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Resumo

GARCIA, Isadora Atrib. Microparticulas de quitosana como suporte para
bioativos: Sintese, caracterizagao, atividade antimicrobiana e formulagao
cosmética. Orientadora: Daniela Bianchini. 2025. 93f. Dissertacdo de Mestrado —
Programa de Po&s-Graduagdo em Quimica, Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas, 2025.

Os microplasticos presentes em produtos cosméticos e agentes de limpeza,
associado com o descarte incorreto tém gerado grandes quantidades de residuos
ambientais, que s&o resistentes a degradacdo. Assim, os biopolimeros estdo sendo
utilizados como uma alternativa os plasticos por nao serem toxicos e possuirem
tempo de degradagcdo menor que os polimeros sintéticos. A quitosana € um
biopolimero sintetizado a partir da quitina purificada a partir de exoesqueletos, a
exemplo das cascas de camardo. Esse polimero possui grupos funcionais que
permitem modificagdes e reticulagdo com bioativos, como vanilina e acido galico, de
forma a manter e/ou potencializar as propriedades bioldégicas de cada componente.
O objetivo deste trabalho é a sintese, caracterizagao e avaliagdo antimicrobiana de
microparticulas de quitosana, reticuladas com bioativos, para formacao de produto
com propriedades sustentaveis, que proporcionem alternativas ao uso de
microplasticos em formulagbes cosméticas de higiene e limpeza. As microparticulas
foram sintetizadas pelo método de gelificagao, fazendo uso de quitosana sintetizada
previamente pelo grupo. O processo de reticulagcdo quimica e fisica da quitosana
nas microparticulas foi realizado, respectivamente, com uso de sistema de refluxo e
solventes atoxicos, pelo periodo de 5h para a vanilina e 24h para o acido galico.
Caracterizacadoes quimicas, fisicas e biolégicas foram realizadas. As microparticulas
ME-1V evidenciaram retencao de 26,5 % com vanilina e as ME-1V AG evidenciaram
retencéo de 23,7 % com acido galico, a partir da quantificagao realizada por método
desenvolvido com uso de espectroscopia no ultravioleta-visivel (UV-Vis). As
microparticulas ME-1V e ME-1V AG mostraram-se, majoritariamente, estaveis em
agua, com diferentes valores de pH (2,0; 7,0; 10,0). Em emulsdo agua/dleo (base
cosmética) nao foi observado intumescimento das microparticulas ME-1V e ME-1V
AG. O grau de intumescimento de ME-1V foi de 97,4% e de ME-1V AG foi de 142%.
A analise de espectroscopia na regido do infravermelho mostrou as bandas
caracteristicas da reticulagdo quimica da vanilina, com a formagao da ligacdo imina
(C=N) nas microparticulas ME-1V, e da reticulagao fisica, com acido galico, nas
microparticulas ME-1V AG, por meio das liga¢gdes de hidrogénio, que ndo estavam
presentes no espectro das microparticulas ME-1 que continham apenas quitosana.
As micrografias obtidas por microscopia eletonica de varredura evidenciaram formas
definidas, tendenciando ao formato esférico, com superficie lisa e homogénea. O
tamanho de diametro das microparticulas variou de 692-940 um. A analise de
espectroscopia de energia dispersiva indicou os principais constituintes atdmicos C,
N, O presentes na quitosana, vanilina e &acido galico. As analises térmicas
evidenciaram a estabilidade das microparticulas reticuladas, com destaque para a
estabilidade térmica das microparticulas ME-1V AG, que evidenciaram 49,35% de
residuo a 500°C. Em relagdo ao potencial antimicrobiano, apenas ME-1V AG e os
bioativos precursores (quitosana, vanilina e acido galico) mostraram essa
capacidade, com destaque para acao frente a bactéria Gram - Eschericha coli.
Dessa forma, ambas microparticulas ME-1V e ME-1V AG mostraram as
caracteristicas adequadas ao emprego alternativo em formulagdes cosméticas de
higiene e limpeza, ao invés ao uso de microplasticos. Por fim, conclui-se que os



resultados obtidos neste trabalho respeitam os preceitos de sustentabilidade
definidos pelos objetivos de desenvolvimento sustentaveis, ao mesmo tempo em
que, agregam valor as mateérias primas, no desenvolvimento de novos materiais.

Palavras-chave: quitosana, reticulacao, bioativos, microparticulas, ODS, alternativa
ao microplastico



Abstract

GARCIA, Isadora Atrib. Chitosan Microparticles as Support for Bioactives:
Synthesis, Characterization, Antimicrobial Activity, and Cosmetic Formulation.
Advisor: Daniela Bianchini. 2025. 93p. Dissertation Masters — Graduate Program in
Chemistry, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2025.

Microplastics present in cosmetic products and cleaning agents, combined with
improper disposal, have generated large amounts of environmental waste that are
resistant to degradation. Thus, biopolymers are being used as an alternative to
plastics due to their non-toxicity and shorter degradation time compared to synthetic
polymers. Chitosan is a biopolymer synthesized from chitin, which is purified from
exoskeletons, such as shrimp shells. This polymer contains functional groups that
allow for modifications and crosslinking with bioactives, such as vanillin and gallic
acid, in order to maintain and/or enhance the biological properties of each
component. The aim of this study was the synthesis, characterization, and
antimicrobial evaluation of chitosan microparticles crosslinked with bioactives, to
create a product with sustainable properties, providing alternatives to the use of
microplastics in cosmetic hygiene and cleaning formulations. The microparticles were
synthesized using the gelation method, employing chitosan previously synthesized
by the group. The chemical and physical crosslinking processes of chitosan in the
microparticles were performed with the use of a reflux system and non-toxic solvents
for 5 hours for vanillin and 24 hours for gallic acid. Chemical, physical, and biological
characterizations were carried out. The microparticles ME-1V showed a retention of
26.5% with vanillin, while the ME-1V AG microparticles showed a retention of 23.7%
with gallic acid, as determined by quantification using a developed UV-vis
spectroscopy method. The ME-1V and ME-1V AG microparticles were predominantly
stable in water, with different pH values (2.0; 7.0; 10.0). In the oil/water emulsion
(cosmetic base), no swelling was observed in the ME-1V and ME-1V AG
microparticles. The swelling degree of ME-1V was 97.4%, and of ME-1V AG was
142%. Infrared spectroscopy analysis showed the characteristic bands of chemical
crosslinking of vanillin, with the formation of the imine (C=N) bond in the ME-1V
microparticles, and physical crosslinking with gallic acid in the ME-1V AG
microparticles, through hydrogen bonds, which were absent in the spectrum of the
ME-1 microparticles containing only chitosan. Scanning electron microscopy images
revealed well-defined, predominantly spherical shapes, with a smooth and
homogeneous surface. The particle diameter ranged from 692-940 pm. Energy
dispersive spectroscopy analysis indicated the main atomic constituents C, N, O
present in chitosan, vanillin, and gallic acid. Thermal analyses demonstrated the
stability of the crosslinked microparticles, with a particular emphasis on the thermal
stability of the ME-1V AG microparticles, which showed 49.35% residue at 500°C.
Regarding antimicrobial potential, only ME-1V AG and the precursor bioactives
(chitosan, vanillin, and gallic acid) exhibited this capacity, particularly against the
Gram-negative bacterium Escherichia coli. Thus, both ME-1V and ME-1V AG
microparticles demonstrated suitable characteristics for alternative use in cosmetic
hygiene and cleaning formulations, as replacements for microplastics. Finally, it is
concluded that the results obtained in this study align with the principles of
sustainability defined by the sustainable development goals, while also adding value
to the raw materials in the development of new materials.



Keywords: chitosan, crosslinking, bioactives, microparticles, SDGs, alternative to
microplastic
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1. Introducao

Desde a década de 1950, a introdugao de produtos plasticos no mercado tem
aumentado significativamente. Em 2022, a produgéo global de plasticos alcangou
400,3 milhdes de toneladas, conforme dados da Plastics Europe (2023). Projegbes
indicam que a produgao global pode atingir 445,25 milhdes de toneladas até 2025.
(Anagnosti et al., 2021)

A presenca de microplasticos, em diferentes niveis tréficos, é atribuida ao
descarte, principalmente, de residuos téxteis, cosméticos, entre outros,
considerados como fontes primarias. O tipo de microplastico é influenciado pelos
diferentes tipos de polimeros utilizados, como: poliestireno (PS), policloreto de vinila
(PVC), polipropileno (PP) e polietileno (PE). (Aliabadi et al., 2020) Devido ao seu
tamanho reduzido e ampla area superficial, os microplasticos sdao amplamente
distribuidos no ambiente, ingressando no sistema bioldégico por meio da cadeia
alimentar, o que pode ocasionar impactos negativos, em um primeiro momento, para
as espécies aquaticas. (Caron et al., 2018)

Os microplasticos podem ser classificados em secundarios ou primarios,
sendo os secundarios originados pela degradagdo dos plasticos. Ja os
microplasticos primarios sao fabricados em tamanhos microscopicos para a
utilizagao, geralmente, em produtos cosméticos. (Brahney et al., 2021)

Os microplasticos, além de representarem um problema ecologico, tém
gerado preocupagdes em relagdo aos possiveis riscos a saude humana e a outros
organismos vivos. (Zhao et al., 2023) Estudos importantes apontam a presenca de
microplasticos em fezes humanas, evidenciando sua ingestdo por meio de alimentos
e agua. (Schwabl et al., 2019) Além disso, pesquisas sugerem que 0s microplasticos
podem atuar como transportadores de substancias quimicas toxicas, o que
potencialmente resulta em efeitos prejudiciais a saude, como inflamagao e estresse
oxidativo. (lvy et al., 2023)

Produtos de higiene pessoal, principalmente os esfoliantes, contém
microesferas plasticas, como sabonetes liquidos e produtos de limpeza facial.
(Bashir et al., 2021) O contato cutdneo com microplasticos tem sido associado a
efeitos adversos, como irritagdo, podendo, em casos mais graves, contribuir para

desregulagédo enddcrina e toxicidade reprodutiva. (Campanale et al., 2020)
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Como forma de redugcdo de danos em formulagdes que contenham
microplasticos, a sugestao € o uso de polimeros naturais, biopolimeros, extraidos de
plantas, animais e microrganismos. Os polimeros naturais sdo biodegradados pela
agao dos organismos vivos, resultando em compostos nutritivos e potencialmente
uteis, que nao causam poluicdo ao meio ambiente. Comparativamente, o periodo de
biodegradagao dos polimeros naturais varia entre 100 e 300 dias, aproximadamente
100 vezes mais rapido que os sintéticos. Aléem disso, esse processo nao gera
residuos de degradacdo que mantenham ou aumentem a toxicidade no meio
ambiente, reforcando seu carater sustentavel. (Polman et al., 2021)

Microparticulas baseadas em biomateriais, como copolimeros biodegradaveis,
além de copolimeros enxertados derivados de polissacarideos e bioconjugados
poliméricos estdo sendo muito utilizados em areas diversas. (Rennan, Vieira e
Conte-junior, 2022)

A quitosana € um biopolimero derivado da quitina que, por sua vez, é
amplamente encontrada no exoesqueleto de crustaceos. Este material apresenta
caracteristicas de baixa toxicidade e solubilidade em solu¢des acidas. (Hirdes, 2021)
A literatura destaca as propriedades quimicas, fisicas e biolégicas da quitosana, que
permite a imobilizacao de moléculas organicas e inorganicas. (Zhang et al., 2025)

As interacbes ou reticulacbes possibilitam a modificagdo de suas
propriedades, promovendo o desenvolvimento de novos materiais. (Garcia et al.,
2020; Koirala et al., 2025)

A quitosana pode ser modificada por meio de reticulagdo, que € uma
estratégia eficaz para melhorar as propriedades dos biopolimeros, como a
resisténcia mecanica, além de propor a inser¢do de agentes organicos na estrutura
polimérica. Os agentes de reticulagdo podem ser classificados em sintéticos e
naturais. Embora agentes sintéticos, como glutaraldeido e glioxal, sejam muito
usados, eles apresentam efeitos potenciais adversos as células humanas pela sua
toxicidade. (Sapula, Bialik-w e Malarz, 2023) Em contrapartida, os agentes de
reticulacdo naturais baseados em &cido tanico, vanilina, acido citrico, acido galico
destacam-se pela excelente biocompatibilidade e toxicidade baixa ou inexistente.
(Zhang et al., 2019)

Ja a formacdo das microparticulas de quitosana, constitui uma técnica
interessante, pois além de associar quitosana a outras moléculas, produz uma forma

especifica, que pode ser caracterizada como forma farmacéutica particulada. O
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método de escolha € o método de gelificacdo ionotrépica, baseado nas interagbes
eletrostaticas entre o grupo amina da quitosana e o grupo carregado negativamente
de um polianion como hidréxido de sédio, cloreto de calcio, tripolifosfato de sédio
entre outros para formar estruturas gelatinosas e normalmente esféricas. Esta
técnica vem sendo muito usada na sintese de micro e nanoparticulas poliméricas
para aplicagdes biomédicas. (Sacco et al., 2021)

Dessa forma, produzir microparticulas de quitosana reticuladas a bioativos,
tais como vanilina e acido galico, torna-se interessante no sentido da producdo de
material particulado que agrega propriedades biolégicas de todos seus constituintes.
Esse produto caracteriza-se como uma boa alternativa para aplicagdo em
formulagcdes cosméticas, no sentido de substituir microparticulas plasticas e, ao
mesmo tempo, agregar propriedades biolégicas a formulagdo cosmética,
contribuindo com a sustentabilidade e reducéo de danos ambientais.

Desta forma, o presente trabalho tem relacdo com os Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS), especificamente nos ODS: 3 - Saude e Bem-
Estar - Assegurar uma vida saudavel e promover o bem-estar para todos; 6 - Agua
Potavel e Saneamento - Garantir disponibilidade e gestao sustentavel da agua; 9 -
Industria, Inovacéao e Infraestrutura - Construir infraestruturas resilientes e promover
a inovagao; 11 - Cidades e Comunidades Sustentaveis - Tornar as cidades mais
inclusivas, seguras e sustentaveis; 12 - Consumo e Produgdo Responsaveis -
Garantir padrées sustentaveis de producao e consumo; 13 - Agcdo Contra a Mudancga
Global do Clima - Tomar medidas urgentes para combater as mudancas climaticas;
14 - Vida na Agua - Proteger e preservar os oceanos, mares e recursos marinhos;
15 - Vida Terrestre - Proteger ecossistemas terrestres e deter a perda da
biodiversidade. (ONU, 2025)

As ODS, segundo a ONU (2025) (Organizagao das Nagbes Unidas), séo os
Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel. Sdo uma agenda global composta por
17 objetivos, com 169 metas a serem alcancadas até 2030, com o intuito de
erradicar a pobreza, proteger o planeta e garantir a prosperidade para todas as
pessoas, sem deixar ninguém para tras. Esses objetivos foram adotados pelos
paises membros da ONU em setembro de 2015, durante a Cupula das Nagoes
Unidas sobre o Desenvolvimento Sustentavel, como parte da Agenda 2030. Eles

abrangem diversas areas como a saude, a educagao, a igualdade de género, o
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acesso a agua potavel, a redugao das desigualdades, a agao contra as mudangas

climaticas e o fortalecimento das parcerias globais.
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2. Objetivos Gerais

Propor uma alternativa as microparticulas plasticas presentes em produtos
cosmeéticos, por meio da sintese de microparticulas biodegradaveis de quitosana

reticuladas com moléculas organicas bioativas.
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2.1 Objetivos Especificos

» Sintetizar microparticulas de quitosana, ME-1, a partir de gelificagao;

» |mobilizar vanilina nas microparticulas, por meio de reticulagcédo, na sintese de
microparticulas ME-1V;

» |mobilizar acido galico nas microparticulas reticuladas, na sintese de
microparticulas ME-1V AG;

» Caracterizar por métodos fisicos e quimicos todas as amostras obtidas e
comparar as microparticulas entre si, com os precursores e com dados da
literatura;

= Avaliar a presenca dos principais grupos funcionais em todas as amostras por
meio da espectroscopia na regido do infravermelho (FT-IV);

= Avaliar a estabilidade térmica das microparticulas por meio de analise
termogravimétrica (TGA), termogravimetria derivada (DTG) e calorimetria
exploratdria diferencial (DSC);

» Caracterizar a morfologia da superficie das microparticulas, por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV), acoplada a determinagdo elementar
semiquantitativa por espectroscopia por energia dispersiva (EDS);

= Desenvolver método de quantificagdo dos bioativos (vanilina e acido galico)
retidos nas microparticulas de quitosana, fazendo uso de espectroscopia no
ultravioleta-visivel (UV-Vis);

= Analisar o grau de intumescimento das microparticulas secas em solugéo
tampao fosfato;

= Avaliar seu grau de estabilidade em agua e solugao tampao e, por fim avaliar
sua estabilidade em solugao aquosa com diferentes valores de pH;

» Investigar in vitro o potencial antimicrobiano das microparticulas, frente as
cepas ATCC Escherichia coli e Staphylococcus aureus;

= Avaliar a estabilidade fisica das microparticulas e mediacdo de valor de pH
em formulacido cosmética base emulsao;

= Propor produtos de inovagdo com cunho sustentavel, tais como
microparticulas que tenham propriedades bioldgicas e possam ser utilizadas

em formulagdes cosméticas, como alternativa ao microplastico.
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3. Revisao Bibliografica

3.1 Microplasticos: poluigao e usos na cosmetologia

Os plasticos apareceram como substituintes ao vidro e ao papel e tornaram-
se essenciais para a populagdo além de facilitar novas inovagbes técnicas e
médicas. No entanto, na contemporaneidade, a utilizagdo global de plasticos e seu
descarte errébneo tém proporcionado uma quantidade enorme de residuos no meio
ambiente resistentes a degradacéo fisica e bioldgica. (Geyer, Jambeck e Law, 2017)

Dessa forma, este tipo de material, associado ao descarte incorreto, gera
poluicdo e formagao de particulas plasticas microscopicas (Mbachu, Jenkins e Pratt,
2020). Essas particulas caracterizam-se como microplasticos secundarios,
originados pela degradagdo dos plasticos. Ainda existem os microplasticos
primarios, encontrados em tamanhos pequenos, geralmente encontrados em
cosmeéticos, com funcado de peeling ou abrasivo na limpeza. (Brahney et al., 2021)

Os microplasticos, usualmente, referem-se a particulas plasticas que tem
tamanhos menores que 5 mm, mas ainda nao se tem uma definicdo concreta sobre
seu limite inferior. (Oceanic, 2009; Panel e Chain, 2016) Alguns autores citam a faixa
de tamanho de 0,1 e 100 ym para os microplasticos. (Ramsperger, 2019)

Esses microplasticos podem ser inalados ou ingeridos e assim chegar nos
6rgaos humanos como pulméao e trato gastrointestinal. (Catarino et al., 2018; Prata,
2018) Variados estudos sobre microplasticos em diferentes modelos, como ratos,
camundongos e caes, mostraram evidéncias da presenga de microplasticos no
figado (Deng et al., 2017), baco, rins, urina (Deng et al., 2017) e placenta (Ragusa et
al., 2021)

Os principais fatores de toxicidade dos microplasticos sdo o tamanho da
particula (Kelly e Fussell, 2012), forma (Szewc, Graca e Dolega, 2021), potencial
zeta (Ramsperger, 2022), biopersisténcia (Noonan, 2017) e outros fatores como a
rugosidade da superficie (Schmid e Stoeger, 2016) e identidade quimica
(mondmeros e aditivos) (Mbachu, Jenkins e Pratt, 2020).

Existem microplasticos liberados ao meio ambiente, por meio do uso de

cosméticos e produtos pessoais que contém particulas plasticas. Esses produtos
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incluem aqueles para cuidados orais, cuidados cutaneos, protecao solar e protecao
capilar, perfumes. (Anagnosti et al., 2021; Guerranti et al., 2019) Normalmente,
esses produtos cosmeéticos s&o divididos em duas categorias: produtos com e sem
enxague (CE n.° 1223/2009). Os produtos cosméticos que necessitam de enxague
devem ser lavados ou retirados da pele/corpo em seguida apdés a aplicagao e
integram produtos como sabdo, creme dental e esfoliantes. Os produtos cosméticos
sem enxague abrangem protetores solares, hidratantes, desodorantes, esmaltes e
sprays para cabelos. (Alves et al., 2020)

Com a utilizagao desses produtos em grande escala, ocorre 0 aumento da
exposi¢cao humana, por meio de ingestao, inalagdo e exposigao dérmica, embora a
absorcao por via dérmica seja menos significante na pele saudavel. (Prata et al.,
2020) Além disso, as embalagens, que contém os produtos cosmeéticos, podem
acarretar na liberagdo, mesmo que minima, de microplasticos secundarios no préprio
produto. (Kedzierski et al., 2021; Sobhani et al., 2020)

Dessa forma, o uso de cosméticos que contenha microplasticos, mesmo que
o descarte seja permitido, por meio de lavagem da area do corpo, causam polui¢ao
ambiental pela liberacdo de residuos plasticos no meio ambiente, visto que os
microplasticos vao para o sistema de coleta de aguas residuais ou aterros sanitarios,
com grande possibilidade de voltar ao consumo devido a ineficiéncia no tratamento
para este tipo de residuo. (Silva et al., 2021)

Na década de 2010 os microplasticos ganharam atengado publica, uma vez
que, Fendall e Sewell (Fendall e Sewell, 2009) quantificaram a quantidade de
microplasticos de alguns esfoliantes faciais. Os resultados mostraram os produtos
cosméticos como uma das causas de microplasticos no meio ambiente e discutiram
as possiveis consequéncias ao meio ambiente com a polui¢do por microplasticos.
(Browne et al., 2011; Eriksen et al., 2013)

Muitos estudos foram feitos para analisar os tipos de polimeros utilizados em
produtos cosmeéticos, sendo encontrados polimeros como: celofane (CP) em cremes
dentais (Madhumitha et al., 2022), polipropileno (PP) em cremes dentais e
esfoliantes (Madhumitha et al., 2022; Praveena et al., 2018), polietileno tereftalato
(PET) em esfoliantes faciais e glitter de esmaltes (Loncarski et al., 2020; Zada,
2018), poliamida (PA) em cremes dentais (Madhumitha et al., 2022), poliestireno
(PS) em produtos de enxague bucal e esfoliantes faciais (Cheung e Fok, 2017;
Suardy, Tahrim e Ramli, 2020).
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Com isso, os biopolimeros estdo sendo utilizados como uma alternativa,
incluindo PLA (acido polilatico), PHA (poli(hidroxialcanoato)), furanoato de polietileno
(PEF), amido termoplastico (TPS) e poliésteres biodegradaveis, sendo o PLA o mais
comum dos biopolimeros. (Kreyenschulte, Krull e Margaritis, 2014) Atualmente, a
quitosana tem sido usada na formacao de filmes, revestimentos, aerogéis e outros
materiais ativos de embalagem de alimentos, que tém sido aplicados no transporte,
armazenamento e preservagao de carnes, frutas e vegetais. (Liu, Liao e Xia, 2023;
Souza et al.,, 2020) A partir das aplicagbes e usos descritos na literatura para a
quitosana, surgiu a ideia deste trabalho, de propor a sintese de microparticulas de
quitosana, que pudessem se aplicadas em formulagbes, como alternativa ao
microplastico, e que, ao mesmo tempo, pudessem evidenciar as propriedades

biolégicas e biodegradaveis do polimero e dos reticulantes.

3.2 Quitosana

A quitosana € um biomaterial produzido principalmente por método quimico
que consiste na desacetilagdo alcalina da quitina. A quitina € o segundo
polissacarideo mais prevalente na natureza, depois da celulose, sendo encontrado
principalmente nos exoesqueletos de crustaceos. Sua estrutura consiste em um
polissacarideo linear, composto principalmente por unidades p-(1—4)-2-acetamido-
(2-desoxi-D-glucopiranose), que, apds o processo de desacetilagdo, resulta na
quitosana, um poli-B-(1—4)-2-amino-(2-desoxi-D-glucopiranose) (Figura 1). (El Knidri
et al., 2018; Kumari et al., 2015) A quitosana é de interesse comercial, valorizada

tanto na pesquisa cientifica quanto no desenvolvimento de produtos.
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Figura 1. Estrutura polimérica da quitina, evidenciando os grupamentos acetamida.
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Fonte: elaborado pela autora (2024)

Varios crustaceos apresentam quitina em sua constituicdo, a exemplo do
camardao, com uma composicdo aproximada de 30-50 % de sais inorganicos,
essencialmente o carbonato de calcio, 20-30 % de quitina, 30-40 % de proteinas e
alguns pigmentos contendo carotenoides. Contudo a composi¢do da casca de
camarao altera com alguns fatores como: origem, espécie do camarao, fase de
crescimento, entre outros. (Hamed, Ozogul e Regenstein, 2016; El Knidri et al.,
2018; Kumari et al., 2015)

Esse polissacarideo foi descoberto através do cientista francés H. Braconnot,
em 1811, em cogumelos e, por isso, chamado de Fungine. Com o passar dos anos,
em 1823, outro cientista chamado A. Odier conseguiu separar a quitina de
crustaceos e foi, entdo, chamada de quitina. Em 1859, o cientista francés Rouget
adicionou a quitina a uma solugao de hidroxido de sédio em aquecimento e formou
um novo material, solivel em acidos orgéanicos. Um cientista alemao Aoppe-Seuler,
no ano de 1894, chamou esse novo material desacetilado de quitosana, a partir
desse momento a quitosana foi estudada mundialmente para o desenvolvimento de
produtos com diversas aplicagdes. (Hamman, 2010; Rinaudo, 2006)

A quitina é insoluvel em agua, porém seu derivado parcialmente desacetilado,
a quitosana, torna-se soluvel em solugdes aquosas com pH abaixo de 7. A quitina é
um biopolimero natural muito semelhante a celulose, diferindo apenas nos grupos
funcionais. Possui alto peso molecular, € abundante e de baixo custo, além de ser
biodegradavel e néo téxica. Na natureza, a quitina esta associada a proteinas,
pigmentos e lipideos, ndo sendo encontrada em sua forma pura, sendo necessarios
processos de purificagdo. (Hamed, Ozogul e Regenstein, 2016; Younes e Ricardo,
2015)
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A extracdo ou purificagdo da quitina ocorre por processos de
desmineralizacdo e desproteinizagdo, por meio de tratamentos quimicos ou
enzimaticos. (Hamed, Ozogul e Regenstein, 2016; Younes e Ricardo, 2015) A quitina
apresenta alta rigidez e solubilidade limitada em parte, devido a capacidade de
formar fortes ligagdes de hidrogénio intermoleculares. (Dutta, Dutta e Tripathi, 2004;
Hamed, Ozogul e Regenstein, 2016)

A quitosana é polimero constituido por unidades [-(1,4)-2-acetamido-2-
desoxi-D-glicose e [-(1,4)-2-amino-2-desoxi-D-glicose (Figura 2). Possui quatro
grupos funcionais distintos: grupos hidroxila primarios e secundarios, além de grupos
amina e acetamida. Esses grupos funcionais podem ser alvo de modificagdes
quimicas e fisicas, conferindo propriedades desejaveis ao polimero. Destaca-se o
grupo amina, responsavel pela solubilidade da quitosana em solugdes levemente
acidas. (Muxika et al., 2017; Tang et al., 2023)

Figura 2. Estrutura poIirEérica da quitosana, evidenciando os grupos amina e acetamida.
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Fonte: elaborado pela autora (2024)

A amostra € chamada de quitosana quando a porcentagem de grupamentos
amino livres presentes € maior que a de grupamentos acetamida, isto €, quando o
grau de acetilagdo (GA) for menor que 50% ou o grau de desacetilagdo (GD) for
maior que 50%, do contrario a amostra é chamada de quitina. Além disso, o
polimero de quitosana, deve apresentar solubilidade em solugbes levemente acidas.
(Blank et al., 2022; Garcia et al., 2022; Mohammadi, Taghavi e Foong, 2023)

A quitosana é um polimero que possui pKa em torno de 6,5 sua solubilidade
varia com o valor de pH. Quando em solugcdes levemente acidas, o atomo de
nitrogénio do grupamento amino liga-se ao H* da solugdo compartilhando elétrons,
assim formando um polieletrolito carregado positivamente (-NHs*). Essas cargas

sofrem uma repulsdo na cadeia polimérica e com isso as moléculas desdobram-se,
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ao mesmo tempo em que as ligagbes de hidrogénio intermolecular e
intramoleculares do polimero s&o quebradas, resultando na sua solubilizagdo. Esse
processo pode ser facilitado com aquecimento e agitagcdo magnética. (Kazemi et al.,
2023; Mohammadi, Taghavi e Foong, 2023; Wang e Zhuang, 2017)

O polimero de quitosana apresenta uma grande quantidade de grupos aminos
(mais que 50% em relacdo aos grupos acetamida), com isso possui agao
antimicrobiana contra varios fungos, bactérias, virus e parasitas. Também possui
outras propriedades biologicas como biocompatibilidade, adesdo a mucosa,
atividade antitumoral, entre outras. (Yang et al., 2023)

O polimero de quitosana, como mencionado anteriormente, possui uma ampla
gama de aplicagdes, tais como nas areas: biomédica (Mujtaba et al., 2019; Tripathy
et al., 2015), farmacéutica (Moran et al., 2018), industria de alimentos (Sivaselvi e
Ghosh, 2017), cosmetologia (Agarwal et al., 2016), agricultura (Qu e Luo, 2020),
tratamento de efluentes (Mohammadzadeh Pakdel e Peighambardoust, 2018), entre
outros.

A quitosana pode ser usada em diferentes conformacgdes, tais como fibras,
pos, filmes, esponjas, microesferas, solugdes, géis e capsulas dependendo da

aplicacao pretendida. (Muxika et al., 2017; Younes e Rinaudo, 2015)

3.3 Modificagdes no polimero de quitosana

A quitosana é reconhecida por sua cadeia polimérica que contém grupos
funcionais de amino e hidroxila, os quais atuam como sitios reativos permitindo
diversas modificagdes na molécula. Esses sitios sao versateis para modificacdes
quimicas, podendo ocorrer a inser¢ao de novos grupos funcionais, dando aos seus
derivados as propriedades desejadas para aplicagbes especificas. (Muxika et al.,
2017; Nataraj et al., 2018)

O processo de reticulacdo das cadeias poliméricas de quitosana, conhecido
como reacao de entrecruzamento, € uma maneira de modificacdo quimica e fisica
que procura ligar cadeias poliméricas entre si ou liga-las a outros polimeros,
formando redes poliméricas. (Frick et al., 2018; Sivaselvi e Ghosh, 2017) A maioria

dos processos de reticulagao estabelece ligagdes covalentes entre as cadeias
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poliméricas, de modo a promover uma ligagdo permanente entre sitios reativos de
cadeias poliméricas separadas, formando ligagdes intermoleculares, ou entre
regides especificas de uma mesma cadeia, por meio de liga¢gdes intramoleculares.
As reticulagbes por interagdes fisicas (ibnicas) também sao possiveis. (Luo et al.,
2023) Essas atracOes eletrostaticas fortes passam a ocorrer entre as regides
catibnicas do polimero e os sitios aniénicos de um agente de entrecruzamento com
essa caracteristica particular. Apesar das vantagens associadas a esse tipo de
reticulacdo, mecanismo reacional simples e procedimento experimental realizado em
etapa unica, o mesmo demonstra menor estabilidade, ja que € muito sensivel a
alteragcdes do pH e da forga ibnica do meio, de modo a tornar o processo de
reticulacéo fisica reversivel. (Lou et al., 2023) A reticulagdo, quimica e fisica, tem
como principal fungdo modificar certas propriedades do polimero, como exemplo,
estabilidade quimica, estabilidade térmica, rigidez estrutura, permeabilidade, cor e
entre outas. (Mujtaba et al., 2019)

O processo de reticulacao ¢é influenciado pelas caracteristicas fisico-quimicas
da quitosana, como: o grau de desacetilagdo, a massa molar relativa, a temperatura
de reacéao, o tempo de reacao, sendo que maiores tempos normalmente favorecem
a reticulacdo do material. (Garcia et al., 2020; Inoue et al., 2021) A concentragao do
reticulante e o tipo de reticulante também sao fatores importantes no processo de
reticulagcdo. Quanto maior o grau de reticulagdo, menor € a porosidade do material
obtido e também a permeabilidade a agua. (Sivaselvi e Ghosh, 2017)

A reticulagdo normalmente € utilizada com o intuito de melhorar as
propriedades fisico-quimicas do produto para sua aplicagdo com finalidade a
exemplo de: materiais adsorventes, polimeros com maior resisténcia em meio
fortemente acido como resinas e produgao de suportes para liberagcado controlada de
farmacos onde sao necessarios produtos permeaveis a agua e com funcédo de
aprisionamento, liberagcao e transporte de substéncias. (Li et al., 2016; Younes e
Ricardo, 2015)

Geralmente a reticulacido é realizada covalentemente entre as cadeias
poliméricas de quitosana por diferentes mecanismos reacionais que depende do
agente de entrecruzamento. A reticulagao covalente pode ser feita a partir de agente
de entrecruzamento como aldeidos monofuncionais (formaldeido) ou bifuncionais
(glioxal e glutaraldeido). A reagdo ocorre com a adi¢cdo nucleofilica da amina da

quitosana a carbonila dos reagentes, em seguida ocorre uma reacao de eliminagao



29

formando aldiminas ou bases de Schiff. Também pode ocorrer com as cetonas
bifuncionais (benzoquinona), formando cetiminas no meio. (Frick et al., 2018;
Sivaselvi e Ghosh, 2017)

O glutaraldeido (GA) € um aldeido bifuncional amplamente utilizado devido a
sua alta estabilidade, apesar de sua toxicidade, sendo de baixo peso molecular,
caracterizado como um liquido incolor, soluvel em agua, alcool e diversos solventes
organicos. GA tem afinidade com grupos funcionais amina, imidazol e tiol e, por isso,
mostrou-se adequado para reticular quitosana, adequando algumas de suas
propriedades. A literatura relata que os grupos hidroxilas podem também reticular
com o GA, em solugdes acidas, pelo fato de que o acido pode ser o catalisador e
ocorrer a acetalizagdo entre os grupos hidroxila da quitosana e aldeido do
glutaraldeido. (Gadhave, Mahanwar e Gadekar, 2019; Pal, Paulson e Rousseau,
2013; Tashi, Zare e Parvin, 2020)

A reticulagdo dos grupos amino da quitosana com o0s grupos aldeido do
glutaraldeido pode ser observada por analise de espectroscopia na regido do
infravermelho, cujo espectro demostra uma banda em 1650 cm” de maior
intensidade correspondente a ligagcdo C=N entre os grupos amina do quitosana e a
carbonila do glutaraldeido, caracterizando a formacdo de grupamento imina.
(Gonsalves et al., 2011; Frick et al., 2018)

Pode-se observar na Figura 3 a estrutura quimica do glutaraldeido que é um
agente reticulante bifuncional que promove ligagdes cruzadas com duas unidades de

quitosana para cada molécula de glutaraldeido.
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Glutaraldeido ‘}

Quitosana

Fonte: elaborado pela autora (2024) adaptado de Lou et al. (2023).
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Outros reticulantes também estdo sendo usados na reticulacdo de
biopolimeros como, a vanilina (Tomadoni et al., 2019), o acido tantrico (Reddy, Li e
Yang, 2009), acido fitico (Tashi, Zare e Parvin, 2020) e polietilenoglicol (Zheng et al.,
2015).

A reticulagédo por interagdes fisicas (ibnicas) ocorre por meio de atragdo de
forcas eletrostaticas fortes, a exemplo de atragdo de moléculas com grupos
catibnicos, como a quitosana (os grupos aminos protonados — NHs*, por moléculas
com grupos anidénicos, como do agente reticulante. Este tipo de reticulagcdo possui
vantagens como 0 mecanismo reacional simples, com apenas uma etapa, mas
também ocorrem desvantagens como menor estabilidade, sensivel a diferentes
valores de pH e da forga i6bnica do meio. (Paulraj et al., 2017; Hosseini et al., 2015;
Shenvi, Ismail e Isloor, 2014; Weber, 2016)

A reticulacado ibnica é considerada uma técnica muito versatil e facil para
reticular polimeros, pois apenas necessita misturar os reagentes de
entrecruzamento e polimero. E possivel utilizar reagentes como tripolifosfato de
sédio (TPP), complexos metalicos com Ni(ll) (Santos et al., 2016), ions citrato ou
sulfato e assim interagindo as cargas positivas do grupo amino da quitosana com as
cargas negativas dos agentes reticulantes. (Hassani et al., 2015)

O TPP é um sal, cujo anion tripolifostato € um polianion, nao téxico, de baixo
custo e de facil manuseio, que interage com a quitosana catiénica protonada (NHs*)
por meio de forgas eletrostaticas (Figura 4); esse agente reticulante é considerado
simples e comum para a formagdo de microparticulas de quitosana néao

necessitando usar solventes organicos como reticulantes. (Mesas et al., 2024)

Figura 4. Esquema da estrutura da molécula de quitosana reticulada com TPP.
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Fonte: elaborado pela autora (2024), adaptado de Dmour e Taha (2017)
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A ligagado do TPP com a quitosana foi estudada por analise espectroscopica
na regiao do infravermelho e evidenciou as frequéncias de estiramento em 1654 e
1586 cm™', correspondentes aos grupos amida e amina presentes na quitosana,
sendo que o estiramento em 1586 cm-' foi substituido por uma nova banda em 1530
cm™, atribuido ao NHs* protonado confirmando a formagdo dos cations que
interagem eletrostaticamente com anions TPP?Z na reticulagdo. (Paulraj et al., 2017;
Hosseini et al., 2015; Shenvi, Ismail e Isloor, 2014)

Muitos reticulantes sintéticos como mencionado anteriormente, tém sido
utilizados para melhorar as propriedades fisico-quimicas dos polissacarideos, mas
grande parte sao reagentes de alto custo e necessita de precaugdes quanto a sua
toxicidade. Em longo prazo, o uso de reticulantes, tais como solventes orgéanicos
toxicos, projetam risco ao meio ambiente e aos seres humanos. (Kojic et al., 2012)

Atualmente, a utilizacdo de reagdes sem solventes toxicos tem crescido,
principalmente, pelos efeitos vantajosos no meio ambiente, bom rendimento,
facilidade das condicbes de reacao e seletividade na reticulacdo de polissacarideos.
(Franklin e Guhanathan, 2015)

Os reticulantes de origem verde correspondem a materiais desenvolvidos com
foco na sustentabilidade ambiental, na reducdo de impactos ecoldégicos e no uso
responsavel de recursos naturais (Prado, 2003). Podem ser aplicados a
biomacromoléculas ou polimeros com capacidade adesiva, flexivel, modulacao
fisico-quimica de curativos para feridas, entre outras multifuncionalidades.
Compostos naturais como acido tanico, acido citrico, vanilina, acido galico sao
alternativas utilizadas como reticulantes verdes, além de apresentarem propriedades
biolégicas, tais como antioxidante e antimicrobiana. (Parani et al., 2016)

A vanilina (4-hidréxi-3-metoxibenzaldeido) € um benzaldeido que pode atuar
como reticulante. Originalmente, extraida de vagens de baunilha e, atualmente
produzido por biotecnologia (Xu et al., 2024) ou de forma sintética. (Zhang et al,,
2025) As propriedades de reticulagado da vanilina resultam da capacidade do grupo
aldeido de formar ligagdes covalentes com grupos amino, criando bases de Schiff.
(Farooq et al., 2023)

A maior parte da vanilina natural é extraida das vagens de Vanilla planifolia,
Vanilla tahitensis e Vanilla pompon (Arya et al., 2021; Nadar, Rao e Rathod, 2018),
representando menos de 1% do mercado global devido ao seu baixo rendimento,

custos elevados de manutencdo e exigéncias climaticas para o crescimento das



32

plantas de baunilha. Além disso, a producao de vanilina a partir de plantas demanda
consideravel mao de obra, resultando em um preco de 50 a 200 vezes superior ao
da vanilina sintética. (Galadima et al., 2020)

O método convencional de remogao da vanilina natural das vagens de
baunilhna usando solventes organicos € demorado, dispendioso e propenso a
oxidagao, esterificacdo e hidrolise da vanilina. (Kaur e Chakraborty, 2013)
Recentemente, novos processos de extracdo estdo gradualmente substituindo os
métodos tradicionais, incluindo a utilizacdo de fluido supercritico, remocgao
enzimatica e uma combinagao de extragcao enzimatica com métodos fisicos. (Huang
et al., 2022)

Atualmente, a maior parte é sintetizada quimicamente, predominantemente a
partir do guaiacol que é um composto organico aromatico da classe dos fendis.
Diversos meétodos industriais estdo disponiveis para a produgdo de vanilina,
incluindo a bioconversdo de substratos como alcool vanilico, acido vanilico, creosol,
estilbenos fendlicos, glicose, lignina, isoeugenol e eugenol. (Rahamanivahid, Dios e
Haghighi, 2019)

O acido galico (acido 3,4,5-tri-hidroxibenzoico) € outro composto que pode
atuar como reticulante de quitosana. E um antioxidante fendlico encontrado em
plantas como nozes-de-galo, sumagre, folhas de cha e casca de carvalho. Apesar de
a biogénese exata nao ter sido completamente caracterizada, sabe-se que o acido
galico é derivado da rota do acido chiquimico, uma via importante na sintese de
metabdlitos secundarios aromaticos observados em plantas e microrganismos.
(Keyvani-Ghamsari, Rahimi e Khorsandi, 2023) Além disso, pode ser sintetizado,
industrialmente, por meio da quebra enzimatica do acido tanico usando a enzima
tanase, encontrada geralmente em variados fungos, especialmente Aspergillus spp.
e Penicillium spp., geralmente por processo de fermentagdo. (Fernandes et al.,
2016) O acido galico nao é toxico, € comestivel e soluvel em agua, o que o torna um
reticulador fisico ideal para polissacarideos. (Yu et al., 2011)

Estudos mostram que o acido galico e seus derivados formam diversas
ligacbes de hidrogénio com proteinas, como o colageno, e com polissacarideos,
mostrando seu potencial como agente reticulador na formacdo de materiais. A
presenga do grupo pirogalol no &acido galico facilita interagdes inter e
intramoleculares, incluindo ligagdes de hidrogénio e covalentes. (Sanandiya et al.,
2019)
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O &cido galico € usado como um reticulante em combinagdo com quitosana,
celulose e entre outros, é relatado na literatura que ocorre a melhora da
permeabilidade e propriedades mecanicas dos materiais produzidos. (Bhatia et al.,
2022)

3.4 Vanilina como reticulador de quitosana

A vanilina (Figura 5) € um saborizante e conservante bioldgico amplamente
utilizado nas industrias de alimentos e bebidas (Banerjee e Chattopadhyay, 2019).
Além disso, € comumente empregada como intermediario farmacéutico na sintese
de dopamina, papaverina, levodopa e outras drogas (Kaur e Chakraborty, 2013).
Também como fragrancia em cosméticos e perfumes (Arya et al., 2021) e um agente
promotor de crescimento na agricultura (Galadima et al., 2020). Estudos, nos ultimos
anos, demonstraram que a vanilina, como intermediario, pode desempenhar um
papel crucial na engenharia biomédica e na ciéncia dos materiais, incluindo seu uso
em curativos para feridas (Zhang et al., 2021), medicamentos antitumorais (Karakurt

etal., 2021) e sistemas de administragao de medicamentos (Huang et al., 2022).

Figura 5. Estrutura molecular da vanilina.
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Fonte: elaborado pela autora (2024) e adaptado de Hu et al. (2021).
Além disso, a vanilina demonstra uma notavel atividade antibacteriana e

biocompatibilidade, reforgcando o interesse de utiliza-la como agente de reticulagao.
(Hu et al., 2021)

A vanilina possui propriedade de reticulagdo, o que pode ser interessante em
curativos a base de hidrogéis, os quais exibem propriedades autocurativas e
oferecem uma atividade antibacteriana aprimorada, além de um potencial de
cicatrizacdo superior em comparacao a curativos tradicionais, como gaze, algodao

absorvente e bandagens. (Negut, Dorcioman e Grumezescu, 2020)
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Além disso, um sistema transdérmico do tipo matriz, composto por quitosana
reticulada com vanilina e alcool polivinilico (PVA), foi desenvolvido para a
administracdo local do medicamento enrofloxacina (ENR). A inclusdo da vanilina
como agente reticulador alterou o mecanismo de difusdo, proporcionando uma
liberacdo sustentada de ENR no sistema transdérmico de administracdo de
medicamentos. (Karakurt et al., 2021) O desenvolvimento de sistemas de liberagao
lenta e controlada de medicamentos pode solucionar os problemas associados ao
Seu uso excessivo, baixa absorcdo, administracao dificil, bem como, reduzir as
flutuagbes no pico maximo de concentragdo no sangue e assegurar efeitos
terapéuticos continuos. Entre os métodos de liberacdo controlada frequentemente
utilizados estdo as microcapsulas, microesferas, lipossomas e membranas. (Kim et
al., 2012)

Quitosana e vanilina reticulam-se quimicamente por ligagéo covalente, com a
formagao de bases de Schiff, que se caracterizam pela presengca de grupo imina
(C=N). O atomo de nitrogénio esta ligado a um grupo arila ou alquila, mas ndo a um
hidrogénio. Essas bases foram descobertas por Hugo Schiff, nascido na Alemanha e
ganhador do Prémio Nobel em 1864. (Pawariya, De e Dutta, 2023)

Ao analisar o mecanismo da reacao de formagao do grupo imina (Figura 6),
destacam-se etapas principais. Ocorre primeiramente a protonacao do oxigénio da
carbonila pelo acido (HB), que atua como catalisador da reagdo. Em seguida, o
nitrogénio da amina atua como nucledfilo e ataca o carbono eletrofilico da carbonila.
Na sequéncia, a base B~ é protonada a HB o forma-se o grupo hidroxila (-OH) no
intermediario hemiaminal. Dando sequéncia, novamente o acido atua como
fornecedor de préoton, de modo a protonar a hidroxila. Ocorre a deslocalizagcao do
par de elétrons da amina, liberando agua, que, por sua vez, desprotona o grupo
amino formando o hidronio (H3O*), dando origem ao grupo imina (C=N). (Jain, De e
Barman, 2022)
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Figura 6. Reacao de condensacgao entre amina primaria da quitosana e aldeido da vanilina, catalisada
por acido, para a formagao da Base de Schiff.
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Fonte: elaborado pela autora (2024) e adaptado de Araujo (2011).

As bases de Schiff tém se destacado no campo da bioinorganica devido as

suas propriedades quimicas e biologicas relevantes, como biocompatibilidade e

variabilidade estrutural. (Antony, Arun e Manickam, 2019)

A funcionalizagdo da quitosana com imina tem despertado grande interesse

entre as modificagdes quimicas relatadas. A sintese dessas bases de Schiff pode ser

realizada, tanto em temperatura ambiente, quanto sob refluxo, utilizando como

solventes: acido acético, metanol e etanol, separadamente ou em combinagao

(Figura 7). Esses compostos sdo de grande importancia na quimica de coordenagao

e quelacao de metais. (Anush, Chandan e Vishalakshi, 2019)

Figura 7. Reagao de condensagéo entre a quitosana e aldeido ou cetona para formar base de Schiff.
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Fonte: elaborado pela autora (2024) e adaptado de Krigger (2023).

As pesquisas sobre as bases de Schiff e quitosana tém crescido devido a sua

natureza antibacteriana e antifungica, mostrando resultados superiores quando

comparadas a quitosana isoladamente. Além disso, a agao antimicrobiana dessas

espécies é aumentada quando ligadas a um ion metalico. (Antony, Arun e Manickam,

2019)
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3.5 Acido Galico como reticulador de quitosana

O acido galico contém uma potente atividade antioxidante, distribuida em
diversas frutas, como roma, alcaparra, uva e espinheiro, e chas. (Han et al., 2023;
Martins et al., 2023; Yu et al., 2023) Com isso, tem sido muito utilizado na industria
alimenticia como um potente antioxidante para preservar a qualidade dos alimentos
e prolongar sua vida util. Ele vem sendo utilizado como agente antimicrobiano
(Yadav, Mehrotra e Dutta, 2021), conservador de alimentos frescos (Yadav, Mehrotra
e Dutta, 2021), estabilizador de o6leos (Xiang et al., 2024), material ativo para
embalagens alimentares (Xiang et al., 2024) e estabilizador durante o
processamento de alimentos (Xiang et al., 2024).

O desenvolvimento de filmes ou embalagem ativas tém ganhado crescente
atencao na industria alimenticia (Fang et al., 2017). Dentre os variados tipos de
filmes de embalagem ativas, os filmes antioxidantes sao frequentemente produzidos
pela incorporagcdo de agentes antioxidantes naturais, tais como acido galico, em
matrizes poliméricas diversas, a exemplo de quitosana, permitindo que exercam
capacidade antioxidante em alimentos embalados. (Hassan et al., 2018)

Devido a sua estrutura (Figura 8), pode ser utilizando como agente
reticulador. E conhecido como &cido 3,4,5-tri-hidroxibenzoéico, sendo um componente
de taninos hidrolisaveis em plantas e um intermediario do metabolismo vegetal

secundario. (Karwowska et al., 2023; Kutraite e Malys, 2023)

Figura 8. Estrutura quimica do &cido galico.
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Fonte: elaborado pela autora (2024) e adaptado de (Sanandiya et al., 2019).

O acido galico pode ser sintetizado através da hidrdlise acida de taninos. A
atribuicdo precisa da primeira descricdo do processo de obtencdo do acido galico,
por hidrolise de taninos, permanece incerta, apesar de existirem registros desse
procedimento desde 1910. (Frank et al., 2011; Ma et al., 2016)
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Taninos sao compostos fendlicos, que por sua vez, caracterizam-se como
moléculas com alta bioatividade e amplamente presentes em alimentos de origem
vegetal. Diversos mecanismos de acdo foram propostos para explicar sua
bioatividade, sendo a capacidade antioxidante mais investigada. Compostos
fendlicos isolados, como catequina, acido vanilico e acido galico, sdo sensiveis a
luz. A oxidacgao fotoinduzida desses compostos pode ocorrer entre 1 e 3 horas apoés
a exposicdo a luz, comprometendo sua funcdo antioxidante. (Zahrani, Al El-
Shishtawy e Asiri, 2020)

As estruturas quimicas dos compostos fendlicos sdo diversificadas, mas sua
caracteristica principal € a presenca de um anel benzénico com pelo menos um
grupo hidroxila. O acido galico possui um grupo carboxila altamente ionizavel em
seu anel benzénico, o que lhe confere alta reatividade, permitindo sua participacao
em acodes de esterificacdo com aminoacidos, peptideos, proteinas (Cao et al., 2019)
e polissacarideos (Chen, Wang e Hong, 2022).

A literatura relata que ocorre uma interacdo do grupo (NHs*) da quitosana
resultando uma ionizagdo do grupo amina primaria em interagdo com O grupo
carboxila, ocorrendo interagcbes dissociativas entre a quitosana e o acido galico.
Além da formacao de ligagcdes de hidrogénio entre os grupos hidroxilas da quitosana
e os grupos hidroxila do acido galico. (Cabrera-Barjas et al., 2024; Celep, Demirkaya
e Solak, 2022)
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4 Metodologia

4.1 Materiais

Os reagentes quimicos utilizados nesse trabalho sao de grau analitico (PA) e
foram utilizados sem pré-tratamento, somente quando descrito. A agua destilada ou
ionizada utilizada foi obtida de um destilador tipo pilsen, marca Marte e/ou
deionizador por osmose reserva da marca Quimis Q342. A Tabela 1 apresenta os

principais reagentes utilizados nesse trabalho.

Tabela 1. Principais reagentes utilizados nesse trabalho e procedéncia.

Reagentes Marca
Hidroxido de sddio Exodo cientifica
Vanilina P.A Dinamica

Acido Galico P.A Exodo cientifica
Acido acético glacial Neon

Alcool etilico absoluto Neon

Fosfato de sédio dibasico heptahidratado Dinamica
Fosfato de sddio monobasico Dinamica

A quitosana foi sintetizada a partir de quitina purificada oriunda de cascas de
camardo da Colbnia de pescadores Z-3 na cidade de Pelotas, RS, utilizando
radiacdo de microondas doméstico. Sua sintese e caracterizagao foi realizada no
Laboratdrio de Sélidos Inorganicos (LASIR-UFPel), mais precisamente pelo grupo de
Biomateriais Tecnolégicos (BioMatTec). O polimero de quitosana foi caracterizado
por titulagdo potenciométrica, para determinar o grau de desacetilagdo (GD), onde se
obteve (GD) = 82,77% e sua massa molar viscosimétrica foi determinada em 182,5 —
203,6 kDa. (Hirdes, 2021)

A formulagédo cosmética, que caracteriza-se como uma emulsao, foi fornecida
pelo prof. Dr. José Mario Barichello, que atua no curso de Farmacia, no Centro de
Ciéncias Quimicas Farmacéuticas e de Alimentos (CCQFA) da Universidade Federal

de Pelotas (UFPel). Essa formulagédo encontrasse em sigilo para patenteamento.
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4.2 Métodos

4.2.2 Sintese das microparticulas de quitosana

4.2.21 Sintese de microparticulas de quitosana - ME-1

O procedimento de sintese das microparticulas de quitosana (ME-1) por
gelificagdo e precipitacdo caracteriza-se por ser uma técnica simples, baixo custo e
rapida, onde ocorre a interacao eletrostatica entre um polimero e ions do meio, em
condicbes brandas de temperatura. A sintese deste trabalho foi adaptada de Dias et
al. (2008). Foi utilizada 0,5 g de quitosana solubilizada em 50 mL de solugdo aquosa
de acido acético 1% (v/v). A solugéo viscosa permaneceu 10 minutos em agitagao
magneética e temperatura ambiente para a total solubilizagcdo. Uma solugéo de
hidroxido de sodio (NaOH) 2,0 mol/L foi preparada com 4 g da base em 50 mL de
agua destilada, sob agitagdo magnética 1500 rpm e temperatura ambiente. Foi
gotejado 10 mL da solugcdo de quitosana na solugcdo de hidréxido de sodio com
agitacdo magnética, fazendo uso de uma seringa de 3 mL com agulha hipodérmica
tamanho métrico 18G 12"/ 1,20 x 40 mm (Figura 9). Dessa forma, foram obtidas as
microparticulas de quitosana, que, em seguida, foram lavadas com agua destilada
até a neutralidade. As microparticulas foram armazenadas em agua destilada, em

temperatura ambiente até a realizacdo da proxima etapa, a reticulacdo com vanilina.
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Figura 9. Reagéo de formagéo das microparticulas de quitosana (ME-1) pelo método de gelificagédo e
precipitacao.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024)

4.2.2.2 Sintese de microparticulas de quitosana-vanilina - ME-1V

A reticulagdo quimica das microparticulas de quitosana, fazendo uso de
vanilina, foi adaptada de Perobelli et al. (2015) para a sintese das microparticulas
ME-1V (Figura 10). Uma solugéo etandlica de vanilina 0,1% (m/v) foi preparada com
0,05 g de vanilina em 50 mL de alcool etilico absoluto. A esta solugao foi adicionada
uma quantidade de cerca de 800 microparticulas de quitosana (ME-1), previamente
separadas com auxilio de peneira. A solugao foi mantida em agitacdo magnética,
2000 rpm, a temperatura de 50° C, por 5 horas, em sistema de refluxo protegido da
luz (Figura 10). Apos esse tempo as microparticulas foram retiradas com auxilio de
peneira, lavadas com alcool etilico e depois com agua destilada. A secagem foi feita
lentamente em placa de Petri semi-aberta, sob refrigeracdo, a temperatura de 5 - 8
°C. Apds 5 dias as amostras estavam secas, as placas de Petri foram fechadas e
vedadas e as amostras foram armazenadas a temperatura ambiente e protegidas da

luz.
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Figura 10. Reacgao de reticulagdo quimica para sintese das microparticulas de quitosana com vanilina
(ME-1V).
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Fonte: Elaborado pela autora (2024)

4.2.2.3 Sintese de microparticulas de quitosana-vanilina-acido galico -
ME-1V AG

As microparticulas reticuladas com vanilina (ME-1V) foram reticuladas com
acido galico, desta vez, com a proposi¢cao de reticulagao fisica. A metodologia foi
adaptada de Perobelli et al. (2015). Assim, foi preparada uma solugao etandlica de
0,1% (m/v) de acido galico com 0,05 g de acido galico em 50 mL de alcool etilico
absoluto. A esta solugado foram adicionadas em torno de 800 esferas (ME-1V), que
foram mantidas sob agitacdo magnética de 2000 rpm, a temperatura ambiente (20°
C), por 24 horas, em sistema de refluxo e protegidas da luz (Figura 11). Em seguida,
as microparticulas (ME-1V AG) foram peneiradas e lavadas com alcool etilico e agua
destilada. A secagem foi feita lentamente em placa de Petri semi-aberta, a
temperatura de 5 - 8° C. Apds 5 dias as amostras estavam secas, as placas de Petri
foram fechadas e vedadas e as amostras foram armazenadas a temperatura

ambiente e protegidas da luz.
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Figura 11. Reagéao de reticulagio fisica para a sintese das microparticulas de quitosana com vanilina
e acido galico (ME-1V AG).
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Fonte: Elaborado pela autora (2024)

4.2.3 Técnicas de caracterizagao das amostras

As analises e caracterizagcdes foram realizadas no Laboratério de Sélidos
Inorganicos (LASIR) e na Central Analitica no Centro de Ciéncias Quimicas,
Farmacéuticas e de Alimentos da Universidade Federal de Pelotas (CA - CCQFA -
UFPel), exceto a Microscopia Eletrobnica de Varredura (MEV) acoplada a
Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS), que foram realizadas no Centro de
Microscopia Eletrénica da Zona Sul da Universidade Federal do Rio Grande (CEME-
Sul - FURG).

4.2.3.1 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier e
Reflectancia Total Atenuada (FT-IV-ATR)

A espectroscopia de FT-IV foi realizada na CA - CCQFA - UFPel.
Primeiramente, as amostras em p6 (Quitosana, Vanilina e Acido galico) foram secas
em estufa, a 60° C, por 24 horas. Em seguida, os p6s foram homogeneizados em
um gral de agata com a ajuda de um pistilo na propor¢gdo de 1:10 (m/m) com
brometo de potassio (KBr) antecipadamente seco em estufa a 60 °C, por 24 horas.

As pastilhas para analise foram confeccionadas com uso de prensa hidraulica da
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Shimadzu. O intervalo de varredura para a analise foi de 400 a 4000 cm™ e a
resolugdo foi de 4 cm™'. Ja as amostras de microparticulas (ME-1, ME-1V e ME-1V-
AG), em seu formato gelificado, foram analisadas diretamente sobre o cristal com
uso de Reflectancia Total Atenuada (ATR). O programa Origin Pro 8.2 foi utilizado

para plotar os graficos.

4.23.2 Analise Termogravimétrica e Termogravimétrica Derivada
(TGA/DTG)

A andlise de TGA/DTG foi realizada na CA — CCQFA - UFPel para as
amostras em pé e microparticulas secas (ME-1, ME-1V, ME-1 AG e Vanilina, Acido
galico e Quitosana). Foi utilizado o equipamento Shimadzu — DTG 60 e as massas,
superiores a 6,5 mg de cada amostra seca, foram acondicionadas em cadinho de
platina durante a analise. Foi utilizada faixa de aquecimento de 30 — 500 °C e razao
de aquecimento de 10° C min', sob atmosfera de nitrogénio gasoso (vazdo 50 mL
min-'). Foram utilizados os programas TA60 para analise quantitativa de perda de

massa e termogravimetria derivada (DTG) e Origin Pro 8.2 para plotar os graficos.

4.2.3.3 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

A andlise de DSC foi realizada na CA — CCQFA — UFPel para comparagao
das microparticulas secas (ME-1V e ME-1-AG) entre si. Foi utilizado o equipamento
Shimadzu — DSC-60 e as amostras com massas maximas de 10 mg foram
acondicionadas em cadinho hermético de aluminio. A faixa de aquecimento foi de 30
— 600 °C, sob atmosfera de nitrogénio gasoso (vazao 50 mL.min™"). Foi utilizado o
programa TA60 para analisar os dados e o programa Origin Pro 8.2 foi utilizado para

plotar os gréficos.
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4.2.3.4 Microscopia Eletronica de Varredura acoplada a Espectroscopia
de Raios-X por Energia Dispersiva (MEV/EDS)

As analises de MEV/EDS foram realizadas no CEME-Sul — FURG em
equipamento JSM-6610LV da marca Joel acoplado com microssonda de EDS.
Primeiramente, as amostras de microparticulas secas (ME-1V e ME-1V AG) foram
preparadas utilizando deposi¢gdo de ouro por sputtering (Denton Vacuum Desk V),
empregando corrente de 20 mA, por 120 s. A voltagem de aceleragao para a analise
de MEV foi de 15 keV no microscopio eletrdonico. A faixa de magnificagdo empregada
foi de 50 vezes (500 um) a 500.000 vezes (50 uym), sendo que a micrografia utilizada
para a EDS foi de 50x (500 pm). Para medir o didmetro das microparticulas foi

utilizado o programa ImageJ.

4.2.4 Determinacdao da retencdo de vanilina e acido galico nas
microparticulas por Espectroscopia na Regiao do Ultravioleta-Visivel
(UV-Vis)

A analise de Espectroscopia no Ultravioleta-Visivel (UV-Vis) foi utilizada para
quantificar a retencéo de vanilina e acido galico nas microparticulas. Essa analise foi
realizada no LASIR — UFPel em equipamento Espectrofotometro Bel UV-M51 UV-
Visivel cedido pela prof? Dr? Adriana Castro Pinheiro. A faixa de analise foi de 190 -
1100 nm, fazendo uso de cubetas de quartzo.

Primeiramente, foi determinado o branco com alcool etilico absoluto. Em
seguida foram feitas diluicbes da concentragdo usada para a reagao de reticulagéo
das microesferas (Vanilina - 0,1% e Acido galico — 0,1%).

As amostras foram analisadas em varredura de 190 a 1100 nm para verificar o
comprimento de onda de cada analito em quest&o (Vanilina e Acido Galico).

Para a confecgdo das curvas de calibragdo para cada analito (Vanilina e
Acido Galico) foi observada a importancia de trabalhar com diluigdes, cujos
espectros de UV-Vis, no comprimento de onde de referéncia (231 nm para Vanilina e
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220 nm para Acido Galico), evidenciem absorcdo abaixo de 1. Essa medida é
importante para garantir a precisdo e confiabilidade dos resultados. Em valores de
absorcdo acima de 1, a intensidade da luz transmitida através da amostra € muito
baixa. Isso pode causar problemas de isolamento devido as limitacbes
instrumentais, como ruido no sinal e desvios da linearidade da Lei de Beer-Lambert.
(Skoog et al., 2006)

Desta forma, as diluicdes para as curvas de calibragao foram feitas a partir da
concentracédo 0,1%, em triplicata. As solugcdes foram diluidas nas concentracdes de
0,0009%; 0,0008%; 0,0007%; 0,0006%; 0,0005%; 0,0004%; 0,0003%; 0,0002%;
0,0001% para os dois analitos; para cada solugao foi calculada a média dos pontos
e o0 desvio padrao. Os dados da absorbancia foram tabelados, no comprimento de
referéncia para cada analito, para serem plotados na curva de calibracdo, utilizando
o programa Excel 2019, com finalidade de obter a equacao da reta e o coeficiente de
determinagado (R?) para observar a linearidade.

Em seguida, foi realizada 10 vezes a leitura do branco (etanol), para calcular
o valor do limite de deteccédo (LD) e limite de quantificacdo (LQ), que sdo parametros
essenciais para avaliar a sensibilidade de um método analitico, com base nas
Equacgbes 1-4. O LD refere-se a menor concentracdo de um analito que pode ser
detectada, mas nado necessariamente quantificada e o LQ refere-se a menor
concentragdo de um analito que pode ser quantificada. (Skoog et al., 2006)

Os valores foram medidos do comprimento de onda da vanilina em 231 nm e

do acido galico em 218 nm.

Equacao 1. Equagéo para calcular a média das absorbancias.
_ XX
K n
Em que: x;=Valor de cada absorbancia; u= Médias das absorbancias; n= Numero

total de termos.

Equacéo 2. Equacéao do desvio padrao.

B ’Z(xi — )2
= n—1

Em que: x;=Valor de cada absorbancia; u= Médias das absorbancias; n= Numero

total de termos; S= Desvio Padrao.
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Equacao 3. Equagéo do limite de detecgao (LD).
_ 3XSp

a

Em que: Sz= Desvio padréo; = a= Valor da equacéao da reta; LD= Limite de detecgéo.

Equacéo 4. Equacao do limite de quantificacao (LQ).
10 X Sp

a

Em que: Sz= Desvio padrdo; = a= Valor da equacdo da reta; LQ= Limite de

quantificacao.

Para a quantificagdo dos analitos contidos nas microesferas, antes e apds a
sintese das microparticulas (ME-1V e ME-1V AG) foram coletadas aliquotas das
solugdes de trabalho (0,1% de Vanilina e 0,1% de Acido Galico) que, por sua vez,
foram diluidas a 0,0006% com etanol absoluto. O fator de diluicdo (FD) foi calculado

a partir da Equacao 5.

Equacao 5. Equagéao do fator de diluigao.

Em que: m1 = massa inicial e mz2 = massa final

As diluicbes das solucdes inicial e final foram medidas em triplicata, no
comprimento de onda determinado para cada analito, com intuito de verificar o
quanto foi absorvido da solugao nas microparticulas.

Foi realizada a correlacdo dos dados de concentragcdo e absorbancia da curva
de calibracdo com as médias de absorbancia medidas do analito. A média da
absorbancia representa o valor central das medidas em ftriplicata e o desvio padrao
mede a dispersdo dos dados em relacdo a média, indicando o grau de variagéo ou

imprecisao.
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4.2.5 Determinagdo do grau de intumescimento e estabilidade das

microparticulas em solugao

A avaliagdo do grau de intumescimento foi adaptado de Zou, Li e Li (2015)
pelo método de imersao. A massa de 100 mg das microparticulas secas (ME-1V e
ME-1V AG) foi adicionada em um béquer contendo 20 ml de solugao tampao fosfato
0,1 M, pH 6,8, e agitagdo magnética 1000 rpm, a temperatura de 37° C. As
microparticulas permaneceram por 96 horas em solucdo. A solucido de tampéo
fosfato, pH= 6,8, foi preparado com fosfato de sdédio monobasico (NaH2PO4) 0,1
mol/L e fosfato de sodio dibasico heptahidratado (Na2HPO4-7H20) 0,1 mol/L
(1,7:0,6), na proporcao de 84 mL:16 mL (v:v) (Zou, Li e Li, 2015).

ApoOs esse periodo, as microesferas intumescidas foram removidas da
solucgao, filtradas com auxilio de papel filtro, para a remogado da agua superficial e

imediatamente conduzidas a medida da massa em balanga analitica.

O grau de intumescimento (Sw) foi calculado usando a Equacgéo 6.

Equacao 6. Equagéo para calculo do grau de intumescimento.

wt 0
Sw (%) = W x 100

Em que: Wt é a massa das microparticulas intumescidas e o Wo € a massa

das microparticulas secas (100 mg).

A partir desta avaliagdo foi realizado um segundo experimento, onde foi
adicionada uma unica microparticula de ME-1V e ME-1V AG em 5 mL de agua
destilada e em 5 mL de tampao fosfato. As solugcbes contidas em placas de Petri
fechadas e vedadas foram levadas a estufa, na temperatura 34 °C para se
assemelhar a temperatura corpérea humana. Imagens das microparticulas foram
fotografadas, com a utilizacdo do microscopico Optico, com lampada Philips de
halogénio 12V, 30 W e lente objetiva 4/0,10/160 mm, resultando em aumento de 40x,
nos tempos de 5 min, 10 min, 15 min, 60min, 120min e 1440 min (24 h), para
observar a mudancga de aparéncia dessas microparticulas.

Na sequéncia foi realizado um terceiro experimento, que consistiu na
verificagcdo da estabilidade dessas microparticulas em diferentes valores de pH. A

quantidade de 10 microparticulas (ME-1V e ME-1V AG separadamente) foi
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adicionada em solug¢des aquosas de 10 mL de HCI (1 mol/L, pH 2) e NaOH (1 mol/L,
pH 12) e em 10 mL de agua destilada (pH 7). As solu¢gdes foram mantidas sob
agitacdo magnética de 1500 rpm, em temperatura ambiente, por 3 horas. Foi
avaliada a estabilidade das microparticulas e também a solucao ao final da terceira

hora e depois de 4 dias.

4.2.6 Avaliagao da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana das microparticulas e materiais precursores foi
realizada em parceria com o prof.° Dr.° Eliezer Avila Gandra do Laboratério de
Ciéncia de Alimentos e Biologia Molecular (LACABIM).

A investigacdo de novos materiais, sejam eles sintéticos ou naturais, com
atividade antimicrobiana tem sido amplamente realizada em fungdo do aumento da
resisténcia de microrganismos. A literatura relata publicagbes com o uso de
quitosana (Champer et al., 2013; Giacomini et al., 2023; Macedo et al., 2022),
vanilina (Gomez-Llorente et al., 2024; Wang et al., 2024; Wu et al., 2024) e acido
galico (Anvar et al., 2023; Fernandez-Hernandez et al., 2025; Zhang et al., 2022),
que tenham referéncia a sua atividade antimicrobiana.

A avaliagdo do efeito antimicrobiano das microparticulas e dos materiais
precursores (Quitosana, Vanilina, Acido Galico) foi feito frente as cepas padrdo de
Escherichia coli (ATCC 43895) Staphylococcus aureus (ATCC 10832), empregando
o método de dispersao em agar. O controle negativo foi feito sem uso das bactérias,
somente a amostra e meio de cultura. O controle positivo foi feito sem o uso de
amostra somente meio de cultura e bactéria.

Anteriormente a analise, foi necessaria a reativacdo dos microrganismos, que
eram mantidos sob congelamento, em caldo BHI (Brain Heart Infusion) e glicerol
(propano-1,2,3-triol) na propor¢cédo 3:1 (viv). Para essa reativagdo, uma algada
dessas bactérias foi transferida para caldo de Soja Tripticaseina (TSB) ou BHI e
incubadas em estufa durante 24h, a 37 °C. Ap6s uma algada desse crescimento foi
estriada em placas de Petri com meios seletivos, sendo agar Eosina Azul de

Metileno (EMB) para E. coli e agar Baird-Paker (BP) para S. aureus. A incubacao
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das placas ocorreu por 24h para o agar EMB e 48h para o agar Baird-Parker a 37
°C, para o isolamento das colbnias.

Apos o crescimento bacteriano nas placas de Petri, uma algada de bactérias
foi retirada e ressuspendida em solugdo salina (NaCl 0,85%) para a confec¢do do
indculo, padronizado na concentragdo 0,5 na escala de McFarland (1,5 x 108 UFC
mL"). Todos os ensaios serdo realizados em duplicata. (Cruz, da et al., 2023;
Raschip et al., 2020)

Para a analise de dispersdo em agar foram utilizadas placas de Petri estéreis
(90 mm de diametro). Foram necessarias 12 placas contendo agar Baird-Paker (BP)
e 12 placas contendo agar Eosina Azul de Metileno (EMB) para a realizagao do teste
em duplicata. Para a confecgéo das placas, solugdes aquosas de 0,0375 g/mL foram
preparadas para cada agar (BP) e (EMB). Os meios de cultura foram esterilizados
em autoclave (121° C e 15 psi) por 40 minutos. Apds a esterilizacdo, em condigdes
assépticas, o volume de 10 mL de meio de cultura, ainda quente, foi distribuido em
cada placas de Petri, que ja continha as amostras (microparticulas ME-1V e ME-1V
AG).

Para esta analise, partiu-se de 0,05 g de cada amostra (quitosana, vanilina,
acido galico, ME-1V e M1E-1V AG), resultando em concentracao de 0,005 g/mL. Em
seguida do resfriamento do agar, a solugao salina contendo o inéculo foi semeada
com auxilio de um swab estéril na superficie de cada placa. Na sequéncia, as placas
contendo o indéculo e as placas de controle negativo sem a presenga de
micropaticulas, também em duplicata, foram incubadas em estufa, a 37 °C, por 24h.
Apos foi feita a contagem das colbnias manualmente (unidades formadoras de
colénia - UFC). No caso de placas com maior quantidade de crescimento, a area foi
dividida em 4 partes e a contagem foi feita em um quadrante, apds o resultado foi
multiplicado por 4, e assim obtendo o resultado total sendo comparada com o
controle negativo.

Alguns resultados obtidos mostraram pouca agao antimicrobiana, o que pode
ser decorrente da dificuldade da difusdo dos componentes das microparticulas no
meio de agar, o que poderia ser contornado caso o meio fosse em caldo. Além disso,
a baixa proporcdo de 0,05 % de microparticulas no meio de cultura pode ter
interferido na baixa resposta antimicrobiana, o que necessitaria de analises futuras

com maiores concentragoes.
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4.2.7 Aplicacao das microparticulas em formulagao cosmética

As microparticulas (ME-1V e ME-1V AG) foram adicionadas na
formulagcdo/emulsdo cosmética para observar a sua estabilidade. Foi utilizado uma
concentracdo massica de 5%, isto é, foi adicionada 0,05 g de microparticulas em 1 g
de formulagado. Foi medido o pH do meio e avaliada a aparéncia das microesferas e

do meio no tempo inicial, 15, 30 e 60 dias.
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5 Resultados e discussao

5.1 Microparticulas

5.1.1 ME-1

O método de gelificagdo corresponde a complexagdo entre polication e
polianion, sendo este o meétodo utilizado para sintese das microparticulas de
quitosana (ME-1). O meio alcalino de hidréxido de sodio (NaOH) propiciou a
precipitacado, pelo fato da quitosana ser solluvel em meio acido. Observou-se que o
tamanho das microparticulas variou com a pressao do ar relacionada pela distancia
entre seringa e solugéo, bem como, pela variagdo na espessura da agulha.

O produto obtido (ME-1) mostrou desvantagens na estabilidade durante a
secagem devido a presencga, somente, de ligacdes idnicas (reticulagao fisica), que
correspondem a atragdes eletrostaticas fracas entre as moléculas de quitosana.
Dessa forma, este tipo de microparticula ndo permitiu secagem, o que dificultou o
emprego de técnicas de caracterizacdo que exigiam amostras secas e, permitiu,
somente, 0 uso das amostras umidas, como mostra a Figura 12. Essa instalibilidade
no processo de secagem evidenciou a necessidade de reticulagdo do material, de

forma a permitir a obtengao de microesferas passiveis de caracterizagao estrutural.

Figura 12. Fotografia de ME-1 apds a sintese hidratadas.

Fonte: Elaborado pela autora (2024)



5.1.2 ME-1V

52

A reticulacdo quimica das microparticulas ME-1, em presenga de vanilina e

formacédo de imina que poés sintese foi observado a mudanca de coloragcdo das

microparticulas para de branca para amarelada oque confere com a coloragao da

formagao da imina, conforme a (Figura 13), garantiu maior estabilidade para as

microparticulas ME-1V (Figura 14), sendo que estas amostras suportavam a

secagem para a realizagdo das caracterizagdes e demais avaliagbes quimicas,

fisicas e biolégicas. A secagem foi realizada de forma lenta, protegida da luz, sob

refrigeracao, entre 5 - 8° C.

Figura 13. Esquema proposto para a reticulagéo quimica presente em ME-1V.
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Figura 14. Fotografias de ME-1V, hidratad

as (esquerda) e secas (direita).

Fonte: Elaborado pela autora (2024)
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As ME-1V AG resultaram da reticulagdo fisica com acido galico, partindo-se

de ME-1V, ja anteriormente reticulada quimicamente com vanilina. O propdsito

dessa dupla reticulagao foi propor a inser¢cdo de mais uma categoria de moléculas

bioativas nas microparticulas, na expectativa de sinergismo de agdes biolégicas no

produto final. A proposigéo para a reticulagao fisica (Figura 15) mostra a interacao de

grupos hidroxilas da quitosana e do acido galico, por meio de liga¢des de hidrogénio,

que no somatorio, contribuem na estabilizacdo da reticulagdo. Essas particulas

mostraram-se estaveis ao processo de secagem lento, protegidas da luz, sob

refrigeracao, entre 5 - 8° C (Figura 16).

Figura 15. Esquema proposto para a reticulagdo quimica presente em ME-1V AG.

o NHp HO
OH 0 N, HO .
UL, 0 g NH; OH / N @) \Oj"r
N o N

o) oY 0 0—H  H,N OH
HO N o H \\\\ \\\\

I ‘s, ‘s, HoN OH H—0 l\\\ o

HC ’/H ’/G < —0

% % o
o]
| = HO OH
P —
Il” /”/ HO o— -!.. | \\\\C' \\\\H
“0—H oH & § o HE—0"  NH; HO
Ho,  NH:z H—oO
N OH o %\ :}. I Z
o o} N
HO NH © OH HzN oH
2 HaN
OH ? HO

Fonte: Elaborado pela autora (2024)

Figura 16. Fotgrafias de ME-1V AG, hidratadas (esquerda) e secas (

,\

direita).

Fonte: Elaborado pela autora (2024)
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A Figura 17 apresenta espectros das matérias primas secas e pulverizadas:

quitosana, vanilina e acido galico e os espectros das microparticulas, sendo que

essa analise foi feita com as amostras Uumidas. A numeracdo das bandas nos

espectros acompanha os dados das Tabelas 2 e 3.

Figura 17. Espectros de infravermelho obtidos apds analise das matérias primas (esquerda) e para as
microparticulas (direita). Transmitancia (%) versus nimero de onda (cm-").
Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Tabela 2- Bandas na regido do IV para as matérias primas.
Atribuigées (cm™)| Quitosana El Knidri | Vanilina Mo etal.| Acido Neisi, Tehra,
et al. (2016) (2016) | galico Shamloei
(2024)
1 v O-H/N-H 3450 3380 - - - -
3409
2 v O-H - - 3194 - 3364
3 v C'H(aldeido) - - 2859 - 2855 -
4 A% C'H(aliféﬁco) 2909 2960 - - - -
2880 2870
5 v COOH (carboxila) - - - - 1705 1740
6 v c=o(acetamida) 1644 1654 - - - -
1621
7 v C=Oaldeido) - - 1680 1663 1618 1662
8 v C=Caromatico) - - 1593 1586 1429 1427
1509 1511 1539 1527
849 811 858
9 & CHa(amidan) 1400 1307 - - - -
10 8 N-H(amida ) 1545 1550 - - - -
11 v O-H(fenéﬁco) - - 1286 1265 1263 3497
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3495
1015 1010 - - - -
1085 1065
13 v C-0 - R

12 | vC-0-C

1024 - 1024 -

Fonte: elaborado pelo autor (2024)

Tabela 3. Bandas na regido do IV para as microparticulas.

Atribuigées (cm™) ME-1 El Knidri| ME-1V Peng et al.| ME-1V AG Celep et al.
et al. (2010) (2022)
(2016)
1 v O-H/N-H 3426 3380 3364 - - -
3409
2 | vO-H - - 3302 3183 3325 3257
3 | v C-Haideido) - - 2877 2867 2855 2852
4 v C'H(alifético) 2924 2960 - - - -
2870
5 | v COOH (carboxila) - - - - 1748 1740
6 v C=0acetamida) 1659 1654 B B . )
1621
7 | v C=O(aigeido) - - 1643 1668 1651 1604
8 | v C=Caromatico) - - 1595 1591 1429 1427
1517 1509 1539 1527
894 812 817
9 | 8 CHsamidan 1400 1307 1319 - 1325 -
10 | & N-Hamida 1593 1550 1595 - 1576 -
11 | v O-Htenslico) - - 1289 1266 1263 -
12 | vC-O-C 1086 1010/106| 1085 - 1092 -
5
13 | vC-O - - 1028 - 1024 -
14 | vC=N - - 1646 - 1651 -

Fonte: elaborado pelo autor (2024)

As bandas da matéria prima quitosana estdo de acordo com outros trabalhos
como (Hirdes et al., 2021; El Knidri et al., 2016), bem como as bandas da vanilina
(Mo et al., 2016; Peng et al., 2010) e do acido galico (Neisi, Tehrani e Shamloei,
2024; Celep, Demirkaya e Solak, 2022)

A presencga das bandas de estiramento dos grupos hidroxila sobrepostos aos
estiramentos dos grupos amina foi evidenciado nas regides 3426 cm™ (ME-1) e
3364 cm™ (ME-1V). Esse deslocamento para menor numero de onda, em presenca
de vanilina, pode indicar variagbes nas interagcdes intermoleculares, principalmente
de ligacbes de hidrogénio. Além disso, nas amostras ME-1V e ME-1V AG foi
possivel observar a banda de estiramento das hidroxilas, nas regides de 3302 cm™' e
3325 cm™, caracteristica da presenca de vanilina e acido galico. Outra banda
caracterisitica de compostos que apresentam hidroxilas fendlicas, foi evidenciada
em 1289-1263 cm™, para ME-1V e ME-1V AG, sendo ausente em ME-1.
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A banda caracteristica de estiramento [C-H] de aldeidos apareceu em 2877
cm™ para ME-1V e 2855 cm™ para ME-1V AG, e como esperado, ndo foi observada
em ME-1. Além disso, a presenca da banda alifatica de estiramento [C-H] foi
evidenciada em 2924 cm™' (ME-1), referente ao polimero de quitosana.

A banda em 1748 cm referente ao estiramento carboxilico [COOH] foi
observada somente em ME-1V AG, devido a presenga do acido galico na
formulacdo. A banda de estiramento [C=0] do grupamento acetamida foi observado
em 1659 cm' para ME-1, referente aos grupos da quitosana, mas nao foi
especificamente identificado nas variagdes ME-1V e ME-1V AG, devido a
sobreposicao de outras bandas.

Em 1643 cm™ foi evidenciado o estiramento [C=0] dos grupos aldeidos em
ME-1V e ME-1V AG e, como esperado, nao foi identificado em ME-1. Além disso,
nas amostras ME-1V e ME-1V AG foi possivel observar as bandas em 1595 e 1539
cm™, referentes as vibragdes [C=C] de compostos aromaticos presentes nas
estruturas das moléculas de vanilina e acido galico, o que também n&o foi
obsrervado em ME-1, como esperado.

A presenca de ligagdes [C-O-C] referente a ligacao glicosidica entre os
mondémeros de quitosana foi observado para todas variacbes de microparticulas,
sendo evidenciado em: 1086 cm™ para ME-1, 1085 cm™ para ME-1V e 1092 cm"’
para ME-1V AG. Além disso, a banda de estiramento [C=N], indicativa de formacéao
do grupo imina da reticulagao covalente entre quitosana e vanilina, foi observada em
1646 cm™! para ME-1V e 1651 cm™ m para ME-1V AG.

Para ME-1V foi possivel observar, além das bandas caracteristicas de
quitosana, a banda de estiramento v[C=N], em 1646 cm™, referente ao grupo imina,
caracteristico da reticulacdo quimica entre quitosana-vanilina e o deslocamento para
maior numero de onda da banda v[C=0]. Além disso, para ME-1V evidenciou-se a
banda de estiramento v[O-H/N-H] em 3364 cm™, semelhante ao observado para
ME-1, a banda de estiramento v[C=C] aromatico da vanilina em 1595, 1517, 894 cm"
', o estiramento v[O-H] do grupo fenol da vanilina em 1289 cm™ e 3302 cm™ e o
estiramento v[O-H] que mostra a presenga de agua na amostra. (Peng et al., 2010)

O espectro de ME-1V AG evidenciou, além das bandas de quitosana e de
vanilina, um deslocamento para menor nimero de onda (3325 cm™') para a banda vI[-

O-H] em comparagédo a banda v[-O-H/N-H]. A banda de v[C=N], em 1651 cm™,



S7

também € evidenciada nessa microparticula, mostrando a permanéncia de
reticulagcdo quimica entre quitosana e vanilina. As bandas que evidenciam a
presencga de acido galico nas microparticulas sdo as bandas de estiramento v[-O-H]
em 3325 cm™' e as bandas de estiramento v[C=C] em 1429 cm™' e 1539 cm™'. (Neisi,
Tehrani e Shamloei, 2024; Celep, Demirkaya e Solak, 2022)

5.3 TGA/DTG

Os termogramas mostraram o perfil da decomposicao térmica até 500 °C,
bem como a estabilidade térmica das matérias prima utilizadas para a sintese das
microesferas nessa faixa de temperatura (Figura 18 e Tabelas 4 e 5). A vanilina, o
acido galico e a quitosana apresentaram 2 estagios térmicos, sendo o primeiro
estagio térmico referente a perda de agua e/ou compostos volateis e o segundo
estagio térmico referente a degradagdo da matéria organica, de acordo com relatos
da literatura para a vanilina (Tomadoni et al., 2019), acido galico (Chen, Wang e
Hong, 2022) e quitosana (Anush, Chandan e Vishalakshi, 2019), que também
observaram este comportamento nas mesmas condigdes experimentais.

Avaliando as perdas de massa entre as microparticulas, ME-1 mostrou a
maior perda de massa no primeiro estagio térmico, entre 30-200 °C, referente a
desidratacdo da amostra, o que esta de acordo com a observagao anterior referente
a instabilidade desse material a secagem, por nédo possuir reticulagao. Ja ME-1V
mostrou a maior perda de massa no segundo estagio térmico entre 230-500 °C. O
aumento de temperatura de degradacdo de ME-1V em comparagdo a ME-1
comprova a reticulagao quimica, por meio da ligagédo da imina C=N (base de Schiff)
(Tomadoni et al., 2019). E, por fim, ME-1V AG obteve sua maior perda de massa no
segundo estagio 230-500 °C referente a matéria organica do material (Chen, Wang e
Hong, 2022), no entanto a perda de massa deste material foi a menor em
comparagao com ME-1 e ME-1V, demonstrando que o somatorio das reticulagbes
quimica e fisica produziram um tipo de microparticula mais estavel termicamente.
(Chen, Wang e Hong, 2022; Soon et al., 2018; Tomadoni et al., 2019)
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Figura 18. Termogramas. Matérias prima (esquerda). Microparticulas (esquerda). Perda de massa
(%) versus Temperatura (°C).
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Tabela 4. Dados da andlise termogravimétrica das matérias primas.

500

T
50

—T
100

—
150

0 20
T(C)

—
300

T T 7+ 1T 7
350 400 450 500

Amostras Porcentagem de perda de Porcentagem Temperatura do Temperatura
massa em estagios de residuo a pico maximo no do ponto de
térmicos especificos 500°C DTG fusao*
30-230 °C 230-500 °C 43,9 % 182 °C 81-83°C
Vanilina 97,03 % 1,77%
30-200 °C 200-500 °C 4,7 % 273 °C 250 °C
Acido 1,98 % 88,61%
Galico
30-260 °C 260-500 °C 9,3 % 300 °C 300 °C

Quitosana 7.2 % 46,2%

Legenda: *obtido da ficha técnica do reagente comercializado pela Sigma-Aldrich. Fonte: Elaborado
pela autora (2024).

Tabela 5. Dados da analise termogravimétrica das microparticulas.

Estagios térmicos especificos

Porcentagem de perda de massa

ME-1 ME-1V ME-1V AG
30-140 °C 86,58 % i ;
140-500 °C 1,95 ] ]
30-240 °C i 12,16 -
240-500 °C ] 71,24 -
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30-200 °C - - 3,52 %

200-500 °C - - 47,19
Temperatura do pico maximo no DTG 79°C 282 °C 287 °C
Porcentagem de residuo a 500 °C 12,24 % 24,65 % 49,35 %

Fonte: Elaborado pela autora (2024)

Os dados obtidos pelo DTG para o acido galico estdo de acordo com a
descrigao da literatura. (Neisi, Tehrani e Shamloei, 2024; Celep, Demirkaya e Solak,
2022)

Ao analisar as trés amostras de microparticulas foi possivel observar que a
maior perda de massa foi no segundo estagio térmico para a ME-1V e ME-1V AG, o
que coincide com o pico maximo das derivadas. Atribui-se essa perda de massa a
estabilidade das amostras em decorréncia da presenga de ligagdes imina (bases de
Schiff) e ligagbes de hidrogénio. (Chen, Wnag e Hong, 2022; Tomadoni et al., 2019)
Como observado experimentalmente durante o processo de secagem, ME-1 é
menos estavel sendo que sua maior perda de massa ocorre no primeiro estagio
térmico.

Para a amostra ME-1 o pico maximo da derivada € observado no primeiro
estagio térmico onde ocorreu a maior perda de massa, devido as microparticulas
nao serem reticuladas e assim tendo uma menor estabilidade.

Ao analisar a massa residual das microparticulas, observa-se que ME-1 gerou
menor propor¢ao de residuo comparados com a ME-1V e ME-1V AG que indica que
as microparticulas ME-1 sdo menos estaveis termicamente até 500 °C.

Ja a ME-1V teve uma maior proporc¢éao residual que a ME-1 mas menor que a
ME-1V AG, isso mostra que as microparticulas ME-1V sdo mais estaveis que as
microparticulas ME-1 pelo fato da reticulagdo com a vanilina formando ligagoes
imina (bases de Schiff). A reticulagédo covalente entre quitosana e vanilina, pela
ligacdo imina (C=N), traz maior estabilidade para as microparticulas e confere com
os dados da termogravimetria derivada descritos na literatura, cujo pico maximo de
282 °C. (Mo et al., 2016)

As microparticulas ME-1V AG evidenciaram uma maior estabilidade térmica
que as ME-1V, atribuida, possivelmente, devido a formagcdo de ligacbes de
hidrogénio proporcionadas pela estrutura do acido galico, resultando numa maior

proporcao de massa residual até 500°C, além disso, essa estabilidade também pode
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ser atribuida a presenca de anéis benzénicos no acido galico. Desta forma, destaca-
se a amostra ME-1V AG com maior estabilidade térmica comparada com as outras
variagdes de microparticulas, pelo fato de apresentar reticulacado fisica, além de
reticulagdo quimica.

A Figura 19 apresenta as derivadas (DTG) para as matérias prima e
microparticulas, sendo observado o pico maximo de temperatura relacionado a
degradagdo de cada amostra, decorrentes da degradacdo de matéria orgénica,
como anéis fendlicos presentes nas estruturas da vanilina (Tomadoni et al., 2019),
do acido galico (Chen, Wnag e Hong, 2022) e da estrutura polimérica da quitosana
(Hirdes, 2021; Soon et al., 2018).

Figura 19. Derivadas (DTG). Matérias prima e microparticulas. Perda de massa (%)
versusTemperatura ( °C).

—— Quitosana — Vanilina — Acido galico

—T— 7T T T T T T T T T T T T T T T
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 50 100 150 200 250 300 50 400 450 500

T{°C) T(°C) T(°C)

—iMEA ME-1V —ME-1V AG

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 50 100 150 200 250 300 3&0 400 450 500 s qpn | g0 20 2%0 | w0 dto | a0 aso

T(C) T(C) T(*C)

Fonte: Elaborado pela autora (2024)
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5.4 DSC

A Figura 20 apresenta dados da variagao de calorimetria das microparticulas
ME-1V e ME-1V AG, que evidenciam reacdes endotérmicas de absorcédo do calor,
pelos picos serem voltados para baixos. A amostra de ME-1V mostrou dois picos
endotérmicos (1 e 2) (Tabela 6), referentes a evaporagcédo de agua e degradacao de
material orgénico, respectivamente. A amostra de ME-1V AG mostrou trés picos
endotérmicos (3-5), sendo o pico 3 referente a evaporagado de moléculas de agua e
um inicio de degradacao de material, o pico 4 referente a degradagcado de material
organico e o pico 5 referente ao ponto de fusdo do acido galico. Os picos com maior
absorcao de energia (endotérmicos) foram evidenciados como pico 1 para ME-1V e
pico 3 para ME-1V AG.

Figura 20. Dados de calorimetria para as microparticulas ME-V e ME-1V AG. Fluxo de calor (W/g)
versus temperatura (°C).

ME-1V
—ME-1V AG

(Wig)

3

T T T T T T T T T T
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(O]
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Tabela 6. Dados da analise de DSC comparada com os dados de TGA/DTG.

Picos Amostras Temperatura Energia Temperatura Faixa térmica de
endotérmicos do pico (°C) — endotérmica do pico (°C)—  maior perda de
DSC (J/g) - DSC DTG massa - TGA
1 ME-1V 119,33 92,70 282 240-500
2 285,98 9,07
3 ME-1V AG 162,27 85,31 287 200-500
4 203,55 1,27
5 268,48 0,74

Fonte: elaborado pela autora (2024)
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5.5 MEV/EDS

As micrografias foram obtidas para as amostras ME-1V e ME-1V AG e indicou
formas definidas, com superficie lisa e homogénea (Figura 21). Para ME-1V foram
calculadas dimensbes de 822 x 717 ym e 801 x 741 ym e para ME-1V AG,
dimensdes de 940 x 739 um e 760 x 692 um. Através das micrografias pode-se
confirmar o formato das microparticulas como esféricas, sendo possivel, também,
mensurar seu tamanho e analisar sua morfologia de superficie. Deve-se ressaltar
que as microparticulas ME-1V e ME-1V AG passaram por processo de secagem
para possibilitar as analises, ja as microparticulas ME-1 deformam-se no processo

de secagem, impedindo a analise por MEV/EDS, que necessita de amostra seca.

Figura 21. Micrografias e espectros de EDS. Intensidade (cps eV-') versus energia (keV).
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Fonte: elaborado pela autora (2024)

Na analise de EDS foi observado maior percentual atdmico de matéria
organica, como esperado: carbono (C), nitrogénio (N) e oxigénio (O), que sao os
principais elementos constituintes da quitosana, vanilina e acido galico. Porém, além
dos constituintes organicos, a analise semiquantitativa evidenciou baixas
porcentagens de metais, entre eles, os elementos de sodio (Na), aluminio (Al),
potassio (K) e ouro (Au). O Na pode ser residuo da sintese das microparticulas ME-
1, ja o Au é referente ao jateamento que é feito para o preparo da amostra para a

analise. Na Tabela 7 pode-se observar o percentual atdbmico de cada amostra.

Tabela 7. Analise semiquantitativa do percentual atdmico.

Amostras Composigao (%)
C N o Au Outros* Total
ME-1V 57,92 11,68 24,64 5,06 0,30 99,6
ME-1V AG 50,65 13,14 34,66 1,20 0,32 99,9

Legenda: *sddio, aluminio, potassio. Fonte: Elaborado pela autora (2024)

5.6 UV-Vis

Foi desenvolvido um método de quantificagdo de vanilina e acido galico por
espectroscopia na regido do ultravioleta-visivel. A quantificacdo de vanilina e acido
galico presente nas microparticulas foi realizada com base na diferenca entre a
concentracado de cada analito na solucgéo inicial e final do processo de reticulagao. O
espectro de UV-Visivel da vanilina mostrou quatro bandas (206, 231, 278, 308 nm),
sendo o maximo de absor¢cdo observado em 231 nm (Perobelli et al., 2015). O
espectro de UV-visivel do acido galico mostrou duas bandas (220 e 272 nm), sendo
0 maximo de absor¢do em 220 nm (Stumpf et al., 2022)

As curvas de calibragéo (Figura 22) foram montadas com os dados da Tabela
8, resultando nas equacgdes da reta descritas pela regressao linear dos pontos e nos
coeficientes de determinacgédo linear (R?), considerando que valores de R? proximos
de 1. (Skoog et al., 2006)
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Figura 22. Curva de calibracio. Vanillina (esquerda) e Acido galico (direita).

15 y=10631x-0,0174 15
R? = 0,9958 o

o.--"'.

1 1 ¥
.',...

.,..--"' y = 1416x + 0,0718

0,5 0.5 . R? = 0,9883

e
0®

0 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,001
0 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,001

Na Tabela 8 constam os valores obtidos para as medidas do solvente etanol

(branco), no qual os analitos foram solubilizados.

Tabela 8. Valores obtidos com a leitura do branco.

Numero de Absorbancia do solvente Absorbancia do solvente em

medidas em 231 nm* 218 nm**
1 -0,0039 -0,0064

2 0,0012 -0,0051

3 0,00054 0,0002

4 -0,0052 -0,0125

5 -0,01 -0,0184

6 -0,0094 -0,0183

7 -0,009 -0,0198

8 -0,0069 -0,0139

9 -0,0139 -0,0236

10 -0,0155 -0,0235
Média -0,00367 -0,01413
Desvio padrao 0,00679 0,07874
LD 1,89x10° 1,66x104
LQ 6,30x10% 5,56x104

Legenda: * para a vanilina. ** para o acido galico. Fonte: Elaborado pela autora (2024)

O resultado da média das medidas do branco de -0,00367, no comprimento
de onda da vanilina, mostrou um valor proximo de zero. Ja o desvio padrdo padrao
tem valor maior que a propria média, isso sugere que os dados possuem uma
dispersao relativamente alta em comparagdo ao valor médio. O desvio padrao é
quase duas vezes maior que o valor absoluto da média, pois os dados contém
valores positivos e negativos com variagdes consideraveis. O limite de detecgéao foi
de 1,89x10° %, sendo a menor quantidade da substancia que pode ser detectada

pelo método, mas ndo quantificada. Isso significa que qualquer concentragcao abaixo
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desse valor pode nao ser distinguida. O valor indicou que o0 método foi sensivel na
deteccdo de pequenas concentragbes do analito. Ja o limite de quantificagao foi de
6,30x107° %, que corresponde a menor quantidade da substancia que pode ser
quantificada, valores abaixo desse limite podem ser detectados, mas ndo podem ser
medidos de forma confiavel. (Febrianti et al., 2024; Skoog et al., 2006)

Com o resultado do branco no comprimento de onda do acido galico, ressalta-
se que a média foi de -0,01413, afastando-se um pouco de zero, indicando algum
problema no ajuste de nivel na linha de base ou um erro sistematico no
equipamento, possivelmente causado por fatores como o ruido de fundo ou a
interferéncia do espectrofotometro. O desvio padrao de 0,07874 foi considerado um
valor elevado podendo indicar que o sistema apresenta variagdes consideraveis que
podem ser causados por flutuagdes instrumentais, contaminacdo de solventes ou
variagdes ambientais. O limite de detecgcdo de 1,66x10* % indicou que o método
possui boa sensibilidade e pode detectar a substédncia em concentragbes muito
baixas. Ja o limite de quantificagéo foi de 5,56x10* % para quantificagédo confiavel, a
concentragéo precisa ser de pelo menos 5,56 x 10* % (Hamdan et al., 2024; Skoog
et al., 2006)

Comparando os valores de LD e LQ obtidos para a vanilina e para o acido
galico, foi possivel observar que a quantificagdo da vanilina mostrou-se como um
método mais sensivel na detecgdo de pequenas concentragdes do analito com
preciséo e exatiddo. (Skoog et al., 2006; Zhang et al., 2023)

As solugdes diluidas para os pontos das curvas de calibragao (0,0009%;
0,0008%; 0,0007%; 0,0006%; 0,0005%; 0,0004%; 0,0003%; 0,0002%) foram
medidas em ftriplicata. Obteve-se que apenas os pontos de concentragao da vanilina
0,0005% e 0,0008% e do acido galico 0,0001% e 0,0002% mostraram valores

discrepantes de desvio padrao, em comparagao com os demais pontos da curva.

Tabela 9. Dados das medidas e calculos estatisticos.

Concentragao (%) Comprimento de Absorbancia Desvio Padrao
onda (nm) (média da triplicata)
Vanilina
0,0009 231 0,9689 0,00196
0,0008 231 0,8190 0,02402
0,0007 231 0,7220 0,00126
0,0006 231 0,6267 0,00704
0,0005 231 0,4775 0,02002
0,0004 231 0,4332 0,00164

0,0003 231 0,2819 0,00439
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0,0002 231 0,1846 0,00155
0,0001 231 0,0967 0,00139
Acido Galico
0,0009 218 1,2860 0,0048
0,0008 218 1,1803 0,0039
0,0007 218 1,0797 0,0037
0,0006 218 0,9256 0,0064
0,0005 218 0,8205 0,0033
0,0004 218 0,69 0,0015
0,0003 218 0,5123 0,0011
0,0002 218 0,4135 0,0712
0,0001 218 0,1720 0,2004

Fonte: Elaborado pela autora (2024)

Para que a quantificacdo fosse possivel, a solugao inicial e final da reagao de
reticulagdo com concentragao de 0,1% foi diluida a 0,0006%, que corresponde a um
valor intermediario de concentracado dentre os pontos da curva de calibragcéo. O fator
de diluicdo calculado foi de 166,67 e este mesmo FD foi utilizado para a
determinacao concentracgao final.

Dessa forma, as aliquotas iniciais e finais da sintese das microparticulas
foram retiradas, diluidas conforme o ponto 0,0006% da curva de calibragdo e
medidas na regido do UV-vis, para entdo, a partir da equacéo da reta, calcular o
quanto de analito foi absorvido pelas microparticulas durante a reacao.

As aliquotas finais foram retiradas no tempo de 5 horas para ME-1V e 24
horas para ME-1V AG, o que corresponde aos tempos de reagao para a sintese das
microparticulas, em acordo com a metodologia de sintese.

Os valores da média das absorbancias foram inseridos no valor de y das
equacodes de reta da vanilina e do acido galico, obtendo-se do calculo o valor de x
que correspondeu a concentragdo de cada aliquota.

A concentragao de analito nas microparticulas (Tabela 10) foi calculada pela
subtragcdo entre concentracdo inicial e concentragcdo final. A porcentagem de
retencdo de cada analito nas esferas foi calculado considerando a absorbancia
inicial como 100%.

Tabela 10. Dados obtidos para a quantificacdo dos analitos.

Analise  Absorbancia Desvio padrao Concentragio Concentragao Retencao de

uUv- (média das das aliquotas  de analito nas analitos nas
Visivel triplicatas) (%) microparticulas  microesferas
(%) (%)

Reticulagao com vanilina - ME-1V /y = 1063,1x — 0,0174

Aliquota 0,6134 0,0020 5,90 x 104
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inicial 1,40x10 23,7 %
Aliquota 0,4677 0,0040 4,50 x 104

final

Reticulagao com acido galico - ME-1V AG / y = 1416x + 0,0718

Aliquota 0,7825 0,0050 5,01 x 104

inicial 1,42x10 26,5 %
Aliquota 0,5990 0,0047 3,68 x 104

final

Fonte: Elaborado pela autora (2024)

Obteve-se o resultado de 23,7% de reteng&o de vanilina nas microparticulas
ME-1V e 26,5 % de retencao de acido galico nas microparticulas ME-1V AG. Esses
valores de retencdo confirmam a presenga dos analitos como reticulantes nas
microesferas.

A reticulacdo fisica com acido galico nas esferas ja reticuladas com vanilina
resultaram em esferas duplamente reticuladas e, de acordo com as caracterizagdes

térmicas, termicamente mais estaveis.

5.7 Grau de intumescimento e estabilidade das microparticulas

A quitosana por ser uma macromolécula, quando em solugdo aquosa,
aumenta a sua mobilidade e, consequentemente, aumenta seu volume livre por meio
da difusdo e formacao de ligagdes de hidrogénio. (Tang et al., 2023) Como base na
metodologia descrita na literatura (Zou, Li e Li, 2015) foi avaliado o intumescimento
das microparticulas antes de depois do contato com a solugdo tampéao fosfato. As
microparticulas ME-1V registraram massa inicial de 0,1110 g e final de 0,2192 g,
conferindo 97,4% de intumescimento, ja as microparticulas de ME-1V AG
registraram massa inicial de 0,1004 g e final de 0,2430 g, caracterizando 142% de
intumescimento. O intumescimento das microparticulas evidenciou um valor de
saturacgao, possivelmente, devido ao incremento de anéis benzénicos das moléculas
de vanilina e acido galico, em especial para ME-1V AG, onde a propriedade
hidrofébica aumenta significativamente em comparagao a reticulagdo apenas com

vanilina em ME-1V.
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Como mencionado anteriormente, asses resultados tém relacdo com o
aumento da mobilidade das macromoléculas de quitosana em solugdo, expandindo
o volume livre disponivel e a proporgao de ligagdes de hidrogénio entre meio aquoso
e acido (H*) da solugdo tampédo e os grupos amino (NH2) e hidroxila (OH) da
quitosana, resultando na formagcdo de um estado de gel. Além disso, o
intumescimento da quitosana pode estar relacionado as suas propriedades fisico-
quimicas como: ligagdes, estrutura e magnitudes relativas da difusdo da agua e dos
tempos de relaxamento do polimero. (Zou, Li e Li, 2015)

A Tabela 11 evidencia as fotografias, obtidas em microscopio, resultado da
avaliagdo da estabilidade de uma microparticula em agua e outra em solugao
tampéao, no decorrer do tempo. Essa analise demonstrou a capacidade de adsorgao

de agua e ions hidratados da solug¢ao tampéao por ME-1V e ME-1V AG.

Tabela 11. Fotografias de uma microparticula ME-1V e ME-1V AG.
Tempo ME-1V ME-1V AG

Agua Tampao Agua Tampao

R

Inicial

5 min

15 min
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120 min / @
2h :
- . E @ .

Fonte: Elaborado pela autora (2024)

Em 5 minutos, ME-1V mudou sua aparéncia, sendo notavel o aumento da
microparticula, independentemente do tipo de solvente. Em 1h, foi constatado
aumento significativo de tamanho de ME-1V, nos dois solventes. Por fim, em 24
horas, foi possivel constatar que ME-1V mostrou-se mais clara no seu interior,
independente do solvente, sendo estavel nesse tempo, sem romper a membrana e,
evidenciando, aumento no seu tamanho.

ME-1V AG mostrou, nos primeiros 5 minutos, diferengca na coloragao, isto €,
clareou nesse tempo, indicando intumescimento nos dois solventes. Em seguida,
nos proximos minutos e horas nao se notou diferenga na sua aparéncia, constando-
se que ME-1V AG mostrou-se estavel, sem romper a membrana, no periodo
analisado.

Ao final dessa avaliacdo de estabilidade, ambas microparticulas (ME-1V e
ME-1V AG) mostraram-se gelatinosas, tais como sdo no ato se sua sintese. Como
as microparticulas intrumescem em meio aquoso isso impossibilita sua aplicagdo em
formulagdes esfoliantes.

Em relacdo a estabilidade em diferentes pHs (2,0; 7,0; 10,0), as 10
microparticulas ME-1V mostraram-se estaveis durante as 3h de exposigao.

No entanto, apds 4 dias, essas microparticulas foram totalmente solubilizadas
em pH basico (10,0), em pH acido (2,0) mostraram leve clareamento no tom amarelo
e no pH neutro (7,0) mantiveram-se estaveis, sem mudanca visivel (Tabela 12).

As 10 microparticulas ME-1V AG, também, mantiveram-se estaveis por 3

horas. Apds 4 dias, as microparticulas em pH basico resultaram em clareamento no
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seu tom amarelado, ao passo em que a solugéo tornou-se amarelo queimado. No
pH acido, ME-1V AG também tornaram-se mais claras e a solugao adquiriu tom

amarelo claro. No pH neutro ndo ocorreu mudanca visivel (Tabela 12).

Tabela 12. Avaliagédo da estabilidade em diferentes valores de pH.
4 dias
pH 10,0 7,0 2,0 10,0 7,0 2,0

ME-1V AG

Fonte: Elaborado pela autora (2024)

5.8 Atividade antimicrobiana

A Tabela 13 apresenta os dados da atividade antimicrobiana das matérias
primas secas e pulverizadas: quitosana, vanilina e acido galico,
microparticulas secas: ME-1V e ME-1V AG.

e das

Tabela 13. Contagem das Unidades Formadoras de Col6énia (UFC), média da duplicata.

Amostras E. coli (UFC) S. aureus (UFC)
Controle negativo 0 0

Controle positivo 12 1025
Quitosana 4 494
Vanilina 0 254
Acido Galico 0 424
ME-1V 28 967

ME-1V AG 3 964

Fonte: elaborado pela autora (2024)

As matérias-primas (quitosana, vanilina e acido galico) mostraram melhor

acao antimicrobiana que os controles positivos, para ambas as bactérias. Ja ME-1V
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nao mostrou acao frente E. coli e atividade quase semelhante ao controle frente a S.
aureus.

As microparticulas ME-1V AG mostraram excelente resultado de agao contra
E. coli e atividade quase semelhante ao controle frente a S. aureus.

Na literatura (Macedo et al., 2022) é descrito que Escherichia coli, como
bactéria Gram negativa, apresenta uma membrana densa de lipopolissacarideo que
reveste a parede celular, ao passo que o Staphylococcus aureus, como bactéria
Gram positivo, € constituido por uma unica camada de peptidoglicano. Dessa forma,
a otima acdo de ME-1V AG sobre E. coli pode ser considerada como algo
interessante, se aproximando da acdo das matérias primas (quitosana, vanilina e
acido galico).

A quitosana apresenta atividade contra bactérias gram positivas ja relatada na
literatura (Champer et al, 2013), assim como a vanilina apresenta agao
antimicrobiana frente a Escherichia coli (Gémez-Llorente et al., 2024) e o acido
galico frente bactérias gram positivas e negativas (Anvar et al., 2023)

As microparticulas ME-1V AG mostraram melhor resultado antimicrobiano que
ME-1V, o que indica que a inser¢ao de acido galico na formulacédo é importante para
a manifestagdo dessa atividade. Em ME-1V, a reticulagcdo quimica com a vanilina
(ligagao covalente estavel) parece ter impedido a liberagao de vanilina no meio e/ou
ocupado os sitios ativos da quitosana e vanilina, de modo a resultar em acéao
antimicrobiana insatisfatoria para esse tipo de microesfera, apesar de vanilina e
quitosana, na sua forma livre, mostrarem resultado antimicrobiano. Ja em ME-1V
AG, a reticulagao fisica (interacao eletrostastica e/ou entre dipolo menos estavel)
parece ter oportunizado a liberagdo de acido galico no meio e/ou néo ter ocupado
seus sitios ativos, de modo a evidenciar a atividade antimicrobiana manifestada,

principalmente contra E. coli, tdo relevantes quanto as matérias primas livres.

5.9 Microparticulas em formulagao cosmética

A emulsdo agual/oleo apresentava-se incolor inicialmente. A adicdo das
microparticulas foi acompanhada no decorrer do tempo, fotografada e novamente

mantida protegida da luz em frasco fechado (Tabela 14).
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ME-1V, inicialmente, apresentava-se como esferas amarelas, situagao que
permaneceu por 15 e 30 dias. Apos 60 dias, observou-se a coloragao das esferas
mudou para amarelo escuro, mas a solugéo seguiu incolor.

ME-1V AG, inicialmente mostrou-se com sua coloragcdo amarela caracteristica
e solugao incolor. Apds 15 e 30 dias, péde-se observar alteragdo na coloracao da
solugdo para esverdeada, possivelmente, devido a liberagdo de acido galico para o
meio. Apos 60 dias, ME-1V AG escureceu e cor da solugdo tornou-se amarelo
escuro, indicando possivel oxidagado do acido galico.

Ao final de 60 dias observou-se que, em momento algum, as esferas
intumesceram nessa emulséo, isto ¢, ME-1V e ME-1V AG permaneceram rigidas. O
pH da solugdo de ME-1V manteve-se 7,0 durante toda a analise e de ME-1V AG
manteve-se em 6,0.

Como nao houve instumescimento das microparticulas nessa formulagao, ha

indicio de possivel aplicagcdo como esfoliante em formulagdes cosméticas.

Tabela 14. Avaliagao das microparticulas na emulséo.
Tempo ME-1V

Inicial

15 dias

30 dias




60 dias

Fonte: elaborado pela autora (2024)

73



74

6 Conclusao

Neste estudo foram sintetizadas e caracterizadas microparticulas de
quitosana, a partir do emprego de outros bioativos, vanilina e acido galico, como
agentes de reticulagao.

Em solugcdo aquosa, as microparticulas evidenciaram intumescimento sem
romper e em emulsdo agua/dleo nao foi observado intumescimento indicando que
para aplicagdo como microparticula em formulagdes esfoliantes € necessario que o
meio seja emulsdo agua/éleo. Em relagdo ao potencial antimicrobiano, apenas ME-
1V AG e os bioativos precursores mostraram essa capacidade, com destaque para
acao contra Eschericha coli.

Dessa forma, conclui-se que ambas microparticulas ME-1V e ME-1V AG
mostraram as caracteristicas adequadas ao emprego alternativo ao uso de
microplasticos em formulagdes cosméticas de higiene e limpeza, observando-se
particularidades como, o pH do meio e o tempo de exposicdo maxima, sem
degradar, sendo que, neste caso, ME-1V mostrou-se um pouco mais estavel nas
condicdes analisadas.

Assim, pode-se afirmar que microparticulas foram obtidas como biomateriais
sugestivo de sinergia de propriedades bioldgicas referente aos seus constituintes e
que esses produtos obtidos respeitam os preceitos de sustentabilidade, ao mesmo
tempo em que, agregam valor as matérias primas, no desenvolvimento de novos

materiais.
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7. Perspectivas futuras

Como perspectivas futuras desse trabalho, é sugerida a modificagdo no método
de avaliagdo antimicrobiano, com uso de método de diluicdo em caldo para
aumentar a difusdo dos bioativos no meio de cultura, além de aumentar a
concentracdo das amostras de microparticulas nos meios de analise, para aplicagao
como conservante em formulagdes.

Além disso, destaca-se como perspectiva a incorporacdo de compostos
inorganicos e outras moléculas orgénicas de interesse nas microparticulas, a fim de
ampliar as aplicagdes e estudo das microparticulas como carreadoras de bioativos,
acrescido da capacidade de atuarem como substitutas de microparticulas plasticas

em produtos para aplica¢gdes diversas.
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