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RESUMO

A quitosana e seus derivados tém se mostrado muito atrativos para
a industria de alimentos, visando principalmente a sua conservacao. No
presente trabalho foram sintetizados e caracterizados derivados de
quitosana contendo grupos quaternarios de amoénio com proporgcdes
crescentes de grupos hidrofébicos com o objetivo de investigar a atividade
fungicida desses derivados contra os fungos Aspergillus flavus e
Aspergillus parasiticus que sao um problema na contaminagdo do
amendoim e outros grdos. Os derivados foram sintetizados usando
quitosana desacetilada e a reacao foi realizada em duas etapas, sendo a
primeira a quaternizagao do polimero com brometo de propiltrimetilamonio
seguido da reacdo de aminagdo redutiva com dodecilaldeido. Os
derivados foram caracterizados por RMN'H e os graus de substituicdo
pelo grupo dodecil foram variados para melhorar a atividade antifungica
dos derivados. A atividade antifungica da quitosana desacetilada e seus
derivados foi testada variando-se a concentragéo dos polimeros de 0,1 a
1,0 g/L. Os resultados mostraram que a quitosana substituida com grupos
propil exibiu uma baixa inibigdo contra o fungo Aspergillus flavus,
resultado similar aquele obtido com quitosana desacetilada. Quanto aos
derivados anfifilicos com conteudo crescente de grupos dodecil,
observou-se um aumento no indice de inibicAo com o aumento da
concentragdo e do conteudo hidrofébico. A partir de 0,5 g/L os derivados
anfifilicos contendo de 10% a 30% de grupos dodecil e 83% de grupos
quaternarios inibiram completamente o crescimento do fungo. Resultados
similares foram obtidos no estudo de inibicdo do fungo Aspergillus

parasiticus.

Palavras chave: quitosana, derivados anfifiicos de quitosana,
biofungicida, Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus.



ABSTRACT

Chitosan and its derivatives have been shown very attractive for the
food industry, mainly targeting its conservation. In this study were
synthesized and characterized chitosan derivatives containing quaternary
ammonium groups with increasing proportions of hydrophobic groups in
order to investigate the antifungal activity of these derivatives against the
fungi Aspergillus flavus and Aspergillus parasiticus that are a problem in
the contamination of peanuts and other grains. The derivatives were
synthesized using deacetylated chitosan and the reaction was carried out
in two steps, first the quaternization of the polymer with
propyltrimethylammonium bromide followed by reductive amination
reaction with dodecylaldehyde. The derivatives were characterized by
"HNMR and the degree of substitution by the group dodecy! was varied to
enhance the antifungal activity of the derivatives. The antifungal activity of
deacetylated chitosan and their derivatives was tested by varying the
concentration of the polymers 0.1 to 1.0 g/L. The results showed that
chitosan substituted with propyl groups exhibited a low inhibition against
the fungus Aspergillus flavus, a result similar to that obtained with chitosan
deacetylated. Regarding the amphiphilic derivatives with increasing
content of dodecyl groups, we observed an increase in the rate of
inhibition with increased concentration and hydrophobic content. Since 0.5
g/L amphiphilic derivatives containing from 10% to 30% dodecy! groups
and 83% of quaternary groups inhibited completely growth of the fungus.
Similar results were obtained in the study of inhibition of Aspergillus

parasiticus.

Keywords: chitosan, amphiphilic derivatives of chitosan, biofungicide,

Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas muitos avancos foram alcancados na agricultura,
sobretudo na eficiéncia da producdo de alimentos e no controle de pragas.
Com a necessidade do desenvolvimento sustentavel, com o cuidado de néo
causar danos ao meio ambiente, novos defensivos agricolas que ndo agridem
a natureza se tornaram imprescindiveis nos dias atuais. Dentro desse contexto,
estudos tém mostrado que a quitosana e seus oligbmeros apresentam amplo
espectro de aplicacdo, destacando principalmente o uso como fungicidas e
bactericidas (UENO et al, 1997). Dessa forma a atividade antifungica da
quitosana contra diferentes grupos de microrganismos tais como bactérias,
fungos e leveduras tem recebido uma atencéo especial nos ultimos anos

Os fungos do género Aspergillus, especialmente o Aspergillus flavus e o
Aspergillus parasiticus sao considerados economicamente importantes (Council
for Agricultural Science e Technology, 2003). Eles estao relacionados com
problemas na producdo e no consumo de gréos pelo mundo todo, pois
produzem micotoxinas, como as aflatoxinas, causadoras de necrose aguda,
cirrose e carcinoma de figado em diversas espécies de animais e humanos
(MAIA et al., 2011). A atividade metabdlica dos fungos cresce com o aumento
da umidade dos graos. A partir de um determinado valor limite, denominado
“‘umidade critica”, esta atividade € muito acelerada, promovendo a degradagao
de proteinas, de carboidratos, de fosfolipidios e outros compostos, originando
substancias lipossoluveis que contaminam o 6leo, afetando a cor, o aroma e o
sabor (PEDRO et al., 2012).

A ocorréncia das aflatoxinas é maior no amendoim porque este € o
substrato preferido pelos fungos. Além do amendoim, a aflatoxina pode ser
encontrada em muitos outros produtos, tais como milho, centeio, cevada e
outros cereais, sementes oleaginosas, nozes, castanha-do-brasil e produtos
curados, entre outros.

Portanto, o presente trabalho teve como objetivo principal a
modificacdo estrutural da quitosana pela introdugdo de grupos hidrofilicos
catibnicos e de grupos hidrofdbicos, procurando-se otimizar a atividade

biofungicida deste polissacarideo.
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1.1 Quitosana

A quitosana é um polimero obtido a partir da desacetilagdo da quitina,
polissacarideo de origem animal encontrado abundantemente na natureza por
ser o principal constituinte do exoesqueleto de insetos e crustaceos. A Tabela 1
lista as principais fontes naturais de quitina e quitosana. A quitina € o segundo
polimero mais abundante na natureza, perdendo apenas para a celulose, no

entanto, é pouco soluvel e tem baixa reatividade.

Tabela 1. Principais fontes naturais de quitina e quitosana.

Animais Marinhos Insetos Microrganismos
Anelideos Escorpides Algas verdes
Moluscos Aranhas Leveduras

Lagosta Formigas Fungos
Camarao Besouros Esporos
Caranguejo Algas Marrons
Krill

A quitina e a quitosana sdo compostas por unidades 2-acetamido-2-
deoxi-D-glicopiranose e 2-amino-2-deoxi-D-glicopiranose unidas por ligagdes
glicosidicas B(1—4) em porcdes variaveis, na qual a quitina é composta
predominantemente por grupos acetamidos enquanto que a quitosana possui
predominantemente grupos amino (CAMPANA e SIGNINI, 2001) (Figura 1).
Desse modo, o parametro para diferenciar a quitina da quitosana é o grau de
desacetilagdo (GD), sendo esse determinado por meio de técnicas analiticas
como a Potenciometria, Espectroscopia na regido do Infravermelho,
Condutimetria, Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénios, entre outras
(CAMPANA e SIGNINI, 2001). Denomina-se quitosana quando o grau de
desacetilagcdo é maior que 50%. As vantagens de se obter quitosana com alto
GD sao: aumentar a sua reatividade, proporcionar modificacoes através de
ligacoes de substituintes a partir dos grupos aminos livres e aumentar a sua
atividade antifungica. Alguns estudos relacionam o aumento da atividade
antifingica com o aumento do GD (TSAI et al., 2004: ANDRES et al., 2007).
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Figura 1. Representagéo da estrutura quimica da quitina e quitosana.

A quitosana ¢ inicialmente caracterizada pela sua massa molar e pelo
seu grau de desacetilacdo. O grau médio de desacetilagdo das quitosanas
comerciais € de 84% e a massa molar pode variar de 30 kDa a 1000 kDa.
Pode-se classificd-la como quitosana de baixa massa molar quando o valor é
inferior a 50 kDa, de 50 kDa a 150 kDa como uma quitosana de massa molar
média e acima de 150 kDa como uma quitosana de massa molar alta. E pouco
soluvel em agua, mas € soluvel em solugées diluidas de acidos, onde ocorre a
protonacdo dos seus grupos aminos livres (—NH3"), aumentando sua
solubilidade (GOY et. al., 2009).

A desacetilacdo da quitosana comercial (QC) para obtengdo de
quitosana com alto grau de desacetilacao pode ser realizada em meio acido ou
alcalino, sendo o ultimo o mais utilizado, ja que as ligacdes glicosidicas sao
suscetiveis a hidrolise acida (CAMPANA e SIGNINI, 2001). O alto grau de
desacetilagdo é alcangado com sucesso por meio de hidrélise alcalina, mas a
cadeia polimérica sofre degradacao. Os principais fatores que influenciam na
eficiéncia da desacetilacdo sado: a) temperatura e tempo de reacao; b)
concentragdo da solugéo alcalina; ¢) razdo quitosana/base; d) massa molar da
quitosana; e) atmosfera da reacdo e presenca de agentes que evitem a
despolimerizacdo (ROBERTS, 1992; NO e MEYERS, 1997).

A quitosana tem sido amplamente estudada e a facilidade de formar
derivados a partir da insercao de grupos quimicos variados aos grupos aminos
livres de sua cadeia polimérica faz dela uma substancia com muitas aplicacdes
no cotidiano. Algumas aplicacbes para a quitosana e seus derivados tém sido
propostas na literatura e sdo mostradas na Tabela 2, como por exemplo, a
quelagcdo de ions metélicos (SUN et al, 2009), controle do colesterol
(MALHOTRA e KAUSHIK, 2009), tratamento de efluentes (MILHOME et al.,
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2009), inibicao de fungos (GUO et al, 2007) e bactérias (SADEGHI et al.,
2008), entre outras. Além disso, devido a sua estabilidade, facilidade de
obtencédo e baixa toxicidade a quitosana e seus derivados tém se mostrado
muito atrativos para a industria de alimentos (KONG et al., 2010). A Coréia do
Sul e o0 Japao permitem a adigdo desse biopolimero em alimentos desde 1995
e 1983 respectivamente, visando principalmente a preservacdo de alimentos
(KONG et al., 2010).

Tabela 2. Algumas aplicagbes para a quitosana e seus derivados. Adaptado de
Campana Filho, 2004.

Aplicacoes Exemplos
Remocao de ions metalicos; agente floculante para retirada de
Tratamento de agua proteinas, corantes e herbicidas; clarificacdo e filiracdo por

membranas de quitosana.
Tratamento de sementes para inibicdo de fungos; formacao de
peliculas protetoras comestiveis para frutos; remogao de corantes
em sucos citricos; remogao de soélidos, B-caroteno e substancias
acidas de sucos de maca e de cenoura; clarificagéo de vinhos.
Formulagbes contra o colesterol; combate de células
cancerigenas; agente de transfeccdo de genes; carreadora para
Medicina e biotecnhologia transporte e liberacdo controlada de farmacos; tratamento da
leucemia; preparacdo de lentes de contato; producdo de
membranas para didlise; agente anticoagulante sanguineo.

Agricultura e
processamento
de alimentos.

Cosméticos Produtos para tratamento de pele e cabelo.
Obtencdo de papel isolante resistente ao envelhecimento;
Polpa e papel tratamento de superficies celulésicas para aumentar a dureza

sem alterar o brilho.

1.2 Fungos aspergillus

O Aspergillus foi catalogado em 1729 pelo padre italiano e bidlogo Pietro
Antonio Micheli. Observando o fungo no microscopio, lembrou-se de um
aspergillum (borrifador de agua santa) e deu esse nome em fungdo da
semelhanca com o objeto. Existem mais de 200 espécies na natureza, sendo
todas aerdbicas, pois crescem em ambientes ricos em oxigénio.

Os micélios de Aspergillus sao constituidos basicamente por filamentos
denominados hifas que podem se ramificar dando origem aos conidi6foros. Os
conidiéforos sao estruturas que sustentam as fidlides que possuem forma de
garrafa e sdo responsaveis pela producao de conidios (Figura 2). Os conidios
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sdo as estruturas responsaveis pela reproducdo assexuada tanto em
Aspergillus flavus quanto em Aspergillus parasiticus.

Figura 2. Representagdo esquematica da estrutura reprodutiva dos
fungos Aspergillus. (Adapatado de PEDRO, 2012).

O Aspergillus flavus pertence ao Reino Fungi, Divisdo Ascomycota,
classe Ascomycetes, ordem Eurotiales e familia Trichomaceae (KIRK et al.,
2008). Esse microrganismo possui como caracteristica o desenvolvimento de
colénias esverdeadas quando na fase inicial e acinzentadas com a idade (PITT
e HOCKINF, 1997, apud REIS, 2009, p 9). Além disso, segundo Reis (2009),
esse fungo apresenta uma maior producéo de aflatoxinas quando instalado em
amendoim cujo crescimento se da em solos ricos em zinco. O Aspergillus
parasiticus esta agrupado na secao Flavi, assim como o A. flavus, além de
outras variagdes toxicogénicas como A. nomius, A. tamarii, A. pseudotamarii, e
A. bombycis (KLICH e PITT 1988; CHANG et al., 2007). Esse fungo também
apresenta colbnias esverdeadas na fase inicial e amareladas com a idade.
Além das espécies que estdo agrupadas na secado Flavi, outras espécies
também podem produzir aflatoxinas como, por exemplo, Aspergillus
ochraceoroseus agrupado na sec¢do Ochraceorosei (CHANG et al., 2007). A

Figura 3 mostra o desenvolvimento de fungos Aspergillus numa espiga de
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milho, onde € possivel observar as colonias esverdeadas resultantes da
proliferacdo do fungo.

Col6nia de Fungos

Figura 3. Detalhe de uma espiga de milho com col6nias de fungos. Adaptado
de: <http://www.ipm.iastate.edu/ipm/icm/2005/9-19/aflatoxin.html.>  Acesso em:
08.08.2012).

Os fungos produzem toxinas que apresentam propriedades
mutagénicas, carcinogénicas, teratogénicas, hepatotoxicas e
imunossupressoras (LEWIS et al., 2005; WANG et al, 2011). Um tipo em
particular dessas toxinas € a aflatoxina, produzida principalmente por fungos do
género Aspergillus, especialmente Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus,
que podem estar presentes em amendoim, milho, trigo, algodao, castanha,
leite, ovos, queijo, figos e outros alimentos (PATERSON e LIMA, 2010).

As aflatoxinas estao entre as substancias mais cancerigenas conhecidas
e a ingestao de alimentos e sementes altamente contaminados pode provocar
desde intoxicacao aguda até a morte, dependendo da quantidade ingerida
(PATERSON e LIMA, 2010). Varios tipos de aflatoxinas sdo produzidos por
fungos Aspergillus, destacando-se os tipos B1, B2, G1 e G2 representados na
Figura 4.

Somente as aflatoxinas B1 e B2 sado produzidas pelo fungo Aspergillus
flavus, sendo que menos de 50% delas sao toxicogénicas. O fungo Aspergillus
parasiticus produz aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 e todas s&o toxicogénicas (Klich
& Pitt, 1988), sendo as do grupo 1 sempre mais téxicas. O termo B vem do
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inglés blue (azul em portugués) e faz referéncia a fluorescéncia de cor azul
liberada por esse tipo de aflatoxina quando exposta a luz ultravioleta em 365
nm e o termo G vem do inglés green (verde em portugués), também devido ao
mesmo fato. Existem ainda as aflatoxinas M1 e M2 que s&o encontradas no
leite, urina e fezes de mamiferos, resultantes do metabolismo das toxinas B1 e
B2 (PINHEIRO, 2004).

As aflatoxinas foram inicialmente detectadas em 1960 na Inglaterra,
apos a morte de 100.000 perus que ingeriram farelo de amendoim (Arachis
hypogaea L.) proveniente do Brasil (BLOUNT, 1961 apud REIS, 2009). Nesse
episodio, o fungo Aspergillus flavus foi confirmado como responsavel pela
producéo dessa toxina (BLOUNT, 1961 apud REIS, 2009).

Segundo Ehrlich et al., (2005) as aflatoxinas ndo sao essénciais para o
crescimento dos fungos, sdo substancias secundarias, no entanto, elas
provavelmente sdo produzidas para remover 0 excesso de carbono presente
no meio onde o fungo esta crescendo (BULOCK, 1965), agir como sinal
quimico entre espécies (LILLEHOJ, 1991) e proteger o fungo contra
hostilidades do meio em que se encontra.
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Figura 4. Estruturas das aflatoxinas produzidas pelos fungos Aspergillus flavus
e Aspergillus parasiticus.

Diante dessa realidade, a comunidade cientifica tem buscado cada vez
mais encontrar fungicidas de origem natural para controlar o crescimento e
desenvolvimento dos fungos do género Aspergillus e as suas micotoxinas
(mico = fungo em grego, e toxicum = toxina em latim). Oleos esséncias,
extratos vegetais e biopolimeros como quitina e quitosana sao exemplos de
compostos que podem ser utilizados como biofungicidas, os quais possuem

como grande vantagem a baixa toxicidade aliada a biodegradabilidade, além de
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serem renovaveis e facilmente obtidos da natureza (EL-REFAIE KENAWY et
al., 2005), como descrito na Tabela 2.

1.3 Acao biofungicida da quitosana

A agao microbicida da quitosana depende de varios parametros como as
caracteristicas do microrganismo alvo, a massa molar, o grau de desacetilagao
(GD), os grupos substituintes presentes na cadeia polimérica e de fatores
fisicos como pH, temperatura e forga ibnica do meio onde a quitosana esta
sendo aplicada (KONG et al, 2010). Quando aplicada em fungos, esse
polimero atua inibindo a esporulagdo (HERNANDEZ-LAUZARDO et al., 2008)
e o crescimento e desenvolvimento de hifas (PEDRO et al., 2012). No entanto,
segundo o trabalho realizado por Chen e Chou (2005) envolvendo S. aureus e
quitosana, a susceptibilidade do alvo a esse biofungicida esta diretamente
relacionada com as diferentes fases de crescimento do microrganismo. Ou
seja, a carga superficial celular varia de acordo com a fase de crescimento do
organismo alvo, influenciando, portanto, na eficiéncia da quitosana (TSAIl e SU,
1999; KONG et al., 2010).

O estudo do microrganismo alvo torna-se necessario para a criacao de
um biofungicida eficiente, entender o mecanismo de acao do biofungicida
contra o fungo € um fator muito importante. A parede celular é o prinicipal
mecanismo de defesa e sobrevivéncia de alguns fungos. No caso dos fungos
Aspergillus, 90% dela é constituida por polissacarideos e proteinas, formando
uma estrutura tridimensional que mantém sua integridade estrutural,
proporcionando uma defesa fisica a célula e a protegendo de qualquer
hostilidade do meio. (ABAD et. al., 2010). Foi detectado, também, uma camada
adicional hidrofébica na parte externa da parede celular de hifas e conidios.
Essa camada hidrofobia ajuda na dispersdo dos conidios, na fixagdo do fungo
ao solo, na adesao do conidio ao hospedeiro alvo (alvéolos do pulméo, por
exemplo) e na defesa de ataques de outras células (LINDER et al., 2005).

Varios estudos (KUMAR, et al, 2005, TIKHONOV et al, 2006) tém
mostrado que quitosanas com baixas massas molares apresentaram atividade
antimicrobiana maior. Como as massas molares sdo menores a mobilidade e a

interacao eletrostatica com o microrganismo alvo sdo mais faceis do que com
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as quitosanas de massas molares maiores — a conformacéo e a ligacdo com a
membrana celular sdo mais efetivas (KUMAR, et al., 2005).

A presenca de longa cadeia alifatica na quitosana facilita a absorgéo e
aumenta a atividade antifungica da quitosana de baixa massa molar devido a
interacao hidrofébica com as proteinas da parede celular (TIKHONQOV et al.,
2006).

Assim, a acao da quitosana pode se dar por varios mecanismos, mas o
mais aceito para explicar sua agao biofungicida, baseia-se na desestruturacédo
da parede celular causada pela acao conjunta das interacées hidrofébicas e
eletrostaticas entre o polimero, positivamente carregado, e macromoléculas
com residuos de carga negativa como os lipossacarideos e proteinas (GOY et
al.,, 2009; MARTINEZ-CAMACHO et al., 2010). A partir dai pode ocorrer o
rompimento da parede celular, levando ao vazamento de proteinas e outros
constituintes celulares (DEVLIEGHERE et al., 2004) (Figura 5) ou a formacao
de uma barreira externa que levara a reducao de nutrientes essenciais para o
desenvolvimento do fungo (ROLLER & COVILL, 1999) ou, ainda, a penetracao
da quitosana no nucleo da célula, inibindo a produgdo de mRNA e a sintese de
proteinas (SEBTI, et al., 2005).

Figura 5. Esquema da parede celular de um fungo do género Aspergillus. Na parte
superior o emaranhado tridimensional de polissacarideos e proteinas; abaixo a
membrana celular. Adaptado de Abad et al., Rev. Iberoam. Micol., 2010.
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Dentro deste contexto, o presente trabalho apresenta a obtencdo de
derivados quaternarios de amoénio com proporcdes crescentes de grupos
hidrofébicos com grande potencial de aplicagcdo como biofungicida contra os
fungos Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus.
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2. OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho foi sintetizar e caracterizar derivados
anfifilicos de quitosana para avaliar sua agao biofungicida contra os fungos
Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus.

2.1. Objetivos especificos
e Sintese e caracterizagdo dos derivados quaternarios anfifilicos de

quitosana,;

e Estudo do efeito da composicdo dos derivados de quitosana na
eficiéncia como biofungicida contra os fungos Aspergillus flavus e
Aspergillus parasiticus;

e Estudo do efeito da concentracdo dos polimeros na inibicdo do
crescimento fangico;

e Estudo do mecanismo de interacdao entre o polimero e o fungo,

utilizando-se a técnica de microscopia de fluorescéncia.
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3. METODOLOGIA

3.1 Materiais

Os reagentes utilizados no trabalho estao dispostos na Tabela 3.

Tabela 3. Reagentes utilizados no trabalho.

REAGENTES PROCEDENCIA
Quitosana Polymar Ind. Com. Exp. Ltda.
BPTA Aldrich Chemical Co.
Dodecilaldeido Aldrich Chemical Co.
Etanol Synth
Acido Acético Synth
Cloreto de Deutério Aldrich Chemical Co.
Tween® 80 Synth
Batata Dextrose Agar - BDA Acumedia Manufacteres, Inc. Lansing
Hidroxido de Sodio Dinamica
Agua Deionizada Gehaka, modelo DG
3.2 Sinteses

3.2.1 Desacetilacao da quitosana

Uma massa de 8,0 g de quitosana comercial foi adicionada em 100 mL
de agua deionizada sob agitacao. Em seguida, 8,0 mL de acido acético foram
adicionados gota-a-gota e, depois, mais 300 mL de agua. A solucéo foi mantida
sob agitacdo magnética por 12 horas, até completa solubilizacdo. Entao, foi
transferida para um baldo de 3 bocas equipado com termémetro, condensador
e manta aquecedora. A temperatura foi elevada para 100 °C (x 5 °C), seguida
da adicao de aproximadamente 100 mL de solugédo de hidroxido de sédio 50 %
em massa, obtendo-se um precipitado finamente dividido. O sistema foi
mantido em refluxo por 90 minutos sob atmosfera de nitrogénio. O conteudo
resultante foi transferido para um béquer de 4 L contendo 2L de &agua
deionizada a 60 °C e em seguida teve seu volume completado com agua

deionizada a temperatura ambiente.
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O produto resultante foi lavado com agua destilada 2 vezes ao dia por
um periodo de 5 dias, até atingir pH neutro, tomando-se o cuidado de
neutralizar a 4gua residual antes do descarte. Em seguida, a quitosana foi
filtrada e todo o processo foi repetido. O produto final obtido foi lavado com
acetona e seco em estufa a 50 °C até secagem completa. A quitosana
desacetilada foi caracterizada por Titulagdo Potenciométrica, Ressonancia
Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN'H), Infravermelho com Transformada
de Fourier - Reflectancia Total Atenuada (ATR-IV) e teve sua massa molar

determinada por Viscosimetria.

3.2.2 Sintese do derivado quaternario de quitosana

Uma massa de 4,0 g de quitosana desacetilada (QD) foi dissolvida em
80 mL de agua e transferida para um baldo equipado com condensador,
agitador e um sistema de banho com temperatura controlada. Separadamente,
245 g do sal brometo de 3-bromo-propiltrimetilaménio (BPTA) foram
dissolvidos em 50 mL de 4gua e a solugéo resultante foi adicionada a solugao
de quitosana. A reagéo foi conduzida por 72 horas a 55 °C, monitorando-se o
pH para manté-lo préximo de 8. O produto obtido foi purificado por didlise por 5
dias em membrana de 6 kDa, sendo no primeiro dia em solugédo de NaOH 0,01
mol.L™" e nos outros em agua deionizada.

O derivado de quitosana obtido (QPO) foi recuperado por liofilizacao e
caracterizado por RMN'H, ATR-IV e teve sua massa molar determinada por

Viscosimetria.

3.2.3 Sintese do derivado quaternario dodecilado de quitosana

O derivado resultante da primeira sintese, QPO, foi dividido em 3
amostras, cada uma com, aproximadamente, 1,0 g de massa. Entdo,
quantidades diferentes de dodecilaldeido (DA) foram adicionadas a cada uma
para obter derivados com diferentes propor¢des hidrofébicas. O primeiro com
10% de DA, o segundo 15% e o terceiro 30%.

As amostras do derivado QPO foram dissolvidas em 110 mL de solucao
de acido acético 0,2 mol.L". Em seguida, 76 mL de etanol foram adicionados
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sob agitacao vigorosa, resultando em solucées homogéneas e claras. O pH
das solucdes foram ajustados para 5,1. As suspensdes foram adicionadas
diferentes quantidade de DA. As misturas foram agitadas por 24 horas a
temperatura ambiente. Os produtos obtidos foram dialisados por 3 dias em
agua deionizada e recuperados por liofilizacdo. Os residuos de cianeto
resultantes da didlise foram neutralizados com solugéo de hipoclorito de sédio
2% e depois descartados.

3.3 Caracterizacao dos polimeros

3.3.1 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénios
(RMN'H)

Amotras de 20 mg de quitosana e seus derivados foram dissolvidas em
1 mL de agua deuterada e 10 pL de cloreto de deutério. As solu¢des foram
mantidas sob agitacdo até completa solubilizacédo e transferidas para tubos de
RMN'H. Os espectros de RMN'H foram realizados na Faculdade de Filosofia,
Ciéncias e Letras de Ribeirao Preto — USP, num espectrémetro Bruker de 500
MHz a temperatura de 70 °C.

3.3.2 Potenciometria

Amostras de 40,0 mg de quitosana desacetilada (QD) foram previamente
secas na estufa a 50 °C até atingirem valores constantes (Método de
Tolaimate, 2000). Em seguida, foram dissolvidas em, aproximadamente, 10 mL
de uma solugdo padronizada de HCI 0,0996 mol.L™'. A solucdo resultante foi
titulada por Potenciometria com uma solu¢do padronizada de NaOH 0,0974

mol.L™".

3.3.3 Espectroscopia de infravermelho

Amostras de quitosana com massa de aproximadamente 2 mg foram
mantidas em estufa a 60 °C por 24 h, para eliminacdo de agua. Os espectros
de Infravermelho (IV) foram obtidos num espectrofotdmetro Perkin Elmer
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Spectrum 100, no Laboratério de Sucroquimica e Quimica Analitica do
Departamento de Quimica e Ciéncias Ambientais desta Instituicdo (Instituto de
Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas, da UNESP / Sao José do Rio Preto —
SP).

3.3.4 Determinacao da massa molar viscosimétrica

As medidas de viscosidade dos polimeros foram realizadas em um
viscosimetro calibrado modelo Cannon-Ubbelohde 9722M-50 (Cannon Instr.
Co.) imerso em banho de &agua termostatizado. Os polimeros foram
solubilizados em tampao acido acético 0,3 mol.L"/acetato de sédio 0,2 mol.L™,
pH 4,5 e temperatura de 25 + 0,05 °C. Antes da realizacdo das medidas, as
amostras foram mantidas por 10 minutos em banho para equalizacdo da
temperatura. As medidas foram feitas em quadruplicatas e as viscosidades
calculadas pela equacao de Mark-Houwink (Equacéo 1).

(1)

Onde: [n] é a viscosidade intrinseca (calculada de acordo com os dados
das medidas), Ky, e a sdo constantes dependentes do grau de acetilacao da

quitosana com valores 0,079 e 0,796 - Grau de acetilagdo 2%

(BRUGNEROTTO et. al,, 2001), respectivamente, e M,, é a massa molar
viscosimétrica média (ROBERTS & WANG, 1996).

3.4 Parte microbioldgica

3.4.1 Preparo das solucoes para os ensaios microbiologicos

As solucdoes dos polimeros foram preparadas solubilizando-se uma
determinada massa de polimero - de acordo com a concentracao desejada -
em 50 mL de solugao de acido acético 1% (V/V). O pH foi ajustado para 5,0 por
meio da adigdo de solugdo de NaOH concentrado. De acordo com a literatura,
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a faixa de pH compreendida entre 5 e 6 € a ideal para o desenvolvimento dos
fungos Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus.

Os meios de cultura batata dextrose agar (BDA) foram preparados em
erlenmeyers, adicionando-se 3,9 g de BDA em 50 mL de agua deionizada. Em
seguida, as solugdes foram adicionadas ao meio de cultura BDA para a
obtencdo das concentracdes finais desejadas que variaram de 0,10 g.L ™" a 1,00
g.L". Todas as solucdes de BDA foram esterilizadas em autoclave a 120 °C por

20 minutos.

3.4.2 Ensaios microbioldgicos

Para os ensaios, alcadas de esporos retiradas de cepas previamente
cultivadas (Aspergillus flavus - CBMAI 0190 e Aspergillus parasiticus — CBMAI
— 0551) foram dispersas em, aproximadamente, 1,5 mL de Tween 80 a 0,1%
estéril. Utilizando-se uma pipeta automatica, 2 pL da solugcéo de esporos foram
depositados no centro de cada placa de Petri ( aproximadamente 10° conidios),
resultando numa col6nia fangica de, aproximadamente, 2 mm de diametro. Um
controle foi feito somente com BDA e fungo para efeito de comparacdo. O
crescimento radial da colénia de fungos foi medido com um paquimetro e o
resultado obtido no sétimo dia (fim do primeiro ciclo de crescimento do
microrganismo) foi utilizado para comparagdo. Os ensaios foram feitos em
quadruplicatas e as placas foram distribuidas na incubadora de forma aleatéria.

A temperatura de incubagéo foi mantida em 25 + 0,05 °C.

3.4.3 Calculo do indice de inibicao dos fungos

O indice de inibigdo do desenvolvimento e crescimento dos fungos foi
determinado pela relacdo entre o didmetro das colénias nas placas de Petri
com BDA e as placas contendo solugbes de polimeros e BDA. A inibicao
fungica foi calculada de acordo com o proposto por Guo et al., (2008):

Indice de inibicio (%) = 1 — (%) x 100
b
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onde D, é o diametro das col6nias das placas com polimero e Dy, € 0 didmetro
das placas com BDA (controle).

3.4.4 Estatistica

Para avaliar estatisticamente a atividade fungicida dos polimeros foram
utilizadas estatisticas descritivas com calculo de média, desvio padréo,
mediana e valores de minimo e maximo para os indices de inibicao. Devido a
realizacdo de ensaios com quatro amostras, as medianas dos indices de
inibicdo foram comparadas utilizando-se o teste de Kruskal-Wallis com poés-
teste de Dunn. As diferencas entre grupos foram consideradas estatisticamente
significativas quando P < 0,05.

O teste de analise de varidancia por postos de Kruskal-Wallis
(homenagem a William Kruskal e Allen Wallis) € um método ndo paramétrico
que analisa se as amostras pequenas sao provenientes de uma mesma
distribuicao. Ele é utilizado quando se deseja comparar mais de duas amostras
independentes. Esse teste informa se ha ou nao diferenca significativa nas
amostras, mas n&o pode informar quais amostras séo diferentes. Nesse caso,
utiliza-se o po6s-teste de Dunn para se verificar qual das amostras apresenta
diferenca significativa para as outras.

3.4.5 Microscopia

Com o objetivo de observar a interacao da quitosana com os fungos
Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus foram realizados ensaios utilizando-
se uma solucédo de quitosana desacetilada 0,5 g/L de massa molar 27 kDa
marcada com rodamina® (QDR - Figura 6). Apés trés dias de incubacao,
amostras dos fungos foram retiradas e analisadas num microscopio equipado
com lentes Carl Zeiss, empregando-se aumento de 63 x, através da técnica de
Microscopia Confocal a Laser de Fluorescéncia no Laboratério de Microscopia
e Microanalise do IBILCE/UNESP — Sao José do Rio Preto-SP.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obtencao dos derivados anfifilicos de quitosana

A preparagao das quitosanas modificadas com BPTA e alquiladas com
DA esta apresentada na Figura 7. A sintese envolveu trés etapas, a
desacetilagdo da QC, seguida pela quaternizacao com BPTA e a reacdo de
alquilacao via redugao da base de Schiff.

OH OH OH OH OH OH
o. o o. o o o etapa 1 o o o. o o. o
NaOH 50%
NHCOCH3 NHCOCH3 NHg - > NHCOCH; NH2 NH,
o o
HO HO HO HO HO HO
0,02 0,98

quitosana comercial

quitosana desacetilada

OH OH OH etapa 2
o_ o o_ o o o /\/\,CH3 H,0/NaOH
+ Br SN——CH; ———»
NHCOCH3 NH2 NH, Br
.0
HO HO HO CH
0,02 0,98

brometo de 3-bromo-propiltrimetilaménio
quitosana desacetilada

BPTA
R1
etapa 3

OH ﬁ NaBH,CN

0o /\/\/\/\/\/\ —"»

+ H H

/NH

HO Ry dodecilaldeido - DA
GS R2

R1
R2 \
O OH
0o 00O 0o
NHCOCH 4 /NH NH
HO HO gy HO n/1
GS GS

derivado quaternario anfifilico

QPOD

Figura 7. Esquema das reac¢des de obten¢ao dos derivados de quitosana.
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A primeira e segunda etapas correspondem as reacoes de substituicao
nucleofilica. Na terceira etapa é realizada a alquilacdo redutiva que envolve a
formacdo de uma imina, seguida da reagcdo com borocianohidreto de sddio
(NaBH3CN).

4.2 Caracterizacao da quitosana e seus derivados

4.2.1 Determinacdao do grau de desacetilacao (GD) da quitosana por
titulacao potenciométrica

A titulacdo potenciométrica foi realizada de acordo com o item 3.3.2
descrito na parte experimental. A Figura 8 mostra a curva potenciométrica e a
derivada primeira da titulacao da quitosana desacetilada. No grafico observa-se
dois ponto de inflexdo: o primeiro corresponde a neutralizagdo do excesso de
acido, e o segundo a desprotonacao dos grupos aminos. O volume de NaOH
necessario para desprotonacdo é utilizado para calcular o grau de
desacetilagao, por meio da Equacdo 3. Utilizando-se os dados da Figura 8, o
GD calculado foi de 92,5%.

GD = VNaOH x mNaOH 100
= (VNaOH x mNaOH)+ (mQ — (VNaOH x mNaOH x 161,22)) X

203,22

(3)

Onde: VNaOH ¢ o volume da base, mNaOH ¢ a concentracédo da base

em mol.L”" e mQ é a massa de quitosana utilizada na titulagao.
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Figura 8. Curva de titulagdo potenciométrica da quitosana desacetilada. Em
preto: variagdo de pH em funcédo do volume de NaOH; em vermelho: derivada
primeira.

4.2.2 Determinacao do grau de desacetilacao (GD) da quitosana por
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN'H)

A Figura 9 mostra o espectro de RMN'H para a quitosana desacetilada
utilizada como material de partida para a sintese dos derivados anfifilicos. Os
sinais localizados em 5,40 ppm correspondem aos atomos de hidrogénio
ligados ao carbono anomeérico C1. Os sinais localizados, aproximadamente, na
regiao de 4,0 a 4,5 ppm correspondem aos hidrogénios ligados aos atomos de
carbono 3, 4, 5 e 6 da unidade glucopiranose, o sinal centrado em 3,5 ppm
corresponde ao atomo de hidrogénio ligado ao carbono 2 do anel e o sinal
centrado em 2,51 ppm corresponde aos atomos de hidrogénio pertencentes
aos grupos acetamido.
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Figura 9. Espectro de RMN'H para a quitosana desacetilada.

Deste espectro o grau de desacetilacado foi determinado utilizando-se os
picos em 5,40 ppm (1) e 2,51 ppm (2) através da Equacao 4, fornecendo um
valor de 98%.

I
D% = [1- (—2—) x1
GD% [ (312+11)X 00]

(4)

A Figura 10 mostra os espectros de IV para as quitosanas comercial e
desacetilada. Na regido de 3400 cm™ é possivel observar que ambas
apresentam bandas caracteristicas devido as vibragées de estiramento axial
dos grupos hidroxilas presentes nos polimeros, estando sobrepostas ao
estiramento das ligagbes nitrogénio-hidrogénio.

Alguns trabalhos na literatura (DOMSZY & ROBERTS, 1985; BAXTER,
et al., 1992; BRUGNEROTTO, et al., 2001; DOS SANTOS, et al., 2003) citam
um pico intenso e caracteristico em 1650 cm™ e um segundo pico discreto em
1625 cm' da banda de vibracdo do grupamento amida no substituinte

acetamido para diferenciar a quitosana comercial (maior quantidade de grupos
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acetamidos) da quitosana desacetilada (menor quantidade de grupos
acetamidos). Assim, a quitosana comercial apresenta esses dois picos bem

visiveis, enquanto na quitosana desacetilada sdo mais discretos.

1425
r y T y T y T y T y T y T y
4000 3500 3000 2500 . 2000 1500 1000
cm

— Quitosana Comercial
—— Quitosana Desacetilada

Figura 10. Espectros de absorcdao na regidao do Infravermelho (V) para as
quitosanas comercial e desacetilada.

A regido compreendida entre 1450 e 1300 cm™ também ¢é utilizada para
diferenciar a quitosana comercial da desacetilada (DOS SANTOS, et al., 2003).
Por volta da regido que vai de 1308 a 1385 cm™ ocorre a deformagéo axial da
ligagdo carbono-nitrogénio do grupo amida, enquanto a deformagéo da ligacédo
carbono-nitrogénio do grupo amino ocorre por volta de 1425 cm™. Essas
caracteristicas diferentes demonstram a eficiéncia no processo de

desacetilagao.
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4.2.3 Determinacdo da massa molar viscosimétrica da quitosana
desacetilada

As medidas viscosimétricas para a determinacdo da massa molar da
quitosana desacetilada foram realizadas de acordo com o item 3.3.4. Com 0s
dados da Figura 11 determinou-se a viscosidade intrinseca e o valor de 219,89
foi obtido. Esse dado, juntamente com as constantes, permite estimar a massa
molar viscosimétrica utilizando-se a equacdo 1 de Mark Haouwink-Sakurada,
obtendo-se um valor de M, = 21,3 kDa.

550 S e L L
[n] = 219,89
a=0,796

K =0,079
500 m -

450 |-

nsp/C

400

350 |-

P RN IR RS RS S S N R
0,004 0,005 0,006 0,007 0,008 0,009 0,010 0,011 0,012 0,013

C (g/mL)

Figura 11. Grafico para a determinacdo da massa molar viscosimétrica da
quitosana desacetilada.

4.3. Caracterizacao dos derivados anfifilicos de quitosana

4.3.1. Caracterizacao do derivado quaternario

Na Figura 12 é apresentado o espectro de RMN'H do derivado QPO.
Para analisar o espectro, foi considerada a estrutura da quitosana dividida em
duas partes, sendo que a unidade substituida esta representada pelo subindice

S.



42

OH OH

(0] 1) o (0]
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-“NHCH,CH,CH,oN " (CHg)4

Figura 12. Espectro de RMN'H para o derivado QPO.

Pode se observar no espectro de RMN'H que além dos picos

caracteristicos dos prétons da quitosana, o sinal caracteristico e intenso em 2,8

ppm refere-se ao grupo metileno intermediario do grupo propil (indicado em

vermelho), o que mostra a incorporacao de BPTA a cadeia de quitosana. A

porcentagem de propiltrimetilaménio ligada a cadeia foi calculada comparando-

se a integracédo do sinal do grupo metileno com a integracado correspondente

aos prétons anomeéricos substituidos e ndo substituidos em 5,4 ppm. Observa-

se também que o pico do préton anomérico substituido sobrepbs ao nao

substituido, ou seja, ndo houve uma separagao definida, e sim um alargamento

do pico. A relagdo utilizada para o calculo da porcentagem é dada pela

Equacéao 5.

Gsv = (

ICHZ

;> x100 (5)

Hig

Onde Ich2 € a area integrada do pico em 2,8 ppm e ly1 + Iy1s corresponde

a area integrada do pico referente aos hidrogénios anoméricos das unidades
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substituidas e nao substituidas. Assim, empregando-se a equacao 5, obteve-
se 83 % de substituicdo e o derivado passou a ser denominado QPO83.

O derivado também foi caracterizado por IV e na Figura 13 séo
mostrados os espectros da quitosana desacetilada e do derivado QPO83. Na
regido compreendida entre a faixa de 1400 e 1500 cm™ estdo bem visiveis no
espectro do QPO83 as bandas caracteristicas das deformagdes angulares das
ligacdes de carbono-hidrogénio dos grupos CHa (1467 cm™) e CHs (1450 cm™)
que, por sua vez, nado aparecem no espectro da QD (SILVERSTEIN E
WEBSTER), comprovando a eficiéncia da reacao.

\

/ 1450
1467

I T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
-1

cm

— Quitosana desacetilada
— QPOS83

Figura 13. Espectros de absorcdo na regidao do Infravermelho (IV) para a

quitosana desacetilada e o derivado QPO83.

4.3.2 Determinacao da massa molar viscosimétrica do derivado QPO83

As medidas viscosimétricas do derivado quaternario QPO83 foram
realizadas de acordo com o item 3.3.4 e os resultados sdo apresentados na
Figura 14. Do gréfico foi obtido uma viscosidade intrinseca de 160,01 que levou
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a uma massa molar viscosimétrica M,, = 8,1 kDa. Esse resultado mostra que

houve uma degradacao parcial da amostra, uma vez que a reagéo foi realizada
em meio levemente alcalino.

400

T T T T T T T T
[n] = 160,01 .
380 - a=0,796 n
K =0,079 ]
360 - 1
340 | 1
320 | |

Q i

= 300 |- 1
280 L 1
260 1
240 |- 1

| | | | | | | | | | |

0,006 0,008 0,010 0,012 0,014 0,016 0,018
C (g/mL)

Figura 14. Gréfico para a determinagdo da massa molar viscosimétrica do
derivado quaternario QPO83.

4.4 Caracterizacao do derivado dodecilado QPOD.

4.4.1 Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN'H)

A porcentagem de grupos dodecil ligados a cadeia do polimero foi
determinada por um procedimento similar aquele utilizado para o BPTA,
comparando-se a integracao em 1,4 ppm, que corresponde ao grupo metila
terminal da cadeia hidrocarbbnica, com a integragdo dos prétons ligados aos
carbonos anoméricos. Na Figura 15 sdo apresentados os espectros de RMN'H
para os derivados QPO83D10, QPO83D15 e QPO83D30.
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Figura 15. Espectros de RMN'H dos derivados anfifilicos de quitosana
QPO83D10, QPO83D15 e QPO83D30. No detalhe os trés picos dos
hidrogénios dos carbonos anoméricos substituidos e ndo substituido.

Os picos em 5,4, 5,6 e 5,8 ppm referem-se aos prétons anoméricos das
unidades nado substituida, substituida com dodecil e substituida com
propiltrimetilaménio (Hy, H> € Hs), como mostrado em detalhe ampliado na
Figura 15. Os picos em 1,4 ppm referem-se ao grupo -CHs do dodecil. Assim, o

grau de substituicao do dodecil pode ser calculada pela Equagao 6:

GSD = ( fony ) x100

3x(Ig1 +1n2 +143)
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Os graus de substituicdo, bem como as razées molares nas reagcdes sao

listados na tabela 4.

Tabela 4. Relagdo molar, grau de substituicdo, viscosidade intrinseca e massa
molar viscosimétrica da quitosana desacetilada e seus derivados.

Relacao Molar

Derivados BPTA-DA/QD GS% [n] mL/g M ,(kDa)
QC - 85,92 307,42 32,8°
QD - 98,02 219,89 21,3°¢
QPO83 3,86 83,0 160,01 8,1
QPO83D10 0,10 8,3 - -
QPO83D15 0,15 14,1 - -
QPO83D30 0,30 29,0 - -

@ Grau de desacetilagao.
®Km = 0,074 e a = 0,798 (Grau de acetilagao - GA = 14%).
°Km = 0,079 e a = 0,796 (Grau de acetilagéo - GA = 2%) .

Comparando-se os graus de substituicdo dos derivados listados na
Tabela 4, nota-se que houve uma substituicdo de 29% no QPO83D30. Esse
resultado mostra que além da reacdo ocorrer nos grupos amino livres, houve,
também, substituicdo em alguns grupos hidroxila, mais provavelmente no grupo

hidroxila do carbono 6.

4.4.2 Espectroscopia no infravermelho (IV)

Na Figura 16 sao mostrados os espectros de IV da quitosana
desacetilada, do QPO e do derivado dodecilado (QPO83D10), o qual mostra o
aparecimento de bandas caracteristicas por volta de 2950 cm™ que podem ser
atribuidas as deformacdes axiais da ligacao carbono-hidrogénio dos grupos
CHj; assimétrico e simétrico e do grupo CHz em 2850 cm™ (SILVERSTEIN E
WEBSTER). Essas bandas ndo aparecem nos outros espectros, o que
confirma a ligacdo do grupo dodecil na cadeia do polimero. Portanto, a
caracterizacdo por RMN'H e IV confirmam o sucesso da sintese.
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Figura 16. Espectros de absorcdo na regidao do Infravermelho (IV) para a
quitosana desacetilada, os derivados QP0O83 e QP0O83D10.

4.5 Atividade fungicida da quitosana e seus derivados contra o fungo
Aspergillus flavus

Nessa etapa do trabalho foram realizados estudos de avaliagdo da agéo
antifungica da quitosana desacetilada e seus derivados contra o fungo
Aspergillus flavus. Os resultados foram analisados estatisticamente de acordo

com o proposto no item 3.4.4.

4.5.1 Efeito da quitosana desacetilada.

O efeito fungicida foi avalido pelo indice de inibicdo do desenvolvimento
e crescimento dos fungos, o qual foi determinado como proposto por Guo et al.,
(2008). Os dados de inibicao, foram tratados estatisticamente como descrito no
item 3.4.4 e os resultados sdo apresentados na forma de tabelas e graficos.

Os resultados da Tabela 5 mostram os indices de inibicdo obtidos com
quitosana desacetilada. O indice de inibicao médio foi de, aproximadamente,
20% e nao houve variacao significativa na faixa de concentracdo estudada,
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como pode ser observado nas letras associadas as medianas. Os valores que
estao identificados com as mesmas letras ndo sdo estatisticamente diferentes.
Na Figura 17 esses resultados sao apresentados na forma de um grafico de
indice de inibicdo em funcdo da concentracdo da quitosana. Os valores que
nao partilham as memas letras séao estatisticamente diferentes com P< 0,05.

Tabela 5. Estatistica descritiva dos indices de inibicdo da quitosana

desacetilada — QD.

Concentracao

9 L N Xts Mediana* Minimo Maximo Valor P
0,10 4 16,62 +7,35 19,15° 5,83 22 35

0,20 4 1430 +2,97 1327®% 12,03 18,64

0,30 4 20,50 +3,08 19,77"® 17,60 24,83

0,40 4 1791 +3,06 18,128 14,09 21,32

0,50 4 1929+283 19548 1574 22,34 0.012
0,60 4 29,70 +4,70 31,47 2284 32,99 ’
0,70 4 18,46 +5,68 17,64 1244 26,14

0,80 4 23,16 +0,84 23,10"® 2234 24,11

0,90 4 16,43 +4,42 17,018 10,91 20,81

1,00 4 20,69 +1,78 20,56"® 18,78 22,84

*Letras diferentes na coluna indicam diferengca significativa entre as concentragcées do
polimero.
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Figura 17. Grafico de inibicao fungica da quitosana desacetilada.
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4.5.2 Efeito fungicida dos derivados quaternarios anfifilicos

Os resultados dos ensaios realizados com os derivados obtidos sao
apresentados nas Tabelas 6 a 9 e na Figura 18 (a, b, ¢, d). Para o derivado
quaternario QPO83 os resultados da Tabela 6 mostram indices de inibicao
discretos. Quase ndo ha variagao significativa nos indices de inibicdo, o valor
de P=0,041 ficou préximo do valor limite (P<0,05). O pés teste de Dunn revelou
que a concentracdo de 1,00 g/L apresentou o melhor indice de inibicdo, o que
pode ser comprovado pela comparagdo dos valores individuais de inibicao
mostrados na Figura 18a.

Entretanto os ensaios realizados com o derivado QPO83D10 mostraram
niveis de inibicdo muito superiores, vide Figura 18b e Tabela 7. A analise
estatistica mostrou diferengas significativas nos indices de inibi¢gdo fungica na
faixa de concentracdo estudada. Algumas concentragbes promoveram a
inibicdo completa do crescimento (100%), portanto, QPO83D10 exibe uma
atividade fungicida notadamente muito superior aquela obtida com QPO.
Estatisticamente, a faixa de concentragdo na qual se atinge maxima inibicao
varia de 0,50 g/L, a 0,70 g/L (Figura 18b). Este resultado claramente indica
que o conteudo hidrofébico desempenha um papel importante na atividade
fungicida. A titulo de exemplo, as imagens mostradas na Figura 19 apresentam
o efeito da inibicdo fungica obtida pelo polimero anfifiico QPO83D10 no
desenvolvimento do fungo Aspergillus flavus ao final do primeiro ciclo de
crescimento (7° dia).

Os ensaios microbiolégicos com os polimeros QPO83D15 e QPO83D30
confirmaram os bons resultados de inibicdo fungica obtidos com o derivado
QPO83D10. Para QPO83D15 (Tabela 8), acima de 0,60 g/L, um valor maximo
de inibicdo pode ser atingido. A estatistica indicou 0,60 g/L, mas o indice de
inibicdo maximo (100%) € repetitivo para concentragcées acima de 0,80 g/L
(Figura 18c). A Tabela 9 mostra os valores individuais de inibicao para
QPO83D30. Analisando-se os resultados dos ensaios realizados com esse
derivado nota-se que a melhor atividade fungicida contra Aspergillus flavus é
atingida com esse derivado (QP0O83D30). Ele apresentou inibicdo maxima em
concentragdes mais baixas que os outros dois derivados anfifilicos. Portanto, o

aumento do conteudo hidrofébico, aparentemente, favorece a interagdo com a
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parede celular do fungo, podendo causar um bloqueio ou desregulacdo na
entrada e saida de nutrientes ou, possivelmente, lisar a parede celular.

Tabela 6. Estatistica descritiva dos indices de inibicado do derivado quaternario
QPO83.

Conc:rli_t_:agao N X*s Mediana* Minimo Maximo Valor P

0,10 4 10,60 +1,72 11,19"® 8,13 11,88

0,20 4 12,12 +4,11 12,07"® 7,15 17,20

0,30 4 966+3,48 10,30 4,98 13,06

0,40 4 710+261 8,23° 3,20 8,72

0,50 4 838+4,15 822" 4,08 13,00 0.041
0,60 4 748 +3,49 8,018 2,81 11,09 ’
0,70 4 822+1,49  7,48° 7,48 10,45

0,80 4 599+228 6,318 3,02 8,33

0,90 4 12,41 +529 10,98"® 7,69 20,00

1,00 4 16,76 +5,82 16,71" 11,72 21,91

*Letras diferentes na coluna indicam diferenga significativa entre as concentragbes do
polimero.

Tabela 7. Estatistica descritiva dos indices de inibicdo do derivado quaternario
anfifilico QPO83D10.

Concgllaragao N Xts Mediana* Minimo Maximo Valor P
0,10 4 32,09+1,20 32,88° 27,84 34,77
0,20 4 10,13+2,41  9,67F 794 13,24
0,30 4 7,99+1,02  7,84F 6,92 9,37
0,40 4 42,62 +3,10 42,77° 38,70 46,23
0,50 4 96,48 +7,03 100" 85,93 100,00
0,60 4 70,81+207 7119 6797 7288 <000
0,70 4 100,00+0,00 100* 100,00 100,00
0,80 4  100,00+0,00 100* 100,00 100,00
0,90 4  100,00+0,00 100" 100,00 100,00

1,00 4 100,00 +0,00 100" 100,00 100,00

*Letras diferentes na coluna indicam diferenga significativa entre as concentragées do
polimero.
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Tabela 8. Estatistica descritiva dos indices de inibicdo do derivado quaternario
anfifilico QPO83D15.

Conc:ritqragao N Xts Mediana* Minimo Maximo Valor P
0,10 4 33,61 +£3,36 33,825 29,31 37,49
0,20 4 33,15+2,49 33,71 2974 3544
0,30 4 41,60+3,14 41,14° 3829 4582
0,40 4 75,05 +0,54 74,95° 7454 7576
0,50 4 5569+1510 59,73°°F 3540 67,91
0,60 4 100,00 £0,00 100" 100,00 100,00 <0,001
0,70 4 69,32 £5,34 71,02° 61,69 73,56
0,80 4 100,00 £0,00 100" 100,00 100,00
0,90 4 97,88 +4,24 100" 91,53 100,00
1,00 4 100,00 £0,00 100" 100,00 100,00

*Letras diferentes na coluna indicam diferenga significativa entre as concentragbes do

polimero.

Tabela 9. Estatistica descritiva dos indices de inibigdo do derivado quaternério
anfifilico QPO83D30.

Concgllt_gagao N Xts Mediana* Minimo Maximo Valor P
0,10 4  40,74+364 39,91° 3728 4588
0,20 4 100, + 0,00 100,00* 100,00 100,00
0,30 4  66,40+2,04 66,90° 63,54 68,23
0,40 4 87,07+155 86,66 8574 89,21
0,50 4 100, +0,00 100,00* 100,00 100,00
0,60 4  95,04+9,92 100,00"® 80,17 100,00 0,001
0,70 4 100, + 0,00 100,00 100,00 100,00
0,80 4 100, +0,00 100,00 100,00 100,00
0,90 4 100, +0,00 100,00* 100,00 100,00
1,00 4 100, +0,00 100,00* 100,00 100,00

*Letras diferentes na coluna indicam diferenga significativa entre as concentragées do

polimero.
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Figura 18. indices de inibicdo flngica em funcdo da concentracdo para os
derivados quaternarios anfifilicos.
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Figura 19. Imagens do ensaio realizado com o derivado QPO83D10 (7° dia).
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4.6 Atividade fungicida da quitosana e seus derivados contra o fungo
Aspergillus parasiticus

Para a realizacdo dos ensaios microbioldégicos com o fungo Aspergillus
parasiticus uma nova série de derivados com composigbes variaveis foi
sintetizada e caracterizada de acordo com as técnicas e procedimentos
descritos no item 3. Os resultados da caracterizagdo encontram-se no final
desta dissertacdo em material anexo. Estes derivados também possuem
propor¢coes crescentes de grupos dodecil e suas propriedades sao

apresentadas na Tabela 10.

Tabela 10. Relacdo molar, grau de substituicdo, viscosidade intrinseca e
massa molar viscosimétrica da quitosana desacetilada e seus derivados.

Relacao Molar

Derivados BPTA-DA/QD GS% [n] o/mL M, (kDa)
QC - 85,92 307,42 32,8°
QD - 98,0¢ 267,70 27,2°
QPO50 3,86 48,0 142,56 12,3
QPO50D10 0,10 71 - -
QPO50D15 0,15 9,6 - -
QPO50D30 0,30 27,1 - -

4 Grau de desacetilagéo.
®Km = 0,074 e a = 0,798 (Grau de acetilacdo - GA = 14%).
°Km= 0,079 e a = 0,796 (Grau de acetilacdo - GA = 2%) .

Nessa etapa do trabalho foram realizados estudos de avaliagdo da agéao
antifingica da quitosana desacetilada e seus novos derivados contra o fungo
Aspergillus parasiticus. Os resultados foram analisados estatisticamente de
acordo com o proposto no item 3.4.4.

4.6.1. Efeito da quitosana desacetilada

Os resultados de inibicao do crescimento do Aspergillus parasiticus sao
mostrados na Tabela 11 e Figura 20. Os resultados obtidos sao similares
aqueles obtidos com A. flavus e a quitosana desacetilada apresentou inibigcao
média por volta de 10% na faixa de 0,10 a 1,0 g/L. A analise estatistica
demonstrou variacées significativas entre as concentragcées (P=0,001),
conforme podemos observar na Tabela 11. De acodo com a analise estatistica,

na concentracdo de 0,60 g/L foi obtido o melhor indice de inibicdo. Esse
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resultado é esperado, uma vez que esse fungo, pertence a mesma familia e
portanto deve apresentar similaridades quanto a parede celular, além da forma
de crescimento e toxicidade. Segundo XU et al., (2007) e GUO et al., (2008), a
presenca de cargas negativas existentes na parede celular dos microrganismos
alvo interagindo com as cargas positivas da quitosana podem lesionar a célula,
explicando a acédo fungicida da quitosana. Neste mesmo caminho, LIU et al.,
(2004), explica também a acgado fungicida da quitosana pela alteragdo da
permeabilidade da membrana plasmatica do fungo, resultado das interacdes
dos grupos amino positivos da quitosana com as cargas negativas dos

fosfolipideos.

Tabela 11. Estatistica descritiva dos indices de inibicdo para a quitosana
desacetilada.

Concentracao

9 L N Xts Mediana* Minimo Maximo ValorP
0,10 4 726+248  7,59° 4,03 9,84

0,20 4 6,42+081 6,19° 5,72 7,59

0,30 4 717 +1,58  7,50° 4,97 8,72

0,40 4 5,76 + 2,71 6,848 1,78 7,59

0,50 4 834+287  8,90° 4,40 11,15 0.001
0,60 4 14,81 +0,47 14,71" 14,34 1546 ’
0,70 4 722+1,43 7,318 5,72 8,53

0,80 4 13,21 +3,47 13,50 8,72 17,15

0,90 4 15,37 +0,99 1546" 14,34 16,21

1,00 4 10,26 £2,34 10,59° 7,40 12,46

*Letras diferentes na coluna indicam diferenca significativa entre as concentragbes do
polimero.
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Figura 20. Grafico com os valores de inibicdo fungica para a quitosana

desacetilada.

4.6.2 Efeito fungicida dos derivados quaternarios anfifilicos

Os resultados dos ensaios

realizados com os derivados sao

apresentados nas Tabelas 12 a 15 e na Figura 21 (a, b, ¢, d). Para o derivado

quaternario QPO50 os resultados da Tabela 12 mostram indices de inibicao

que em média atingem um valor da ordem de 10%, similar aqueles obtidos com

A. flavus. Os melhores indices de inibicao foram obtidos nas concentracdes

0,50 g/L e 0,80 g/L (Figura 20a).
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Tabela 12. Estatistica descritiva dos indices de inibicao do derivado
quaternario QPO50.
Conc:ritqragao N Xts Mediana* Minimo Maximo Valor P
0,10 4 382+1,04 3,60° 2,84 5,24
0,20 4 6,33+0,64 6,448 5,46 6,99
0,30 4 759+142 7,218 6,33 9,61
0,40 4 6,82+1,09 6,66° 5,68 8,30
0,50 4 11,24+0,68 11,24 10,48 12,01
0,60 4 611+069 6,00° 546 699 <0001
0,70 4 10,04+0,53 10,04"® 9,39 10,70
0,80 4 11,35+0,85 11,46" 10,26 12,23
0,90 4 9,12+1,76  8,73° 7,42 11,57
1,00 4 8,41+0,63 8,418 7,64 9,17

*Letras diferentes na coluna indicam diferenga significativa entre as concentragbes do

polimero.

Tabela 13. Estatistica descritiva dos indices de inibigdo do derivado quaternario
anfifilico QPO50D10.

Conc:rll_t_:agao N Xts Mediana* Minimo Maximo Valor P
0,10 4 2597+517 24,79° 21,03 33,25
0,20 4 3028+4,21 32,0560 2667 38,19
0,30 4 39,76 +577 40,31 3420 45,71
0,40 4 5787+355 57,46° 5441 62,16
0,50 4  7164+475 70,15° 64,04 74,62
0,60 4  7338+0,89 67,80° 66,86 72,27 <0,001
0,70 4  86,55+4,96 88,13% 79,32 90,60
0,80 4 97,77 +4,47 100° 91,07 100,00
0,90 4  100,0+0,00 100" 100,00 100,00
1,00 4  100,0+0,00 100" 100,00 100,00

*Letras diferentes na coluna indicam diferenga significativa entre as concentragbes do

polimero.



Tabela 14. Estatistica descritiva dos

quaternario anfifilico QPO50D15.

indices de
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inibigo do derivado

Conc:ritqragao N Xts Mediana* Minimo Maximo Valor P
0,10 4 37,35 +6,66 39,43 27,74 42,79
0,20 4 48,81 +4,05 49,048 43,72 53,45
0,30 4 9583+8,34 100" 83,32 100,00
0,40 4 96,99 +6,02 100" 87,96 100,00
0,50 4 100,00 £+0,00 100" 100,00 100,00
0,60 4 100,00 £+0,00 100" 100,00 100,00 <0,001
0,70 4 100,00 £+0,00 100" 100,00 100,00
0,80 4 100,00 £+0,00 100" 100,00 100,00
0,90 4 100,00 £+0,00 100" 100,00 100,00
1,00 4 100,00 £+0,00 100" 100,00 100,00

*Letras diferentes na coluna indicam diferenga significativa entre as concentragbes do

polimero.

Tabela 15. Estatistica descritiva dos indices de inibigdo do derivado quaternario
anfifilico QPO50D30.

Concentracao

9 L N X*s Mediana* Minimo Maximo Valor P
0,10 4 13,31 +1,73 13,51° 11,30 14,94

0,20 4 22,37 £2,72 .22,13C 19,54 25,67

0,30 4 25,77 £2,79 26,44C 21,84 28,35

0,40 4 46,89 + 2,21 46,GSB 44 .44 49,81

0,50 4 56,80 +5,92 56,618 50,38 63,60 0.001
0,60 4 56,23 +4,84 58,148 49,04 59,58 <
0,70 4 91,86 +6,89 92,15" 83,14 100,00

0,80 4 55,84 +3,32 55,755 52,11 59,77

0,90 4 98,22 + 3,54 100% 92,91 100,00

1,00 4 82,04 +7,31 79,60" 76,25 92,72

*Letras diferentes na coluna indicam diferenga significativa entre as concentragbes do

polimero.
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Figura 21. indices de inibicdo fungica em funcdo da concentracdo para os
derivados quaternarios anfifilicos.

Similarmente ao observado contra o A. Flavus, a atividade dos derivados
contendo grupos dodecil mostraram indices de inibicdo muito maiores na
mesma faixa de concentracdo. A Tabela 13 mostra os dados da inibicdo com
QPO50D10 e pode-se verificar que em 0,80 g/L o crescimento de A. parasiticus
foi completamente inibido. Através da andlise estatistica pode-se observar uma
diferenca significativa para as concentragbes estudadas. Isso pode ser
verificado pelo valor de P<0,001 e pelas diferentes letras atribuidas as
medianas em cada concentracdo. Esse resultado é também apresentado na
Figura 21b na forma de grafico de barras.

O aumento do conteudo hidrofébico do derivado para 9,6% (QPO50D15)
proporcionou o alcance do indice de inibicdo maxima na concentracdo de 0,30
g/L e pode-se notar que com o aumento da concentracao o aumento do indice
de inibicdo € gradual. Na Figura 22 sdo mostradas imagens do ensaio com
QPO50D10 que exemplificam a inibicado completa do crescimento do fungo por
esse derivado. Entretanto, o aumento do conteddo hidrofébico para 27,1%
(QPO50D30) nao resultou num aumento adicional na eficiéncia. Os dados da
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Tabela 15 mostram que a inibicdo permanece alta, mas os indices de inibicao
atingem 100% somente para concentracbes da ordem de 0,70 e 0,90 g/L. A
analise estatistica indicou que a concentragdo 0,70 g/L é a melhor para este
derivado. Sao apresentados na Figura 21d os bons indices de inibicao
alcancados com QPO50D30 na faixa de concentracdo estudada. Esse
aparente decréscimo na eficiéncia pode estar relacionado com as interagdes do
derivado com a parede celular dos fungos. Para este derivado hidrofobico a
auto-associacdo, ou seja, as interagdes hidrofébicas intermoleculares podem
desfavorecer a interacdo com o fungo, diminuindo assim a atividade. Portanto,
a andlise deste conjunto de resultados mostra claramente que o indice de
inibicdo fungica cresce com o aumento da concentragdo dos derivados e que
pode ser potencializado com o ajuste da hidrofobicidade.
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Figura 22. Imagens do ensaio realizado com o derivado QPO50D10 (7¢ dia).
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4.7 Microscopia

Para avaliar a capacidade de interacdo da quitosana com a parede
celular, uma amostra foi marcada com rodamina (QDR) e incubada com a
suspensdo do fungo. Sdo mostradas na Figura 23 as imagens das hifas dos
dois fungos obtidas com microscopia confocal. Claramente se observa que a
quitosana interage de forma ampla com as hifas, o que indica que a inibigcdo
pode ocorrer por um bloqueio das fungbes da membrana. A interacdo deve
ocorrer por interagao eletrostatica resultante da atragdo da carga positiva do
polimero com residuos de carga negativa de macromoléculas como
lipossacarideos e proteinas (GOY et al., 2009; MARTINEZ-CAMACHO et al.,
2010).

Portanto a modificacdo hidrofébica potencializa essa interagcéao
(TIKHONOV et al., 2006) e embora nao haja evidéncias conclusivas, acredita-
se que os derivados podem causar danos maiores as membranas de
Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus. Embora nao seja possivel afirmar,
pode-se postular que devido a baixa massa molar, os derivados quaternarios
anfifilicos da quitosana podem atravessar a parede celular, agindo dentro da

célula.

__
_
_—“_

Figura 23. Imagens da interacdo da QDR com hifas e conidios dos fungos:
Aspergillus flavus e (b) Aspergillus parasiticus.

—

a)
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5. CONCLUSAO

O caminho de sintese utilizado permite a obtencdo de derivados
quaternarios de quitosana com hidrofobicidade ajustavel. A etapa de
desacetilacao de quitosana foi eficiente e permitiu obter uma amostra com alto
grau de desacetilagdo. A sintese de derivados por meio de duas etapas,
variando-se as proporcdes dos reagentes, permite o controle do conteudo de
grupos quaternarios, bem como da hidrofobicidade dos derivados. Durante o
processo ocorreu a degracao parcial da cadeia devido as condi¢des de sintese,
ou seja, 0 meio alcalino e 0 aquecimento por tempo. Os resultados de atividade
fungicida avaliados pelo crescimento radial do fungo mostraram que tanto
quitosana desacetilada como os derivados quaternarios QPO50 e QPO83
inibem de 10 a 20% o crescimento do fungo. Os derivados apresentaram boa
solubilidade em solugéo aquosa, mesmo em pH mais elevados.

Os derivados anfifiicos QPO83D10, QPO83D15 e QPO83D30,
utilizados nos ensaios com o fungo Aspergillus flavus apresentaram excelentes
indices de inibicdo, mesmo em concentracbes baixas (0,50, 0,60 e 0,20 g/L,
respectivamente), com destaque para o derivado QPO83D30 que apresentou
excelentes indices inibitoérios a partir da concentragdo 0,20 g/L. Os derivados
QPO50D10, QPO50D15 e QPO50D30, utilizados nos ensaios com o fungo
Aspergillus parasiticus apresentaram, também, excelentes indices de inibicao
em concentragbes baixas (0,80, 0,30 e 0,70 g/L, respectivamente), com
destaque para para o derivado QPOS50D15 que inibiu completamente o
crescimento do fungo a partir de 0,30 g/L.

Portanto, os resultados obtidos com ambos os fungos demonstraram
que o aumento da concentragdo e o aumento da quantidade de dodecil
resultam numa alta atividade antifungica. Finalmente, acredita-se que haja uma
relacdo ideal entre as porcdes hidrofilicas e hidrofébicas nos derivados
anfifilicos que potencializa a atividade antifungica. Novos estudos deverédo ser

realizados com o objetivo de aperfeigcoar o processo e os indices de inibicao.
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7. ANEXO

Neste item, uma nova série de derivados com composicoes variaveis
que foram sintetizados e caracterizados de acordo com as técnicas e
procedimentos descritos no item 3 € apresentada. Esses novos derivados
foram utilizados nos ensaios microbiolégicos com o fungo Aspergillus
parasiticus e também possuem proporcdes crescentes de grupos dodecil. Suas
propriedades sdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Relagdo molar, grau de substituigao, viscosidade intrinseca e massa
molar viscosimétrica da quitosana desacetilada e seus derivados.

Relacao Molar

Derivados BPTA-DA/QD GS% [n] g/mL M, (kDa)
QC - 85,92 307,42 32,8°
QD - 97,82 267,70 27,2°¢
QPO50 3,86 48,0 142,56 12,3
QPO50D10 0,10 7,1 - -
QPO50D15 0,15 9,6 - -
QPO50D30 0,30 27,1 - -

# Grau de desacetilagéo.
°Km = 0,074 e a = 0,798 (Grau de acetilagio - GA = 14%).
°Km= 0,079 e a = 0,796 (Grau de acetilacdo - GA = 2%) .
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7.1 Quitosana desacetilada - QD

7.1.1 Titulacao potenciométrica
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Figura 24. Curva de titulacdo potenciométrica da quitosana desacetilada. Em
preto: variagdo de pH em funcédo do volume de NaOH; em vermelho: derivada
primeira.
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7.1.2 Massa molar viscosimétrica
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Figura 25. Grafico para a determinagdo da massa molar viscosimétrica da
quitosana desacetilada.

7.1.3 Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio - RMN'H
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Figura 26. Espectro de RMN'H para a QD.



7.2 Derivado quaternario — QPO50

7.2.1 Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio - RMN'H
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Figura 27. Espectro de RMN'H para o derivado QPO.

7.2.2 Infravermelho (IV)
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Figura 28. Espectros de absorcdo na regido do Infravermelho (IV) para a
quitosana desacetilada e o derivado QPQO50.



7.2.3 Massa molar viscosimétrica
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Figura 29. Grafico para a determinacao da massa

derivado QPO50.
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7.3 Derivados quaternarios anfifilicos

7.3.1 Ressonancia magnética nuclear de hidrogénios - RMN'H

OH
—— QPO50D10 Mol o o o Mool o
— QPO50D15 NH, Hi NH H, NH H,
[—— QP050D30) Ho " Ho

HiC™ N\CHa
FAWAN o
|—|—r
5.2 H

ppm

Figura 30. Espectro de RMN'H para os derivados quaternarios anfifilicos.
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7.3.2 Infravermelho (IV)
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Figura 31. Espectros de absorcdo na regido do Infravermelho (IV) para a
quitosana desacetilada e os derivados QPO50 e QPO50D10.
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