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RESUMO 

 

 O biopolímero quitosana é um dos biomateriais mais utilizados pela indústria, podendo 

ser apresentado na forma de solução, gel, filmes e membranas. Esse polímero é obtido 

principalmente a partir da carapaça de crustáceos, porém, caso não seja purificado 

adequadamente, pode carrear muitas proteínas alergênicas, as quais podem inviabilizar sua 

utilização por pessoas que tem alergia a crustáceos. Na ciência dos materiais, é de grande 

importância o estudo de formas de modificação de materiais, visando melhorar suas 

características. Em se tratando de materiais poliméricos, o plasma atmosférico surge como uma 

alternativa de tratamento, sem danificar o material de estudo. Tendo em vista esses fatores, o 

presente trabalho, objetivou a extração de quitosana do fungo Rhizopus stolonifer, isolado a 

partir de solo do bioma caatinga; a produção de material membranoso; aplicação de plasma 

atmosférico e caraterização do material pós tratamento. Após a extração da quitosana fúngica, 

a mesma foi caracterizada por peso molecular, infravermelho com transformada de Fourier (FI-

TR), difração de raios-X e potencial zeta, e. Para preparação da membrana, foi feita uma solução 

de quitosana (0,3 g) solubilizada em ácido acético a 2% (30 mL), agitada por 24 horas e filtrada. 

Após esse procedimento, a solução de quitosana foi acondicionada em placa de Petri de 

tamanho médio por 24 horas, obtendo a membrana. O material membranoso foi tratado com 

plasma atmosférico a uma tensão de 15 e 30 kV nos tempos de 1, 5 e 10 minutos, com frequência 

de 500Hz. Após o tratamento, foram feitas as análises de molhabilidade, degradabilidade, 

intumescimento, microscopia de força atômica, microscopia eletrônica de varredura,. Os 

resultados demonstraram que o plasma em barreira dielétrica (DBD) aumentou a molhabilidade 

da membrana, diminuindo seu ângulo de contato de 77,5º para 30,9º; que a alteração promovida 

pelo plasma foi evidenciada pelo resultado da microscopia de força atômica, que demonstrou 

um aumento na rugosidade média da membrana, saindo de 668,61 nm para 2118,78 nm. Os 

resultados de degradação e taxa de intumescimento também demonstraram modificação 

mediante tratamentos. A degradação variou entre 11 e 85% e a taxa de intumescimento entre 

25 e 85%. Os resultados demonstram eficiência no processo de extração da quitosana, sua 

transformação em membrana e principalmente, que o plasma em barreira dielétrica altera a 

superfície do material, podendo favorecer a sua utilização em diferentes aplicações na área 

biomédica, tais como: regeneração tecidual, reintegração óssea, transporte de moléculas 

farmacêuticas e liberação controlada de fármacos. 

 

Palavras-chave: Quitosana fúngica. Biomembrana. Plasma atmosférico. 



ABSTRACT 

 

 The biopolymer chitosan is one of the most used biomaterials by the industry, and can 

be presented in the form of solution, gel, films and membranes. This polymer is mainly obtained 

from the carapace of crustaceans, but if it is not properly purified, it can carry many allergenic 

proteins, these allergenic proteins may make it unfeasible for people who are allergic to 

crustaceans. In materials science, it is of great importance to study ways of modifying materials, 

aiming at optimizing them. In the case of polymer materials, the atmospheric plasma appears 

as an alternative treatment without damaging the study material. In view of these factors, the 

present work aimed to extract chitosan from Rhizopus stolonifer fungus isolated from the 

caatinga biome soil; the production of membranous material; application of atmospheric plasma 

and characterization of post treatment material. After extraction of fungal chitosan, it was 

characterized by infrared with Fourier transform (FI-TR), X-ray diffraction, zeta potential, and 

molecular weight. To prepare the membrane, a solution of chitosan (0.3g) solubilized in 2% 

acetic acid (30mL) was made, stirred for 24 hours and filtered, after which the chitosan solution 

was packed in a Petri dish of size Medium for 24 hours, obtaining the membrane. The 

membranous material was treated with atmospheric plasma at a voltage of 15 and 30 kV at the 

times of 1, 5 and 10 minutes, with a frequency of 500 Hz. After the treatment, analyzes of 

atomic force microscopy, scanning electron microscopy, wettability, degradability and swelling 

were performed. The results showed that the dielectric barrier plasma (DBD) increased the 

wettability of the membrane, reducing its contact angle from 77.5º to 30.9º, the plasma 

promoted alteration was evidenced by the result of the atomic force microscopy, which 

demonstrated a Increase in mean membrane roughness, rising from 668.61 nm to 2118.78 nm. 

The results of degradation and swelling rate also showed modification by treatments. The 

degradation varied between 11 and 85% and the swelling rate between 25 and 85%. The results 

demonstrate efficiency in the chitosan extraction process, its transformation into membrane 

and, mainly, that the plasma in dielectric barrier changes the surface of the material. Thus, it 

favors its use in different applications in the biomedical area as: tissue regeneration, bone 

reintegration, transport of pharmaceutical molecules and controlled release of drugs. 

 

Keywords: Fungal chitosan. Biomembrane. Atmospheric Plasma. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 O biopolímero quitosana foi descrito pela primeira vez através de uma análise de raios-

X da estrutura da parede celular da levedura Phycomyces blakesleeanus (KREGER, 1954). 

Após anos de estudos sobre esse polímero, atualmente, ele vem sendo empregado nas mais 

diferentes áreas da indústria cosmética, alimentícia e biomédica (COSTA SILVA et al., 2006; 

AZEVEDO et al., 2007; MENDES et al., 2011). 

 No mercado atual, a quitosana oriunda de crustáceos é a mais utilizada devido ao seu 

alto rendimento quando comparada a outras formas de obtenção de quitosana. Contudo, a sua 

utilização tem algumas restrições, como a necessidade de grande quantidade de compostos 

químicos para os processos de purificação, a sazonalidade na produção e a alergenicidade de 

resíduos protéicos que podem vir associados à quitina quando extraída da carapaça de 

crustáceos. Já a quitosana fúngica não possui essas limitações, conferindo uma alternativa a 

quitosana tradicionalmente utilizada (AMORIM et al., 2001; AMORIM et al., 2005; FRANCO 

et al., 2005; CAMPOS-TAKAKI, 2005; STANFORD et al., 2007; GHORMADE et al., 2017). 

 Na biomedicina a quitosana tem ganhado destaque, principalmente, por seu alto grau de 

biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa toxicidade (ANITHA et al., 2014; BERGER et 

al., 2014; ABDEL-GAWARD et al., 2017). Dentro dessa área, a quitosana se destaca na 

engenharia de tecidos, onde membranas são utilizadas para regeneração de ossos, pele, tecido 

hepático, sistema nervoso periférico e estimulação do sistema nervoso central; outro destaque 

é a utilização de membranas para otimizar a liberação controlada de fármacos (YAN; KHOR; 

LIM; 2001; ALVES; MANO; 2008; ANITHA et al., 2014). 

  De acordo com as diversas possibilidades de utilização, muitas vezes os materiais 

exigem uma modificação na superfície, visando deixar o material mais hidrofílico ou com maior 

degradação (SILVA et al., 2008; MACEDO et al., 2010; CHUMWANGWAPEE; 

CHINGSUNGNOENB; SIRIC, 2016). As técnicas convencionais de modificação são os 

tratamentos com solventes, soluções ácido-base, abrasão mecânica e ativação química, porém, 

essas técnicas apresentam a geração de subprodutos tóxicos desprezados como efluentes 

industriais e degradação excessiva do polímero, além de elevar o custo de produção das 

membranas (SHENTON et al., 2001). 

 A modificação de superfícies membranosas através de plasma tem sido uma solução 

para esses problemas, dado a grande versatilidade de sua utilização, com geração de melhores 

resultados e subprodutos inofensivos ao meio ambiente (BEAKE; LING; LEGGETT, 1998; 
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SHENTON et al., 2001; JAHAGIRDAR; TIWARI, 2004; MACEDO et al., 2010; ALVES JR. 

et al., 2016). 

 O plasma, também conhecido como o "quarto estado da matéria" é um gás parcialmente 

ionizado, contendo uma mistura de elétrons, cátions e ânions, radicais, e várias moléculas 

excitadas (KIEFT et al., 2004). Ele pode ser divido em dois tipos: baixa pressão, que consiste 

numa estrutura onde é retirado todo o vácuo e ao ser injetado o gás escolhido é feito o 

bombardeamento da amostra; e o atmosférico, onde é aplicado uma diferença de potencial 

elétrico entre dois eletrodos, os elétrons são acelerados e ao colidirem promovem a ionização 

dos gás (ALVES JR., 2001).  

 O plasma a baixa pressão é uma técnica mais tradicionalmente utilizada na modificação 

superficial de polímeros. O tratamento a plasma altera somente a natureza química e 

morfológica da superfície das amostras. Entretanto, seu uso em grande escala é limitante, 

devido ao alto custo das instalações a vácuo. Além do mais, tem seu uso restrito em materiais 

que apresentam alta pressão de vapor, como os tecidos vivos e possui volume de reator limitado, 

assim como um longo tempo de aplicação (KANAZAWA et al., 1989; YOKOYAMA, 1990). 

 Uma alternativa ao uso de plasma de baixa pressão em superfícies sensíveis ao mesmo 

é o plasma atmosférico, principalmente do tipo plasma DBD (Descarga em Barreira Dielétrica), 

devido à baixa temperatura do gás e a não necessidade de instalações à vácuo para o processo. 

Por essa técnica, a superfície da membrana tende a ficar mais hidrofílica, melhorando a adesão 

celular dos mais variados tecidos, assim como a utilização em materiais termossensíveis como: 

líquidos, polímeros e esterilização de utensílios médicos (FRIDMAN et al., 2008; ANITHA et 

al., 2014; MOLINA et al., 2014; PANJAK et al., 2015).  

 Essas características, conferem ao plasma atmosférico um importante destaque na 

pesquisa científica atual, principalmente na área de materiais biomédicos, alimentos e 

agricultura (DUSKE et al., 2012; ISEKI et al., 2012; ALKAWAREEK et al., 2012; KLAMPFL 

et al., 2012; WALK et al., 2013; MISRA et al., 2014; MOLINA et al., 2014; PANJAK et al., 

2015; ALVES JR et al., 2016). 

 Tendo em vista a diversidade de aplicações da quitosana fúngica e as vantagens do 

tratamento de biopolímeros via plasma atmosférico, o presente trabalho tem como objetivo o 

tratamento de membranas de quitosana fúngica com plasma atmosférico no intuito de observar 

como a membrana vai se comportar após o tratamento, no que se refere a hidrofilicidade, 

degradação e absorção de líquidos, visando potencializar o uso da quitosana fúngica, deixando-

o em condições ótimas de utilização na área biomédica e engenharia de materiais.  
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Fungo 

 

 Os fungos são considerados os principais componentes da biodiversidade do planeta, 

eles possuem uma capacidade de adaptação aos mais variados habitats, sendo o solo, o habitat 

mais importante Eles são um dos principais contribuintes para a biomassa do solo à medida que 

são os principais decompositores de matéria orgânica dos ecossistemas (MADIGAN et al., 

2010).  

 Um dos componentes de sua estrutura é a parede celular, a qual pode ser caracterizada 

como relativamente rígida, porém dinâmica, que participa de vários processos biológicos 

essenciais à célula. Ela determina o formato do fungo, fornece suporte osmótico, proteção 

física, além de estar relacionada a processos de sinalização celular, adesão e reprodução 

(MAGNELLI; CIPOLLO; ROBBINS, 2005; NIMRICHTER et al., 2005).   

 Os fungos passaram a receber maior importância médica a partir de 1928, quando foi 

isolada uma substância do fungo Penicillium notatum, substância essa que tinha propriedade 

antibiótica e foi chamada de penicilina (TULP; BOHLIN, 2004; STROBEL et al., 2004). A 

partir disso, ocorreu um aumento significativo na descoberta de bioativos oriundo de fungos 

que são comercializados como medicamentos nas área de antibióticos (penicilinas e 

cefalosporinas), mevastatina e lovastatina que agem como redutores de colesterol e os 

imunossupressores: ciclosporinas e rapamicina (CRAGG; NEWMAN, 2005; GREVE et al., 

2010). 

2.1.1 Zigomicetos 

 Os fungos da classe Zigomicetos (ordem Mucorales) são amplamente distribuídos na 

natureza, existindo cerca de 700 espécies diferentes já catalogadas (CABI BIOSCIENCE, 

2017).  

 Esses fungos são comumente encontrados no solo, em dejetos de roedores ou herbívoros 

e frutas em apodrecimento. Algumas espécies são capazes de preencher completamente uma 

placa de Petri e produzir esporos em apenas 2 dias de inoculação, suas hifas penetram 

rapidamente no substrato, permitindo o consumo de nutrientes como açúcares, diminuindo os 

riscos de contaminação por outros fungos. Sua morfologia possui aparência de algodão, 



20 
 

tornando-se escuras com o tempo devido à produção dos esporos. (BOCQUET, 1985; LACAZ; 

MENDES, 1970). 

 Os Zygomycetes se destacam não só por ser uma classe de fungos com facilidade de 

manipulação e crescimento rápido em diferentes substratos, mas também pela resistência a 

condições ambientais extremas (AMORIM et al., 2001; AMORIM et al., 2005; BATISTA et 

al., 2011).  

2.1.1.2 Rhizopus stolonifer 

 O fungo Rhizopus stolonifer pertence à classe dos Zygomycetes (Figura 1). A literatura 

o descreve como responsável por uma série de fitopatologias relacionadas pela produção e 

secreção de enzimas pectolíticas, as quais degradam os frutos com facilidade. Esse fungo é 

adaptado a condições climáticas favoráveis do clima brasileiro, denotando uma atenção especial 

dos produtores (MASSOLA et al., 2010; EDMUNDS et al., 2015; SALEM; YOUSSEF; 

SANZANI, 2016; BAGGIO; HAU; AMORIM, 2017). 

 

Figura 1: Microscopia ótica do fungo Rhizopus stolonifer isolada do solo do bioma caatinga, 

com aumento de 1000x e corado com lactofenol de algodão. 

 

Fonte: (Autoria própria, 2016) 

  

 Esse micro-organismo é encontrado no solo do bioma caatinga, sendo um produtor de 

biomoléculas, dentre elas glicosil-hidrolases da família 45, proteases ácidas, quitina e quitosana 

(TANG et al., 2014; LIU; HUANG, 2015; PAIVA; SOUZA NETO; BATISTA, 2017). Esses 

biopolímeros possuem alto grau de biocompatibilidade e baixa toxicidade, indicando a 

quitosana como uma molécula de boa qualidade que pode ser utilizada para várias finalidades 

(PAIVA; SOUZA NETO; BATISTA, 2017). 
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2.2 Quitina 

 A quitina é um dos polissacarídeos mais abundantes na natureza. É encontrada em maior 

quantidade na carapaça de crustáceos e exoesqueleto de insetos. O primeiro relato de isolamento 

da quitina foi em 1811 quando Henri Braconnot realizou pesquisa com isolados fúngicos. Nessa 

época ele obteve um extrato bruto formado pelo complexo quitina-glucano, com ausência de 

proteínas e pigmentos e presença de grupos acetil, o qual chamou de “fungina” (BRACCONOT, 

1811).  

 Em 1823, Odier isolou uma substância insolúvel contida na carapaça dos insetos, a qual 

passou a chama-la de quitina. Contudo, ele não detectou a presença de nitrogênio na quitina e 

se enganou ao afirmar que a molécula se tratava da mesma substância encontrada em plantas, 

substância essa conhecida como celulose. Posteriormente, ele também observou a presença de 

quitina na carapaça de caranguejo e sugeriu que a quitina seria um material básico na formação 

do exoesqueleto de insetos. Apenas em 1843, Payer detectou a presença de nitrogênio na 

composição da quitina, evidenciando que se tratava de uma substância diferente da celulose e 

descreveu uma série de diferenças químicas que evidenciavam essa diferença (MUZZARELLI, 

2012).  

 O termo “quitina” é derivado da palavra grega “khitón”, que significa carapaça ou caixa 

de revestimento. Assim, o nome se justifica pelo fato de a quitina ser encontrada na natureza 

constituindo a parede celular dos fungos, a carapaça dos crustáceos e o exoesqueleto dos 

artrópodes oferecendo revestimento e proteção para estes organismos (SANTOS, 2003). 

 Esse biopolímero linear é formado por unidades repetitivas de N-acetilglicosamina 

(Figura 2) ou também descrito como unidades repetitivas de 2-acetamido-2desoxi-D-

glicopiranose com 5 a 10% de unidades 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose unidas por ligação 

glicosídica do tipo β(1→4) (ANDRADE et al., 2003; CAMPANA-FILHO et al., 2007). 

 

Figura 2:  Representação da estrutura química da quitina. 

 

Fonte: (SPIN-NETO; PAVONE; FREITAS, 2008) 
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  A quitina compreende cerca de 1 a 2% da parede celular de leveduras embora seja 

encontrada em maior proporção (10 a 20%) em fungos filamentosos. A estrutura da quitina é 

formada através de pontes de hidrogênio que dão origem a microfibrilas de quitina. As 

microfibrilas suportam grandes pressões e, portanto, tornam-se responsáveis pela integridade 

da parede celular. Quando a síntese da quitina é interrompida, a parede celular torna-se 

desorganizada e a célula fúngica sofre deformações e instabilidade osmótica (BOWMANN e 

FREE, 2006). 

  Esse polissacarídeo natural possui uma fase cristalina organizada, como comprovada 

por difração de raios-X. A estrutura da quitina ocorre em três diferentes formas denominadas 

α, β e γ (Figura 3), as quais diferem no arranjo de suas cadeias nas regiões cristalinas.  

 

Figura 3: Estruturas polimórficas da quitina. 

 
Fonte: (ANTONINO, 2007) 

 

 As três estruturas polimórficas estão possivelmente relacionadas a diferentes funções no 

organismo. A forma α é encontrada onde é necessária uma extrema dureza (resistência), como 

em cutículas de artrópodes e frequentemente, é associada com proteínas e/ou materiais 

inorgânicos. As formas β e γ proporcionam flexibilidade e dureza. A forma dominante, α - 

quitina é mais estável que as forma β e γ, entretanto estas últimas podem ser convertidas à forma 

α por tratamentos adequados (KHOR, 2014). 

 

2.3 Quitosana fúngica 

 

 A parede celular fúngica é composta principalmente por uma rede interligada formada 

por glicoproteínas, glucanos, quitina e quitosana, estando a percentagem desses substratos 

diretamente relacionada ao tipo de fungo, ao estágio de crescimento e as condições na qual o 

fungo cresce como, fonte de carbono e nitrogênio, temperatura e pH (BATISTA et al., 2014; 
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MUNOZ et al., 2015; CHIEN; YEN; MAU 2016; ABDEL-GAWARD et al., 2017; PAIVA; 

SOUZA NETO; BATISTA, 2017). 

 Dentre os compostos encontrados na parede celular, a quitosana se destaca por estar 

relacionada com o aumento da integridade da parede celular, favorecendo proteção contra a 

elevação da temperatura e inibidores celulares a que possa ser submetida à linhagem fúngica 

(BANKS et al., 2005; BAKER et al., 2007).  

 A quitosana é um copolímero que, assim como seu precursor, apresenta unidades de 2-

acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose e 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose. Contudo, mais de 

60% dos resíduos são de 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose (Figura 4), o que, segundo o 

EUCHIS (European Chitin Society), denomina essa estrutura como quitosana (CHATTERJEE 

et al., 2005; TAJIK et al., 2008).  

Figura 4: Estrutura química da quitosana. 

 

Fonte: (SPIN-NETO; PAVONE; FREITAS, 2008) 

 

 A primeira descrição da quitosana foi realizada por Kreger em 1954 ao analisar a 

estrutura da parede celular da levedura Phycomyces blakesleeanus por raios-x (KREGER, 

1954). Esse polímero pode ser obtido através da desacetilação não natural da quitina de 

crustáceos; ou através da ação da enzima quitina desacetilase (E.C. 3.5.1.41).   

 A primeira quitina desacetilase a ser purificada e caracterizada foi extraída do fungo 

Mucor rouxii, obtendo-a naturalmente a partir da parede celular (ARAKI; ITO, 1974). Essa 

enzima possui várias funcionalidades biológicas. A sua principal função é catalisar a hidrólise 

do grupo acetamida das unidades de N-acetilglucosamina da quitina e da quitosana crescente, 

gerando assim unidades de glucosamina e ácido acético. Outras funções merecem destaque, 

como a utilização da enzima, produzida por plantas, auxiliando no mecanismo de defesa das 

mesmas contra patógenos (TSIGOS, I.; BOURIOTIS, 1995), e o melhoramento genético de 

fungos para a produção de enzimas produtoras de novos oligossacarídeos (NAVQI et al., 2017). 

Essas variadas utilizações da quitina desacetilase a confere uma posição de destaque nos 

estudos para utilização industrial da mesma. 
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 Independente da forma de obtenção, esse biopolímero apresenta excelente 

biocompatibilidade, quase nenhuma toxicidade ao ser humano e animais, alta bioatividade, 

biodegradabilidade, atividade antimicrobiana, habilidade em formar gel e filme, habilidade de 

quelação e capacidade adsortiva (BATISTA et al., 2013; EL SABEE; ABDOU, 2013; PAIVA 

et al., 2014). 

 Atualmente, a quitosana oriunda de quitina de crustáceos, também conhecida como 

quitosana animal, é a mais utilizada comercialmente devido ao seu rendimento ser 

aproximadamente 2 a 3 vezes maior do que a fúngica. Contudo, a sua purificação e 

processamento requerem uma grande quantidade de compostos químicos o que onera a 

produção (BENTO et al., 2011; CARDOSO et al., 2012). Além deste entrave, a quitosana 

animal depende dos fatores sazonais da região onde o crustáceo é criado, o que dificulta a 

padronização do produto e a implementação em escala industrial (MATI-BAOUCHE et al., 

2014; GHORMADE et al., 2017). Quando se refere ao uso na área alimentícia é sugerido outro 

problema: a alergenicidade de algumas proteínas que se acumulam de forma residual na 

molécula de quitosana quando não purificada de forma correta (CAMPOS-TAKAKI, 2005; 

STANFORD et al., 2007). 

 Já a utilização de fungos para produção de quitosana apresenta algumas vantagens frente 

ao processo tradicional, dentre elas, o fato de o cultivo do fungo poder ser realizado com 

substratos simples e baratos, como resíduos industriais e alimentos reduzindo os custos dos 

processos (CARDOSO et al., 2012; BERGER et al., 2014a; BERGER et al., 2014b; BATISTA 

et al., 2014).  

 A quitosana fúngica pode ser produzida durante todo o ano, em ambientes com controle 

de temperatura e pH, garantindo produção contínua com o rendimento do biopolímero ajustado 

facilmente através do controle nos mecanismos de fermentação ou através de alteração dos 

genes responsáveis pela enzima quitina desacetilase. Outro ponto importante é que possui 

baixas taxas de cálcio e outros íons, o que diminui o risco de acúmulo mineral no organismo 

(ARCIDIACONO et al., 1989; SYNOWIECKI; ALI-KHATEEB, 2003; TAN et al., 1996; 

QUEIROZ et al., 2015; PAIVA; SOUZA NETO; BATISTA, 2017). 
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 Devido as suas propriedades e características já descritas, a quitosana fúngica tem sido 

alvo de muitos estudos nas mais diversas áreas, como demonstrado na Tabela 1. 

 

Tabela 1: Diferentes espécies produtoras de quitosana fúngica e suas respectivas atividades 

biológicas conhecidas. 

Fungo Atividade Biológica Referências 

Rhizomucor miehei Antibacteriano TAJDINI et al., 2010 

Aspergillus niger Antimicrobiano TAYEL et al., 2011 

Mucor rouxxi Antifúngico TAYEL et al., 2011 

Mucor racemosus Antibacteriano TAJDINI et al., 2010 

Cunninghamella elegans Antibacteriano PAIVA et al., 2014 

Cunninghamella elegans Conservação de Alimentos OLIVEIRA et al., 2014 

Aspergillus brasiliensis Conservação de Alimentos TAYEL et al, 2014 

Rhizopus arrhizus Conservação de Alimentos SILVA et al., 2015 

Aspergillus niger Conservação de Alimentos TAYEL et al., 2016 

Lentinula edodes Anticancerígeno CHIEN; YEN; MAU, 

2016 

Mucor rouxxi Descontaminação 

Ambiental 

TAYEL, 2016 

Cunninghamela elegans Antiparasitário SOUZA NETO et al., 

2017 

Fonte: (Autoria própria, 2017) 

 

 Essas pesquisas comprovam a diversidade de utilizações da quitosana fúngica e a 

credenciam para que os estudos possam ser intensificados a fim de conhecer melhor suas 

características, otimizando e difundido sua utilização. 

2.4 Características físico-química da quitosana x aplicações biomédicas 

 

 Dentre os polímeros naturais mais comumente estudados para serem utilizados como 

biomaterial, se destaca a quitosana. Ao se procurar trabalhos sobre o tema em plataformas de 

trabalhos científicos como Science Direct, Wiley Online Library e Periódicos Capes, é possível 
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observar o grande número de trabalhos. O termo “biomaterial” obteve respectivamente 91.714, 

21.140 e 98.150 resultados. Já o termo “natural polymers” obteve respectivamente 15.173, 

9.009, 7.472 e o termo “chitosan” obteve os resultados de 52.224, 143.881 e 23.458, 

demonstrando a grande quantidade de estudos nessa área. 

  Este polissacarídeo apresenta diversas características de interesse, havendo destaque 

para ação antimicrobiana (bactericida, bacteriostática, fungicida e fungistática) e redutora do 

tempo de cicatrização de lesões provenientes de agressões físicas a tecidos animais, como por 

exemplo, ferimentos ou queimaduras (CRAVEIRO; CRAVEIRO, 2000). Em adição, a 

quitosana estimula a proliferação celular e a reorganização da histo-arquitetura celular 

(SRINIVASAN et al., 2012; PARK et al., 2013; SUDHEESH KUMAR et al., 2013; LI et al., 

2015; CORREIA; LEITE; MANO, 2015).  

 Interferindo nas diversas formas de utilização como biomaterial, temos as características 

físico-química (grau de desacetilação, peso molecular, intumescimento, molhabilidade e 

outros) (ARANAZ; ACOSTA; HERAS, 2009). Alguns trabalhos demonstraram que a 

capacidade antimicrobiana da quitosana fúngica se devia ao baixo peso molecular do polímero, 

que conseguia penetrar nas células bacterianas, causando distúrbios na atividade fisiológica da 

bactéria e consequentemente a morte. Ao se utilizar quitosana no tratamento de lesões do tipo 

queimaduras, uma das principais características que o polímero deve ter é uma baixa taxa de 

absorção de líquidos, evitando assim a perda de fluidos corporais (DALLAN, 2005).   

 Estudos comprovaram que o grau de desacetilação influencia diretamente na permeação 

e absorção de líquidos, quanto maior o grau de desacetilação, maior a taxa de absorção e 

permeação (SCHIPPER; VARUM; ARTURSSON, 1996; DORRAKI et al., 2015; 

CHUMWANGWAPEE et al., 2016; PANJAK et al., 2015). 

 Já a degradação da quitosana tem relação direta com o grau de desacetilação. Em seus 

estudos, Tomihata e Ikada (1997), concluíram que uma quitosana com grau de desacetilação 

menor que 73% seria mais suscetível a degradação. Em se tratando de engenharia de tecidos, é 

ideal que a taxa de degradação da quitosana seja baixa, pois isso confere uma maior 

mucoadesividade, promovendo uma liberação prolongada de fármacos associados as 

membranas (GRABOVAC; GUGGI; BERNKOP-SCHNÜRCH, 2005; DHAWAN; SINGLA; 

SINHA, 2004).  

 O estudos dessas características são de grande importância, seja a quitosana utilizada na 

forma de pó, solução ou de membrana, pois elas que irão direcionar a aplicação onde o polímero 

será mais eficiente.  
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2.5 Membranas poliméricas 

 

 Um biopolímero em forma de membrana pode ser definido como uma fina barreira com 

propriedade seletiva ao transporte de matéria e energia entre duas fases diferentes. Essas 

membranas podem ser distintas quanto a sua morfologia, em dois tipos: as membranas densas 

e as membranas porosas (SENEL et al., 2000). 

 As membranas do tipo densas são aquelas que envolvem etapas de dissolução e difusão 

através do material constituinte da membrana, enquanto que as porosas são aquelas em que o 

transporte ocorre preferencialmente em uma fase fluida contínua que preenche os poros da 

membrana (AMARAL, 2009). 

 A descrição desse material foi realizada pela primeira vez no final da década de 70 e 

desde então os estudos vem se intensificando, principalmente nas áreas alimentícia e biomédica 

(YUAN et al., 2011; THEAPSAK et al., 2012; PAISOONSIN et al., 2013; LEI et al., 2014; 

MISRA et al., 2014; SOUZA et al., 2015). 

 

2.5.1  Caracterização de membranas poliméricas 

 

 O ensaio de molhabilidade das membranas poliméricas, demonstra se elas terão 

caráter hidrofílico ou hidrofóbico dependendo da sua composição polimérica, fato de grande 

importância para a utilização da membrana nas mais diversas áreas. Algumas características 

como: Molhabilidade, taxa de degradação e taxa de intumescimento, também são de grande 

interesse quando da decisão para utilização de uma membrana polimérica. Essas características 

podem ser modificadas através de processos físicos ou químicos que vão alterar a superfície da 

membrana, otimizando essas propriedades de acordo com o objetivo da pesquisa. 

 A molhabilidade é mensurada através dos do teste da gota séssil e é caracterizada 

experimentalmente pelo ângulo de contato θ, que é formado no sólido ao longo da linha de 

fronteira sólido-líquido linear do ar (Figura 5). 

Figura 5: Ângulo de contato formado entre uma amostra sólida e um líquido.  

 

Fonte: (FRIDMAN, 2008) 
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 O líquido gotejado sobre a superfície pode se comportar entre dois extremos: espalhar-

se sobre a superfície em contato ou minimizar o contato com a superfície, isso dependerá das 

forças intermoleculares que se estabelecem entre as fases. (KAMINSKA et. al., 2002). 

 O comportamento da gota sobre a superfície indica diferentes situações de 

molhabilidade de uma superfície: para (q = 0) podemos dizer que a superfície apresenta alta 

molhabilidade ou que é uma superfície hidrofílica, para (0º<q < 90º) diz-se que a superfície é 

predominantemente hidrofílica, para (90º<q < 180º) a superfície é predominantemente 

hidrofóbica e para (q = 180º) a superfície é totalmente hidrofóbica ou não molhável. 

 Ao se trabalhar com membranas poliméricas é de grande importância conhecer a taxa 

de degradação da mesma, seja a sua degradação mecânica, química ou biológica, para que a sua 

utilização seja da forma de melhorar os processos. Essa degradação é quantidade de material 

que se desprende da estrutura polimérica, em decorrência da interação da membrana com o 

solvente. Dependendo da área de atuação, como por exemplo, uma membrana carreadora de 

fármaco de absorção mais rápida, necessita de uma membrana de degrade de forma mais rápida, 

já um uma membrana carreadora de fármaco de liberação controlada, necessita de um menor 

degradação, para que o fármaco seja liberado de forma mais lenta. 

 As membranas feitas de quitosana tem um grande potencial de aplicação na área 

biomédica devido algumas características desse polímero como: biocompatibilidade, 

biodegradabilidade, hidratante, cicatrizante e antibacteriana (RINAUDO, 2006; KIM et al., 

2008).  Atualmente, esse polímero vem sendo muito utilizado na engenharia de tecidos na forma 

de membrana, scaffolds e fibras (SERRA et al., 2015; MARTÍNEZ et al., 2015).  

 Estudos anteriores comprovaram que a taxa de degradação da quitosana in vivo é 

inversamente proporcional ao grau de desacetilação, ou seja, quanto maior o grau de 

desacetilação, menor a degradabilidade da membrana. Essa análise é de grande importância na 

área biomédica, ao se utilizar esse biomaterial como terapêutico é necessário conhecer essas 

características pra que se possa saber se a quitosana será eficiente (FERNANDES, 2009). Um 

exemplo disso é a utilização da membrana em queimaduras para o tratamento de lesões. Para 

esse fim é necessário que esse material não tenha uma grande capacidade de absorção para que 

não haja perda de fluidos corporais no local da lesão (DALLAN, 2005).   

 A predominância de grupamentos amino na quitosana confere a esse biopolímero uma 

alta polaridade. Essa característica estrutural, caracteriza a quitosana como um polímero de alto 

grau de afinidade e retenção de água (ASSIS et al., 2003).Tendo em vista essas características, 

é importante observar a taxa de intumescimento da membrana, que é vai mensurar a capacidade 

da membrana de absorver líquidos. Essas características são de grande importância, pois 
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permitem a absorção de fluidos corporais, como também a transferência de nutrientes e 

metabólitos (THEIN-HAN; KITIYANANT, 2007). Contudo, o alto grau de afinidade e 

retenção de água aumenta a umidade na estrutura do polissacarídeo, reduzindo a estabilidade 

estrutural da quitosana, desagregando as fibras e destruindo a membrana de quitosana 

(FERNANDES, 2009). 

 De acordo com essas condições, é fundamental a aferição do grau de absorção ou 

intumescimento da membrana de quitosana fúngica, a fim de conhecer como a membrana reage, 

principalmente, após os tratamentos de modificação de superfície como o plasma. 

 

2.6 Modificação superficial de membranas 

 

2.6.1 Plasma 

 O plasma pode ser definido como um gás parcialmente ionizado composto de partículas 

carregadas: elétrons e íons, radiação térmica, luz visível, radiação ultravioleta, campo 

eletromagnético, radicais e produtos químicos (ALVES JR., 2001). O termo plasma foi 

introduzido pela primeira vez por Irving Langmuir (1928), o multicomponente construído que 

interagia fortemente com o gás ionizado, lembrou-lhe do plasma sanguíneo. Os plasmas 

ocorrem naturalmente, mas também podem ser efetivamente produzidos em laboratório e na 

indústria. Ele constituí 99% do universo visível, o que proporciona oportunidades para 

numerosas aplicações, incluindo síntese de materiais, eletrônica, lasers, lâmpadas fluorescentes, 

e muitos outros (FRIDMAN, 2008). 

 Existe dois tipos principais de plasma, o plasma de baixa pressão e o atmosférico. O 

plasma de baixa pressão é feito dentro de uma estrutura em que é feito o vácuo, posteriormente 

adicionado o gás desejado e feito o bombardeamento da amostra, porém essa técnica inviabiliza 

a utilização de grandes materiais, devido a necessidade de construção de um equipamento ainda 

maior para comportar a amostra. Essa técnica também não possibilita o trabalho com materiais 

de alta pressão de vapor, como os tecidos vivos e os polímeros, já que esses são materiais 

termicamente sensíveis. Outro motivo da pouca utilização é o alto custo de instalação e 

manutenção (ALVES JR., 2001). 

 Para a produção do plasma em baixa pressão é necessária uma diferença de potencial 

elétrico aplicado entre dois eletrodos (cátodo e ânodo), em um sistema hermeticamente fechado 

contendo gás, que depende do tipo de material e do objetivo do tratamento. Dentro do sistema, 

os elétrons são acelerados na mesma direção do campo elétrico, porém no sentido contrário 
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para que colidam com as partículas do gás, provocando a liberação de mais elétrons e formando 

íons, que serão influenciados pelo campo elétrico, colidindo com outras partículas e assim 

promovendo a ionização do gás (ALVES JR., 2001).   

 As cargas elétricas livres - elétrons e íons - tornam o plasma eletricamente condutor (as 

vezes mais do que ouro e cobre), internamente interativo e fortemente responsivo a campos 

eletromagnéticos. O gás ionizado é geralmente chamado de plasma quando é eletricamente 

neutro (isto é, a densidade eletrônica é equilibrada com a dos ions positivos) e contém um 

número significativo das partículas eletricamente carregadas, suficiente para afetar as suas 

propriedades elétricas e comportamento (FRIDMAN, 2008). 

 O plasma oferece características que são atraentes para aplicações em uma infinidade 

de áreas, dentre elas a capacidade de produzir elevadas variedades de espécies quimicamente 

ativas, mantendo a temperatura global tão baixa quanto a temperatura ambiente.  

 

2.6.1.1 Plasma atmosférico 

 O plasma atmosférico frio (do inglês CAP – Cold Atmospheric Plasma) é um gás 

fracamente ionizado que opera sob condições atmosféricas abaixo de 40ºC. Nessas condições 

apenas uma pequena fração de átomos e moléculas de gás, principais portadores de calor, 

colidem com elétrons eletricamente enérgicos, isso resulta em uma maior excitação, ionização, 

e dissociação, enquanto o plasma permanece "frio" (KLAMPFL 2012). Dentre os grupamentos 

químicos identificados no plasma atmosférico estão as moléculas (OH, NO, CN, O3), os 

radicais atómicos (H, O, N), e outras espécies de grupos ativos como N2+ (MACHALA et al., 

2007), além de possuir propriedades que o gás sozinho não tem, como magnetismo e 

condutividade (CROFTON et al., 2016). 

 Os tratamentos de materiais com plasma atmosférico lhes conferem características para 

a sua utilização em diferentes áreas. Dentre essas características: (1) capacidade de sua ação ser 

restrita a superfície dos materiais sem afetar as propriedades mecânicas dos mesmos; (2) 

introdução de radicais reativos e sua conversão em grupos funcionais; (3) não necessitam de 

sistemas de vácuo ou compressão de alto custo; (4) ser ambientalmente amigável, já que a sua 

utilização gera menos tóxicos ao ambiente em comparação aos métodos químicos de 

modificação de materiais (SASMAZEL et al 2011; MANALOCHE et al., 2012; HEGEMAN 

et al., 2003, CHEN et al., 2010; SALEM et al., 2011. SHAHIDI et al., 2015, REN et al., 2017). 

 Nas áreas de aplicação dos materiais tratados com plasma atmosférico temos destaque 

para a área biomédica. Na área biomédica o plasma é utilizado para modificar as superfícies 
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poliméricas, para sua melhor utilização para a cultura celular e a engenharia de tecido, além de: 

higiene hospitalar, ação bactericida e fungicida, cicatrização de feridas alterando a expressão 

gênica de moléculas, doenças de pele, cosméticos para remoção de células e tecidos, câncer e 

esterilização de materiais produzidos com quitosana. Essa nova forma de esterilizar substitui os 

métodos tradicionais: esterilização via calor úmido, calor seco, radiação, esterilizantes 

químicos. Assim, evitando os processos de parametrização do polissacarídeo, oscilações de 

cadeia e produção de resíduos tóxicos no material, fatos que ocorriam com a utilização das 

técnicas tradicionais.  (LIM et al., 1998; LIM et al., 1999; MARRECO; MORAES, 2004; 

STOFFELS et al., 2008; GEORGESCU; LUPU, 2010; ZIRNHELD et al., 2010; HEINLIN et 

al., 2011; ISBARY et al., 2011; ISBARY et al., 2010; KLAMPFL 2012; BAREKZI; 

LAROUSSI, 2012; ARNDT et al., 2013; MACEDO et al., 2013; FRANCA et al., 2013; 

NORZITA et al. 2013; CROFTON et al., 2016; REN et al., 2017).  

 Tais modificações de biomaterial variam de mudanças de morfologia superficial e 

textura até a geração de propriedades físicas e / ou químicas de superfície especiais como a 

molhabilidade, a adesão celular melhorada (FAVIA; d’AGOSTINHO 1998; CHU et al., 2002; 

d’AGOSTINHO et al., 2005; SIOW et al., 2006; FÖRCH et al., 2007; OHL; SCHRÖDER 2008; 

CHERUTHAZEKATT et al., 2010; BAZAKA et al., 2011; MORENT et al., 2011). 

 Tendo em vista essas diversas aplicações e por possuírem alta capacidade de se 

modificar sem perder suas propriedades, o plasma atmosférico se credencia como um bom 

tratamento de materiais para utilização biomédica (REN et al., 2017).  

2.6.1.2 Plasma por Descarga em Barreira Dielétrica 

 O plasma DBD (Descarga em Barreira Dielétrica) começou a ser estudo na metade do 

século XIX, em 1932. Nessa época, estudos verificaram que a ruptura do ar a pressão 

atmosférica em eletrodos planares paralelos que foram cobertos por dielétrico, ocorrem com 

um grande número de filamentos minúsculos de curta duração. Já em 1943, os experimentos de 

Manley (1943) determinaram a potência dissipada pela descarga. (KOGELSCHATZ, 2002). 

 A descarga em barreira dielétrica, consiste numa descarga que ocorre em um espaço 

entre dois eletrodos metálicos, onde pelo menos um dielétrico é inserido entre esses eletrodos. 

Ao se adicionar uma diferença de potencial entre os eletrodos as cargas elétricas passam a se 

acumular na superfície do dielétrico. Em determinado momento, o acúmulo de carga na 

superfície chega ao limite, rompendo a rigidez dielétrica do gás, provocando a microdescarga, 

que é o que chamamos de plasma. Esse processo se repete a cada meio ciclo do pulso de tensão 

aplicada entre os eletrodos metálicos (BOGAERTS et al., 2002).  
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 A ruptura elétrica do gás que preenche o espaço entre os eletrodos leva a formação de 

um grande número de microdescargas com duração de alguns nano segundos e se distribuem 

uniformemente sobre a superfície do dielétrico (KOGELSCHATZ, 2002). Uma microdescarga 

é governada por processo de ionização e excitação atômica e molecular que se desenvolve do 

anodo para o cátodo (WAGNER et al., 2003).  

 O DBD tem se demonstrado um método eficaz para produzir plasma homogêneo não-

equilibrado à pressão atmosférica com sistema de operação simples. É amplamente utilizado na 

modificação superficial de materiais, tais como enxerto, limpeza superficial e modificação 

hidrofílica de polímeros, pós e modificação de superfície de sementes (LIU et al., 2008; 

MORENT et al., 2008; GEYTER 2009; MOLINA et al., 2014; ALVES JR. et al., 2016). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Para realização dos procedimentos foram utilizados reagentes químicos, meios de 

cultura e vidrarias da grade do Laboratório de Fitopatologia do Centro de Ciências Agrárias, 

UFERSA, Laboratório de Biotecnologia e Ecologia do Centro de Ciências Biológicas e Saúde, 

UFERSA e Laboratório de Plasma do Centro de Ciências Exatas e Naturais, UFERSA 

 

3.1 Coleta e cultivo fúngico  

 

 As amostras de solo foram coletadas em 10 pontos diferentes da reserva da ESEC Seridó 

(Estação Ecológica do Seridó), sob autorização número 36672-1 SISBIO/ICMBio, no 

município de Serra Negra do Norte/RN, nas coordenadas geográficas 06° 35 'e 06° 40' sul, e 

37° 20 'e 37° 39' Oeste, como demonstrado na Figura 6. 

 

Figura 6: Localização geografia da Estação Ecológica do Seridó (ESEC-SERIDÓ). 

 

Fonte: Google Maps, 2017 

 

 Esta unidade de conservação é localizado no bioma da caatinga, uma região com alta 

temperaturas e chuvas baixas, uma extensão total de 1.123,59 hectares e uma vasta diversidade 

ambiental. As áreas de amostragem foram selecionadas aleatoriamente e marcado pelo GPS.  

 O processamento do solo foi realizado no Laboratório de Biotecnologia Industrial, da 

Universidade Federal Rural do Semi-Árido (UFERSA). Das amostras de solo, 10 gramas de 

cada ponto de coleta foram pesados, peneirados em peneira 50 mesh e após esse processamento, 
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de forma  a promover o crescimento monoespórico, 1 grama do solo foi depositado no fundo 

da placa e coberto com meio sintético BDA (Agar Batata Dextrose). As placas de Petri com o 

solo e meio de cultura foram incubadas à 28 Cº por 24 horas. Esse procedimento foi realizado 

em quintuplicata. Após o crescimento monoespórico, os fungos foram isolados e identificados 

(VITAL; ZILLI, 2010). 

 

3.2 Extração da quitosana fúngica 

 

 O processo de extração de quitosana foi iniciado após o isolamento e cultivo fúngico. 

Para produção da biomassa fúngica, foi feita uma solução espórica com água destilada 

esterilizada e esporangiósporos, esses esporos foram contados em câmara de Neubauer e cerca 

de  105 espangisósporos/mL da solução espórica foi adicionada em meio líquido YPD (Extrato 

de levedura (5 g), peptona (10 g) e dextrose (10 g) por litro) e incubados à 28 Cº/96 horas/ 150 

RPM.  Ao término dos 4 dias de agitação, a biomassa passou por filtração e, posteriormente, 

secagem em estufa à 60 Cº. A mesma foi macerada em cadinho e pesada em balança analítica. 

Em seguida, a biomassa foi tratada com NaOH (Hidróxido de Sódio) numa proporção de 1:40 

à 1 mol, em autoclave a 121 Cº por 15 minutos. Após essa fase, a biomassa foi lavada com água 

destilada e o sobrenadante descartado. Ciclos de centrifugações de 15 minutos a 4000 rpm com 

água destilada também foram realizados para auxiliar nesse processo de lavagem até a água 

descartada atingir pH 7,0 (HU et al., 1999). 

 Na última etapa da extração da quitosana foi realizada a hidrólise ácida, utilizando ácido 

acético 1% na proporção de 1:100. Essa solução foi colocada em autoclave a vapor fluente (100º 

C por 15 minutos). Após a hidrólise ácida a solução foi centrifugada à 4000 RPM por 15 

minutos para promover a separação da quitina (precipitado) da quitosana (sobrenadante). O 

sobrenadante foi ajustado para pH 10 e acondicionado em geladeira a 4 Cº para precipitação da 

quitosana. Por fim, essa solução foi centrifugada a 4000 RPM, o precipitado foi coletado, 

liofilizado e guardado em ambiente com umidade regulada, a metodologia modificada a partir 

de HU et al, (1999) e BALANTA; GRANDE; ZULUAGA (2010) é demonstrada na Figura 7. 
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Figura 7: Fluxograma de extração da quitosana fúngica 

 
Fonte: (Autoria própria, 2017) 
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3.3 Caracterização da quitosana fúngica 

3.3.1 Peso molecular 

 A cromatografia de exclusão por tamanho foi aplicada para determinar o peso molecular 

da quitosana. As colunas Ultrahydrogel 500 e 250, com 7,8 x 300 mm de tamanho (Waters 

Corp., Milford, Massachusetts, EUA), conectados em série, foram acopladas a um HPLC 

Accela® com detector de índice de refração (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, 

EUA). O eluente foi filtrado (membrana de 0,22 μm) em água ultrapura com NaNO3 0,1 M, 

com fluxo de 0,6 mL/ min a 30 Cº. Um conjunto de padrões de dextrano (6, 10, 40, 72.1, 147 e 

270 kDa) foi usado para construir a curva padrão e permitir determinar o peso molecular do 

biopolímero (GALINARI et al., 2016). 

3.3.2 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FT-IR) 

 A técnica de FT-IR foi utilizada para obter o grau de desacetilação. As amostras de 

quitosana liofilizadas foram homogeneizadas com 100 mg de brometo de potássio (KBr). As 

pastilhas de KBr preparadas foram colocados para secar por 24 horas à 110 Cº Análise de taxa 

de intumescimento de membrana de quitosana fúngica. O espectro de infravermelho foi aferido 

através de espectrofotômetro Fourier Transform (FTIR) BRUKER Mod. IFS. O brometo de 

potássio foi utilizado como referência. 

 

3.3.3 Difração de raios-X 

 Medidas de difração de raios-X foram realizadas baseadas na técnica de Signini e 

Campana Filho (2001) com modificações. Foi empregando difratômetro de raios-X 

SHIMADZU (Modelo XRC-6000) com tubo de cobre (λ = 1,54 Å). A voltagem e a corrente 

utilizadas foram da ordem de 40 kV e 40 mA, respectivamente. Essas medidas foram realizadas 

no intervalo de 3-50 Cº com velocidade de varredura de 1°/minuto em etapas de 0,02°. 

3.3.4 Potencial zeta 

 Para determinar o potencial zeta da quitosana fúngica foram utilizadas soluções de 1,0 

mL nas concentrações de 0,5 e 1,0%, com controle de ácido acético a 0,2%, em Zeta Plus® por 

20 minutos, onde a cada 2 min foi feita a leitura, gerando uma média que indica o potencial zeta 

dessa solução e a partir disso, foi possível obter informações a respeito da estabilidade da 

solução. 
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3.4 Produção da biomembrana 

 

 A quitosana obtida foi de pequeno peso molecular e para a produção da biomembrana, 

o pó foi dissolvido em ácido acético a 2% com agitação constante durante 24 horas. Após esse 

período, a solução de quitosana foi filtrada duas vezes, a primeira vez com um filtro de nylon e 

a segunda com um filtro 0,45 mm (Millipore, Billerica, MA, EUA). Em seguida, foram vertidos 

30 mL de solução em placas de Petri e, colocadas em estufa a 50 Cº por 24 horas. (MACEDO, 

2013). 

 

3.5 Caracterização da membrana de quitosana 

3.5.1 Molhabilidade 

 Para análise da molhabilidade, foi utilizado o método da gota séssil, onde uma gota foi 

depositada sobre a superfície da amostra. As amostras foram colocadas sobre a base plana e em 

seguida foi depositada uma gota de 10 μl de água destilada sobre a superfície das membranas. 

Este procedimento foi acompanhado em tempo real e salvo em um computador por meio do 

software Surftens 4.5. 

 Em seguida, ainda usando o Surftens 4.5, foram salvas as imagens referentes aos 

instantes desejados: 0, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 segundos. Após a geração das imagens, as fotos 

foram analisadas pelo software, sendo realizadas 5 marcações, gerando um círculo ao redor da 

gota e sua respectiva tangente. Os valores de ângulo de contato apresentados neste trabalho 

refletiram a média das medições de três imagens. Foram feitas cinco medições para cada 

imagem (SILVA et al., 2008; ALVES JR., et al., 2016). 

3.5.2 Degradabilidade 

 O teste de degradação das membranas de quitosana tratada foi realizado utilizando 

solução PBS (Phosphate Buffer Saline), onde as membranas foram submersas em 6 mL do 

tampão. Cada uma das amostras foi pesada no tempo zero, posteriormente foi submersa em 6 

mL do tampão, e pesada novamente após transcorridos 1, 7, 14 dias. Antes da pesagem final, o 

excesso de líquido foi retirado com papel toalha. Para diminuir o erro na pesagem, cada amostra 

foi pesada quatro vezes. Os experimentos foram realizados em triplicata e a perda de massa foi 

calculada com o auxílio da Equação 1: 
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                       𝑃𝑒𝑟𝑑𝑎 𝑑𝑒 𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 (%) =  
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 − 𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙
 𝑥100                        (1) 

 

3.5.3 Grau de intumescimento 

 O grau de intumescimento ou absorção das membranas de quitosana fúngicas foi 

avaliado pela imersão das mesmas em solução PBS. O teste foi realizado em triplicata para cada 

ensaio. Após o período de 24 horas de imersão as amostras foram retiradas da solução PBS e 

pesadas em balança analítica (sendo retirado o excesso de líquido com auxílio de papel toalha), 

cada membrana foi pesada 4 vezes para diminuir o risco de erros de pesagem (FERNANDES, 

2009). 

 O grau de intumescimento foi avaliado como o ganho percentual de massa das amostras 

úmidas e foi calculado pela Equação 2: 

 

         𝐺𝑟𝑎𝑢 𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑡𝑢𝑚𝑒𝑠𝑐𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 (%) =  
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 − 𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙
 𝑥100                    (2) 

 

3.5.4 Microscopia de Força Atômica (MFA) 

 Para análise da rugosidade e topografia das amostras de membrana de quitosana foi 

utilizado um microscópio de força atômica marca Shimadzu, modelo SPM- 9600 (Japão). O 

equipamento foi utilizado no modo dinâmico ou intermitente numa taxa de varredura de 1 Hz. 

Áreas aleatórias de 10 µm x 10 µm foram escaneadas e analisadas pelo programa SPM Manager 

Versão 3.4 (Japão). Foram analisados os parâmetros de rugosidade média aritmética (Ra). A 

análise da topografia foi feita através das imagens 3D obtidas no MFA (MACEDO, 2013). 

 

3.5.5 Microscopia eletrônica de varredura  

 Foi utilizado um microscópio eletrônico de varredura da marca PHILLIPS modelo 

XL30, equipado com detectores de elétrons secundário (SE) e de elétrons retroespalhados 

(BSE). As amostras foram revestidas com ouro e as imagens obtidas utilizando voltagem de 

aceleração eletrônica de 20 kV. O equipamento foi operado no modo SE para aquisição de 

imagens da superfície da amostra. O experimento teve por finalidade a observação da 

modificação na superfície da membrana após o tratamento por plasma. (MACEDO, 2013). 
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3.6 Aplicação do plasma de Descarga em Barreira Dielétrica (DBD) na membrana de 

quitosana fúngica 

 

 A aplicação do plasma nas membranas de quitosana fúngica foi realizada de acordo com 

a metodologia proposta por Napartovich et al (2001) com modificações. O plasma foi gerado 

utilizando gás Hélio com fluxo de 1L/min, aplicado nos tempos de 1, 5 e 10 minutos, nas 

voltagens de 15 e 30 kV, com frequência constante de 500 Hz, como demonstra a Tabela 2.  

Tabela 2: Parâmetros de aplicação do plasma em barreira dielétrica (DBD). 

Ensaios Frequência(Hz) Tensão(kV) Tempo(min) 

1 

2 

500 

500 

15 

15 

10 

5 

3 500 15 1 

4 500 30 10 

5 500 30 5 

6 500 30 1 

Fonte: (Autoria própria, 2017) 

 O aparato utilizado para a geração do plasma DBD é composto pela entrada do gás, tubo  

onde foi gerado o plasma, placa de Petri, onde a membrana ficou depositada, o dielétrico que 

ao mesmo tempo que isola o sistema, também espalha o plasma, distribuindo-o por toda a 

superfície da Placa e consequentemente sobre o a membrana de quitosana fúngica e o local 

onde é aplicada a descarga, utilizando fonte DC (Descarga Contínua) para que o plasma 

formado possa ser o mais estável e uniforme possível, acoplado ao sistema temos um 

osciloscópio, aparelho responsável por medir e analisar a diferença de potencial (DDP) em 

função do tempo. O esquema é demonstrado na Figura 8.  

Figura 8: Aparato para a produção do Plasma em Barreira Dielétrica (DBD) 
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Fonte: (Autoria própria, 2017) 

 

3.7 Análise estatística 

 Para análise estatística dos ângulos de contato e rugosidade média, utilizou-se o teste da 

ANOVA que mede a variabilidade entre os valores e, em seguida, fez-se o teste de Tukey para 

avaliar se houve diferença significativa entre as médias. Todos os testes foram realizados em 

triplicata e analisados pelo programa PAST. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÕES  

  

4.1 Produção de quitosana 

 

 Não há muitos estudos com a produção de quitosana a partir de Rhizopus stolonifer, 

quando comparado com outras espécies, como Rhizopus arrizhus. A biomassa seca obtida em 

média nos experimentos foi de 18,37 g/L, resultados semelhantes aos obtidos por Cardoso et al 

(2012) e Berger et al (2014), que obtiveram respectivamente 20,61 g/L e 24,60 g/L para R. 

arrizhus. No presente estudo R. stolonifer produziu 16,73 mg/g de quitosana, em contraste com 

29,3 mg/g e 49,31 mg/g de quitosana por R. arrizhus, obtidos respectivamente por Cardoso et 

al (2012) e Berger et al. (2014). Ressalva-se aqui que o meio de cultura nas três situações de 

cultivo fúngico foi diferenciado, demonstrando mais uma vez a influência e importância dos 

estudos com diferentes fontes nutritivas para produção de quitosana fúngica. 

  Acredita-se que a singularidade genética das espécies fúngicas, ou seja, as diferenças 

genéticas na composição da parede celular, seja responsável pela diferença de rendimento de 

quitosana (AL-ASMARI et al., 2017; BHAT; RAVINDRA; REDDY, 2017). No entanto, 

alguns estudos com fontes de carbono e nitrogênio são apontados como alternativas mais 

baratas para melhorar a produção de quitosana e solidificar R. stolonifer como uma nova 

alternativa dentro do gênero para a produção de quitosana com alta qualidade. 

 

4.2 Caracterização da quitosana fúngica extraída de Rhizopus stolonifer 

 

 Foram realizadas a técnicas de infravermelho por transformada de Fourier, grau de 

desacetilação, peso molecular por cromatografia de exclusão por tamanho, difração de raios-X 

e potencial zeta, a fim de confirmar que o biopolímero extraído se tratava realmente de 

quitosana. 

 O peso molecular da quitosana extraída de Rhizopus stolonifer foi medido através de 

cromatografia de exclusão por tamanho, obtendo-se uma quitosana de 4,12 KDa, sendo 

considerada uma quitosana de baixo peso molecular, que a confere uma boa atividade 

antimicrobiana, segundo estudos de Dallan (2005), Tajdini et al (2010) e Tayel et al (2011). 

 A importância do grau de desacetilação para a definição das características da quitosana, 

ocorre pela quantidade de grupamentos químicos amina na cadeia, o que reflete em suas 

aplicações. Estudos realizados por Freier et al. (2005) demonstraram que o grau de 
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desacetilação mais próximo a 0 ou 100% favorece uma menor degradação do biopolímero, 

como também uma maior adesão celular. Huang et al. (2004), demonstraram que quanto maior 

o grau de desacetilação, maior será a absorção de nanopartículas por fibroblastos em cultura de 

células. 

 O valor estimado caracteriza o polímero como quitosana, segundo a EUCHIS 

(Sociedade Europeia de Quitina), indicando que esse biopolímero apresenta poucos grupos 

protonados em sua cadeia, e apresenta um grupamento amina no carbono 2 em mais de 60% de 

seus resíduos. O FT-IR estimou grau de desacetilação (DD) de 84% a partir da Equação 3:  

 

                              DD (%) = 100 − [(A1655/A3450) × 115]                                          (3) 

 

 O gráfico de infravermelho por transformada de Fourier demonstra regiões específicas 

da molécula. Os picos 1024,03; 1411,07; 1557,36 (alongamento da região CN com a CH3) 

indicam bandas de amida, específicas de moléculas de quitosana. Assim como os picos 2905,74 

(região de alongamento de C-N) e 3418,18 (deformação axial de OH), que ocorreram durante 

o processo de desacetilação (Gráfico 1). 

Gráfico 1 – Espectro de absorção na região de infravermelho da quitosana fúngica 

 
Fonte: (Autoria própria, 2017) 
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 Esses resultados corroboram com estudos de Berger et al., (2014) e Cardoso et al., 

(2012), que obtiveram respectivamente 82% e 84% de grau de desacetilação de quitosana 

fúngica obtida a partir de R. arrizhus, utilizando substratos agroindustriais como meio de 

cultura. Porém, em comparação com o grau de desacetilação de quitosana obtida por outros 

fungos, os resultados são contrastantes. Os estudos de Mondala et al., (2015) obtiveram como 

resultado um grau de desacetilação de 60% de quitosana extraída de Mucor rouxxi, utilizando 

meio de cultura semi-sólido BDA (Ágar Batata Dextrose). 

 Esses contrastes demonstram que o grau de desacetilação varia com o tipo de fungo e o 

meio de cultivo do mesmo, podendo variar em cerca de 30%, Por essa razão fazem se 

importantes os estudos quanto a busca pela melhor condição de cultivo e produção de quitosana 

fúngica. 

O Gráfico 2 mostra o difratograma de raios-X de quitosana extraída do fungo Rhizopus 

stolonifer, os índices de cristalinidade foram medidos pela intensidade de dispersão 9º que 

indicada a região amorfa do biopolímero e pela intensidade de dispersão 20º, indicando a região 

cristalina da macromolécula de quitosana fúngica. Esses resultados são semelhantes aos 

resultado obtidos por Huang et al (2004), Fai et al. (2011), Arbia et al (2013) e Berger et al 

(2014), que também obtiveram os picos de 9º e 20º nos difratograma de raios-X de quitosanas 

fúngicas. 

 

Gráfico 2 - Análise estrutural da macromolécula de quitosana fúngica pela técnica de difração 

de raio X. 

 
Fonte: (Autoria própria, 2017) 
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A quitosana oriunda de Rhizopus stolonifer em uma concentração de 0,5 g/ml, obteve 

um potencial zeta médio de 39,35 mV, enquanto a concentração de 1,0 g/ml obteve 34,63 mV 

(Tabela 3). 

 

Tabela 3 – Análise do potencial zeta da quitosana fúngica solubilizada em ácido acético, em 

diferentes concentrações.  

Corridas Quitosana 0,5mg/ml* Quitosana 1,0 mg/ml* 

1 44,32 39,87 

2 42,57 24,61 

3 38,93 39,66 

4 37,71 34,31 

5 39,98 29,49 

6 42,29 34,57 

7 34,98 24,55 

8 40,06 40,11 

9 38,41 40,72 

10 36,22 38,55 

Média 39,35 ± 2,9a 34,63 ± 6,3a 

* Dados em (mV), a: Dados estatisticamente semelhantes. Fonte: (Autoria própria, 2017) 

 Os resultados do presente estudo corroboram com os resultados de Du e colaboradores 

(2009) que obtiveram um potencial zeta de 51,37 mV em nanopartículas de quitosana com 

tripolifosfato, o que segundo ABBAS, (2010), é um bom resultado, já que soluções com 

potencial zeta superior a + 30 mV ou inferior -30 mV, são consideradas eletricamente estáveis, 

evitando assim o surgimento do processo de floculação de sistemas coloidais.  

 Esses resultados se contrapõem aos obtidos por Asasutjarit e colaboradores (2013), que 

obtiveram um potencial de 19,50 mV, em nanopartículas de quitosana associadas com 

diclofenaco de sódio. 

 Os resultados para as duas concentrações demonstraram que as soluções em estudo, 

apresentam-se dentro dos parâmetros preconizados para que uma substância seja eletricamente 

estável, sem interferência do ácido utilizado para a solubilização. Essa estabilidade é muito 
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importante para que a solução possa ser utilizada em diferentes áreas como a biomédica, médica 

e industrial.  

4.3 Produção da membrana de quitosana fúngica 

 

 A membrana de quitosana foi produzida de acordo com a metodologia proposta e 

posteriormente foi dividida em pedaços medindo de 2x2 cm para realizações das 

caracterizações com a mesma (Figura 9). 

Figura 9: Biomaterial membranoso de quitosana extraída de Rhizopus stolonifer 

 

Fonte: (Autoria própria, 2017) 

4.4 Caracterização da membrana de quitosana fúngica extraída de Rhizopus stolonifer 

 

 A caracterização da membrana de quitosana foi realizada utilizando as técnicas de 

molhabilidade, intumescimento, degradabilidade, microscopia de força atômica e microscopia 

eletrônica de varredura. As amostras foram submetidas a tratamento por plasma DBD, sendo 

uma das amostras não tratada (Figura 10). 

 

Figura 10: Ângulo de contato da membrana não tratada com plasma atmosférico.  

 

Fonte: (Autoria própria, 2017) 
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 Todas as amostras tratadas obtiveram ângulo de contato menor que a amostra sem 

tratamento, indicando que o plasma atmosférico aumentou a molhabilidade em todas as 

condições (Tabela 4). 

 

Tabela 4: Medidas de ângulo de contato das amostras de membrana de quitosana fúngica após 

tratamento sob diferentes tratamentos de plasma de Descarga em Barreira Dielétrica (DBD). 

Tratamentos Tensão(kV)/Tempo(min)* Ângulos de Contato 

1 15/10 69,5º± 0,51ª 

2 15/5 39,5º ± 0,57b 

3 15/1 30,9º ± 0,57b 

4 30/10 64,0º ± 0,50ª 

5 30/5 58,5º ± 0,80ª 

6 30/1 57,3º ± 0,56ª 

7 Sem Tratamento 77,5º ± 0,82ª 

1- Todos os ensaios foram a frequência de 500 Hz; a;b:As diferentes letras denotam dados estatisticamente 

diferentes. *Amostra não tratada. Fonte: (Autoria própria, 2017) 

 
 

 A análise estatística dos dados obtidos, indicou uma diferença significativa (p<0,05) 

entre os ângulos de contato dos tratamentos 2 e 3, em relação aos demais, demonstrando ser os 

tratamentos onde o plasma teve mais efeito. Ao realizar o teste de Tukey, foi também 

comprovada a diferença entre os ângulos de contato, obtidos pelos 6 diferentes tratamentos. 

 Um aumento na molhabilidade de uma membrana, credencia a hipótese de sua grande 

importância se a sua possível aplicação for para carreamento de fármacos. Essa aplicação requer 

um material que absorva facilmente o fármaco a ser aplicado, ou seja, um material mais 

hidrofílico. 

 O tratamento 3 obteve uma redução no ângulo de contato, chegando a 30,9º, uma 

diminuição de 39,87%, demonstrando que o tratamento que obteve melhor aumento da 

molhabilidade foi o que utiliza menor tensão e tempo (Figura 11). 
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Figura 11: Ângulo de contato da membrana de quitosana fúngica após tratamento com plasma 

de Descarga em Barreira Dielétrica (DBD) (Ensaio 3).  

 

Fonte: (Autoria própria, 2017) 

 

 Estudos realizados por Theapsak e colaboradores (2012) obtiveram uma redução maior 

no ângulo de contato, chegando a uma diminuição de 50,52%, saindo de 95º para 48º, utilizando 

plasma DBD (15 kV/ 10 seg/ 350 Hz). A diferença na diminuição do ângulo de contato e do 

tempo de tratamento pode ser explicada pela diferença na composição da membrana. No estudo 

de Theapsak foi produzido um material compósito de quitosana e polietileno para melhorar a 

proteção de frutas contra ataques de micro-organismos, já o presente trabalho utilizou apenas 

quitosana fúngica na composição do biomaterial.  

 O trabalho de Dorraki e colaboradores (2015), obteve uma diminuição 40,57% no 

ângulo de contato, saindo de 69º para 28º (14kv/ 6 min/ 6 Hz) para tratamento de nanofibras de 

quitosana utilizadas para imobilização de acetilcolinesterase. Resultado bastante semelhante ao 

presente estudo, mas ainda assim com um tempo significativamente maior. Estimando uma 

linha de produção para o produto, tal fato acarretaria em maior custo. 

 Os resultados foram semelhantes aos encontrados por Panjak e colaboradores (2015), 

que obtiveram uma redução de 76,09º para 27,56º no ângulo de contato de filme de amilase de 

milho, porém, foi utilizada uma tensão de 80 kV por 5 minutos. Ambos os trabalhos possuem 

variáveis cerca de 5 vezes maior, demonstrando uma alta eficiência e menor demanda 

energética do Plasma DBD utilizado nesse estudo. 
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 Os testes de degradação foram constituídos de 21 ensaios com diferentes variáveis, 

realizados em triplicata (Tabela 5).  

 

Tabela 5: Análise do índice de degradação da membrana de quitosana fúngica em tampão PBS. 

Ensaios Tensão(kV)/Tempo(min)*1 Dias de análise*2  Degradação  

(média em %) 

1 15/10 1 0 ± 0 

2 15/10 7 66,6 ± 1,2ª 

3 15/10 14 -13,6 ± 0,4b 

4 15/5 1 85,7 ± 0,4a 

5 15/5 7 -18,9 ± 2,2b 

6 15/5 14 -37,0 ± 1,9b 

7 15/1 1 28,5 ± 2,5a 

8 15/1 7 -14,2 ± 2,6b 

9 15/1 14 47,3 ± 1,1a 

10 30/10 1 -5,4 ± 2,0b 

11 30/10 7 11,1 ± 1,2a 

12 30/10 14 -36,3 ± 1,6b 

13 30/5 1 -10,7 ± 1,6b 

14 30/5 7 25,0 ± 2,0a 

15 30/5 14 -46,3 ± 1,1b 

16 30/1 1 -14,8 ± 0,7b 

17 30/1 7 -18,4 ± 2,3b 

18 30/1 14 -24,4 ± 1,2b 

19 Sem tratamento 1 12,1 ± 0,2a 

20 Sem tratamento 7 -73,3 ± 0,6b 

21 Sem tratamento 14 -6,25 ± 0,7b 

1* Todos os ensaios foram a frequência de 500 Hz; 2- Dias em que a membrana ficou submersa em tampão PBS. 

a;b: As diferentes letras denotam dados estatisticamente diferentes obtidos pelo teste de Tukey.  Fonte: (Autoria 

própria, 2017) 
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 Esses resultados demonstraram que em 7 ensaios ocorreu perda de massa, variando entre 

11 e 86% de perda. Nas membranas não tratadas, houve um aumento de massa nos 3 tempos 

testados, o que demonstrou que em algumas configurações, principalmente do ensaio 3, o 

plasma altera a estrutura superficial da membrana, aumentando sua taxa de degradação. A 

melhor combinação para o aumento da taxa de degradação foi nos ensaios com tensão 15 kV 

(Ensaio 2, 4 e 9) corroborando com as melhores condições de aumento de molhabilidade e de 

intumescimento, que foram também nessa tensão. 

 Os dados obtidos nesse experimento se contrapõem aos obtidos por Chen e 

colaboradores (2004), que obtiveram uma taxa de degradação acima de 80%, mas com 20 dias 

de tratamento. Essa manutenção da estabilidade da membrana de Chen se deve ao fato da 

mesma ser formada por quitosana tratada com NaOH, Na5P3O10, Na5SO3, que são agentes 

reticulantes, utilizados com o objetivo de deixar a superfície da membrana mais densa e lisa 

(LIPSKI et al., 2007).  

 A maioria dos resultados apresentaram uma “degradação negativa”, esses resultados 

podem indicar que não houve processo de degradação. Porém, o motivo mais indicado para o 

aparecimento desses resultados é a não eficiência da técnica utilizada, já que o papel toalha, 

utilizado para a retirada do excesso do tampão, pode não ser eficiente e o resultado pode não 

ser eficiente e a quantidade de solução “absorvida” pela membrana ser maior do que a 

quantidade de membrana degradada, ou seja, havendo um acréscimo de massa da membrana. 

Para a retirada do excesso de tampão foram testadas técnicas de secagem em estufa e a vácuo, 

em ambas as alternativas as membranas secavam de forma abrupta, sendo impossível a pesagem 

posterior ao contato com o líquido. Uma técnica também indicada para esse tipo de análise, 

seria a espectroscopia óptica da solução de tampão PBS depois de decorridos os dias de análise, 

na qual poderia ser aferido a quantidade de resíduos de quitosana fúngica presentes no tampão. 

 O teste ANOVA e de Tukey, indicaram que os ensaios divergem estatisticamente 

(p<0,05), onde os ensaios 2; 4; 7; 9; 11; 14 e 19 são os que obtiveram taxa de degradação 

significativa.  

 As membranas foram submetidas ao teste de grau de intumescimento com 24 horas de 

contato da membrana com a solução PBS como demonstrado na Tabela 6. 
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Tabela 6: Análise de taxa de intumescimento de membrana de quitosana fúngica. 

Ensaios Tensão(kV)/Tempo(min)*1 Intumescimento  

(média em %) 

1 15/10 0,0 ± 0 

2 15/5 - 75,0 ± 1,2ª 

3 15/1 -40,0 ± 0,4b 

4 30/10  5,23 ± 0,4a 

5 30/5   10,71 ± 2,2b 

6 30/1  14,81± 1,9b 

7 Sem tratamento -12,19 ± 2,5a 

1* Todos os ensaios foram a frequência de 500 Hz; Fonte: (Autoria própria, 2017) 

 

  Os ensaios 4, 5 e 6 apresentaram alterações na massa, tendo respectivamente 5,23; 

10,71; 14,81% de aumento de massa, os resultados demonstram que a tensão de 30 kV foi mais 

eficiente para o aumento da taxa de intumescimento, resultados que contrastam com os 

resultados de molhabilidade, onde a tensão 15 kV por 1 minuto foi responsável pelo aumento 

da molhabilidade,  demonstrando que a taxa de intumescimento não tem relação direta com a 

diminuição da taxa de molhabilidade. 

 Em estudos realizados por Chumwangwapee e colaboradores 2016, a taxa de 

intumescimento foi entre 80% e 98%, essa diferença na taxa de intumescimento da membrana, 

se deve ao fato desse estudo utilizar membranas de quitosana associadas com celulose, o que 

altera a capacidade absorção da membrana, aumentando a quantidade e tamanho dos poros. 

 Para demonstrar os efeitos do plasma na superfície da membrana de quitosana fúngica, 

foi realizada a microscopia de força atômica nas membranas. A rugosidade média (Ra) das 

amostras foi medida, sendo essa análise a média dos picos encontrados na superfície das 

amostras. Esses parâmetros foram importantes para a análise das modificações causadas pelos 

diferentes tratamentos (Tabela 7). 
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Tabela 7: Rugosidade média das membranas nos tratamentos com plasma DBD em diferentes 

configurações de tratamento. 

Tratamentos Tensão(kV)/Tempo(min)*1 Rugosidade Média 

(nm) 

                   1 

                   2 

15/10 

15/5 

624,76 ± 7,37b 

1346,05 ± 5,84b 

                   3 15/1 2118,78 ± 2,31ª 

                   4 30/10 732,82 ± 4,59b 

                   5 30/5 1023,57 ± 2,72b 

                   6 30/1 847,25 ± 2,61b 

                   7 Sem tratamento  668,61 ± 3,43b 

1* Todos os ensaios foram a frequência de 500 Hz; a;b:As diferentes letras denotam dados estatisticamente 

diferentes. Fonte: (Autoria própria, 2017). 
 

 A membrana sem tratamento obteve uma rugosidade média de 668,61 nm, com 

topografia com picos concentrados em uma só região (Figura 12).  

 

Figura 12: Microscopia de Força Atômica de membrana de quitosana fúngica sem tratamento 

 

Fonte: (Autoria própria, 2017) 

 

  Os dados se contrapõem aos trabalhos de Marques et al., (2016) com 4,0 nm em 

membrana composta apenas por quitosana, Cleymand et al., (2016) que obtiveram 9,32 nm em 

membrana de quitosana associada a nanolipossomas e  Tamburaci e Tihminlioglu (2017), com 
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2,38 nm em membrana associada a diatomito, ambos os trabalhos utilizando quitosana de 

crustáceo. Essas diferenças exponenciais podem ser explicadas pela diferença da origem da 

quitosana, grau de desacetilação, peso molecular e forma de obtenção da membrana.  Já que de 

acordo com as suas características o polímero pode se comportar de diferentes formas, um alto 

grau de desacetilação, influencia aumentando a permeação e absorção, consequentemente 

aumentando a rugosidade média (DALLAN, 2005; PANKAJ et al., 2017). 

 O tratamento 3, foi o que resultou em maior valor de rugosidade média da membrana 

de quitosana fúngica, chegando ao valor de 2118,78 nm, demonstrando um aumento da 

rugosidade após o tratamento com plasma DBD. Os dados de rugosidade obtidos, se 

demonstraram semelhantes, exceto a rugosidade obtida pós tratamento 3, que obteve uma 

rugosidade muito superior as demais, comprovando a hipótese de (p<0,05) (Figura 13).  

 

Figura 13: Microscopia de força atômica de membrana de quitosana fúngica - Tratamento 3. 

 

Fonte: (Autoria própria, 2017) 

 

 Os estudos de Macedo e colaboradores (2012), demonstraram membranas de quitosana 

com alta rugosidade ao serem tratadas com plasma de baixa pressão, com diferentes atmosferas. 

Os resultados foram de 4800, 5911 e 5062 nm, para as atmosferas de (O2, N2, H2) 

respectivamente.  

 Ao observar essas altas taxas de rugosidade, é possível entender que o plasma de baixa 

pressão interfere de forma agressiva na superfície da membrana podendo causar danos 

estruturais que podem dificultar as aplicações da mesma. Estudos anteriores, como o de Zhang 



53 
 

e colaboradores (2017), demonstraram através de espectrometria de emissão óptica, que ao 

utilizar o plasma DBD de gás hélio, ocorre a formação de um quantidade maior de grupos 

reativos, que são os produtos do plasma e atuam modificar a superfície, dentre esses grupos 

reativos estão: N+, O+, OH+, H2O
+, H3O

+, N2
+, N2H

+, NO+, O2
+, N2O

+, NO2
+, O-, OH-, H3O

-, 

O2
-, NO2

-, O3
-, O-(H2O)2, CO3

-, HCO3
-, NO3

-. 

 Sendo assim, o plasma em barreira dielétrica se demonstra uma alternativa que modifica 

a camada superficial das membranas de quitosana fúngica, deixando-as mais hidrofílicas. 

 O aumento da rugosidade média indica uma modificação de superfície do material 

membranoso, o que também se evidencia pela modificação topográfica visível nas imagens, 

relacionando-se com a molhabilidade. Os resultados demonstram que quanto maior a 

rugosidade média, maior será a molhabilidade da membrana, ou seja, mais hidrofílica será a 

membrana (Tabela 8).  

 

Tabela 8: Relação entre molhabilidade e rugosidade média para os diferentes tratamentos 

analisados. 

Tratamentos Tensão(kV)/Tempo(min)*1 Molhabilidade Rugosidade Média(nm) 

1 

2 

15/10 

15/5 

69,5º ± 0,51a 

39,5º ± 0,57b 

624,76 ± 7,37b 

1346,05 ± 5,84b 

3 15/1 30,9º ± 0,57b 2118,78 ± 2,31ª 

4 30/10 64,0º ± 0,50ª 732,82 ± 4,59b 

5 30/5 58,5º ± 0,80ª 1023,57 ± 2,72b 

6 30/1 57,3º ± 0,56ª 847,25 ± 2,61b 

7 Sem tratamento 77,5º ± 0,82ª 668,30 ± 3,43b 

1* Todos os ensaios foram a frequência de 500 Hz; a;b: As diferentes letras denotam dados estatisticamente 

diferentes. Fonte: (Autoria própria, 2017) 

 

 A análise de microscopia de varredura, demonstrou que o tratamento com plasma DBD 

fez pequenas modificações na membrana, o que confirma as modificações evidenciadas pela 

microscopia de força atômica (Figura 14). 
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Figura 14: Microscopia eletrônica de varredura da membrana de quitosana fúngica.  

 

Resolução de 1kx A= sem tratamento B= com tratamento de plasma atmosférico.  Fonte: (Autoria própria, 

2017) 

  Esses resultados são semelhantes aos resultados obtidos por Cardoso e colaboradores 

(2012) e Stepniak e colaboradores (2016) que produziram membrana de quitosana animal, 

demonstrando que as membranas de quitosana fúngica tem potencial semelhante e que 

houveram pequenas modificações estruturais na superfície da membrana, proporcionando 

melhores condições de utilização dessas membranas. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A partir desse trabalho, foi possível obter o fungo Rhizopus stolonifer extraído do solo 

de reserva ecológica situada no bioma caatinga. Esse fungo comprovadamente possuiu 

capacidade de produção de quitosana, tendo rendimento de 16,74 mg/g de quitosana fúngica. 

Através das técnicas de caracterização, obteve-se o grau de desacetilação de 84% e uma 

quitosana de 4,12 kDa, sendo considerada de baixo peso molecular. Além de reconhecer a 

região cristalina e amorfa do polímero, confirmando que se trata de quitosana, além de 

comprovar sua estabilidade elétrica através do potencial zeta. 

A quitosana fúngica mostrou-se apta a formação de membrana, porém sua estrutura 

demonstrou-se quebradiça, o que indica que estudos devem ser realizados a fim de melhorar su 

estrutura na forma de membrana. 

A microscopia de força atômica, demonstrou uma rugosidade média de 668,61 nm na 

membrana não tratada por plasma DBD, já o melhor tratamento (ensaio 3), obteve uma 

rugosidade média de 2118,78 nm, o que junto com as análises de molhabilidade, 

degradabilidade e intumescimento, demonstram que o ensaio 3 proporcionou melhor 

modificação superficial da membrana, deixando-a mais hidrofílica, sendo própria pra 

aplicações como:  regeneração tecidual, reintegração óssea, transporte de moléculas 

farmacêuticas, liberação controlada de fármacos. 
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