico DEAE na cadeia da quitosana consiste em uma
reacdo substituicdo nucleofilica bimolecular (Sy2) e ocorre pelo ataque nucleofilico ao
carbono ligado ao &tomo de cloro do grupo DEAE com consequente rompimento da
ligacdo entre carbono e cloro e formacdo da ligagdo carbono-nitrogénio (Figura 16).

Figura 16 - Esquema da reacéo de sintese do derivado hidrofilico (DEAE-CH,) de quitosana.
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Fonte: Elaborado pela autora.

4.1.5 Reacéo para obtencdo do derivado anfifilico de quitosana

A reacdo de alquilacdo da quitosana (Figura 17) ocorre em duas etapas,
primeiramente ocorre a formacao de uma base de Schiff (imina) entre o nitrogénio do
grupo amina da quitosana e o carbono carbonilico do aldeido, seguida da reducdo da
dupla ligacdo da base de Schiff empregando-se borohidreto de sddio (DESBRIERES et
al., 1996).

Figura 17 - Esquema da reagdo de sintese do derivado anfifilico (DEAE-CH_-Dod) de

quitosana.
OH | e, | OH
O . ' : O
NHs | e ;. NaBH, NH
n =] | n
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Fonte: Elaborado pela autora.
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A Figura 18 apresenta a formula estrutural plana idealizada do derivado
anfifilico de quitosana sintetizado neste trabalho, que teve por objetivo avaliar
comparativamente os efeitos da massa molecular e das modificacGes quimicas sobre as
propriedades fisico-quimicas e antimicrobianas de filmes de quitosana. Cinco amostras
de diferentes Mw e graus de substituicdo foram utilizadas para o estudo (Tabela 4); uma
amostra comercial (CHc) com de 77% de mondmeros desacetilados, uma amostra
altamente desacetilada (CHp, GD = 97%), uma amostra de baixa massa molecular
obtida apds o processo de despolimerizacdo (CH\.) e seus derivados contendo grupos
dietilaminoetil (DEAE-CH,) e dodecila (DEAE-CH_-Dod ).

Figura 18 - Formula estrutural idealizada do derivado anfifilico de quitosana (DEAE-CH, -
Dod).

OH OH OH OH
o] | o] | ] | | o] A
T HO 0] HO O7T |HO O~ |HO 0
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CHy  Ix Y 1z | -
CH;
Y= 0.03 X=0,03
X=0,23 X=0,03 ! Y=0,29
Y-0.77 ]»CHE Y-0,97 ]u::HF ;: g,ii }DEAECHL 7-044 [DEAE—CH,—Dod
T W=0,24

Fonte: Elaborado pela autora.

4.1.6 Determinacdo do grau de substituicdo por grupos DEAE e dodecila dos derivados

de quitosana

O grau médio de substituicdo de grupos DEAE (GSpeag), bem como o de grupos
dodecila (GSpoqg) na cadeia polimérica da quitosana foi determinado por meio da técnica
de RMN tH. A Figura 19 apresenta o espectro da quitosana modificada com o grupo
hidrofilico DEAE (DEAE-CH,).
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Figura 19 - Espectro de RMN 'H da quitosana modificada com o grupo hidrofilico DEAE
(DEAE-CH,) em D,0O/DCl a 70 °C.
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Na Figura 19 estdo indicados os sinais caracteristicos do substituinte DEAE que
confirmam a efici€éncia do processo reacional. O sinal presente em o ~1,6 ppm refere-se
aos hidrogénios metilicos do DEAE, ja os sinais evidentes na regido de 3,5 a 3,9 ppm
sdo atribuidos aos hidrogénios metilénicos (OLIVEIRA, et al., 2013). O GSpeae foi
determinado utilizando-se a Equacdo 7 (KIM e CHUN, 1999).

Acn,
6 x AH

GSDEAE = ( )X 100

(Equacéo 7)

Na qual:
A3 refere-se a area de integracdo dos hidrogénios metilicos do grupo DEAE;
Ay refere-se a area de integracdo dos hidrogénios anoméricos da cadeia polimérica da
quitosana.
Com base no espectro de RMN 'H e na Equacdo 7, obteve-se 44% de

substituicdo de grupos DEAE na cadeia da quitosana.
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O espectro de RMN *H do derivado anfifilico de quitosana deu origem a trés
novos sinais referentes a esse grupo, como pode ser observado na Figura 20. O sinal em
1,19 ppm corresponde aos hidrogénios do grupo metila (-CH3) da cadeia do grupo
dodecila; o deslocamento quimico na regido de 1,6 ppm corresponde aos sinais dos
hidrogénios metilénicos (CH,) do substituinte, e o sinal em 2,06 ppm pode ser atribuido
ao grupo metileno ligado diretamente ao nitrogénio do grupo amina da quitosana. O
espectro mostra ainda um desdobramento no sinal na regido de 6 ~ 5,3 ppm que
corresponde aos hidrogénios anoméricos dos mondmeros acetilados, desacetilados e
substituidos pelo grupo dodecil (DESBRIERES, MARTINEZ e RINAUDO, 1996).

Figura 20 - Espectro de RMN *H para o derivado anfifilico de quitosana (DEAE-CH,-Dod) em
D,O/DCla 70°C.
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O calculo do grau de substituicdo de grupos dodecila (GSpoq) foi realizado

utilizando a Equacéo 8.

A )
GSpog = ( : XCZ;) x 100 (Equagéo 8)
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Na qual:
Ac; refere-se a area de integracéo dos hidrogénios metilicos do grupo dodecila;
Ay refere-se a area de integracdo dos hidrogénios anoméricos da cadeia polimérica da
quitosana.

Foi obtido, portanto, um derivado anfifilico contendo 24% do grupo hidrofébico
dodecila.

4.1.7 Determinagdo da massa molecular média dos polimeros por CPG

A técnica de cromatografia de permeacdo em gel, também conhecida como
cromatografia por exclusdo de tamanho é uma técnica muito aplicada que separa
moléculas com base no seu tamanho. Os polimeros CH¢, CHp, CH. e DEAE- CH_
foram submetidos a analise por CPG para determinacdo de suas massas moleculares,
tendo como padrdo solugbes de pululana. A Tabela 4 apresenta o valor da massa
molecular ponderal média (M,), massa molecular numeérica média (M, e a
polidispersividade (Pdi) dos polimeros citados, de acordo com suas respectivas
composicdes. As curvas analiticas e os cromatogramas de CPG sdo apresentados no
Apéndice B.

Tabela 4 - Propriedades da quitosana e seus derivados.

M, M, Pdi GD  GSoeae  GSpud
Polimeros 1 sy (0a)  (MJM) (%) %) (%)
CHc 208 108 1,92 77 — —
CHp 143 44 3,26 97 — —
CH_ 11 4,3 2,56 97 _ —
DEAE - CH, 14 5,6 2,51 53 44 -
DEAE - CH_.- Dod - - — 29 44 24

Diante dos valores determinados, pode-se afirmar que tanto o processo de
desacetilacdo quanto o processo de despolimerizagdo resultaram na diminuicdo da
massa molecular média dos polimeros. A despolimerizagcdo obtida em consequéncia do

processo de desacetilacdo pode ser resultante das condi¢bes reacionais como,
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temperatura, tempo e concentra¢do de hidroxido de sodio. Ja a reacdo na presenca de
nitrito de sddio, mostrou-se como sendo um processo eficiente para despolimerizar a
cadeia da quitosana, obtendo um produto de baixa massa molecular. Como esperado, 0
processo de desacetilacdo realizado em solucdo aquosa de NaOH, aumentou a
polidispersdo (PDi) da CHp comparado a quitosana de partida (CHc). Por outro lado, o
processo de despolimerizacdo, seguido pelo processo de purificagdo por diélise,
diminuiu os valores de PDi para cerca de 2,5, indicando que os comprimentos de cadeia

estdo cada vez mais monodispersos.

4.2 CARACTERIZACAO DOS FILMES BIOPOLIMERICOS

Os filmes foram caracterizados quanto a sua espessura, estrutura, solubilidade
em agua, coloracdo, opacidade, propriedades mecénicas, térmicas e permeabilidade ao

vapor de agua.
4.2.1 Espessura e aparéncia dos filmes

A espessura € um importante fator para filmes, uma vez que pode influenciar nas
propriedades de barreira e resisténcia mecanica, bem como para avaliar a uniformidade
desses materiais. De acordo com estudos realizados por Sobral e colaboradores (1999),
quando se trata de filmes biodegradaveis, a espessura é um fator relevante, devido a
variacdo que pode ocorrer, decorrente do método de casting pelo qual sdo formados,
onde a solucdo filmogénica é depositada em uma superficie plana e o filme é formado
apos a evaporacdo do solvente. A espessura média dos filmes de quitosana (Figura 21)

utilizados neste trabalho foi de aproximadamente 0,04 mm.

Figura 21 — Filme biopolimérico obtido a partir de quitosana.

Fonte: Autora.
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4.2.2 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier

A Figura 22 apresenta os espectros de 1V dos filmes de quitosana comercial
(CHc), da quitosana desacetilada (CHp), da quitosana degradada (CH.), da quitosana
modificada com grupos DEAE (DEAE-CH\,) e do derivado anfifilico (DEAE-CH,-
Dod). As bandas de absorcdo presentes na regido de 3362 cm™ sdo bandas
caracteristicas resultantes das vibragdes de estiramento axial dos grupamentos
hidroxilas existentes nos polimeros, as quais se encontram sobrepostas ao estiramento
das ligacdes N-H (PAVIA et al., 2010). Em aproximadamente 1650 cm™ h& uma banda
que corresponde a ligagdo C=0O da carbonila do grupamento amida, o que permite
diferenciar a CHc dos demais polimeros estudados, pois ela apresenta maior proporcéo
de grupos acetamida em sua estrutura. Apés ser submetida a reacdo de desacetilacdo ha
uma reducdo na quantidade de grupos amida na estrutura polimérica, 0 que torna essa

banda de absorcdo menos intensa nos demais.

Figura 22 - Espectros na regido do infravermelho para os filmes de quitosana e seus derivados

sintetizados.
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A partir da comparacdo entre 0s espectros, € possivel observar bandas no
intervalo de 1500 - 1340 cm™, que correspondem &s deformacdes axiais das ligacdes
C—N presentes na estrutura molecular do DEAE e também, nota-se o surgimento de
bandas na regido entre 2947 - 2843 cm™ nos espectros do derivado anfifilico que n&o

sdo observadas no espectro da quitosana. Tais bandas correspondem as deformagdes
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axiais da ligagdo C—H dos grupos metila (CH3) e dos grupos metilénicos (CHy)
presentes nos substituintes DEAE e Dod (GABRIEL, TIERA e DE OLIVEIRA TIERA,
2015). A similaridade entre os espectros de IV (Apéndice C), tanto em termos de
posi¢cdo quanto a intensidade das bandas de absor¢do de todos os filmes biopoliméricos
com os diferentes plastificantes utilizados, indica que a adi¢do do agente plastificante e
0 aumento de sua concentracdo, ndo alteraram significativamente a estrutura quimica do
polimero durante a formacdo do filme. Em todos os espectros é possivel observar a
presenca de bandas de absorcéo das principais ligacOes presentes na estrutura de cada
plastificante utilizado. No trabalho realizado por Medeiros e colaboradores (2010), no
qual realizaram um estudo sobre a polimerizacdo do glicerol, os autores destacaram
regides do IV caracteristicas do polialcool, que também podem ser observadas nos
espectros obtidos no presente trabalho, sendo a regido de 3380 cm™ tem-se a banda de
estiramento OH, em aproximadamente 1215 cm™ encontra-se a bandas associadas a

ligagio C—O de alcool secundario e em 1045 cm™ a banda de C—O de alcool primario.
4.2.3 Difracéo de raios - X

A difracdo de raios - X, assim como a técnica de IV é utilizada para avaliar a
estrutura dos filmes e nos permite compreender o que ocorre com a mobilidade das
cadeias dos polimeros. A Figura 23 apresenta os difratogramas dos filmes de quitosana
e dos derivados sintetizados, na auséncia de agentes plastificantes. Em geral, os filmes
preparados sem plastificantes exibiram estruturas amorfas, caracterizadas pelo pico
largo centrado na regido de 20 ~ 20°. O difratograma de CHc mostra um pico largo
centrado em 20 ~ 20 °, enquanto o filme CHp exibiu outros trés picos em 20 = 8,35 °,
11,29 ° e 17,90 °, que foram atribuidos a regido cristalina hidratada (8,35 ° e 11,29 °) e
a regido amorfa (17,90 °) (RHIM, et al., 2006). Diferentemente de CH_, o0s
difratogramas de filmes preparados com seus derivados DEAE-CH, e DEAE-CH_-Dod
se diferenciaram pelo aparecimento de um pico centrado em 26 ~ 5,6°, o que indica a
formacdo de regibes cristalinas resultantes da inser¢cdo com grupos DEAE. Embora o
grupo DEAE seja um grupo amina terciario, ele da a cadeia polimérica um carater
anfifilico devido a seus grupos metila e metileno. Observacdes semelhantes foram feitas
para N-octanoila e N-miristoilquitosanas, sugerindo que DEAE-CH_ tem uma

organizagdo mais cristalina do que a obtida para o filme com CH_ (TIEN et al., 2003).
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Figura 23 - Difratogramas dos filmes de CH¢, CHp, CH,, DEAE-CH, e DEAE-CH,_-Dod.
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A analise por difracdo de raios-X foi utilizada para verificar a ocorréncia de
modificacdes na cristalinidade dos filmes, com a adicdo de diferentes concentracdes de
plastificantes e de um modo geral, a adicdo de glicerol e sorbitol ndo afetou
significativamente os difratogramas dos filmes e, para todas as formulacdes estudadas,
foi observado um perfil semelhante. Para filmes preparados com CHc, a adicdo de
glicerol e sorbitol intensificou os picos de 26 = 8,35 °, 11,29 ° ¢ 17,90 °, que mal eram
vistos na auséncia de plastificante (Figura 24), sugerindo um aumento no padrdo de
cristal hidratado (MA, X. et al., 2018). Este resultado indicou que uma pequena

quantidade de plastificante poderia promover a cristalizacdo da quitosana.
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Figura 24 - Difratogramas dos filmes de CHc contendo glicerol (a) e sorbitol (b) na

formulagéo.
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Da mesma forma, a adi¢do dos plastificantes aos filmes CHp e CH_ ndo afetou

significativamente o seu ordenamento estrutural. Os filmes obtidos com os derivados
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DEAE-CH,. e DEAE-CH_ -Dod na presenca de 20% de glicerol tornaram-se menos

cristalinos, indicados pela intensidade reduzida para o pico a 20 + 5,6 ° (Figura 25).

Figura 25 - Difratogramas dos filmes de (a) DEAE-CH_ e (b) DEAE-CH,-Dod contendo

glicerol na formulagéo.
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4.2.4 Solubilidade em agua

A biodegradabilidade de um filme é uma das caracteristicas mais interessantes
quanto ao seu uso como embalagem, o que refor¢ca a necessidade do estudo da
solubilidade dos filmes em &gua, avaliando as alteracGes que ocorrem na integralidade
de cada filme quando em contato com a agua. A solubilidade do filme é uma
propriedade muito importante, particularmente para filmes comestiveis, onde a
solubilidade pode ser uma propriedade necesséaria. O estudo da solubilidade permite
uma escolha mais adequada quando se utiliza o filme na pratica, uma vez que, para
certos fins, como a protecdo de alimentos contra acdo microbiana, filmes de baixa
solubilidade sdo necessarios, enquanto para uso como revestimento comestivel,
solubilidades moderadas a altas podem ser necessario (ERKMEN; BARAZI, 2018) A
Figura 26 mostra a solubilidade em agua de filmes sem plastificante. Em geral, a
quitosana de baixa massa molecular e seus respectivos derivados proporcionaram filmes
com alta solubilidade em &gua, atingindo 100% tanto para DEAE-CH_ como para
DEAE-CH_-Dod. Por outro lado, CHc e CHp sem plastificante proporcionaram filmes
cujas solubilidades eram 6,1 e 9,2% respectivamente (Apéndice D, Tabela D1). A alta
solubilidade para DEAE-CH_ e DEAE-CH_-Dod pode ser atribuida a uma combinagéo
do maior pKa (~ 10.0) do grupo amino terciario de DEAE com o Mw baixo para CH_
(Mw 11 kDa), uma vez que seu filme teve uma solubilidade de aproximadamente 40%
em agua, em contraste com o filme preparado com CHp (Mw 143 kDa), cuja

solubilidade foi de apenas 9,2%.
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Figura 26 - Percentual de solubilidade dos filmes de quitosana produzidos sem agentes
plastificantes na formulacgéo (a) e aspecto visual dos filmes ao término do ensaio de solubilidade
em &gua (b).
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Fonte: Autora.

As Figuras 27.a, 27.b e 27.c mostram o efeito da porcentagem de plastificante na
solubilidade de filmes preparados com CH, e seus derivados.

59



Figura 27 - Efeito da porcentagem de plastificante na solubilidade em &gua de filmes
preparados com CH,_ () e seus derivados DEAE-CH, (b) e DEAE-CH_-Dod (c).
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indicam uma diferenca significativa a p<0,05, de acordo com o teste de Tukey.
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O plastificante € um dos principais componentes dos filmes e sua porcentagem
pode ser ajustada para controlar a solubilidade, que por sua vez permite 0 ajuste das
propriedades do filme para atender diferentes aplicagdes, pois para alguns alimentos
filmes insollveis sdo necessarios para melhorar a integridade do produto e resisténcia a
4gua (RODRIGUEZ-NUNES et al., 2014). Neste estudo, ficou claro que as
porcentagens de glicerol e sorbitol afetaram a solubilidade de todos os filmes de
quitosana, exceto o derivado anfifilico DEAE-CH_-Dod, cujos filmes apresentaram-se
soluveis independentemente da concentracdo do plastificante (5% a 20%, Figura 27¢ ).

Em contraste, a solubilidade do CH_ e DEAE-CH_ de filmes preparados com
20% de plastificante foram menos sollveis do que as outras formula¢des, enquanto que,
para CHc e CHp, a adigéo de glicerol e / ou sorbitol aumentou a solubilidade dos filmes
para 15 -20% (Figuras 28.a e 28.b). No geral, os resultados mostraram que a
porcentagem de plastificante pode ser ajustada para controlar a solubilidade das
quitosanas acetiladas e desacetiladas, independentemente da sua Mw.

61



Figura 28 - Efeito da porcentagem de plastificante na solubilidade em &gua de filmes
preparados com CHc (a) e CHp (b).
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* Qs resultados correspondem a média * desvio padrdo. Letras diferentes no mesmo grafico

indicam uma diferenca significativa a p<0,05, de acordo com o teste de Tukey.

Alguns estudos demonstram que o fato de um filme apresentar uma elevada
solubilidade ndo torna o seu uso inviavel, uma vez que para determinadas aplicacdes, se
faz necessario que o filme apresente uma boa solubilidade em agua, como em casos
onde os filmes sdo utilizados no processo de encapsulamento de alimentos, no qual se
faz uso de cépsulas de matérias comestiveis para revestir particulas (ex. pigmentos,
conservantes, compostos de sabor, etc.) (AZEREDO, 2005) ou também, ser utilizado na
area agricola como recobrimento para sementes, para reduzir a perda de aditivos, inibir
0 ressecamento das raizes e ainda atuar no controle de pragas (TANADA-PALMU et.
al., 2005).
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4.2.5 Ensaio de cor e Opacidade

Os resultados obtidos no ensaio de cor para as diferentes formulagGes dos filmes
estdo apresentados na Tabela 5 sob a forma de seus valores médios e respectivos
desvios-padrdo. A cor e a opacidade dos filmes de quitosana foram afetadas por todas as
modifica¢bes quimicas (desacetilacdo, despolimerizacdo e substitucdes) as quais 0s
polimeros foram submetidos, bem como pela porcentagem de plastificante adicionada.
Essas variacdes na coloracdo dos filmes podem ser observadas na Figura 29, que mostra
os filmes de quitosana e seus derivados sintetizados na auséncia de agentes
plastificantes.

Figura 29 - Filmes de CHc (a), CHp (b), CH_ (c), DEAE-CH_ (d) e DEAE-CH_-Dod (e).

(@) (b) (© (d) (€)

Fonte: Autora.

A Figura 30 mostra a escala padrdo de cores CIELAB e a respectiva
representacdo dos parametros a* e b* dos filmes de quitosana em plano cartesiano. As
alteracdes nos parametros de cor dos filmes CHp e CH,_ e DEAE-CH, em comparacéo
ao filme CHc, estdo ligadas a processos de oxidacdo durante a desacetilagdo e
principalmente ao processo de despolimerizacdo, resultando em altos valores de b¥*,
como os obtidos para CH_ ( 53,11 + 1,86) e DEAE-CH, (64,69 £ 1,95), sendo estes
dois filmes os mais amarelos sem adicdo de plastificante. O filme CH_ destacou-se dos
demais por apresentar um matiz laranja-avermelhado, indicado pelo maior valor de a*
(16,16 £ 1,98). O filme para o derivado anfifilico DEAE-CH_-Dod apresentou uma
coloracdo semelhante & do CHp (Tabela 5). Esta melhoria de coloragdo resultou do
ambiente redutor proporcionado por NaBH, utilizado no passo de aminacdo redutiva
com grupos dodecila (DIAS et al., 2018). Filmes de quitosana comercial apresentaram
média de valor de claridade (L*) de 84,42 + 1,80, enquanto quitosanas desacetiladas
(CHp) e despolimerizadas (CH,) apresentaram valores de 80,07 + 0,83 e 67,65 + 1,71,

respectivamente, indicando menor transparéncia e filmes ligeiramente mais escuros
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(Tabela 5). A modificagdo com grupos dodecila (DEAE-CH_-Dod) aumentou
novamente L para 82,50 + 055.

Figura 30 - Escalas de cores CIELAB e representagdo dos pardmetros a* e b* dos filmes de
quitosana em plano cartesiano.
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A Figura 31 mostra que a opacidade do filme foi grandemente alterada pelo
processo de despolimerizacdo, o que reduziu significativamente a transparéncia do filme
CH_.. Os valores de opacidade também foram influenciados pela adicdo dos
plastificantes. Diferentemente do filme CH., cuja opacidade diminuiu com a
porcentagem dos plastificantes, os valores de opacidade de CHc, CHp, DEAE-CH_
aumentaram de 2% para cerca de 6-10%. Além disso, a opacidade do filme anfifilico
DEAE-CH_-Dod ndo exibiu nenhuma mudanca significativa com glicerol adicionado.

Assim, além de melhorar as propriedades mecénicas, a adicdo de glicerol e sorbitol
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aumentaram as opacidades de todos os filmes, o que pode ser uma vantagem adicional,

levando em consideracdo que maiores valores de opacidade reduzem a incidéncia de luz

em produtos alimenticios, impedindo a oxidacdo induzida pela luz com perda de

nutrientes, descoloracéo e sabores desagradaveis (HANANI et al., 2013).

Figura 31 - Opacidade em fungéo das porcentagens de glicerol (2) e sorbitol (b) para os filmes

preparados com quitosana e seus derivados.
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Tabela 5 - Propriedades de cor de filmes de quitosana e seus derivados.

Parametros de Cor

L* Controle Glicerol Sorbitol
Filme ax
= 0 5% 10% 20% 5% 10% 20%
84,42+1,80%% | 84,91+1,34"B 86,22+2,76 " 85,19+2,45* B 84,13+0,87° 85,480,517  85,65+0,49" B
CHc -1,29+0,07 -2,32+0,18°¢ -2,31+0,07 %€ -2,42+0,37°°¢ -2,46+0,39¢ -2,28+0,42°¢ -2,11+0,06°
15 89+0 56° 21,24+0,73°P 20,13+1,66° 24,34+2,49" 22,50+1,23%¢  23,10+1,70"®  22,20+0,77°¢
80,07+0,83° 81,36+0,52 B¢ 82,00+1,13* 8 82,49+0,60" 80,86+0,54°°  81,42+0,375¢ 82,85+0,94"
CHp -1,02+0,474B -1,01+0,15%B -0,98+0,14% -1,17+0,034B -0,99+0,07 -0,960,06 " -1,24+0,07°
29,71+1,294 29,70+1,404 26,65+1,32¢P 25,59+0,31° 27,24+0,51 B¢ 27 9940 478 29,34+0,66"
67,65+1,71° 75,770,925 76,13+1,35° 78,07+1,58" 64,26+0,43F 68,85+0,42° 71,42+0,75°
CHL 16,16+1,98* 8,30+0,45° 10,75+0,61°¢ 9,56+0,61°¢ 13,60+0,82° 13,45+0,70° 13,04+0,86°
53,11+1,86¢ 47,35+1,62F 50,85+1,72° 53,16+1,65° 63,75+1,47° 63,21+0,92° 69,06+0,94*
66,49+0,98¢ 64,93+2,50¢ 65,92+1,39¢ 56,45+0,77° 66,98+1,174 66,68+0,89" 68,31+0,878
DEAE- CH, 12,31+0,78° 16,76+0,72° 22,54+1,628 26,29+0,45" 15,70+0,86° 14,23+0,98F 17,13+0,69¢
64,69+1.95° 66,34+2,85¢ 66,19+1,61° 69,79+1,02F 67,34+1,78" 68,77+1,24° 70,39+1,00°
82,50+0,55°¢ 80,80+0,29" 81,98+1,20° 81,17+0,45° 82,94+0,21¢ 84,10+0,26° 86,23+0,96"
DEAE- CH_-Dod -0,96+0,31* -0,39+0,13° -0,88+0,43°¢ -0,27+0,27* -0,89+0,07° -1,21+0,05° -1,44+0,04°
30,99+2,23° 33,88+0,64" 35,25+1,73* 34,96+1,314 27,75+0,50° 26,27+0,43¢ 17,76+0,70°

* Letras diferentes na mesma linha para formulagdes do mesmo plastificante indicam uma diferenca significativa (p <0,05) de acordo com o teste de Tukey.
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4.2.6 Permeabilidade ao vapor de &gua

A permeabilidade ao vapor de &gua (PVA) é uma das propriedades mais
importantes para avaliar o potencial de aplicacdo dos filmes, devido a importancia da
4gua no processo de deterioracdo dos alimentos. E bem conhecido que varios
parametros como estrutura quimica, concentragdo, método de preparacao, condigcdes de
armazenamento e a presenca de aditivos podem afetar a permeabilidade ao vapor de
agua (ESCAMILLA-GARCI'A et al., 2017; MORILLON et al., 2002). Assim, neste
trabalho, espera-se que as alteracBes sequenciais na estrutura da quitosana, isto é,
desacetilacdo, despolimerizacdo e modificacdo com grupos DEAE e dodecila afetem a
PVA, uma vez que estes processos irdo alterar a natureza anfifilica da cadeia
polimérica. Para avaliar o efeito de modificacdes estruturais na PVA para cada filme, o
ganho em massa foi determinado em funcdo do tempo para todas as formulacdes de
filmes estudadas e a taxa de PVA foi calculada conforme descrito no item 3.5.5 deste
trabalho e as curvas representativas do ganho de massa de todos os filmes estdo
apresentadas no Apéndice E. A Figura 32 (a) mostra que os valores de PVA para 0s
filmes preparados sem plastificantes exibiram uma tendéncia para aumentar com 0s
processos de desacetilacdo e despolimerizacdo e depois comegcam a diminuir com a
insercdo de grupos DEAE e dodecila. Essa tendéncia pode ser explicada pela natureza
hidrofobica dos grupos dodecila, que também afetou a espessura dos filmes, diminuindo
de 45 pum para 30 um (Figura 32a e Tabela 7) com a insercdo desses grupos. Os valores
mais elevados de PVA para CHc, CHp e CH__ estdo associados a natureza hidrofilica da
quitosana fornecido pelos grupos amina protonados e sua afinidade com a agua, que é
gradualmente diminuida com a inser¢do dos grupos DEAE e dodecila (Tabela 6). Esta
tendéncia para espessura e PVA também foi relatada quando éleos sdo adicionados a
filmes de quitosana (VALDERRAMA, ALBARRACIN, ALGECIRA, 2015) e ap6s a
neutralizacdo dos grupos amina (CHANGA et al., 2019).

A adicdo de glicerol e sorbitol a filmes resultou em taxas de permeacdo de
vapor de agua variando de 1,02 a 1,67 (10° g m™ ** Pa™) e esses valores estdo em
estreita concordancia com os relatados por PARK e colaboradores (2002). Para filmes
preparados com CHc e CHp, a PVA aumentou apenas com as porcentagens de sorbitol.
Por exemplo, sem plastificantes, a PVA para CHc e CHp foi de 1,29 e 1,33 ¢, com a
adicdo de sorbitol, aumentou para 1,67 e 1,65 10° g m™s* Pa™, respectivamente

(Tabela 6). Por outro lado, a adigéo de glicerol ndo alterou significativamente a PVA
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para filmes de CHc e CHp e, independente da porcentagem de glicerol, os valores
permaneceram na faixa de 1,2 -1,4 10" g m™s™ Pa™ (Tabela 6). A mesma tendéncia
também foi observada em relagdo ao efeito do sorbitol na espessura dos filmes CH¢ e
CHp, que aumentaram de 42,0 e 42,2 um para 53,1 £ 2 e 55,2 £ 1 um, respectivamente,
enquanto a adicdo de glicerol aumentou apenas ligeiramente a espessura do filme. para
CHp, de 42,2 pum a 46,8 um. Para os filmes preparados com CH_, DEAE-CH,_ e DEAE-
CH_-Dod, a PVA apresentou uma tendéncia a diminuir para formulagdes com 5% e
10% de plastificante (Figura. 32b e Tabela 6) e depois mudou para um aumento de 20%,
com excecdo das formulagcbes de sorbitol-CH, que ndo mudaram e a PVA permaneceu
em torno de 1,6 10™° g m™*s™? Pa™ (Tabela 6). A adicdo de glicerol e sorbitol aumentou
continuamente a espessura desses filmes, indicando que os plastificantes proporcionam
uma superficie mais hidrofilica, contribuindo para o aumento da adsor¢do de moléculas

de &gua e do inchamento dos filmes.
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Figura 32 - Permeabilidade ao vapor de agua e espessura dos filmes preparados com quitosana

e seus derivados. (a) sem plastificante e com porcentagens crescentes de (b) glicerol e (c)

sorbitol.
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Tabela 6 - Permeabilidade média ao vapor de agua dos filmes de quitosana preparados com porcentagens crescentes de glicerol e sorbitol, acondicionados em

umidade relativa de 53%.

PVA, 10™ (g m's™ Pa™)

Filme Controle Glicerol Sorbitol
0 5% 10% 20% 5% 10% 20%
CHc 1,29+0,21" | 1,41#0,09* 1,47 +0,09" 1,32#0,21" | 1,34+0,12"  1,4140,20" 1,67 +0,19"
CHp 1,33+0,26" | 1,31#0,08"*  1,34%0,40"  1,22+0,04” | 1,30%0,23"  1,56x0,54"  1,65+0,53"
CH. 1,60+0,18* | 1,34%0,09”  1,38#0,30"  1,60+0,28" | 1,62#0,12*  1,63+0,32”  1,62+0,09"
DEAE-CH. 1,29#0,13” | 1,19#0,15"  1,45x0,26"  1,32#0,14" | 1,46x0,15"*  1,45x0,12*  1,22+0,14"
DEAE-CH.-Dod | 122+0,25% | 1,14+0,02*% 1,024#0,09% 1,30+0,13*® | 1,23+0,10*®  1,11+0,10*®  1,45+0,08"

Tabela 7 - Espessura média dos filmes de quitosana preparados com porcentagens crescentes de glicerol e sorbitol a uma umidade relativa de 53%.

Espessura média (um)

) Controle Glicerol Sorbitol
Filme 0 5% 10% 20% 5% 10% 20%
CHc 420+1° | 46,1£2° 433+2° 411+1° 43,2+ 2° 44,1 +4° 53,1+ 2”7
CHp 422+2° | 475+1®  464+1B°  468+1BC | 498+4° 55,8+ 1° 552 + 1%
CHL_ 458+2” | 450#1" 439+1% 473+1% 44,5+ 17 44,4 + 2% 454 + 14
DEAE-CH, 37,6+1% | 37,8+1° 39,7+ 14 39,5+ 14 39,9+ 14 39,3+ 14 39,8+ 3"
DEAE-CH.-Dod | 297+2¢ | 30,5+8¢ 33,4+ 1° 39,7+ 2”4 30,4+ 1° 32,5+ 18 39,5+ 14

*Resultados expressos em (média + desvio padréo). Letras diferentes na mesma linha para formulages do mesmo plastificante indicam uma diferenca

significativa (p <0,05) de acordo com o teste de Tukey.

70



4.2.7 Propriedades mecénicas

As propriedades mecénicas dos filmes biopoliméricos foram determinadas com
base na resposta apresentada por cada composi¢cdo em estudo por meio do ensaio de
tracdo uniaxial dos filmes. Conhecer as propriedades mecénicas ¢ um fator de extrema
importancia para direcionar uma possivel aplicacdo a um material, uma vez que elas
fornecem informacdes a respeito de sua resisténcia. No presente trabalho, filmes
biopoliméricos de diferentes composicdes e massas moleculares tiveram suas
propriedades mecénicas estudadas por meio dos parametros: modulo de elasticidade,
tensdo méaxima e deformacédo na ruptura. Sabe-se que, dentre os fatores que mais afetam
0 comportamento mecanico dos polimeros, a massa molecular, estrutura quimica e
plastificante estdo entre os principais parametros.

Para realizar os ensaios de tracdo, os filmes foram previamente acondicionados
em UR 53 %, de modo a evitar a0 maximo que a umidade interferisse nos resultados
obtidos. Em pesquisa realizada por EPURE e colaboradores (2011), destacou-se a
importancia de se controlar a umidade relativa na realizacdo de ensaios mecanicos, uma
vez que se as propriedades forem medidas em alta umidade, a 4gua pode atuar como
plastificante alterando as propriedades dos filmes. Em contrapartida, valores muito
baixos de umidade relativa, podem resultar em filmes muito secos.

As Figuras 33 e 34 mostram os efeitos do aumento das porcentagens de
plastificante na tensdo maxima e mddulo de elasticidade. Os filmes preparados com
CHc, CHp e CH_ sem plastificantes apresentaram valores do parametro tensdo de 32,06
MPa, 29,69 MPa e 21,84 MPa, respectivamente. Estes dados revelam que o0 a massa
molecular tem um efeito significativo na tensdo maxima dos filmes que, como esperado,
aumenta com o aumento da massa molecular da quitosana (PARK, MARSH, RHIM,
2002), sendo semelhantes aos relatados recentemente para quitosanas de M,, similares
(HAMDI et al., 2019). Além disso, o glicerol e o sorbitol afetaram de forma semelhante
0 mobdulo de elasticidade e a tensdo maxima, ou seja, em geral a adicdo dos
plastificantes em porcentagem de 5% e 10% aumentaram o modulo de elasticidade e a
tensdo, sendo dependente da M,, e da modificagdo quimica com os grupos DEAE e Dod.
A adicdo de 5% de plastificante aos filmes de CH¢, CHp e CH. aumentou seus valores
de tensdo maxima de 2,5 a 10 vezes, enquanto para 20% de glicerol ou sorbitol, tanto a

tensdo méxima, quanto o modulo de elasticidade comegcaram a diminuir, embora ainda
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permanecendo acima dos valores obtido para filmes sem plastificantes (Figuras 33a e
33b).

Figura 33 - Tensdo maxima dos filmes de quitosana preparados com concentracdes crescentes
de glicerol (a) e sorbitol (b).

[(a) 4
L — 0, 5, 10, 20 (%)
C
Glicerol
©
o 100
s [
[ 3
£ L A A
= I G
@
=
o
lg 10F
< [
(]
}_
1
CH, DEAE-CH, DEAE-CH, -Dod
{b)B B C 0, 5, 10, 20 (%)
H Sorbitol
©
o
E 100-:
® 1A
E A
< L
©
= K
o
AT
» 104
[
()]
l_
1
CH¢ CHp CH, DEAE-CH, DEAE-CH _-Dod

*Valores correspondem a n = 5 + desvio padrdo. Letras diferentes indicam uma diferenca

significativa (p <0,05).
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Além disso, nota-se que os plastificantes aumentaram a tensdo mais
abruptamente para CHc do que para os filmes preparados com CHp e CH_ e seus
derivados, levando a valores de até cerca de 590 MPa e corroborando a importancia de
M, para resisténcia a tracéo. Os valores do modulo de elasticidade também refletiram as
porcentagens crescentes de plastificantes e a mesma tendéncia foi observada, deixando
claro que a composicdo pode ser ajustada para atingir as propriedades necessarias
(Figura 34).
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Figura 34 - Mddulo de elasticidade dos filmes de quitosana preparados com concentragoes

crescentes de glicerol (a) e sorbitol (b).
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Como mostrado na Figura 35, a adi¢do de plastificantes também resultou em um
aumento na flexibilidade e extensibilidade, e, semelhante aos efeitos produzidos na
tensdo méxima e no mddulo de elasticidade, a deformacdo na ruptura dos filmes foi
dependente da estrutura plastificadora , grau de desacetilacdo e My,. A adicdo de glicerol
a filmes preparados com CH¢ (208 kDa) e CHp(143 kDa) forneceu os maiores valores
de deformacdo, com aumentos maximos de 10,2% e 18% respectivamente (Figura 35a).
Além disso, a adicdo de glicerol resultou em aumentos ligeiramente maiores na
deformac&o do que o sorbitol, indicando que as forgas intermoleculares entre as cadeias
poliméricas foram afetadas diferentemente pelos plastificantes. O GD também
desempenhou um papel importante para este pardmetro, o processo de desacetilagdo
reduziu a M, de 208 para 143 kDa, a adicéo de glicerol proporcionou maiores valores
de deformacdo na ruptura para CHp do que para CHc. Este resultado indica que os
grupos amina desempenham um papel importante no fornecimento de flexibilidade nos
filmes, resultando de interagdes mais eficazes entre os plastificantes e as cadeias
poliméricas. Alem disso, graus crescentes de acetilacdo afetam a conformacdo e
flexibilidade da cadeia polimérica, e, quanto maior o grau de acetilagdo (menor
disponibilidade de grupos amina), menos flexiveis sdo os filmes (HAMDI et al., 2019).
O efeito de My, é claramente visto comparando a deformacdo na ruptura para CHp (143
kDa) e CH. (11 kDa), cujos maiores valores foram 18% e 3,4%, respectivamente (Fig.
5).
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Figura 35 - Deformacdo na ruptura de filmes preparados com quitosana e seus derivados,

aumentando as porcentagens de (a) glicerol e (b) sorbitol.
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significativa (p <0,05).

4.2.8 Andlise Termogravimétrica
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A estabilidade térmica dos filmes de quitosana e seus derivados foi avaliada por

meio de analise termogravimétrica (TG) e a Figura 36 mostra as curvas de TG e suas

derivadas (DTG). O uso da DTG torna mais facil a compreensdo dos dados obtidos nas

analises, pois realiza uma espécie de traducdo da curva em degraus (TG),

proporcionando que as informagdes sejam visivelmente mais esclarecidas, fornecendo
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uma série de picos, cujas areas correspondem a variacdo de massa da amostra (ganho ou
perda) em funcio da temperatura (MOTHE e AZEVEDO, 2009).

Os termogramas s@o caracterizados por uma perda de massa em duas etapas,
sendo a primeira relacionada a perda de dgua. Como pode ser visto na Figura 36a, 0
primeiro evento térmico ocorre desde o inicio da corrida até 200 ° C e refere-se a perda
de 4agua adsorvida na cadeia de quitosana e ligada por meio de ligacdo de hidrogénio,
enquanto o segundo evento térmico ocorre na faixa de 250 ° C a 450 ° C e refere-se a
degradacédo térmica da cadeia de quitosana, que corresponde a maior perda de massa.
(FIORI, GABIRABA, 2014; ZAWADZKI, KACZMAREK, 2010). A partir da Figura
36a, é também visto que a temperatura para a taxa de degradacdo maxima para CHc,
CHp e CH_ é primeiro deslocada para uma temperatura mais elevada (de 281 a 287 ° C)
quando o grau de desacetilacdo (GD) aumentou de 77 % a 97% e diminuiu de 287 para
265 ° C quando o massa molecular foi diminuido de 143 kDa para 11 kDa. Assim, 0
grau de desacetilacio tem uma influéncia significativa na estabilidade térmica da
quitosana e para amostras mais desacetiladas, o aumento da ligacdo de hidrogénio
intramolecular e intermolecular ajuda a aumentar a estabilidade térmica (HAMDI et al.,
2019). Além disso, a My, inferior diminui o emaranhamento das cadeias de polimero,

diminuindo a estabilidade térmica.
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Figura 36 - Curvas de TG-DTG para os filmes de quitosana comercial (CHc), quitosana
desacetilada (CHp) e quitosana despolimerizada (CH\).
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As Figuras 37a e 37b também mostram que a modificagdo com os grupos DEAE
e Dod resultou em alteracdes significativas na analise térmica dos derivados quando
comparado com a amostra inicial CH_. O primeiro evento térmico ocorreu na faixa de
30 a 200 ° C e é atribuido principalmente a perda de agua. Além disso, a perda de agua
aumentou com a inserc¢ao dos grupos DEAE e dodecil, de 7% (CH_) para 8,6% e 10,1%,
para DEAE-CH, e DEAE-CH_-Dod, respectivamente.
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Figura 37 — Curvas de TG-DTG para os filmes de quitosana despolimerizada (CH,) e derivados
de quitosana DEAE-CH, e DEAE- CH_-Dod.
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A insercdo de grupos funcionais pode quebrar a interacdo de ligacdo de
hidrogénio intramolecular e intermolecular, alterando as quantidades relativas de
moléculas de agua adsorvidas e ligadas através da ligacdo de hidrogénio (HAMDI et al.,
2019). Além disso, como resultado do reforco de interacdes hidrofobicas, a temperatura
méaxima de degradacdo foi deslocada para temperaturas mais altas, indicando um
aumento na estabilidade térmica fornecida pelos grupos DEAE e Dod. A Tabela 8

mostra todos esses dados juntos e revela que, para derivados anfifilicos, a massa
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residual diminuiu com a modificagdo de DEAE e Dod, com valores respectivos de 27%
e 20,9% para DEAE-CH_ e DEAE -CH_-Dod, respectivamente.

Tabela 8 - Valores de temperatura maxima de degradacéo e porcentagens de massa perdida e
porcentagens de massa residual para os polimeros.

Temperatura Perda de Perda de massa .
Massa residual
Filmes maxima massa de H,O de quitosana (%)
(°C) (%) %)
CHc¢ 281 12,5 51,3 36,2
CHp 287 13,3 52,2 34,5
CH 265 7,0 55,4 37,6
DEAE-CH, 280 8,6 64,4 27
DEAE-CH, -Dod 284 10,1 69 20,9

4.3 ESTUDO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

4.3.1 Avaliacdo do efeito da concentracdo da quitosana e dos derivados na inibicdo do

crescimento do fungo Aspergillus flavus

A atividade antifingica contra o fungo Aspergillus flavus foi avaliada a partir do
crescimento micelial como descrito anteriormente no item 3.6.2 (GABRIEL, TIERA,
DE OLIVEIRA TIERA, 2015) no sétimo dia de cultivo, com o fungo sendo inoculado
em meio de cultura contendo concentracdes crescentes de anfifilicos. Demonstrou-se
que a atividade antifungica de quitosanas anfifilicas contra A. flavus depende muito da
massa molecular e do grau de substituicdo (DIAS et al., 2018). Como pode ser
observado na Figura 38, independente da estrutura quimica, todas as amostras de
quitosana exibiram alguma atividade antifungica contra A. flavus e os indices de
inibicdo aumentaram de uma maneira dependente da concentracdo. Esta atividade da
quitosana tem sido atribuida principalmente a adsorcdo de cadeias de quitosana na
parede celular e na membrana celular, desencadeada principalmente pelas interacfes
eletrostaticas, afetando os esporos e a populagdo de conidiéforos (DIAS et al., 2018).

Assim, 0 aumento do GD de 77% para 97% resultou em indices de inibicdo mais altos
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para 0 CHp do que para 0 CHc, como resultado do aumento da disponibilidade de

grupos amina (Figura 38 e Tabela 9). Para a CH_, a capacidade de inibig&do diminuiu o

que pode ser atribuido a menor massa molecular desta amostra, o que, por sua vez, pode

diminuir a adsorcdo na parede celular dos fungos. No entanto, como visto na Figura 38,

a insercdo de grupos DEAE e dodecil melhorou significativamente (p <0,05) o indice de

inibicdo, atingindo mais de 70% para o derivado anfifilico DEAE-CH,-Dod a 1,0 g L™

Tabela 9 - Valores dos indices de inibicdo (%) obtidos para os diferentes derivados de
quitosana testados contra o fungo Aspergillus flavus.

Concentragéo indice de inibic&o (%)
@QL™h CHc CHp CH_ DEAE-CH, | DEAE-CH,-Dod
0,1 28,70 +0,37" | 38,44+1,46° | 19,97 +1,26° | 20,47+236" | 43,09+1,07
0,5 27,34 +167" | 3579+392° | 37,44+206° | 38,15+2,64° | 50,32+2,88°
1,0 32,64 +0,87° | 5591+344° | 3565+0,89° | 48,17 £518° | 66,07 +5,00"

*Qs resultados estdo expressos na forma de média + desvio padrdo. Letras diferentes indicam

uma diferenga significativa a p<0,05, de acordo com o teste de Tukey.

Figura 38 - Efeito da concentragdo no indice de inibicdo do fungo Aspergillus flavus.
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*Resultados expressos em (média + desvio padrdo). Letras diferentes indicam uma diferenca

significativa a p<0,05, de acordo com o teste de Tukey.
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4.3.2 Avaliacédo do efeito da concentragdo da quitosana e dos derivados na inibi¢cdo do

crescimento do fungo Alternaria solani, Alternaria alternata e Penicillium expansum

Os fungos filamentosos Alternaria solani, Alternaria alternata e Penicillium
expansum estdo entre 0s agentes causadores da deterioracdo de varios frutos
(OLIVEIRA JUNIOR, MELO, FRANCO, 2012), sendo responsaveis por perdas
durante o armazenamento. Os indices de inibicdo para estes fungos foram determinados
como relatado anteriormente no item 3.6.3 (OLIVEIRA JR et al., 2008; LANGVAD,
1999). As modificagbes quimicas também melhoraram a atividade antifingica da
quitosana despolimerizada (CH.) e o derivado mais eficaz, DEAE-CH,_-Dod, inibiu o
crescimento de A. solani, A. alternata e P. expansum, por 94,2, 83 e 71%,
respectivamente (Figura 39).

Figura 39- Atividades antifingicas comparativas de quitosanas de baixas massas moleculares
contra Alternaria alternata, Alternaria solani, Penicillium expansum.
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*Resultados expressos em (média + desvio padrdo). Letras diferentes indicam uma diferenca

significativa a p<0,05, de acordo com o teste de Tukey.

Atividades antifungicas de varias quitosanas e seus derivados contra estes
fungos foram relatadas por muitos autores. GUO e colaboradores (2013) relataram um

indice inibitorio de cerca de 50% contra A. solani por acdo da quitosana desacetilada
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(GD 97%) em uma concentracdo de 0,5 g L™, enquanto YOUNES e colaboradores
(2014) indicaram que as quitosanas com menor grau de acetilacdo foram mais eficientes
contra A. solani sem dependéncia da massa molecular. Esses estudos confirmam a
importancia da densidade de carga positiva para a atividade antifungica da quitosana,
como mostrado para a maior atividade da CHp quando comparado ao CHc¢ contra o
fungo A. flavus (Figura 38). BADAWY e RABEA (2013) também relataram a atividade
antifungica de derivados de N- (cinamil) quitosana contra Alternaria alternata, avaliada
pela técnica de crescimento radial micelial in vitro. Esses autores verificaram que a
inibicdo de 50% do crescimento micelial (EC50, 672 mg / L) de A. alternata foi mais
efetiva com o derivado N- (o-metoxicinamil) quitosana, sugerindo que a natureza
anfipatica do derivado é importante para melhorar a atividade antifingica da quitosana,
como observado no presente estudo para os derivados DEAE-CH_ e DEAE-CH_-Dod
contra A. solani e A. alternata na Figura 39. A inibicdo do crescimento micelial de P.
expansum proporcionada pelos filmes de CH_ e seus derivados apresentou a mesma
tendéncia. A inibicdo fornecida pela CH_ foi de cerca de 40%, semelhante a obtida
contra 0s outros fungos testados e de acordo com a relatada recentemente para a
quitosana de alto peso molecular (350 kDa) (WANG et al., 2014). No geral, a
modificagdo com os grupos DEAE e dodecila melhorou significativamente (p <0,05) a
atividade antifungica do CHy, tornando esses derivados potenciais revestimentos e

filmes comestiveis para gréos e frutas.

4.4 ESTUDO DA VIABILIDADE CELULAR: CITOTOXICIDADE DOS
POLIMEROS

O potencial de aplicacdo da quitosana e seus derivados como revestimento é
baseado em sua natureza atoxica. A propria quitosana € considerada um polissacarideo
ndo toxico e essa caracteristica pode ser comprovada por meio de muitos estudos que
utilizam quitosana de diferentes massas moleculares e graus de desacetilacdo, bem
como para alguns de seus derivados (HUANG, KHOR, LIM, 2004). No entanto, sabe-se
que alguns grupos podem conferir algum grau de toxicidade a quitosana e esse assunto
foi revisado adequadamente por KEAN e THANOU (2010). A citotoxicidade da
quitosana e seus derivados tém sido extensivamente estudada e, dependendo do grau de

substituicdo, os grupos catidnicos podem conferir toxicidade a quitosana.
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No presente trabalho, as modificacbes quimicas realizadas por meio da
modifica¢do quimica com grupos DEAE e dodecila, podem comprometer o carater ndo
toxico da quitosana e, levando em consideragdo a aplicacdo potencial desses derivados,
o0s estudos de citotoxicidade in vitro da quitosana e seus derivados foram avaliados em
fibroblastos 3T3/NIH com o ensaio MTS e expressos em termos de porcentagem de
viabilidade celular. Os fibroblastos sintetizam componentes da matriz extracelular dos
tecidos e, devido a sua grande abundancia no organismo, sdo células que tém grandes
chances de entrarem em contato com os polimeros.

A viabilidade celular foi avaliada na presenca de concentragdes crescentes dos
polimeros sintetizados no presente estudo, conforme é apresentado na Figura 40.
Observa-se que para todos os polimeros estudados, a viabilidade celular se apresentou
acima de 80%, independente da concentracdo. Esses resultados demonstram que mesmo
com as modificagbes quimicas realizadas, os derivados mantiveram as caracteristicas
ndo citotoxicas da quitosana (JAYAKUMAR et al., 2010). Como pode ser visto na
Figura 40, em concentracdes mais baixas de polimeros, nenhuma diferenca significativa

foi observada entre os polimeros.

Figura 40- Viabilidade celular de células fibroblastos 3T3/NIH, na presenca dos polimeros.
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*Resultados expressos em (média + desvio padrdo).
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4.5 ANALISE QUALITATIVA DAS SOLUCOES FILMOGENICAS EM FRUTOS

No presente estudo, os frutos foram cobertos com solugdes filmogénicas de
quitosana e os testes qualitativos reforcam a hipdtese que a modificacdo quimica na
estrutura da quitosana intensifica sua acdo no processo de conservacio de alimentos. E
possivel observar nas Figuras 41, 42 e 43, 0 aspecto visual de tomates, mac¢as e banana,

apo6s um intervalo de tempo de armazenamento.

Figura 41 - Aspecto visual apds 15 dias de armazenamento a 25 °C. Tomate & esquerda foi
revestido com filme PVC e a direita o tomate que foi revestido com derivado anfifilico de
quitosana (DEAE-CH_-Dod).

Fonte: Autora.

Figura 42 - Aspecto visual apds 15 dias de armazenamento a 25 °C. A esquerda maca que foi
revestida com filme PVC e a direita a mac¢d que foi revestida com derivado anfifilico de
quitosana (DEAE-CH_-Dod).

-

Fonte: Autora.
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Figura 43 - Aspecto visual apos 5 dias de armazenamento a 25 °C. A esquerda banana que foi
revestida com filme PVC e a direita a banana que foi revestida com derivado anfifilico de
quitosana (DEAE-CH_-Dod).

- Fonte: Autora.

86



5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que uma quitosana com
alto grau de desacetilacdo pode ser obtida de modo eficiente a partir do processo
reacional de hidrolise bésica, visto que o grau de desacetilacdo obtido para quitosana
comercial foi de 77% e apds a reacdo de desacetilagdo o valor obtido foi de 97%,
conforme a caracterizagdo realizada por RMN 'H. Esta técnica também foi utilizada
para avaliar os efeitos dos demais processos reacionais realizados e permitiu concluir
que os procedimentos de sinteses utilizados, tanto com grupos DEAE quanto com
grupos dodecila sdo viaveis para a obtencdo de derivados de quitosana. Os dados de
CPG mostraram a variacdo da massa molecular dos polimeros que foram submetidos a
reacdo de desacetilacdo e a despolimerizacdo da cadeia polimérica por oxidacdo em
meio acido. Os resultados dos ensaios microbiologicos em solugdo demonstraram que a
modificagdo  hidrofébica na cadeia polimérica da quitosana aumentou
consideravelmente a atividade antifungica.

As modificagfes quimicas na estrutura da quitosana resultaram em grandes
alteracdes na coloracdo dos filmes. Os derivados DEAE-CH_. e DEAE-CH_-Dod
combinam propriedades interessantes que resultaram da modifica¢cdo com grupos amina
terciarios. Primeiramente, forneceu a quitosana uma densidade de carga positiva em
uma faixa mais ampla de pH e permitiu maior solubilidade, o que significa bom
potencial para aplicacdo como um filme comestivel. Além disso, a solubilidade pode ser
ajustada pela composicdo com os plastificantes. A presenca dos grupos DEAE e
dodecila diminui a permeabilidade ao vapor de agua e a espessura dos filmes,
proporcionando uma atividade antifungica significativa contra todos os fungos testados
e, a0 mesmo tempo, ndo conferindo toxicidade a quitosana. As propriedades mecanicas
podem ser melhoradas com a adicdo de plastificantes e, portanto, o ajuste apropriado da
composicdo quimica e da massa molecular pode melhorar outras propriedades,
expandindo as aplicacdes potenciais desses filmes para revestimentos. No geral, a
modificacdo com os grupos DEAE e dodecila proporcionou aos filmes atividades
antifangicas melhoradas contra alguns fungos comuns, conferindo potencial a esses

derivados como revestimentos e filmes comestiveis para graos e frutas.
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6 DESTINACAO DOS RESIDUOS GERADOS NO DESENVOLVIMENTO DO
TRABALHO

Os residuos gerados durante o desenvolvimento do presente trabalho foram
devidamente tratados antes de serem descartados. As aguas de lavagem da quitosana
obtidas apds o processo de desacetilacdo, apresentavam elevado pH, logo tiveram seu
pH ajustado para aproximadamente 7 com a utilizacdo de descartes de HCI, antes de
serem descartadas na rede publica de esgoto. Os residuos gerados durante a realizacao
dos ensaios microbiol6gicos foram autoclavados a 121 °C por 20 minutos antes de
serem descartados. Os demais residuos cujo tratamento ndo pode ser realizado foram
corretamente armazenados, identificados e encaminhados ao entreposto de residuos do
Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas (IBILCE/UNESP).
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APENDICE A - Rendimentos das sinteses

Figura Al - Valores dos rendimentos obtidos para cada reacéo realizada.

x . . Massa Massa Rendimento
Reacéo Polimero obtido inicial (9) _final (q) (%)
Desacetilacdo’ CHp 20,35 14,77 72,58
Desacetilacdo® CHp 20,12 14,85 73,81
Desacetilacdo® CHp 20,10 15,92 79,20
Desacetilacdo” CHp 20,24 14,60 72,13
Desacetilacdo” CHp 20,03 14,89 74,34
Desacetilacdo® CHp 40,22 30,07 74,76
Desacetilacdo’ CHp 50,23 37,07 73,80
Desacetilacdo® CHp 50,00 35,55 71,10
Desacetilacdo® CHp 60,28 44,09 73,14
Desacetilacdo™ CHp 60,18 44,28 73,58
Desacetilacdo™ CHp 60,31 45,14 74,85
Desacetilacio™ CHp 60,14 43,93 73,05
Desacetilacdo™ CHp 60,46 45,38 75,06
Despolimerizacao CH_ 320,15 272,28 85,05
Reacdo com DEAE DEAE-CH_ 210,13 170,24 81,02
Reacdo com dodecil DEAE-CH,-Dod 100,02 71,25 71,24
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APENDICE B - Curva analitica e cromatogramas de CPG
As curvas analiticas e os cromatogramas de CPG sdo mostrados nas figuras B1 e
B2. Cada figura representa a andlise de um conjunto aleatorio de 1 ou 2 amostras

poliméricas, mais a curva analitica.

Figura B1- Curva analitica com a pululana e cromatogramas do polimero CHp e CH,.
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Figura B2 - Curva analitica com a pululana e cromatograma do polimero DEAE-CH,
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APENDICE C- Espectros na regido do infravermelho para os filmes

Figura C1 - Espectros na regido do infravermelho para os filmes de quitosana
comercial (CH¢) com concentracOes crescentes de glicerol (a) e sorbitol (b).
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Figura C2 - Espectros na regido do infravermelho para os filmes de quitosana

desacetilada (CHp) com concentragdes crescentes de glicerol (a) e sorbitol (b).
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Figura C3 - Espectros na regido do infravermelho para os filmes de quitosana

despolimerizada (CH_) com concentracGes crescentes de glicerol (a) e sorbitol (b).
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Figura C4 - Espectros na regido do infravermelho para os filmes do derivado

hidrofilico (DEAE-CH,) com concentragdes crescentes de glicerol (a) e sorbitol (b).
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Figura C5 - Espectros na regido do infravermelho para os filmes do derivado anfifilico
(DEAE-CH_-Dod) com concentragdes crescentes de glicerol (a) e sorbitol (b).
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APENDICE D - Solubilidade em &gua dos filmes

Tabela D1 - Solubilidade dos filmes na auséncia e presenca dos plastificantes glicerol e sorbitol

Filme Plastificante Solubilidade (%)
6,10 + 0,50°
Glicerol 8,18 + 0,72°P
5% _
Sorbitol 9,48 +0,385¢
CHc¢ Glicerol 8,90 + 1,01 B¢
10 %
Sorbitol 11,00+ 0,65°
Glicerol 851+1,17°
20 %
Sorbitol 15,53 + 0,97
922+1.27°
Glicerol 8,08+0,07°
5 %
Sorbitol 2424 +2 727
CHp Glicerol 10,84 +1,71°
10 %
Sorbitol 17,39 + 2,148
Glicerol 6,69 +0,28°
20 % _
Sorhitol 21,81 +1,35 7B
37,98+1,15°
Glicerol 100,00 + 0,00"
5 % _
Sorhitol 100,00 + 0,00”
CH, Glicerol 100,00 + 0,00*
10 %
Sorhitol 21,53 +0,58°
Glicerol 78,87 £2,49°
20 %
Sorhitol 23,90 +0,53P
100,00 + 0,00*
Glicerol 38,34+0,31°
5 % i
Sorbitol 86,67 +0,93°
DEAE-CH, Glicerol 100,00 + 0,00”
10 % _
Sorbitol 100,00 + 0,00*
Glicerol 29,55 + 0,57 P
20 %
Sorbitol 37,36 +2,07°
100,00 + 0,00~
Glicerol 100,00 + 0,00”
5 % _
Sorbitol 100,00 + 0,00*
DEAE-CH, -Dod 0% Glicerol 100,00 + 0,00”
0
Sorbitol 100,00 + 0,00”
Glicerol 93,97 +1,78°
20 % _
Sorbitol 100,00 + 0,00”
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APENDICE E - Ganho de massa em funcéo do tempo

Figura E1 — Curvas representativas do ganho de massa para filmes de CHc com
variacoes de concentracOes de glicerol e sorbitol.
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Figura E2 - Curvas representativas do ganho de massa para filmes de CHp com
variacgoes de concentracOes de glicerol e sorbitol.
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Figura E3 - Curvas representativas do ganho de
variacgoes de concentracOes de glicerol e sorbitol.
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Figura E4 - Curvas representativas do ganho de massa para filmes de DEAE-CH_ com

variacgoes de concentracOes de glicerol e sorbitol.
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Figura E5 - Curvas representativas do ganho de massa para filmes de DEAE-CH_-Dod
com variacgdes de concentracOes de glicerol e sorbitol.
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