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RESUMO

PAVINATTO, A. Efeito de caracteristicas estruturais da quitosanaobre sua interacao
com filmes de Langmuir como modelo de biomembrana2009. 105 p. Dissertacao
(mestrado em Ciéncia e Engenharia de Materiaig}tituito de Fisica de Sao Carlos, Instituto
de Quimica de Sao Carlos, Escola de EngenharidideC&rlos, Universidade de Sao Paulo,
Séo Paulo, 2010.

As quitosanas sao polissacarideos usados em nedaimacia, odontologia e na inibi¢cdo do
crescimento de microrganismos, como agente badaritlessas aplicacées sua acao deve
depender da interagdo com membranas celulares é diicil de verificar uma vez que nao
se isola uma membrana facilmente. Uma alternativaestigar a interacdo com modelos de
membrana, como um filme de Langmuir de fosfoliggdia partir do qual € possivel obter
informacdes no nivel molecular. Nesta dissertaé@valiada a influéncia do conteido médio
de unidades N-acetilglucosamina (GIcNAc) de quitasae da massa molecular na interacao
com filmes de Langmuir do acido fosfatidico de tiptila (DMPA). Quitosanas com
diferentes graus médiate acetilacdo e de baixa massa molecular foramupigas com
auxilio de ultrassom de alta intensidade. As gaitas afetam as isotermas de pressao e
potencial de superficie em grandes areas por naléam virtude de interacdes eletrostaticas
e hidrofébicas com o DMPA. Nos filmes condensadiosalizam-se na subsuperficie, com
pouco efeito nas isotermas. A quitosana com memopog GIcNAc induziu alteragbes
maiores nas isotermas de presséo de superficieetasticidade dos filmes, provavelmente
devido a maior interacdo eletrostatica com um namealior de grupos amina na quitosana
interagindo com as cabecas polares do DMPA. A gaita com baixa massa molecular foi a
mais eficaz para alterar as propriedades dos fildee®MPA, o que pode ser atribuido a
facilidade na adsorcdo. Um tamanho minimo de cguhaiace ser essencial, entretanto, pois
misturas das unidades repetitivas N-acetilglucosan({iGICNAc) e glucosamina (GIcN)
praticamente ndo alteraram as isotermas de press&tasticidade dos filmes de DMPA, pela
auséncia de interacBes hidrofébicas. Concluimosquitesanas com grau de acetilacdo e
massa molecular baixos tém efeitos maiores sobrmodelo de membrana e devem ser mais

adequadas em aplicacoes bioldgicas que dependam idésracao.

Palavras-chave: filmes de Langmuir, quitosana, DiviRddelos de membrana






ABSTRACT

PAVINATTO, A. Effects of the structural characteristics of the cltosan on its
interaction in Langmuir films as biomembrane model.2009. 105 p Dissertacao (mestrado
em Ciéncia e Engenharia de Materiais) — InstitwoFdsica de S&o Carlos, Instituto de
Quimica de Séao Carlos, Escola de Engenharia d€&dos, Universidade de Sdo Paulo, Sao
Paulo, 2010.

Chitosans are polysaccharides used in medicingmaty, dentistry and in the inhibition of
microorganisms growth (eg. as bactericidal agdntthese applications their action should
depend on the interaction with cell membranes, wkdifficult to verify because isolating a
membrane is not easy. An alternative is to invastighe interaction with membrane models,
such as a Langmuir film of phospholipids, from whinformation on the molecular level can
be obtained. This dissertation evaluates the inftaeof the average content of N-
acetylglucosamine units (GIcNAc) of chitosan andeuolar interaction with Langmuir films
of dipalmitoyl phosphatidic acid (DMPA). Chitosangth different average degrees of
acetylation and low molecular weight were produeeth the high-intensity ultrasound
procedure. Chitosans affect the surface pressutesafiace potential isotherms at large areas
per molecule due to electrostatic and hydrophobieractions with DMPA. In condensed
films, they are located in the subsurface withditffect on the isotherms. The chitosan with
fewer GLcNAc groups induced larger changes in 8whierms and in the film elasticity,
probably due to stronger electrostatic interactaing to a larger number of amine groups in
chitosan interacting with the polar heads of DMPAe most effective sample to induce
changes in the DMPA monolayers was the low molecwi@ight chitosan, which can be
attributed to the ease of adsorption. A minimune Sthain seems essential, however, for
mixtures of repeating units N-acetylglucosaminec{@c) and glucosamine (GIcN) did not
change the surface pressure isotherms and thec#lasf the DMPA films, owing to the
absence of hydrophobic interactions. We conclude tthe chitosan with better prospects for
biological applications relying on the cell memb#anteraction should have a low degree of

acetylation and low molecular weight

Keywords: Langmuir films, chitosan, DMPA, membranedels
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1 INTRODUCAO

1.1 QUITINA E QUITOSANA

O polimero quitina foi isolado pela primeira vez e@ll, pelo francés Henri
Braconnot, extraida de fungos superiores e pordssominada “fungina”. O termo quitina
apareceu em 1823, com Odier que a extraiu das awspde insetos (besouros e
escaravelhos)endo derivado do grego “chiton”, que significai¢ténou cobertur&?. E o
segundo polimero mais abundante na biosfera, stragnte da celulose. E um componente
dos exoesqueletos de alguns invertebrados (insetostaceos e moluscos) e de paredes
celulares de alguns fungos e algas, sendo prodpridaiossintese e apresentando taxa de
reposicao na biosfera que é aproximadamente o dialopeela para celulo&d

Por ser extraida de exoesqueletos de crustaceadusams, a quitina pode ser obtida
dos residuos da industria pesqueira. As alteragdes fen6menos ambientais gerados pelas
atividades da industria pesqueira sdo decorremdalih de planejamento e de interesse das
indUstrias em adequarem-se aos procedimentos de,ssgguranca e meio ambiefitePor
isso, a obtencdo da quitina e quitosana a parsrrditos da industria pesqueira sao de
interesse econdmico e ambiental. De fato, a pradde&ses polimeros a partir da biomassa
pode contribuir para reduzir o acumulo de residnosmeio ambiente. Na Tabela 1 é
apresentada a porcentagem meédia de quitina enmuossith indUstria pesqueira, além de
outros compostos como proteinas, sais minerajgdids.
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Tabela 1 — Porcentagem de diferentes compostos efguns residuos da indUstria pesqueira

Compostos

Fontes Proteinas ¥ | Cinzas %% Lipideos %6® | Quitina %®
Cascas de camarbes 58,0 +2,8 24,2+0,3 1,4 +0,02 16,4+ 1,8
Carapacas de 23,1 33,7 2,2 20,2
lagostas
Residuos de krill 41 23,0 11,6 24,0
Cabecas de 42,0+1,8 20,5+0,5 2,4+0,02 355+2]
camardes
Gladios de lulas 55,3+3,1 0,9+0,04 0,6 + 0,03 32424

(@) - % em base seca

Quitosana € um polissacarideo derivado da desagdilda quitina. Esta é formada
majoritariamente por unidades 2-acetamido-2-deBeglicopiranose (GICNAc) unidas por
ligacBes glicosidicag(1-4), enquanto a quitosana € composta predominante nmpen
unidades 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose (GlcNidas pelo mesmo tipo de ligacgb A

diferenciacéo entre esses dois polissacarideataéptda porcentagem de unidades GIcNAc e

GIcN, sendo o grau médio de acetilac;éﬁ_A) um parametro estrutural importante para suas
propriedades fisico-quimicas e aplicacdes.

Ha vérias aplicacdes de quitosdhd, devido as suas propriedades peculiares que a
diferenciam de outros polimeros, como a biocomiakitle e biodegrabilidade®?,
atoxicidade e atividade antimicrobiana. Outra darética importante é ser um polieletrolito
linear com alta densidade de carga positiva. lss@dnfere capacidade de aderir a superficies
carregadas negativamente, podendo interagir corteipes ®, pesticidas, corantes, fons
metalicos, superficies celular€®, e formar géis com polianions, fimes e membrdftas
Essas propriedades permitem o uso de quitosanaremlécées de cosmético®, cremes e
logcbes hidratantes, em medicamentos para emagmcirte, em sistemas de liberacao
controlada de farmaco$?, como agente bactericidd®, como agente floculante, e no
tratamento de aguas. Pode também atuar na rema&cdond metalicos, e ser usada na
industria téxtil para tecidos com atividade antioiana.

Também vém sendo estudadas biomoléculas oriundesddicacbes estruturais da
quitosana, destacando-se a carboximetil quitod¥haN,N,N-trimetilquitosana®®, e os

copolimeros glicosidicos enxertadd¥. Os oligdmeros com massa inferior a 10.000 g/mol
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também podem ser considerados derivados de quitosmis sdo produtos de reacgles
quimicas do polimero. Os quitooligdbmeros em algusiasgcdes apresentam propriedades
superiores as do polimero, como na atividade attbiiana.Para algumas bactérias, a

atividade bactericida da quitosaaamenta com a diminuicdo da massa molar do polimero
(17,18)

1.1.1 Caracteristicas Fisico-Quimicas de Quitina@uitosana

O que diferencia a quitina da quitosana é a poagent de unidades GIcNAc (grupos
acetilados) em suas cadeias. De forma geral, quacdateddo médio de unidades GIcNAc é
menor que 40% consideramos 0 polimero como quigggauando a porcentagem é maior

gue 50% denominamos o polimero como quitina. Estérpetro € denominado grau médio

de acetilacéo ((5_A). A Figura 1 mostra uma representacdo das esdrutigiealizadas de

quitina e quitosana.
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Quitina
HO NHCOCH;
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O
NHCOCH3 HOH,C
n
Quitosana
HO
HOH,C o NH,
0 O
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O
NH; HOH,C
n

Figura 1- Representacado das estruturas primdrias ehlizadas de quitina e quitosana, onde n é o graed
polimerizagéo.

Como a quitina é um produto natural, ocorrem vaesag estruturais em sua
composicao, tanto no tamanho das cadeias quam@par¢gao das unidades GICNAc e GIcN,
além de diferentes distribuicbes dessas unidadesram das cadeias. Uma excecao € a
quitina obtida a partir de diatomaceas (Thalassidisivialese Cytlotella crypticg, pois neste
caso ocorrem exclusivamente as unidades 2-aceteviggoxi-D-glicopiranosg.

A quitina é semicristalina com as cadeias orgamigadm folhas (ou lamelas)
paralelas. Nesses dominios cristalinos o arranjocddeias nas folhas possui variacbes. A
quitina apresenta trés polimorfas, denomina@daf e y-quitina, que se diferenciam pela
disposicao relativa das extremidades redutora eredidora das cadeias nas folhas. Essas
variacdes nos dominios cristalinos atribuem asypwfias diferentes propriedades, devido as
possibilidades de ligacdes de hidrogénio intraerimoleculares.

Na a-quitina as cadeias poliméricas estdo antiparalelague favorece ligacdes de
hidrogénio inter e intramoleculares, além de ingrintrafolhas, resultando em um
empacotamento denso. Das Figuras 2(a) e 2(b) nsgamuatro tipos de ligacbes de
hidrogénio na estrutura da-quitina: ligagdes intramoleculares O(3'JHED(5) e O(6’)-
HIID(7); e ligacbes intermoleculares C=Q[A-N-C(2) e O(6)-HID(6’). Uma vez que o0s
grupamentos CHOH adotam conformacdes diferentes, as ligacoesddegénio séo distintas
(O(6")-HID(7) e O(B6)-HID-(6")). As carbonilas dos grupamentos amida aiguitina

participam da ligacdo de hidrogénio intermolec@aO(7)IH-N-C(2), sendo que uma fracao
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destes grupos também participa da ligacéo intrasulde O(6)-HID(7). Os grupos hidroxila
nos dominios cristalinos estabelecem ligacdes dimd@nio, e as formadas entre cadeias de
diferentes folhas sdo as responsaveis pela in$ddé daa-quitina na maioria dos

solventes.
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Figura 2 — Representacdo das ligacdes de hidrogéniatramoleculares nas cadeias de quitina (a) e
intermoleculares (b) no arranjo antiparalelo das cdeias deo-quitina.



27

Na B-quitina as cadeias sdo paralelas, nao favorecdigagbes de hidrogénio
intermoleculares e interfolhas, resultando em ewipatento menos denso que para-a
quitina. Assim como na-quitina, as cadeias aquitina possuem ligagdes intramoleculares
O(3)-HID(5) e O(6)-HID(7), como mostrado na Figura 2(a). Apresentam éamid
semelhanca da-quitina, na Figura 3, ligacdes de hidrogénio migleculares C=O(T)H-N-
C(2). Os grupos CHDH formam ligacdes intermoleculares adicionais PKBID(7), unindo
as cadeias na mesma folha. Devido a sua estrudoracadeias paralelas, faquitina ndo ha
ligacoes de hidrogénio O(6)HHD(6’) intermoleculares entre cadeias de diferefd#é®as, 0
que ocorre para ai-quitina. Por isso, ap-quitina exibe maior reatividadé'®%)
intumescimento em agifd?? e solubilidade’®® do que an-quitina. Nay-quitina a estrutura é
composta por duas cadeias em disposicdo antipaiatelrcaladas por uma cadeia paralela
12 0Ou seja, ha uma combinacgao dos arranjas @adaB-quitina, mostrado na Figura 4, que

resume as disposicdes das cadeias de quitinafeesntés polimorfa$®.

Ligacéo
0 C=0(7)--H— I\HC(Z)

\\\ O \\ ////
\ O/
H O Y
e NH—C~
/HO CH3 3
\ o
—
C—HN C/Hz C— HN—
H3C ~
HO OH
O
/

Figura 3 - Representacdo da ligacao de hidrogénintermolecular no arranjo paralelo das cadeias dg-
quitina.
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o-Quitina B-Quitina y-Quitina

Figura 4 - Esquema das estruturas polimérficas deutina. As setas representam as cadeias poliméricas
sentido do terminal ndo-redutor para o redutor.

1.1.2 Obtencao de quitina

O componente mais abundante na estrutura esqaelddéc muitas classes dos
invertebrados é a quitina. Na industria, a prinicipate de obtencdo de quitina sdo as cascas
de camarbes e carapacas de caranguejos, que poakmnda quitina, proteinas, sais de
calcio (principalmente fosfatos e carbonatos)dlgs e pigmentos, como ja comentado com a
Tabela 1. Na extracdo da quitina a partir de cadeasamardes e carapagas de caranguejos,
podem ser empregados varios procedimentos. Um d&s gomuns consiste de trés etapas:
desmineralizacdo, desproteinizacdo e despigment&sias etapas servem para eliminar,
respectivamente, carbonato e fosfato de calciomégnésio, as proteinas e 0os pigmentos. Na
desmineralizagdo, o procedimento mais utilizademkmvsolucdes acidas (HCI) para eliminar
sais minerais; ja a retirada das proteinas (desprpacéo) € feita em solucdes alcalinas. A
eliminacdo dos pigmentos ocorre via extracdo pdvestes organicos. As condicOes
reacionais nessas etapas devem ser brandas, aefimvithr a despolimerizagédo e a
desacetilagdo da quitina. Na extracaopeguitina de gladios de lula, apenas a etapa de
desproteinizacdo € necessaria, pois a concentrdgdais minerais e pigmentos é

extremamente baixd,
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1.1.3 Métodos de desacetilacao de quitina e produde quitosana

A quitosana é obtida principalmente por reacdoidlise dos grupos acetamido da
quitina, originando grupos amino, no que é conttecidmo processo de desacetilacdo. A
hidrélise das amidas pode ser feita, a princiginta em condi¢gbes &cidas quanto alcalinas.
Entretanto, a hidrolise em meio acido ndo é comemidd a susceptibilidade das ligacdes
glicosidicas, o que desencadeia a despolimeriza#gEsm, geralmente a reacao € realizada
em solugdo aquosa alcalina, um processo heteroggneoapresenta como variaveis a

concentracdo do alcali, a temperatura e o tempeaigio. Como j& mencionado, o produto da

reacdo é denominado quitosana somen®Ae 40% e, se o produto for solGvel em solucdes
aquosas diluidas de &cidos. Diferentemente dasgui&g a quitina é insoltvel nessas solugdes
acidas, sendo soluvel apenas em solventes comaliMtilacetamida/LiCl. Em solucfes de
acidos diluidos a quitosana comporta-se como unielptblito catiénico, devido a
protonacao dos grupos amino das unidades 2-amies@xi-D-glicopiranose.

Na desacetilagéo a quitosana completamente ddadaeeati raramente obtida. Por isso,
0s polimeros gerados na desacetilagdo parcial ileagsdo copolimeros com unidades GIcN
e GIcNAc. A composicao das quitosanas, quanto eepteigem desses grupos, depende das
condicOes da desacetilacdo. A massa molar médiauomedio de acetilacdo e a distribuicdo

das unidades GIcN e GIcNAc nas cadeias tém efedocante sobre a solubilidade da

quitosand®®. Essa solubilidade esta relacionada CGiA, pois depende da quantidade de
grupos aminos protonados (-Bfna cadeia polimérica; quanto maior a quantidasktes
grupos, maior sera a repulsdo eletrostatica estreadeias e maior a solubilidadle Além
disso, quanto maior a massa e maior a regido daacadm poucos grupos GIcN, menor a
solubilidade.

Nos laboratorios de pesquisa e nas industrias, esnntetodos de desacetilacdo de
quitina mais empregados € o tratamento com solwgiiesentradas de hidroxido de s6dio em
temperaturas elevadas por um longo periodo de téwdpias horas). Nessas condi¢cdes ocorre
apenas a hidrolise parcial dos grupos acetamidos mimultaneamente acentuada
despolimerizagcédo. Além disso, como a reacao sepsacheterogeneamente, os produtos tém

caracteristicas estruturais ndo-unifomes e vargaigdportantes de propriedades.
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Outros processamentos tém sido propostos para sameereficiéncia da reagéo e
minimizar a despolimerizacdo. Esses incluem: reagacatmosfera inerté”, diluicdo com
solventes® alteracdo nas condicdes de processamento comsaatreativa®, exploséo
de vapor (processo “flash§?, irradiacdo de ultrassofi” e microondas®?, uso de agentes
redutores ®¥ e a execucdo de tratamentos sucessivos de desgiet®. Outro processo
recente € o denominado como “freeze — pump outaw’ti(*FPT”). No processo uma
suspensao de quitina em solucdo aquosa concerteatiaroxido de sodio € submetida a
sucessivos ciclos de congelamento a temperatunéragénio liquido, suc¢cdo com bomba de
vacuo e aquecimento lento até atingir a temperatutzente®®. Ao menos seis ciclos devem
ser executados, como um pré-tratamento e entdcsgerssfo de quitina € submetida a
desacetilacdo em temperaturas no intervalo 80°Q°Clfior tempos curtos (até 60 minutos).

Assim, a execucgdo de 3-4 processamentos suceg&koge obter quitosana extensivamente

desacetilada(ﬁ_A<0,2%) e de massa molar eleva(uf/@,S x 16 g/mol). O processo “FPT"
resulta na diminuicdo do tempo total de reaggtretanto se o tempo de pré-tratamento é
levado em conta, 0 processo € mais demorado gaevecional) na producdo de quitosana
bastante desacetilada. Além disso, apresenta gediome polimerizacdo 1,7 vezes aquele de
guitosana por via de desacetilacdo convencionaifd@me os autores, o pré-tratamento no
meétodo “FPT” destroi as regides cristalinas deig@itaumentando a acessibilidade aos sitios
reativos, renova a concentracdo das espécies pwtigas de hidroxido de sdédio (mono e
diidrato) no interior das particulas de quitinaxele@ o oxigénio molecular do meio reacional,

minimizando a despolimerizacao via hidrélise atwlbxidativd®®.

1.1.4 Utilizacao do Ultrassom de Alta Intensidade

Ultrassom é definido como som com frequéncia adil@asensibilidade do ouvido
humano,numa faixa de 20kHz a 100MHz. A area da Quimicaujiiga ultrassom em seus
processos é chamada Sonoquinfit¥) Os principais usos da Sonoquimica s&o em sintese
organica, emulsificacdo de solu¢Bes, degradagdo pidimeros, polimerizagéao,
sonoluminescéncia, sondlise (formacao de radioaes), formacdo de sonogéis e preparacao

de catalisadored?,
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O ultrassom é propagado via uma seérie de ondasrdpresséao e rarefagdo induzidas
nas moléculas através do meio. A propagacdo dessiss acusticas em meios liquidos
provoca cavitacdo. Na propagacédo, o liquido € stidmalternadamente a compressao e
rarefacdo, sendo que se a energia aplicada farientémente elevada, durante a rarefacéo,
ela pode superar as forcas intermoleculares quéémaa estrutura do liquido, formando
bolhas cavitacionais. Estas bolhas crescerdo duomnticlos seguintes, adquirindo vapor ou
gas do meio. Quando a amplitude atinge um valticaridependendo da freqtiéncia, ocorre
expansao subita até que se atinja um tamanho é@hstdwconseqiientemente, um colapso
violento, com liberacdo de grande quantidade degen@”. Na Figura 5 esta representado
um esquema do processo.

As bolhas cavitacionais colapsam em menos ds Bldrante a compressdo. Segundo
uma das teorias mais aceités’®, denominada “Hot Spots”, gases e vapores nas adesd
sao superaquecidosl B000°C) e, ao mesmo tempo, submetidos a preskeslas [1 2000
atm). Quando uma bolha cavitacional colapsa, jd#osolventes sdo formados a velocidades
elevadas, que fragmentam e limpam a superficieadiicplado suspenso no meio irradiado.
Diversos parametros influenciam a cavitacdo, sesglrincipais: frequéncia, amplitude e
duracao da irradiacdnatureza do meio liquido, temperatura e pressasrextPara atingir os
efeitos desejados com ultrassom em algum processbyelacdo entre estes parametros deve

ser buscada.

compressdo compressdo compressdo compressédo

ANANVANA'
NV

rarefacéo rarefacéo rarefacéo rarefacéo

5000 °C
. o @ ¢ 2000 atm

Formacao das Crescimento das bolhas Alcangam tamanho i
bolh - & : ) p Alcang , Colapso violento
olhas em ciclos suscessivos instavel

Figura 5- Propagacao do ultrassommo liquido com formacéo e colapso de bolhas de ctagao“.
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O ultrassom de alta intensidade pode ser usadceagdes quimicas para facilitar o
acesso a sitios reativos de dificil acesso. Essea8o das reacdes de desacetilacdo de quitina,
nas quais o polimero em fase sélida é suspensasadifjuida que contém hidroxido de sodio
(ou outra base) responsavel pela reacdo de hilrdlis grupos acetamido das unidades
GIcNAc de quitina. Um aumento da area superficad @articulas solidas e do acesso aos
sitios reativos é alcancado através da trituragiiandterial via cavitagcdo. A exposicao
prolongada de solugbes contendo macromoléculasdiacé de ultrassom degrada os
polimeros e conseqientemente reduz a viscosidadeluigho. H& evidéncias experimentais
gue essa degradacédo é causada por: (i) forcagmémicas da cavitacdo (isto é a energia de
onda de choque produzida na implosédo da bolhaje(isdo de cisalhamento na interface das
bolhas pulsando, ou (iii) efeito térmico associadon efeito quimico tanto da cavitacédo
estavel como da transit6 3.

Em estudos do Grupo de Fisico Quimica Organicandttuto de Quimica de Séo
Carlos, USP“o ultrassom de alta intensidade foi usado no trat@onprévio da quitina a ser

desacetilada em solucdo de NaOH 40%, o que reseitomaior eficiéncia da desacetilacdo e

guitosanas bastante desacetilad?A{lO%) com apenas uma etapa de reacdo. O tratamento
prévio da quitina em suspensdo aquosa com ultrags@on afetou a cristalinidade do
polissacarideo, embora tenha alterado a morfolbmimaterial particuladd®>%. O ultrassom
também foi empregado na reacdo de desacetilacgaitilea (suspensdes aquosas de quitina

em hidroxido de sodio 40% sé&o irradiadas), ao irdesutiliza-la como pré-tratamento. O

resultado foi a obtencdo de quitosanas de baixo geaacetilagéo(E_A ~ 5%) e elevada
massa molar em temperaturas mais brandd@9){C), do que as reacdes de desacetilacédo ja
estudadas*®*”) Estes resultados inovadores e com produtos coacteasticas inéditas
deram origem a uma patefff&

Para a quitina e quitosana, a sonicacdo tambémsigm usada para degradar o
polimero em &cido cloridrico concentrado, visandpr@ducéo de oligossacaride&*?)
Neste caso a quitina € suspensa no meio acido moade, que é resfriado a 5°C para
minimizar a simultanea ocorréncia de desacetilagata suspensdo € submetida a sonicagao
por tempos variaveis (até 3 horas) com temperattwatrolada (37-40°C) e os
oligossacarideos resultantes sao isolados por tognadia liquida de alto desempenho.

Neste trabalho, o ultrassom de alta intensidadaugado para obter quitosana com

baixo grau de acetilacdo e alta massa molecutprit@sana com baixa massa molecular.
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1.2 OLIGOMEROS DE QUITOSANA

Oligbmeros sao cadeias com numero pequeno de wsidagetitivas, podendo ser
considerados também como polimeros de baixa masisgutar. Sao usualmente formados a
partir da degradacao de polimeros ou despoliménizd@ara a quitosana, a cadeia polimérica
pode ser despolimerizada por varios mecanismosjuifido hidrélise &cida ©°,
despolimerizacdo enziméati€d ou degradacao por ultrass6f. Na hidrélise acida utiliza-se
principalmente HCI, num método simples com bonslireantos. Mas ndo permite controlar
a extensdo da despolimerizacdo e é dificil remavécido forte no final da reacdt.
Existem na unidade estrutural de quitosana doipogrulistintos passiveis de hidrélise via
acida: i) os grupos N-acetil da quitosana, e; ligacdo glicosidica da cadeia polimérica de
quitosana. As reacfBes nos dois sitios sdo esquamiasi na Figura 6 (a) e (b),

respectivamente.
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Figura 6 — (a) Hidrolise acida do grupo acetil; (b)Hidrélise acida da ligagao glicosidica, resultandem
guebra da cadeia.

Os métodos de despolimerizacao enzimatica saeiéisps e facilmente controlaveis,
mas 0 uso comercial é limitado pelo alto custodisponibilidade de quitosanases, enzimas
para a quebra de cadeias de quitosana. Outras anni&o especificas sdo estudadas, como
proteases, hemicelulases, lipases e pectind¥@s Esses estudos estdo centrados
principalmente nos fatores que afetam a cinéticadelgpolimerizacdo enzimética, e na
caracterizacdo dos derivados de quitosanas desh@iassas moleculares. Entretanto, também
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h& a desvantagem da baixa disponibilidade de eszifdespolimerizagdo enziméatica e por
hidrolise acida requerem purificacdo dos produtnsdib a presenca de aditivos para iniciar a
reacdo. Além disso, o0s produtos possuem baixa masekecular, mas grande
polidispersividade. Com o &cido nitrico a deamipag&sulta na modificacdo das
extremidades redutoras, e uma parte dessas extaesié alteradz.

Em estudos recentes oligdbmeros de quitosana fpraduzidos com ultrassom de alta
intensidadé*®, em que os mecanismos foram identificados pekticanda despolimerizagéo.
Se controladas as condi¢cdes experimentais torpessvel obter oligdbmeros de quitosana
com grau de polimerizagcdo preciso e baixa polidspelade. Em qualquer processo de
despolimerizagéo, e principalmente quando ndo ggegam o0s parametros reacionais bem
controlados, obtém-se produtos de alta polidispieigile, com quitosanas de baixa molecular
misturadas a oligdbmeros. Assim, a separacdo dos-gligdmeros é necessaria, mas muitas
vezes um processo dificil, realizado normalmente pcecipitacdo seletiva, didlise,
ultrafiltracdo ou por essas técnicas associadasnafise estrutural de oligdmeros de quitosana
pode ser feita por técnicas de espectroscopia. @€kemplo, com espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear deeHC é possivel obter informacées sobre a reducéo ou
ndo de acucares e variagbes em estruturas vizashasminacdes\ espectrometria de massa
é usada para determinar a estrutura de lipoquitags@os®® . Outras técnicas mais simples
do ponto de vista experimental, como espectrosaupieegido do infravermelho e titulacéo
potenciométrica, podem ser usadas para avaliamgamds como a estrutura quimica dos
oligbmeros e seu grau médie acetilagcdo. A caracterizagdo mais importanteafd aos
oligbmeros (de qualquer material, ndo somente smii@®) € a de cromatografia por
permeacao em gel (GPC), pois é a maneira maissprdei determinar o tamanho das cadeias

apos a despolimerizagéo.

1.3 FILMES DE LANGMUIR E LANGMUIR BLODGETT (LB)

Benjamin Franklin foi o primeiro a fazer experimentde formacdo de filmes na
interface da agua, espalhando 6leo sobre ela, &5. Mais de um século mais tarde, em

1891 Pockels publicou seus trabalhos em que delseava técnica de confinar filmes
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insolUveis entre barreiras numa cuba com aguacdumaz de medir a relacdo entre a tensdo
superficial e a area. Em 1899, Lord Rayleigh mastogue a tensédo superficial cai
acentuadamente somente quando a superficie fobseta&@om filme monomolecular. Em
1913, Sir William Hardy afirmou que as monocamaelasn formadas de materiais com uma
parte hidrofébica e outra parte hidrofilica, e gssim as moléculas poderiam ser orientadas
na interface com a parte polar, hidrofilica, voltgzhra a agua e a parte apolar, hidrofébica,
voltada para o ar. Irving Langmuir (1881-1957) efil7 confirmou essa orientacdo das
moléculas e explicou os fendbmenos na interfaceyaa;ana formacao dos filmes finos. Com
os estudos na formacéo dos filmes monomolecula@serface ar-agua, Irving Langmuir foi
agraciado com o prémio Nobel de Quimica em 1832

Monocamadas de Langmuir, como hoje sdo conhecsdas formadas ao espalhar
uma solugdo de um material anfifilico na interfaceagua, dando origem a um filme de
espessura monomolecufd?. Tais filmes sdo preparados em cubas de Langmué,sdo
compartimentos que permitem, através do fechameetdarreiras moveis, variar a area
ocupada pelo filme. A variacdo da éarea permiteralte® grau de compactacdo da
monocamada, e entdo as propriedades do filme pe@emestudadas por diversas técnicas
para varios estagios da compressao.

Entre as técnicas para caracterizacdo de monocamaslanais empregadas sao as
medidas de pressaan)(e potencial AV) de superficie. A pressdo de superficig € a
diminuicdo da tensao superficial da subfase aqdeg@o a presenca do filme, ou sy
- Yo, ONdey é a tensdo superficial com a presenca do tenspatjy € a tensdo superficial da
agua pura. O potencial de superfid®/) é a diferenca de potencial entre a superfice e
subfase comAV;) e sem tensoativa\{/1), ou sejapAV = AV, - AVi. A interface ar-agua €
naturalmente polarizada devido a orientacdo espeatddas moléculas de &gua nas
proximidades da interface, com os atomos de oxig&oltados para o ar e 0os atomos de
hidrogénio voltados para a agua, originando umereliica de potencial através da interface.
Essa diferenca de potencial varia com a presengaod@camada e depende da componente
normal a interface do momento de dipolo médio da¢éonlas do filme, e também da
reorientagdo e polarizacdo das moléculas da supfds@mas a interface. Outras técnicas
mais sofisticadas podem ser empregadas para c&actes filmes de Langmuir, incluindo
microscopias e técnicas espectroscopicas.

Uma curva caracteristica de pressado-area, obtida @acido estearico (um éacido
graxo), € mostrada na Figura 7. Os estados suipéfaa monocamada podem ser analisados
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a partir do perfil da curva e interpretados de foramaloga aos estados tridimensionais da
matéria (gasoso, liquido, solido). A relagcdo ergseregides da isoterma dsA com a
compactacao das moléculas do filme também é mastradrigura 7. Além de acidos graxos,

fosfolipidios sdo moléculas ideais para a formaigiblmes de Langmuir.

50+
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Figura 7- Isoterma den-A para o acido estearico, e ilustracdo da estrutacdo das moléculas no filme
durante os diferentes estagios de compresséo. («¢abeca hidrofobica eX) cauda hidrofébica.

Em 1930, Katherine Blodgett - em colaboracédo cmindg Langmuir - comecou testes
de deposicdo dos filmes monomoleculares da ineda@gua para substratos solidos, o que
é hoje conhecido como filmes Langmuir-Blodgett (L8%. Filmes LB s&o obtidos
atravessando-se um suporte sdélido perpendiculaengemmterface ar-agua, como ilustrado na
Figura 8. Em cada imersdo ou emersado na subfassaguna camada é transferida para o
suporte s6lido®®. Filmes podem entdo ser construidos com o nimercamnadas, e
consequentemente a espessura, controlado, tendalelgrau de orientacdo molecular. Para
tanto, € necessario que a monocamada adquira umdgraompactacao razoavel (pressdes

usualmente acima de 20 mN/nf).
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Figura 8 — Esquema de formacéo de um filme LangmuiBlodgett (LB).

Em relacdo aos filmes de Langmuir, os filmes LBgdser caracterizados com mais
técnicas espectroscopicas e oOpticas. A massa aziahalepositada por camada, usualmente
na ordem de nanogramas, pode ser estimada com ucn@bafanca a cristal de quartzo
(QCM). A morfologia pode ser estudada por técnigasroscopicas como microscopia
eletrGnica de varredura (MEV) e microscopia dedatpmica (AFM), entre outras. Os filmes
podem ser usados em diversos dispositivos opticeketednicos, bem como em sensores
(59,60)'

Embora as propriedades de solugdes diluidas desgquid sejam bem conhecidas,
pouco tem sido investigado sobre as propriedademidimero na interface ar-aglia®? Isso
se deve, especialmente, a falta de atividade sciaédo polissacaride§?. Em trabalhos de
nosso grupd’ 853 ohservou-se que a quitosana pode ter atividaplerficial induzida por
monocamadas de lipidios, seja com colest&dlou fosfolipidios neutros e carregados
negativament€'®. Essa atividade superficial induzida pelas mokde lipidios aponta para
fortes interacBes entre os materiais, que podemesponsaveis por algumas propriedades da

guitosana.

1.3.1 Filmes de Langmuir como modelos de membrana

As membranas celulares tém como arcabouc¢o uma aitaftuida com espessura de
6 - 8 nm, composta por lipidios, proteinas e alquoissacarideos. A porcentagem de cada

componente varia com o tipo de célula; nas cél@®ais 0s componentes mais numerosos
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sédo os lipidios, de 30 a 80%, as proteinas, de68¥ae os polissacarideos, de 0 a 159

Os lipidios na membrana incluem acidos graxos, ofipéflios (glicerofosfolipidios),
glicolipidios (glicosil-diacilglicerois), esfingglidios, esterdis e lipo-polissacaridios. Nas
células animais, o tipo de lipidio mais abundarde ®s fosfolipidios, seguido pelos
esfingolipidios. S&o importantes também os esteépecialmente o colesterol que é
relevante para a estruturacdo e controle da fluidez membrana&>%®” Devido &
dificuldade em caracterizar células diretamentgurad sistemas que mimetizam uma
membrana foram desenvolvidos. Destacam-se o0s tipuss vesiculas unilamelares de
diversos tamanhos, e os filmes negros de lipidimsafhadas lipidicas aderidas a dois
eletrodos espacados de Teflon). Nesses sistemaforsdadas bicamadas que permitem o
estudo de mecanismos de interacdo de moléculas polimaeros, peptideos, proteinas e
drogas com a superficie dos filmes, podendo saetagstambém para simular fenbmenos de
transporte de material através da membf&ra.

As monocamadas de Langmuir e os filmes LB sdo itaptes modelog®®%®
alternativos aos modelos de bicamadas. Os filmdsadgmuir, em especial, ndo mimetizam
a membrana como um todo, mas modelam apenas nuEkdd>ossuem, entretanto, algumas
vantagens: i) permitem controle rigoroso da congdmsidas membranas; ii) permitem
controle do estado de compactacdo, e, assim, datueatdo da monocamada, e; iii) ha
planaridade, que se aproxima ao formato de umarfstipecelular, ao contrario de
lipossomos, por exemplo, que tem grande curvatuaasuperficie. A formacdo de
monocamadas traz também algumas desvantagens comaahilidade de estudos de
transporte através da membrana e no carreamemakeulas. Entretanto, ha correlacdes
importantes entre as monocamadas e bicam@U43 Diversos grupos de pesquisa usam
filmes de Langmuir para estudar a interacdo de memals com biomoléculas, tais como

£68.69)

peptideos!’®, enzimas e polieletrélito Filmes de Langmuir s&o utilizados neste

trabalho para mimetizar uma membrana celular elastuinteracdo com quitosah&®®
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2 OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho é avaliar a infhigilo contelldo médio de unidades
N-acetilglucosamina e da massa molecular de quiéosaa interagdo com modelos de
membranas celulares. A obtencdo de derivados dmsgna com diferentes graus de
acetilacdo e de quitosana com baixa massa moleéuddmejada para posterior estudo na
interacdo com filmes de Langmuir e Langmuir-Blotlgkt fosfolipidio, mimetizando uma

membrana celular.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 OBTENCAO DEB-QUITINA

Os gladios de lula mostrados na Figura 9 e usad@ximacao d@-quitina, também
denominados penas ou plumas, foram cedidos peleesmmpliami Pescados (Cananéia/SP).
As lulas sdo das espéciksligo plei e Loligo sampaulensisepresentadas na Figura 10,
identificadas pelo Instituto de Pesca do EstddoSao Paulo (base de Cananéia/SR{
detalhe na Figura 11, vé-se a regido em que éiZadal o gladio, composto por

aproximadamente 40% @equitina.

Figura 9 — Gladio de lula.
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Figura 10 — Espéciest.oligo plei e Loligo sp.

Figura 11 — Localizag&o do gladio na lula.

Primeiramente foi feita a limpeza desses gladigando-os manualmente em agua
corrente a fim de retirar os residuos de carne.seéguida foram enxaguados com agua
destilada e secos em estufa com circulacdo e redovde ar durante 24h, a 30°C. Apés
secos, os gladios foram moidos em um moinho (MA-®48romoinho de rotor vertical com
facas moveis, Marconi) e depois da moagem o mbferipeneirado. De acordo com Kurita e

colaboradores™ e trabalhos do Grupo de Fisico-Quimica Orgarf¢a os gladios nao



43

contém sais minerais em quantidades significatisasjue permite dispensar a etapa de
desmineralizacdo. Para remover as proteinas ddsglatilizou-se o método descrito por
Chaussard®. A reacéo de desproteinizacéo foi feita com 26¥ggladios moidos suspensos
em 4L de uma solugdo aquosa de NaOH (1M) (SynBrasil), por 22 horas sob agitacéo
mecanica e temperatura ambiente. A suspensaotfo étirada e o sélido lavado com agua
destilada até o pH neutro. B-quitina resultante foi seca em estufa com cir@dae
renovacao de ar durante 24h a 30°C. Os gladigsgudina foram armazenados em freezer a

-20°C para evitar possivel degradagéo enzimatica.

3.2 PRODUCAO DE QUITOSANA ASSISTIDA POR ULTRASSOM ED ALTA
INTENSIDADE

Inicialmente a solugéo de NaOH 40% foi borbulhaoia &\, por aproximadamente 30
minutos com agitagdo magnética constantg-duitina foi suspensa em solu¢cdo de NaOH
40%, e a suspensao foi transferida para um bégemrodde uma caixa de isolamento
acustico do equipamento de ultrass@BRANSON Sonifier modelo 450, frequéncia de
20kHz). O sonotrodo foi imerso, com aproximadamey®edo comprimento, na suspensao de
B-quitina, mantida sob agitagdo magnética constahtea foto do sistema experimental esta
na Figura 12.



44

Figura 12 — Esquema experimental para as reacfes desacetilacdo com 1) sonotrodo e 2) reator de var
encamisado.

Nas reacfes variamos a intensidade do ultrassoemeot de reacdo para obter
produtos com diferentes graus de desacetilacaprdisitos foram nominados segundo suas
condi¢cbes de reacdo. A amostra Q9_30_60 desigreataedo equipamento de ultrassom 9
(intensidade de 32,7 W/éntempo de reacéo de 30 minutos e temperatur@¥® Para esta
amostra utilizamos 1,1 g ¢e quitina em 25 mL de NaOH. A segunda amostra, 260560,
passou pelo procedimento duas vezes, escala doeemeito em 5 (16,96 W/é&n tempo de
reacao de 50 minutos e temperatura de 60°C, erforpra utilizados 4,4 gramas em 50 mL
de NaOH.

Apb6s o tempo de reacgao, o produto foi colocado embéquer de polipropileno com
cubos de gelo de agua destilada e num banho com @ggelo, para interromper a

desacetilagdo. A suspenséo foi neutralizada codoadoridrico concentrado em pequenas
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por¢cBes até pH 8,0, em seguida filtrada em fileqdessdo positiva, lavado abundantemente
com etanol 80%, até que o excesso de cloreto de f&s$e eliminado. O produto foi seco em

estufa de circulacéo e renovacéo de ar durante 88RC.

3.3 PRODUCAO DE QUITOSANA DE BAIXA MASSA MOLECULARE OLIGOMEROS
DE QUITOSANA ASSISTIDA POR ULTRASSOM

Na producdo de oligbmeros de quitosana e/ou gui¢oda baixa massa molecular,
utilizamos como material de partida a quitosanatgumsmente produzida com grau de
acetilacdo proximo de 6%, denominada 2XQ5_50_6fro@edimentd’ utilizado foi: como
um pré-tratamento 1g de quitosana foi hidratadol8 mL de agua aquecida até 60°C em
agitacdo magnética, a dispersao foi resfriada asdnaeratura ambiente. Apos resfriada, 20
mL de uma solucédo de acido acético 10% foram aukcios, gerando uma solucao total de
acido acético 1%, que ficou em agitacdo por 24lsolucdo foi entdo transferida para um
béquer na caixa de isolamento acustico do equipanadenultrassom. O sonotrodo foi imerso
na solucdo de quitosana, mantida sob agitacdo meagmeénstante por 4h com a intensidade
do ultrassom de 16,96 W/EmA temperatura ficou em 33°C regulada por banhuité. A
sonicacéo era feita em 100 mL da solucéo por espeitando o volume maximo do reator.

Apos a sonicacgdo, a solugdo de quitosana erddral@asem membrana de didlise da
marca Spectra Por, com poro de exclusdo de 2kDaerabrana foi colocada num recipiente
com agua destilada, sob agitacdo mecanica. A ajuetada duas vezes e a solucéo obtida
nesse recipiente, que teoricamente continha asgmto com massa molecular menor que
2kDa (excluida pela membrana utilizada), foi liglda e o produto obtido. A sonicagéo,
separacao e liofilizacdo foram realizadas repetide®s para aumentar o rendimento (em
torno de 15%). O produto foi caracterizado por espscopia ha regiao do infravermelho
(FTIR), ressonancia magnética nuclear de hidrogdRMN H') e cromatografia de

permeacao em gel (GPC).
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3.4 TECNICAS DE CARACTERIZACAO DOS PRODUTOS

As caracteristicas principais das amostras de gpnsdo o grau meédio de acetilacdo

(GA), a massa molar média ponders (), a massa molar média viscosimétridd (), a

massa molar média numérica() e a polidispersividadeM,,/M ). S&do importantes

também a cristalinidade e a morfologia das quitasague podem ser determinadas por
difracdo de raios X e microscopia eletrbnica deredarra (MEV), respectivamente. Tais

caracteristicas exercem grande influéncia sobpecgsiedades do polimero.

3.4.1 Espectroscopia na Regido do Infravermelho

A espectroscopia na regidao do infravermelho € usadearacterizacdo de quitinas e
guitosanas, tanto com carater quantitativo quandalitativo. As bandas de absorcéo
caracteristicas sdo indicadas na Tabela 2. Ostespdoram obtidos com pastilhas de KBr
(grau espectroscépico) na proporcao de 1:100 aaikitr. Tanto o KBr como as amostras
de quitosana foram previamente secas em estufaun \& 30°C por 24 h e depois foram
misturadas e trituradas em cadinho de porcelanaamasstras trituradas foram novamente
secas em estufa a vacuo a 30°C, por 24h. Apospesitedo as pastilhas foram preparadas
através de prensa e novamente colocadas em eatufagsmas condi¢des. As analises foram
realizadas em equipamento Thermo Nicolet Nexus ¢bi transformada de Fourier, com

acumulo de 48 varreduras, no intervalo de 40000150,
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Tabela 2 - Bandas de absor¢éo e nimeros de onda¢m™) caracteristicas de quitina e quitosan&®

Banda V(em?) Banda V(cm?)
Amida | (-C=0-NH ) ~1650e 1630 Amida Il (-C=0-NH ) ~1550 e 1560
Amida Ill (-C=0-NH ) ~1310 NH (s) = 33503100
3 e 2100
-N-H_(s) ~ 3 250-3 350 -N-H_(b) ~1590-1 630
-O-H (s) ~ 3 450 -O-H (b) ~ 1260
-C-OH (s) =1030e 1070 -C-H_(b, sc) ~ 1410-1 420
-NH-C(0)-C-H_(s) ~ 1380 -NH-C(0)-C-H_(b) = 2 860-2 910

(a) s = estiramento (“stretching”); b = torgao (“bending”); sc = (“scissor”

3.4.2 Grau Médio de Acetilacéao (@)

Os valores de grau meédio de acetilacdo das amaigrgsitosana foram determinados
por titulagcdo condutimétrica e confirmados pelgzeesos de ressonancia magnética nuclear
de hidrogénio (RMN B).

3.4.3 Titulagdo condutimétrica

As amostras para titulacdo foram preparadas comxapadamente 100mg de
quitosana, previamente seca em estufa a vacuo@ 86Rubilizada em 50 mL de solucdo
aquosa de HCI 0,05M e mantida sob agitacdo magnétiestante durante 2dhtemperatura
ambiente. A solucao foi entdo transferida paradatiumétrico de 110 mL e o seu volume
foi ajustado com &gua destilada. Aliquotas de 50dalsolucdo resultante foram tituladas
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com solucgéo de hidroxido de sddio 0,1M, previameamironizada com biftalato de potéssio.
A neutralizacdo da solucéo de quitosana foi acohmudan por medidas de condutividade com
um condutivimetro modelo Handylab LF1 e tituladatomatico Titronic Universal, ambos
da Schott-Geratte. A condutividade foi medida digas titulacdes a temperatura de 25,0 £
0,1 °C.

3.4.4 Espectroscopia dRessonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (FRMN)

Os espectros de (RMN'Hs&o Uteis para determinar a estrutura quimigaotimeros
em geral, e quitosanas em particii&f® Na preparacdo das amostras foram dissolvidos 10
mg de quitosana em 1 mL de solucdo de HEVO% (v/v), sob agitacdo magnética
constante, durante 24h, a temperatura ambientsoldgbes foram transferidas para tubos de
quartzo (Aldrich 527-PP¢gp = 5mm) e 0s espectros obtidos em espectrometro KERJ
AC200 a 80°C; o pulso utilizado foi de 8,2mS (988mulando 16 varreduras e o parametro
LB (alargamento de banda) foi de 0,2Hz. Os espedétnm@am calibrados a partir dos sinais da
agua em 4,1ppii”. Um espectro caracteristico de ressonancia magneticlear (RMN B

de alta resolucéo para a quitosana € mostradogueaFi3.
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Figura 13 - Espectro de RMN H caracteristico de quitosana, onde R = COCfbu R = H("®,

3.4.5 Determinacao da Massa Molar Média Viscosimétra de Quitosana

Para polieletrélitos, como uma solucao de quitogesmacido diluido ou em tampéao, a
viscosidade pode ser descrita como funcdo de sseosidade intrinseca e de sua
concentracdo, quando nado ocorrerem interagcdes malzoulares (sistema diluido) e com
excesso de sal. A viscosidade intrinsegd)(por sua vez, é determinada pela extrapolacéo a
diluicdo infinita da viscosidade reduzida versusicamtracdo. A viscosidade intrinseca

satisfaz a relacdo de Mark-Houwink, na Equacad’f” e assim a massa molar média

viscosimeétrica M_V) do polieletrélito pode ser determinada.
NI=K'M,* (1)
onde K’ ea sdo constantes para um dado solvente e temperatura

Em especial para a quitosanae K’ dependem do grau médio de acetilad&®? As
amostras para determinar a viscosidade intringgeanfpreparadas com 20mg de quitosana

dissolvidas em 25mL de solucdo de acido acéticl 36b agitacdo magnética constante
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durante 24h. Foram entdo adicionados 25mL de acetat sodio 0,4M, e a solugéo
permaneceu em agitacdo por mais 24 horas. A soligsidtante foi filtrada sob pressao
positiva em membrana com diametro de poros deum4@Millipore — White SCWP).
Aliquotas de 15mL desta solugdo foram transferfilag um viscosimetro capilar de vidro
(do tipo Ubbelohdeg=0,53mm) e as medidas de tempo de escoamento fiegtrmMinadas
em viscosimetro AVS-350 acoplado a um maddulo diduidutomatico AVS-20, ambos da
Schott-Gerate. A viscosidade foi medida a 25,0004 e para as diluicdes foi empregado
tamp&o acido acético 0,3M/acetato de sodio 0,2M<pkb), de modo a assegurar que a forca
ibnica das solucdes fosse mantida. Os tempos @aresnto correspondem a meédia de trés
determinacdes independentes.

3.4.6 Determinagdo da Massa Molar Média por Cromaigrafia de permeacao em gel

(GPC)

Para determinar a massa molar média das amostratilitada a cromatografia de
permeacdo em gel, num sistema cromatogréfico SEm@dTO — 10A), com deteccao por
indice de refracdo, modelo RID — 6A. As condigbesapas analises foram: Pré-coluna
Shodex Ohpak SB-G (50 X 6mm) (f)0+ Shodex Ohpak SB-803-HQ (8mm DI x 300mm)
(6n) + Shodex Ohpak SB-805-HQ (8mm DI x 300mm)(lJase estacionaria: gel de poli
hidroximetacrilato; eluente: tampdo acido acéticBMlacetato de sodio 0,2M (pH=4,5),
fluxo: 0,6 mL/min; pressdo: 28 Kgf/dntemperatura: 35°C. A concentracdo das amostras
injetadas no cromatografo foi 4 mg/mL em tampada@aeicético 0,3M/acetato de sodio 0,2M.
A curva de calibracdo das colunas foi construigartir da injecdo com solucdes de padrbes
monodispersos de polimaltotriose (pullulan) de msssolares 1.600.000, 788.000, 404.000,
212.000, 112.000, 47.300, 22.800, 11.800, 5.908, 382 e 180 g/mol.
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3.4.7 Difracao de Raios X

As medidas de difracdo de raios X foram realizaglasdifratbmetro RIGAKU com
tubo de cobrei( = 1,54A), no intervalo de 3-50°, empregando vamadcontinua com
velocidade de 1°/min. A tenséo e a corrente for@kV%e 100mA, respectivamente.

3.4.8 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A morfologia superficial dgB-quitina e das amostras de quitosanas (Q9_30 60 e
2XQ5_50_60) foi investigada empregando microscéfetronico de varredura LEO-440. As
amostras foram previamente secas em estufa a w60@6C por 6h e recobertas com uma
camada de ouro de 20nm de espessura. A tensaoreeate do feixe foram 20kV e 2,85pA,

respectivamente. As imagens foram tratadas digiiadenutilizando o programmage J

3.5 ESTUDOS DA INTERACAO DA QUITOSANA COM ALTA E BIXA MASSA
MOLECULAR E UNIDADES REPETITIVAS DE QUITOSANA COM EMES DE
LANGMUIR DE FOSFOLIPIDIO

Para estudar a interagdo das quitosanas com ddsrgraus de acetilagdo, quitosana
com baixa massa molecular e das unidades repstitteaquitosana (acetil-glucosamina
(GIcNAC) e glucosamina (GIcN)), com modelos de memnh celular, filmes de Langmuir do

fosfolipidio acido dimiristoilfosfatidico (DMPA) fam confeccionados. As unidades
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repetitivas de quitosana (GIcNAc e GIcN) foram coaalas da Sigma e o fosfolipidio DMPA
da Avanti Polar Lipids. Os filmes foram formadoss mabas de Langmuir KSV 5000 ou
Mini-KSV, localizadas em sala limpa classe 10 088.cubas de Langmuir possuem sensor
de presséo de superficie Wilhelmy e prova Kelvirapaedidas de potencial de superficie. O
fosfolipidio DMPA foi dissolvido em cloroformio neoncentracdo de 0,5 mg/ mL. Para
materiais que formam filmes de Langmuir ideais, aoms acidos graxos ou fosfolipidios,
nessa concentracdo de solucédo (0,5 mg/mL) o vokspalhado para as cubas Mini-KSV
(com &rea superficial de 24.225,00 frm para KSV 5000 (4rea de 78.000,00) é del50
15QuL, respectivamente, para obtencdo de uma curvaépail pressdo de superficie. Os
filmes foram produzidos sobre subfase de tampamrélie composto por NaOH, acido
citrico, acido bérico, acido fosférico e o pH éstfudo para 3,0 com adi¢do de HCI 2M. Agua
Milli-Q foi usada no tamp&o com sistema Millipore plurificacéo, resistividade 18,2(\/cm

e pH 6,0.

As amostras de quitosana com diferentes graus etdagéio, a quitosana com baixa
massa molecular e as unidades repetitivas de quoaoforam dissolvidos na subfase de
tampdo Theorell sobre a qual foram formadas as omnadas de fosfolipidio. As
concentracdes na subfase variaram de 0.05 a 0.§0GLmAs barreiras moveis da cuba de
Langmuir comprimiram os filmes com velocidade cantt de 10 mm/min. A temperatura da
subfase foi mantida em 20°C + 1°C.

Célculos do médulo de compressibilidade YCslas monocamadas permitiram
verificar os efeitos da quitosana e das unidadestiteras de quitosana sobre a elasticidade
dos filmes de DMPA. O Csindica o estado em que a monocamada tem compliesslb
méaxima. Além disso, transicbes de fase, como a igeidb-expandida para liquido-
condensada, podem ser identificadas. O mddulo mipmaEssibilidade foi obtido das isotermas

de pressao de superficieX A), dado pela Equacéo (8.

4 _ (a7
Cs = A{dAj (2)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 EXTRACAO DAB-QUITINA

A extracdo d@-quitina dos gladios de lula foi feita com 267ggiédios limpos,
moidos e secos. Como ja mencionado, na extrac@eqdéina de gladios de lula, apenas a
etapa de desproteinizacdo é necessaria, visto quardidade de minerais € ba(xa0,9% =+
0,04). Ao final da desproteinizagdo, foram obtiddk2,0 g dep-quitina seca, o que
corresponde a um rendimento de aproximadamenteef2¥hassa do total dos gladios. Esse
resultado era esperado, pois da tabela 1 sabeesé3j2 + 2,4% dos gladios sdo compostos
por quitina. A B-quitina extraida foi usada para obter quitosana edtrassom de alta
intensidade. As medidas que caracterizafaqaitina serdo apresentadas na proxima secao,

juntamente com as de quitosana.

4.2 OBTENCAO DE QUITOSANA ASSISTIDA POR ULTRASSOM B ALTA
INTENSIDADE

Para produzir a amostra de quitosana Q9_30_ 60mfartdizados 13,29 d@-
quitina e apods reacdo foram obtidos 10,589 de spuii® seca, ou seja, o rendimento da reacdo
foi 80,2% em massa. Para a amostra 2XQ5 50 60 3es@u#g de3-quitina e apos reacao
foram obtidos 6,1 g de quitosana seca, com rendond® 79,2% em massa. As amostras
foram caracterizadas quanto a massa molecular, medio de acetilacdo, morfologia e
estrutura quimica. Os resultados estdo descrieguair.
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4.2.1 Caracterizacbes

4.2.1.1 Espectroscopia na Regiao do Infravermelh&TIR)

Os espectros da Figura 14 correspondem as amaostfaguitina e quitosanas dela
derivadas, amostras Q9_30_60 e 2XQ5_50_60. Asipaischandas sao:

3600-3000 crif - deformacdes axiais de O-H e N-H,

2980-2800 crit - deformacdes axiais de C-H,

1660-1550 crif - deformacdes axiais de C=0 e angulares de N-H,
1450-1370 cnf - deformacdes angulares de C-H,

1300-1315 crif - deformacéo axial de CN,

1150-1155 cnf - deformacéo axial de O-H em ligagéo de hidrogénio

1020-1080 cth- deformagcéo angular de C-O.
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Figura 14 — Espectro no infravermelho para amostrasgle p-quitina, Q9_30_60 e 2XQ5_50_60.

Os espectros sao semelhantes, mas informacdestamigs podem ser inferidas das
diferencas. A diminuicdo do teor deupos acetamida, e portanto da quantidade de desda
GIcNAc, dap-quitina em relacdo as amostras Q9 _30_60 e 2XQ®5®%B@etermina mudancas
significativas. Para f-quitina foram identificadas as bandas de deformagdal NH e OH
(aproximadamente em 3400 e 3450 “yntorrespondentes as ligacdes de hidrogénio
intermolecularesC=0"H-N, a deformacéo angular de NH (amida Il, em 185fce a
deformac&o axial CO (amida |, em 16309ratribuidas apenas ao grupo C=0 em ligac&o de
hidrogénio intermolecular com grupos N-H. Para a®siras de quitosana, as principais
bandas foram: deformacdo axial de amida | (-C=O2)Nem 1630 cri, deformacao axial
amida Il (-C=O-NH) em 1560 cri, deformacdo axial de amida Ill (-C=O-NHm 1315
cm?, além das bandas de estruturas polissacaridicas390 crit a 1156 crit.

Na comparacao dos espectros é importante ressattaninuicdo de intensidade da

banda em 1550 chmreferente ao grupo amida Il. A intensidade dessamlas diminui
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concomitantemente com o decréscimo da porcentagsngrdipos acetamida, expresso pelo
valor de GA, visto que para as amostras os respectivos valer@Asao:p-quitina181,1%

48 Q9 30 60GAL 27% e 2XQ5 50 60GAL 6%. O grau médiode acetilacdo foi
determinado por espectroscopiardssonancia magnética nuclear de hidrogénio (RM\eH

titulacdo condutimétrica, cujos resultados serastrados a seguir.

4.2.1.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética M de Hidrogénio (RMN HY)

Nos espectros de RMN'Hlas amostras de desacetilacdcpdpiitina assistida por
ultrassom de alta intensidade, observaram-se assstaracteristicos da quitosana. Em 2,0
ppm aparecem o0s sinais de hidrogénios metilicogyrdpo acetamida, no intervalo de
deslocamento quimico entre 3 — 4,2 ppm estao assgilios hidrogénios ligados aos carbonos
2 a 6 do anel de glicopiranose e em aproximadamé&®teppm aparecem o0s sinais do
hidrogénio ligado ao carbono 1. A Figura 15 mosirespectro de RMN Hpara a
2XQ5 50 60, onde estdo assinalados os picos. Pamaostra Q9 30 60 o espectro é

semelhante a menos da integracéo dos picos, ndcadesa figura.
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—— 2XQ5_50_60 I HOD

ppm

Figura 15 — Espectro de RMN H da amostra 2XQ5_50_60.

Integrando-se o0s picos para as amostras Q9 _3028@6& 50 60 e com a Equacéo

(3) determinamos a porcentagem de grupos acetamida® grau meédio de acetilagdo

(%GA).

ACH%
%GA=—23 X100  (3)
AH

2

onde ACH corresponde a integral da area do pico em 2 ppfererde aos hidrogénios
metilicos do grupo acetamida, e A&l a integral da area do pico proximo a 3 ppm/reete

ao hidrogénio ligado ao carbono 2.@A foi 26,8% e 6,45% para as amostras Q9 30 60 e
2XQ5_50_60, respectivamente.



58

4.2.1.3 Titulagdo Condutimétrica

A titulacdo condutimétrica também foi usada pardéemi@nar o grau médio de
acetilacdo das amostras. Trata-se de titulacdonte mistura de acido forte/ acido fraco
(quitosana em HCI) usando uma base forte comaititel Por isso, a resposta é uma curva
tipica desse tipo de titulagdo, como na Figura 4& @ amostra 2XQ5_50_60. Nota-se a
neutralizacdo do acido cloridrico empregado em ssaeara garantir a solubilizacdo da
quitosana. Os ions *Hlo &cido cloridrico sdo substituidos pelos ion$ #ita NaOH, com
brusca reducédo da condutividade da solu¢cdo. Noopénha a neutralizacao total do acido
cloridrico. Com a adi¢éo do hidroxido de sodiogiase em Y a desprotonacdo dos grupos
amonio da quitosana, resultando em um ligeiro atwnes condutividade do meio. Em ha
a total desprotonacéo dos grupos amino da quitcsanadicdo de excesso de base resulta no

aumento da concentracdo de ions hidroxila na sokeigé elevacao brusca da condutividade.

2000 -

1500 -

Condutividade ( uS/cm 2)

1000 -

10

Volume de NaOH (mL)

Figura 16 - Curva de titulacdo condutimétrica da amstra 2XQ5 50 _60.

A patrtir dos volumes nos pontos de equivaléncige(V,), 0 grau médio de acetilacao

das amostras de quitosana analisadas foi detersmauad a Equacéo 4:
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_161* (V, -V) *[NaOH]
m

@aiﬂz(l j*lOO (4)
onde:

%GA = Grau médio de acetilaco;

161 = Massa molar média da unidade repetitiva despna (g/mol);

(V2 — V1) = Volume de solucdo de hidroxido de sédio conslonpiara neutralizar a quitosana
(mL);

[NaOH] = Concentracédo da solucdo de hidréxido dkos(M);

m = Massa de quitosana na aliquota titulada (Q).

Para cada amostra a titulacdo foi feita em dugaljcabtendo-se a média aritmética. O
GA para Q9 30 60 foi 27,4% e para 2XQ5 50 60 5,6%imyscom o valor deSAobtido
por H-RMN e por titulagcéo condutimétrica, atribuimosaéostras dGAcomo a média entre

esses valores, para Q9 30 GAI27% (27,4 + 26,8 /2) e para 2XQ5 50 GAL16% (5,6
+ 6,45 /2).

4.2.1.4 Viscosimetria Capilar

A viscosidade de solucdes diluidas € funcdo domvelhidrodindmico do soluto na
solucéo, isto €, sua massa molar. Quanto maiotwnehidrodindmico, mais viscosa sera a

solucdo. Medidas da viscosidade de solucdes patiagediluidas permitem o calculo de uma

massa molar média dita viscosimétriéa, (), Equacao 5.
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ondeMi é a massa molar de todas as cadeMsg o nimero total de cadeiasne& uma

constante (Mark-Houwink) que depende do polimenssalvente e da temperatura.

As massas molares médias viscosimétridds)(das amostras foram determinadas
com a Equagédo de Mark-HouwinK (Equacgéo 1), utildaros valores das constantes de
Mark-HouwinK (@ e K) propostos por Rinaudo e colaboraddi@sa partir dos valores de

viscosidade intrinsecar(]) das amostras obtidas experimentalmente e comlar de grau
médio de acetilagéo@). Para a amostra Q9 30 @dv O 275.000 g/mol e para

2XQ5_50_60 Mv1622.000 g/mol.

4.2.1.5 Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC)

A técnica de cromatografia de permeacdo em gelCjGiBi usada para
determinar os valores de massa molecular. As masédms obtidas por GPC sado: a massa

molar numérica médid, e a massa molar ponderal metig, , alem da relagéo entid , /

M gue é conhecida como polidispersividade. Os dasliie a polidispersividade

n?

propiciam avaliar a amplitude da distribuicdo daassas molares de um polimero. As

expressdes matematicas pdg e M, sao:

M :zNiMi

" YN, (6)

A M_n da Equacéo 6 é definida como a massa molar de &mdeadeias ()] dividida

pelo numero total de cadeias;Nsto €, uma média numérica. Esta massa molar éew

conta mais fortemente o niUmero de cadeias.
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onde w é a massa da fracao i.

A M, na Equagdo 7 € a massa molar ponderal média omdassa das cadeias

poliméricas em cada fragéo € levada em conta. auesaM , a massa molar de cada fracdo

contribui de maneira ponderada para o calculo d#iariétal.
As curvas de distribuicdo de massas obtidas ponategrafia de permeacédo em gel
para as amostras Q9 30 60 e 2XQ5 50 60 estdo nmeaFig (a) e (b). No detalhe dos

cromatogramas s&o fornecidas as massas molecilgres M, e a polidispersividade. Para
2XQ5_50_60 aM,, ~ 726.300 g/mol, enquanto que para Q9_30_60 &60100 g/mol. O

que pode explicar a massa molecular maior pardirmale o tempo de sonicacdo menor e

consequente menor despolimerizaca@-daitina.
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Mn ~ 236.500 g/mol
Mw ~ 726.300 g/mol
Mw/Mn ~ 3,1

10000 100000 1000000 1E7
Massa Molecular (g/mol)

(@)

Mn ~ 192.500 g/mol
Mw ~ 1.400.000 g/mol
PDI ~7,3

100000 1000000 1E7
Massa Molecular (g/mol)

(b)

Figura 17 - Cromatograma de distribuicdo de massagas amostras (a) 2XQ5_50_60 e (b) Q9_30_60.
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Nos polimeros monodispersos e nos casos em guaspersividade se aproxima de
um, a massa molar média ponderal se aproxima dasimsétrica. Isto € visto aqui, pois a
amostra 2XQ5_ 50 60 possui polidispersividade baiga~ 3, e assim, sua massa molar
viscosimétrica se aproxima da ponderal, sendo 96R2y/mol e ~ 726.300, respectivamente.
Para a amostra Q9 30 60 as massas molecularesinigéttica e ponderal sdo muito
diferentes (275.000 g/mol e 1.400.000 g/mol, rebp@wmente), pois o indice de

polidispersividade ¢ alto, ~ 7,3.

4.2.1.6 Difragao de raios X

Medidas de difracdo de raios X foram obtidas pamdfigar se a cristalinidade das
amostras diferia daquela parg3auitina. A pB-quitina dos gladios de lulas apresenta dois
picos cristalinos em aproximadamente 8 e 20°, esfes aos planos (010) e (020,110),
respectivamente. A comparacao dos difratogramdsaigtina com as amostras Q9 _30_60 e
2XQ5_50_60 da Figura 18 indica que a reacao decdgisgdo assistida por ultrassom de alta
intensidade resulta em menor cristalinidade, poibas as amostras perdem um dos picos da

B-quitina.
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Figura 18 - Difratogramas das amostras d@-quitina, 2XQ5 50 60 e Q9 _30_60.

4.2.1.7 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As micrografias d@-quitina e da amostra 2XQ5_50_ 60 sdo mostradakigasas 19
e 20, respectivamente. A rugosidade € maior paaitasana extensivamente desacetilada,
obtida com auxilio de ultrassom de alta intensidadeostra 2XQ5 50 60), na Figura 19 (b)
e Figura 20 (b), enquanto faquitina tem superficie relativamente lisa, comostraam as
Figura 19 (a) e Figura 20 (a). Além disso, na g@ita ha uma reducao das dimensdes medias

e um aumento da area superficial das particulas.



(b)

Figura 19 — Micrografias das amostras (ap-quitina e (b) 2XQ5_50_60, com ampliacdo de 75X.
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(b)

Figura 20 - Micrografias das amostras (ap-quitina e (b) 2XQ5_50_60, com ampliacdo de 5000X.
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Estas caracteristicas na morfologia sé@o atribiddafeito da cavitagdo no processo de
desacetilacdo dgquitina, que aumenta a acessibilidade aos s#atsvos do polimer&**°)
A diminuicdo da area média das particulas estacasso a energia fornecida durante a
irradiacdo da suspensao ftlguitina com ultrassom de alta intensidade. Estudastram que
a energia fornecida aumenta com a amplitude e ted®adrradiagcdo, favorecendo a
pulverizacdo das particulas através da cavitdidNas Figuras 19 (b) e 20 (b), observa-se
acentuado desgaste e descamacdo da superficieadasilps da amostra de quitosana,
evidéncias dos “Hot Spot§® causadas pela cavitacao.

Para a amostra Q9 _30_60 nao foi possivel reatizatidas de microscopia eletrbnica
de varredura, pois durante o processo de purificac8uperficie deste foi modificada pela

solubilizacdo em acido.

4.3 OBTENCAO DE QUITOSANA DE BAIXA MASSA MOLECULARE OLIGOMEROS
DE QUITOSANA

Cadeias séo consideradas poliméricas quando a mmesaular € superior a 10.000
g/mol; valores de massa molecular entre 1.000@00y/mol sdo considerados oligdmeros e
cadeias poliméricas com massa molecular supe2&0a00 g/mol sdo consideradas de alta
massa moleculdf®. Empregamos o ultrassom de alta intensidade rugéo de oligdmeros
de quitosana, para obter um produto sem aditivspatrario da producdo de oligdmeros por
despolimerizacdo enzimatica e por hidrélise aoiam isso, ndo é necesséria a purificacdo
ao final da reagdo. A sonicacao foi realizada pgorapos o que a solucdo foi colocada em
membrana de dialise com poro de exclusdo de 2.0€06l,gcomo modo de separagdo por
tamanho das cadeias do produto. A intencdo erassegm cadeias até essa massa molecular,
correspondendo a oligdbmeros. A quitosana de pampdea producdo foi a amostra
2XQ5_50_60, extensivamente desacetilada. O rendintenreacao foi baixo, 2g da amostra
2XQ5_50_60 foram usados na sonicacdo e somenteng0flo produto foram obtidos, com
rendimento de 15%. O produto foi caracterizado ggomatografia de permeacdo em gel,

espectroscopia na regiao do infravermelho e resstménagnética nuclear de hidrogénio.
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A Figura 21 mostra o cromatograma de distribuicdondssas, e no detalhe estdo os
resultados das massas moIecuIarlETsN, M_n e da polidispersividade, sendo 77.000 g/mol,
12.400 g/mol e 6.2, respectivamente. O produtan@ wmistura com cadeias tipicas de
polimeros com baixa massa molecular e oligbmerbaiXa de 10.000 g/mol). Por isso,

denominamos a amostra como quitosana com baixaamadscular (QBMM), pois segundo

0 cromatograma a por¢cao maior das cadeias se eac@ssa faixa de massa molecular.

Mn = 12.400 g/mol
Mw = 77.000 g/mol

PDI=6,2

1000 10000 100000
Massa Molecular (g/mol)

Figura 21 — Cromatografia de distribuicdo de massada amostra QBMM.
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Figura 22 — Cromatogramas com a distribuicdo de maas das amostras 2XQ5 50 60 e QBMM.

Na figura 22 estdo comparados 0s cromatogramas udtbsgna precursora
2XQ5 50 60 e da QBMM. A sonicacao reduziu a massi@acular ponderal média em 10X,
de aproximadamente 700.000 g/mol na precursora, pan00 g/mol em QBMM. Quanto
mais o cromatograma € deslocado para a esquerdar @ massa molar. Essas medidas de
GPC indicam que o produto da sonicacdo nao tem ssanmolecular esperada, a de
oligbmeros. Acreditamos que o método empregado eparacdo (didlise) ndo teve a
eficiéncia esperada. Com descrito no tépico 2.2edeabalho, a separacdo de oligbmeros é
muitas vezes dificil. Para maior eficacia na segargpoderiamos utilizar outros métodos
como a precipitacdo seletiva, a ultrafiltracdounak cromatogréaficas de exclusdo de tamanho
ou uma associacdo dessas técnicas. O que inx@bii utilizagdo de outras técnicas foi 0
baixo rendimento da QBMM.
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Figura 23- Espectro no infravermelho da amostra QBNW.

O espectro de infravermelho da amostra QBMM naereifmuito daquele da
quitosana precursora. Mesmo no caso de oligdmeigsns autores afirmafi® que as
bandas de absorcdo sao semelhantes para quitoshg@neeros. Isso é esperado, pois com a
sonicacdo apenas o tamanho das cadeias € reduzdoa composi¢cdo quimica (grupos
guimicos) ndo muda. As principais bandas do espeéts:

3421 cm' - deformac6es axiais de O-H e N-H,

2925 cm' - deformagc6es axiais de C-H,

1629 cm* deformagdes axiais de C=0 e angulares de N-H,
1409 cmt' - deformagdes angulares de C-H,

1151 cn* - deformac&o axial de O-H em ligacdo de hidrogénio
1081 cni* - deformacao axial de C-N,

651 cm® - deformac&o angular de N-H.

895 cm' - vibracdo da ligacéo C-Btpiranose.
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Esta ultima banda indica que as condi¢cdes da ras@@rovocam quebra do anel de
glicopironose.

H1im
Hin -—— HOD
4,88
HlB a: H3, H4, H5
B: H3, H5
4.97 m: H3, H5
3,92
3,97 3.90
3,88 H2a
3,28
45 4.0 35 3.0 25
ppm

Figura 24 — Espectro de HFRMN da amostra QBMM.

O espectro de HRMN da Figura 24 foi obtido com uma solucdo da QBMAS

atribuicdes dos picos foram feitas com base naséetias*®®) que indicam a quebra das

cadeias e aparecimento do sinal de hidrogéniosxtesmidades de reducéo das cadeias. Nas

atribuicbes as siglas ou B significam reducédo finat ou B, m significa residuo do meio e n
residuo terminal.
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4.4 ESTUDOS DA INTERACAO DE QUITOSANA, UNIDADES RHEHITIVAS DE
QUITOSANA E QUITOSANA DE BAIXA MASSA MOLECULAR COMFILMES DE
LANGMUIR DE FOSFOLIPIDIOS

Como o obijetivo é verificar a influéncia do grauadetilacdo e da massa molecular da
guitosana na interacdo com modelos de membrankaceabs resultados estdo dispostos de

maneira a facilitar a comparacao.

4.4.1 Estudo da influéncia do grau de acetilacao dpiitosana em modelos de membrana

celular

As amostras 2XQ5 50 60 e Q9 30 60 sédo quitosanas diferentes graus de
acetilacdo usadas para estudar a influéncia dgsogracetilados, e por isso sdo agora
denominadas pelo grau de acetilacdo. A amostra 2BQ%H0 passa a ser Q6 (grau de
acetilacdo de 6%) e a amostra Q9 30 60 é agoranileada Q27 (grau de acetilacado de
27%). Filmes de Langmuir de DMPA foram obtidos sobubfase tampé&o que continha as
quitosanas Q6 e Q27 ou somente sobre o tampao elh@uad 3,0). As concentragcbes de
guitosana variaram entre 0,050 mg/mL e 0,300 mg/od_filmes foram caracterizados com

isotermas de pressao e de potencial de superficie.

4.4.1.1 Isotermas de pressao de superficie e potehde superficie

Nas figuras 25 e 26 estdo as isotermas de pressi@opetencial de superficie de
monocamadas de DMPA, com e sem Q6 e Q27, respaeinta. A isoterma de pressao de

superficie para o fosfolipidio DMPA puro sobre Tiedlp a 20°C + 1°C, apresenta pequena
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variacdo de pressdo de 1 a 2 mN/m quando comprimmdagrandes areas até atingir
aproximadamente 60 a 5F,fonde aparece a fase liquido-condensada, e cotapgressdes

de aproximadamente 55 mN/m. A area minima ocupad@ fosfolipidio é 45 A Esta
isoterma se diferencia daquela do fosfolipidio DMB/A agua pura, que apresenta um
patamar de transicido de fase entre 0-10 mN/m dssjwee area de 70-40° K°. O
desaparecimento da transicdo é devido provavelnaestéons no tampao e a diferenca de pH
(de ~ 6,0 para agua pura e 3,0 para o Theorell, vem que as isotermas podem ser afetadas

por alteracdes de temperatura e/ou de pH da suf3f&&8 89
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Figura 25 — Isotermas de pressao (a) e de potencid superficie (b) de monocamadas de DMPA puro e de
DMPA sobre subfase contendo Q6 em diferentes cond¢eatdes.
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Nas isotermas de pressdo de superficie para DMPAubfiase contendo Q6 (figura
25(a)) pode-se ver no detalhe (ampliacdo), que @aresdo € crescente para maiores
concentracdes de quitosana até a satufa®anuma concentracdo de 0,200 mg/mL acima da
qual as isotermas ndo mais se alteram. A exparassimdnocamadas confirma a interagéo do
polimero com as monocamadas lipidicas, que podatsbuida as interacdes eletrostaticas
entre a carga positiva dos grupos amina da quidoeansubfase acida e a carga negativa da
cabeca polar do fosfolipidio, a ligaces de hidnimée forcas hidrofébica¥®. A area
minima das isotermas com quitosana na subfase érdatla em relacdo a isoterma do
DMPA.

O potencial de superficie depende fortemente dgacdeis monocamadas ou de cargas
incorporadas na subfaS&, que podem contribuir positiva ou negativamentza® DMPA
sobre agua pura, ou em pHs altos, o potencial gerf§cie é negativo (~ - 0,1 V) para
grandes &reas por molécula, devido & dissociac@osdas grupos polaré¥’. Ja nas
monocamadas de DMPA sobre tampao Theorell, o pated@ositivo (0,1 V para grandes
areas) devido a neutralizacdo das cargas em pHO3gumento no potencial induzido por
quitosana na subfase se deve provavelmente almgnfd das cargas positivas da quitosana,
alterando o potencial da dupla camada na subscigerfD potencial para os filmes de
Langmuir no estado condensado € praticamente indepte da concentracao de Q6, e muito
similar ao de DMPA puro. Isso indica que as molkéswue Q6 sdo expulsas da interface, pelo
menos em part®.

Na figura 26 (a) e (b) s&o mostrados os resultpdos DMPA sobre subfase contendo
quitosana com 27% de grupos acetilados, Q27. Asrieas de pressdo de superficie sao
também expandidas para areas maiores em relasateéma do DMPA, mas como mostra a
ampliacdo na figura, a expansdo € menor do quesada por Q6. A saturacdo do efeito de
expansao ocorre em 0,200 mg/mL. A presenca de @2ulifase também afeta o potencial de
superficie, mas ndo ha uma tendéncia clara de aanoendiminuicdo para grandes areas
quando a concentracdo de Q27 é variada. No estadtersado, entretanto, a presenca de
Q27 sempre causa aumento do potencial, embora pegiste Ultimo resultado poderia
indicar que a Q27 permanece na interface mesmadnpodso colapso. Mas o aumento no
potencial é pequeno, e levando-se em conta tambésotarmas de pressao, pode-se concluir

que a Q27 deve ser expulsa da interface, analogaraerbservado para Q6.
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DMPA sobre subfase contendo Q27 em diferentes comteacdes.
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O maior efeito de expansao induzido por Q6 é maim kisualizado na Figura 27,
com graficos de area por molécula vs. concentrpaé®m uma pressao fixa de 10 mN/m. Essa
maior expansao € atribuida ao fato de Q6 ser umasteancom apenas 6% de grupos
acetilados, i.e. 94% das suas cadeias possuenpangemto amina passivel de protonacédo e
interagir eletrostaticamente com os grupos fosfiad®dMPA. Na amostra Q27, apenas 73%
dos grupos séo desacetilados.
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Figura 27 — Comparativo da area por molécula de fdslipidio (monocamadas de DMPA), na presséo de
10 mN/m, em func¢éo da concentracdo de Q6 e Q27 nibfase.
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Figura 28 — Area por molécula de fosfolipidio (moncamadas de DMPA), na pressdo de 40 mN/m, em
funcdo da concentracdo de Q6 e Q27 na subfase.

Como se verifica na Figura 28, para uma alta prese 40 mN/m, portanto na fase
liquido-condensada, a alteracdo na area induzida peitosanas Q6 e Q27 € bem menor do
gue em pressdes menores. Isso pode ser inferidgataamas, uma vez que as moléculas de
guitosana devem ser expulsas da interface, comdbupouco para a area por molécula.
Nesta situacdo, ndo é surpreendente que nao hajaependéncia clara com a concentracao
de quitosana, como mostra a Figura 28. Ainda salpessivel expulsdo das moléculas de
quitosana, estudos anteriores mostrafdhmue o mais provavel é que as moléculas estejam
numa subsuperficie, sem contribuir para as iso®rnmas ainda interagindo com o

fosfolipidio do filme de Langmuir.

4.4.1.2 Elasticidade no plano

Os maiores efeitos provocados por Q6 sobre as ipdamles mecanicas das

monocamadas de DMPA foram confirmados na analisenddulo de compressao, ou de
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elasticidade no plano. A figura 29(a) mostra quanaostra Q6 afeta a elasticidade das
monocamadas de DMPA, com uma diminuicdo no picoeldsticidade para todas as
concentracdes de Q6 na subfase. Para as concestrag@iores, 0,200 mg/mL e 0,300
mg/mL, além da diminuicdo hd um deslocamento do para areas maiores. Para a Q27 o
pico de compressado da maioria das monocamadasdmizam o0 da monocamada de DMPA
sobre subfase tampao, como indica a figura 29(pgnAs para as concentracdes de 0,200
mg/mL e 0,300 mg/mL, percebe-se um pequeno deskt@mpara menores pressdes e
maiores areas, indicando diminuicdo da elasticidadplano das monocamadas de DMPA.
Isso pode ser explicado por uma maior contribugE@rupos amina protonados na Q27 nas
maiores concentracdes (0,200 mg/mL e 0,300 mg/mqug,tenderiam a aumentar a interacéo

eletrostatica com as moléculas de DMPA.
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Figura 29 — M6dulo de elasticidade para flmes de dangmuir de DMPA sobre subfases contendo Q6 (a) e

Q27 (b).
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4.4.1.3 Conclusdes

A comparacao das isotermas de pressao e de potdacaperficie das monocamadas
de DMPA sobre tampé&o e sobre tampao contendo @B2@upermitiu verificar a influéncia
do grau de acetilacdo. Foram também avaliadosei®®obre a elasticidade dos filmes de
DMPA. Os resultados indicam que, quanto menor a geaacetilagcdo da quitosana, ou seja,
maior a porcentagem de grupos amina passiveisaiengicdo, maior € a interacdo com as
monocamadas de fosfolipidios, e maior o efeito es@belasticidade do filme. Isso pode ser
atribuido principalmente a forte atracao eletrasténtre quitosana e as cargas negativas do

fosfolipidio DMPA e também as interacGes hidrofékie ligacdes de hidrogénio.

4.4.2 Influéncia da massa molecular de quitosanals@ modelos de membrana celular

Para estudar a influéncia da massa molecular desgma sobre os modelos de
membrana, filmes de Langmuir de DMPA sobre subfiasepdo e contendo unidades
repetitivas de quitosana e quitosana de baixa maedacular foram confeccionados. A
guitosana com baixa massa molecular (Mw~77.000 Ig/ndenominada QBMM, foi
sintetizada com ultrassom de alta intensidades &®lacdes contendo as unidades repetitivas
acetilglucosamina e glucosamina foram obtidas coopgrcées que simulassem o grau de
acetilacdo das amostras de quitosana Q6 e Q27.efauy as unidades repetitivas foram
misturadas na proporcéo 94% glucosamina + 6% glketdsamina, denominada amostra M6,
simulando o grau de acetilacdo da Q6, e na propoit3 glucosamina + 27%
acetilglucosamina, denominada amostra M27, simolan®27. As amostras de QBMM, M6
e M27 foram solubilizadas em tampéao Theorell (pB) 8m concentragdes de 0,050 mg/mL a
0,300 mg/mL.
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4.4.2.1 Isotermas de presséao e potencial de supeidi

Nas figuras 30, 31 e 32 estdo as isotermas dedoresde potencial de superficie de
monocamadas de DMPA e de DMPA sobre subfase camtéh@, M27 e QBMM,
respectivamente. As concentracfes estdo detalhadas graficos. Para as maiores
concentracoes de M6 na subfase as monocamadas B& B&b levemente expandidas, em
relacdo a area do DMPA puro. A expansao provocadd|p € menor do que a induzida por
Q6 (figura 25(a)). A area minima para as isoterquaescontém M6 na subfase € praticamente
a mesma para as monocamadas de DMPA sobre tanepdo, de 42 A J4 para as isotermas
contendo Q6 na subfase a area minima é deslocadia &epara monocamadas de DMPA
sobre tamp&o para 55 Aa concentracdo de 0,200 mg/mL. Provavelmentedviantém na
subfase ndo penetrando nas monocamadas de DMPA provocando expanséo, devido
principalmente a sua alta solubilidade em tamp&miiéil e & diminuic&do (ou inexisténcia) de
interagdes hidrofdbicas.
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Apesar de o efeito de M6 ser pequeno para as lisasede pressdo, ha um aumento
consideravel no potencial de superficie, mostraaldigura 31(b). Esse aumento se deve a
adsorcédo das unidades repetitivas de quitosanabsagerficie das monocamadas lipidicas,
principalmente dos grupos glucosamina, em maiopgugio em M6 (94%). Os grupos
glucosamina em solucdo &cida (tampdo Theorell pB) 8stdo protonados e por isso
adsorvem por atracdo eletrostatica ao grupo pagativo do DMPA, contribuindo para o
potencial de superficie. Mencione-se também quenmgsra menores areas, onde se da o
colapso das monocamadas, o potencial de supeafioge valores altos, 0,85 V, ao passo que
para a monocamada de DMPA é 0,45 V, assim comogsanaonocamadas com Q6. Ocorre
gue M6 se mantém na subsuperficie contribuindo @a@tencial de superficie.

As figuras 32 (a) e (b) mostram as isotermas pavaocamadas de DMPA sobre
subfase contendo M27, proporgéo de unidades nepstitom 27% de acetilglucosamina e
73% de glucosamina. Observa-se na ampliagdo gupaasio promovida por M27 é muito
pequena, desprezivel se comparada a expansdo adavpor Q27. Por exemplo, para a
pressdo de 5 mN/m e concentracdo de 0,200 mg/rekpansao € de aproximadamente 3,6
A?na area, enquanto que para as mesmas condicdedbfasescom M27 a expanséo é de 0,3
A? (dentro do erro experimental, obviamente). A ardaima das monocamadas sobre
subfase com M27 na concentracdo de 0,200 mg/mL A°4® mesmo valor que para as
monocamadas de DMPA sobre subfase tampéao. Ja panasmas condicbes de Q27 a area
minima é 48 A

A néo expansao das monocamadas de DMPA por M27 iaditéa que as amostras se
mantém na subfase, ndo penetrando nas monocamadBdBA. Isso € devido a alta
solubilidade em tampao Theorell e uniformidade (haointerferéncia de conformacéo de
cadeias ou enovelamentos) na adsorcao das unidguigivas carregadas positivamente na
monocamada de DMPA. Por outro lado, para Q27 epQitmeros de alta massa molecular,
as longas cadeias parecem ter penetracdo faciliteda monocamadas de DMPA,

provavelmente por interacdes hidrofébicas.
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Apesar da ndo expansao das monocamadas nas isotirmeessao de superficie com
M27 na subfase, o potencial de superficie € mud#tado, aumentando especialmente para
altas concentracdes de M27. Esse aumento no paltelecsuperficie se deve a adsorcéao das
unidades repetitivas na subsuperficie das monocasrigiidicas, principalmente dos grupos
glucosamina protonados. De forma semelhante a i P27 mesmo em menores areas,
(areas do colapso das monocamadas) o potenciaupkrfisie atinge valores altos de
aproximadamente 0,77 V. Como ja comentado, as deglaepetitivas (M27) se mantém
adsorvidas na subsuperficie mesmo em areas porcuedépequenas contribuindo para o
potencial de superficie.

A comparacao das isotermas de potencial de suigedids monocamadas de DMPA
sobre subfase de M6, ou sobre subfase de M27, aralgtimas diferencas. Para subfase com
M27 somente a partir da concentracdo de 0,200 mdiénlum consideravel aumento no
potencial, enquanto que para M6 o aumento é peleehesmo em concentracdes de 0,100
mg/mL. Isto se deve a M6 ter 21% a mais de glucosaem sua composicao, tendo assim
maior densidade de carga para adsorcao na sulisigodes monocamadas lipidicas. O maior
aumento no potencial ocorre para M6. Nas figurgb)3d 32(b), nota-se que o potencial de
superficie para a monocamada de DMPA sobre subfasgequenas concentracdes de M6 e
M27 € até menor do que para o DMPA puro. Este taadnindo € consistente com o aumento
esperado com a contribuicdo positiva das cargad6deu M27 adsorvidas na monocamada.
Pode ser que a contribuicdo da reorientacdo dascoiak de 4gua seja predominante nestes
casos, mas os resultados apresentados aqui naibgmenarificar esta hipétese. Mais estudos
serdo necessarios com baixas concentracdes ptaadrplicar este resultado inesperado.

Os efeitos da quitosana de baixa massa molecuBMW estdo ilustrados nas
figuras 33 (a) e (b). Ha& grande expansao nas matede pressdo de superficie em relacdo a
de DMPA formada em subfase tampao, um efeito queeata com a concentracado de
QBMM na subfase. A expansao € mais evidente quaradampliacdo, delimitamos a area de
45 A% a 60 K e pressdo de 0 mN/m a 10 mN/m (como para todasutas isotermas
mostradas neste trabalho). Para a concentracé@d@ g/mL, a isoterma é tdo expandida
que ndo aparece na area delimitada. Para QBMM edobserva uma concentragdo de
saturacao na faixa utilizada, diferentemente doapogre para Q6 e Q27. Nas isotermas de
potencial de superficie, os maiores efeitos da QBMiIsubfase aparecem em grandes areas
por molécula, sendo muito pequenos para as monaearde DMPA no estado liquido-
condensado. Assim como para outras quitosanasraparente as moléculas de QBMM se
localizam na subsuperficie. A curva de potenciabpa menor concentragdo de QBMM
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também levou a um potencial menor do que o DMPA paomo ja havia sido observado

com as unidades repetitivas.
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Da comparacdo entre Q6 e M6 ou Q27 e M27, observgue a expansao das
monocamadas € maior para o polimero na subfas®@g27), sendo que o efeito maior é
causado por Q6, que tem grau de acetilacdo memocoMparacao entre Q6 e QBMM, esta
Ultima provoca maior expansao. Por exemplo, p&@00mg/mL e pressdo de 5 mN/m, a area
por molécula de DMPA é aumentada em 11°@da Q6 e 14,6 Apara QBMM. Observam-
se também diferencas na area minima, que na coac&otde 0,200 mg/mL é de 55 para
DMPA com Q6 na subfase e 63 para QBMM.

Na figura 34 é mostrado um grafico comparativo deaapor molécula vs.
concentragcédo, na pressao de 10 mN/m, que ilustmraaiar expansdo das monocamadas
provocada por QBMM do que por Q6 ou M6. A monocaanadnais afetada por QBMM,
depois por Q6 (seguida de Q27) e entdo por M6 [dagle M27). Para M6 a variacéo da area
em funcéo das concentracées é igual a 3;pdra Q6 a variacdo é de 8,92d\para QBMM
a variacdo é de 14,7A
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Figura 33 - Comparativo da area por molécula de fdslipidio (monocamadas de DMPA), na pressao de 10
mN/m, em funcdo da concentracéo de M6, Q6 ou QBMMansubfase.
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4.4.2.2. Elasticidade no plano

As figuras 35 (a), (b) e (c) mostram o médulo denpessibilidade (CY, ou,
elasticidade no plano, para o DMPA em subfaseseondot M6, M27 e QBMM,
respectivamente. A elasticidade néo é afetada @oiM27. O pico que indica a maxima
compressdo das monocamadas coincide tanto para BddB& tampao, quanto para DMPA

sobre subfase com M6 e M27.
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Figura 34 - Mddulo de elasticidade para as amostrdd6 (a), M27 (b) e QBMM (c).

A figura 35 (c) mostra o efeito de QBMM sobre as@tadade dos filmes de DMPA.
QBMM afeta claramente a elasticidade das monocasnatta DMPA, que tem uma
diminuicdo no seu pico maximo para todas as coragigs na subfase. Causa uma reducao
na compressibilidade de 250 mN/m para 150 mN/m@amsentracdes menores (0,050mg/mL

— 0,100mg/mL) de QBMM e 100 mN/m para as concefiggagmaiores (0,200mg/mL —
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0,300mg/mL), demonstrando que a presenca de QBMMubase torna as monocamadas
mais flexiveis. Além da diminui¢cdo do pico maxirh@,um deslocamento para areas maiores,
de 42 K para 55 & nas concentracdes maiores. As mudancas causad&3BMM nas
propriedades mecéanicas das monocamadas de DMPA&neiath a forte interacdo dessa
guitosana com os modelos de membrana. Os efeibesgados na elasticidade do filme por
Q6 e Q27 apresentados na figura 29 (a) e (b) s@oneedo que os provocados por QBMM e

maiores do que aqueles por M6 e M27.

4.4.2.3 Conclusdes

A comparac¢do das isotermas de pressao e de péotdecaperficie das monocamadas
formadas por DMPA sobre subfase com M6, M27, Q67 @2BMM permitiu investigar a
influéncia da massa molecular de quitosana sobneooelos de membrana celular. Os efeitos
sobre a elasticidade de DMPA também foram avalia@dservou-se que M6 e M27 néo
apresentam efeitos significativos sobre a pressasugerficie do DMPA, mas grande efeito
sobre o potencial de superficie, devido a densidkdeargas positivas que adsorvem nas
monocamadas lipidicas por atracao eletrostatic@6Ja Q27 possuem efeito sobre a presséo
de superficie, supondo penetracdo nas monocamgddisds, provocando diminuicdo da
elasticidade (portanto maior flexibilidade). A QBMdbssui grande efeito sobre a pressao de
superficie e elasticidade das monocamadas. Emapamtida, as amostras Q6, Q27 e QBMM
induzem alteracbes menores no potencial de sulgedas monocamadas, em comparacao
com M6 e M27.

A QBMM, como mostrado nas caracteriza¢des, € unséunai de quitosana de baixa
massa molecular e oligbmeros. Na literatura h&aglde que oligbmeros e quitosana com
baixa massa molecular possuem maior eficiénciaggemplo, como agente bactericida, se
comparados com quitosana de alta massa molétildr Os maiores efeitos séo atribuidos
ao fato de a mobilidade, atragéo e interacdo iOser@m facilitadas no caso de cadeias

menores ©%.

Em polimeros com alta massa molecular ha maimbghilidade de
enovelamentos em solucéo, o que dificulta a maakde portanto a adsorcdo e interacao.

Isso é consistente com o grande efeito no potedasmmisturas das unidades repetitivas M6 e
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M27, que, todavia ndo causam efeitos na pressdlasticelade porque ndo conseguem
penetrar na monocamada. Do ponto de vista de agQ#mgica, portanto, ndo se espera que
essas unidades repetitivas possam ser eficazegigpapenas alteram o potencial elétrico da

membrana.
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O estudo da acdo de quitosana no nivel molecullare smembranas celulares é
importante, pois o conhecimento do seu mecanismacéde pode explicar muitas de suas
aplicacdes bioldégicas em que ha interacdo com narabr Este € o caso da liberacdo
controlada de drogas, no recobrimento de ferimeato® uso de suas propriedades muco
adesivas. Essas aplicacbes, assim como a de oquatazano agente bactericida, sdo a
motivacdo do presente trabalho. Na fungcdo baatieride quitosana trés hipéteses de acdo
sobre as bactérias séo aceitas: i) a quitosandrper@eceélula da bactéria e provoca disfuncao
celular; ii) a quitosana envolve a célula da bat@impede a troca de sais e nutrientes com 0
meio, e, iii) a quitosana envolve a célula da bréc# rompe sua membrana. Em qualquer das
hipoteses certamente ha interacdo com a membréuaragas bactérias, e, portanto a acédo
sobre a membrana pode explicar a funcéo bacteriRielssalte-se que pouco se sabe sobre os
efeitos de quitosana nas membranas celulares esl mwglecular, sendo este trabalho
pioneiro no estudo da influéncia do grau de aggtdade quitosana e de sua massa molecular.

Em trabalhos anteriores observou-se que a quitosaeege com 0s modelos de
membrana celulal’®, principalmente por atracdo eletrostatica. Alénstaleligacdes de
hidrogénio e hidrofébicas sdo importantes. Nossgetiwb entdo foi estudar outras
caracteristicas estruturais de quitosana que p@odeser responsaveis pelas alteracdes
induzidas sobre os modelos de membrana, no casocanpagem de grupos acetilados e a
massa molecular.

Para avaliar a influéncia dos grupos acetiladogpsanas com diferente graus de
acetilacao foram produzidas. Foi empregado um rogtaalador de desacetilacdo de quitina,
denominado método DAIUS, em que a quitina é dedadatem meio basico com auxilio de
ultrassom de alta intensidade, desenvolvido no Gd#Fisico-Quimica Organica do IQSC-
USP, pelo Prof. Sérgio Paulo Campana-KEffioCom o método DAIUS foram obtidas as
amostras de quitosana Q6 e Q27, com grau de aéetilde 6% e 27%, respectivamente,
determinadas por titulagdo condutimétrica e corgitas por i+ RMN. A espectroscopia de
infravermelho mostrou a diferenga no grau de agd das amostras através da intensidade
dos picos. O que determinou a diferenca no graacdelacdo das amostras foram o tempo de
reacao e a intensidade do ultrassom. Para temposes@ intensidades menores de reacéo

diminui-se o grau de acetilacdo. Os resultadosfcezéo de raios X das amostras sonicadas e
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da quitina precursora mostraram diminuicdo daatnstiade com a aplicagéo do ultrassom.
A morfologia das quitosanas, analisada por MEV,relativamente rugosa, enquanto que a
superficie da quitina era lisa. As massas moleesldviw, Mv, Mn e o indice de
polidispersividade foram determinados por GPC evigmosimetria capilar.

A QBMM foi produzida em solu¢cdo &cida, com auxilio ultrassom de alta
intensidade. Do cromatograma de GPC notou-se queduto € uma mistura de quitosana
com baixa massa molecular e oligdmeros de quitoarestrutura quimica de QBMM foi
determinada por FTIR e '*RMN. O processo DAIUS foi eficiente na desacefitagle
quitina e producao de quitosana com baixo e médio de acetilagdo e alta massa molecular
em curto periodo de sonicacéo (1h 40’ e 307), o gueédito na literatura. A producéo de
guitosana de baixa massa molecular com ultrassonfonégo eficiente devido ao rendimento
de apenas 15%. A separacdo dos oligbmeros de apdtgsor didlise também néo foi eficaz,
obtendo-se uma mistura no produto final.

A formacédo de filmes de Langmuir do fosfolipidio BPM mimetizando uma
membrana celular foi essencial para elucidar deéntias de quitosana e de suas unidades
repetitivas. Na comparacéao dos resultados das eaed@36 e Q27, verificamos a influéncia do
grau de acetilacdo de quitosana. Observou-se qgaetajumenor o grau de acetilacdo da
guitosana, maior foi a interacdo com as monocamaeléssfolipidios, e maior o efeito sobre
sua elasticidade. Isso foi atribuido a maior pdEgem de grupos amina passiveis de
protonacgdo, que possibilita forte atracdo elettizst@&ntre a quitosana e as cargas negativas
das “cabecas” polares do DMPE&om as isotermas de potencial de superficie,ivanifos
gue provavelmente o polimero (Q6 ou Q27) expandenasocamadas fosfolipidicas por
penetracdo e é expulso em pequenas areas por tapfemando localizado na subsuperficie.

Na comparacao das isotermas das monocamadas de BM#RA subfase tampao e
contendo as amostras M6, M27, Q6, Q27 e QBMM, wamfos a influéncia da massa
molecular de quitosana. As misturas de unidadestitejps M6 e M27 praticamente nao
afetaram a pressao de superficie das monocamadasiEé e nem sua elasticidade. Tém,
por outro lado, grande efeito sobre o potenciakulgerficie devido a densidade de cargas
positivas que adsorvem nas monocamadas lipidicasmm para areas por molécula
pequenas. As quitosanas Q6, Q27 e QBMM afetamoésrisas de pressao, com penetracao
nas monocamadas lipidicas, expandindo-as e proglocannseqiente aumento na area
minima e diminuicdo da compressibilidade (aumemtdlexibilidade), conforme o aumento
da concentracdo do polimero na subfase. As quiéssd@ alta massa molecular (Q6 e Q27)
provocam menor efeito nas monocamadas do que aixke tnassa molecular (QBMM). Para
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derivados de quitosana com baixa massa moleculalighmeros de quitosana, acreditamos
que as interacdes eletrostaticas, principais resp@ns pela acdo da quitosana, sejam
facilitadas pela baixa massa. A adsorcéo € fawigieeientdo maior quantidade de quitosana
interage. JA com o polimero de alta massa, a ¢dtera dificultada provavelmente pelos
possiveis enovelamentos das cadeias em solugcdmmpacacdo com as unidades repetitivas
também indica que interacdes hidrofobicas deveninggortantes. A QBMM influencia o
potencial de superficie apenas em grandes aream@l@cula. Em pressfes proximas do
colapso os valores de potencial de superficie s@drpos independente da concentracdo de
quitosana usada, o que indica expulsdo do polintzrointerface, localizando-se na
subsuperficie.

Inferimos que quitosanas com grau de acetilacém macom massa molecular baixa
(de 25.000 g/mol a 250.000 g/mol) interagem maitefoente com a membrana celular e
devem ser mais adequadas em aplicaces bioldégieadependam dessa interacao.

Com este trabalho concluimos que a massa moledellquitosana, ou sua disposicéo
em cadeias poliméricas e a quantidade de grupasaasio essenciais para a interacdo com
as membranas. Assim, abre-se a perspectiva deam@alkonformacdo dessas cadeias em
solucdo, na presenca ou ndo dos fosfolipidios ebdamde uma possivel orientagédo
preferencial do polimero na adsor¢cdo nos modelosneémbrana. O comportamento das
cadeias em solucdo pode ser a explicacdo paraetssetle quitosana. Outra meta para
trabalhos futuros € a quantificacdo de grupos aradsorvidos nos grupos negativos dos
fosfolipidios, com a possibilidade de obter infogdas adicionais sobre as atracdes
eletrostéaticas, sobre as interacfes hidrofobichgaedes de hidrogénio na interacdo entre
quitosana e membranas. Isso sera possivel atravé&intese de derivado hidrofébico de
quitosana soltvel em cloroférmio e producdo dedsrde Langmuir mistos de fosfolipidios e
derivados de quitosana.
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