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RESUMO

Este estudo teve como objetivo a sintese e caracterizacdo de dietilaminoetil-
quitosana (QHADEAE) e dodecil-dietilaminoetil-quitosana (QHdDEAEDOD) de baixa
massa molar (Mw), para avaliar suas atividades antifingicas contra os fungos
Alternaria solani, Alternaria alternata e Penicilliun expansum, que provoca um grande
impacto na producdo e preservacdo de alimentos processados e minimamente
processados. Os derivados de baixa massa molar (Mw) foram obtidos por reacéo de
degradacdo de quitosana desacetilada com nitrito de sédio, seguido pela insercéao
de grupos DEAE e Dodecil na estrutura do polimero. O grau de desacetilagéo (DD) e
de substituicdo (DS) por grupos dietilaminoetil (DEAE) e dodecil foram determinados
usando ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN-H) e caracterizados por
infravermelho (IR). O grau de desacetilacdo e o grau de substituicdo por grupos
DEAE foram de 94,8% 39,8%, respectivamente. Os derivados hidrofébicos obtidos
foram substituidos com 15% e 39,8% de grupos dodecil, conforme determinado por
RMN-H. As massas molares foram determinadas usando Cromatografia de
Permeacdo em Gel (GPC) e um Mw de 9,2 kDa foi obtido para quitosana
desacetilada degradada. Ensaios in vitro contra os fungos Alternaria alternata,
Peninicillium expansum e Alternaria solani foram realizados. Na concentracdo de
0,5¢9-L', QHIDEAEDOD e QHADEAE foram mais eficazes que as quitosanas
comercial e desacetilada e apresentaram inibicbes de 80% contra Alternaria
alternata e Alternaria solani. A quitosana deacetilada degradada foi mais eficiente na
inibicdo do crescimento fungico de Penicillium expansum e para 0,5 g-L! atingiu
cerca de 80% de inibicdo. Todos os derivados apresentaram viabilidade celular
superior a 70% em células 3T3, demonstrando uma boa citocompatibilidade e

potencial para aplicacbes na conservacao de alimentos.

Palavras-chave: Derivados, anfifilicos, hidrofilicos, biopolimero, citocompatibiliade



ABSTRACT

This study aimed at the synthesis and characterization of Diethylaminoethyl-Chitosan
(QHADEAE) and Dodecyl-Diethylaminoethyl-Chitosan (QHdDEAEDOD) of low molar
mass(Mw), to evaluate their antifungal activities against the fungi Alternaria solani,
Alternaria alternata and Penicilliun expansum, which causes a great impact on the
production and preservation of processed and minimally processed foods. The low
Mw derivatives were obtained by degradation reaction with sodium nitrite, followed by
the insertion of DEAE and Dodecyl groups on the polymer backbone. The degrees of
deacetylation (DD) and substitution (DS) for DEAE and Dodecyl groups were
determined using nuclear magnetic resonance of hydrogen (*H-NMR) and
characterized by FTIR. The degree of deacetylation and degree of substitution by
DEAE gropus were 94,8% 39,8%, respectively. The obtained hydrophobicized
derivatives were substituted with 15% and 39,8% of dodecyl groups as evaluated by
'H-NMR. The molar masses were determined by using Gel Permeation
Chromatography (GPC) and a Mw of 9,2kDa was obtained for deacetylated chitosan.
In vitro assays against the fungi Alternaria alternata, Peninicillium expansum and
Alternaria solani. At the concentration of 0.5 g-L** both, QHdDEAEDOD and
QHJDEAE were more effective than commercial and deacetylated chitosans and
exhibited inhibitions of 80% against Alternaria alternata and Alternaria solani.
Degraded deacetylated chitosan was more efficient in inhibiting the fungal growth of
Penicillium expansum and for 0.5 g-L-1 reached around 80% of inhibition. All the
derivatives presented cell viabilities higher 70% on 3T3 demonstrated a good

cytocompatibility and potential for applications in food preservation.

Keywords: derivatives, amphiphilic, hydrophilic, biopolymer, cytocompatibility.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas o desenvolvimento de novas tecnologias agricolas levou
a um grande aumento na eficiéncia de producédo, este sendo propiciado,
principalmente no inicio do século, pelo desenvolvimento de maquinario e de
defensivos agricolas. Este ultimo tendo grande relevancia para a manutencédo de
grandes lavouras. (PERES, et. al., 2003)

Entretanto muitos desses defensivos se mostraram posteriormente nocivos a
saude humana e ao meio ambiente, tendo como destaque os organofosforados e
cupricos, que quando manejados de maneira incorreta podem prejudicar a qualidade
do alimento e contaminar o meio ambiente (TOFOLI et. al., 2015).

Dessa forma € 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. Estes por
serem substancias que se degradam com facilidade, e podem ser considerados
substéancias viaveis para substituir os defensivos tradicionais (XING et. al., 2014)

Dentre essas substancias a quitosana se destaca por ser obtida a partir de
fontes naturais. A principal fonte natural de quitina é os exoesqueletos de frutos do
mar, onde existe o reaproveitamento do refugo originario da industria pesqueira, tal
caracteristica gera um baixo custo na producéo do biopolimero. Em 2014 a producéo
mundial de quitina foi superior a 10’ toneladas, destacando-se como maiores
produtores Japdo, EUA e China, e em menor escala, india, Noruega, Canada, Italia,
Polbnia, Chile e Brasil (KOMI; HAMBLIN, 2016).

A guitosana e seus oligdbmeros apresentam um amplo espectro de aplicagoes,
dentre as quais se destacam seu uso como fungicidas e bactericidas
biodegradaveis. A atividade de quitosana contra diferentes microrganismos tais
como bactérias, fungos e leveduras tem recebido uma atencédo especial nos ultimos
anos. Uma das potenciais aplicacbes encontra-se no controle dos fungos que
atacam diferentes tipos de grdos como o amendoim, soja, milho, centeio, cevada e
outros cereais, sementes oleaginosas, nozes, castanha-do-brasil e produtos
curados, dentre outros (XING et. al., 2014).
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Dentro deste contexto, o presente trabalho apresenta o estudo da atividade
antifungica da quitosana e de seus derivados anfifilicos de dietilaminoetil contra os

fungos Alternaria solani, Alternaria alternata e Penicillium expansum.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Fungos do Género Alternaria

As doencas causadas por fungos do género Alternaria sdo comuns e
altamente danosas em varias solanaceas, apiaceas, alidceas, cruciferas,
cucurbitaceas, asteraceas e chichoriaceas. Afetando essas culturas principalmente
em areas tropicais e subtropicais, podendo causar perdas que variam de 6 a 100%,
caso ndo sejam aplicadas medidas de controle. Devido ao aumento da
agressividade da doenca e também ao surgimento de novas espécies e subespécies
as alternarioses tem exibido muita atenc&o na Gltima década (TOFOLI et al., 2015).

As espécies patdégenas mais conhecidas desse género sdo a A. Solani, A.
Alternata, A. grandis, A. tomatophila, A. radicina, A. cucumerina. As doencas
causadas por Alternarias apresentam como sintomas, nas folhas lesdes necroticas
pardo escuras, estas em formato anelar que ocorrem de maneira isolada ou em
grupos. Nos caules podem ocorrer lesbes alongadas e deprimidas. Ja nos frutos
ocorrem manchas escuras, deprimidas e com anéis concéntricos, localizadas na
regido do pedunculo. Estes sintomas geram grande diminuicdo na producdo. Outro
agravante € que as sementes infectadas geram plantas frageis que costumam
morrer em poucas semanas. (PEREIRA et. al., 2013)

Os fungos do género Alternaria sdo anamorficos e apresentam pigmentacéo
parda, ouro claro ou palha, em sua maioria apresenta 9 a 11 septos transversais.
Seus conidioferos sdo septados retos ou sinuosos, que ocorrendo isolados ou em
grupos, com 6 a 10 uM de diametro e 100 a 110 puM de comprimento, onde estao
inseridos os conidios, da qual possui a mesma colora¢do. Seus conidios medem de
150 a 300 pM de comprimento e 15 a 19 pM de largura, sao individuais ou

raramente catenulados, retos ou levemente curvo. O corpo é oblongo ou elipsoidal e
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afina em direcdo ao apice, possui bico comprido, sinuoso ou ramificado com 2,5 a
5,0 uM de comprimento (PEREIRA et al., 2013)

As populacdes de Alternaria spp. apresentam morfologia heterogénea,
excluindo diferencas em relagéo a produgéo de pigmentos, presenca ou auséncia de
esporulacdo e coloracdo do micélio em condi¢cdes de laboratério, além de variacbes
quanto a patogenicidade e agressividade. E comumente observado em algumas
espécies de Alternaria baixa capacidade ou mesmo auséncia de esporulagdo em
meio de cultura, havendo um grande numero de trabalhos indicando diversos
métodos para induzir esporulacdo com variacdes luz utilizada, meios de cultura,
ferimentos do micélio, temperaturas e idades das colonias. (TOFOLI et al., 2015)

Os fungicidas apresentam 4 tipos de acdo; protetora, curativa, anti-
esporulante e residual. A acéo protetora € realizada ao se aplicar fungicida antes do
processo infeccioso da planta. A acdo curativa é definida como a capacidade do
fungicida limitar o desenvolvimento do fungo, sendo aplicado no periodo latente,
antes do aparecimento dos primeiro sintomas. A atividade antiesporulante consiste
na capacidade do fungicida em limitar a reproducdo ou inviabilizar as estruturas
reprodutivas do patdgeno. Ja a acdo residual refere-se a protecdo proporcionada
pelo produto apos a sua aplicacdo, sendo dependente da estabilidade da molécula,
tenacidade, crescimento da planta e ocorréncia de intempéries (TOFOLI et al.,
2015).

Os grupos de defensivos mais usados atualmente para inibir Alternaria ssp.
sdo os Cupricos, Ditiocarbamatos, Cloronitrilas, Dinitroanilina, Estrobilurinas e
Oxazolidinediona, Carboximidas, Triaz0is e Dicarboximidas. Também existem
fungicidas biolégicos pelo meio do uso do Bacillus subtilis e indutores de resisténcia
como o acibenzolar-s-metilico (ASM). (TOFOLI; et al., 2015)

2.2 O fungo Penicillium expansum

O género Penicillium é constituido por 11 espécies de fungos patogénicos, a
reproducdo desses fungos € realizada por liberagdo de esporos. O Penicillium
expansum atinge plantacées de maca, tomate e uva (BAERT et al., 2008).

A contaminacgéao por P. Expansum ocorre quando algum tipo de dano na parte

mais externa da planta entra em contato com esporos do fungo. Apés a
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contaminacdo ocorre a formacdo de uma mancha aquosa e transllicida, na polpa
forma-se uma mancha bege clara. Em condicGes de alta umidade, a parte externa
contaminada adquire tonalidades brancas e azuis, que sao os micélios e esporos do
fungo. A podridédo cresce rapidamente e os esporos, quando liberados contaminam
mais frutos (SANHUEZA, 2011).

O patogeno também produz a Patulina, 4-hidroxi-4Hfuro[3,2-c]piran-2(6H)-
ona, um metabdlito secundério que é toxico para o ser humano e os animais. Este
metabdlito pode causar hiperemia, congestdo e lesdes hemorragicas,
particularmente no trato gastrintestinal, nauseas e vOmitos. Também existem
estudos associando propriedades mutagénicas, teratogénicas e carcinogénicas a
Patulina (CANAVER; PIERO, 2011).

Devido a essas caracteristicas o Food and Drug Administration (FDA) e a

Unido Europeia proibem a venda de frutas ou quaisquer derivados que apresentem

concentragdo de Patulina superior a 50 ugL! (FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION, 2000; EUROPEAN COMMUNITY, 2003)

O controle do P. expansum é realizado pré e pés colheita, na pré colheita é
utilizado fungicidas como o iprodione ou o imazalil. Apds a colheita os frutos séo
emersos em solucdo de hipoclorito de sédio ou dioxido de cloro. Entretanto, a
preocupacdo dos consumidores e produtores quanto a presenca de agrotéxicos em
produtos agricolas e o possivel acimulo dessas substancias no ambiente, além do
efeito dos mesmo para saude humana, tém estimulado a busca por métodos
alternativos de controle de doengas (CANAVER; PIERO, 2011).

Dessa forma a quitosana € uma alternativa de baixo custo e baixa toxicidade
para controle de fungos. Devido a sua acédo fungicida e ndo oferecer risco ao meio
ambiente ou a saude humana. Nos frutos, a quitosana adere sobre a superficie
externa do mesmo, atuando como um filme protetor diminuindo a suscetibilidade da
fruta em se contaminar pelo fungo. A quitosana também apresenta acao antifungica
inibindo a germinacao de esporos de fungos, como o P. expansum com quitosana
85% a 90% desacetilada com concentragdo superior a 0,3% (m/v). (CANAVER,;
PIERO, 2011, YU et al., 2007)
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2.3 Quitina e Quitosana

A quitosana possui formula molecular 2-amino-2-deoxi-D-glicopiranose e é
produzido pela desacetilagdo da quitina, processo que consiste em se remover 0S
grupos acetilo da estrutura. Sendo utilizado o grau de desacetilacao (GD) como
forma de se classificar a quitina e a quitosana, onde a quitosana apresenta GD
superior a 50%, Figura 1 (KUMARI; RATHB, 2014).

Figura 1- Esquema da Estrutura da Quitina (Y>X) e Quitosana (X>Y).
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Fonte: Autoria Prépria

A quitina € um importante polimero, sendo o segundo polissacarideo mais
abundante na natureza. Dentre suas propriedades, apresenta baixa toxicidade,
biodegradabilidade e € produzido por fontes naturais renovaveis. Este polissacarideo
possui estrutura linear, sendo formado por unidades de 2-acetamido-2-desoxi-D-
glicopiranose unidas por ligagdes (1—4) (KUMIRSKA et al., 2011).

Na natureza a quitina constitui os exoesqueletos dos animais marinhos junta-
mente com carbonato de célcio (CaCOs), proteinas, lipidios e pigmentos. Dentre os
animais marinhos que mais possuem quitina em relacdo a sua massa estdo o
caranguejo (75%), a lagosta (69,8%) e o lepas (58%) (CAMPANA-FILHO et al.,
2007).

Na extracdo de quitina, o polimero é separado dos demais componentes dos
exoesqueletos de crustaceos por uma etapa de desmineralizacdo e
desproteinizacdo, por meio de solucbes diluidas de HCI e NaOH, sendo
posteriormente realizado a descoloracdo com permanganato de Potassio (KMnOa) e
acido oxalico (KUMARI; RATHB, 2014).
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Um dos derivados de maior relevancia comercial da quitina € a quitosana.
Algumas das principais areas de aplicacdo da quitosana sdo: na agricultura
(defensivos agricolas e adubo para plantas), tratamento de agua (utilizagdo como
polimero floculante para clarificagdo, remocdo de ions metdlicos e reducdo de
odores), na industria alimenticia (utilizacdo como fibras dietética, redutor de
colesterol, conservante para molhos, fungicida e bactericida e recobrimento de
frutas), na industria de cosméticos (esfoliante para a pele, tratamento de acne,
hidratante capilar, creme dental) e na indUstria biofarmacéutica (agente imunolégico,
antitumoral, hemostéatico e anticoagulante). Porém sua maior aplicacdo € na area
biomédica (implantes dentarios, reconstituicdo 0ssea, lentes de contato, liberacéao
controlada de drogas em animais e humanos, encapsulamento de materiais) (KOMI,
HAMBLIN, 2016).

O biopolimero quitosana possui essa grande gama de usos devido a seus
grupos amino (NHs) e hidroxila (OH") que propiciam a quitosana solubilidade em
diversos solventes e serem passiveis a modificacdes, permitindo a producdo de
diversos derivados de quitosana (KUMIRSKA et al., 2011)

2.4 Quitosana: Acdo Antimicrobiana

O grau de desacetilacdo (GD) est4d diretamente relacionado com a
solubilidade da quitosana em solu¢des aquosas. Dessa forma elevados graus de
desacetilagédo, disponibiliza grupos amina (NHs) proporcionando maior solvatacao
das cadeias, conferindo-lhe maior solubilidade (KUMARI; RATHB, 2014).

Dessa maneira as quitosanas com altos GD possuem maior solubilidade, e
maior numero de grupos funcionais livres (aminas e hidroxilas) que permitem o
aumento de sua reatividade possibilitando a obtencdo de um grande numero de
derivados pela reacdo com diferentes substituintes (KUMIRSKA et al., 2011).

Essas modificacdes alteram a solubilidade do biopolimero e também podem
potencializar a interagdo do polimero com microrganismos. Essa caracteristica
aumenta a abrangéncia do uso da quitosana como fungicida e bactericida. O
potencial antimicrobiano da quitina, quitosana e seus derivados sédo descritos desde
a década de 80, entretanto ainda ndo existe um consenso como ocorre a acao

desses compostos em diferences microrganismos. (XING et al, 2014)
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A acdo antimicrobiana da quitosana esta ligada diretamente ao seu grau de
desacetilacdo e massa molecular (Mw). Ambos os parametros afetam a atividade
antimicrobiana da quitosana de forma independente, embora estudos indiqguem que
o Mw influencie mais a atividade antimicrobiana que o grau de desacetilagdo. O
tamanho reduzido do polimero possibilita maior mobilidade, atracdo e interacéo
iGnica das cadeias, facilitando a interacdo com a superficie da membrana. De forma
semelhante, mas em intensidade diferente, a eficacia antimicrobiana de quitosana é
melhorada a medida que o grau de acetilacdo € menor. Portanto, quanto maior o
grau de desacetilacdo, maior a disponibilidade de grupos amina e hidroxila, sendo
estes sitios ativos na acao antimicrobiana. (KUMIRSKA et al., 2011)

Quanto a forma de acdo da quitosana existe trés modelos, sendo o mais
aceitavel a interacdo entre esses polimeros carregados positivamente e membranas
de células microbianas carregadas negativamente. Neste modelo, o0s ions
protonados de NHs* competem, possivelmente, com os fons de célcio (Ca?*) nos
sitios eletronegativos da membrana celular. Esta interacdo eletrostatica tem como
resultado a hidrélise dos peptidoglicanos na membrana celular do microrganismo,
causando o vazamento de material intracelular, como ions potassio e outros
constituintes de maior massa molecular como proteinas, acidos nucleicos, glicose e
lactato desidrogenase. (GOY et al., 2009)

A interacdo da quitosana com a parede celular foi descrito por Raafat et al.
(2008) que constatou por meio de microscopia eletronica de transmissdo as
mudancas estruturais de células apos exposicdo a quitosana. Com 0 uso dessa
técnica foi observado que a membrana celular se separou da parede celular,
rompendo e liberando constituintes celulares (ions e agua). Este mecanismo de
interacdo da quitosana com a parede celular € baseado nas interacOes
eletrostaticas, entre o polimero, positivamente carregado, e macromoléculas com
residuos de carga negativa como lipossacarideos.

Segundo Kumirska e colaboradores (2011), a eficacia da quitosana in vitro é
maior em fungos e bactérias gram-negativas em relagdo as gram-positivas,
produzindo mudancas morfolégicas maiores nesses microrganismos. Isso se deve,
possivelmente, pelo fato das bactérias gram negativas possuirem membrana externa
rica em lipolisacarideos que contém grupos fostato e pirofosfato, formando uma

superficie densamente eletronegativa.
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Outro mecanismo de acao da quitosana contra microrganismo, supfe que a
quitosana seria capaz de penetrar a parede celular e atingir a membrana plasmatica,
o citoplasma e o nucleo da célula. Ao penetrar na célula a quitosana pode se ligar
com o DNA microbiano, inibindo a sintese de mRNA e proteinas. Tal teoria €
baseada na observacdo por microscopia confocal de varredura a laser que
confirmou a presenca de oligdmeros de quitosana dentro de algumas espécies de
bactérias. Esse mecanismo justifica que quitosanas com menor massa molecular
geralmente possuem maior agdo antimicrobiana contra fungos e bactérias (GOY et
al., 2009).

O terceiro mecanismo € a quelacdo de metais e outros nutrientes que sao
essenciais para o crescimento microbiano. Isso ocorre devido aos grupos aminas
das moléculas de quitosana possuirem capacidade de complexar cations metélicos
por quelacdo. Sendo um mecanismo mais eficiente em pH elevado para evitar a
protonacdo do nitrogénio da amina que por sua vez se liga aos ions metalicos. No
entanto, esta €, evidentemente, ndo uma acdo antimicrobiana determinante uma vez
que os locais disponiveis para interacdo séo limitados e a complexacdo atinge a

saturacdo em funcao da concentracdo de metal (GOY et al., 2009).

2.5 Antimicrobianos Derivados de Quitosana

A modificacdo quimica da estrutura da cadeia polimérica da quitosana é uma
alternativa para aumentar a acdo antifungica deste polissacarideo. Derivados de
quitosana sdo uma alternativa para tornar a acdo antifingica do polimero mais
eficiente. Segundo Goy e colaboradores (2009), diversos trabalhos visam
acrescentar a cadeia da quitosana grupos que modifiquem a suas caracteristicas
fisico-quimicas, aumentando solubilidade e interacdo com fungos patégenos de
plantas e animais. Dentre eles se encontra o trabalho de Bezerra (2011) que
modificou quitosana com alto grau de desacetilacdo e baixa massa molecular
produzindo N-succinil-quitosana e 2-carboxibenzamido-quitosana que mostrou
aumento da acao contra a bactéria Eschenchia coli.

No trabalho de Xing e colaboradores (2016) é utilizado o derivado oleoil-
quitosana contra os fungos Nigrospora sphaerica, Botryosphaeria sothidea,
Nigrospora sryzae e Alternaria senuissima, Gibberella seae e Fusarium culmorum

registrando aumento do indice inibitério em todos os patdégenos. Na area de saude
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podemos citar os trabalhos de Kloster (2011) que desenvolveu um gel bucal obtido
de quitosana e cloroxidina para o tratamento de infeccbes causadas pelas bactérias
Candida albicans e Streptococcus mutans. Além da pesquisa de Soliman e
colaboradores (2015) que produziu um gel com quitosana que foi utilizado no
tratamento de ratos contaminados com bactérias Candida albicans.

Trabalhos realizados em nosso grupo de pesquisa utilizando derivados
anfifilicos de quitosana (figura 2), mostraram excelente atividade de inibicdo contra
os fungos Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus. Nesses trabalhos os derivados
substituidos com diferentes contetdos de grupos dodecila e grupos hidrofilicos como
propiltrimetilaménio (VIEGAS et al, 2013), pentiltrimetilaménio (PEDRO et al., 2014)
e dietilaminoetil (DEAE), apresentaram elevados indices de inibicdo. Em geral, os
resultados revelaram que a atividade antifingica € fortemente dependente da
massa molecular, do contetdo hidrofébico e da concentracéo dos polimeros.

Dessa forma, o presente estudo teve como referéncia estudos realizados por
Gabriel e colaboradores (2015) com o objetivo de selecionar um derivado
minimamente modificado e com amplo espectro de aplicacées na area de alimentos.
Portanto, foi proposto a sintese de derivados anfifilicos de quitosana de baixa massa
molecular com o objetivo de investigar sua acdo antifungica contra os fungos
Alternaria solani, Alternaria alternata e Penicillium Expansum que também impactam

na producédo de graos, frutas e legumes.
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Figura 2 - Estrutura de derivados anfifilicos de quitosana sintetizados no Laboratério

de Biomateriais e Nanotecnologia.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

O principal objetivo desse trabalho foi sintetizar, caracterizar e estudar a acao
de derivados anfifilicos de quitosana contra os fungos Alternaria solani, Alternaria
alternata e Penicillium expansum que impactam na producdo e conservacao de

alimentos.

3.2 Objetivos Especificos

I. Sintetizar e caracterizar derivados anfifilicos de quitosana de baixa massa
molecular (10 kDa) substituidos com 40% de grupos DEAE e 15 % de grupos
dodecila.

II. Realizar e comparar 0s ensaios microbiologicos da quitosana e seus
derivados contra Penicillium expansion, Alternaria solani e Alternaria

alternata.
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lll. Realizar ensaios de viabilidade celular da quitosana e seus derivados como

forma de avaliar a sua citocompatibiliade

4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 Reagentes

Na Tabela 1 estdo listados os reagentes utilizados no presente estudo.

Tabela 1 — Reagentes utilizados.

Reagentes

Procedéncia

Acido cloridrico (P. A.)

Synth

Borohidreto de sodio (P. A.)

Aldrich Chemical Co

Cloreto de deutério (P. A.)

Aldrich Chemical Co

Cloreto de sédio (P. A.)

Dinamica
Dodecanal (P. A.) Fluka
Etanol (P. A.) Synth
Hidréxido de sodio (P. A.) Synth
Meio de cultura batata dextrose agar
Himedia

(P. A)

Oxido de deutério (P. A.)

AldrichChemical Co

Quitosana comercial (P. A.)

Polymar Ind. Com. Exp.
Ltda

Nitrito de sédio (P. A.)

Synth

Cloreto de 2-cloro-N,N- dietil etil amino

(P. A)

AldrichChemical Co

Todos o0s reagentes foram utilizados como recebidos. Em todos os

experimentos foi utilizada agua deionizada obtida em um sistema purificador de

agua da Gehaka modelo DG.
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4.2 Sinteses dos Derivados de Quitosana

4.2.1. Reacao de desacetilacdo da quitosana

A desacetilacdo da quitosana foi feita utilizando uma amostra de quitosana
comercial de media massa molecular da Polymar Ind. Com. Exp. Ltda. No processo
de desacetilacdo, utilizou-se 50g de polimero disperso em 2,5 litros de solugéo
aguosa de acido acético. Esta solucdo foi preparada com 2,5 litros de agua
desionizada e 50mL de &cido acético glacial PA sob agitacdo magnética.
Posteriormente, verteram-se 587,5 gramas de hidroxido de sédio disperso em 625
mL de agua desionizada, a reacdo ocorreu em atmosfera de nitrogénio a 80°C,
sendo interrompida apdés 90 minutos. A suspensao foi transferida para 6 béqueres
com 4 litros de agua desionizada. O precipitado obtido foi decantado e lavado com
agua desionizada até atingir o pH neutro, em seguida passou por filtragdo a vacuo e
liofilizacdo. O procedimento seguiu a metodologia descrita por Tiera e colaboradores
(2006).

4.2.2 Reacao de degradacao da quitosana

Para a degradacdo da quitosana foi utilizado o método descrito por
Tommeraas et al. (2001), onde ocorre o rompimento das ligacdes glicosidicas por
nitrito de sédio em meio acido. A massa de 15,0 g da quitosana foi dispersa em 750
mL solucéo de acido acético a concentracdo de 12% em agitagdo magnética.

Posteriormente foi adicionada 813,0 mg de nitrito de soédio previamente
solubilizados em 10 mL de agua deionizada. Apds 1 hora sob agitacao constante a
reacao foi interrompida e purificada por dialise por 5 dias, em a seguida foi
recuperado por meio de liofilizagdo. A massa molar do polimero foi determinada por

Cromatografia de Permeacao em Gel (GPC).

4.2.3 Sintese da quitosana substituida com cloreto de 2-cloro-N,N-dietilaminoetila
(DEAE)

A quitosana degradada foi submetida a reacdo com cloreto de 2- cloro, N,N-

dietilaminoetila (DEAE), afim de se inserir um grupo hidrofilico na estrutura da
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mesma. Para obtencdo de quitosana com 40% de substituicdo uma massa de 5,0
gramas de quitosana foi solubilizada em 157 mL de solucédo 0,2 mol L de acido
cloridrico por 24 horas sobre agitacdo constante.

Posteriormente adicionou-se 2,229 de DEAE a solucéo de polimero e o pH foi
ajustado e mantido em 8,0 por adicdo de hidréxido de sédio 1 mol L. A reacéo
ocorreu a 65 °C, durante 2 horas sobre agitacdo constante.

Para purificar o produto foi realizado dialise contra hidroxido de sodio 0,2 mol
L1, por 24 horas, e contra dgua desionizada por 3 dias utilizando membrana de
didlise MWCO 3 kDa. O polimero foi recuperado com uso de liofilizacdo e
caracterizado por Infravermelho (IR) e Espectroscopia de Ressonancia Magnética
Nuclear de Hidrogénio (RMN-H).

4.2.4 Sintese de derivado de quitosana dodecilado

A alquilagdo da quitosana foi feita em duas etapas. Inicialmente a reacdo dos
grupos amina de quitosana com dodecil aldeido para formacdo da base de Schiff,
seguida da reducao utilizando-se borohidreto de s6dio, segundo método descrito por
Desbrieres et al. (1996). Nesse estudo foi produzido um derivado de quitosana
contento 20% de grau de substituicdo de grupos dodecila. Foram pesado 2,5
gramas de quitosana e solubilizada em 135,5 mL de acido acético a 0,2 mol L7,
apos 12 horas de agitacao foi acrescentado 190 mL de etanol. Ajustou-se o pH para
5,1 através de solucao de hidroxido de sédio e em seguida adicionou-se 0,69 mL de
cloreto de dodecila em agitacdo magnética vigorosa durante 1 hora. Em seguida foi
adicionado 5,24 gramas de boroidreto de sodio, e apés decorrido 24 horas a reagao
foi interrompida. O derivado foi purificado por didlise contra dgua desionizada por 3

dias, realizando 3 trocas de agua por dia com até se obter pH 7.

4.3 Caracterizagdo da quitosana e seus derivados sintetisados
4.3.1 Titulagéo Potenciométrica

Para se calcular o grau médio de desacetilacdo da quitosana foi usado
técnica de potenciometria seguindo o método de Tolaimate et al (2000), que consiste

em detectar a o GD atraves da detec¢do do consumo de protons de uma solugéo de
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quitosana em excesso de acido. Nesse trabalho foram realizadas duas titulacbes
potenciometricas nas quais foram pesados uma massa de 40,0 mg da amostra,
previamente seca na estufa a vacuo a 50°C para garantir a auséncia de agua na
amostra, foi dissolvida em 10,0 mL de acido cloridrico 0,096 mol L1. Posteriormente,
a solucdo resultante foi titulada com solucdo de hidréxido de sédio 0,099 mol L.
Durante a titulacdo o pH foi monitorado utilizando um pHmetro Analion modelo PM
608 com elétrodo de vidro Ag/AgCl Digimed. Os resultados foram apresentados na
forma de um grafico de pH em fun¢&o do volume de hidréxido de sodio. O gréfico da
derivada primeira em funcédo do volume da base (ApH/ AV) foi utilizado para obter o
volume de base necessario para desprotonar os grupos amino e assim calcular o
GD.

4.3.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN-H)

O grau de desacetilacéo e grau de substituicdo da quitosana e seus derivados
foram caracterizados por meio da técnica de Espectroscopia de Ressonancia
Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN de *H) em D20/DCl a 70 °C. O espectro de
RMN da quitosana e seus derivados apresentam picos distintos possibilitado
identificacdo e caracterizacao dos graus de desacetilacdo e substituicdo (LAVERTU,
et al., 2003)

As amostras foram preparadas para as analises de RMN-H pela dissolugao
de aproximadamente 10,0 mg dos polimeros em 1,0 mL de 6xido de deutério com
adicdo de 10,0 pL de cloreto de deutério para solubilizacdo do polimero. Seguido
pela agitacdo magnética até completa solubilizacdo. Os espectros de RMN-H foram
obtidos no Espectrdmetro de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio, da

marca Bruker de 500 MHz a temperatura de 70 °C, da Embrapa.

4.3.3 Espectroscopia de Infravermelho

A modificagdo quimica da quitosana foi analisada espectroscopicamente,
tendo como referéncia a quitosana precursora, utilizando a técnica de infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR) em espectrdmetro Bruker Vertex 70 (Bruker

Co., Billerica, EUA). Os espectros foram obtidos a partir de leituras pontuais, no
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modo absorbancia tomando a média de 40 varreduras na regiéo de 4000 a 400 cm™

em sistema ATR (reflectancia total atenuada).

4.3.4 Cromatografia de Permeacédo em Gel (CPG)

As massas moleculares média da quitosana comercial e degradada foram
determinadas por Cromatografia de Permeacdo em Gel (CPG) no Laboratério de
Fotoquimica do Instituto de Quimica de S&o Carlos (IQSC-USP), em colaboragéo
com a Prof2 Dr2 Carla Cristina Schmitt Cavaleiro. Os procedimentos foram
executados em um cromatégrafo Shimadzu (LC-20), utilizando um detector por
indice de refracdo modelo RID-102. Na analise foi utilizado como eluente a solucdo
tamponante acido acético 0,3 mol L' e acetato de s6dio 0,2 mol L (pH 4,5), a

temperatura de 35 °C e o fluxo foi de 0,8 mL-mint. O processo de calibracédo
consiste na inje¢cdo de um polimero padrdo conhecido, produzindo uma curva de
calibragdo convencional baseado no tempo de retencdo. Dessa forma, a massa
molar média obtida é relativa ao padrédo, nessas analises foram utilizados padrdes
Pullulan, um a-glicano constituido de unidades repetidas de glicose unidas por
ligacdo glicosidica do tipo a (1—6) e a (1—4) de Mw 805.000 a 6.200 Da. em

colunas com tamanhos de 8 mm x 300 mm.

4.4 Analises Microbioldgicas

A cepa dos fungos Alternaria alterna, Alternaria solani e Peniciliun expansum
foram cedidas pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria-EMBRAPA. Foi
seguido a metodologia descrita por Oliveira et al. (2012). As culturas dos fungos
foram preparadas em pocos de placas de microtitulacéo de poliestireno de 96 pocos
(Roth®), o crescimento dos fungos foi acompanhado por 6 dias por meio de
absorbancia de ultravioleta com comprimento de onda de 405nm.

O tempo de exposicao e pH do meio ideal para os fungos foi escolhido tendo
como referéncia os trabalhos de Reddy e colaboradores (2010), Liu e colaboradores
(2007) e Chen e Colaboradores (2014) para o fungo Alternaria alternata. Para o
fungo Alternaria Solani foi utilizado como referéncia os trabalhos de Rodrigues e

colaboradores (2010) e Coqueiro e colaboradores (2011). E para o fungo Penicillium
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expansum teve como referéncia os trabalhos de Yu e colaboradores (2006) e
Canaver e colaborades (2011). Através da analise desses trabalhos foi utilizado

como meio de cultura BDA e pH 5.

4.4.1 Preparo da suspensao de conidios

Com auxilio de uma alga metalica foi transferido uma quantidade de conidios
para um tubo tipo Eppendorf contendo aproximadamente 1,5 mL de &gua deionizada
estéril. A suspensdo foi agitada manualmente para a dispersdo dos conidios.
Posteriormente, 5,0 uL dessa solugao foram transferidos, com auxilio de uma micro-
pipeta com ponteira estéril, para cada um dos poc¢os de cada placa contendo o meio
de cultura Batata Dextrose Agar (BDA). Em seguida as placas foram incubadas por 6
dias a 25 °C.

4.4.2 Preparo das solucgdes estoque dos polimeros

As solucdes estoque de quitosana e seus derivados foram preparados ao

solubilizar 240 mg de polimero em 15 mL de acido acético 1% (v/v), obtendo-se uma

solucéo final de concentracdo de 16,0 g-L*. O pH foi ajustado para 5 por adicdo de
NaOH. Em seguida as solucdes foram esterilizadas através de luz ultravioleta na
capela de fluxo laminar durante 30 minutos. As aliquotas dessa solucdo estoque
foram dispersar em cada um dos pog¢os de com volume especifico a fim de se obter
as concentracoes desejadas

4.4.3 Preparo do meio de cultura BDA

As solucdes de meio de cultura BDA foram preparadas em erlenmeyers
adicionando-se aproximadamente 1,26 g do meio de cultura em 15 mL de agua
deionizada. Posteriormente as solu¢des foram autoclavadas a 121 °C por 20
minutos. Em cada poco foi depositado 100 uL de solugao BDA.
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4.4.4 Preparo e andlise das placas contendo os fungos: Alternaria alterna, Alternaria
solani e Peniciliun expansum

As culturas de fungos foram preparadas em pocos de placas de microtitulagcéo
de poliestireno de 96 pocos (Roth®), Figura 3. Em cada um dos pocos foi depositado

10 pyL de uma suspenséo de esporos do fungo teste em 100 yL de BDA. A quitosana

foi adicionada nos pocos de forma a se obter as concentracdes de 0,5 a 8 g-L1. O
restante do volume de 200 uL foi completado quando necessario por tamp&o Acido
Acético/Acetato pH 5. Foram realizados quadruplicadas para cada uma das
concentracdes. Todas as placas foram incubadas a 25°C em BOD.

As culturas de fungos foram tratadas com os seguintes polimeros: quitosana
comercial (Mw=184,9 kDa e GD=72%), quitosana desacetilada (Mw=184,9 kDa e
GD=94,8%) e para quitosana desacetilada e degradada (Mw= 9,3 kDa e GD=94,8%)
e de quitosana substituidas com DEAE (GSpeae=40%) e quitosana anfifilica
(GSpeAE=40% e GSpod=15%).

O crescimento fungico foi avaliado medindo a densidade 6ptica do meio de
cultura a 405 nm em intervalos de 24, 72 e 144 horas, o indice inibitorio foi calculado
ao se comparar o crescimento do controle com o crescimento Nnos pogos com

diferentes concentra¢cBes de polimero (OLIVEIRA et al., 2012)

Figura 3 - Fluxograma do preparo da placas
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4.5 Viabilidade Celular

Para avaliar a viabilidade celular da quitosana e seus derivados foi seguido
metodologia descrita por Barbosa e colaboradores (2016).

Foram utilizadas células de fibroblasto 3T3 cultivadas em meio de Eagle
modificado de Dulbecco suplementado com 10% de soro bovino fetal e 1% de
penicilina-estreptomicina em uma atmosfera de CO2-O2, com proporcao respectiva
de 5 e 95% a 37°C. As células foram semeadas em triplicatas em placas de cultura
de 96 pocos a uma densidade de aproximadamente 1X10 células/mL em 200 ul de
meio de cultura celular por poco.

Apés a inoculacdo as células foram cultivadas durante 24 h a 37 ° C.

Posteriormente foram expostas a concentragées de 0,02 a 1,0 g-L'de Quitosana
Comercial (QC), Quitosana Desacetilada (QH), Quitosana Degradada e Desacetilada
(QHd), Quitosana Degrada Desacetilada e com DEAE (QHAIDEAE) e Quitosana
Desacetilada Degradada e com DEAE e Dodecil (QHdDEAE-Dod) e depois
incubados durante um periodo de 24 h. A viabilidade celular foi avaliada com um
ensaio colorimétrico de brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazdlio
(MTT). A absorbéncia foi medida a 570 nm com um ELX 808 universal Leitor de
microplacas (Bio-Tek Instruments, Inc.).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o objetivo de avaliar o efeito dos derivados de quitosana na inibicdo dos
fungos Alternaria solani, Alternaria alternata e Penicillum expansum, foram
sintetizados derivados com proporc¢des fixa dos grupos dietilaminoetil e dodecil com
massa molecular de 9,3 kDa. O primeiro passo foi realizado utilizando-se quitosana
altamente desacetilada (CH, GD = 93,3%), a qual foi ainda modificada para obter um
primeiro derivado contendo apenas grupos DEAE com um grau de substituicao
(DSpeae) de cerca de 39,8%, seguido da reacgéo de alquilagdo obtendo DSpop= 15%.
E importante salientar que derivados com proporc¢des similares foram sintetizados e
testados como biofungicidas contra os fungos Aspergillus flavus e Aspergillus
parasiticus, obtendo-se excelentes resultados (GABRIEL, 2015; DIAS, 2018).



30

5.1 Reacéo de Desacetilacdo da Quitosana

A reacdo de desacetilacdo da quitosana ocorreu por hidrélise basica da
amida, como mostrado na Figura 4. Nesse processo o ion hidroxila ataca o carbono
da carbonila da amida, se caracterizando como uma adi¢éo nucleofilica da hidroxila
ao grupo carbonila. Devido a reacdo ser realizada em meio aguoso, ocorre
transferéncia de prétons H* do meio para o intermediario tetraédrico aniénico.

Posteriormente, sucede-se a protonacéo do nitrogénio amino e um ataque de
hidroxila ao hidrogénio ligado ao alcool do intermediario tetraédrico. Tal processo
tem como consequéncia a clivagem entre o carbono e o nitrogénio, formando assim

a estrutura da quitosana com mais grupos amina livres (TIERA et al., 2006).

Figura 4 - Representacdo do mecanismo de reacdo de desacetilacdo da Quitosana

OH
!

Fonte: Autoria Prépria

O grau de desacetilagdo da quitosana foi determinado por meio de andlise
potenciométrica e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN-H). Os espectros de

infravermelho confirmou a reacao.
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5.1.1 Analise Potenciométrica

Segundo Tolaimate e colaboradores (2000), na titulacdo potenciométrica €
realizado um aumento gradual do pH pela da adicdo de hidréxido de sédio,
indicando o consumo de prétons em excesso de acido cloridrico. As alteracdes
devido ao consumo dos protons em solucdo sdo observadas ao integrar as
alteracdes de pH pelo volume consumido de NaOH, como observado na Figura 5. O
primeiro pico é proveniente do consumo do excesso de acido e o inicio da
desprotonacdo dos grupos amino. O segundo € resultado do termino da
desprotonacdo desses grupos. Por meio do volume de hidroxido de sédio
consumido para desprotona¢do dos grupos amino da quitosana é possivel calcular o

grau médio de desacetilacdo com uso da equacéo 1.

CD = VNaon X Mygon

mr—(VNaoH* MNaoH X 161.22)
(VNaoHXMNgon )+ 203.24

(1)

Onde mr representa a massa de quitosana utilizada na analise; 161,22 a da
unididade repetitiva de quitosana totalmente desacetilada e 203,22 a massa da
unidade repetitiva da quitosana totalmente acetilada; Vnaon 0 volume utilizado de
base na titulagdo; Mnaon @ concentragcdo molar base. Na primeira analise foi obtido
GD=97,8% e na segunda GD=94,8%.
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Figura 5 - Curvas Potenciométricas obtidas pela titulacado da solugdo com quitosana
por adicao de hidréxido de sédio.
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5.1.2 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN-H)

A determinacdo do grau médio de desacetilagdo da quitosana por RMN-H foi
realizada segundo o método de Lavertu, et al.,, (2003). A Figura 6 apresenta o
espectro de RMN-H da quitosana desacetilada. O sinal dos hidrogénios pertencentes
ao grupo acetamido € apresentado em 2,28 ppm. Os sinais dos carbonos ligados ao
anel sdo observados em 3,45 ppm, na regiao de 3,68-4,33ppm e em 5,14ppm. Os
hidrogénios ligados ao carbono 2 em 3,45 ppm, na regido de 3,68-4,33 ppm 0s
hidrogénios ligados aos carbonos 3,4,5 e 6; ja o hidrogénio anomericos do
mondmero aparece na regidao de 5,14 ppm. Por meio da integracdo dos picos
presentes em 5,14 ppm e 2,28 ppm e a utilizacdo da equacdo e foi possivel
determinar os graus médios de desacetilacdo. Na equacdo 1, Ans representa sinal
dos hidrogénios pertencentes ao grupo acetamido e Ani representa o sinal dos
hidrogénios anomericos do mondémero. Portanto, pela equacao 1, obteve-se 93,3%

para o grau de substituicao.

GD =1— 2
3AH,

)
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Figura 6 - Espectro de RMN-H da quitosana desacetilada em D20O/DCl a 70°C
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5.1.3 Infravermelho (IR)

Os espectros de IR obtidos das quitosanas comercial e desacetilada se
encontram na Figura 7. Neste espectro observa-se que ambas quitosanas possuem
banda de vibracéo de estiramento axial dos grupos hidroxila na regido de 3400 cm™,
estando sobreposto o estiramento das ligacdes nitrogénio-hidrogénio.

Segundo Dos Santos e colaboradores (2003) a banda do grupo amida do
substituinte apresenta um pico discreto em 1625 cm™ e um intenso em 1650 cm™.
Devido ao elevado grau de acetilagdo a quitosana comercial apresenta esses picos
de maneira bem evidente, jA na quitosana desacetilada esses picos sdo pouco
evidentes.

Também é possivel diferenciar os dois tipos de quitosana analisando a regiao
entre 1450 a 1300 cm™. Onde na regido de 1308 a 1385 cm™ ocorre a deformacéo
axial da ligacdo carbono-nitrogénio do grupo amida, enquanto a deformacdo da
ligacdo carbono-nitrogénio presente no grupo amino ocorre por volta de 1425 cm?
(DOS SANTOS et al., 2003).
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Na Figura 7 observa-se os picos 1376 cm™, 1426 cm™ e 1651 cm, onde a
quitosana desacetilada sintetizada apresenta picos brandos em comparacdo com a

quitosana comercial.

Figura 7 - Espectros de absorcéo na regido do infravermelho para as quitosanas
comercial (QC) e desacetilada (QH)
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5.2 Reacgéo de Degradacéo da Quitosana

Como mostrado na Figura 8, a reacdo de degradagao ocorreu por reagcao com
nitrito de soédio, na qual foram rompidas as ligacdes glicosidicas do polimero,
produzindo assim quitosana de menor massa molecular. A rea¢do ocorreu por meio
da desaminagéo de uma unidade da quitosana e formacéao de 2,5 anidro-D-manose
como unidade redutora final. O procedimento ocorreu em meio acido utilizando o

procedimento descrito por Tommeraas et al.,2001).



Figura 8 - Esquema da Rea(;ao de Degradacéo
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5.2.1 Determinacao da Massa Molar por Cromatografia de Permeacéo em Gel

(GPC) com Detector com indice de Refracéo (IR)

36

Com o0 uso da técnica de GPC foi possivel determinar a massa molar

ponderal média (Mw) e a massa molar média (Mn), e por meio da relagdo Mw/Mn
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obteve-se a polidispersividade (PD), que por sua vez propiciaram avaliar a amplitude
da distribuicdo das massas molares dos polimeros.

A partir dos cromatogramas das quitosanas desacetiladas (QH) e quitosanas
desacetiladas degradadas (QHd), Figura 9, é possivel observar que as quitosanas
QHd apresentam tempo de retencéo superior as quitosana QH, indicando processo
de degradacdo da cadeia. Esta analise esta baseada no processo de separacao que
utiliza coluna de material poroso, o qual permite a eluicdo de moléculas maiores

mais rapidamente que as moléculas menores.

Figura 9 - Cromatograma de Quitosana Desacetilada e Quitosana Desacetilada e
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Os resultados mostrados na Tabela 2 indicam que o processo de degradacéo
da quitosana reduziu Mw de 184,9 kDa para 9,3 kDa, também ocorrendo uma
diminuicdo na polidispersividade do polimero diminuindo a sua heterogeneidade.
Através da divisdo dos valores de Mw/Mn é possivel calcular a polidispersividade
dos polimeros.
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Tabela 2 - Comparativo entre os valores de massa de QH e QHd

Mn Tempo de
Amostras (kDa) | Mw (kDa) PD Retencéao
Quitosana
Desacetilada 62417 184909 2,96 19,1 min
Quitosana
Degradada 4294 9338 2,17 23,9 min

*A massa molar média,**Massa Molecular Ponderal Média, ***Polidispersividade

Utilizando a Tabela 2 € possivel notar que ap6s o processo de degradacao
houve uma diminuicdo da polidispersividade e aumento do tempo de retencdo do
polimero apds a degradacdo do polimero. A reducdo da polidispersividade indica
que houve uma homogeneizacado do polimero. O aumento do tempo de retencédo
pode ser um indicativo da efetividade da reacdo de degradacdo onde o polimero
degradado, por possuir baixa massa molecular, fica mais tempo retido na coluna

cromatografica.

5.3 Sintese do Derivados de Quitosana Hidrofilico

A sintese da quitosana com dietilaminoetila (DEAE) consiste em uma reac¢ao
de substituicdo nucliofilica bimolecular (SN2), onde o nucleofilo amina da quitosana
ataca o carbono ligado ao cloro da molécula cloro-N,N-dietilaminoetila (DEAE).
Sendo formado um estado de transicdo seguido do rompimento da ligagdo C-Cl e a
formacao de ligacdo N-C. O mecanismo de rea¢do é mostrado na Figura 10.
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Figura 10 - Representacdo do mecanismo de reagao de substituicdo por grupos
DEAE.
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5.3.1 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN-H)

Utilizou-se a Técnica de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
(RMN-H) para determinar o grau de substituicdo (GS). O espectro da quitosana
substituida com grupos DEAE, apresentado na Figura 11, indicou um pico em 1,63
ppm que é caracteristico de hidrogénio do grupo metila pertencente ao grupo DEAE.
Para efetuar os calculos do grau de substituicdo foi realizada a integracédo dos picos
do RMN da Figura 11 e aplicado na equacéo 3:

es= o)

A,
(3)

Onde, Achs refere-se a area dos hidrogénios dos grupamentos metila
presentes na cadeia do DEAE e Awn1 refere-se a area correspondente aos
hidrogénios anoméricos da cadeia polimérica da quitosana. Utilizando esses calculos

obteve-se o grau de substituicdo de 39,83%.
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Figura 11 - Espectro de RMN H de Quitosana com grupo DEAE
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5.3.2 Infravermelho (IR)

Foi utilizado a técnica de espectroscopia por infravermelho (IR) para se
analisar a quitosana modificada apenas por grupos DEAE, Figura 12. Por meio da
comparacdo dos espectros de quitosana + DEAE com quitosana desacetilada
observa-se presenca de bandas na quitosana modificada que ndo estdo presentes
na CH. O derivado apresentou pico em 2950 cm, esta banda é caracteristica de
deformacbes axiais da ligagdo C-H, também sendo observado bandas
caracteristicas de deformacdes axiais das ligacdbes C-N presentes na estrutura
molecular do DEAE no intervalo de 1310-1380. (YOO et al., 2005).

Os espectros de FTIR da quitosana desacetilada (CH) e do polimero
modificado apenas com grupos DEAE (CH-DEAE) séo apresentados na Figura 12. A
partir da comparacdo dos espectros é possivel observar a presenca de bandas no
espectro do derivado CH-DEAE que estdo ausentes no espectro da CH. Para o

derivado CH-DEAE € observada a presenca das bandas caracteristicas oriundas das
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deformacdes axiais da ligagdo C-H por volta de 2950 cm™* além das bandas
caracteristicas presentes no intervalo de 1310-1380 cm™ que correspondem as
deformagbes axiais das ligacbes C-N presentes na estrutura molecular do DEAE
(YOO et al., 2005).

Figura 12 - Espectros de absorcao na regido do infravermelho da quitosanas
desacetilada (QH) e da substituida com grupo DEAE (QH-DEAE).
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5.3.3 Determinacao da Massa Molar por Cromatografia de Permeacéo em Gel

(GPC) com Detector com indice de Refracéo (IR)

Os estudos referentes a capacidade antimicrobiana da quitosana e dos seus
derivados, extraidos de diversas fontes e sob diferentes condi¢cdes, sao inUmeros.
Observa-se em muitos trabalhos uma grande discrepancia nos resultados obtidos, o
que é muito comum, uma vez que a atividade da quitosana ‘in vitro’ € dependente
de varios fatores intrinsecos e extrinsecos, que estdo relacionados com a massa

molecular, o grau de desacetilacdo, viscosidade, solventes e concentragdo ou com
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fatores abidticos como o tipo de microrganismo , 0 meio de cultura, pH, temperatura,
forca ibnica, e presenca de ions metalicos (GABRIEL et al., 2015).

Um dos fatores mais importantes que afetam a atividade antimicrobiana da
quitosana é a massa molecular (KONG, et al., 2010). A quitosana pode ter diferentes
origens e sua massa molecular depende do processo de extracdo e purificacao.
Portanto, a avaliacdo da massa molar € necessaria uma vez que a atividade
antimicrobiana tem se mostrado dependente desse parametro. Por meio da técnica
de GPC determinou-se a massa molar ponderal média (Mw) e a massa molar média
(Mn), e por meio da relacdo Mw/Mn obteve-se a polidispersividade (PD) e séo

listadas na Tabela 3.

Tabela 3 - Valores de massa, polidispersividade e tempo de retencdo da Quitosana
e seus derivados

*Mn Tempo de
Polimeros (Da) *Mw (kDa) ***PD Retencéao
Quitosana
Desacetilada 62417 184,9 2,96 19,1 min
Quitosana
Degradada 4294 9,3 2,17 23,9 min
Quitosana + DEAE 4185 8,8 2,11 23,9 min

*A massa molar média,**Massa Molecular Ponderal Média, ***Polidispersividade

5.4 Sintese do Derivado Anfifilico

A alquilacdo da quitosana consistiu em um processo de duas etapas. Na
primeira etapa ocorreu a adicdo nucleofilica envolvendo dois passos: primeiramente
h& uma etapa lenta na qual ocorre a formacdo da imina (base de schiff) entre o
nitrogénio presente na quitosana e o carbono da carbonila do aldeido. O segundo
passo ocorre rapidamente a redugcdo da dupla ligacdo da base de schiff. Tal

processo esta esquematizado na Figura 13.
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Figura 13 - Representacdo do mecanismo de reacao de alquilacdo para a sintese
dos anfilicos da quitosana
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5.4.1 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN-H)

Foi utilizado a técnica de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
(RMN-H) para determinar o grau de substituicdo (GS). Na Figura 14 é possivel
observar o RMN de cada um dos polimeros sintetizados, sendo evidente a presenga

de pico caracteristico de grupo DEAE em 1,66 pm com a mesma intensidade na
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QHJDEAE e QHADEAE DOD, sendo que neste udltimo é possivel observar a
presenca de pico caracteristico de grupo Dodecil em 1,33 pm. Por meio desses
dados é possivel demonstrar a efetividade do procedimento.

Através da integracdo das &reas dos picos obteve-se dados referentes aos
hidrogénios do grupo CH3 do substituinte docecila em 1,3 ppm e os hidrogénios

anomeéricos dos mondémeros na regido de 5,3 a 5,5 ppm.

ACH3DD

GDD =
3X AHl
(3)

Onde, ACHm € a area dos picos referentes aos hidrogénios do grupo CHs do
substituinte dodecila e AH1 representa respectivamente os hidrogénios anomericos
dos monbémeros acetilados, desacetilados e substituidos. Utilizando esses célculos

obteve-se 15% de substitui¢ao.



Figura 14 - Espectros de RMN H da Quitosana desacetilada e seus Derivados
substituidos com grupos DEAE e DODECIL
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5.4.2 Infravermelho (IR)

Os espectros de IR da quitosana desacetilada (CH) e do polimero modificado
com grupos Dodecil e DEAE estédo apresentados na Figura 15. A partir da analise
dos espectros foi possivel observar a presenca de bandas de maior amplitude do
derivado CH-DD com relacédo a CH. Observa-se no do polimero dodecilado presenca
de bandas caracteristicas proximo a 2950 cm! resultado das deformacgbes axiais da
ligacdo C-H dos grupos CHs, assimétrico e simétrico, e do grupo CH2 em 2850 cm™
(GABRIEL, 2013).

Figura 15 - Espectros de absorcdo na regido do infravermelho para as quitosanas
comercial (desacetilada (CH) e seus derivados (CH-DEAE) e CH-(DEAE-DOD).
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Na Tabela 4 estdo expostos o resumo dos principais resultados das sinteses

descritas acima.



Tabela 4 - Caracteristicas dos Polimeros Sintetizados
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*%%, *%%
Polimeros *Mw (kDA) | *PD DEAI(EB?%) DODG(§A))
Quitosana Desacetilada 184,9 296 | - | -
Quitosana Degradada 9,3 N
Quitosana + DEAE 8,8 2,11 398 | -
Quitosana +DEAE +Dodecil|  ------- | ------ 39,8 15

*Massa Molecular Ponderal Média, **Polidispersividade,*** Grau de Substituigdo

5.5 Atividade antifungica

Como descrito no item 4.3 a atividade antifingica para quitosana e seus
derivados foram testados contra o fungo Alternaria alternata, Alternaria solani e

Penicillium expansum nas concentracées de 0,5 a 8 g-Lt. Na Figura 16 sao
apresentadas as absorbancias do meio de cultura na presenca de concentracoes
crescentes de Quitosana Comercial (Mw=184,9 kDa e GD=72%) apos 1 (24 horas),
3 (72 horas) e 6 (144 horas) dias de cultura. Os valores de absorbancia obtidos séo
proporcionais o crescimento com o tempo.

A partir da Figura 16 verifica-se que até o 3° dia, o crescimento € muito

reduzido para toda a faixa de concentracdo estudada (0,5- 4,0 g-L!). No sexto dia

fica evidente o efeito da concentracdo da quitosana. Claramente observa-se que no

sexto dia o crescimento é significativo somente até a concentracdo de 1,0 g-L . Os
demais fungos apresentaram resultados semelhantes durante o acompanhamento
do crescimento. Este comportamento € similar aquele obtido por Chen e
Colaboradores (2014), Coqueiro e colaboradores (2011) e Canaver e colaborades

(2011).
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Figura 16 - Diferenca da Transmitancia dos pocos contendo fungo Alternaria
alternata na presenca de Quitosana Comercial em relacdo ao inicio da incubacéo
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Os resultados foram tratados utilizando-se a metodologia descrita por Oliveira
e colaboradores (2012). O crescimento do fungo na auséncia de quitosana foi
utilizado como um controle positivo, e meio de cultura sem fungo foi utilizado como
controle negativo. Para avaliacdo da porcentagem de inibicdo o crescimento dos
fungos foi sempre medido 6° dia.

A porcentagem de inibic&do (1%) foi calculada segundo a equacao 4,

AB 100

[o;=
(4)

Sendo que “A” corresponde absorbancia decorrente do crescimento do fungo

na auséncia de quitosana e seus derivados; “B” corresponde ao crescimento do
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fungo na presenca de concentracfes crescente de quitosana. Todos os valores
foram subtraidos dos brancos, que correspondem ao meio de cultura no dia zero, ou
0 meio de cultura mais a quitosana no dia zero. As medidas foram realizadas em

triplicata.

5.5.1 Atividade Antifingica contra o fungo Alternaria alternata

Na Figura 17 sé&o apresentados os resultados da inibicdo do crescimento
Alternaria alternata na presenca de concentracfes crescentes de quitosana (QC)
quitosana desacetilada (QH), quitosana desacetilada degradada (QHd), quitosana
modificada com grupos DEAE (QHd-DEAE) e quitosana anfifilica (QHd-DEAE-DOD).

E possivel notar que para baixas concentracées, especificamente em 0,5 g-L?! se
destaca a maior eficiéncia das quitosanas substituidas com grupos DEAE (QHd-
DEAE) e Dodecil (QHd-DEAE-DOD), as quais inibiram o crescimento do fungo em
70% e 80% respectivamente, o que indica que essas quitosanas interagem mais
fortemente com os fungos. Para maiores concentracfes, a quitosana degradada

apresentou maior eficiéncia e os valores de inibicdo aproximaram-se de 100% a
partir de 2,5 g-L™.

Na concentracdo de 1,0 g-L! a quitosana desacetilada possui um indice
inibitério superior a quitosana comercial, evidenciando a importancia da

disponibilidade de grupos amino para maior eficiéncia na inibicdo de microrganismo.

Este resultado est4 de acordo com o trabalho de Chen e Colaboradores (2014).

A partir da concentracdo de 1.0 a 1,5 g-L! todos os polimeros exibiram
indices de inibicdo muito proximos entre si, permanecendo em torno de 80-90%. Os
resultados obtidos sdo similares aqueles reportados por REDDY e colaboradores
(2010). Nesse trabalho os autores indicaram que a inibi¢&o in vitro do crescimento

de Alternaria Alternata estava diretamente correlacionada com a concentracdo da

quitosana. Entretanto, acima de 3,5 g-L* a inibicdo de fungo permaneceu em torno
de 70%. Portanto fica evidente que os derivados QHd-DEAE e QHd-DEAE-DOD
apresentaram maior efeito antifingico em concentracéo inferior, o que pode ser
considerado uma vantagem do ponto de vista econdmico. Este resultado esta de
acordo com trabalhos recentemente desenvolvidos em nosso grupo de pesquisa,

onde a utlizagdo de derivados anfifilicos de quitosana, mostraram excelente
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atividade de inibicdo em baixas concentracdes contra os fungos Aspergillus flavus e

Aspergillus parasiticus (Gabriel et al., 2015, Viegas et al., 2013, Pedro et al., 2013).

Figura 17 - indice de inibicdo do fungo A. Alternata na presenca Quitosana comercial
(QC) e seus derivados quitosana desacetilada (QH), quitosana desacetilada
degradada (QHd) e quitosana modificada com grupos DEAE (QHd-DEAE) e
quitosana anfifilica (QHd-DEAE-DOD).
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5.5.2 Atividade Antifangica contra o fungo Alternaria solani

Na Figura 18 sdo apresentados os resultados da inibicdo do crescimento
Alternaria solani na presenca de concentragdes crescentes de quitosana comercial
(QC) quitosana desacetilada (QH), quitosana desacetilada degradada (QHd) e
guitosana modificada com grupos DEAE (QHd-DEAE) e quitosana anfifilica (QHd-
DEAE-DOD). Na Figura 18 € possivel observar que a inibicbes promovidas pelas
quitosanas comercial (QC) e desacetilata (QH) sdo um pouco menores. Para as
guitosanas modificadas com grupos DEAE (QHd-DEAE) e a anfifilica (QHd-DEAE-

DOD) o efeito antifingico foi similar aquele obtido contra Alternaria alternata, sendo

que na concentracdo de 0,5 g-L! a inibicdo foi superior a 80%. Portanto, as
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modificacbes na estrutura da quitosana contribuiram para que os derivados

apresentassem indices de inibicdo maiores que QC e QHd que permaneceram em
torno de 50%. O indice de QH é superior a partir da concentracdo 2,0 g-Lt, com

60% de inibicdo, chegando a 94% de inibicdo somente na concentracéo de 3,5 g-L™.
Os resultados indicaram que a massa molecular tem um efeito pequeno na
atividade antifingica, uma vez que a quitosana desacetilada degradada (QHd)

apresentou um indice de inibicdo ligeiramente menor que a quitosana n&o

degradada (QH) a partir da concentracdo de 2,5 g-Lt. Este resultado esta de

acordo com Coqueiro (2011), que avaliou o crescimento do fungo na faixa de 0,125

gLt a 0,5 gL! de quitosanas com massas moleculares de 50 a 310 kDa. Os
autores concluiram que a massa molecular ndo influenciou significativamente a

atividade antifiingica in vitro. Nesse trabalho o indice inibitério da quitosana foi por

volta de 50% na concentracdo de 0,5 g-L.

Figura 18 - indice de inibitorio do fungo A. solani na presenca Quitosana comercial
(QC) e seus derivados quitosana desacetilada (QH), quitosana desacetilada
degradada (QHd) e quitosana modificada com grupos DEAE (QHd-DEAE) e
quitosana anfifilica (QHd-DEAE-DOD).
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5.5.3 Atividade Antifungica contra o fungo Penicillium expansum

Na Figura 19 sdo apresentados os resultados da inibicdo do crescimento
Penicillium expansum na presenca de concentracfes crescentes de quitosana (QC)
quitosana desacetilada (QH), quitosana desacetilada degradada (QHd), quitosana
modificada com grupos DEAE (QHd-DEAE). Para esse fungo os resultados obtidos

com a quitosana anfifilica apresentaram barras de erros muito elevadas e ndo foram

considerados. E possivel observar que na concentracdo de 0,5 g-L! todos os

polimeros apresentaram indice inibitério em torno de 20%. Na concentracédo de 1,0

g-L! destaca-se a quitosana degradada, apresentando indice em torno de 100%,

sendo que este indice se repete nas demais concentracfes. A quitosana comercial

apresentou indice inibitério préximo a 90% a partir da concentracdo de 1,0 g-L*. A
quitosana desacetilada apresentou indice inibitorio em torno de 100% a partir da
concentracdo de 2,5 g-L.

Este resultado estd de acordo com Liu e colaboradores (2007), que
mostraram que o aumento da concentracdo tem papel importante na inibicdo do

crescimento in vitro de Penicillium expansum. Nesse trabalho avaliou-se o

crescimento do fungo na faixa de 0,01 g-L* a 1,0 g-L ! de quitosana e com 85% de

desacetilacdo e o indice inibitério da quitosana foi de 50% na concentracédo de 0,5

g-Lt. O indice inibitério para quitosana substituida com grupos DEAE mostrou-se
inferior aos demais derivados indicando que o uso de grupos DEAE reduziu a

capacidade inibitoria do polimero.
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Figura 19 - Indice de inibitério do fungo P. expansum na presenca Quitosana
comercial (QC) e seus derivados quitosana desacetilada (QH), quitosana
desacetilada degradada (QHd) e quitosana modificada com grupos DEAE (QHd-
DEAE)
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5.6. Viabilidade Celular de Células 3T3 na Presenca de Quitosana e seus

derivados

A citotoxicidade da quitosana e seus derivados foi examinada com o teste de
MTT para células 3T3.

Os resultados de absorbancia dos pocos foram aplicados na equacao 5, com
objetivo de calcular a viabilidade celular. Onde “V%” representa a viabilidade celular
em porcentagem, “A” representa a absorbancia do pogo com quitosana e “B” a
absorbéancia do branco (BARBOSA et al. 2016).

V(%) =%-1oo
)
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O impacto da quitosana e seus derivados sobre a viabilidade celular apos um
tempo de incubacgdo de 24 horas de células 3T3 é apresentado na Figura 20. Como
apresentado no gréfico as células apresentaram viabilidade superior a 70%, na
presenca de todos os polimeros demonstrando assim uma boa citocompatibilidade.
Além disso, as modificacbes realizadas na quitosana com grupos DEAE e Dodecil
nao alteraram a viabilidade da quitosana.

A quitosana de baixa massa molecular apresentou menor viabilidade celular,
cerca de 70% de viabilidade na concentracdo de 1 g-L%, entretanto a concentragéo

de 0,02 g-L! apresenta viabilidade de 100%.

Figura 20 - Viabilidade Celular de células 3T3 na presenca de concentracdes
crescentes de Quitosana comercial (QC), quitosana desacetilada (QH), quitosana
desacetilada degradada (QHd), quitosana modificada com grupos DEAE (QHd-
DEAE) e quitosana anfifilica (QHd-DEAE-DOD).
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos permitem concluir que os procedimentos utilizados
foram eficientes para obter altos graus de desacetilagdo (>90%). As modificagGes da
estrutura do polimero foram confirmadas por meio das técnicas de Infravermelho e
Ressonancia Magnética Nuclear. A reacdo de degradacdo da cadeia polimérica por
oxidacdo em meio acido mostrou-se bastante precisa, o que foi confirmado por
medidas de cromatografica de permeacao de gel.

Os resultados dos ensaios microbiologicos contra o fungo Alternaria alternata,
Alternaria solani mostram que a insercdo de grupos DEAE e dodecil proporcionaram
uma maior eficiéncia na inibicdo do fungo. Os resultados com o Penicillium
expansum demonstraram que a quitosana desacetilada degradada tem maior
eficiéncia contra esse fungo e a massa molecular do polimero mostrou-se um fator
importante apenas para o fungo Alternaria alternata. Nesse trabalho fica evidente
que a acdo antifungica dos derivados de quitosana é dependente tanto da estrutura
do derivado quanto da natureza do microorganismo. Todos os derivados de
guitosana mostraram boa citocompatibilidade evidenciando potencial para realizacéo
de testes in vivo, e aplicacdo em culturas agricolas, bem como o uso comercial para

o controle de outros tipos de fungos.

7. REFERENCIAS

BAERT, K.; DEVLIEGHERE, F.; BO, L.; DEBEVERE, J.; MEULENAER, B. D. The
effect of inoculum size on the growth of Penicillium expansum in apples. Food
Microbiology, v. 25, p. 212-217, 2008.

BARBOSA,H. F. G; LIMA, A. M. F.; TABOGA, S. R.; FERNANDES, J. C.; TIERA, V.
A. O.; TIERA, M. J. Synthesis and self-assembly study of zwitterionic amphiphilic
derivatives of chitosan. Journal of Applied Polymer Science, v.133, 2016

BEZERRA, A. M. Sintese e Avalia¢cds Fisico-Quimicas e biolégicas de derivados

de quitosana de alta e baixa massa molecular. Dissertagdo (Mestrado em


http://www.sciencedirect.com/science/journal/07400020
http://www.sciencedirect.com/science/journal/07400020

56

Quimica) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade do Estado de Sao
Paulo (USP), Ribeirdo Preto, 2011.

CAMPANA-FILHO, S. P.; BRITTO, D.; CURTI, E.; ABREU, F. R; CARDOSO, M. B,;
BATTISTI, M. V.; SIM, P. C.; GOY, R. C.; SIGNINI, S.; LAVALL, R. L. Extracao,
Estruturas e Propriedades de a e B quitina. Quimica Nova, v. 30, n. 3, p. 644-650,
2007.

CANAVER, B.S.; PIERO, R. M. D., Quitosana e adjuvantes para o controle
preventivo do mofo azul da macieira. Tropical Plant Pathology, v. 36, n.6, p. 419-
423, 2011.

CHEN, J.; ZOU, X.; LIU, Q.; WANG, F.; FENG, W.; WAN, N. Combination effect of
chitosan and methyl jasmonate on controlling Alternaria alternata and enhancing
activity of cherry tomato fruit defense mechanisms. Crop Protection, v.56, p. 31-36,
2014

COQUEIRO, D.S.0.; PIERO, R.M. Atividade de quitosanas com diferentes pesos
moleculares sobre Alternaria solani. Arquivos do Instituto Biolégico, v.78, p.459-
463, 2011

DIAS, AM.; LIMA, AM.F.; CABRERA, M;P.D.S.; TABOGA, S.R.; VILAMAIOR,
P.S.L.; TIERA, M.J,; DE OLIVEIRA TIERA, V.A. Insights on the Antimicrobial Activity
of Amphiphilic Derivatives of Diethylaminoethyl Chitosan against Aspergillus Flavus:
cell wall impairment as a primary effect on growth inhibition. Carbohydrate
Polymers, v. 196, p. 433-444, 2018

DOS SANTOS, J. E., SOARES, J. P., DOCKAL, E. R., Caracterizacao de
Quitosanas Comerciais de Diferentes Origens, Polimeros: Ciéncia e Tecnologia, v.
13, p. 242-249, 2003.

EUROPEAN COMMUNITY. European community coments for the codex

committee on food additves and contaminants. Arusha, Tanzania, Mar. 2003



57

FOOD AND DRUG ADMINISTRATION. Guidance for FDA components and
industry apple juice, apple juiceconcentrates, and apple juice produc:
adulteration whitPatulin. USA, 2004

GABRIEL, J. S.; Sintese, Caracterizacdo e Atividade Antifungica de Derivados
Anfifilicos de Dietilaminoetil-Quitosana contra Aspergillus flavus e Aspergillus
parasiticus. Dissertacdo (Mestrado em Quimica) - Instituto de Biociencias, Letras e
Ciéncias Exatas (IBILCE), Universidade Estadual Paulista (UNESP), S&do José do
Rio Preto, 2013

GABRIEL, J. S. et al. Synthesis, Characterization and Antifungal Activity of
Amphiphilic Derivatives of Diethylaminoethyl-Chitosan Against Aspergillus flavus.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 63, n. 24, p. 5725-5731, 2015.

GOY, R. C.; BRITO, D.; ASSIS, O. B. G. A Review of the Antimicrobial Activity of
Chitosan. Polimeros: Ciéncia e Tecnologia, vol. 19, n° 3, p. 241-247, 2009

KLOSTER, A. P. Analise e Desenvolvimento “em vitro” do efeito antimicrobiano
de bandagem bucal. 2011. Tese (Mestrado em Odontologia) - Faculdade de
Odontologia de Bauru, Universidade de Séo Paulo, Bauru, 2011.

KOMI, D. E. A.; HAMBLIN, M. R. Chitin and Chitosan: Production and Application of
Versatile Biomedical Nanomaterials. International Journal of Advanced Research
(Indore), v. 4, p. 411-427, 2016

KONG, M., CHEN, X. G., XING, K., PARK, H. J., Antimicrobial properties of chitosan
and mode of action: A state of the art review, International Journal of Food
Microbiology, v. 144, p. 51-63, 2010.

KUMARI, S.: RATHB, P. K. Extraction and Characterization of Chitin and Chitosan
from (Labeo rohit) Fish Scales. Materials Science, v. 6, p. 482 — 489, 2014



58

KUMIRSKA, J.; WEINHOLD, M. X.; CZERWICKA, M.; KACZYNSKI, Z;
BYCHOWSKA, A.; BRZOZOWSKI1, K.; THOMING, J.; STEPNOWSKI, P. Influence
of the Chemical Structure and Physicochemical Properties of Chitin- and Chitosan-
Based Materials on Their Biomedical Activity. BIOMEDICAL ENGINEERING
TRENDS: MATERIALS SCIENCE. v.1, p. 25-64, 2011

LAVERTU, M.; XIA, Z.; SERREQI, A. N.; BERRADA, M.; RODRIGUES, A.; WANG,
D.; BUSCHMANN, M.D.; GUPTA, A. A validated 1H NMR method for the
determination of the degree of deacetylation of chitosan. Journal of Pharmaceutical
and Biomedical Analysis. v.32, p. 1149-1158, 2003

LIU,J.; TIAN,S.; MENGA, X.; XUA, Y. Effects of chitosan on control of postharvest
diseases and physiological responses of tomato fruit. Biology and Technology.
2007. v.44, p 300-306

LOPES, C. A.; REIS, A. Doencas do tomateiro cultivado em ambiente protegido.
Embrapa: Circular Técnicas. Dez. 2011. Disponivel em
<http://www.cnph.embrapa.br/paginas/bbeletronica/2011/ct/ct_100.pdf>. Acesso em:
26 abr. 2016

OLIVEIRA, E. N.; GUEDDARI, N. E. E.; MOERSCHBACHER, B. M.; FRANCO, T.T.
Growth rate Inhibition of Phytopathogenic Fungi by Characterized Chitosans.
Brazilian Journal of Microbiology. v. 12, p. 800-809, 2012

PEDRO, R. O. ; TAKAKI, M. ; GORAYEB, T.C.C.; THOMEO, J.C. ; Del Bianchi, V.
L.; TIERA, M. J.; TIERA, V. A. O. Synthesis, characterization and antifungal activity
of quaternary derivatives of chitosan on Aspergillus flavus. Microbiological
Research, v.168, p. 50-55, 2013.

PEREIRA, R. B.; CARVALHO, A. D. F.; PINHEIRO, J. B. Manejo da pinta preta:
uma ameaga as lavouras de tomateiro a céu aberto. EMBRAPA: Comunicado

Técnico, 2013. Disponivel em: < https://www.embrapa.br/hortalicas/busca-de-


http://lattes.cnpq.br/8138341335413386
http://lattes.cnpq.br/2889808877446173
http://lattes.cnpq.br/1455215672188076
http://lattes.cnpq.br/8796747160088337

59

publicacoes/-/publicacao/960748/manejo-da-pinta-preta-uma-ameaca-as-lavouras-

de-tomateiro-a-ceu-aberto>. Acesso em 17 out. 2016

PERES, F., MOREIRA, JC., and DUBOIS, GS. Agrotéxicos, saude e ambiente:
uma introducdo ao tema. 12 ed. Rio de Janeiro: Editora FIOCRUZ, 2003.

RAAFAT, D.; BARGEN, K. V.; HAAS, A.; SAHL, H. G. Insights into the Mode of
Action of Chitosan as na Antibacterial Compound. Applied and Environmental
Microbiology, v. 74, p. 3764-3773, 2008

REDDY, M.V.B.; ARUL, J.; BAR KA, E.; ANGERS, P.; RICHARD, C; CASTAIGNE,
F. Effect of Chitosan on Growth and Toxin Production by

Alternaria alternata f. sp. lycopersici. Biocontrol Science and Technology, v.8, p.
33-43, 2010

RODRIGUES, T. T.M.S.; MAFFIA, L. A.; DHINGRA, O. D.; MIZUBUTI E. S. G. In
vitro production of conidia of Alternaria solani. Tropical Plant Pathology, v. 35, p.
203-212, 2010

SANHUEZA, R. M. V. Caracterizacédo e controle das doencas de macas em pos-
colheita, Embrapa: Circular Técnicas. Dez. 2011. Disponivel em:
<http://www.cnpuv.embrapa.br/publica/outros/relatoriofinal/Capitulo02.pdf>.  Acesso
em: 26 abr. 2016

SOLIMAN, A. M.; FAHMY, S. R.; MOHAMED, W. A. Therapeutic efficacy of chitosan
against invasive candidiasis in mice. The Journal of Basic & Applied Zoology. V.
72, p. 163-172, 2015

TIERA, M. J., QIU, X.-P., BECHAOUCH, S., SHI, Q., FERNANDES, J. C., WINNIK,
F. M., Synthesis and Characterization of Phosphorylcholine-Substituted Chitosans
Soluble in Physiological pH Conditions, Biomacromolecules, v. 7, p. 3151-3156,
2006.



60

TOFOLI, J.G.; DOMINGUES, R.J.; FERRARI, J.T.; Alternaria spp. em oleraceas:
sintomas, etiologia, manejo e fungicidas, Bioldgico, Sdo Paulo, v.77, n.1, p.21-34,
2015

TOLAIMATE, A., DESBRIERESB, J., RHAZIA, M., ALAGUIC, A., VINCENDOND, M.,
VOTTEROD, P., On the influence of deacetylation process on the physicochemical
characteristics of chitosan from squid chitin, Polymer, v. 41, p. 2463-2469, 2000

TOMMERAAS, K., VARUM, K. M., CHRISTENSEN, B. E., SMIDSROD, O.,
Preparation and characterisation of oligosaccharides produced by nitrous acid

depolymerisation of chitosans, Carbohydrate Research, v. 333, p. 137-144, 2001.

VIEGAS R. H. F., TAKAKI, M., PEDRO, R. O., GABRIEL, J. S., TIERA M. J., TIERA,
V. A. O. Hydrophobic Effect of Amphiphilic Derivatives of Chitosan on the Antifungal
Activity against Aspergillus flavus and Aspergillus parasiticus, Molecules , v.18, n.4,
p. 4437-4450, 2013

XING, A. K.; SHENA, X.; ZHUA, X.; JUC, X.; MIAOA, X.; FENGA, J. T. Z.; PENGA,
X.; JJANGC, J. QIN. S. Synthesis and in vitro antifungal efficacy of oleoyl-
chitosannanoparticles against plant pathogenic fungi. International Journal of
Biological Macromolecules, v. 82, p. 830-836, 2016.

XING, K.; ZHU, X.; PENG, X.; QIN, S. Chitosan antimicrobial and eliciting properties
for pest control in agriculture: a review. Springer Verlag/INRA, v.54, p. 569-588,
2014

YU, T.; LI, H. Y.; ZHENG, X. D. Synergistic effect of chitosan and Cryptococcus
laurentii on inhibition of Penicillium expansum infections. International Journal of
Food Microbiology, v.114, p. 261-266, 2007.

YOO, S. H., LEE, K. H., LEE, J. -S., CHA, J., ARK, C. S.,, LEE, H. G,

Physicochemical Properties and Biological Activities of DEAE-Derivatized


http://www.sciencedirect.com/science/journal/01418130/82/supp/C

61

Sphingomonas Gellan. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 53, p. 6235
- 6239, 2005.



