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RESUMO 

 

O presente projeto de pesquisa teve como objetivo a síntese, caracterização e avaliação da 

atividade antifúngica de derivados anfifílicos de quitosana modificados com diferentes 

conteúdos de vanilina contra espécies do gênero Candida, uma classe de fungos responsáveis 

por infecções que impactam o sistema de saúde e recentemente a sua resistência por 

antifúngicos comerciais tem dificultado o seu tratamento. Muitos antimicrobianos, como os 

antifúngicos, pertencem à mesma classe de fármacos, fazendo com que a resistência a um 

antifúngico específico acarrete na ineficácia de toda uma classe relacionada. Esses fatos 

culminam na diminuição da eficácia de tratamentos comuns e uma série de problemas na área 

da saúde, como o aumento da mortalidade, diminuição da proteção à pacientes em 

procedimentos cirúrgicos e o aumento dos custos com os enfermos. Os polímeros também 

foram testados para avaliar a atividade antioxidante contra o radical cátion de ABTS. Os 

radicais livres são compostos químicos derivados de diversas espécies. Essas espécies causam 

oxidações removendo elétrons de compostos químicos presentes no organismo, tornando-os 

extremamente reativos. Apesar do combate desses radicais livres ocorrerem de forma natural 

com antioxidantes endógenos, pode haver um desequilíbrio entre as espécies, o que causaria 

um aumento dos radicais livres, podendo atingir macromoléculas celulares causando diversos 

problemas ao organismo. A síntese dos derivados anfifílicos de quitosana de baixa e alta 

massa molecular (Mw) foi realizada com diferentes porções de vanilina. Identificaram-se os 

parâmetros estruturais mais importantes para maximizar a atividade fungicida e antioxidante 

dos derivados. A degradação polimérica foi realizada por meio da reação com nitrito de sódio 

e confirmada por GPC. O grau de substituição (GS) e o grau de desacetilação (GD) foram 

analisados por meio da espectroscopia de RMN-H
1
. A citotoxicidade dos polímeros foi 

avaliada seguindo o método colorimétrico (MTS) com células de fibroblastos NIH3/3T3, 

cujos resultados apresentaram uma baixa toxicidade para essas células, com a viabilidade 

celular acima de 70% para todos os polímeros analisados. Os efeitos antimicrobianos foram 

estudados por determinação da concentração inibitória mínima (CIM) e ensaio 

fungistático/fungicida. A atividade antioxidante foi analisada por meio da absorbância do 

radical ABTS em contato com os derivados. A desacetilação dos polímeros foi de 97% de 

grupos amino livres nos monômeros e a degradação polimérica diminuiu em até 27 vezes as 

cadeias do polímero ChDD e 23 vezes  para o ChCD (polímero desacetilado e acetilado, 

respectivamente). Destaca-se os resultados obtidos dos polímeros ChCD e ChDDBSV46 que 



 

apresentaram atividade antifúngica para a cepa de C. albicans ATCC e os derivados de 

vanilina-quitosana, ChDDV46 e ChDV52 que demonstraram atividade frente as cepas de 

isolados clínicos de Candida tropicalis (CT 7008 e CT 7015). Por fim, a atividade de 

eliminação do radical cátion de ABTS apresentou resultados acima de 80% em quase todas as 

concentrações, com exceção dos polímeros de partida que na maior concentração (1,5 g L
-1

) 

não ultrapassaram os 50%. A vanilina demonstrou ser um ótimo antioxidante, sendo o 

sinergismo dos mecanismos de ação desse fenol aromático com os polissacarídeos o fator 

principal da atividade antioxidante dos derivados. 

 

Palavras-chave: Quitosana. Vanilina. Candida spp. Derivados anfifílicos. Atividade 

antimicrobiana. Atividade antioxidante.   



 

 

ABSTRACT 

 

The present research project aimed to synthesize, characterize and evaluate the antifungal 

activity of amphiphilic derivatives of chitosan modified with different amounts of vanillin 

against species of the genus Candida, a class of fungi caused by infections that impact the 

health system and recently its resistance by commercial antifungals making their treatment 

more difficult. Many antimicrobials, such as antifungals, belong to the same class of drugs, 

which means that resistance to a specific antifungal generates resistance to all related classes. 

These facts culminate in the decrease in the effectiveness of common treatments and a series 

of problems in the health area, such as increased mortality, decreased protection for patients 

in surgical procedures and increased costs for the sick. The polymers were also tested to 

evaluate a scavenging activity against the cation radical of ABTS. Free radicals are chemical 

compounds derived from different species. These species cause oxidation by removing 

electrons from chemical species present in the body, making them extremely reactive. 

Although the fight against these free radicals occurs naturally with endogenous antioxidants, 

there may be an imbalance between species, which would cause an increase in free radicals, 

which could reach cellular macromolecules causing several problems to human health. The 

synthesis of amphiphilic derivatives of chitosan with low and high molecular weight (Mw) 

was performed with different portions of vanillin. The most important parameters were 

identified to maximize the fungicidal and scavenging activity of the derivatives. The 

polymeric degradation was carried out through the reaction with sodium nitrite and confirmed 

by GPC. The degree of substitution (DS) and the degree of deacetylation (DD) were evaluated 

by RMN-H
1
 spectroscopy. The cytotoxicity of the polymers was evaluated following the 

colorimetric method (MTS) with NIH3/3T3 fibroblast cells, results obtained with low toxicity 

for these cells, with cell viability above 70% for all the polymers. The antimicrobial effects 

were studied by determining the minimum inhibitory concentration (MIC) and 

fungistatic/fungicide assay. The antioxidant activity was analyzed by the absorbance of the 

radical in contact with the derivatives. The deacetylation of the polymers reached 97% of the 

free amino groups in the monomers and the polymeric degradation decreased by up to 27 

times the chains of the ChDD polymer and 23 times for the ChCD (deacetylated and 

acetylated polymer, respectively). The results obtained from the ChCD and ChDDBSV46 

polymers, which demonstrated antifungal activity for the strain of C. albicans ATCC and the 

vanillin-chitosan derivatives (ChDDV46 and ChDV52) which demonstrated activity against 



 

strains of Candida tropicalis (CT 7008 and CT 7015). Finally, the capacity of eliminating the 

cation radical of ABTS presented results above 80% in almost all concentrations, except the 

starting polymers which in the highest concentration (1.5 g L
-1

) did not exceed 50%. Vanillin 

is a great antioxidant and the synergism of this phenol aromatic mechanisms with 

polysaccharides being the main factor of the derivates antioxidant activity. 

Keywords: Chitosan. Vanillin. Candida spp,. Amphiphilic derivatives. Antimicrobial 

activity. Antioxidant activity.  
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1. INTRODUÇÃO 

De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS), a resistência 

antimicrobiana é a habilidade de um microrganismo (como bactérias e vírus) de não sofrer 

efeitos potenciais dos agentes antimicrobianos (tais como antibióticos e antifúngicos). Esse 

fato culmina na diminuição da eficácia de tratamentos comuns e na persistência das infecções 

(WHO, 2014). Além do aumento na mortalidade, as médias de permanência, diminuição da 

proteção à pacientes em procedimentos médicos e aumento dos custos com os enfermos. 

(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2015) 

Muitos antimicrobianos, como os antifúngicos, pertencem à mesma classe de 

fármacos (contém um princípio ativo similar e possuem a mesma função), fazendo com que a 

resistência a um antifúngico específico acarrete na resistência de toda uma classe relacionada. 

(MARTINEZ, [s.d.]; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2015) 

A candidíase, por exemplo, causada pelo fungo Candida albicans foi considerada a 

infecção oportunista mais comum em pacientes com o vírus da imunodeficiência humana 

(HIV), (MILAN et al., 1998) e também é a quarta causa mais comum de infecções sistêmicas 

adquiridas em hospitais, chegando a uma taxa bruta de até 50% (MAYER; WILSON; HUBE, 

2013). A C. albicans tem demonstrado resistência a alguns antifúngicos, especialmente a 

Anfotericina B e aos compostos triazólicos, como o fluconazol, que são os mais 

administrados. (SANGLARD; ODDS, 2002). Este fungo, diferente das bactérias, é 

constituído de células eucariontes assim como nos mamíferos, o que os tornam mais 

semelhantes às células humanas, porém, é possível identificar as diferenças. As células de 

mamíferos apresentam uma membrana celular, enquanto que as fúngicas além dessa possuem 

uma parede celular externa, essa que por sua vez se torna um alvo lógico de ação para uma 

classe de drogas antifúngicas. (LEMKE et al., 2012; MAFFEI, 2002; SUDBERY, 2011) 

As membranas acima citadas são constituídas de esteróis, um componente da 

membrana celular que é indispensável para seu bom funcionamento. A diferença mais 

amplamente explorada, no entanto, é que são compostas por diferentes esteróis, sendo a dos 

mamíferos o colesterol e a dos fungos o ergosterol. (LEMKE et al., 2012; MAFFEI, 2002). 

Dentro deste contexto, os fungicidas baseados em produtos naturais (BONILLA; 

SOBRAL, 2016) e óleos essenciais (NOGUEIRA et al., 2010) são opções muito interessantes 

para a produção de biofungicidas. A busca por compostos não tóxicos para a utilização como 

inibidores de crescimento de fungos tem recentemente impulsionado a pesquisa neste campo 

(NOGUEIRA et al., 2010). Neste cenário, a quitosana tem sido considerada um agente 

antimicrobiano, cuja atividade é principalmente atribuída à interação eletrostática de suas 
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cadeias policatiônicas com a parede celular e as membranas dos microrganismos. 

(SAHARIAH; MÁSSON, 2017) 

Diversos trabalhos têm abordado a influência da massa molecular (Mw) da quitosana 

nas propriedades antifúngicas (HERNÁNDEZ-LAUZARDO et al., 2008; SEYFARTH et al., 

2008). Entretanto, os resultados encontrados na literatura são muitas vezes contraditórios. 

Seyfarth (2008) e colaboradores constataram que a atividade antimicrobiana do polímero 

contra espécies de Candida spp. diminuiu com o decréscimo da massa molecular, no entanto, 

KULIKOV e colaboradores  (2014) encontraram que oligoquitosanas de Mw entre 2-20 kDa 

inibiram com maior eficiência o crescimento da Candida albicans. Portanto, a melhor 

atividade antimicrobiana é resultado da interação da cadeia anfifílica com os fosfolipídios da 

membrana celular (HUANG; KHOR; LIM, 2004). Sendo assim a análise somente da massa 

molecular não é o suficiente, portanto a presença de cargas positivas e a natureza anfipática da 

cadeia polimérica também são importantes para potencializar a atividade antifúngica destes 

polímeros.  

Nesse sentido, estudos realizados pelo grupo de Biomateriais e Nanotecnologia do 

Ibilce-UNESP , tem demonstrado o efeito da atividade fungicida  de derivados  de quitosana 

com diferentes conteúdos de grupos hidrofóbicos contra os fungos do genero Aspergillus. Os 

resultados desses trabalhos mostraram que os grupos hidrofóbicos ligados à cadeia de 

quitosana aumentam a atividade antimicrobiana, mas são dependentes da massa molecular do 

polimero (GABRIEL; TIERA; TIERA, 2015) confirmando que o balanço 

hidrofílico/hidrofóbico é extremamente importante para obter uma maior atividade 

antifúngica (SAJOMSANG et al., 2012).  

Utilizando-se derivados quaternários de quitosana modificados com grupos dodecil 

(DE OLIVEIRA PEDRO et al., 2013; TAKAKI, M. ; DIAS, A. M. ; DOS SANTOS 

GABRIEL, J. S. ; DE OLIVEIRA PEDRO, RAFAEL ; SOUZA, R. H. F. V. ; TIERA, M. J. ; 

DE OLIVEIRA TIERA, 2014; VIEGAS DE SOUZA et al., 2013) demonstraram inibição 

crescente com o conteúdo lipofílico e com a concentração de polímero contra os fungos do 

gênero Aspergillus. Observou-se que na concentração de 0,5 g L
-1

, todos os derivados 

anfifílicos com graus de substituição de 7,0 a 29% de grupos dodecil, inibiram completamente 

o crescimento dos fungos Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus.  A concentração 

inibitória mínima foi diminuída em até 16 vezes àquela apresentada para quitosana não 

modificada, confirmando a importância do conteúdo hidrofóbico na atividade antimicrobiana.  

Em outro estudo, utilizando derivados obtidos pela reação de quitosanas de diferentes 

massas moleculares com cloreto de 2-cloro-N,N-dietiletilamina (DEAE) foi observado também 

inibição crescente com o aumento da concentração do polímero contra os fungos do gênero 
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Aspergillus. Os resultados permitiram concluir que a presença de grupamentos hidrofóbicos 

na estrutura da quitosana também aumentou a capacidade de inibição do crescimento de A. 

flavus mostrando, em alguns casos, a inibição de 100% do crescimento do fungo (GABRIEL; 

TIERA; TIERA, 2015). Em trabalho recente, o mecanismo de inibição foi estudado, sendo 

concluído que a perturbação da parede tem um papel importante na inibição do crescimento 

dos fungos Aspergillus flavus (Figura 1) (DIAS et al., 2018). As estruturas das hifas 

apresentam uma parede regular com seus componentes distribuídos de maneira uniforme ao 

redor da membrana (Figura 1A), que na presença de quitosana contendo 40% de grupos 

DEAE (figura 1 C, D) mostraram-se desestruturadas e agregadas. As observações indicaram 

que além dos pigmentos dos conídios interagirem com a quitosana anfifílica via interações 

hidrofóbicas, podem também interagir eletrostaticamente, e desta forma, contribuir para a 

desestruturação de uma barreira de defesa que tem função de proporcionar aos fungos maior 

resistência em meio ambientes hostis.  A consequência da desestruturação desta organização 

celular é a vulnerabilização da célula, visto a importância desta, para proteção contra 

desidratação (principalmente nos conídios), adesão e sustentação celular e proteção contra o 

ataque de patógenos (DIAS et al., 2018).  

 

Figura 1: Imagens obtidas de Microscopias Eletrônicas de Transmissão das hifas do fungo A. flavus. A, B e C, 

D são hifas crescidas na ausência e na presença do polímero (Q 40% DEAE), respectivamente.  

 

Fonte: Adaptado de DIAS et al., 2018 
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Todos esses resultados evidenciaram que os derivados de quitosana tem uma faixa 

ótima de valor de Mw e o balanço hidrofílico/hidrofóbico das modificações na cadeia 

polimérica podem explicar a maior eficiência do polímero contra diferentes microrganismos 

que apresentam paredes celulares e membranas com propriedades variadas. (GABRIEL et 

al.,2015; DIAS et al.,2018; A.KULIKOV et al., 2014) 

Nesse sentido, baseado em resultados promissores da ação desses polímeros sobre os  

fungos do gênero Aspergillus foi proposto  o desenvolvimento de um novo biofungicida com 

potencial aplicação contra espécies do gênero Candida, uma vez que a resistência 

antimicrobiana desses fungos prejudica todas as áreas da saúde, envolvendo muitos setores e 

causando impacto considerável no conjunto da sociedade. (DOMÍNGUEZ et al., 1998; 

MÜLLER; KARA-JOSÉ; DE CASTRO, 2013; WALSH, 2011; WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2015). Portanto, no presente trabalho foi proposto o estudo de derivados 

anfifílicos de quitosana modificados com vanilina, a qual em estudos recentes tem sido 

explorada para inibição de microrganismos indesejáveis. (ANTONIOLLI et al., 2006; CAVA-

RODA et al., 2012; CHENIA, 2015; GARCÍA-RÍOS et al., 2018; MOHAMED; SHARABY, 

2007; NGARMSAK et al., 2016; ORHAN-YANIKAN et al., 2019; YADAV; SAINI; 

YADAV, 2018) 

A atividade dos derivados anfifílicos foi testada, buscando-se identificar as melhores 

composições e os parâmetros estruturais que afetam a sua atividade fungicida. 

A quitosana pode ser aplicada em diversas áreas, como na indústria de alimentos, no 

tratamento de águas residuais, nos cosméticos e, além de um potencial antifúngico, na área 

farmacêutica também atua como cicatrizante de feridas e ossos, no controle do colesterol, 

lentes de contato e como agente antioxidante, entre outros. (FENG et al., 2008; HUANG; 

MENDIS; KIM, 2005; KORMA et al., 2018; PARK; JE; KIM, 2004; SUN et al., 2008) 

De maneira análoga, a vanilina também vem sendo estudada como um agente 

antioxidante. (SANTOSH KUMAR; PRIYADARSINI; SAINIS, 2002; TAI et al., 2011), 

desta forma, o projeto visa também testar a atividade antioxidante dos derivados de vanilina-

quitosana frente a radicais livres. 

Os radicais livres são compostos químicos derivados de diversas espécies e que 

apresentam elétrons desemparelhados. Isso faz com que as oxidações removam elétrons de 

espécies químicas presentes no organismo, tornando-as extremamente reativas. Apesar do 

combate desses radicais livres ocorrerem de forma natural com antioxidantes endógenos, pode 

haver um desequilíbrio entre as espécies, culminando num aumento dos radicais livres, que 

atinge as macromoléculas celulares que pode gerar diversos problemas ao organismo. 
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Alguns dos danos causados por essas espécies ocorrem nas proteínas, ácidos 

nucleicos e lipídios promovendo alterações dessas moléculas, que resulta no surgimento de 

algumas doenças, tais como diabetes, doenças cardíacas, aterosclerose, doenças hepáticas e 

câncer. (ADWAS et al., 2019; DEVASAGAYAM et al., 2004)  

Neste sentido foi proposto no presente trabalho uma ampliação da aplicação desses 

derivados visando como alvo a Candida albicans, onde foi possível avaliar um possível 

sinergismo das propriedades antimicrobiana e antioxidante dos derivados anfifílicos de 

quitosana enxertados com vanilina. 
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6. CONCLUSÃO 

Os resultados obtidos mostraram que as etapas de síntese e caracterização,  foram 

concluídas com sucesso, e permitiram a obtenção de derivados com diferentes graus de 

substituição e massas moleculares.  

A atividade antifúngica dos polímeros sintetizados foi analisada por meio dos ensaios 

de CIM e CFM. Destaca-se principalmente os resultados obtidos para os polímeros ChCD e 

ChDDBSV46 que apresentaram atividade fungicida nas concentrações 0,75 e 1 g L
-1

, 

respectivamente, para a cepa de C. albicans ATCC, e os derivados de vanilina-quitosana, o 

ChDDV46 que eliminou os fungos das duas cepas de isolados clínicos de C. tropicalis (7008 

e 7015) e o ChDV52 que demonstrou atividade antifúngica para o CT 7008 na segunda maior 

concentração testada. Os demais não apresentaram CIM em nenhuma das concentrações. 

A citotoxicidade dos polímeros foi avaliada seguindo método colorimétrico com 

MTS com de fibroblastos NIH3/3T3, cujos resultados apresentaram uma baixa toxicidade 

para essas células, com a viabilidade celular acima de 70% para todos os polímeros 

analisados. O que indica que os derivados não apresentam toxicidade significativa. 

Por fim, a atividade de eliminação do radical cátion de ABTS foi analisada com os 

mesmo derivados e todos apresentaram atividade acima de 80% em quase todas as 

concentrações. As quitosanas de partida, por outro lado, não apresentaram bons resultados, 

tendo como a melhor atividade representada na ChCD (1,5 g L
-1

) que eliminou cerca de 50% 

dos radicais presentes na solução. Por outro lado, a vanilina demonstrou ser um ótimo 

antioxidante sendo o sinergismo dos mecanismos de ação desse fenol aromático com os 

polissacarídeos o fator principal da atividade antioxidante dos derivados. 

Os resultados mostram que  os derivados sintetizados são potenciais agentes 

fungistaticos e fungicidas, e outras variações estruturais podem ser ainda exploradas, para 

maximizar as atividades. Os derivados demonstraram potencial contra as espécies não-

albicans e todos os derivados de vanilina-quitosana são bons agentes antioxidantes. Essas 

duas características combinadas em um só composto o torno um possível princípio ativo em 

um futuro  tratamento de doenças tópicas causadas por diferentes espécies de fungos do 

gênero Candida e na prevenção dos problemas de saúde relacionados ao desequilibro dos 

radicais livres no organismo. 
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