20147043774 A 1[I 00 OO0 00 YOOI O

<

W

(12) PEDIDO INTERNACIONAL PUBLICADO SOB O TRATADO DE COOPERACAO EM MATERIA DE PATENTES

(PCT)
(19) Organiza¢io Mundial da 0
Propriedade Intelectual 0T T OO0 0
Secretaria Internacional \
/ (10) Niimero de Publica¢iio Internacional
(43) Data de Publicacio Internacional / WO 201 4 /0 43 77 4 Al
27 de Margo de 2014 (27.03.2014) WIPQ I PCT
(51) Classificacao Internacional de Patentes : 2265, Jardim Nazareth, CEP: 15.054-000 S&o José do Rio
AOIN 31/06 (2006.01) AOIN 33/04 (2006.01) Preto-SP (BR).

AOIN 31/14 (2006.01) AOIN 33/08 (2006.01)

AOIN 33/02 (2006.01) (74) Mandatiario : DE MORAES SPIANDORELLO,

Fabiola; Rua Dr. Bento Teobaldo Ferraz, 271, Bloco 2,

(21) Numero do Pedido Internacional : Barra Funda, CEP:01140-070 S&o Paulo-SP (BR).
PCT/BR2013/000356 (81) Estados Designados (sem indicagdo contraria, para todos
(22) Data do Depésito Internacional : os tipos de prote¢do nacional existentes) : AE, AG, AL,
9 de Setembro de 2013 (09.09.2013) AM, AO, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BH, BN, BR, BW,
] . . A BY, BZ, CA, CH, CL, CN, CO, CR, CU, CZ, DE, DK,
(25) Lingua de Deposito Internacional : Portugués DM, DO, DZ, EC, EE, EG, ES, FL, GB, GD, GE, GH, GM,
(26) Lingua de Publica¢do : Portugués GT, HN, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KN, KP,
KR, KZ, LA, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LY, MA, MD,
(30) Dados Relativos a Prioridade : ME, MG, MK, MN, MW, MX, MY, MZ, NA, NG, NI,
BR1020120238594 NO, NZ, OM, PA, PE, PG, PH, PL, PT, QA, RO, RS, RU,
21 de Setembro de 2012 (21.09.2012) BR RW, SA, SC, SD, SE, SG, SK, SL, SM, ST, SV, SY, TH,
(71) Requerente : UNIVERSIDADE  ESTADUAL T, TM, IN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, ZA,

PAULISTA "JULIO DE MESQUITA FILHO" IM, ZW.

[BR/BR]; CNPJ:48.031.918/0001-24, Rua Quirino de (84) Estados Designados (sem indicagdo contrdria, para todos
Andrade, 215, Centro, CEP:01049-010 Sao Paulo - SP os tipos de protecdo regional existentes) : ARIPO (BW,
(BR). GH, GM, KE, LR, LS, MW, MZ, NA, RW, SD, SL, SZ,
(72) Inventores : TIERA, Marcio José; CPF/MF TZ, UG, ZM, ZW), Eurasiatico (AM, AZ, BY, KG, KZ,
1n°048.237.808-50, Rua Cristévio Colombo, n°® 2265, RU, TJ, TM), Buropeu (AL, AT, BE, BG, CH, CY, CZ,
Jardim Nazareth, CEP: 15.054-000 Sdo José do Rio Preto- DE, DK, EE, ES, FL, FR, GB, GR, HR, HU, IE, IS, IT, LT,
SP (BR). APARECIDA DE OLIVEIRA TIERA, Vera; LU, LV, MC, MK, MT, NL, NO, PL, PT, RO, RS, SE, S,
CPF/MF 1n°051.318.128-30, Rua Cristévdo Colombo, n° SK, SM, TR), OAPL (BF, B, CF, CG, CL CM, GA, GN,

2265, Jardim Nazareth, CEP: 15.054-000 Sio José do Rio GQ, GW, KM, ML, MR, NE, SN, TD, TG).
Preto-SP (BR). DOS SANTOS GABRIEL, Juliana; pyplicado:

CPF/MF 1n°380.038.718-24, Rua Cristévdo Colombo, n°® L. L .

2265, Jardim Nazareth, CEP: 15.054-000 Sio José do Rio —~  com relatdrio de pesquisa internacional (Art. 21(3))
Preto-SP  (BR). DE OLIVEIRA PEDRO, Rafael;

CPF/MF n°364.414.128-29, Rua Cristovdo Colombo, n°®

(54) Title : BIOFUNGICIDE BASED ON CATIONIC, AMPHIPHILIC CHITOSAN DERIVATIVES AND METHOD FOR
PRODUCING SAME

(54) Titulo : BIOFUNGICIDA A BASE DE DERIVADOS ANFIFILICOS CATIONICOS DE QUITOSANA E METODO DE
OBTENCAO DO MESMO

(57) Abstract : The present invention relates to biofungicides based on cationic, amphiphilic chitosan derivatives, with increasing
proportions of dodecyl groups, for use against the fungus Aspergillus flavus, and to the method for producing said biofungicides.

(57) Resumo : A presente invengéo se refere a biofungicidas a base de derivados anfifilicos catidnicos de quitosana, com proporgdes
crescentes de grupamentos dodecil, para serem utilizados contra o fungo Aspergillus flavus, bem como o método de obtengdo do
mesmo.



10

15

20

25

30

WO 2014/043774 PCT/BR2013/000356

BIOFUNGICIDA A BASE DE DERIVADOS ANFIFILICOS CATIONICOS DE
QUITOSANA E METODO DE OBTENGAO DO MESMO

Campo de aplicacdo:

A presente invengdo se aplica no campo agricola e se
refere a biofungicidas a base de derivados anfifilicos
catidnicos de quitosana, os quais apresentam proporgdes
crescentes de grupos alquilicos hidrofébicos do tipo n-
dodecil, para prevenir a contaminacdo e a proliferacdo de
fungos Aspergillus, em particular o Aspergillus flavus, bem
como a contaminacdo da colheita por aflatoxinas.

Adicionalmente, a invencdo se refere ao método .de
obteng¢do do respectivo biofungicida, o qual é desenvolvido
a base de uma matéria prima natural, abundante e renovavel
e apresenta biodegradabilidade e baixa toxicidade.

Fundamentos da invencdo:

A guitosana é um polissacarideo de cadeia 1linear; a
qual é um produto da desacetilagdo da quitina e compreende
unidades de 2-amino-2-desoxi-D-glicose e 2-acetamido-2-
desoxi-D-glicose unidas por ligacdes B(l-4), cuja estrutura
molecular estd demonstrada na Figura 1A.

A quitina (cuja estrutura molecular é demonstrada na
Figura 1B) é um polimero natural, presente em exoesqueletos
de crustéaceos, insetos, moluscos e fungos. Além disso, é ©
segundo polissacarideo mais abundante na natureza apébs a
celulose, sendo uma excepcional alternativa como fonte de
biomassa, por ser econémica e ecologicamente viavel.

O parédmetro utilizado para diferenciar a quitina da
quitosana é o grau de desacetilacdo (GD) das mesmas, sendo
esse determinado por meio de técnicas analiticas, como a

potenciometria, espectroscopia na regido do infravermelho,
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condutometria, ressondncia magnética nuclear de prdétons
(RMN~H), dentre outras.

Além disso, a quitosana, diferentemente da quitina, é
soluvel em &cidos orgdnicos diluidos (como o acido acético,
adcido citrico, &cido lactico e &cido férmico) e em acidos
inorganicos. A solubilidade da quitosana estd diretamente
relacionada com a quantidade de grupos amino presentes na
estrutura do polimero, os quais podem ser protonados (-
NH;") e, assim, aumentar a solubilidade em meio aquoso,
devido & repulsdo eletrostatica e ao aumento da solvatacgao
das cadeias.

Assim, a solubilidade da gquitosana estd intimamente
relacionada com o grau de desacetilacdo e forcga idnica, bem
como a massa molar, concentracdo do biopolimero e do acido.
A estrutura da quitosana permite inutmeras modificacgdes
quimicas e confere a mesma a possibilidade de produgdo de
diversos derivados com diferentes propriedades.

Dentre as propriedades da quitosana, destaca-se sua
capacidade de inibir o crescimento de micro—organisﬁos do
reino fungi, como Fusarium, Alternaria, Helminthosporium,
Botrytis cinerea e Rhizoctonia solani.

Pela inibicdo do crescimento dos micro-organismos,
observou-se que os grupamentos amino sdo protonados quando
em contato com o meio fisioldébgico. Desse modo, esses grupos
podem interagir com grupos anidnicos da membrana dos micro-
organismos, resultando no vazamento dos constituintes
celulares e, consequentemente, na inibig¢&o do crescimento.

No que diz respeito a sua atividade antimicrobiana, a
acdo de quitosana é influenciada por fatores intrinsecos,

como o tipo de quitosana, o grau de polimerizagdo da mesma,
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0 hospedeiro (micro-organismo alvo), a composicdo quimica
dos substratos e as condicdes ambientais.

A atividade antimicrobiana da quitosana ocorre para
valores de pH inferiores a 6,0 e se deve, principalmente,. a
carga positiva do grupo amino ligado ao carbono 2 do
mondmero de glucosamina. O mecanismo da acdo antimicrobiana
da quitosana ¢é ainda desconhecido, mas é bem aceito que a
interagdo das cargas ©positivas de quitosana com as
membranas celulares negativamente carregadas dos fungos e
bactérias pode levar ao vazamento das proteinas e outros
constituintes celulares.

A guitosana age, principalmente, na superficie externa
da bactéria. Em baixas concentracdes (inferiores a 0,2 mg
mL'), acredita-se que a quitosana liga-se a superficie
bacteriana negativamente carregada, causando aglutinacgdao,
enquanto que, em altas concentragdes, o0 Jgrande numero de
cargas positivas pode conferir uma carga positiva liquida a
superficie bacteriana, mantendo-a em suspenséo.

Dentre os fatores que tem influéncia na atividade
bactericida e antifungica da quitosana, a massa molecular é
o fator mais importante. Estudos mostram gque derivados
quaternizados de quitosana com diferentes massas molares
exibiram diferentes atividades antifingicas, sendo esta
atividade superior do que aquela observada para a quitosana
pura.

Além disso, a atividade antimicrobiana da gquitosana
ocorre, principalmente, em meio &cido devido a sua baixa
solubilidade em pHs superiores a 6,5. Portanto, derivados
de gquitosana soluveis em agua (meio acido e alcalino) podem

ser bons candidatos como biocidas policatiénicos.
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De acordo com Zhang et al. (2009), o fungo Aspergillus
flavus é um dos mais atuantes na deterioracgcdo de grédos e
frutos e estéd amplamente distribuido nas regides tropicais
e zonas subtropicais do mundo.

Este fungo, que infecta alimentos como o amendoim, o
milho, o centeio, a cevada, sementes oleaginosas, nozes, e
a castanha-do-brasil, dentre outros, pode ainda produzir
micotoxinas, substancias metabdlicas que podem ou nao ser
liberadas em seus substratos de crescimento, denominadas
aflatoxinas.

As aflatoxinas destacam-se como umas das mais
importantes micotoxinas devido a sua toxicidade ao homem e
aos animais, por apresentarem atividade carcinogénica,
teratogénica e mutagénica, em condigdes de umidade e
temperatura favoraveis, tais como a demora na colheita,
devido ao periodo prolongado de chuvas, que dificulta a
secagem apdés o arranquio.

Devido a essa problematica e a propriedade fungicida
comprovada da quitosana e de seus derivados, a presente
invencdo se refere a um biofungicida a base de derivados
anfifilicos catibnicos de quitosana, com proporgdes
crescentes de grupamentos dodecil, para ser utilizado
contra o fungo Aspergillus flavus, bem como o método de
obtengdo do mesmo.

Os resultados dos ensaios microbioldgicos demonstraram
a eficiéncia da quitosana modificada como biofungicida, com
a 1introducdo de grupos hidrofébicos e hidrofilicos na
matriz polimérica da quitosana para propiciar uma maior
interacdo com a membrana celular, aumentando a atividade

antimicrobiana.
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Estado da técnica:

O documento de anterioridade CN 101816678 descreve um
fungicida médico hemostatico de amplo espectro a base de
quitosana, para tratamento de infecg¢des de pele e membranas
mucosas.

O documento de anterioridade CN 101781374 se refere a
um fungicida agricola a base de derivados de quitosana, o
qual apresenta atividade antibacteriana e pode prevenir e
controlar doencas de colheitas e arvores frutiferas.

O documento de anterioridade CN 1751576 descreve um
fungicida agricola contendo derivados de guitosana de alto
peso molecular, o qual é utilizado para prevenir e eliminar
doengas e pragas das plantacgdes.

O documento de anterioridade JP 2004244324 relata um
fungicida de baixa toxicidade, consistindo de Fe*?, acido
citrico e quitosana, para uso agricola.

O documento de anterioridade MX PAO0011813 descreve um
revestimento biolégico, para efeito protetor e curativo de
doencas no pds-colheita. O produto contém sais de quitosana
e outros componentes, como micro-organismos antagonistas e
um cétion.

O documento de anterioridade US 5633025 descreve um
revestimento, contendo uma matriz de quitosana modificada,
para a aplicagdo no pdés-colheita.

O documento de anterioridade PI 0114449-9 descreve uma
composicdo aquosa de limpeza contendo gquitosana, o qual
apresenta uma atividade antifungica melhorada.

Sumario da invencdo:

A presente invencdo se refere a biofungicidas a base

de derivados anfifilicos catidnicos de gquitosana, com
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proporcdes crescentes de grupamentos dodecil, para ser
utilizado contra o fungo Aspergillus flavus, bem como O seu
método de obtencgéo.

Breve descrigdo das figuras:

A Figura 1A é uma representacdo da estrutura primaria
da quitosana.

A Figura 1B é uma representacdo da estrutura primaria
da quitina.

A Figura 2 é uma representacdo esquemdtica do possivel
mecanismo da ag¢do antimicrobiana de polimeros catidnicos,
no gual a interacdo destes leva a desestabilizagao da
membrana celular.

A Figura 3 é um grafico de titulagdo potenciométrica
da quitosana desacetilada (CH).

A Figura 4 é o espectro de ressondncia magnética
nuclear de préton (RMN-H) da quitosana desacetilada (CH).

A Figura 5 consiste nos espectros de ressonéncia
magnética nuclear de préton (RMN-H) das quitosanas
modificadas com grupos dietiletilamina DEAE.

A Figura 6A ¢é uma representagéo‘ das estruturas dos
derivados anfifilicos de quitosana sintetizados.

A Figura 6B é uma representacdo de outras possiveis
estruturas dos derivados anfifilicos de quitosana.

A Figura 7A s3o os espectros de ressonadncia magnética
nuclear de préton (RMN-H) dos derivados de quitosana,
contendo 43% de DEAE, alquilados.

A Figura 7B sdo os espectros de ressondncia magnética
nuclear de prdéton (RMN-H) dos derivados de quitosana,
contendo 30% de DEAE, alquilados.

A Figura 8A é um grafico comparativo entre os indices
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de inibic¢do em porcentagem para um fungicida comercialmente
disponivel (Thiram) e a sequéncia de derivados de baixa
massa molecular.

A Figura 8B é um grafico comparativo entre os indices
de inibicdo em porcentagem para um fungicida comercialmente
disponivel (Thiram) e a sequéncia de derivados de alta
massa molecular. |

Descricdo detalhada da invencdo:

A presente invengdo descreve biofungicidas a base de
derivados anfifilicos catidénicos de quitosana, com
proporcdes crescentes de grupos alquilicos hidrofébicos do
tipo n-dodecil, de baixa massa molecular, os quais
apresentam solubilidade em pH neutro e alta atividade
contra o fungo Aspergillus flavus.

- Método de obtencdo dos derivados:

Para a obtencdo dos biofungicidas, foram utilizados os
seguintes reagentes para a sintese dos derivados:

- Quitosana comercial;

- Quitosana desacetilada (CH);

- Quitosana desacetilada e degradada (CHD);

- Cloreto de 2-cloro-N,N-dietiletilamina (DEAE) ;

- Dodecil aldeido (DD) 95% e

- Borociano hidreto de sédio.

A estrutura dos biofungicidas contém, além dos grupos
glucosamina da quitosana, grupos dietilaminoetilamina e
grupos alquilicos hidrofébicos do tipo n-dodecil.

A tabela 1 abaixo descreve o numero de mols de CH,
CHD, DEAE e DD utilizados na reacgdo de obtencdo dos
derivados de quitosana.

Tabela 1: Numero de mols (m) dos reagentes CH, CHD, DEAE e



10

15

20

WO 2014/043774 PCT/BR2013/000356

DD utilizados na obteng¢do dos derivados anfifilicos de

quitosana.

Derivados n cu N peae n pp

CH30DEAE2, 7DD 1,8x107*

CH30DEAE10DD 5,0x1073 8,4x107% | 5,0x107*

CH30DEAE19DD 1,3x1073

N cup

CHD43DEAESDD 1,8x107*

CHD43DEAE28DD { 5,0x107° 8,4x10° | 5,0x107?

CHD43DEAE39DD 1,3x107°

Os derivados descritos na presente invencdo sé&o
obtidos por meio do processo que compreende as seguintes
etapas:

Prepara¢do da quitosana:

A quitosana utilizada na sintese dos derivados ¢é
obtida pela desacetilag¢do heterogénea da quitosana, na qual
a guitosana disponivel comercialmente é desacetilada a fim
de se obter um grau de desacetilacdo superior a 90%.

Para isto, a quitosana é dispersa em &gua deionizada,
sob agitag¢do magnética, sendo, em seguida, solubilizada
pela adigdo de acido acético glacial.

Posteriormente, verte-se hidrdéxido de sdédio (50% em
massa) a solugdo sob agitagdo, em atmosfera de nitrogénio,
aquecimento a aproximadamente 100 °C e refluxo. Apdés 1 hora
e 30 minutos, a reacdo ¢é interrompida e a suspensdo é
transferida para um béquer contendo égua‘deionizada a 70
°C, sob agitacdo.

O precipitado obtido é entdo decantado e lavado com
agua deionizada até que a agua de lavagem atinja pH neutro.

Em seguida, o mesmo é isolado por filtracdo a vacuo e o



10

15

20

25

30

WO 2014/043774 PCT/BR2013/000356

procedimento de desacetilacédo é repetido.

Apés a filtragem realizada no segundo procedimento de
desacetilacdo, a gquitosana é lavada com acetona e seca em
estufa a 40 °C por 72 horas, sendo o polimero macerado até
que se torne pd. O rendimento percentual obtido é de 65%.

O grau de desacetilacdo (GD) da quitosana (CH) &
determinado por meio das técnicas de potenciometria e
espectroscopia de ressondncia magnética nuclear de préton
(RMN-H), como mostrado nas Figuras 3 e 4, respectivamente.

Parte da quitosaﬁa desacetilada obtida ¢é degradada
para a obtencdo de amostras de baixa massa molecular (CHD),
utilizando-se nitrito de sédio 99% (0,18 mol L™') em meio
acido (6 mL acido acético glacial 2%).

As massas moleculares das quitosanas CH e CHD foram
determinadas por viscosimetria e os valores obtidos se
encontram na faixa que varia de 20 kDa a 400 Da, sendo que
as massas viscosimétricas dos polimeros CH e CHD s&o 15,2
kDa e 611,0 Da, respectivamente.

Obtencdo dos derivados de quitosana contendo © grupo

dietiletilamina (DEAE):

Os derivados foram obtidos pela reacdo das quitosanas
CH e CHD com cloreto de 2-cloro-N,N-dietiletilamina (DEAE).
Os graus de substituig¢do (GS) de grupos DEAE de CH e CHD
foram determinados utilizando-se RMN-H (conforme mostrado
na Figura 5) e os valores obtidos variaram de 30 a 43%,
respectivamente.

As quitosanas obtidas (CH30DEAE e CHD43DEAE) foram
alquiladas com dodecil aldeido seguido pela redugao com
borociano hidreto de sédio, obtendo-se derivados com

diferentes graus de substituicéo.
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O grau de substituicdo pelos grupos dodecil (Gpoq)
variaram de 2,7 a 19% para o derivado de quitosana com 30%
de DEAE e de 5 a 39% para o derivado de gquitosana contendo
43% de DEAE.

O comportamento associativo dos derivados hidrofdbicos
fol estudado utilizando espectroscopia de fluorescéncia. Os
resultados mostraram que, em baixas concentracdes, os
derivados anfifilicos se auto-associam para formar dominios
hidrofdbicos.

Portanto, a quantidade de grupos amino terciérios
(DEAE) e o conteGdo hidrofdébico foram variados com duas
séries de quitosanas e, dessa forma, permitiram determinar
composigdes especificas, na quais a massa molecular e os
conteudos foram ajustados para maximizar a atividade

antimicrobiana.

Preparacdo dos derivados com atividade biofungicida a

partir da quitosana modificada com DEAE:

A alquilagdo dos derivados de quitosana associados ao
DEAE consistiu em duas etapas: primeiramente a reagdo dos
grupos amino da quitosana com dodecil aldeido para formagao
da base de Schiff e, em seguida, uma reacdo de redugdao com
borociano hidreto de sdédio.

A reacdo foi realizada a 25 °C, pressdo de 1 atm, pH
8, permanecendo sob agitagdo por 24 horas.

A partir deste processo, foram sintetizados derivados
apresentando a estrutura mostrada na Figura 6A. Os graus de
substituicéo (Gpoa) dos derivados de quitosana foram
determinados por RMN-H, tal como demonstrado na Figura 7A e

1B.

Purificagdo dos derivados alquilados:
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A purificag¢do dos derivados alquilados é realizada por
meio de didlise contra &gua deionizada por 3 dias, no qual
a agua de didlise é trocada 3 vezes ao dia.

Em seguida, a fim de remover qualquer quantidade de
aldeido ndo reagido, ¢é feita uma extragdo em sistema
soxhlet durante 48 horas a 60 °C, utilizando-se clorofdédrmio
como solvente.

Exemplo especifico da invengdo:

Para a preparacdo dos derivados de gquitosana contendo
grupos DEAE, 2,7 g da quitosana apresentando massa
molecular 500-10000 Daltons foi solubilizada em 112,5 mL de
4cido cloridrico 0,1 mol L7%.

Em seguida, 1,4 g de DEAE foram adicionados a solugao
de quitosana e o pH foi ajustado para 8,0 com adig¢do de
NaOH 2 mol L7'.

A reacdo foi realizada sob agitacdo a 70 °C e o pH foi
ajustado continuamente pela adigcdo de NaOH. O produto foi
purificado por didlise contra NaCH 0,05 mol L', por 24
horas e contra &gua deionizada por 3 dias utilizando-se uma
membrana de 3000 Da.

O produto obtido foi recuperado por liofilizagdo e ©O
GS foi determinado por RMN-H.

Para a alquilag¢do dos derivados de guitosana contendo
grupos DEAE, uma massa de 0,8 g de quitosana associada ao
DEAE foi solubilizada em 91,7 mL de &cido acético 2% e 63,1
mL de etanol.

O pH da solucdo foi ajustado para 5,1 e, em seguida,
adicionaram-se 0,12 mL de dodecil aldeido. Apdés 1 hora sob
agitacdo constante, adicionou-se borociano hidreto de soédio

na razdo 3:1 (NaCNBH; : NH). A mistura foi mantida sob
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agitacdo por 24 horas a temperatura ambiente.

A purificagdo dos derivados alquilados CH30DEAEZ, 7DD,
CH30DEAE10DD, CH30DEAE19DD, CHD43DEAES5DD, CHD43DEAE28DD e
CHD43DEAE39DD foi realizada por meio de didlise contra &agua

5 deionizada por 3 dias, trocando a agua de didlise 3 vezes
ao dia.

Em seguida fez-se a remogdo do possivel aldeido nao
reagido, por extracdo em sistema soxhlet durante 48 horas a
60°C, utilizando-se 250 mL de cloroférmio como solvente.

10 Os derivados obtidos estdo descritos na Tabela 2
abaixo.
Tabela 2 - Valores de grau de substituig¢do pelos
grupos dodecil (Gpoq) para os derivados anfifilicos de

quitosana.

Quitosana Gpoa®
CH30DEAE2, 7DD 2,7
CH30DEAE10DD 10
CH30DEAE19DD 19
CHD43DEAES5DD 5
CHD43DEAE28DD 28
CHD43DEAE39DD 39
15 Avaliacdo da atividade biofungicida sobre Aspergillus

flavus:
~ Inibicdo do crescimento fungico:
A inibicdo do crescimento do fungo pelos diferentes
polimeros foi determinada na piaca de Petri contendo o meio
20 de cultura (BDA).
Com o auxilio de um pagquimetro milimetrado, mediu-se o
crescimento radial da colénia nos terceiro, quinto e sétimo

dias de incubagdo. Os resultados obtidos no sétimo dia de
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incubacdoc foram utilizados para fins comparativos.

Os ensaios foram realizados em quadruplicata para cada

concentracdo estudada, e, assim, as medidas foram feitas
também em quadruplicata.
5 Para andlise da eficiéncia de inibigdo do crescimento

fungico pela quitosana, calculou-se o indice de inibig¢do de

conforme a equagdo abaixo:

fndice de inibicdo (%): (1-Da / Db) x 100

Onde: D, é o didmetro da coldnia das placas contendo

10 quitosana;

Dy, € o didmetro das placas controle.

Os resultados obtidos nos ensaios microbioldgicos

estdo descritos na Tabela 2 e demonstram a baixa capacidade
antifingica natural da quitosana comercial

(CC) para testes

15 in vitro. O processo de desacetilagdo potencializa essa

capacidade, deixando mais mondmeros com grupamentos amino
livres.

Tabela 3 - Indice de inibicdo do crescimento do fungo

Aspergillus flavus (em %)

Concentragdo do Polimero

Polimero 0,05 g L* 0,1 gL*? 0,5g L? 1,0 g L?
cc - 51+ 0,8 5+ 2,4 5,1 + 0,4

CH - 6,3 + 0,6 6,1 £+ 0,6 9,14 + 0,2

CHD 7,0 £ 1,8 - 7,5 % 5,0 1,3 £1,5 7,4 + 3,4
CH30DEAE - 4,8+ 3,7]-0,5%2,9 - 1,8 +1,3
CH30DEAE2,7DD| 7,4 %+ 2,6 14,8 + 2,8 51,7 £ 5,6 94,5 t 4,4
CH30DEAE1lODD | 13,7 + 1,8 15,2 + 3,2 27,6 £ 0,4 79,4 + 7,5
CH30DEAE19DD 2,8 = 2,7 13,1 + 4,1 12,8 £ 2,1 26,5 £ 2,3
CHD43DEAE 1,4 + 2,2 - 0,5+ 1,6 - 8,0 + 1,5
CHD43DEAESDD | 14,4 + 3,2 (- 4,1 £ 4,3|- 27,0 1,9 97,9 + 1,7
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CHD43DEAE28DD | 7,9 * 4,5 15,1 + 3,1 59,2 + 4,9 100,0 £ 0,0
CHD43DEAE39DD | 6,9 £ 3,6 6,2 + 2,2 48,1 + 8,0 100,0 £ 0,0
O tracejado (-) indica que o ensaio ndo foi realizado

naquela concentracgdio.
- Efeito da variag¢do da concentragdo dos polimeros na
inibig¢do do crescimento fungico:

5 Com a finalidade de observar o efeito da variacdo da
concentragdo dos polimeros na inibicdo do crescimento do
fungo, foram testadas trés concentracdes crescentes para
quitosana comercial (CC), para a guitosana desacetilada
(CH) € para as (guitosanas substituidas CH30DEAE e

10 CHD43DEAE.

Para as quitosanas degradada (CHD de My = 611,00 Da) e
substituidas (CH30DEAE2,7DD, CH30DEAE10DD, CH30DEAE19DD,
CHD43DEAESDD, CHDA43DEAE28DD e CHD43DEAE39DD) foram testadas
gquatro concentracdes crescentes.

15 Os resultados obtidos estd@o demonstrados nas Figuras

BA e 8B, em que os indices de inibicdo dos derivados de

quitosana s&o comparados com o fungicida comercialmente

disponivel Vitavax®-Thiram 200 SC. O Thiram é um fungicida
para tratamento de sementes composto por 2 ingredientes

20 ativos distintos: um fungicida sistémico (carboxina) e um

fungicida de contato (tiram), gue proporcionam uma protegdo

completa para a semente, por dentro e por fora.

Como é possivel observar, a concentragdo de quitosana
n&o modificada, bem como agquelas modificadas somente com
25 DEAE (ou seja, as dguitosanas CC, CH, CHD, CH30DEAE e
CHD43DEAE) n&do interferiram de forma significativa no
crescimento do fungo.

Os demais derivados apresentaram 1inibicdo crescente
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com o aumento da concentragdo do polimero. Esse aumento
significativo do indice de inibigdo do fungo com o aumento
da concentracdo dos derivados anfifilicos de quitosana esta
relacionade & presenga crescente de grupos hidrofdbicos
ligados a cadeia de quitosana, permitindo wuma maior
interacdo com a parede celular do fungo.

A presen¢ga de grupamento hidrofébico na estrutura da
gquitosana aumenta ainda mais a capacidade de inibicdo do A.
flavus podendo, em alguns casos, inibir 100% do crescimento
do fungo.

Nos derivados de gquitosana nd&o degradada (My = 15,2
kDa) contendo 30% de grupamentos DEAE (CH30DEAE), observa-
se que ndo ha& 1inibigdo do fungo, quando comparado com
aqueles que apresentam uma porc¢do hidrofdbica. O aumento do
indice de inibicdo com o aumento da concentracdo de um
mesmo polimero é evidente, indicando que a concentragdo do
biopolimero é um fator determinante na inibigdo do A.
flavus.

No que diz respeito aos ensaios envolvendo derivados
de quitosana degradada (CHD de M. = 611,0 Da), foram
realizados ensaios com a CHD para avaliar o efeito da massa
molecular do polimero sobre a capacidade de inibigdo do
fungo.

Os resultados obtidos nd&o mostram um aumento
significativo do 4indice de inibig¢dc gquando comparado a
inibicdo da quitosana comercial (CC) e desacetilada (CH).

Ainda, A Figura 4 mostra claramente que para oOs
ensaios com derivados CH30DEAE (0,05 e 0,1 g L™'), CHD (0,1
g L°'), CHD43DEAE (0,1 g L') e CHD43DEAESDD (0,1 g L7,

apresentaram indice de inibicdo negativo, sugerindo que
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nessas concentragdes o A. flavus pode usar os derivados de
guitosana como nutrientes.

- Efeito da presenca do grupamento DEAE na quitosana:

A analise do efeito da presenga do grupamento DEAE na
quitosana degradada foi realizada com o derivado CHD43DEAE.

Os 1indices de 1inibicdoc obtidos indicaram que o
grupamento DEAE como Unica unidade ligada & cadeia néo
interfere significativamente na inibicdo do fungo.

Em relagdo aos ensaios realizados com os demais
derivados (CHD43DEAESDD, CHD43DEAE28DD e CHD43DEAE39DD), é
possivel observar um aumento consideravel do indice de
inibi¢do do micro-organismo, chegando a 100% para dos
derivados CHD43DEAE28DD e CHD43DEAE39DD na concentragdo de
1 g L't (vide Tabela 3 e Figura 8).

Esse fato pode ser explicado considerando o tamanho do
oligémero, dimero ou talvez trimero, que pode fazer com que
a formagdao dos agregados ndo se dé de forma efetiva,
permitindo assim a interacdo da cadeia hidrofdébica com a
membrana celular do micro-organismo.

Dessa forma, as quitosanas oligoméricas apresentaram
um melhor efeito antiftingico em relacdo aos outros
polimeros.

Os resultados obtidos permitem concluir gque ©
procedimento de sintese utilizado é vidvel para obtencdo de
derivados de quitosana, tanto com o DEAE quanto com dodecil
aldeido, com diferentes graus de substituig¢do e com alto
rendimento.

O pH é um pardmetro importante que deve ser controlado
para maximizar o rendimento da reagdo. Além disso, os graus

de substituicdo podem ser determinados com boa precisédo
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utilizando-se a técnica de RMN-H.

Os estudos em solugdo mostraram que em baixas
concentracdes os derivados anfifilicos se auto-associam
para formar dominios hidrofdbicos. A Concentragdo de
Agregacdo Critica (CAC) depende do grau de substituigdo dos
grupos hidrofdbicos presentes na estrutura polimérica e
independe da massa molecular do polimero e do pH da
solucao.

Os resultados dos ensaios contra o fungo A. flavus
demonstraram a eficiéncia dos derivados de guitosana como
biofungicidas, sendo a concentragdo do polimero e o grau de
substituig¢do por grupos dodecil fatores determinantes na
inibicdo do micro-organismo.

Embora a versdo preferida da invengdo tenha sido
ilustrada e descrita, deve ser compreendido que a invengdo
ndo é limitada. Diversas modificac¢des, mudancgas, variacdes,
substitui¢des e equivalentes poderdo ocorrer, sem desviar

do escopo da presente invengdo.
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REIVINDICACOES
1. Biofungicida a base de derivados anfifilicos

catidénicos de quitosana caracterizado por apresentar a

estrutura:

em que:
Rl corresponde a dietilaminoetilamina e
R2 corresponde a grupos alquilicos de natureza

hidrofébica, aromdtico ou alifatico, selecionados dentre

m
L ’
n ou o

em que n é igual a 4, 5, 7, 9 ou 11 e

m é igual a 1, 2, 3, 4 ou 5, sendo que os grupamentos
Rl e R2 estdo associados as glucosaminas da quitosana.

2. Biofungicida, de acorde com a reivindicagdo 1,

caracterizado pelo fato de que a quitosana utilizada ¢é

desacetilada e apresenta um grau de desacetilacdo superior
a 90%.
3. Biofungicida, de acordo com a reivindicag¢do 1,

caracterizado pelo fato de que os grupos alquilicos

hidrofébicos sdo grupos alquilicos hidrofdébicos variaveis
do tipo n-dodecil.
4. Biofungicida, de acordo com a reivindicagédo 1,

caracterizado pelo fato de que os grupos alquilicos

hidrofébicos do tipo n-dodecil s&o proveniente da reagao
dos grupos amino da quitosana com dodecil aldeido.
5. Biofungicida, de acordo com a reivindicacgdo 5,

caracterizado pelo fato de que o grupo dietilaminocetilamina
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é proveniente do cloreto de 2-cloro-N,N-dietiletilamina.
6. Método de obtencdo do Dbiofungicida conforme
definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 5,

caracterizado por compreender as etapas de:

a) Desacetilacdo da quitosana;

b) Obtencdo dos derivados de quitosana; e

c) Purificacdo dos derivados alquilados.

7. Método, de acordo <com a reivindicagdo 6,

caracterizado pelo fato de que, na etapa (a), a quitosana €

desacetilada e parte da mesma é degradada para a obtengao
de quitosana desacetilada de baixa massa molecular.
8. Método, de acordo com a reivindicacéao 7,

caracterizado pelo fato de que as quitosanas desacetiladas

apresentam massas moleculares que variam na faixa de 20 kDa

a 400 Da.

9. Método, de acordo com a reivindicacgédo o,

caracterizado pelo fato de que, na etapa (b), as quitosanas

reagem com o cloreto de 2-cloro-N,N-dietiletilamina.
10. Método, de acordo <com a reivindicacao 9,

caracterizado pelo fato de que as quitosanas obtidas

apresentam graus de substituicdo que variam entre 30 e 43%.
11. Método, de acordo <com a reivindicacgao 0,

caracterizado pelo fato de que as gquitosanas sdo entao

alguiladas com dodecil aldeido seguido pela redugao com
borociano hidreto de sédio.
12. Método, de acordo <com a reivindicacado 11,

caracterizado pelo fato de que as quitosanas alquiladas

apresentam grau de substituigdo pelos grupos dodecil que

variam de 2,7 a 39%.

13. Método, de acordo com a reivindicacdo 6,
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caracterizado pelo fato de que a purificacdo dos derivados

alquilados ¢é realizada por meio de didlise contra agua
deionizada por 3 dias seguida de extracdo em sistema
soxhlet durante 48 horas a 60 °C, utilizando-se clorofdrmio

como solvente.
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