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RESUMO

O biopolimero quitosana é um dos biomateriais mais utilizados pela inddstria, podendo
ser apresentado na forma de solucdo, gel, filmes e membranas. Esse polimero é obtido
principalmente a partir da carapaca de crustaceos, porém, caso nao seja purificado
adequadamente, pode carrear muitas proteinas alergénicas, as quais podem inviabilizar sua
utilizacdo por pessoas que tem alergia a crustdceos. Na ciéncia dos materiais, € de grande
importancia o estudo de formas de modificacdo de materiais, visando melhorar suas
caracteristicas. 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, 0
presente trabalho, objetivou a extracdo de quitosana do fungo Rhizopus stolonifer, isolado a
partir de solo do bioma caatinga; a producdo de material membranoso; aplicacdo de plasma
atmosférico e caraterizacdo do material pos tratamento. Apos a extracdo da quitosana fungica,
a mesma foi caracterizada por peso molecular, infravermelho com transformada de Fourier (FI-
TR), difracdo de raios-X e potencial zeta, e. Para preparacdo da membrana, foi feita uma solucgéo
de quitosana (0,3 g) solubilizada em &cido acético a 2% (30 mL), agitada por 24 horas e filtrada.
Apos esse procedimento, a solucdo 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 tensdo de 15 e 30 kV nos tempos de 1, 5 e 10 minutos, com frequéncia
de 500Hz. Apds o tratamento, foram feitas as analises de molhabilidade, degradabilidade,
intumescimento, microscopia de forca atdbmica, microscopia eletrénica de varredura,. Os
resultados demonstraram que o plasma em barreira dielétrica (DBD) aumentou a molhabilidade
da membrana, diminuindo seu angulo de contato de 77,5° para 30,9°; que a alteracdo promovida
pelo plasma foi evidenciada pelo resultado da microscopia de forca atbmica, que demonstrou
um aumento na rugosidade média da membrana, saindo de 668,61 nm para 2118,78 nm. Os
resultados de degradacdo e taxa de intumescimento também demonstraram modificacdo
mediante tratamentos. A degradacéo variou entre 11 e 85% e a taxa de intumescimento entre
25 e 85%. Os resultados demonstram eficiéncia no processo de extracdo da quitosana, sua
transformacdo em membrana e principalmente, que o plasma em barreira dielétrica altera a
superficie do material, podendo favorecer a sua utilizacdo em diferentes aplicacdes na area
biomédica, tais como: regeneracdo tecidual, reintegracdo Ossea, transporte de moléculas

farmacéuticas e liberacdo controlada de farmacos.

Palavras-chave: Quitosana fungica. 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 77.5° to 30.9°, 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 INTRODUCAO

O biopolimero quitosana foi descrito pela primeira vez através de uma analise de raios-
X da estrutura da parede celular da levedura Phycomyces blakesleeanus (KREGER, 1954).
Apo0s anos de estudos sobre esse polimero, atualmente, ele vem sendo empregado nas mais
diferentes areas da industria cosmética, alimenticia e biomédica (COSTA SILVA et al., 2006;
AZEVEDO et al., 2007; MENDES et al., 2011).

No mercado atual, a quitosana oriunda de crustaceos é a mais utilizada devido ao seu
alto rendimento quando comparada a outras formas de obtencgéo de quitosana. Contudo, a sua
utilizacdo tem algumas restricdes, como a necessidade de grande quantidade de compostos
quimicos para os processos de purificacdo, a sazonalidade na producdo e a alergenicidade de
residuos protéicos que podem vir associados a quitina quando extraida da carapaca de
crustaceos. J& a quitosana fungica ndo possui essas limitaces, 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 area, a quitosana se destaca na
engenharia de tecidos, onde membranas sdo utilizadas para regeneracao de 0ssos, pele, tecido
hepatico, sistema nervoso periférico e estimulacdo do sistema nervoso central; outro destaque
é a utilizacdo de membranas para otimizar a liberacdo controlada de farmacos (YAN; KHOR,;
LIM; 2001; ALVES; MANO; 2008; ANITHA et al., 2014).

De acordo com as diversas possibilidades de utilizacdo, muitas vezes os materiais
exigem uma modificagdo na superficie, visando deixar o material mais hidrofilico ou com maior
degradacdo (SILVA et al., 2008; MACEDO et al., 2010; CHUMWANGWAPEE;
CHINGSUNGNOENB; SIRIC, 2016). As técnicas convencionais de modificacdo sdo 0s
tratamentos com solventes, solugdes &cido-base, abrasdo mecanica e ativacdo quimica, porém,
essas técnicas apresentam a geracdo de subprodutos tdxicos desprezados como efluentes
industriais e degradacdo excessiva do polimero, além de elevar o custo de producdo das
membranas (SHENTON et al., 2001).

A modificacdo de superficies membranosas atraves de plasma tem sido uma solucéo
para esses problemas, dado a grande versatilidade de sua utilizacdo, com geracdo 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.
etal., 2016).

O plasma, também conhecido como o "quarto estado da matéria™ é um géas parcialmente
ionizado, contendo uma mistura de elétrons, cations e anions, radicais, e varias moléculas
excitadas (KIEFT et al., 2004). Ele pode ser divido em dois tipos: baixa pressdo, que consiste
numa estrutura onde é retirado todo o véacuo e ao ser injetado o gas escolhido é feito o
bombardeamento da amostra; e o atmosférico, onde é aplicado uma diferenca de potencial
elétrico entre dois eletrodos, os elétrons sdo acelerados e ao colidirem promovem a ionizacao
dos gas (ALVES JR., 2001).

O plasma a baixa pressdo é uma técnica mais tradicionalmente utilizada na modificacéo
superficial de polimeros. O tratamento a plasma altera somente a natureza quimica e
morfologica da superficie das amostras. Entretanto, seu uso em grande escala é limitante,
devido ao alto custo das instalages a vacuo. Além do mais, tem seu uso restrito em materiais
que apresentam alta presséo de vapor, como os tecidos vivos e possui volume de reator limitado,
assim como um longo tempo de aplicacdo (KANAZAWA et al., 1989; YOKOYAMA, 1990).

Uma alternativa ao uso de plasma de baixa pressdao em superficies sensiveis ao mesmo
é o plasma atmosférico, principalmente do tipo plasma DBD (Descarga em Barreira Dielétrica),
devido a baixa temperatura do gas e a ndo necessidade de instalacfes a vacuo para 0 processo.
Por essa técnica, a superficie da membrana tende a ficar mais hidrofilica, melhorando a adeséo
celular dos mais variados tecidos, assim como a utilizacdo em materiais termossensiveis como:
liquidos, polimeros e esterilizacdo de utensilios médicos (FRIDMAN et al., 2008; ANITHA et
al., 2014; MOLINA et al., 2014; PANJAK et al., 2015).

Essas caracteristicas, conferem ao plasma atmosférico um importante destaque na
pesquisa cientifica atual, principalmente na area 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 aplicacBes da quitosana fingica e as vantagens do
tratamento de biopolimeros via plasma atmosférico, o presente trabalho tem como objetivo o
tratamento de membranas de quitosana fungica com plasma atmosférico no intuito de observar
como a membrana vai se comportar apos o tratamento, no que se refere a hidrofilicidade,
degradacéo e absorg¢éo de liquidos, visando potencializar o uso da quitosana fungica, deixando-

0 em condi¢des Otimas de utilizacdo na area biomédica e engenharia de materiais.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Fungo

Os fungos séo considerados os principais componentes da biodiversidade do planeta,
eles possuem uma capacidade de adaptacdo aos mais variados habitats, sendo o solo, o habitat
mais importante Eles sdo um dos principais contribuintes para a biomassa do solo a medida que
sdo os principais decompositores de matéria organica dos ecossistemas (MADIGAN et al.,
2010).

Um dos componentes de sua estrutura é a parede celular, a qual pode ser caracterizada
como relativamente rigida, porém dindmica, que participa de varios processos bioldgicos
essenciais a célula. Ela determina o formato do fungo, fornece suporte osmatico, protecédo
fisica, além de estar relacionada a processos de sinalizacdo celular, adesdo e reproducédo
(MAGNELLI; CIPOLLO; ROBBINS, 2005; NIMRICHTER et al., 2005).

Os fungos passaram a receber maior importancia médica a partir de 1928, quando foi
isolada uma substancia do fungo Penicillium notatum, substéncia essa que tinha propriedade
antibidtica 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 sdo comercializados como medicamentos nas area de antibidticos (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) sdao amplamente distribuidos na
natureza, existindo cerca de 700 espécies diferentes ja catalogadas (CABI BIOSCIENCE,
2017).

Esses fungos sdo comumente encontrados no solo, em dejetos de roedores ou herbivoros
e frutas em apodrecimento. Algumas espécies sdo capazes de preencher completamente uma
placa de Petri e produzir esporos em apenas 2 dias de inoculagdo, suas hifas penetram
rapidamente no substrato, permitindo o consumo de nutrientes como agucares, diminuindo 0s

riscos de contaminacdo por outros fungos. Sua morfologia possui aparéncia de algodao,
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tornando-se escuras com o tempo devido & produgdo dos esporos. (BOCQUET, 1985; LACAZ;
MENDES, 1970).

Os Zygomycetes se destacam ndo so por ser uma classe de fungos com facilidade de
manipulacdo e crescimento rapido em diferentes substratos, mas também pela resisténcia a
condigdes 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 a classe dos Zygomycetes (Figura 1). A literatura
0 descreve como responsavel por uma série de fitopatologias relacionadas pela producdo e
secrecdo de enzimas pectoliticas, as quais degradam os frutos com facilidade. Esse fungo é
adaptado a condic@es climaticas favoraveis do clima brasileiro, denotando uma atengao especial
dos produtores (MASSOLA et al., 2010; EDMUNDS et al., 2015; SALEM; YOUSSEF;
SANZANI, 2016; BAGGIO; HAU; AMORIM, 2017).

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

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

Fonte: (Autoria propria, 2016)

Esse micro-organismo é encontrado no solo do bioma caatinga, sendo um produtor de
biomoléculas, dentre elas glicosil-hidrolases da familia 45, proteases &cidas, quitina e quitosana
(TANG et al., 2014; LIU; HUANG, 2015; PAIVA; SOUZA NETO; BATISTA, 2017). Esses
biopolimeros possuem alto grau de biocompatibilidade e baixa toxicidade, indicando a
quitosana como uma molécula de boa qualidade que pode ser utilizada para varias finalidades
(PAIVA; SOUZA NETO; BATISTA, 2017).
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2.2 Quitina

A quitina é um dos polissacarideos mais abundantes na natureza. E encontrada em maior
quantidade na carapaca de crustaceos e exoesqueleto de insetos. O primeiro relato de isolamento
da quitina foi em 1811 quando Henri Braconnot realizou pesquisa com isolados fungicos. Nessa
época ele obteve um extrato bruto formado pelo complexo quitina-glucano, com auséncia de
proteinas e pigmentos e presenga de grupos acetil, o qual chamou de “fungina” (BRACCONOT,
1811).

Em 1823, Odier isolou uma substancia insoltvel contida na carapaca dos insetos, a qual
passou a chama-la de quitina. Contudo, ele ndo detectou a presenca de nitrogénio na quitina e
se enganou ao afirmar que a molécula se tratava da mesma substancia encontrada em plantas,
substancia essa conhecida como celulose. Posteriormente, ele também observou a presenca de
quitina na carapaca de caranguejo e sugeriu gque a quitina seria um material basico na formacéo
do exoesqueleto de insetos. Apenas em 1843, Payer detectou a presenca de nitrogénio na
composigdo da quitina, evidenciando que se tratava de uma substancia diferente da celulose e
descreveu uma série de diferencgas quimicas que evidenciavam essa diferenca (MUZZARELLLI,
2012).

O termo “quitina” ¢ derivado da palavra grega “khiton”, que significa carapaga 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 carapaca dos crustaceos e o exoesqueleto dos
artropodes oferecendo revestimento e protecdo para estes organismos (SANTQOS, 2003).

Esse biopolimero 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 ligacdo
glicosidica do tipo p(1—4) (ANDRADE et al., 2003; CAMPANA-FILHO et al., 2007).

Figura 2: Representacdo da estrutura quimica da quitina.

CH,0H CH,OH

H NHCOCH, H NHCOCH,

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 proporcdo (10 a 20%) em fungos filamentosos. A estrutura da quitina é
formada através de pontes de hidrogénio que dao origem a microfibrilas de quitina. As
microfibrilas suportam grandes pressdes e, portanto, tornam-se responsaveis pela integridade
da parede celular. Quando a sintese da quitina é interrompida, a parede celular torna-se
desorganizada e a célula fungica sofre deformacdes e instabilidade osmética (BOWMANN e
FREE, 2006).

Esse polissacarideo natural possui uma fase cristalina organizada, como comprovada
por difragdo de raios-X. A estrutura da quitina ocorre em trés diferentes formas denominadas
a, B ey (Figura 3), as quais diferem no arranjo de suas cadeias nas regides cristalinas.

Figura 3: Estruturas polimérficas da quitina.

a-Quitina B-Quitina Y -Quitina

Fonte: (ANTONINO, 2007)

As trés estruturas polimorficas estdo possivelmente relacionadas a diferentes fungbes no
organismo. A forma a ¢ encontrada onde ¢ necessaria uma extrema dureza (resisténcia), como
em cuticulas de artropodes e frequentemente, é associada com proteinas e/ou materiais
inorganicos. As formas e y proporcionam flexibilidade e dureza. A forma dominante, o -
quitina € mais estavel que as forma 3 e y, entretanto estas tltimas podem ser convertidas a forma

a por tratamentos adequados (KHOR, 2014).

2.3 Quitosana fungica

A parede celular fungica € composta principalmente por uma rede interligada formada
por glicoproteinas, glucanos, quitina e quitosana, estando a percentagem desses substratos
diretamente relacionada ao tipo de fungo, ao estagio de crescimento e as condi¢Ges na qual o

fungo cresce como, fonte de carbono e nitrogénio, 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 protecdo contra a
elevacdo da temperatura e inibidores celulares a que possa ser submetida a linhagem fungica
(BANKS et al., 2005; BAKER et al., 2007).

A quitosana € um copolimero que, assim como Sseu precursor, apresenta unidades de 2-
acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose e 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose. Contudo, mais de
60% dos residuos sdo 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 quimica da quitosana.

CH,OH

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

A primeira descricdo 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 polimero pode ser obtido através da desacetilacdo ndo natural da quitina de
crustaceos; ou através da acdo da enzima quitina desacetilase (E.C. 3.5.1.41).

A primeira quitina desacetilase a ser purificada e caracterizada foi extraida do fungo
Mucor rouxii, obtendo-a naturalmente a partir da parede celular (ARAKI; ITO, 1974). Essa
enzima possui varias funcionalidades bioldgicas. A sua principal funcéo é catalisar a hidrdlise
do grupo acetamida das unidades de N-acetilglucosamina da quitina e da quitosana crescente,
gerando assim unidades de glucosamina e acido acético. Outras fungdes merecem destaque,
como a utilizagdo da enzima, produzida por plantas, auxiliando no mecanismo de defesa das
mesmas contra patdgenos (TSIGOS, I.; BOURIOTIS, 1995), e o melhoramento genético de
fungos para a producéo de enzimas produtoras de novos oligossacarideos (NAVQI et al., 2017).
Essas variadas utilizagdes da quitina desacetilase a confere uma posicdo de destaque nos

estudos para utilizagdo industrial da mesma.
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Independente da forma de obtencdo, esse biopolimero apresenta excelente
biocompatibilidade, quase nenhuma toxicidade ao ser humano e animais, alta bioatividade,
biodegradabilidade, atividade antimicrobiana, habilidade em formar gel e filme, habilidade de
quelacéo e capacidade adsortiva (BATISTA et al., 2013; EL SABEE; ABDOU, 2013; PAIVA
etal., 2014).

Atualmente, a quitosana oriunda de quitina de crustaceos, também conhecida como
quitosana animal, é a mais utilizada comercialmente devido ao seu rendimento ser
aproximadamente 2 a 3 vezes maior do que a fungica. Contudo, a sua purificacdo e
processamento requerem uma grande quantidade de compostos quimicos 0 que onera a
producdo (BENTO et al., 2011; CARDOSO et al., 2012). Além deste entrave, a quitosana
animal depende dos fatores sazonais da regido onde o crustaceo é criado, o que dificulta a
padronizacdo do produto e a implementacdo em escala industrial (MATI-BAOUCHE et al.,
2014; GHORMADE et al., 2017). Quando se refere ao uso na area alimenticia é sugerido outro
problema: a alergenicidade de algumas proteinas que se acumulam de forma residual na
molécula de quitosana quando ndo purificada de forma correta (CAMPOS-TAKAKI, 2005;
STANFORD et al., 2007).

Jéa a utilizacdo de fungos para producéo 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 residuos industriais e alimentos reduzindo os custos dos
processos (CARDOSO et al., 2012; BERGER et al., 2014a; BERGER et al., 2014b; BATISTA
etal., 2014).

A quitosana fungica pode ser produzida durante todo o ano, em ambientes com controle
de temperatura e pH, garantindo producédo continua com o rendimento do biopolimero ajustado
facilmente através do controle nos mecanismos de fermentacdo ou através de alteracdo dos
genes responsaveis pela enzima quitina desacetilase. Outro ponto importante é que possuli
baixas taxas de célcio e outros ions, o que diminui o risco de acimulo 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 caracteristicas ja descritas, a quitosana fungica tem sido

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

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

bioldgicas conhecidas.

Fungo

Atividade Bioldgica

Referéncias

Rhizomucor miehei
Aspergillus niger
Mucor rouxxi
Mucor racemosus
Cunninghamella elegans
Cunninghamella elegans
Aspergillus brasiliensis

Rhizopus arrhizus
Aspergillus niger

Lentinula edodes

Mucor rouxxi

Cunninghamela elegans

Antibacteriano
Antimicrobiano
Antifungico
Antibacteriano
Antibacteriano
Conservacdo de Alimentos
Conservacao de Alimentos

Conservacdo de Alimentos
Conservacdo de Alimentos

Anticancerigeno

Descontaminacao
Ambiental

Antiparasitario

TAJDINI et al., 2010
TAYEL etal., 2011
TAYEL et al., 2011

TAJDINI et al., 2010
PAIVA etal., 2014

OLIVEIRA et al., 2014
TAYEL et al, 2014
SILVA et al., 2015

TAYEL et al., 2016

CHIEN; YEN; MAU,
2016

TAYEL, 2016

SOUZA NETO et al.,
2017

Fonte: (Autoria propria, 2017)

Essas pesquisas comprovam a diversidade de utilizagdes da quitosana flingica e a

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

caracteristicas, otimizando e difundido sua utilizag&o.

2.4 Caracteristicas fisico-quimica da quitosana x aplica¢Ges biomédicas

Dentre os polimeros naturais mais comumente estudados para serem utilizados como

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

trabalhos cientificos como Science Direct, Wiley Online Library e Periodicos Capes, é possivel
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observar o grande nimero de trabalhos. O termo “biomaterial” obteve respectivamente 91.714,
21.140 e 98.150 resultados. Ja o termo “natural polymers” obteve respectivamente 15.173,
9.009, 7472 e o termo ‘“chitosan” obteve os resultados de 52.224, 143.881 e 23.458,
demonstrando a grande quantidade de estudos nessa area.

Este polissacarideo apresenta diversas caracteristicas de interesse, havendo destaque
para acdo antimicrobiana (bactericida, bacteriostatica, fungicida e fungistatica) e redutora do
tempo de cicatrizacdo de lesdes provenientes de agressdes fisicas a tecidos animais, como por
exemplo, ferimentos ou gqueimaduras (CRAVEIRO; CRAVEIRO, 2000). Em adicdo, a
quitosana estimula a proliferacdo celular e a reorganizacdo da histo-arquitetura celular
(SRINIVASAN et al., 2012; PARK et al., 2013; SUDHEESH KUMAR et al., 2013; Ll et al.,
2015; CORREIA; LEITE; MANO, 2015).

Interferindo nas diversas formas de utilizacdo como biomaterial, temos as caracteristicas
fisico-quimica (grau de desacetilagdo, peso molecular, intumescimento, molhabilidade e
outros) (ARANAZ; ACOSTA; HERAS, 2009). Alguns trabalhos demonstraram que a
capacidade antimicrobiana da quitosana fungica se devia ao baixo peso molecular do polimero,
gue conseguia penetrar nas células bacterianas, causando disturbios na atividade fisioldgica da
bactéria e consequentemente a morte. Ao se utilizar quitosana no tratamento de lesdes do tipo
queimaduras, uma das principais caracteristicas que o polimero deve ter € uma baixa taxa de
absorcéo de liquidos, evitando assim a perda de fluidos corporais (DALLAN, 2005).

Estudos comprovaram que o grau de desacetilacdo influencia diretamente na permeacéo
e absorcdo de liquidos, quanto maior o grau de desacetilacdo, maior a taxa de absorcéo e
permeacdo (SCHIPPER; VARUM; ARTURSSON, 1996; DORRAKI et al., 2015;
CHUMWANGWAPEE et al., 2016; PANJAK et al., 2015).

Ja a degradacdo da quitosana tem relacdo direta com o grau de desacetilacdo. Em seus
estudos, Tomihata e lkada (1997), concluiram que uma quitosana com grau de desacetilacdo
menor que 73% seria mais suscetivel a degradacdo. Em se tratando de engenharia de tecidos, é
ideal que a taxa de degradacdo da quitosana seja baixa, pois isso confere uma maior
mucoadesividade, promovendo uma liberagdo prolongada de farmacos associados as
membranas (GRABOVAC; GUGGI; BERNKOP-SCHNURCH, 2005; DHAWAN; SINGLA;
SINHA, 2004).

O estudos dessas caracteristicas sdo de grande importancia, seja a quitosana utilizada na
forma de po, solugcdo ou de membrana, pois elas que irdo direcionar a aplicacdo onde o polimero

serd mais eficiente.
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2.5 Membranas poliméricas

Um biopolimero 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 sdo aquelas que envolvem etapas de dissolucdo e difusdo
através do material constituinte da membrana, enquanto que as porosas sao aquelas em que o
transporte ocorre preferencialmente em uma fase fluida continua que preenche os poros da
membrana (AMARAL, 2009).

A descricdo desse material foi realizada pela primeira vez no final da década de 70 e
desde entdo os estudos vem se intensificando, principalmente nas areas alimenticia 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 Caracterizacdo de membranas poliméricas

O ensaio de molhabilidade das membranas poliméricas, demonstra se elas terdo
carater hidrofilico ou hidrofébico dependendo da sua composic¢do polimérica, fato de grande
importancia para a utilizagdo da membrana nas mais diversas areas. Algumas caracteristicas
como: Molhabilidade, taxa de degradacdo e taxa de intumescimento, também sdo de grande
interesse quando da decisdo para utilizacdo de uma membrana polimérica. Essas caracteristicas
podem ser modificadas através de processos fisicos ou quimicos que vao alterar a superficie 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 &ngulo de contato 6, que ¢ formado no so6lido ao longo da linha de

fronteira sélido-liquido linear do ar (Figura 5).

Figura 5: Angulo de contato formado entre uma amostra sélida e um liquido.

Fonte: (FRIDMAN, 2008)
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O liquido gotejado sobre a superficie pode se comportar entre dois extremos: espalhar-
se sobre a superficie em contato ou minimizar o contato com a superficie, isso dependera das
forcas intermoleculares que se estabelecem entre as fases. (KAMINSKA et. al., 2002).

O comportamento da gota sobre a superficie indica diferentes situacdes de
molhabilidade de uma superficie: para (g = 0) podemos dizer que a superficie apresenta alta
molhabilidade ou que é uma superficie hidrofilica, para (0°<q < 90°) diz-se que a superficie é
predominantemente hidrofilica, para (90°<q < 180° a superficie é predominantemente
hidrofobica e para (g = 180°) a superficie é totalmente hidrofdbica ou ndo molhavel.

Ao se trabalhar com membranas poliméricas é de grande importancia conhecer a taxa
de degradacgdo da mesma, seja a sua degradacdo mecanica, quimica ou bioldgica, para que a sua
utilizacdo seja da forma de melhorar os processos. Essa degradacao é quantidade de material
que se desprende da estrutura polimérica, em decorréncia da interacdo da membrana com o
solvente. Dependendo da &rea de atuacdo, como por exemplo, uma membrana carreadora de
farmaco de absorgao mais rapida, necessita de uma membrana de degrade de forma mais rapida,
ja um uma membrana carreadora de farmaco de liberacdo controlada, necessita de um menor
degradacéo, para que o farmaco seja liberado de forma mais lenta.

As membranas feitas de quitosana tem um grande potencial de aplicacdo na &rea
biomédica devido algumas caracteristicas desse polimero como: biocompatibilidade,
biodegradabilidade, hidratante, cicatrizante e antibacteriana (RINAUDO, 2006; KIM et al.,
2008). Atualmente, esse polimero vem sendo muito utilizado na engenharia de tecidos na forma
de membrana, scaffolds e fibras (SERRA et al., 2015; MARTINEZ et al., 2015).

Estudos anteriores comprovaram que a taxa de degradacdo da quitosana in vivo é
inversamente proporcional ao grau de desacetilagdo, ou seja, quanto maior o grau de
desacetilacdo, menor a degradabilidade da membrana. Essa analise é de grande importancia na
area biomédica, ao se utilizar esse biomaterial como terapéutico é necessario conhecer essas
caracteristicas pra que se possa saber se a quitosana sera eficiente (FERNANDES, 2009). Um
exemplo disso € a utilizacdo da membrana em gueimaduras para o tratamento de lesGes. Para
esse fim é necessario que esse material ndo tenha uma grande capacidade de absorcao para que
nédo haja perda de fluidos corporais no local da leséo (DALLAN, 2005).

A predominancia de grupamentos amino na quitosana confere a esse biopolimero uma
alta polaridade. Essa caracteristica estrutural, caracteriza a quitosana como um polimero de alto
grau de afinidade e retencéo de 4gua (ASSIS et al., 2003).Tendo em vista essas caracteristicas,
é importante observar a taxa de intumescimento da membrana, que é vai mensurar a capacidade

da membrana de absorver liquidos. Essas caracteristicas sdo de grande importancia, pois
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permitem a absor¢do de fluidos corporais, como também a transferéncia de nutrientes e
metabolitos (THEIN-HAN; KITIYANANT, 2007). Contudo, o alto grau de afinidade e
retencdo de agua aumenta a umidade na estrutura do polissacarideo, reduzindo a estabilidade
estrutural da quitosana, desagregando as fibras e destruindo a membrana de quitosana
(FERNANDES, 2009).

De acordo com essas condicGes, é fundamental a afericdo do grau de absorcéo ou
intumescimento da membrana de quitosana fungica, a fim de conhecer como a membrana reage,

principalmente, apds os tratamentos de modificacdo de superficie como o plasma.

2.6 Modificacao superficial de membranas

2.6.1 Plasma

O plasma pode ser definido como um gas parcialmente ionizado composto de particulas
carregadas: elétrons e ions, radiacdo térmica, luz visivel, radiacdo ultravioleta, campo
eletromagnético, radicais e produtos quimicos (ALVES JR., 2001). O termo plasma foi
introduzido pela primeira vez por Irving Langmuir (1928), o multicomponente construido que
interagia fortemente com o gas ionizado, lembrou-lhe do plasma sanguineo. Os plasmas
ocorrem naturalmente, mas também podem ser efetivamente produzidos em laboratorio e na
indGstria. Ele constitui 99% do universo visivel, o que proporciona oportunidades para
numerosas aplicacdes, incluindo sintese de materiais, eletronica, lasers, lampadas fluorescentes,
e muitos outros (FRIDMAN, 2008).

Existe dois tipos principais de plasma, o plasma de baixa pressdo e o atmosférico. O
plasma de baixa pressao € feito dentro de uma estrutura em que é feito o vacuo, posteriormente
adicionado o gas desejado e feito o bombardeamento da amostra, porém essa técnica inviabiliza
a utilizacdo de grandes materiais, devido a necessidade de construcdo de um equipamento ainda
maior para comportar a amostra. Essa técnica também ndo possibilita o trabalho com materiais
de alta pressdo de vapor, como o0s tecidos vivos e 0s polimeros, ja que esses sdo materiais
termicamente sensiveis. Outro motivo da pouca utilizacdo é o alto custo de instalacdo e
manutencdo (ALVES JR., 2001).

Para a producdo do plasma em baixa pressdo é necessaria uma diferenca de potencial
elétrico aplicado entre dois eletrodos (catodo e anodo), em um sistema hermeticamente fechado
contendo gés, que depende do tipo de material e do objetivo do tratamento. Dentro do sistema,

os elétrons sdo acelerados na mesma direcdo do campo elétrico, porém no sentido contrario
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para que colidam com as particulas do gés, provocando a liberagdo de mais elétrons e formando
ions, que serdo influenciados pelo campo elétrico, colidindo com outras particulas e assim
promovendo a ionizacéo do gas (ALVES JR., 2001).

As cargas elétricas livres - elétrons e ions - tornam o plasma eletricamente condutor (as
vezes mais do que ouro e cobre), internamente interativo e fortemente responsivo a campos
eletromagnéticos. O gés ionizado é geralmente chamado de plasma quando € eletricamente
neutro (isto é, a densidade eletrénica é equilibrada com a dos ions positivos) e contém um
numero significativo das particulas eletricamente carregadas, suficiente para afetar as suas
propriedades elétricas e comportamento (FRIDMAN, 2008).

O plasma oferece caracteristicas que sao atraentes para aplicagdes em uma infinidade
de areas, dentre elas a capacidade de produzir elevadas variedades de espécies quimicamente

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

2.6.1.1 Plasma atmosférico

O plasma atmosférico frio (do inglés CAP — Cold Atmospheric Plasma) é um gas
fracamente ionizado que opera sob condi¢cdes atmosfericas abaixo de 40°C. Nessas condicdes
apenas uma pequena fracdo de atomos e moléculas de gas, principais portadores de calor,
colidem com elétrons eletricamente enérgicos, isso resulta em uma maior excitagdo, ionizacéo,
e dissociagdo, enquanto o plasma permanece "frio" (KLAMPFL 2012). Dentre os grupamentos
quimicos identificados no plasma atmosférico estdo as moléculas (OH, NO, CN, O3), os
radicais atémicos (H, O, N), e outras espécies de grupos ativos como N?>* (MACHALA et al.,
2007), além de possuir propriedades que o gas sozinho ndo tem, como magnetismo e
condutividade (CROFTON et al., 2016).

Os tratamentos de materiais com plasma atmosférico lhes conferem caracteristicas para
a sua utilizacdo em diferentes areas. Dentre essas caracteristicas: (1) capacidade de sua acao ser
restrita a superficie dos materiais sem afetar as propriedades mecénicas dos mesmos; (2)
introducdo de radicais reativos e sua conversao em grupos funcionais; (3) ndo necessitam de
sistemas de vacuo ou compressao de alto custo; (4) ser ambientalmente amigavel, ja que a sua
utilizacdo gera menos toxicos ao ambiente em comparacdo aos métodos quimicos de
modificacdo de materiais (SASMAZEL et al 2011; MANALOCHE et al., 2012; HEGEMAN
etal., 2003, CHEN et al., 2010; SALEM et al., 2011. SHAHIDI et al., 2015, REN et al., 2017).

Nas areas de aplicacdo dos materiais tratados com plasma atmosférico temos destaque

para a area biomédica. Na area biomédica o plasma é utilizado para modificar as superficies
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poliméricas, para sua melhor utilizacéo para a cultura celular e a engenharia de tecido, além de:
higiene hospitalar, agdo bactericida e fungicida, cicatrizacéo de feridas alterando a expresséo
génica de moléculas, doencas de pele, cosméticos para remocdo de células e tecidos, cancer e
esterilizacdo de materiais produzidos com quitosana. Essa nova forma de esterilizar substitui os
meétodos tradicionais: esterilizagdo via calor Umido, calor seco, radiacdo, esterilizantes
quimicos. Assim, evitando os processos de parametrizacdo do polissacarideo, oscilacfes de
cadeia e producdo de residuos tdxicos no material, fatos que ocorriam com a utilizacdo 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 modificacfes de biomaterial variam de mudancas de morfologia superficial e
textura até a geracdo de propriedades fisicas e / ou quimicas de superficie especiais como a
molhabilidade, a adesdo celular melhorada (FAVIA; d’AGOSTINHO 1998; CHU et al., 2002;
d’AGOSTINHO et al., 2005; SIOW et al., 2006; FORCH et al., 2007; OHL; SCHRODER 2008;
CHERUTHAZEKATT et al., 2010; BAZAKA et al., 2011; MORENT et al., 2011).

Tendo em vista essas diversas aplicacbes e por possuirem alta capacidade de se
modificar sem perder suas propriedades, o plasma atmosférico se credencia como um bom

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

2.6.1.2 Plasma por Descarga em Barreira Dielétrica

O plasma DBD (Descarga em Barreira Dielétrica) comecou a ser estudo na metade do
século XIX, em 1932. Nessa época, estudos verificaram que a ruptura do ar a pressao
atmosférica em eletrodos planares paralelos que foram cobertos por dielétrico, ocorrem com
um grande namero de filamentos minusculos de curta duracao. Ja em 1943, os experimentos de
Manley (1943) determinaram a poténcia dissipada pela descarga. (KOGELSCHATZ, 2002).

A descarga em barreira dielétrica, consiste numa descarga que ocorre em um espaco
entre dois eletrodos metalicos, onde pelo menos um dielétrico é inserido entre esses eletrodos.
Ao se adicionar uma diferenca de potencial entre os eletrodos as cargas elétricas passam a se
acumular na superficie do dielétrico. Em determinado momento, o acumulo de carga na
superficie chega ao limite, rompendo a rigidez dielétrica do gas, provocando a microdescarga,
gue é o que chamamaos de plasma. Esse processo se repete a cada meio ciclo do pulso de tensdo
aplicada entre os eletrodos metalicos (BOGAERTS et al., 2002).
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A ruptura elétrica do gas que preenche o espago entre os eletrodos leva a formagéo de
um grande nimero de microdescargas com duracao de alguns nano segundos e se distribuem
uniformemente sobre a superficie do dielétrico (KOGELSCHATZ, 2002). Uma microdescarga
é governada por processo de ionizagdo e excitacdo atbmica e molecular que se desenvolve do
anodo para o catodo (WAGNER et al., 2003).

O DBD tem se demonstrado um método eficaz para produzir plasma homogéneo nédo-
equilibrado a pressio atmosférica com sistema de operag&o simples. E amplamente utilizado na
modificacdo superficial de materiais, tais como enxerto, limpeza superficial e modificacdo
hidrofilica de polimeros, pds e modificacdo de superficie 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 METODOS

Para realizacdo dos procedimentos foram utilizados reagentes quimicos, meios de
cultura e vidrarias da grade do Laboratorio de Fitopatologia do Centro de Ciéncias Agrérias,
UFERSA, Laboratério de Biotecnologia e Ecologia do Centro de Ciéncias Bioldgicas e Saude,
UFERSA e Laboratorio de Plasma do Centro de Ciéncias Exatas e Naturais, UFERSA

3.1 Coleta e cultivo fangico

As amostras de solo foram coletadas em 10 pontos diferentes da reserva da ESEC Serid6
(Estacdo Ecoldgica do Seridd), sob autorizagdo nimero 36672-1 SISBIO/ICMBIio, no
municipio de Serra Negra do Norte/RN, nas coordenadas geogréaficas 06° 35 'e 06° 40" sul, e

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

Figura 6: Localizacio geografia da Estacio Ecoldgica do Seridé (ESEC-SERIDO).
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Fonte: Google Maps, 2017

Esta unidade de conservacdo é localizado no bioma da caatinga, uma regido com alta
temperaturas e chuvas baixas, uma extenséo total de 1.123,59 hectares e uma vasta diversidade
ambiental. As areas de amostragem foram selecionadas aleatoriamente e marcado pelo GPS.

O processamento do solo foi realizado no Laboratério de Biotecnologia Industrial, da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA). Das amostras de solo, 10 gramas de
cada ponto de coleta foram pesados, peneirados em peneira 50 mesh e ap0os esse processamento,



34

de forma a promover o crescimento monoesporico, 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 a 28 C° por 24 horas. Esse procedimento foi realizado
em quintuplicata. Ap6s o crescimento monoespdrico, os fungos foram isolados e identificados
(VITAL; ZILLI, 2010).

3.2 Extracéo da quitosana fungica

O processo de extracdo de quitosana foi iniciado ap6s o isolamento e cultivo fungico.
Para producdo da biomassa fungica, foi feita uma solucdo espdrica com agua destilada
esterilizada e esporangiosporos, esses esporos foram contados em camara de Neubauer e cerca
de 10° espangisosporos/mL da solucdo espdrica foi adicionada em meio liquido YPD (Extrato
de levedura (5 g), peptona (10 g) e dextrose (10 g) por litro) e incubados a 28 C°/96 horas/ 150
RPM. Ao término dos 4 dias de agitacdo, a biomassa passou por filtracdo e, posteriormente,
secagem em estufa a 60 C°. A mesma foi macerada em cadinho e pesada em balanca analitica.
Em seguida, a biomassa foi tratada com NaOH (Hidroxido de Sodio) numa proporcéo de 1:40
a 1 mol, em autoclave a 121 C° por 15 minutos. Apdés essa fase, a biomassa foi lavada com agua
destilada e o sobrenadante descartado. Ciclos de centrifugacdes de 15 minutos a 4000 rpm com
agua destilada também foram realizados para auxiliar nesse processo de lavagem até a agua
descartada atingir pH 7,0 (HU et al., 1999).

Na Gltima etapa da extracdo da quitosana foi realizada a hidrélise &cida, utilizando &cido
acético 1% na proporc¢do de 1:100. Essa solu¢do foi colocada em autoclave a vapor fluente (100°
C por 15 minutos). Apds a hidrdlise acida a solucdo foi centrifugada a 4000 RPM por 15
minutos para promover a separa¢do da quitina (precipitado) da quitosana (sobrenadante). O
sobrenadante foi ajustado para pH 10 e acondicionado em geladeira a 4 C° para precipitacdo da
quitosana. Por fim, essa solucdo 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.



Figura 7: Fluxograma de extracdo da quitosana fungica

| Caultivo de fungos em meio liquido |

Coagem/Separacio

Liquido Metabélico
Testes Bioquimicos pH

Secagem

NaOH 1M
1g - 40mL

Autoclave
1200/1%

Sob Pressio

!—k—\

Liguido Sobrenadante |

‘ Pellet ‘
Descarte
—— Lavar até pH 7.0
Agua Gelada
2x
Biomassa
Acido Acético 1%
lg - 100mL
Autoclave ~
100°/ 15" Sem Pressido
Sobrenadante

Pellet - Quitina

Lavar com
H;0 destilada

Geladeira

Fonte: (Autoria propria, 2017)

3,5-4,0 pH

Quitosana Solavel

4{ Subir para 9,5- 10 pH

Quitosana Precipitada

‘ Geladeira Over/Nigth |




36

3.3 Caracterizacao da quitosana fungica

3.3.1 Peso molecular

A cromatografia de excluséo 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 indice de refracdo (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts,
EUA). O eluente foi filtrado (membrana de 0,22 um) em agua ultrapura com NaNOsz 0,1 M,
com fluxo de 0,6 mL/ min a 30 C° Um conjunto de padrdes de dextrano (6, 10, 40, 72.1, 147 e
270 kDa) foi usado para construir a curva padrdo e permitir determinar o peso molecular do
biopolimero (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 desacetilagdo. As amostras de
quitosana liofilizadas foram homogeneizadas com 100 mg de brometo de potassio (KBr). As
pastilhas de KBr preparadas foram colocados para secar por 24 horas a 110 C° Analise de taxa
de intumescimento de membrana de quitosana fangica. O espectro de infravermelho foi aferido
através de espectrofotdmetro Fourier Transform (FTIR) BRUKER Mod. IFS. O brometo de

potassio foi utilizado como referéncia.

3.3.3 Difragéo de raios-X

Medidas de difracdo de raios-X foram realizadas baseadas na técnica de Signini e
Campana Filho (2001) com modificacdes. Foi empregando difratdmetro de raios-X
SHIMADZU (Modelo XRC-6000) com tubo de cobre (A = 1,54 A). 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 C° com velocidade de varredura de 1°/minuto em etapas de 0,02°.

3.3.4 Potencial zeta

Para determinar o potencial zeta da quitosana fungica foram utilizadas solugdes de 1,0
mL nas concentragdes de 0,5 e 1,0%, com controle de &cido acético a 0,2%, em Zeta Plus® por
20 minutos, onde a cada 2 min foi feita a leitura, gerando uma media que indica o potencial zeta
dessa solucdo e a partir disso, foi possivel obter informagdes a respeito da estabilidade da

solugéo.
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3.4 Producao da biomembrana

A quitosana obtida foi de pequeno peso molecular e para a producéo da biomembrana,
0 pé foi dissolvido em acido acético a 2% com agitacdo constante durante 24 horas. Apds esse
periodo, a solucdo 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 solucdo em placas de Petri e, colocadas em estufa a 50 C° por 24 horas. (MACEDO,
2013).

3.5 Caracterizacdo da membrana de quitosana
3.5.1 Molhabilidade

Para analise da molhabilidade, foi utilizado o método da gota séssil, onde uma gota foi
depositada sobre a superficie da amostra. As amostras foram colocadas sobre a base plana e em
seguida foi depositada uma gota de 10 pl de agua destilada sobre a superficie 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. Apos a geracdo das imagens, as fotos
foram analisadas pelo software, sendo realizadas 5 marcac@es, gerando um circulo ao redor da
gota e sua respectiva tangente. Os valores de angulo de contato apresentados neste trabalho
refletiram a média das medicBes de trés imagens. Foram feitas cinco medi¢des para cada
imagem (SILVA et al., 2008; ALVES JR., et al., 2016).

3.5.2 Degradabilidade

O teste de degradacdo das membranas de quitosana tratada foi realizado utilizando
solugdo PBS (Phosphate Buffer Saline), onde as membranas foram submersas em 6 mL do
tampé&o. Cada uma das amostras foi pesada no tempo zero, posteriormente foi submersa em 6
mL do tampao, e pesada novamente apés transcorridos 1, 7, 14 dias. Antes da pesagem final, o
excesso de liquido 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 auxilio da Equagéo 1:
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massa inicial — massa final
Perda de massa (%) = — x100 (D
massa inicial

3.5.3 Grau de intumescimento

O grau de intumescimento ou absor¢do das membranas de quitosana fungicas foi
avaliado pela imersdo das mesmas em solucdo PBS. O teste foi realizado em triplicata para cada
ensaio. Apos o periodo de 24 horas de imersdo as amostras foram retiradas da solugdo PBS e
pesadas em balanca analitica (sendo retirado o excesso de liquido com auxilio 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

umidas e foi calculado pela Equacéo 2:

) ] massa final — massa inicial
Grau de intumescimento (%) = — x100 (2)
massa inicial

3.5.4 Microscopia de Forca Atdmica (MFA)

Para analise da rugosidade e topografia das amostras de membrana de quitosana foi
utilizado um microscopio de forca atbmica marca Shimadzu, modelo SPM- 9600 (Jap&o). O
equipamento foi utilizado no modo dinamico ou intermitente numa taxa de varredura de 1 Hz.
Areas aleatdrias de 10 pm x 10 pm foram escaneadas e analisadas pelo programa SPM Manager
Versdo 3.4 (Japdo). Foram analisados os parametros de rugosidade média aritmética (Ra). A
andlise da topografia foi feita através das imagens 3D obtidas no MFA (MACEDO, 2013).

3.5.5 Microscopia eletronica de varredura

Foi utilizado um microscépio eletrénico de varredura da marca PHILLIPS modelo
XL30, equipado com detectores de elétrons secundario (SE) e de elétrons retroespalhados
(BSE). As amostras foram revestidas com ouro e as imagens obtidas utilizando voltagem de
aceleracao eletronica de 20 kV. O equipamento foi operado no modo SE para aquisicdo de
imagens da superficie da amostra. O experimento teve por finalidade a observacdo da

modificacdo na superficie da membrana apds o tratamento por plasma. (MACEDO, 2013).
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3.6 Aplicacéo do plasma de Descarga em Barreira Dielétrica (DBD) na membrana de
quitosana fangica

A aplicacéo do plasma nas membranas de quitosana fungica foi realizada de acordo com
a metodologia proposta por Napartovich et al (2001) com modificagdes. O plasma foi gerado
utilizando gas Hélio com fluxo de 1L/min, aplicado nos tempos de 1, 5 e 10 minutos, nas

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

Tabela 2: Parametros de aplicacdo do plasma em barreira dielétrica (DBD).

Ensaios Frequéncia(Hz) Tenséo(kV) Tempo(min)
1 500 15 10
2 500 15 )
3 500 15 1
4 500 30 10
5 500 30 5
6 500 30 1

Fonte: (Autoria propria, 2017)

O aparato utilizado para a geracao do plasma DBD é composto pela entrada do gas, 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
superficie da Placa e consequentemente sobre 0 a membrana de quitosana fangica e o local
onde é aplicada a descarga, utilizando fonte DC (Descarga Continua) para que o plasma
formado possa ser o mais estavel e uniforme possivel, acoplado ao sistema temos um
osciloscopio, aparelho responsavel por medir e analisar a diferenga de potencial (DDP) em

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

Figura 8: Aparato para a producdo do Plasma em Barreira Dielétrica (DBD)



40

Helium

PC

Pulsed voltage

J: Source

Osciloscope

e |

High voltage Optical fiber

probe :
Spectrometer

Ground electrode

=

Fonte: (Autoria propria, 2017)

3.7 Analise estatistica

Para anélise estatistica dos angulos de contato e rugosid DC dia, 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 diferenca significativa entre as médias. Todos os testes foram realizados em

triplicata e analisados pelo programa PAST.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Producéo de quitosana

N&o ha muitos estudos com a producdo 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 trés situagdes de
cultivo fangico foi diferenciado, demonstrando mais uma vez a influéncia e importancia dos
estudos com diferentes fontes nutritivas para producao de quitosana fungica.

Acredita-se que a singularidade genética das espécies fangicas, ou seja, as diferencas
genéticas na composicao da parede celular, seja responsavel pela diferenca de rendimento de
quitosana (AL-ASMARI et al., 2017; BHAT; RAVINDRA; REDDY, 2017). No entanto,
alguns estudos com fontes de carbono e nitrogénio sdo apontados como alternativas mais
baratas para melhorar a producdo de quitosana e solidificar R. stolonifer como uma nova

alternativa dentro do género para a producdo de quitosana com alta qualidade.

4.2 Caracterizacao da quitosana fungica extraida de Rhizopus stolonifer

Foram realizadas a técnicas de infravermelho por transformada de Fourier, grau de
desacetilacdo, peso molecular por cromatografia de exclusdo por tamanho, difracdo de raios-X
e potencial zeta, a fim de confirmar que o biopolimero extraido se tratava realmente de
quitosana.

O peso molecular da quitosana extraida de Rhizopus stolonifer foi medido através de
cromatografia de exclusdo 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 importancia do grau de desacetilacdo para a defini¢do das caracteristicas da quitosana,
ocorre pela quantidade de grupamentos quimicos amina na cadeia, o que reflete em suas

aplicaces. Estudos realizados por Freier et al. (2005) demonstraram que o grau de
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desacetilagdo mais proximo a 0 ou 100% favorece uma menor degradacdo do biopolimero,
como também uma maior adeséo celular. Huang et al. (2004), demonstraram que quanto maior
0 grau de desacetilacdo, maior serd a absorcdo de nanoparticulas por fibroblastos em cultura de
celulas.

O valor estimado caracteriza o polimero como quitosana, segundo a EUCHIS
(Sociedade Europeia de Quitina), indicando que esse biopolimero apresenta poucos grupos
protonados em sua cadeia, e apresenta um grupamento amina no carbono 2 em mais de 60% de

seus residuos. O FT-IR estimou grau de desacetilacdo (DD) de 84% a partir da Equacéo 3:

DD (%) = 100 — [(A1655/A3450) x 115] ©)

O grafico de infravermelho por transformada de Fourier demonstra regifes especificas
da molécula. Os picos 1024,03; 1411,07; 1557,36 (alongamento da regido CN com a CH3)
indicam bandas de amida, especificas de moléculas de quitosana. Assim como os picos 2905,74
(regido de alongamento de C-N) e 3418,18 (deformacéo axial de OH), que ocorreram durante

0 processo de desacetilacdo (Gréafico 1).

Gréfico 1 — Espectro de absorcdo na regido de infravermelho da quitosana flngica
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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 desacetilacdo de quitosana
fangica obtida a partir de R. arrizhus, utilizando substratos agroindustriais como meio de
cultura. Porém, em comparagdo com o grau de desacetilacdo de quitosana obtida por outros
fungos, os resultados sdo contrastantes. Os estudos de Mondala et al., (2015) obtiveram como
resultado um grau de desacetilacdo de 60% de quitosana extraida de Mucor rouxxi, utilizando
meio de cultura semi-solido BDA (Agar Batata Dextrose).

Esses contrastes demonstram que o grau de desacetilacdo varia com o tipo de fungo e o
meio de cultivo do mesmo, podendo variar em cerca de 30%, Por essa razdo fazem se
importantes os estudos quanto a busca pela melhor condicéo de cultivo e producédo de quitosana
fangica.

O Graéfico 2 mostra o difratograma de raios-X de quitosana extraida do fungo Rhizopus
stolonifer, os indices de cristalinidade foram medidos pela intensidade de dispersdo 9° que
indicada a regido amorfa do biopolimero e pela intensidade de dispersdo 20°, indicando a regido
cristalina da macromolécula de quitosana fungica. Esses resultados sdo 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 9° e 20° nos difratograma de raios-X de quitosanas

fangicas.

Gréfico 2 - Andlise estrutural da macromolécula de quitosana fungica pela técnica de difracéo
de raio X.

Quitosana Fungica

1

]

Intensidade

1

Fonte: (Autoria propria, 2017)
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A quitosana oriunda de Rhizopus stolonifer em uma concentragdo de 0,5 g/ml, obteve
um potencial zeta médio de 39,35 mV, enquanto a concentracéo de 1,0 g/ml obteve 34,63 mV
(Tabela 3).

Tabela 3 — Andlise do potencial zeta da quitosana fangica solubilizada em &cido acético, em

diferentes concentracdes.

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+ 2,9° 34,63 £ 6,3%

* Dados em (mV), & Dados estatisticamente semelhantes. Fonte: (Autoria prépria, 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 nanoparticulas de quitosana com
tripolifosfato, o que segundo ABBAS, (2010), € um bom resultado, ja que solugdes com
potencial zeta superior a + 30 mV ou inferior -30 mV, sdo consideradas eletricamente estaveis,
evitando assim o surgimento do processo de floculacéo de sistemas coloidais.

Esses resultados se contrapdem aos obtidos por Asasutjarit e colaboradores (2013), que
obtiveram um potencial de 19,50 mV, em nanoparticulas de quitosana associadas com
diclofenaco de sadio.

Os resultados para as duas concentragcdes demonstraram que as solugdes em estudo,
apresentam-se dentro dos parametros preconizados para que uma substancia seja eletricamente

estavel, sem interferéncia do &cido utilizado para a solubilizagdo. Essa estabilidade é muito
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importante para que a solucéo possa ser utilizada em diferentes &reas como a biomédica, médica

e industrial.
4.3 Producdo da membrana de quitosana fungica
A membrana de quitosana foi produzida de acordo com a metodologia proposta e

posteriormente foi dividida em pedacos medindo de 2x2 cm para realizacbes das

caracterizacdes com a mesma (Figura 9).

Figura 9: Biomaterial membranoso de quitosana extraida de Rhizopus stolonifer

Fonte: (Autoria propria, 2017)
4.4 Caracterizagdo da membrana de quitosana fangica extraida de Rhizopus stolonifer

A caracterizacdo da membrana de quitosana foi realizada utilizando as técnicas de
molhabilidade, intumescimento, degradabilidade, microscopia de forga atdbmica e microscopia

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

uma das amostras ndo tratada (Figura 10).

Figura 10: Angulo de contato da membrana n&o tratada com plasma atmosférico.

Fonte: (Autoria propria, 2017)
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Todas as amostras tratadas obtiveram angulo de contato menor que a amostra sem
tratamento, indicando que o plasma atmosférico aumentou a molhabilidade em todas as

condicdes (Tabela 4).

Tabela 4: Medidas de angulo de contato das amostras de membrana de quitosana fungica apds
tratamento sob diferentes tratamentos de plasma de Descarga em Barreira Dielétrica (DBD).

Tratamentos Tensdo(kV)/Tempo(min)* Angulos de Contato
1 15/10 69,5°+ 0,512
2 15/5 39,5° + 0,57"
3 15/1 30,9° +0,57"
4 30/10 64,0° + 0,502
5 30/5 58,5° + 0,802
6 30/1 57,3° + 0,567
7 Sem Tratamento 77,5°+0,822

- Todos os ensaios foram a frequéncia de 500 Hz; *P:As diferentes letras denotam dados estatisticamente
diferentes. *Amostra ndo tratada. Fonte: (Autoria propria, 2017)

A anélise estatistica dos dados obtidos, indicou uma diferenca significativa (p<0,05)
entre 0s angulos de contato dos tratamentos 2 e 3, em relacdo aos demais, demonstrando ser 0s
tratamentos onde o plasma teve mais efeito. Ao realizar o teste de Tukey, foi também
comprovada a diferenca entre os angulos de contato, obtidos pelos 6 diferentes tratamentos.

Um aumento na molhabilidade de uma membrana, credencia a hipétese de sua grande
importancia se a sua possivel aplicacéo for para carreamento de farmacos. Essa aplicacdo requer
um material que absorva facilmente o farmaco a ser aplicado, ou seja, um material mais
hidrofilico.

O tratamento 3 obteve uma reducdo no angulo de contato, chegando a 30,9°, uma
diminuicdo de 39,87%, demonstrando que o tratamento que obteve melhor aumento da

molhabilidade foi o que utiliza menor tenséo e tempo (Figura 11).



47

Figura 11: Angulo de contato da membrana de quitosana flngica apés tratamento com plasma
de Descarga em Barreira Dielétrica (DBD) (Ensaio 3).

P .

Fonte: (Autoria propria, 2017)

Estudos realizados por Theapsak e colaboradores (2012) obtiveram uma redugdo maior
no angulo de contato, chegando a uma diminuicao de 50,52%, saindo de 95° para 48°, utilizando
plasma DBD (15 kV/ 10 seg/ 350 Hz). A diferenca na diminuicdo do angulo de contato e do
tempo de tratamento pode ser explicada pela diferenca na composi¢cdo da membrana. No estudo
de Theapsak foi produzido um material compoésito de quitosana e polietileno para melhorar a
protecdo de frutas contra ataques de micro-organismos, ja o presente trabalho utilizou apenas
quitosana flngica na composicdo do biomaterial.

O trabalho de Dorraki e colaboradores (2015), obteve uma diminui¢do 40,57% no
angulo de contato, saindo de 69° para 28° (14kv/ 6 min/ 6 Hz) para tratamento de nanofibras de
quitosana utilizadas para imobilizacdo de acetilcolinesterase. Resultado bastante semelhante ao
presente estudo, mas ainda assim com um tempo significativamente maior. Estimando uma
linha de producé&o para o produto, tal fato acarretaria em maior custo.

Os resultados foram semelhantes aos encontrados por Panjak e colaboradores (2015),
que obtiveram uma reducéo de 76,09° para 27,56° no angulo de contato de filme de amilase de
milho, porém, foi utilizada uma tenséo de 80 kV por 5 minutos. Ambos os trabalhos possuem
variaveis cerca de 5 vezes maior, demonstrando uma alta eficiéncia e menor demanda

energética do Plasma DBD utilizado nesse estudo.
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Os testes de degradacdo foram constituidos de 21 ensaios com diferentes variaveis,

realizados em triplicata (Tabela 5).

Tabela 5: Analise do indice de degradacdo da membrana de quitosana fungica em tampéo PBS.

Ensaios  Tensdo(kV)/Tempo(min)*! Dias de analise™ Degradagéo
(média em %)

1 15/10 1 0+0
2 15/10 7 66,6 + 1,22
3 15/10 14 -13,6 £ 0,4°
4 15/5 1 85,7 + 0,42
5 15/5 7 -18,9 £2,2°
6 15/5 14 -37,0+1,9°
7 15/1 1 28,5 + 2,52
8 15/1 7 -14,2 + 2,6
9 15/1 14 47,3 +1,1°
10 30/10 1 -5,4 +2,0°
11 30/10 7 11,1+1,22
12 30/10 14 -36,3+1,6°
13 30/5 1 -10,7+1,6°
14 30/5 7 25,0 +2,0°
15 30/5 14 -46,3 + 1,1°
16 30/1 1 -14,8 +£0,7°
17 30/1 7 -18,4 +2,3°
18 30/1 14 24,4 +1,2°
19 Sem tratamento 1 12,1 +0,2%
20 Sem tratamento 7 -73,3+0,6°
21 Sem tratamento 14 -6,25+0,7°

" Todos os ensaios foram a frequéncia de 500 Hz;  Dias em que a membrana ficou submersa em tampéao PBS.

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

prépria, 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 ndo tratadas, houve um aumento de massa nos 3 tempos
testados, o que demonstrou que em algumas configuracfes, principalmente do ensaio 3, 0
plasma altera a estrutura superficial da membrana, aumentando sua taxa de degradacdo. A
melhor combinagéo para o aumento da taxa de degradagéo foi nos ensaios com tenséo 15 kV
(Ensaio 2, 4 e 9) corroborando com as melhores condigfes de aumento de molhabilidade e de
intumescimento, que foram também nessa tensao.

Os dados obtidos nesse experimento se contrapdem aos obtidos por Chen e
colaboradores (2004), que obtiveram uma taxa de degradacéo acima de 80%, mas com 20 dias
de tratamento. Essa manuten¢do da estabilidade da membrana de Chen se deve ao fato da
mesma ser formada por quitosana tratada com NaOH, NasP3010, NasSOs, que sdo agentes
reticulantes, utilizados com o objetivo de deixar a superficie da membrana mais densa e lisa
(LIPSKI et al., 2007).

A maioria dos resultados apresentaram uma “degradacdo negativa”, esses resultados
podem indicar que ndo houve processo de degradacdo. Porém, o motivo mais indicado para o
aparecimento desses resultados € a ndo eficiéncia da técnica utilizada, ja que o papel toalha,
utilizado para a retirada do excesso do tampéo, pode néo ser eficiente e o resultado pode ndo
ser eficiente e a quantidade de solugdo “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 tampdo foram testadas técnicas de secagem em estufa e a vacuo,
em ambas as alternativas as membranas secavam de forma abrupta, sendo impossivel a pesagem
posterior ao contato com o liquido. Uma técnica também indicada para esse tipo de anélise,
seria a espectroscopia ptica da solucdo de tampéo PBS depois de decorridos os dias de analise,
na qual poderia ser aferido a quantidade de residuos de quitosana fungica presentes no tampao.

O teste ANOVA e de Tukey, indicaram que 0s ensaios divergem estatisticamente
(p<0,05), onde os ensaios 2; 4; 7; 9; 11; 14 e 19 sdo os que obtiveram taxa de degradacéo
significativa.

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

contato da membrana com a solugdo PBS como demonstrado na Tabela 6.
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Tabela 6: Analise de taxa de intumescimento de membrana de quitosana fungica.
Ensaios Tensdo(kV)/Tempo(min)*? Intumescimento
(média em %)

1 15/10 000

2 15/5 -750+1,28
3 15/1 -40,0 £ 0,4°

4 30/10 5,23 £ 0,42

5 30/5 10,71 2,2
6 30/1 14,81+ 1,9

7 Sem tratamento -12,19 + 2,52

™ Todos os ensaios foram a frequéncia de 500 Hz; Fonte: (Autoria propria, 2017)

Os ensaios 4, 5 e 6 apresentaram alteracbes na massa, tendo respectivamente 5,23;
10,71; 14,81% de aumento de massa, 0s resultados demonstram que a tensdo de 30 kV foi mais
eficiente para o aumento da taxa de intumescimento, resultados que contrastam com 0s
resultados de molhabilidade, onde a tensdo 15 kV por 1 minuto foi responsavel pelo aumento
da molhabilidade, demonstrando que a taxa de intumescimento ndo tem relacédo direta com a
diminuigéo da taxa de molhabilidade.

Em estudos realizados por Chumwangwapee e colaboradores 2016, a taxa de
intumescimento foi entre 80% e 98%, essa diferenca na taxa de intumescimento da membrana,
se deve ao fato desse estudo utilizar membranas de quitosana associadas com celulose, o que
altera a capacidade absor¢cdo da membrana, aumentando a quantidade e tamanho dos poros.

Para demonstrar os efeitos do plasma na superficie da membrana de quitosana fangica,
foi realizada a microscopia de forca atbmica nas membranas. A rugosidade média (Ra) das
amostras foi medida, sendo essa analise a media dos picos encontrados na superficie das
amostras. Esses parametros foram importantes para a analise das modificagcdes causadas pelos

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

configuracdes de tratamento.

Tratamentos Tensdo(kV)/Tempo(min)*? Rugosidade Média
(nm)
1 15/10 624,76 + 7,37°
2 15/5 1346,05 + 5,84°
3 15/1 2118,78 £ 2,318
4 30/10 732,82 + 4,59°
5 30/5 1023,57 + 2,72
6 30/1 847,25 + 2,61°
7 Sem tratamento 668,61 + 3,43"

™ Todos os ensaios foram a frequéncia de 500 Hz; *:As diferentes letras denotam dados estatisticamente
diferentes. Fonte: (Autoria propria, 2017).

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

topografia com picos concentrados em uma so regido (Figura 12).

Figura 12: Microscopia de Forga Atdmica de membrana de quitosana fingica sem tratamento

2«

10.00 x 10.00 [um] Z 0.00 - 668.61 [nm]

Fonte: (Autoria propria, 2017)

Os dados se contrapem 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
crustaceo. Essas diferencas exponenciais podem ser explicadas pela diferenca da origem da
quitosana, grau de desacetilacdo, peso molecular e forma de obtencdo da membrana. Ja que de
acordo com as suas caracteristicas o polimero pode se comportar de diferentes formas, um alto
grau de desacetilagdo, influencia aumentando a permeacdo e absorc¢do, consequentemente
aumentando a rugosidade média (DALLAN, 2005; PANKAJ et al., 2017).

O tratamento 3, foi 0 que resultou em maior valor de rugosidade média da membrana
de quitosana fungica, chegando ao valor de 2118,78 nm, demonstrando um aumento da
rugosidade apds o tratamento com plasma DBD. Os dados de rugosidade obtidos, se
demonstraram semelhantes, exceto a rugosidade obtida pds tratamento 3, que obteve uma

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

Figura 13: Microscopia de forca atbmica de membrana de quitosana fungica - Tratamento 3.

10.00 x 10.00 [um] Z 0.00 - 2118.78 [nm]

Fonte: (Autoria propria, 2017)

Os estudos de Macedo e colaboradores (2012), demonstraram membranas de quitosana
com alta rugosidade ao serem tratadas com plasma de baixa pressdo, com diferentes atmosferas.
Os resultados foram de 4800, 5911 e 5062 nm, para as atmosferas de (O2, N2, H>)
respectivamente.

Ao observar essas altas taxas de rugosidade, é possivel entender que o plasma de baixa
pressdo interfere de forma agressiva na superficie da membrana podendo causar danos

estruturais que podem dificultar as aplicacdes da mesma. Estudos anteriores, como o de Zhang
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e colaboradores (2017), demonstraram através de espectrometria de emissdo Optica, que ao
utilizar o plasma DBD de gas hélio, ocorre a formacdo de um quantidade maior de grupos
reativos, que sdo os produtos do plasma e atuam modificar a superficie, dentre esses grupos
reativos estdo: N¥, O*, OH", H.0", H3O", N2*, N2H*, NO*, O2*, N.O*, NO,", 0", OH", H30",
02, NO7", O3z, O (H20)2, COs", HCO3, NOs'.

Sendo assim, o plasma em barreira dielétrica se demonstra uma alternativa que modifica
a camada superficial das membranas de quitosana fangica, deixando-as mais hidrofilicas.

O aumento da rugosidade média indica uma modificacdo de superficie do material
membranoso, o que também se evidencia pela modificagdo topogréfica visivel nas imagens,
relacionando-se com a molhabilidade. Os resultados demonstram que quanto maior a
rugosidade média, maior sera a molhabilidade da membrana, ou seja, mais hidrofilica sera a

membrana (Tabela 8).

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

analisados.

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

15/10 69,5° + 0,512 624,76 + 7,37
2 15/5 39,50+ 0,57" 1346,05 =+ 5,84°
3 15/1 30,9°+0,57° 2118,78 + 2,312
4 30/10 64,0° + 0,50 732,82 + 4,59
5 30/5 58,5° + 0,802 1023,57 +2,72°
6 30/1 57,3° + 0,56 847,25 + 2,61°
7 Sem tratamento 77,5° = 0,822 668,30 + 3,43"

™ Todos os ensaios foram a frequéncia de 500 Hz; b: As diferentes letras denotam dados estatisticamente
diferentes. Fonte: (Autoria prépria, 2017)

A analise de microscopia de varredura, demonstrou que o tratamento com plasma DBD
fez pequenas modificagcdes na membrana, o que confirma as modificacGes evidenciadas pela

microscopia de forca atbmica (Figura 14).
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Figura 14: Microscopia eletronica de varredura da membrana de quitosana fungica.

Resolucdo de 1kx A= sem tratamento B= com tratamento de plasma atmosférico. Fonte: (Autoria propria,
2017)

Esses resultados sdo 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 fldngica tem potencial semelhante e que
houveram pequenas modificagGes estruturais na superficie da membrana, proporcionando

melhores condi¢Oes de utilizacdo dessas membranas.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A partir desse trabalho, foi possivel obter o fungo Rhizopus stolonifer extraido do solo
de reserva ecoldgica situada no bioma caatinga. Esse fungo comprovadamente possuiu
capacidade de producdo de quitosana, tendo rendimento de 16,74 mg/g de quitosana fungica.
Através das técnicas de caracterizacdo, obteve-se 0 grau de desacetilacdo de 84% e uma
quitosana de 4,12 kDa, sendo considerada de baixo peso molecular. Além de reconhecer a
regido cristalina e amorfa do polimero, confirmando que se trata de quitosana, além de
comprovar sua estabilidade elétrica através do potencial zeta.

A quitosana fangica mostrou-se apta a formacdo de membrana, porém sua estrutura
demonstrou-se quebradica, o que indica que estudos devem ser realizados a fim de melhorar su
estrutura na forma de membrana.

A microscopia de forca atbmica, demonstrou uma rugosidade média de 668,61 nm na
membrana ndo tratada por plasma DBD, ja o melhor tratamento (ensaio 3), obteve uma
rugosidade meédia de 2118,78 nm, o que junto com as analises de molhabilidade,
degradabilidade e intumescimento, demonstram que o ensaio 3 proporcionou melhor
modificacdo superficial da membrana, deixando-a mais hidrofilica, sendo propria pra
aplicacbes como: regeneracdo tecidual, reintegracdo Ossea, transporte de moléculas

farmacéuticas, liberacdo controlada de farmacos.
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ABSTRACT

The purpose of this study was to obtain fungi producing chitosan from soil samples, the extraction
of this biopolymer and its characterization as well. Ten soil samples were collected; The fungi
collected were isolated and the best chitosan producer was selected. Chitosan with 84%
degree of deacetylation and angle 6 = 9° and 20° were obtained from Rhizopus stolonifer,
obtaining 16,73 mg/g of chitosan. This resulf determined the structural identity of the chitosan.
In addition to these analyzes, measurements of the zeta potential were performed, which
demonstrated a stability of the biopolymer. Besides that, an ion analysis showed low
concentrations of Na*, K*, Ca?. These results suggest that it is possible to obtain chitosan
from edaphic fungi and that this biomaterial is of good quality with potential for application in
different areas.

KevwoRrbps: Fungal chitosan, Biopolymer, Materials characterization.

1.INTRODUCTION becoming more important as studies with fungi
of the region are developing 2. Because itis a
place with characteristics conducive to fungal
development, the research carried out in this
area is promising for obtaining different

The biome known as caatinga has a wide
diversity of species, even though it is little
explored. In this environment, the mycological
variety, although little known, has been
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molecules of biotechnological interest.
Chitosan is a straight-chain polysaccharide,
which can be obtained chemically through the
deacetylation of chitin or enzymatically through
chitin deacetylase, which is naturally present
in fungi ©.. Its biotechnological interest comes
from its use in the most diverse areas,
especially mainly industrial and biomedical**.
Hence, this work contributes to the increase
of knowledge about the diverse scientific
additions of the fungi coming from the caatinga.

2. EXPERIMENTAL

Collection and Isolation of species

Soil samples were collected at 10 different points in the
ESEC Serido reserve, located in the southwest region
of the state of Rio Grande do Norte, Brazil; at the
geographic coordinates 06° 35 ‘and 06° 40’ South, and
37° 20 ‘and 37° 39" West. This conservation unit is
located in the caatinga biome, a region with high
temperatures and low rainfall, a total extension of
1,123.59 hectares and a vast environmental diversity.

The sampling areas were randomly selected and
marked by GPS. The soil was collected according to
the methodology described by Vittal and Zilli (2001) 7.
The isolation was performed by using Sabouraud Agar
and incubated in an oven at 282C, according to
Cavalcanti et al. (2006) protocol . The identified copies
were cataloged in the Culture Bank of the Catholic
University of Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brazil,
and kept in solid medium BDA, pH 5.5.

Biomass production and Extraction of Fungal
Chitosan

After the strains had been isolated and identified, the

chitosan production test continued. Rhizopus stolonifer

was chosen as the best producer. The spores were
collected and stored in 15 mL of sterile distilled water
(standard solution). About 10° spores/mL of the standard
solution were added in 400 mL of YPD (Yeast Extract
10g; Peptone 20g; Dextrose 20g per liter) and incubated
at 28°C/ 96 hours in static mode %. Biomass was filtered,
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lyophilized, and chitosan was extracted according Hu
et al (1999) 'Y, with some modifications of Paiva et al
(2014) b1,

Chemical-physical analysis

The deacetylation degree (DD%) of fungal chitosan
was determined by using Fourier transform infrared
(FT-IR) spectroscopy according to Baker et al (2007)021.
The X-ray diffraction measurements were performed
in X-ray diffractometer (SHIMATZU) with copper tube (|
= 1.54 A); the voltage and current used were 40kV and
30mA, respectively. These measurements were
performed in the range of 3-50°C with a scanning speed
of 1°/minute in steps of 0.02° I'%,

To determine the zeta potential of fungal chitosan, 1.0
mL solutions were used in concentrations of 0.5 and
1.0%, with control of 0.2% acetic acid, in Zeta Plus®.
The determination of Na*, K*, Ca®* metal ions was carried
out at the Soil Analysis Laboratory, UFERSA, Mossoro,
RN. In order to perform the analysis, Na*, K+ were
measured in flame photometer (DIGIMED DM-62) and
Ca?* by atomic absorption spectroscopy (VARIAN

AA240FS).

3. RESULT AND DISCUSSION
Fungi selection

The Zygomycetes are highlighted not only by
being a class of fungi with ease of manipulation
and rapid growth in different substrates but also
by resisting to extreme environmental
conditions 1415181 Associated with these
characteristics this class present chitosan as
a natural constituent of the cell wall. The
Zygomycetes class has representatives in
several environments such as soil, water,
faeces, stored grains, fruits, leaves and
vegetables.

After collection, we made the identification until
genera. There were describes 47 fungi, being
that 20 Aspergillus sp, 24 Rhizopus sp and 2
Fusarium sp. As Zygomycetes are
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characterized per the presence of large
chitosan in cell wall we continued the
experiments of chitosan production only with
members of the genera Rhizopus. The main
producer was identified as Rhizopus stolonifer.

R. stolonifer has been described in the
literature as a pathogenic agent causing
diseases in several fruits and vegetables 171819,
Until now, different authors have demonstrated
the effects of chitosan as an organic antifungal
agent without toxic potential or damaging to the
environment. Added to these characteristics
the possible application in plantations or
against R. stolonifer directly in the fruit or
vegetables as a natural agent #021.2223_ Thus,
this study describe for the first time the
production of chitosan by R. stolonifer. A
chitosan with physico chemical characteristics
that qualify it for use in biomaterials area.

Chitosan Extraction

We did not found description to chitosan
production by Rhizopus stolonifer because that
we compared these physical-chemical
characteristics with Rhizopus arrhizus.
Rhizopus arrhizus is a specie have ever been
described as a good producer for chitosan?+2%
and apply for different biotechniques as
bioremediation 2527,

The dry weight biomass obtained in our
experiments was 18.37 g/L and the results
achieved were similar to those reached by
Cardoso et al (2012) and Berger et al (2014),
which obtained 20.61 g/L and 24.60 g/L
respectively to R. arrhizus. On the other hand,
the production of chitosan by R. stolonifer was
below that previously described to other
species at the same genera. R. stolonifer
produced 16.73 mg/g chitosan, in contrast to
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29.3 mg/g and 49.31 mg/g chitosan by R.
arrhizus, respectively ?+?°_ |t is believed that
the genetic singularity of the fungal species is
responsible for the chitosan yield difference.
However, some studies with carbon and nitrogen
sources are pointed as cheaper alternatives to
upgrade chitosan production and consolidate
R. stolonifer as a new alternative for chitosan
production with high quality to biotechnology
applications.

FT-IR

Some researches have indicated the relevance
of the deacetylation degree for the definition of
chitosan characteristics. Studies by Freier et
al., (2005) demonstrated how this degree favors
a lower degradation of the biopolymer, as well
as greater cell adhesion when closer 100%.
Huang et al., (2004) evidenced that the higher
the degree of deacetylation, the greater the
absorption of nanoparticles by fibroblasts in cell
culture @229,

The FT-IR estimated a degree of deacetylation
(DD) of 84% (Figure 1), which characterizes
the polymer as chitosan, according to the
EUCHIS (European Chitin Society), indicating
that this biopolymer has few protonated groups
in its chain and presents an amine group on
carbon 2 in more than 60% of its residues #.
These results validate studies produced by
Berger et al (2014) and Cardoso et al (2012),
which obtained respectively 82% and 84%,
using R. arrhizus. However, in comparison with
the degree of deacetylation of chitosan obtained
by other fungi, the results are in contrast with
Tayel et al (2011), Mondala et al (2015) and
Zimoch-Korzycka (2016), which obtained a
degree of deacetylation of 89, 6%, 60%, 84%,
respectively. These contrasts indicate that the
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degree of deacetylation varies with the type of
fungus and the culture medium of the fungus,

and may vary by about 30% [?42531:32.33]
X-Ray Diffraction
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Fig. 1. Structural analysis of the fungal chitosan molecule by using the Fourier transform infrared
spectroscopy technique.
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Fig. 2. Structural analysis of the fungal chitosan molecule by the X-ray diffraction technique.
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The literature describes an organized lattice
structure with a crystallinity rate of almost 20-
21% for polymers derived from chitin with a
degree of deacetylation above 60%. Our results
demonstrate peaks at 9 © and 20 ° (Figure 2).
Associated with the FT-IR result, it is indicated
that the extracted polymer is chitosan 24+,

Zeta Potential

The zeta potential technique measures the
potential that exists at the boundaries of the
diffuse outer layer, which surrounds charged
particles, which is an important data for the
projection of applications of colloidal systems
in different research lines. Particles with a zeta
potential greater than +30 mV or less than -30
mV are considered to be electrically stable,
avoiding the presence of the flocculation
process in colloidal systems 8, Chitosan
originated from Rhizopus stolonifer at a
concentration of 0.5 g/ml obtained a zeta
potential of 39.35 mV, a result that proves 1o
be a stable solution, corroborating with the
results achieved by Du and collaborators
(2009) that obtained 51.37 mV ¥, These
outcomes are in contrast to those reached by
Asasutjarit et al. (2013), which obtained a
potential of about 19.50 mV, demonstrating a
non-stable molecule 2.

lon Analysis

The results achieved in this analysis showed
that fungal chitosan had a concentration of Na*
at 0.10 g/kg, K+ at 0.0 g/kg and Ca? at 0.0 g/
kg, these values reveal that this biopolymer
presents minimal amounts of Na + and does
not present in its structure residues of metals
K+, Ca?". Among these metals, the highlight is
for Ca®, since there may be compromise for
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its long term use once inserted into the chitosan
molecule. Ca? present in the chitosan structure
may favor the formation of calcium oxalate
crystals (CaOx) in the body, which can cause
urolithiasis (kidney stone) B9,

4. CONCLUSIONS

After the structural analysis performed with the
chitosan extracted from the Rhizopus stolonifer
fungus, it was possible to verify that the obtained
biopolymer is actually chitosan and that this
molecule is stable for application in colloidal
systems. The absence of Ca? gives this
chitosan a possibility of being used in the
biomedical industry. Considering the results
reached, the chitosan originating from Rhizopus
stolonifer is indicated for use in medical and
pharmaceutical areas. The results also confirm
the importance of studies to identify and
characterize the edaphic microbiota of caatinga
biome so that species with a potential
biotechnological application are not lost.
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RESUMO

A quitosana é um polimero que pode ser utilizado nas mais diferentes areas:
farmacéutica, alimenticia, engenharia de tecidos. Contudo, quando proveniente de
quitina de crustaceos pode provocar reagdes alérgicas, além de favorecer o acimulo
de cristais de calcio nos rins. O presente trabalho teve como objetivo a extragdo da
quitosana a partir de fungo edafico isolado do bioma caatinga pertencente ao género
Rhyzopus sp., produgdo de biomembrana e sua caracterizaggo fisico-quimica. O
fungo foi cultivado em meio liquido; apos foi realizada a extracdo de quitosana
utilizando acidos e bases. A quitosana obtida, tem um grau de desacefilagdo de
84%, as concentragdes ibnicas também foram quantificadas, as andlises de
microscopia eletrénica de varredura demonstraram uniformidade na superficie da
membrana e a taxa de molhabilidade foi alta, demonstrando um carater hidrofébico.
A partir dessas analises, é possivel afirmar que o biomaterial produzido tem grande

potencial para aplicagdo em engenharia de tecidos.

Palavras-chave: quitosana, biomembrana, engenharia de tecidos



INTRODUCAQ

O biopolimero quitosana foi descrito pela primeira vez, através de uma analise
de raios-X da estrutura da parede celular da levedura Phycomyces blakesleeanus
(1). Apds anos de estudos sobre esse polimero, 0 mesmo vem sendo empregado
nas mais diferentes areas da industria, como por exemplo, a industria cosmética,

alimenticia, biotecnoldgica e biomédica (2, 3, 4).

No mercado atual, a quitosana oriunda de quitina de crustaceos, também
conhecida como quitosana animal, é a mais utilizada devido ao seu aparente
rendimento, contudo a sua purificacdo e processamento requerem uma grande
quantidade de compostos quimicos. Além deste entrave, a quitosana de crustaceo
depende dos fatores sazonais da regido onde o crustaceo é criado, o que dificulta a
padronizacdo do produto e a implementacdo em escala industrial. Ja no que se
refere ao uso na area alimenticia € sugerido outro problema: a alergenicidade de
algumas proteinas que se acumulam de forma residual na molécula de quitosana
quando nao bem intensamente purificada. Tentando contrapor tais problemas
associados a quitosana animal, a quitosana fungica, apesar de apresentar menor
rendimento, ndo depende da sazonalidade da regido, é de facil implementacdo em
uma planta industrial, sendo ideal para producio padronizada em larga escala, com
processo de purificacdo mais simples e sem a necessidade de grandes quantidade
de compostos quimicos caros. Além de nao carrear proteinas alergénicas em seu
arcabouco, o que a torna um possibilidade interessante para aplicagdes

biomédicas®™ © 8 9.

Na area biomédica a quitosana tem ganhado destaque, principalmente, por
seu alto grau de biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa toxicidade. Um outro
ponto que a deixa mais interessante para tal area, sdo suas varias possibilidades de

uso, como hidrogéis, linhas, filmes, e principalmente na forma de

(10,11,12,13,14,15)

membranas . Para que tais composi¢des formadas pelo biopolimero

possam ser direcionadas a uma aplica¢ao especifica e/ou ndao venham gerar efeitos
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|
colaterais, € de extrema importancia que se tenha a determinacdo de residuos

ibnicos associados a essa molécula. A partir de tal determinacdo podemos prever
acumulos, como por exemplo, de calcio no organismo. Este, uma vez formando um
outro composto, o oxalato de calcio (CaOx), favorecera o aparecimento de calculos

renais'"®.

Na area biomédicas o uso de biopolimeros na forma de membranas aparece
como viavel para diferentes aplicagdes. Um biopolimero em forma de membrana,
pode ser definido como uma fina barreira com propriedade seletiva ao transporte de
materia e energia entre duas fases distintas. A descricdo desse material foi realizada
pela primeira vez no final da década de 70 e desde entdo os estudos vem se

intensificando, principalmente nas areas alimenticia e biomédica‘'"'819-2021.22)

As membranas podem ser agrupadas quanto a sua morfologia, em dois tipos:
as membranas densas e as membranas porosas®?. As membranas do tipo densas
sdo aquelas que envolvem etapas de dissolu¢do e difusdo através do material
constituinte da membrana, enquanto que as porosas sdo aquelas em que o
transporte ocorre preferencialmente em uma fase fluida continua que preenche os

poros da membrana®®.

Diante do exposto realizou-se a extracdo e caracterizacdao de quitosana
fungica com posterior preparagdo de membranas para novas caracterizacoes.
Tivemos como produto final uma membrana livre de proteinas alergénicas e de

residuos iénicos prejudiciais ao organismo humano.

MATERIAIS E METODOS

Coleta e cultivo fungico

Foram coletadas dez amostras de solo na Reserva da ESEC Seridd, no
municipio de Serra Negra do Norte/RN. O processamento do solo foi feito no
Laboratério de Biotecnologia Industrial, da Universidade Federal Rural do Semi-arido

(UFERSA), segundo o protocolo estabelecido por Batista e colaboradores 2014,
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Extracdo da quitosana fungica

Apds o crescimento e esporulacdo do fungo (Rhyzopus arrizus), os esporos
foram coletados e armazenados em 15 mL de &gua destilada esterilizada (solugéo
esporica), 10° esporos/mL da solucdo espérica foram adicionados em meio liquido
YPD (Extrato de levedura, peptona e dextrose) para crescimento da bhiomassa
fungica a 28°C por 96 horas. Ao término dos 4 dias de agitacdo, a biomassa foi
filtrada, posteriormente seca em estufa a 30°C, macerada em cadinho e pesada em
balanca analitica. Em seguida, a biomassa foi tratada numa propor¢éo de 1:40 (m/v)
de NaOH (Hidréxido de sédio) a 1M, em autoclave a 121°C por 15 minutos. Apés
essa fase, foram realizados ciclos de centrifugagdes de 15 minutos a 4000 rpm, até
atingir pH 7,0, com posterior descarte do sobrenadante a cada ciclo.

Na ultima etapa da extragcdo da quitosana, foi feita a precipitacdo em &cido
acético 1%, na proporcao de 1:100 (m/v). Essa solugao foi posta em autoclave a
vapor fluente (100°C por 15 minutos), seguido por uma Unica centrifugacéo a 4000
rpm por 15 minutos. Ao final da centrifugacao foi possivel separacao da quitina, o
precipitado, e a quitosana, o sobrenadante. O sobrenadante foi ajustado para pH 10,
sendo acondicionado em geladeira a 4°C, levando a uma formac¢do da nuvem de
quitosana. Por fim, esse sobrenadante foi centrifugado a 4000 rpm, o precipitado foi

coletado, liofilizado e guardado em ambiente com umidade regulada®®?".

Producdo da membrana

A quitosana em pé foi dissolvida em &cido acético a 2% com agitacéo
constante durante 24 h. Apds esse periodo, o solugao de quitosana foi filtrada duas
vezes, a primeira vez com um filiro de nylon e a segunda com um filtro de Milli-Q
(Millipore, Billerica, MA, EUA). Em seguida, foram vertidos 30 mL de solugdo em

placas de Petri, colocadas em estufa a 50°C por 24 horas®).

Determinacao de ions metalicos (Na*, K*. Ca")

A determinac&o foi realizada no Laboratério de analises de solos. Onde a
quitosana em pd triturada e seca foi submetida a técnicas que fazem uso de
fotometria de chama para a dosagem dos ions sodio (Na’) e potassio (K'), e da

espectroscopia de absor¢cao atdmica para a dosagem do ion calcio (Ca?).
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Medida de angulo de contato (molhabilidade) da membrana

Para analise da molhabilidade, foi utilizado o método da gota séssil, onde uma
gota foi depositada sobre a superficie da amostra. Tais amostras foram colocadas
sobre a base plana e em seguida foi depositada uma gota de 10ul de agua destilada,
sobre a superficie das membranas. Este procedimento foi acompanhado em tempo
real e salvo em um computador por meio do software Pinnacle Studio Quickstart

versao 8%

Microscopia eletrénica de varredura

Foi utilizado um microscopio eletrénico de varredura da marca PHILLIPS
modelo XL30, localizado no Laboratério de microscopia eletrénica de varredura, do
Centro de pesquisas vegetais do semi-arido (CPVSA), Departamento de ciéncias
vegetais/UFERSA, equipado com detectores de elétrons secundario (SE). As
amostras foram metalizadas com ouro e as imagens foram obtidas utilizando

voltagem de aceleracao eletrénica de 15 kV e aumento de 1,5,10,15 kx*?.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Extracdo de quitosana flingica

Apos obtencdo da quitosana, foi realizada a técnica de Infravermelho (FITR)
para determinar o grau de desacetilacdo do polimero, que obteve 84%,
corroborando com estudos de Berger et al 2014 e Cardoso et al 2012, que obtiveram

respectivamente 82% e 84%¢%3".

Producio de membrana de quitosana flngica

A membrana de quitosana flingica foi obtida, porém com um comportamento
quebradi¢o, indicando que s&o necessarios estudos quimicos para melhorar as
caracteristicas mecénicas da membrana. A elaboracdo de membrana de quitosana
fungica é pouco relatada na literatura, porém a elaborac&o de membrana a partir de
qguitosana de crustaceo se mostra como uma técnica de sucesso e com potencial

aplicacéo, como demonstra diversos estudos em todo o mundo®?%233422:36),
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eterminacéo de ions metalicos (Na*. K*. Ca*’

Os resultados obtidos nessa analise mostraram que a quitosana flngica,
apresentou uma concentracdo de Na“ a 0,10 g/kg, de K " a 0,0 g/kg e de Ca** a 0,0
a/kg, tais valores revelam que este biopolimero apresenta quantidades minimas de
Na“ e ndo apresenta em sua estrutura residuos dos metais K*, Ca®". Dentre tais
metais, o que deve ser evidenciado é o ca?, pois, uma vez ele inserido na molécula
de quitosana de uso biomédico, favorecera, a longo prazo, a formagé&o de cristais de
oxalato de calcio (CaOx) no organismo a ser tratado, podendo causar urolitiase

(calculo renal)"®.

Medida de angulo de contato

O angulo de contato da membrana de quitosana fungica foi de 77,5°. O
resultado demonstra que a taxa de molhabilidade da quitosana fungica é menor do
que a quitosana obtida da quitina de crustaceos, onde os trabalhos de
Wanichapichart et al 2009 e Macedo et al 2010, demonstraram valores de angulo de

contato de 65° e 64°, respectivamente®’?.

Tendo em vista a utilizacdo da membrana de quitosana fangica na area
biomédica, a membrana produzida nesse trabalho necessita ser mais hidrofilica, ou
seja, ter uma menor taxa de angulo de contato, ja que a hidrofilicidade é um dos

fatores que afetam a citocompatibilidade de biomateriais™.

Microscopia eletrénica de varredura

A analise de microscopia de varredura, demonstrou uma superficie sem vales,
porém com algumas imperfeicGes (figura 2). Resultados semelhantes aos estudos
de Xing et al, 2016; Silva et al, 2016“%*". Essa caracterizacdo demosntra uma

homogeniedade na quitosana em po obtida a partir de Rhyzopus arrizus.
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Figura 2: Microscopia eletrénica de varredura da membrana de quitosana fungica em 4 resolucdes
(a= 1kx; b= 5kx; c=10kx; d = 15kx.)

Conclusoes

Ao final do trabalho, foi possivel obter quitosana a partir de fungo do bioma
caatinga. Uma quitosana homogénea, capaz de formar membrana, com baixa ou
nenhuma taxa de ions metélicos associados (Na+, K+, Ca2+) e grau de deacetilagao
na mesma faixa da quitosana animal. Embora a quitosana fungica tenha se
mostrado mais hidrofébica quando comparada a quitosana animal, tratamento com

plasma atmosférico & sugerido para aumentar a hidrofilicidade da membrana e as
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possibilidades de aplicagdo da mesma. Esse novo biomaterial surge como uma

possivel alternativa na utilizacdo em engenharia de tecidos.
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OBTAINMENT AND CHARACTERIZATION OF FUNGAL BIOMATERIAL AND
POTENTIAL APPLICATION IN TISSUE ENGINEERING

ABSTRACT

Chitosan is a polymer can be used in different areas: pharmaceutical, food, tissue
engineering. However, chitosan from shellfish can cause allergic reactions, in
addition to promoting the accumulation of calcium crystals in the kidneys. This study
aimed to the extraction of chitosan from the fungal, located in the biome caatinga,
belonging to the genre Rhyzopus sp, the biomembrane production and its
physicochemical characterization. The fungal was grown in liquid medium and after
culturing chitosan extraction was performed using acids and bases. Chitosan
obtained, has a degree of deacetylation of 84%, the ionic concentrations were also
quantified analysis of scanning electron microscopy showed uniform on the
membrane surface and wettability rate was high, demonstrating a hydrophobic
character. From these analyzes, it is possible fo state the biomaterial produced has

great potential for application in tissue engineering

Key-words: chitosan, biomembrane, tissue engineering
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Quitosana fungica sobre larvas
de nematoides gastrintestinais de caprinos

Fungal chitosan on gastrointestinal nematodes larvae of goats

Francisco Ernesto de Souza Neto'", Hebert Christian de Azevedo Silva', Weslley de Souza Paiva’,
Taffarel Melo Torres', Amanda Cristiane Pereira da Rocha', Ana Carla Diégenes Suassuna Bezerra',

Anabelle Camarotti de Lima Batista'

RESUMO: A caprinocultura ¢ representada por um efetivo bas-
tante considerdvel no Nordeste brasileiro, porém, infecgdes cau-
sadas por nemartoides e o sério problema da resisténcia parasitdria
se tornaram barreiras para a criagio desses animais. Como alter-
nativa, o controle com bioprodutos entra como uma solugio sus-
tentdvel e vidvel para auxiliar na criagdo da regido. Nesse contexto,
o presente trabalho avaliou a atuagao da quitosana fiingica sobre o
desenvolvimento larval de nemaroides gastrintestinais em amos-
tras de caprinos naturalmente infectados. Para tanto, foi realizada
a selecio de 5 propriedades e confirmada a positividade do reba-
nho, além de coproculturas com solugio de quitosanaa 0,5; 1,0 ¢
1,5%, com cada tratamento realizado em 5 repeticées. As larvas de
terceiro estagio (L3) foram recuperadas e cem larvas por tratamento
foram contabilizadas ¢ identificadas. Os géneros identificados foram
Haemonchus, Strongyloides, Oesopbagostomum e Trichostrongylus.
Na andlise da inibicao do desenvolvimento larval, a concentracio
de 1,0% impediu o desenvolvimento larval do Haemonchus em
35%, porém, os resultados nao tiveram diferenca estatistica signi-
ficante. Assim, sugere-se buscar novas concentragées de quitosana
filngica como anti-helmintico, visto que se apresenta como uma
alternativa promissora no controle sustentivel desses endoparasitos.

PALAVRAS-CHAVE: atividade larvicida; anti-helminticos

naturais; infecgio parasitdria.

ABSTRACT: The goat is represented by a very considerable
effective in the Northeastern Brazil, but infections caused by
nematodes and the serious problem of parasitic resistance have
become barriers to breed these animals. Alternatively, the control
with bioproducts comes as a sustainable and viable solution to
help breeding in this region. In this context, the present study
evaluated the performance of fungal chitosan on the larval
development of gastrointestinal nematodes in naturally infecred
goat samples. Therefore, the selection was performed at five
properties. The positive herd was confirmed, and coprocultures
were performed with chitosan solution 0.5, 1.0 and 1.5%, with
each treatment performed in 5 replicates. The third-stage larvae
(L3) were recovered and one hundred larvae/treatment were
counted and identified. The identified genera were Haemonchus,
Strongyloides, Oesophagostomum and  Trichostrongylus. In the
analysis of inhibition of larval development, the concentration of
1.0% prevented the development of larval Haemonchus by 35%,
but the results were not statistically significant. Thus, it is suggested
to seck new concentrations of fungal chitosan as anthelmintic,
since it appears as a promising alternative to sustainable control
of these endoparasites.

KEYWORDS: larvicidal activity; natural anthelmintics;

parasitic infection.
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F. E Souza Neto et al.

O agronegdcio brasileiro vem ganhando énfase no setor
economico do pals por conta da obtengio de resultados
comercialmente satisfatérios com desraque para a caprino-
cultura, ramo comercial em que a regiio nordeste concen-
tra o maior rebanho, representando 90% do total nacio-
nal (PPM-IBGE, 2011). No entanto, a contaminagio dos
pequenos ruminantes por nematoides gastrintestinais inter-
fere diretamente na sanidade do rebanho, ocasionando pre-
juizos para os produtores (PINHEIRO et /., 2000). Tal
fato é agravado pelo uso intensivo de antiparasitdrios qui-
micos, auxiliando no surgimento da resisténcia parasitdria
(MELO et al., 2003).

Nesse contexto, novas alternativas para o controle de
nematoides estdo sendo estudadas com resultados satisfa-
térios na obtengio de percentuais de redugio efetivos nos
casos de inibigio in vitro da eclosio dos ovos (FARIAS ez al.,
2010; MACEDO ez al., 2011; FUJIIMOTO et al., 2012).
Entre essas alternativas, a utilizagio de fungos se tornou
promissora, em razio de sua capacidade de capturar, fixar
e penetrar os nematoides, destruindo seus érgios internos
(ALVES et al., 2003; ARAUJO et al., 2004; ARAUJO
et al., 2006; ARAUJO ef al., 2007). Provavelmente, essa
atividade antiparasitdria estd relacionada a presenca do
copolimero quitina na parede celular dos fungos e levedu-
ras (BATISTA er al., 2011).

Como exemplo da aplicacio de fungos como agentes anti-
parasitdrios, a utilizacio da espécie Monacrosporium thawmasium
em doses semanais de 2,0 a 2,5 g foi eficiente no controle de
nematoides gastrinresrinais de caprinos em regiées semidridas,
tornando o tratamento com anti-helminticos desnecessirio
(ARAUJO ez al., 2007).

Com a quitina, por meio da desacetilagio com dlca-
lis ou enzimas, ¢ obtido outro copolimero, a quitosana, um
copolimero que, assim como a quitina, apresenta em suas
unidades residuos de N-acetil-2-amino-2-desoxi-D-glucose
(glucosamina) e residuos de amino-2-desoxi-D-glicose (N-acetil-
glucosamina) (ARANAZ et al., 2010). A quitosana também
pode estar naturalmente na parede celular de alguns fungos,
especialmente aqueles pertencentes a classe dos Zygomycetes
(KAFETZOULOS et al., 1993).

Dessa forma, com a manipulag;’lo e possiveis utilidades em
crescimento ascendente desse polimero no campo do conhe-
cimento da agricultura (BERGER ef al., 2011) e pecudria, o
presente trabalho avaliou o efeito da aplicacio da quitosana
flingica sobre larvas de nematoides gastrintestinais de capri-
nos naturalmente infectados, a fim de prospectar bioprodu-
tos alternativos relacionados ao controle das endoparasitoses
em pequenos ruminantes.

O fungo extraido do solo Cunninghamella elegans foi
inoculado em meio dgar extrato de levedura, peptona e dex-
trose (YPD) (10 g de extrato de levedura, 20 g de peptona
bacteriolégica, 20 g de glicose e 1.000 mL de d4gua destilada)
a 28°C por 7 dias.

Ap6s o cultivo fungico, foi iniciado o processo de extra-
¢do de quitosana. Os esporos foram coletados e armazenados
em 15 mL de dgua destilada esterilizada (solugio espérica),
e 10° esporos/mL da solugio espérica foram adicionados em
meio liquido YPD para crescimento da biomassa fingica a
28°C por 96 horas. Ao término dos 4 dias de agitagio, a bio-
massa foi filtrada, seca em estufa a 60°C, macerada em cadi-
nho visando ao aumento da superficie de contato, caracte-
ristica necessdria nas préximas etapas, e pesada em balanca
analitica. Em seguida, a biomassa foi tratada na proporcio
de 1:40 (m/v) de hidroxido de sédio (NaOH) a 1M, e foi
colocada em autoclave a 121°C por 15 minutos. Apds essa
fase, foram realizados ciclos de centrifugagées de 15 minutos
a 4.000 rpm, até atingir pH 7,0, sendo descartado o sobre-
nadante a cada ciclo.

Na tltima etapa da extracio da quitosana, foi feita a pre-
cipitagio em dcido acético 1%, na proporgio de 1:100 (m/v).
Essa solugio foi colocada em autoclave no modo vapor fluente
a 100°C por 15 minutos, seguiclo por uma tnica centrifu-
gagdo a 4.000 rpm por 15 minutos. Ao final da centrifuga‘
cdo, pode-se perceber a separagio da quitina (precipitado) e
da quitosana (sobrenadante). O sobrenadante foi ajustado
para pH 10 e deixado overnight a aproximadamente 4°C em
geladeira, levando a uma formagio da nuvem de quitosana.
Por fim, centrifugado a 4.000 rpm, sendo o precipitado cole-
tado, liofilizado e guardado em ambiente com umidade regu-
lada (HU et al., 1999).

Foram selecionadas aleatoriamente cinco propriedades
rurais para colera das amostras fecais. Para selecio dos ani-
mais, os critérios adotados foram: o diagnéstico positivo
para parasitas gastrintestinais pela contagem do niimero
de ovos por grama de fezes e auséncia de tratamento anti-
-helmintico por um perl’odo minimo e antecedente de
3 meses (90 dias).

Apos confirmagio da positividade pelo teste do ndmero de
ovos por grama de fezes (GORDON; WHITLOCH, 1939;
CHAGAS et al., 2011), as amostras fecais foram acondicio-
nadas em pool, trituradas e homogeneizadas para retirada de
2 g de fezes e acréscimo de 2 mL da quitosana diluida, sendo
a metodologia modificada daquela descrita por BATATINHA
et al. (2011) com o acréscimo da quitosana.

As coproculturas por tratamento foram realizadas em
cinco repetigoes e associadas a trés controles, tendo como
positivo o tiabendazol e negativo a dgua destilada e o dcido
acético. As coproculturas foram feitas de acordo com a téc-
nica proposta por UENO; GONCALVES (1995). Apds sete
dias, as larvas de terceiro estdgio foram extraidas e cem larvas
contabilizadas e identificadas de acordo com identificagao de
UENO; GONCALVES (1995).

A normalidade dos dados foi analisada aplicando-se o
teste de normalidade Shapiro-Wilk, e as diferencas entre os
grupos foram verificadas utilizando-se ANOVA com teste t
de Tukey, considerando o nivel de significincia igual a 0,05.
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Averiguaram-se todos os dados com o auxilio do programa
PAST (HAMMER; HARPER, 2012).

Os géneros identificados foram: Haemonchus, Strongyloides,
Oesaphdagostomum e Trichostrongylus, considerados os princi-
pais géneros de parasitas gastrintestinais que infectam criagoes
caprinas na regiio. A presenga constante desses géneros per-
durando durante o ano agravam as doencas gastrintestinais
(COSTA et al., 2011). Apesar da disponibilidade comercial de
uma variedade de medicamentos anti-helminticos, os nema-
toides continuam a ser um dos maiores fatores limitantes para
a produgio (PERRY; RANDOLPH, 1999), por conta princi-
palmente do agravamento da resisténcia anti-helmintica rela-
tada em virios paises do mundo (PRICHARD ez al., 1980;
PRICHARD, 1990; COLES, 2005).

Analisando os grificos gerados com base nos resultados
estatisticos, estes sem diferenga signiﬁcativa, podemos perce-
ber uma pequena eficicia na inibigio do género Haemonchus.
Acio similar foi observada em nemaroides de solo; a eficicia
da quitosana contra larvas foi comprovada na redugio do
nematoide das galhas Meloidogyne incognita na fase L2 em
69,87%, quando comparada ao controle positivo, que redu-
ziu em 86,84% (RADWAN ez al., 2012).

Analisando biologicamente as concentragoes por género,
Haemonchus apresentou menor desenvolvimento na concen-
tragio de 1,0%, na qual foi vista porcentagem de inibigio
de 35%, enquanto a 0,5% e 1,5% os valores ficaram entre
16% e 31%, respectivamente (Fig. 1). Visto que o género
Haemonchus é tido como o maior patégeno do abomaso dos
pequenos ruminantes (O’CONNOR et al., 2006), a des-
coberta de que fungos podem inibir o seu desenvolvimento
pode ser visualizada como alternativa biolégica ao controle
natural desse género.

No género Trichostrongylus foram observadas porcenta-
gens inibitérias de 11, 9 e 8% para concentragées de quito-
sanaa 0,5, 1,0 e 1,5%, respectivamente. Esses valores sina-
lizam indicios insatisfatérios para a quitosana testada nessas
concentragdes, pois a porcentagem de inibicio ficou em
torno de 10%, concentragio indicada para controle nega-
tivo em testes com bioprodutos (CHAGAS et al., 2011).
Trichostrongylus é um género que vem ganhando importan-
cia, em razio da sua resisténcia parasitdria, principalmenre
a benzamidazois, lactonas macrociclicas e imidazois (LE
JAMBRE et al., 2005). Os sintomas causados pela sua agio
sdo bastante severos ao animal, tornando sua inibi¢io um
importante objetivo a ser alcangado (AL-ROFFALI et al.,
2012; MORENO-GONZALO et al., 2013).

Os dados do género Oesophagostomum demonstraram
valor inibitério para as concentragoes 0,5; 1,0 e 1,5% de
quitosana com inibi(;:io de 10, 8 e 10%, respectivamente,
considerado insatisfatério. Mesmo sendo um género com
baixa incidéncia, Oesaphagmtomum apresenta resisténcia a
drogas quimicas. Assim, a importincia da busca de alterna-
tivas vidveis para a inibiciio desses géneros é imprescindivel
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Figura 1. Teste de inibicdo do desenvolvimento larval in vitro
em amostras de caprinos naturalmente infectados utilizando
quitosana fungica em Haemonchus, principal género infectante
gastrintestinal de caprinos.

para a diminuicido das perdas de rebanhos de caprinos
(LIMA et l., 2010).

No caso do género Strangylaides, a porcentagem de ini-
bigdo para as concentragées da solugio de quitosana foi de
0%, 2% e 1% nas concentragées de 0,5%, 1,0% e 1,5%,
nessa ordem. A espécie Strongyloides papillosus é de grande
preocupagio pelo fato de uma de suas vias de transmissio
ser a transmamadria (SOULSBY, 1971; ANDRADE ez al.,
2013). Os resultados de ANDRADE et al. (2013) compro-
varam a importincia desse parasita como um agente preo-
cupante de surtos epidemiolégicos, destacando a relevincia
de novos estudos com dosagens apropriadas 4 inibi¢io no
desenvolvimento dessas larvas.

Com esses resultados, podemos salientar a importéin-
cia de mais estudos com fungos e seus bioprodutos sobre
nematoides gastrintestinais de caprinos, principalmenre o
género Haemonchus. Além disso, a agio da quitosana fin-
gica com esse género demonstrou, mesmo sem diferencga
estatistica significativa, eficicia visivel. Dessa forma, rati-
fica-se a importincia do surgimento de novos estudos para
auxiliar no controle sanitirio desses rebanhos, buscando
sempre a substituigio de firmacos sintéticos e residuais por
produtos bioldgicos e biodegraddveis.
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