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RESUMO

A goma do cajueiro (Anacardium occidentale L.) (GC) é um heteropolissacarideo
anidnico natural com potencial na industria farmacéutica, alimenticia e aplicacdes
biotecnoldgicas. Os derivados acetilados apresentam propriedades anfifilicas utilizadas
para sintese de nanoparticulas carreadoras de farmacos. Enquanto a quaternizagdo
melhora a solubilidade, e apresenta atividade antimicrobiana. Diante disso o presente
trabalho, objetiva verificar o efeito das modificagcdes por quaternizacao e acetilagdo em
conjunto, nas propriedades fisico-quimicas da GC. A modificacdo da GC teve como
reagentes o CCHPTA, NaOH e anidrido acético. Foram realizadas 4 rotas de
modificagOes distintas, onde duas amostras foram modificadas com a ordem
quaternizacdo-acetilacdo e duas amostras com a ordem acetilacdo-quaternizagédo
gerando 4 derivados distintos. A caracterizacdo foi realizada atraves de espectroscopia
na regido do infravermelho, massa molar, solubilidade em &agua, analise elementar,
ressonancia magnética nuclear (RMN) e microscopia de forca atdbmica (MFA).
Realizou-se ensaios hemocompatibilidade e atividade antibacteriana pelo método de
contato. Através da espectroscopia de infravermelho foi possivel confirmar a
modificacdo das reacbes propostas, observando a inser¢do dos grupos funcionais metil
de amonio quaternario e ao grupo éster carbonilico do grupo acetila. O RMN confirmou
sinais referentes aos grupos acetil entre 1,8 e 2,5 ppm e em 3,1 ppm atribuidos ao N, N,
N — trimetil do EPTAC inserido na cadeia. O aumento do percentual de carbono,
hidrogénio e nitrogénio estad relacionado diretamente com o grau de substituicdo das
reacOes A massa molar dos derivados aumentou comparando com GC. A insercdo dos
grupos funcionais proporcionou uma boa solubilidade aquosa. Uma possivel auto-
organizacdo pdde ser observada pelo AFM, e também particulas de tamanhos maiores
comparados com GC, GCQ (Goma do cajueiro quaternizada) e GCA (Goma do cajueiro
acetilada). As modificagdes apresentaram hemocompatibilidade, quando comparados ao
grupo controle. Através do teste de contato realizado com bactérias S. aureus e E.coli
foi possivel observar mudancas na atividade antibacteriana sobre a espécie S. aureus e
E.coli quando comparada com a atividade da GC, GCA e GCQ. Ao realizar a insergao
dos dois grupos funcionais com caracteristicas distintas foi possivel observar que a
reacdo causada na cadeia do polimero trouxe novas caracteristicas para 0 mesmo, onde
apresentaram uma melhoria nas caracteristicas de auto-organizacdo das suas particulas.

Palavras-chave: Quaternizacdo; Acetilacdo, Polissacarideos.



ABSTRACT

Cashew gum (Anacardium occidentale L.) (CG) is a natural anionic
heteropolysaccharide with potential in pharmaceutical, food and biotechnological
applications. The acetylated results show amphiphilic properties used for the
synthesis of drug nanoparticles. While quaternization improves solubility, it has
antimicrobial activity. Therefore, the objective of this work is to verify the effect of
the chemicals presented by the quaternization together, on the physical properties.
Aby da had CCHPTA, NaOH and acetic anhydride as reagents. Four different
programming routes were offered, where two samples were modified with one order
of acetylation-combined and two combinations of differentiated acetylation
generating 4 different combinations. The characterization was performed through
infrared spectroscopy, molar mass, solubility, elemental analysis, nuclear magnetic
resonance (NMR) and atomic force microscopy (AFM). Hemocompatibility and
antibacterial activity assays were performed by the contact method. Through infrared
spectroscopy it is possible to confirm the modification of the proposals, observing the
location of the acetyl functional groups quaternary ammonium spectroscopy and the
carbonyl group of the acetyl group. The NMR confirmed references to acetyl groups
between 2.8 and 5 ppm and at 3.1 ppm attributed to the N, N, N - trimethyl of the
EPTAC inserted in the chain. The increase in the percentage of carbon, hydrogen and
is directly related to the degree of substitution The molar mass of the results increased
compared to CG. A of the groups developed a good solubility. A possible self-
organization was observed by AFM, and also particles of larger sizes compared to
CGQ and CGA. As compatible blood, when compared to the control group. Through
the test of S. aureus and E. coli bacteria it was possible to observe changes in the
antibacterial on the species S. aureus and E. coli when the contact with the activity of
CG, CGA and CGQ was performed. When performing an insertion of the two
functional groups with different characteristics, it was possible to observe that an
approach of new polymer chains improved the organizational characteristics of their

particles.

Keywords: Quaternization; Acetylation, Polysaccharides.7
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1. INTRODUCAO

A procura por substancias ativas derivadas de produtos naturais tem sido uma
das maiores aplicagbes econémicas das Ultimas décadas. Os avancos cientificos
envolvendo os estudos quimicos e farmacoldgicos de plantas medicinais visam obter
novos compostos e produtos derivados com propriedades terapéuticas (DOS
SANTOS & ALMEIDA, 2016). Os produtos naturais comprometem o
desenvolvimento de 50% dos novos medicamentos elaborados (NEWMAN et al.,
2012).

O exsudato do caule da éarvore Anacardium occidentale L., conhecido
popularmente como goma de caju, € um produto natural obtido de forma sustentavel e
de baixo custo. O estudo das propriedades da goma do caju contribuiu para o valor
agregado na producdo dessa planta comercializada (RIBEIRO et al., 2016). A goma
do cajueiro oferece aplicagbes nano e biotecnoldgicas devido as suas propriedades
(QUELEMES et al., 2013; DIAS et al., 2016). Esta goma é um heteropolissacarideo
aniénico com capacidade de produzir suspensdes viscosas e emulsificantes que
podem ser usadas nas industrias alimenticia e farmacéutica (KUMAr et al, 2012;
PORTO & CRISTIANINI, 2014).

Os polissacarideos, devido as suas caracteristicas sao utilizados de uma forma
vasta e eficiente como agentes antimicrobianos, ganhando assim um maior interesse
para estudos académicos e industrial. A atividade bioldgica desses polissacarideos
depende da sua estrutura molecular: composicdo, tipo de ligacdo, grau de
substituicdo, grau de ramificacdo e conformacdo estrutural das cadeias principais.
Diante disso tem crescido a atencdo sobre as técnicas de modificacdo molecular e a
relacdo entre as atividades bioldgicas e estrutura dos polissacarideos.

As modificacbes quimicas nos polissacarideos podem ser importantes
instrumentos para aquisicdo de novos agentes antimicrobianos (COUTINHO,
MUZITANO e COSTA, 2008). Estudos sugerem que os derivados dos
polissacarideos sdo biologicamente ativos, atribui-se isso a seus grupos hidroxila e a
introducdo de novos grupos substituintes como -SH, -COOH, -C-O- e NH2, os quais
podem mudar a estrutura dos polissacarideos nativos e diminuir as ligagdes
intramoleculares e intermoleculares (CHEN et al., 2014).

A modificacdo por quaternizacdo com amonio quaternario da GC (GCQ) por

Quelemes et al. (2017) comprova que a mesma apresenta caracteristicas que a torna



candidata viavel para o0 desenvolvimento de biomateriais e dispositivos

biotecnoldgicos por apresentar atividade bactericida contra o género Staphylococcus.

Enquanto a acetilacdo do CG tem sido realizada com o objetivo de melhorar a
estrutura para aplicacdo em sistemas nanoestruturados biodegradéveis. A acetilagao
empregando o anidrido acético como agente acilante altera as propriedades dessas
substancias como, por exemplo: polaridade, elasticidade, capacidade de absorcéo ou
troca de ions, resisténcia a ataque microbiologico e térmico, isso muitas vezes
propicia uma maior atividade biolégica do composto acetilado (SILVA, 2014; DIAS
ET AL., 2016). Diante disso essas modificacdes de polissacarideos se torna uma area
promissora para exploracdo de suas reacOes e propriedades bioldgicas para posterior

aplicacdo biotecnoldgicas.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL
Verificar o efeito da insercdo do grupo acetil e grupos de aménio quaternario nas

propriedades fisico-quimicas, estruturais e biologicas da GC.

2.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar processo de modificagdo por quaternizacao e acetilacdo da GC;

Analisar a reacdo da insercdo dos grupos acetil e aménio quaternario em rotas
distintas de modificacao;

Caracterizar por métodos fisico-quimicos e estruturais: FTIR, massa molar, potencial
Zeta, solubilidade e AFM;

Avaliar atividade hemolitica e antimicrobiana dos derivados modificados da GC;

11



3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1. GOMA DO CAJUEIRO

As Anacardiaceae abrangem cerca de 81 géneros e 800 espécies, distribuidos
em ambientes secos a Umidos, concentrando-se principalmente em terras baixas nas
regides tropicais e subtropicais em todo o mundo, se expandindo até as regides
temperadas (PELL, 2011). No Brasil essa familia é representada por 14 géneros, onde
somente Anacardium é endémico, e 53 espécies amplamente distribuidas no pais,
sendo 13 endémicas. Para o Estado do Piaui estdo registrados 09 géneros e 12
espécies, das quais duas espécies pertencem a Anacardium (A. occidentale e A.
humile) (SILVA-LUIZ; PIRANI 2015).

A. occidentale L (Figura 1A), conhecida popularmente como cajueiro, € uma
arvore tropical indigena do Brasil, amplamente cultivada em outros lugares tropicais,
especialmente na India (RAZALI, 2008). E uma planta de ampla distribuicdo no
territorio brasileiro, estudos tem considerado essa espécie como originaria do Brasil
por caracteristicas como: distribuicdo geografica e comportamento ecoldgico, com
disseminacdo por quase todo o pais (BARROS, 2002).

Essa planta apresenta um exsudato (Figura 1B) que consiste em um
heteropolissacarideo anidnico com capacidade de formar suspensdes viscosas e
emulsificantes, e facilmente soltvel em agua (PAULA, 1998). Pode ser utilizada na
area de alimentos como estabilizantes de sucos e doces, e na area da salde tem grande
importancia como observado em estudos com atividade antimicrobiana (COSTA,
et.al., 2012). O exsudato gomoso é secretado como resposta a injarias em nivel de
caule (ACOSTA, 2013).

O exsudato do caule da arvore A. occidentale L., de onde é extraido a GC, é
um produto natural extraido de forma sustentavel e de baixo custo. O estudo das
propriedades do GC contribuiu para o valor agregado na producdo dessa planta
comercializada (CUNHA, PAULA & FEITOSA, 2009; RIBEIRO et al., 2016). O
exsudato do cajueiro, ¢ composto principalmente de B-D-galactose (72%), seguida de
a-D-glicose (14%), arabinose (4,6%), ramnose (3,2%) e &cido glucurdnico (4,6%).
Sua cadeia principal contém unidades de galactose unidas por elos do tipo B (1 — 3) e
na cadeia lateral B (1 — 6); proteinas; minerais: nitrogénio, zinco, niquel, manganes,
cobre, ferro, cadmio, potassio, aluminio e silicio (OFORI-KWAKYE et al. 2010;
OKOIJIE et al. 2010).

12



L ? i s, :
Figura 1. Arvore do A. occidentale L (A). Exsudato do cajueiro (B)

Fonte: autoria prépria (2021).

Estudos sobre as atividades biologicas da GC apresentaram atividade
antimicrobiana (CAMPOS et al., 2012), efeitos curativos (SCHIRATO et al., 2006),
propriedades antidiarréicas (ARAUJO et al. 2015) e gastroprotetoras (CARVALHO
et al., 2015). O uso de polissacarideos vem ganhando destaque nos estudos
biotecnoldgicos devido ao seu baixo custo, biodegradabilidade e baixa toxicidade
(RAVEENDRAN et al., 2013). Eles apresentam uma ampla escala de propriedades
funcionais e estdo desenvolvendo inumeras aplicagdes em alimentos, téxteis tintas,
cosmeéticos e produtos farmacéuticos (GERESH et al., 2000).

Estruturalmente os polissacarideos sao compostos de multiplas unidades de
sacarideos ligados uma a outra através de ligagcGes glicosidicas e possuem
caracteristicas que os diferenciam das outras familias de biopolimeros (DUMITRIU,
2004). Eles podem apresentar-se na forma neutra, como a goma guar, a celulose e o
amido ou como polissacarideo aniénico como o0s alginatos, a carragenana, a gelana,

xantana, caraia e a GC.

3.2. MODIFICACOES QUIMICAS DA GOMA DE CAJUEIRO POR
INTRODUCAO DE GRUPOS FUNCIONAIS

Em 1994 Ebringerovh et al. ja relatava a necessidade de aumentar a eficécia
da utilizacdo de biomassas e de novos polimeros biodegradaveis, através da
modificacdo para adicionar ou modificar a funcionalidade do mesmo. Os
polissacarideos possuem um grande ndmero de grupos reativos (hidroxil e
acetoamino), os quais permitem diferentes rotas de modificacdes quimicas na

13



estrutura deste polimero pela introducdo de novos grupos funcionais usando
carboximetilagdo (SILVA et al., 2004); oxidacdo (CUNHA, MACIEL,
SIERAKOWSKI, DE PAULA E FEITOSA, 2007), sulfatacio (NETO, MACIEL,
CUNHA, DE PAULA E FEITOSA, 2011) e acetilagdo (PITOMBEIRA et al., 2015),
quaternizacdo (QUELEMES et al., 2017) realizadas para obter novas caracteristicas

fisico-quimicas.

3.3. REACAO DE QUATERNIZACAO

A reacdo de quaternizacdo (Figura 2) é caracterizada por substituicdo
nucleofilica sobre o grupo hidroxila da unidade monossacaridica pelo reagente
amonio quaternario (Figura 2). Essa reacdo pode ser explicada do seguinte modo,
segundo Yu, Huang, Ying, & Xiao (2007): o NaOH reage com os grupos hidroxilas
da GC produzindo grupos alcéxidos; grupos epdxidos também sdo produzidos a partir
do CCHPTA pela aplicacdo estequiométrica da base; a GC quaternizada (GCQ) é
entdo formada por meio da reagdo entre a GC alcdxida com o epoxido ou 0 CCHPTA.
As substituicdes na goma de cajueiro ocorrem mais comumente no C-6 da estrutura
da goma (RIBEIRO et al., 2016).

Figura 2. Esquema simplificado da reacdo de quaternizacdo da goma de
cajueiro.

________
e SN,

CH3 +NaCl /! CHy

_______

Goma do cajueiro Goma do cajueiro quaternizada

Fonte: Autoria propria (2022).

O ambnio quaternario contém compostos carregados positivamente
suportando quatro ligacOes, tendendo a ser solivel em agua e bastante estavel,

originando uma vasta variacdo de aplicagdes como: potencial carreamento de genes

14



(SONG et al., 2008), acdo floculante (PAL, MAL e SIGH, 2007; PAL et al., 2009;
SINGH, PAL e ALI, 2014), e atividade antibacteriana (YU et al., 2007; NICHIFOR
et al., 2010; HU e WANG, 2016). Sendo assim a quaternizacdo apresenta alteragdes
nas caracteristicas fisico-quimicas e propriedades bioldgicas da GC, gerando um
aumento em sua atividade antimicrobiana, e apresentando também
biocompatibilidade de eritrdcitos, queratindcitos e fibroblastos (QUELEMES et al.,
2017).

3.4. REACAO DE ACETILACAO

O grupo acetil € um dos mais comuns dentre 0s VArios grupos protetores
usados na protecdo de hidroxilas em razdo da sua estabilidade em condig¢oes
reacionais &cidas e por ser de facil remocgdo por hidrélise alcalina branda. A
combinacdo mais simples de reagentes utilizados em acetilagdo emprega anidrido
acetico na presenca de um catalisador acido ou basico (PEARSON, 1999), podendo-
se também empregar acidos carboxilicos e cloretos de &cido (OTERA, 2003). A
acetilagdo é utilizada para converter moléculas com baixo grau de complexidade em
moléculas com maior grau de complexidade estrutural (ALMEIDA; CALADO;
BARRETO, 2005)

A modificacdo quimica de agucares por meio da reacdo de acetilacdo
utilizando o anidrido acético como agente acilante altera as propriedades dessas
substancias como, por exemplo: polaridade, elasticidade, capacidade de absorcéo ou
troca de ions, resisténcia a ataque microbiolégico e térmico, isso muitas vezes
propicia uma maior atividade bioldgica do composto acetilado (SILVA, 2014). Na
reacdo de acetilacdo, destacam-se trés elementos: o polissacarideo, o anidrido acético
e o catalisador que pode ser a piridina (XU et al., 2010), a iodina (REN et al., 2007), o
acido perclérico e o acido sulfurico (CHENG et al., 2009; HU et al., 2011), a 4-
dimetilaminopiridina (4-DMAP) e a N-bromosuccinimida (NBS). A piridina
demonstra bons resultados nas reacdes, porem além de apresentar odor desagradavel,
apresenta toxidade ndo se adequando para ser implementada em larga escada. Por
outro lado, a 4-DMAP é excessivamente cara o que dificulta seu uso a nivel
industrial. Diante disso, tem sido reportada a N-bromosuccinimida (NBS) como um
novo e altamente efetivo catalisador para acetilagio de uma longa variedade de

alcoois com anidrido acetico em condicdes suaves e existindo evidéncias de que a
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NBS pode ser usada em reacdes de acetilacdo em polissacarideos (ZHANG et al.,
2014).

O uso de anidridos de &cidos carboxilicos (alifaticos ou ciclicos) é uma
alternativa interessante, visto que evita muitas vezes o uso de solventes ou solventes
menos agressivos como 0 método via cloreto de acidos, ou seja, os anidridos podem
ser utilizados nas fungdes de reagente e solvente, quando liquidos; quando soélidos
necessitam de ser dissolvidos (SANTQOS, 2015).

Reacdes livres de solventes utilizando apenas NaOH e anidrido acético.
Devido a alcalinidade do NaOH, ocorre um enfraquecimento das ligacdes de
hidrogénio intermoleculares, o que cria um inchago, 0 que permite uma maior
acessibilidade a estrutura do polimero, aumentando a area superficial e diminuindo o
grau de polimerizacdo (RODRIGUES, JACKSON & MONTROSS, 2016).
Facilitando assim a reacdo de acilacdo entre os hidroxilos reativos da GC e o anidrido
acético (SILVA et al, 2019) (Figura 3).

Figura 3. Esquema simplificado da reacéo de acetilacdo da GC.

CH3

] S

Goma do cajueiro Goma do cajueiro acetilada

Fonte: Autoria propria (2022).

3.5. GOMAS MODIFICADAS COMO AGENTES ANTIMICROBIANOS

A maioria das paredes celulares de bactérias gram-negativas e bactérias gram-
positivas contém varios lipopolissacarideos carregados negativamente 0s quais
desempenham papeis importantes para sua sobrevivéncia. O mecanismo da agéo
bactericida dos biocidas policétions envolve interacdo destrutiva com a parede celular
e/ou membranas citoplasmaticas (Kenawy et al., 2002). No caso de polimeros
biocidas, geralmente toda a macromolécula é bioativa, pois as unidades repetidas sao
construidas de grupos catidnicos antimicrobianos, como amonio quaternario,

fosfonio, sulfénio e guanidinio.

As interacGes desses polimeros com as paredes celulares microbianas

carregadas negativamente resultam na desestabilizacdo das células dos
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microrganismos. Essa interacdo pode ocorrer de trés maneiras diferentes: por simples
atracdo de cargas opostas; mediante a interacdo de cargas opostas juntamente com a
penetracdo do polimero antibacteriano camada por camada, e pela interacdo de cargas

opostas com ruptura completa da membrana, (Kyziol et al., 2020).

4, METODOLOGIA
4.1. ISOLAMENTO DA GC
O isolamento da GC foi realizado de acordo com Rodrigues (1998), em que 10
g do exsudato foram deixadas em agitagdo com 100 ml de agua Mili-Q durante 24 h.
Logo ap0os este periodo foi adicionado 2g de NaCl e solucdo de NaOH para ajustar o
pH para 7,0. A seguir 300 mL de etanol foi adicionado e a solucdo foi mantida na
geladeira durante 24h. O precipitado formado é lavado com etanol e a seguir com
acetona e seco sob fluxo de ar quente constante.

4.2. SINTESE DA GC QUATERNIZADA

Para a reacdo de quaternizacdo foi seguida a metodologia proposta por
Quelemes et al. (2017). A goma do cajueiro (1g) foi dissolvido em &gua destilada (1,5
mL) a temperatura ambiente, e deixada sobre agitacdo constante por 30 minutos até
uma pasta homogénea ser formada. Uma outra solu¢do contendo aménio quaternario
(Cloreto de 3-cloro-2-hidroxipropil trimetil aménio - CCHPTA) e NaOH 5 mols/L foi
preparada e adicionada a solucdo contendo a goma do cajueiro solubilizada, em uma
propor¢do molar de Goma/ CCHPTA /NaOH - 1/6/6, com posterior agitacdo por
mais 30 minutos. A reacdo foi conduzida a temperatura de 50°C por 14h
em banho-maria. Apos este periodo acido cloridrico (HCI) 1 mol/L diluido foi
adicionado para baixar o pH a 5,5, ao adicionar HCI na mistura a reacdo de auto
ionizacdo nao continuara, visto que o meio alcalino é essencial para realizar a reacao
(Pal et al. 2008). Sendo, em seguida o produto reacional, dialisado (4 a 5 dias). Apds
a dialise o polimero foi precipitado em acetona na proporcdo de 1:4 (solugéo:

acetona), armazenada por 24 h para efetiva precipitacéo e seca sob fluxo de ar quente.

4.3. SINTESE DA GC ACETILADA
Porcdes acetil foram quimicamente introduzidas no polissacarideo CG usando
uma adaptacdo da metodologia proposta por Silva et al. (2019). 1g de CG foi

suspenso em 8 mL de anidrido acético e agitado por 5 min. Em seguida, 6 mL de uma
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solucdo aquosa de NaOH a 50% foi adicionado sob agitacdo continua. A mistura foi
agitada durante 3 horas a 90 °C. A suspensdo obtida como produto de reacdo foi
dialisada por 48 h, apds o qual foi congelada e liofilizada.

4.4. SINTESE DA GC QUATERNIZADA E ACETILADA

Para a sintese da GC quaternizada e acetilada foram seguidas duas rotas de
modificagdes (Figura 4), onde primeiramente a goma do cajueiro isolada passou pelo
processo de quaternizacdo utilizando o CCHPTA. Para a execucdo da rota de
modificacdo 1, a goma do cajueiro previamente quaternizada passou pelo processo de
secagem, sendo necessario a solubilizacdo dessa mesma para o inicio do processo de
acetilacdo realizada utilizando NaOH 5 mol/L e anidrido acético, a suspensdo obtida
como produto da reagao

foi dialisada por 48 h, ap6s o qual foi congelada e liofilizada, obtendo-se a goma

do cajueiro quaternizada e acetilada 1 (GCQ-A1).

Figura 4. Esquema para sintese da GC quaternizada e acetilada
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A rota de modificagdo 2 foi realizada sem que a goma previamente
quaternizada fosse liofilizada, sendo o processo de acetilagdo realizado logo em
seguida. A suspensdo obtida como produto da reagdo foi dialisada por 48 h, ap6s o
qual foi congelada e liofilizada, obtendo-se a GC quaternizada e acetilada 2 (GCQ-
A2).

45. SINTESE DA GC ACETILADA E QUATERNIZADA

Para a sintese da GC acetilada e quaternizada foram seguidas duas rotas de
modificacdes (Figura 5), onde primeiramente a GC isolada passou pelo processo de
acetilacdo realizada utilizando NaOH 5 mol/L e anidrido acético, para em seguida
realizar as rotas de modificagOes sugeridas. Para a execugéo da rota de modificacdo 1,
a GC previamente acetilada passou pelo processo de secagem, sendo necessario a
solubilizacdo dessa mesma para o inicio do processo de quaternizacdo utilizando o
Cloreto de (3-Cloro-2-hidroxipropil) trimetilaménio — (CCHPTA) e NaOH 5 mol/L, a
suspensdo obtida como produto da reacdo foi dialisada por 48 h, ap6s o qual foi

congelada e liofilizada, obtendo-se a GC acetilada e quaternizada 1 (GCA-Q1).

Figura 5. Esquema para sintese da GC acetilada e quaternizada.
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A rota de modificacdo 2 foi realizada sem que o processo de liofilizagdo da
goma previamente acetilada fosse realizado, sendo assim o processo de quaternizagédo
realizado logo em seguida. A suspensdo obtida como produto da reacdo foi dialisada
por 48 h, apds o qual foi congelada e liofilizada, obtendo-se a GC acetilada e
quaternizada 2 (GCA-Q2).

46. CARACTERIZACAO DO POLIMERO

Medidas de espectro na regido de infravermelho foram realizadas utilizando
um espectrémetro de infravermelho por transformada de Forrier (Nicolet iS5 - iD7
ATR - Thermo Fisher Scientific) utilizando-se a técnica de reflexdo total atenuada,
com espectro variando de 4000 a 550 cm™ . As medicBes do potencial zeta (mV)
foram realizadas usando uma solucdo aquosa de 10 mg/mL., analisada pelo dispositivo

Malvern Zetasizer Nano ZS90.

Para obtencdo dos espectros de RMN *H, os derivados modificados foram
dissolvidos em uma mistura de D20 (0,4 mL) e acetona-d6 (0,3 mL). Os espectros
foram obtidos no espectrometro de RMN Agilent a 400 MHz a 50 °C. O sinal HDO
foi usado como referéncia. O sinal foi deconvoluido e as integracdes foram
computadas de acordo com o protocolo GSD (BERNSTEIN et al., 2013), utilizando o
software Mnova 14.2.0. O grau de substituicdo (GS) dos grupos acetil foi calculado
conforme proposto por Pitombeira et al (2015). O valor DS é dado pela equacéo 1
onde A ¢ a area integral de prétons acetil em 1,8-2,4 ppm e B é o valor integral para
0s prétons polissacarideos OH e H-1 a H-6 observado de 3,0 — 5,0 ppm.

104

GS= ———
(3B + A)

(Eq.1)

A composicdo elementar dos derivados modificados da CG foi obtida através de
anélise elementar usando um Perkin Elmer 2400 Series Il CHN com detector de
condutividade térmica. O grau de substituicdo (GS) dos derivados GC foi obtido pela
porcentagem de nitrogénio utilizando a Eq. 2 (Huang, Yu, & Xiao, 2007; Banerjee et
al., 2013). O GS foi determinado como o numero de grupos hidroxilas substituidas
por unidade de acucar da GC, onde N é a quantidade de nitrogénio (%) determinada

por analise elementar.
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162,2 * N(%)
= — 5 (Eq.2)
1400 — 151,5 * N(%)

GS

A distribuicdo de massa molar foi determinada por cromatografia de
permeacdo em gel (CPG) em equipamento Shimadzu LC-20AD acoplado a um
detector de indice de refracdo (RID-10A). Para a analise utilizou-se coluna polysep
linear, 300x7,8 mm, utilizando NaNO3(aq) 0,1 mol/L como eluente. A medida foi
feita a 30°C, com fluxo de ImL/min e o volume injetado da amostra foi de 50 pL.
Utilizando padrdes de Pululana (P-82, Shodex) e a seguinte curva da Eq. 3.

Log M = 14,52278 - 1,16825 x Ve. (Eq.3)

A solubilidade dos polissacarideos foi determinada a temperatura ambiente 29
°C (+3°C), adaptado de Leal et al (2014). A determinacao da solubilidade foi efetuada
pela adicdo de 20 mg de polissacarideo e 1 ml de agua destilada em tubos
previamente pesados. A suspensdo foi homogeneizada por 12 horas, centrifugada a
10.000 rpm durante 10 min, e separado o precipitado, depois secado em centrifuga a
vacuo. Apos a secagem realizou-se a pesagem e verificou-se o valor da massa soltvel

através da Eq. 4.

Massa soltivel = massa da amostra ( mg)- massa do precipitado (mg)

(Eq.4.)

A porcentagem de solubilidade foi determinada de acordo com a equacao 5:

Massa do polissaccrideo solubilisado

Solubilidade =

x 100 (Eq.5.)

Massa inicial do polissacarideo

4.7.  ANALISE POR MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA (MFA)
As amostras foram preparadas na concentracdo de 5 mg/mL e deixadas em
banho ultrassénico por 30 minutos. Posteriormente foi retirada uma aliquota de 10 pL

de cada amostra e depositada em uma superficie de mica, em seguida foi deixada por
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15 minutos em uma estufa a uma temperatura de 36 °C, para a secagem e realizacao
da anélise. O equipamento utilizado para a analise foi o TT-AFM (AFM Workshop -
EUA) no modo contato intermitente, utilizando as pontas de Si da TED PELLA
(TAP300-G10) em uma frequéncia de amplitude de 247,21 kHz. O programa
Gwyddion 2.45, foi utilizado para tratar as imagens e obter o tamanho (nanémetros)
das particulas. A analise estatistica dos resultados obtidos foi realizada no programa
GraphPad Prism 6, bem como obter histogramas de tamanho das nanoparticulas.

4.8. ENSAIO DE HEMOLISE

A atividade hemolitica da GC e dos derivados modificados foram testadadas
utilizando eritrocitos humanos (hemaécias), coletados em EDTA (1,8 mg/mL), lavados
trés vezes e ressuspendidos em solucdo salina estéril (0,9%), como descrito por
Sahariah et al. (2015). Para o teste foi utilizado a porcdo sollvel obtida de cada
amostra ap6s o teste de solubilidade. A correcdo da concentracdo da solucdo foi
ajustada para iniciar o teste na concentragdo 2000 a 31,25 pg/mL. Triton-X (0,1%
v/Vv) e solucdo salina foram usados como controles de hemolise positivo e negativo,
respectivamente. As misturas foram incubadas por 1 h a 37°C e centrifugadas a
10.000g por 1 min. O valor de absorbancia do sobrenadante (A) foi medido a um
comprimento de onda de 492 nm, sob leitura espectrofotométrica. A porcentagem de

hemdlise (PH) foi calculada utilizando-se a férmula a seguir (Eq. 6):

PH = (A Goma — A satina )

= x 100; (Eq.6)
(A Triton — A salina )

4.9. ENSAIO ANTIMICROBIANO

Foi avaliada a atividade antimicrobiana da GC e seus derivados modificados
sobre bactérias, Staphylococcus aureus ATCC 29213 e Escherichia coli ATCC
25922. Para a realizacdo dos experimentos, as estirpes foram previamente semeadas
em placas de Petri contendo agar Mueller Hinton, sendo essas, incubadas em estufa
bacterioldgica por 24 horas a uma temperatura de 35 + 2 °C, em condi¢des aerobicas.
Ap0s 24 horas, colbnias isoladas foram coletadas com alca de platina e suspensas em
solucdo salina estéril [NaCl 0,85% (p/v) ], até que se obtivesse uma absorbancia
variando entre 0,08 a 0,13 monitorando o comprimento de onda de 625 nm, o que

corresponde a 0,5 na escala de McFarland (aproximadamente 1-2x108 UFC/mL). Em
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seguida, esta suspensdo foi diluida em meio de cultura para preparacdo do inoculo

com concentragdo bacteriana de 5x10° UFC/mL,

49.1. ATIVIDADE ANTIBACTERIANA POR CONTATO DIRETO E
CONTAGEM DE UFC

A atividade antibacteriana da goma do cajueiro e dos seus derivados modificados foi
examinada por ensaio de contato direto e contagem de UFC (LI et al, 2020). Cada
amostra de goma (1mg) foi imergida em 1,5 mL de suspensdo bacteriana descrita
anteriormente (5x10° UFC mL™). Em seguida, todos os meios foram incubados em
estufa bacterioldgica a 35 £ 2°C. Uma suspensdo bacteriana sem goma foi usada como
controle para cada bactéria. Apds 24 h, as suspensdes bacterianas foram diluidas com
solucdo salina (0,85%) e inoculadas (100 uL) em placas de agar Mueller-Hinton com
alca de drigalski. A contagem de UFC bacteriana foi realizada ap6s 24 h de incubacéo, e

o efeito bactericida foi calculado em relacdo ao controle. (Eq. 7).
Efeito Inibitério = [(UFCq — UFCy)/UFCq] X 100 (Eq.7)

UFC. e UFC; representam unidades formadoras de coldnias de controle e das

amostras, respectivamente.

4.10. ANALISE ESTATISTICA
Todos os dados foram analisados pelo teste de Turkey ANOVA, considerado
estatisticamente significativo quando valor de p < 0,05. Os resultados foram

expressos em meédia e * desvio padréo

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. CARACTERIZACOES

A reacdo de quaternizacdo e acetilacdo de polissacarideos possuem 0 mesmo
alvo comum, a substituicdo nucleofilica das hidroxilas disponiveis ao longo da cadeia
polimeérica. Na rota escolhida de quaternizacdo, tem-se como agente eterificante o
reagente CCHPTA, em meio basico. O NaOH reage com os grupos hidroxilas da GC
produzindo grupos alcoxidos, sendo também produzidos grupos epoxidos a partir do
CCHPTA pela aplicagdo estequiomeétrica da base o produdo quaternizado GCQ e
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formado entdo por meio da reacdo entre a GC alcoxida com o epoxido ou 0 CCHPTA
(figura 4) (YU et al, 2007).

Para o processo de acetilacdo a GC foi submetida a uma modificacdo quimica,
através da insercdo do grupo acetil em sua estrutura em um processo sem 0 uso de
solventes, usando apenas NaOH e anidrido acético. Devido a alcalinidade do NaOH,
acontece um enfraquecimento das ligagfes de hidrogénio intermoleculares, gerando
uma dilatacdo, o que permite maior acessibilidade a estrutura do polimero,
aumentando a area de superficie e diminuindo o grau de polimerizacdo
(RODRIGUES, JACKSON, & MONTROSS, 2016). Facilitando assim a reacdo de
acilacdo entre as hidroxilas reativas da goma e o anidrido acético (SILVA et al,
2019).

Através da analise de espectro na regido do infravermelho (Figura 6) para a
goma do cajueiro foi possivel observar bandas na regido de 3400 cm™ e em 2920 cm™
caracteristicas respectivamente de grupos O-H e C-H, e adicionalmente bandas em
1030, 1080 e 1150 cm ~ ! atribuidas as vibragbes de alongamento de C-O-C de
ligacbes glicosidicas e ligacbes de O H de alcoois (QUELEMES, 2017;
PITOMBEIRA, 2015). Os produtos da reacdo de quaternizacdo nas amostras GCQ,
GCQ-A1 e GCQ-A2, apresentaram banda em torno de 1480 cm™, correspondente a
deslocamento de ligacbes C-H simétricas (relativo aos grupos metil de amoénio
quaternario). Uma banda discreta no 1407 cm™ regido do modo de alongamento
vibracional das ligacfes C-N também é visivel, o que pode ser atribuido a indicacdo
de modificacio estrutural pelo CCHPTA (RIBEIRO, 2020). As bandas em 1240 cm™*
(devido a vibracdo de estiramento C-O) e 1722 cm? (atribuidas a C=0), séo
encontrados nas amostras GCA, GCQ-Al, GCA-Q1, GCQ-A2 e GCA-Q2 atribuem-
se ao grupo éster carbonilico do grupo acetila (RIBEIRO, 2017).
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Figura 6. Espectro na regido do infravermelho por transformada de Fourier.

|
] 1722

1 1480
] 1240

=

1GCAQ2

eV N 1

R
| N | 4

GCQ
| | /‘\\_ﬂ
U—\/K LA

T T T T T

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Numero de onda (cm™)

Absorbancia (%)

Y T o 3

=EE

Legenda: Espectros FTIR da GC, GCQ, GCA, GCQ-Al, GCQ-A2, GCA-Q1 e GCA-Q2.

Os espectros de RMN 1 H para GC (figura 7) e seus derivados modificados
encontram-se representados na figura 8. Os deslocamentos em 3,5 a 4,0 ppm
correspondem a H-2 a H-5. Os sinais em 4,3 e 4,8 indicam o H-1 da galactose e
ramnose, respectivamente. A regido de deslocamento quimico de 4,6 para 5,0 refere-
se aos protons anoméricos (VASCONCELOS SILVA et al., 2019; OLIVEIRA et al.,
2019). Os espectros dos 4 modificados da GC apresentaram sinais entre 1,8 e 2,5
ppm o0s quais estdo relacionados ao grupo acetil inserido na cadeia do polissacarideo.
Os sinais 3,0 e 5,5 ppm sdo caracteristicos dos protons H-1 a H-6 presentes no
polissacarideo. Foram destacados também sinais em 3,1 ppm atribuidos ao N, N, N —
trimetil do EPTAC inserido na cadeia (Pitombeira, 2015; Quelemes, 2017; Silva,
2018; Jin, 2022).

25



Figura 7. Espectros de RMN 1H de GC.
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Na analise elementar foi possivel observar um acréscimo nas razées C/H

devido a insercdo do grupo acetil, 0 aumento da porcentagem de nitrogénio nas

gomas modificadas esta relacionado a incorpora¢do do grupo de aménio quaternarios.

O aumento do percentual de carbono, hidrogénio e nitrogénio esta relacionado

diretamente com o grau de substituicdo das reacdes (Quelemes, 2017). (Tabela 1).
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Aplicando as equacfes 1 e 2 o grau de substituicdo para o grupo quaternario
foi calculado por analise elementar e RMN H (Tabela 1). O maior grau de
substituicido foi obtido na modificagdo GCQ-A1 0,38 (N%) e 0,48 (*H). Para a
substituicdo por N% que esta relacionada a inser¢do do grupo de amoénio quaternario
os valores do GS aparecem proximos aos encontrados em trabalhos com
polissacarideos modificados por agentes quaternizantes (Quelemes, 2017; Ribeiro,
2020; de Sousa, 2020).

Tabela 1. Dados de analise elementar e valores de grau de substituicdo

Analise elementar (%) GS GS
Amostra Grupo quaternario Grupo acetil
C H N
(N%) (*H)

GC 37,75 6,13 0,07 - -
GCQ-Al 39,28 7,89 2,46 0,38 0,48
GCQ-A2 39,74 8,18 2,49 0,39 0,14
GCA-Q1 39 6,85 0,57 0,07 0,03
GCA-Q2 39,49 6,68 0,89 0,11 0,22

Os valores do GS obtidos por *H para a acetilagio apresenta valores mais
brandos que os valores encontrados na literatura com a goma do cajueiro acetilada
relatado por Pitombeira (2015) onde observou-se GS de 2.8 empregando-se piridina e
anidrido acético. Valores diferentes foram encontrados por Silva (2019) em seu
estudo de acetilacéo livre de solventes onde obteve GS de 0.33, utilizando uma rota
de acetilacdo semelhante a utilizada no presente estudo. Quelemes (2017) obteve em
sua proposta de quaternizacdo em razdo molar 1/6/6/ um GS de 0.73. De um modo
geral os melhores valores de substituicdo foram obtidos com a quaternizacdo tendo
sido conduzida inicialmente e posteriormente a acetilagdo. Nas rotas aqui propostas
sem o uso de solventes, 0 melhor valor de GS foi obtido tendo a reagdo de acetilagédo

conduzida em uma Unica etapa e a posterior a quaternizagdo (GCQ-A1l).

A figura 9 mostra o perfil de distribuicdo da massa molar de GC e seus

derivados, exibindo uma distribuicio monomodal da massa molar, 0s picos
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representados foram gerados pelo detector de indice de refracdo. Corresponde entéo
que a concentracdo molecular total, eluiu entre os volumes 8,5 e 9,5 mL.

Figura 9. Curvas de CPG para a GC e seu derivados modificados.
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A massa molar da GC isolado determinada por CPG é de ordem 10% —10* g /
mol. (ANDERSON, 1974). A massa ponderal média (Mw) da GC foi de 2,12 x 10*
g/mol, seus derivados ndo apresentaram grandes alteracdes na sua massa, onde o
ganho de massa pode estar relacionado a inser¢do de novos grupos funcionais e a
pouca quebra da cadeia do polimero (Tabela 2). Os resultados encontrados se
assemelham aos reportados anteriormente em relacdo a GC e GC modificada com
anidrido propidnico e amoénio quaternario que variam entre 1,0x10* e 9,0x10°
(PITOMBEIRA et al., 2001, RICHTER, 2018).

Tabela 2. Dados de massa molar, potencial zeta e solubilidade

Massa molar Mw Potencial Zeta ({) .
Amostra Solubilidade (%)
(g/mol) mV
GC 2.12 x 10* -17,2 97,3+0,5
GCQ - 25,7 96,3+ 2,7
GCA - -37,3 89,6 £2,3
GCQ-Al 2,67 x 10* -24,5 953+1,6
GCA-Q1 2,98 x 10* -17,4 92+272
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GCQ-A2 2,34 x 10* -6,48 858+3

GCA-Q2 2,56 x 10* -22,3 945+15

A solubilidade dos derivados modificados da GC foi avaliada por meio do
coeficiente de solubilidade. Os derivados modificados de GC apresentaram
solubilidade inferior ao valor da solubilidade da GC, entretanto obteve-se uma
solubilidade de massa média de 92%, podendo assim considerar uma boa solubilidade
aquosa (Tabela 2). De acordo com Sajomsang et al (2009), a modificacdo por amonio
quaternério pode proporcionar propriedades como alta solubilidade para o
polissacarideo. A acetilagdo para alguns estudos (PITOMBEIRA et al., 2015, LIMA
et al., 2018) promoveu uma alta hidrofobizacdo. No presente estudo, a inser¢do do
grupo acetil diminuiu a solubilidade comparado com GC, entretanto os derivados

ainda demonstraram boa solubilidade em agua.

As reacdes de acetilacdo aparecem na literatura realizadas com varios
catalisadores, como hidroxido de sodio (COLUSSI et al., 2017; RIBEIRO et al.,
2017), piridina (PITOMBEIRa et al., 2015, DIAS et al., 2016) e acido sulfarico
(LIMA et al., 2017). Os tipos de catalisadores, concentracdo, tempo de reacdo e
temperatura sdo parametros que afetam no grau de substituicdo do polissacarideo,
podendo influenciar nas caracteristicas sollveis do polissacarideo onde um grau de
substituicdo baixo proporciona uma melhor solubilidade e graus mais elevados de
acetilacdo contribuem para a insolubilidade (SILVA, 2018; BERGLUND, 2020). As
reacOes de acetilagdo realizadas neste trabalho apresentam um baixo GS, o que
corrobora com o fator da sua boa solubilidade. Avaliando a carga de superficie
através do potencial Zeta (Tabela 2) foi possivel observar as cargas negativas, onde as
amostras GCQ-Al e GCA-Q2 apresentaram nimeros mais proximos de -30 mV em
maédulo para potencial zeta indicando que os modificados se comportam como bons
polieletrolitos, devido a presenga de grupos quaternario.

5.2.  ANALISE POR MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA (MFA)

Na analise dos polimeros por microscopia de forca atdmica foi possivel observar
morfologicamente a agdo reacional dos grupos funcionais inseridos nas amostras
modificadas. Comparando o0s grupos controles GC, GCQ e GCA (Figura 10),

observamos que o grupo GCA apresentam uma estruturacdo de particulas
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homogénea, 0 que pode estar relacionada as cargas negativas e hidrofébicas desse
grupo, visto que a formacao de particulas esta atribuida a carga superficial, alteracfes
na superficie e nivel de hidrofobicidade do polimero (ZAMPIERI, 2009).

Figura 10. MFA das amostras: GC, GCQ e GCA.

GaC

GCQ

111

GCA

Em (1) séo imagens 3D, em (I) s@o imagens 2D — Z-PHASE e em (l11) sdo histogramas de amplitude

para tamanho de particulas. Todas as imagens possuem resolucao de 512x512 pixels.

A GCQ como se apresenta mais hidrofilica obteve uma distribuicdo mais
heterogénica (Figura 10. Il) se assemelhando a GC. Ribeiro (2020) em seu estudo
também reporta GC com uma distribuicdo de particulas mais heterogénea, atribuindo

a uma polimerizacao associada ao pH da amostra.

Os derivados GCQ-Al, GCQ-A2, GCA-Q1 e GCA-Q2 (Figura 11),
apresentaram uma conformacéo de auto estruturacdo de particulas que variam entre
24 nm e 55 nm. Sendo 0 GCQ-Al o que apresentou 0 maior didmetro médio de
particulas 32,71+ 1,24 nm (Figura 12). Os derivados GCA-Ql1 e GCA-Q2
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demonstraram uma amplitude de particulas (Figura 11. 111) semelhante a GCA e uma
distribuicdo mais homogénea, o que pode ser associado com a substituicdo dos grupos
funcionais inseridos, visto que esses derivados apresentaram em FTIR bandas
maiores para 0s grupos acetil e baixas para o grupo de amoénio quaternario,

enfatizando assim as caracteristicas hidrofobicas na dispersao dessas particulas.

Figura 11. MFA das amostras: GCQ-Al, GCQ-A2, GCA-Q1 e GCA-Q2.

I

I

1

Legenda: Em (1) sdo imagens 3D, em (I1) s@o imagens 2D — Z-PHASE e em (111) s&o histogramas de

amplitude para tamanho de particulas. Todas as imagens possuem resolugdo de 512x512 pixels.

Figura 12. Gréafico de diametro médio das particulas.
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Legenda: Os resultados foram expressos como média + Erro Padrdo da Média (EPM). Um p<0,5 foi
considerado significativamente estatistico.
5.3. ENSAIO HEMOLISE

O ensaio de hemdlise avalia a liberacdo de hemoglobina devido a danos nas
membranas das hemécias. Nesse estudo, a porc¢do sollvel obtida de cada amostra apds
o teste de solubilidade dos derivados de GC analisados (GCA, GCQ, GCQ-Al, GCQ-
A2, GCA-Q1 e GCA-Q2), nas concentracbes de 2000 a 31,25 pg/mL, néo
promoveram hemdlise acima de 10% (Figura 13), evidenciando boa
biocompatibilidade com eritrécitos, mesmo na mais alta concentracdo testada. O que
corrobora com o fator dos grupos acetil e amdnio quaternario apresentarem
hemocompatibilidade (TEJERO et al., 2015; QUELEMES, 2017 e DOURADO,
2020).

Figura 13. Hemocompatibilidade da GC e de seus derivados modificados
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54. ATIVIDADE ANTIBACTERIANA POR CONTATO DIRETO E
CONTAGEM DE UFC

As porcentagens meédias de inibicdo da GC e seus derivados modificados contra
bactérias S. aureus e E. coli foram medidas por teste de contato direto e apresentadas
na figura 14. Tanto a GC isolada como os seus modificados apresentaram um
percentual de inibicdo proximo ou maior que 50% de inibicdo. Quando comparados
com a GC isolada e com os modificados GCA e GCQ, observa-se que os modificados
que passaram pelo processo de insercdo dos dois grupos funcionais tiveram uma
queda na atividade inibitéria, onde somente o modificado GCA-Q1 apresentou um
pequeno aumento na sua atividade inibitdria para S. aureus comparando com GC,
GCA e GCQ.

O processo de quaternizacdo insere grupos de aménio quaternario carregados
positivamente e aumenta a solubilidade em agua, esses efeitos podem contribuir para
uma melhor interacdo eletrostatica entre esses polications e a superficie celular
bacteriana carregada negativamente (JENNINGS et al., 2015; TEJERO et al., 2015),
aumentando assim, o dano provocado pela GCQ nas membranas dos Staphylococcus
spp.. A reacdo de acetilacdo do radical hidroxil também pode exercer significativa
influéncia para a atividade antiestafilococica (SOUZA, 2013). Entretanto as agdes
inibitérias das bactérias ndo estdo relacionadas somente a interacdo de cargas, as
cadeias alquilicas mais longas por exemplo, proporcionam melhor compatibilidade
com a estrutura em bicamada da parede celular bacteriana, o que permite que o
polimero se difunda mais facilmente através da parede celular bacteriana
(RIBEIRO,2020). Sendo assim o aumento da massa molar desse modificado GCA-Q1
pode estar relacionado a essa inibicdo maior quando comparada aos outros

modificados.

Figura 14. Efeito inibitorio.
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6. CONCLUSAO

No presente trabalho, foi realizado a modificacdo por insercdo dos grupos
acetil e aménio quaternario do polissacarideo extraido do cajueiro. Diante das
caracterizacdes realizadas sobre os polimeros modificados foi possivel observar que
apesar de apresentarem bandas caracteristicas do grupo acetil observadas através do
FTIR, esse grupo teve um baixo grau de substituigdo e sinais considerados fracos
quando comparados com os sinais referentes ao grupo de amdnio quaternario no
RMN, algumas hipoteses podem ser levantadas diante desse fator como por exemplo
a substituicdo desses grupos no momento das modificagdes no polissacarideo, ou a
reacdo do catalisador NaOH com o grupo acetil ao invés das hidroxilas. Foi possivel
concluir também que a carga negativa prevalece sobre a positiva ho momento da
reacao visto que os modificados apresentaram esse tipo de carga. Carga essa que pode
estar relacionada a melhor auto estruturacdo das particulas dos derivados
modificados. E possivel que a diminuicdo do efeito inibitério dos modificados
estejam relacionadas a essas cargas. Entre tanto a falta de atividade antibacteriana ndo
descarta 0 uso dos polimeros modificados neste trabalno em outros tipos de
aplicacdes biotecnoldgicas visto que os derivados obtiveram uma boa estruturacéo de
particulas, solubilidade, carga satisfatdrias e hemocompatibilidade, sendo entre os

quatro modificados 0 GCQ-AL o que apresentou essas melhores caracteristicas.
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