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RESUMO

Os derivados de quitosana (CH) substituidos com grupos dietilaminoetil (CH-
DEAE) e DODECIL (CH-DEAE-DD), mostram excelente atividade de inibi¢&o
contra os fungos Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus e a atividade
antimicrobiana esta relacionada com o grau de modificagdo estrutural,
concentracdo e massa molecular dos polimeros. Partindo deste pressuposto, o
presente trabalho teve como objetivo a obtencdo de filmes processados a partir
desses derivados com potencial aplicagdo como revestimento comestivel na
conservacdo poés-colheita de frutas e hortaligas. A atividade antimicrobiana dos
filmes foi avaliada contra os fungos Alternaria solani, Alternaria alternata e
Penicillium expansum que impactam a producdo e conservacao de alimentos. Para
a obtencdo dos filmes, primeiramente modificou-se a estrutura da quitosana de
alta massa molecular (Mw), 282 KDa, pela reacdo de substituicdo por grupos
DEAE seguida da reagdo com dodecilaldeido e posterior reducdo com borohidreto
de sddio. A quitosana e seus derivados foram caracterizados por RMN 1H,
obtendo-se graus de substituicdo (GS) de 40% de grupos DEAE e 3% de DD. Os
filmes biopoliméricos foram obtidos por “casting” e caracterizados por
Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR). As
analises de Termogravimetria (TG) indicaram que a adicdo de plastificantes,
glicerol e sorbitol, resulta na formacdo de uma blenda polimérica e os resultados
das propriedades mecénicas corroboraram com essa analise, uma vez que as
modificacBGes quimicas realizadas na estrutura quitosana propiciaram uma melhor
maleabilidade nos filmes biopoliméricos. As imagens dos filmes obtidas por
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Microscopia de Forca Atémica
(AFM) mostraram uma superficie lisa, sem porosidade e rachaduras. A difracdo
de Raios X (DRX) mostrou que os derivados de quitosana sintetizados possuem
uma estrutura mais amorfa que a quitosana comercial. A citotoxicidade dos
polimeros foi avaliada utilizando células 3T3 e mostraram viabilidade celular

acima de 90% para todos os polimeros, indicando que esse material pode ser



usado como revestimento de frutas e sementes. Os resultados da atividade
antimicrobiana in vitro mostrou que os filmes biopoliméricos de derivados
anfifilicos de quitosana sdo mais eficazes que filmes de CH contra os fungos
Alternaria e Penicillium. Para o recobrimento de frutas, os resultados mostraram
que o filme CH-DEAE-DD apresentou uma melhor eficiéncia na conservacéo de

alimentos.

Palavras-chave: quitosana, derivados, dietilaminoetil, filmes biopoliméricos.



ABSTRACT

Chitosan (CH) derivatives substituted with diethylaminoethyl (CH-DEAE) and
DODECIL (CH-DEAE-DD) groups show excellent inhibition activity against
fungi Aspergillus flavus and Aspergillus parasiticus and antimicrobial activity is
related to the degree of modification structural, concentration and molecular
mass of the polymers. Based on this assumption, the present study had the
objective to obtain films processed from these derivatives with potential
application as edible coating in the post-harvest conservation of fruits and
vegetables. The antimicrobial activity of the films was evaluated against the fungi
Alternaria solani, Alternaria alternata and Penicillium expansum that impact the
production and conservation of foods. To obtain the films, the structure of the
high molecular weight chitosan (Mw), 282 KDa, was first modified by the
substitution reaction by DEAE groups followed by the reaction with dodecyl
aldehyde and subsequent reduction with sodium borohydride. Chitosan and its
derivatives were characterized by *H NMR, obtaining degrees of substitution (DS)
of 40% of DEAE groups and 3% of DD. The biopolymer films were obtained by
casting and characterized by Infrared Spectroscopy with Fourier Transform
(FTIR). The thermogravimetric (TG) analyzes indicated that the addition of
plasticizers, glycerol and sorbitol, results in the formation of a polymer blender
and the results of the mechanical properties corroborated with this analysis, since
the chemical modifications carried out in the chitosan structure provided better
malleability in biopolymer films. The images obtained by Scanning Electron
Microscopy (SEM) and Atomic Force Microscopy (AFM) showed a smooth
surface with no porosity and cracking. X-ray diffraction (XRD) showed that the
synthesized chitosan derivatives have a more amorphous structure than the
commercial chitosan one. The cytotoxicity of the polymers was assessed using 3T3
cells and showed cell viability above 90% for all polymers, indicating that this
material can be used as a coating of fruits and seeds. The results of the in vitro



antimicrobial activity showed that the biopolymer films of amphiphilic chitosan
derivatives are more effective than CH films against the fungi Alternaria and
Penicillium. For the coating of fruits, the results showed that the CH-DEAE-DD

film showed a better efficiency in food preservation.

Keywords: chitosan, derivatives, diethylaminoethyl, biopolymer films.
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1. Introducéo

No mercado mundial de pesticidas comerciais, 0 uso de fungicidas
quimicos corresponde a 17,5% (DE et al., 2014). Dessa forma é evidente a
necessidade do desenvolvimento de tecnologias sustentaveis que ndo causem
danos ao meio ambiente e a saude humana. Os biofungicidas se destacam por
possuirem potencial para combater pragas. Portanto, fungicidas baseados em
produtos naturais (BONILLA & SOBRAL, 2016) e 6leos essenciais (NOGUEIRA
et al., 2010) s&o opgdes muito interessantes para a producdo de biofungicidas. A
busca por compostos ndo toxicos para a fabricacdo de tais inibidores de
crescimento de fungos tem recentemente impulsionado a pesquisa neste campo
(ALKAN & YEMENICIOGLU, 2016). Neste cenéario, a quitosana tem sido
considerada como um promissor agente antimicrobiano, cuja atividade tem sido
principalmente atribuida a interacdo eletrostatica entre suas cadeias policatidnicas
e a parede celular e membranas celulares dos microrganismos (SAHARIAH &
MASSON, 2017, KONG et al., 2010).

O armazenamento de alimentos é uma das etapas fundamentais para evitar
a contaminacdo e intoxicacdo alimentar, e requer varios procedimentos para
manter a qualidade dos mesmos. Materiais que podem servir para o revestimento
de alimentos estdo sendo cada vez mais estudados. Assim, estes materiais devem
apresentar caracteristicas como controle de gases (vapor d’agua, oxigénio e
etileno, por exemplo), ter boa maleabilidade, ser estavel termicamente e
apresentar efeito antimicrobiano, além de ndo causar danos ao meio ambiente.
Fungos, por exemplo, do género Aspergillus, Alternaria e Penicilium, entre
outros, comumente atingem frutos durante o processo de armazenamento,
causando podridao e, consequentemente, a diminui¢do do tempo de vida do fruto
(CISSE et al., 2012; GHAOUTH et al., 1996; VASCONEZ et al., 2009;
MAGHSOUDLOU et al., 2012; HU, WANG e WANG, 2016). Segundo BRITTO
e ASSIS (2010), ap6s a colheita, as frutas aumentam sua respiracdo, levando a
uma maior producdo de CO, e uma geracao auto catalitica de etileno, favorecendo

seu amadurecimento. Para desacelerar o processo de amadurecimento de frutas e
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vegetais, é aconselhado armazenar estes alimentos em atmosfera com alta
quantidade de CO, e baixa concentracdo de O, diminuindo, assim, 0 processo
metabdlico dos alimentos (BAI, HUANG e JIANG, 1988). O armazenamento
incorreto de alimentos provoca aceleracdo na podriddo dos mesmos, devido as
condi¢cbes favoraveis para a proliferacdo dos microrganismos presentes no
ambiente. A contaminagdo de alimentos pode se dar por fungos, bactérias e
leveduras. Segundo MURANY 1 (2013), a deterioracdo de alimentos pode ocorrer
por fatores quimicos, fisicos e também microbioldgicos, como perda de agua,
mudancas na coloracdo provocadas por enzimas, oxidacdo e crescimento de
microrganismos. O Brasil, um pais tipicamente tropical, apresenta condicdes
favoréveis a proliferacdo de fungos em alimentos devido a altas temperaturas e
umidade registrada na maior parte do pais. Outros fatores que favorecem o
crescimento de fungos sdo danos mecanicos, além do fato de que a contaminagao
por fungos em alimentos ndo é conhecida e considerada por grande parte da
populacdo. A proliferacdo de fungos em alimentos ndo sé altera o paladar e o
aspecto visual, como também pode proporcionar a liberagdo de micotoxinas que
podem afetar a saude do consumidor. A proliferacdo de fungos pode ser
influenciada pela atividade de agua, pH e substrato, além da temperatura e
umidade, ja citados (PEREIRA, CARVALHO e PRADO, 2002; SILVA, 2012).

2. Revisdo Bibliogréfica

2.1. Antimicrobianos a base de quitosana e seus derivados

A quitina, encontrada naturalmente em exoesqueleto de caranguejos,
camardes e lagostas é uma fonte natural e renovavel de quitosana (ELSABEE e
ABDOBU, 2013). A distingdo entre quitina e quitosana baseia-se na proporgédo
das unidades 2-acetamido-2-deoxi-D-glicopiranose e 2-amino-2-deoxi-D-
glicopiranose, que sdo unidas por ligagao glicosidica B (1—4), conforme pode ser
visto na Figura 1 (FRAGUAS et al., 2015).
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6. Conclusdes

Pode-se concluir que a sintese dos derivados anfifilicos de quitosana foi
realizada com sucesso e confirmada pelas técnicas de caracterizacdo. Os filmes
biopoliméricos foram obtidos por casting e exibiram boa maleabilidade proporcionada
pelas modificagbes quimicas na cadeia da quitosana. A analise de termogravimetria
indicarou que a estabilidade térmica do biomaterial ndo se altera com as modificacdes
quimicas realizadas. Os resultados de angulo de contato indicam que o grupo hidrofilico
DEAE exerce maior efeito no carater hidrofilico do material do que o grupo hidrofébico
DD.

Sobre as propriedades mecanicas, pode-se dizer que o decréscimo do mdldulo de
Young e da tensdo maxima na ruptura, junto com o acréscimo da elongacdo maxima,
indica uma melhor maleabilidade dos filmes biopoliméricos causada pelas proprias
modificagdes quimicas realizadas na cadeia da quitosana. O ensaio de citotoxicidade
mostra que a viabilidade celular manteve-se acima de 90% em todos os casos estudados,
indicando que os filmes biopoliméricos podem ser usados para revestimento de frutas,
sementes e graos. As imagens superficiais dos filmes, obtidas por MEV e AFM,
mostram uma superficie lisa, sem porosidade e fraturas. J& as analises de DRX mostram
que os derivados de quitosana sintetizados possuem uma estrutura amorfa em
comparagdo com o material de partida, estando diretamente relacionado a solubilidade
do polimero.

A atividade antimicrobiana in vitro mostrou a eficacia dos filmes biopoliméricos
no combate ao crescimento dos fungos do género Alternaria e Penicillium, ficando
acima dos 80% de taxa de inibicdo. Para as solucdes de polimeros, pdde-se observar que
o fungo do género Penicillium é mais resistente que o fungo do género Alternaria, mas
mesmo assim as solucdes do derivado anfifilico mostraram-se ser mais eficazes que as
solucdes de quitosana comercial e que o fluconazol. Sobre o revestimento em frutas, a
aplicacédo dos filmes biopoliméricos mostraram-se alta eficiéncia no aumento do tempo
de prateleira dos frutos, tendo 0 morango como destaque.

Por fim, conclui-se que modificagdes quimicas em quitosana de alta massa
molecular é uma boa alternativa para se obter filmes biopoliméricos com boa

maleabilidade mantendo as caracteristicas iniciais do polimero.
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