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RESUMO

O presente trabalho apresenta a sintese e a caracterizagdo de um derivado anfifilico de
quitosana, bem como a influéncia desse derivado e da quitosana comercial sobre as
propriedades espectroscépicas da curcumina (CUR). Na etapa inicial, a quitosana comercial foi
caracterizada e parcialmente despolimerizada. Em seguida, foram submetidas a reacdes de
substituicdo para a insercdo de grupos hidrofilicos (cloreto de 2-cloro-N,N-dietiletilamina -
DEAE) e grupos hidrofébicos (dodecila - DD) no polimero. Os graus médios de substitui¢do
por grupos DEAE e DD foram determinados por Espectroscopia de Ressonancia Magnética
Nuclear de Hidrogénio (*H RMN). A Concentragdo de Agregacdo Critica (CAC) da quitosana
anfifilica foi determinada (0,011 g L™) utilizando pireno como sonda fluorescente. As
propriedades fotofisicas da CUR na presenga das quitosanas comercial e anfifilica foram
estudadas por meio de técnicas de Espectroscopia de UV-Visivel e de Fluorescéncia. Os
espectros de absorcdo desse corante na presenca da quitosana modificada, em concentracdes
acima da CAC, apresentaram deslocamento para o azul, formacdo da banda em 360 nm e
reducdo da absorbancia em 420-425 nm, indicando que a quitosana modificada estabilizou as
moléculas da CUR na forma ceto. Nos espectros de fluorescéncia também foi observado
deslocamento para o azul e aumento na intensidade de emissao a medida em que se aumentava
a concentracdo do polimero modificado. Resultados similares foram obtidos para CUR em
etanol, metanol e acetona, onde foi observada maior intensidade de emisséo e deslocamento da
banda para menores comprimentos de onda com a diminui¢cdo da polaridade do solvente. O
valor de rendimento quantico obtido foi maior para o cromdforo em quitosana modificada
(QM= 0,05 g¢/L, acima da CAC) do que nos outros ambientes estudados que continham
quitosana. A porcentagem de degradacdo da CUR em QM 0,05 g L™ foi menor em comparagéo
a degradacdo nos outros meios. A agregacao das cadeias da QM nessa concentracdo, com a
formacdo de ambientes apolares que envolvem as moléculas do corante, proporcionaram sua

maior estabilidade.



ABSTRACT

This work presents the synthesis and characterization of an amphiphilic chitosan derivative and
the influence of this polymer and commercial chitosan regarding the spectroscopic properties
of curcumin. Firstly, the commercial chitosan was characterized and partially depolymerized.
Then, the substitution reactions were carried out to insert hydrophilic groups (DEAE) and
hydrophobic groups (dodecyl). The average degree of substitution by DEAE and dodecyl
groups was determined by Hydrogen Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy (*H NMR).
The Critical Aggregation Concentration (CAC) of amphiphilic chitosan was evaluated
(0,011 g L) using pyrene as a fluorescent probe. The curcumin photophysical properties in the
presence of commercial and amphiphilic chitosans were studied by UV-visible Spectroscopy
and Fluorescence techniques. The curcumin absorption spectra in the amphiphilic chitosan
presence, at concentrations above CAC, presented a blue shift, band formation at 360 nm and
absorbance reduction at 420-425 nm, indicating that modified chitosan stabilized curcumin
molecules in the keto form. The fluorescence spectra also presented a blue shifted, however,
the emission intensity increased with an increasing of modified polymer concentration. Similar
results were obtained with curcumin in ethanol, methanol and acetone, it was observed the
emission intensity increased and a band shift to smaller wavelengths due to a decreased of
solvent polarity. The fluorescence quantum yield obtained for curcumin in modified chitosan
presence (QM= 0,05 g/L, above CAC) was higher than other studied chitosan environments.
The curcumin degradation percentage in QM 0,05 g L™ decreased in comparison to other
environments. The QM chain aggregation in this concentration, with the formation of nonpolar

environments that involve dye molecules, promotes more stability.
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1  INTRODUCAO

A curcuma (acafrdo-da-india) tem sido uma substancia muito utilizada como condimento
pelo continente Asiatico. Por muitos anos, foi usada como agente fitoterapico para tratar
doencas comuns como: resfriados, febre, doencas do figado e de pele, dores de estdmago,
feridas abertas, inflamagGes cronicas, entre outras (AGGARWAL et al., 2007). Além disso,
doencas mais complexas como canceres pareciam ser amenizadas devido a baixa incidéncia
(10-50% menos) no sistema digestivo das pessoas que consumiam regularmente a circuma, e
isso despertou o interesse dos pesquisadores (CARTER, 2008).

Um grupo de compostos fendlicos foi identificado como sendo responsavel pelo principio
ativo da cdrcuma, chamados de curcumina (74-78%), demetoxicurcumina (15-18%) e
bisdemetoxicurcumina (4-6%) (NADI et al., 2015). Embora a estrutura da curcumina tenha sido
descoberta em 1910 por Milobedzka e Lampe na Alemanha, o seu potencial bioldgico s6
comecou a ser identificado na década de 40 (AGGARWAL e SUNG, 2009). A partir disso, 0
interesse pela molécula aumentou e estudos relatam muitas propriedades benéficas da
curcumina na quimica (POURREZA e GOLMOHAMMADI, 2015) e na biologia (AHMED et
al., 2018). Atualmente, a maioria das pesquisas € direcionada a superar a principal desvantagem
da curcumina, a hidrofobicidade.

A curcumina apresenta menor agregacdo e melhores resultados de processos fotofisicos em
ambientes apolares. Em solventes organicos apolares, por exemplo, foram obtidos melhores
resultados de rendimento quéntico de fluorescéncia quando comparado com solventes polares
(PRIYADARSINI, 2009) e, em sistema micelar a curcumina apresentou mais estabilidade
(WANG et al., 2006). Alternativas para tentar solucionar o desafio de solubilizar a curcumina
em agua vém sendo investigadas, tais como, encapsulacdo da curcumina em nanoparticulas
(YALLAPU et al., 2010), lipossomas (TAKAHASHI et al., 2009), dentre outras.

Biopolimeros, como a quitosana, tém sido utilizados nesses tipos de estratégias por possuir
alta biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa toxicidade (KUMAR et al., 2016). Desta
maneira, esse biopolimero apresenta muitas aplicacbes como: formulages farmacoldgicas
(WANG et al., 2010), curativos de pele (BANO et al., 2017), tratamento de 4gua (THUC et al.,
2016), entre outras. Outra caracteristica importante da quitosana é a sua capacidade de se ligar
a ions (WEBSTER et al., 2007) devido ao fato de se tornar um eletrolito em solugdes aquosas
acidas (PEDRO, 2017); alem disso, nesse meio é capaz de se autoassociar originando micro

dominios apolares.
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A formacdo de agregados de quitosana em agua ocorre devido as interacdes intra- e
intermoleculares de sua cadeia com o meio no qual esté inserida. Modifica¢cdes quimicas na
estrutura da quitosana tém sido estudadas com a finalidade de melhorar essa caracteristica.
Assim, neste trabalho foi realizada a sintese de uma quitosana anfifilica por meio da insercédo
de grupos hidrofilicos e hidrofébicos com esse intuito.

Dentro desse contexto, esse estudo teve como objetivo avaliar o comportamento da
quitosana comercial e do derivado de quitosana sintetizado em solucdo aquosa acida a fim de
analisar suas interacoes e influéncias sobre as propriedades espectroscopicas e estabilidade da

curcumina.
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1.1 PRINCIPIOS DE FOTOFISICA

Os cromoforos sdo grupos presentes em algumas moléculas e possuem a capacidade de
absorver luz. Quando expostos a radiacdo eletromagnética com frequéncia de oscilagdo
semelhante as suas frequéncias de vibragdes, a ressonancia gerada permite a absorcéo de luz e
entdo um elétron do cromoforo pode ser promovido para o estado excitado de maior energia.

Nessa transicdo eletronica um dipolo elétrico € produzido e a energia do foton se torna
parte da energia total da molécula no estado excitado. O retorno da molécula para o estado
fundamental ocorre por diferentes caminhos ilustrados no Diagrama de Jablonski (Figura 1)
(TURRO, 1991; WARDLE, 2009).

Figura 1: Diagrama de Jablonski ilustrando os processos fotofisicos do estado excitado.

A
v 4 { rv: relaxagdo vibracional
S ) ci: conversdo interna
2 2 rv cis: cruzamento intersistema
% ci =4
b V=0 AN 4
S5 qrv cis
V=0 \ANANA V=3
Crv
T q ~Tf
( V=0
hy | Absorgédo
Fluorescéncia
cis Fosforescéncia
Energia v=4
[(TA 3 —
s ‘ O\ ve3
0 A é\ A V=1
3 V=0

Fonte: Adaptado de Wardle (2009).

Na Figura 1, os estados eletronicos singletes So, S1 € Sz representam o estado fundamental
da molécula, o primeiro estado excitado e 0 segundo estado excitado, respectivamente. O estado
triplete excitado esté representado por T1. As linhas onduladas indicam que a perda de energia
foi através de calor (energia cinética), enquanto que as lineares mostram as transigdes verticais

ou transicdes de Franck-Condon em que ocorre a liberagdo de energia na forma de luz. O
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Principio de Franck-Condon diz que, em transi¢Ges de natureza rapida o nlcleo se move muito
mais lentamente do que os elétrons, e por isso pode-se assumir que o nucleo permaneceu imovel
durante o fenébmeno (TURRO, 1991).

1.1.1 Processos nao-radiativos

Nos processos de transicdo nao-radiativa a desativacdo da molécula ndo apresenta emisséo
de radiacdo eletromagnética. A liberacdo de energia acontece na forma de energia cinética, e
este tipo de relaxacdo eletrdnica esta associado a movimentos vibracionais nucleares. Existem
dois tipos de processos ndo-radiativos: um deles acontece entre 0 menor nivel vibracional do
estado excitado para o estado fundamental de mesma multiplicidade de spin (conversao interna)
e 0 outro, ocorre entre estados eletrénicos excitados de multiplicidade de spins diferentes
(cruzamento intersistemas) (TURRO, 1991).

No processo de conversdo interna a diferenca energética entre algum nivel vibracional do
estado excitado S; e 0 mais baixo nivel vibracional do S; é relativamente pequena, por isso a
transferéncia de energia é rapida, ocorrendo na ordem de 1014-10"! s para estados excitados
como T2 (v= 0) —»T1 (v=n) e Sp (v=0) —S1(v=n) e, 10°-107 s entre o estado excitado e
fundamental S; (v=0) —So (v=n), por exemplo. Devido a isto, por ndo conseguirem competir
com a conversao interna, outras transicdes ndo-radiativas e radiativas provenientes de estados
excitados eletronicamente superiores geralmente ndo acontecem (TURRO, 1991).

As espécies eletronicamente excitadas também podem passar por uma transicdo nao-
radiativa proibida por spin onde o estado singlete se converte a triplete. Como a inverséo do
spin demanda energia, o estado triplete € menos energético que o estado singlete (LAKOWICZ,
2006).

Em suma, pode-se equacionar 0s processos nao-radiativos de uma espécie quimica R da

seguinte maneira:

R +hv — *R (1)
*R (Sn) — *R (S1) + A (Conversao interna) (2)
*R (Tn) — *R (T1) + A (Converséo interna) 3)
*R (Sn) — R (So) + A (Conversao interna) 4)
*R (S1) — R (T1) + A (Conversao intersistemas) (5)

*R (T1) — R (So) + A (Conversao intersistemas) (6)
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Nas equacgdes acima, R e *R representam uma espécie quimica e seu respectivo estado
excitado, hv representa absor¢do de luz ¢ A a emissdo de calor, Sp, S1 € So e Tn, T1 € To

representam os estados singlete e triplete, respectivamente (TURRO, 1991).

1.1.2 Processos radiativos

A luminescéncia acontece devido ao decaimento dos estados eletronicos excitados e pode
ser dividida em duas categorias: a fluorescéncia e a fosforescéncia. A presenca de grupos
cromoforos rigidos (com anéis aromaticos, por exemplo) nas moléculas irradiadas favorece
estes processos devido a pouca perda de energia por movimentos vibracionais ou rotacionais.

A transicdo radiativa de um estado eletronico excitado para um estado eletronico inferior
com mesma multiplicidade de spin é chamada de fluorescéncia e dessa forma é classificada
como permitida por spin. A transicdo mais usual é a que acontece do menor nivel vibracional
do menor estado singlete excitado para o estado singlete fundamental (S; (v= 0) —So). A
fluorescéncia é extremamente permitida e por isso 0 tempo de decaimento ao estado
fundamental é geralmente da ordem de pico- a microssegundos.

A fosforescéncia, por outro lado, é um processo proibido por spin e em razédo disto, é mais
lento e com menor intensidade de emissdo. Entdo, para que esse decaimento seja possivel o
elétron do estado triplete T1 deve inverter o spin de maneira que os elétrons dos estados triplete
e singlete So se emparelhem. Dessa forma, o fendmeno acontece na ordem de milissegundos a
segundos (TURRO, 1991; LAKOWICZ, 2006).

Os processos radiativos sdo representados pelas seguintes equacoes:

R +hv — *R (7
*R (S1) — R (So) + hv’ (Fluorescéncia) (8)
*R (T1) — R (So) + hv’’ (Fosforescéncia) 9)

Nas equacdes acima, R e *R representam uma espécie quimica e seu respectivo estado
excitado, S, So e T1, To representam estados singlete e triplete, respectivamente, enquanto hv

corresponde a absorg¢do de luz, e hv’ e hv’’ a emissao de luz (TURRO, 1991).
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1.2 CURCUMINA

1.2.1 Estrutura quimica e equilibrio ceto-endlico

A curcuma, conhecida na comunidade cientifica como Curcuma longa e Curcuma
domestica, € uma planta perene da familia do gengibre (Zingerberaceae) amplamente cultivada
na India, China e Indonésia. Possui rizomas tubérculos alaranjados e polposos, e tem sido muito
usada como condimento (acafrdo-da-india e curry), em cosméticos e na medicina chinesa e
indiana tradicional (WANG et al., 2012).

A principal substancia constituinte da cdrcuma, a curcumina (1,7-bis (4-hidroxi-3-
metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona) (CUR), faz parte de uma classe de substancias
chamadas de curcuminoides que constituem essa planta em torno de 2-9 %, dependendo da
origem e das condigdes de cultivo (PRIYADARSINI, 2014). A CUR é um pigmento amarelo,
e como apresentado na Figura 2, consiste em uma estrutura de dois anéis fenélicos delimitados
por uma dicetona insaturada que pode se interconverter por tautomerismo ceto-endlico
dependendo do meio (GONCALVES et al., 2017).

Figura 2: Equilibrio tautomérico ceto-enélico da CUR.
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Fonte: Adaptado de STANIC (2017).

A porcéo dicetona é responsavel pela transferéncia do hidrégenio intramolecular entre os
dois conférmeros que podem existir de diferentes formas cis- e trans- em solugdo, sendo: duas
formas cis-enol fechadas, uma forma cis-enol aberta, trés formas trans-enol, uma forma cis-
diceto e duas formas trans-diceto (Figura 3). Fatores como temperatura, polaridade do solvente
e substituicdo nos anéis aromaticos influenciam na contribuicdo relativa das diferentes formas
tautoméricas (PRIYADARSINI, 2009).



Figura 3: Possiveis formas cis-trans e ceto-enol para a CUR.
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Fonte: Adaptado de Priyadarsini (2009).
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Embora existam nove formas possiveis para o equilibrio ceto-enélico da CUR, ndo ha

completa clareza a respeito de qual delas representa o estado fundamental. Contudo, estudos

indicam que a forma cis-enolica é a energeticamente mais estvel em solucéo e na fase solida
(KOLEV et al., 2005; BALASUBRAMANIAN, 2006; KUNDU e NITHIYANANTHAM,

2013). Esse comportamento € resultado da estabilizagdo adicional promovida pela

deslocalizacdo do elétron m nos dois cromoforos ferdlicos conjugados e pela ligacdo de
hidrogénio intramolecular presente na forma endlica (BALASUBRAMANIAN, 2006). Além

disso, a geometria da forma endlica é planar com um angulo diédrico de 180°, enquanto a forma

ceto é torcida (SHEN e JI, 2007).
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1.2.2 Efeito do meio e constantes de acidez

Como mencionado anteriormente, o equilibrio tautomérico da CUR proveniente da porcao
da dicetona é altamente influenciado pelo meio no qual o corante esta inserido e, tanto este
equilibrio quanto o isomerismo cis-trans da cadeia de carbono conjugado podem contribuir para
0 complexo comportamento da molécula.

Em solventes apolares e aproticos a CUR existe na forma endlica devido a transferéncia de
hidrogénio intramolecular, enquanto que em solventes proticos, como o metanol, a ligacéo de
hidrogénio intramolecular é rompida e entdo a forma endlica é convertida para a forma ceto.
De maneira geral, ha uma predominancia da forma enodlica em solventes organicos apolares,
polares e proticos.

Em meio aquoso, a CUR também pode existir em equilibrio entre ambas as formas ceto e
endlica (PRIYADARSINI, 2014), sendo a forma ceto predominante em solucéo &cida/neutra e
a forma enol em meio alcalino (GONCALVES et al., 2017).

Contudo, a CUR € quimicamente instavel em agua e por esse motivo a molécula sofre
degradacéo por hidrolise seguida de fragmentacdo molecular no periodo de 30 min (NADI et
al., 2015). Testes realizados na faixa de pH de 3 a 10 mostraram que a decomposicdo da CUR
é dependente do pH e, em condi¢des neutras e basicas este processo é mais rapido, levando a
formagcéo de produtos como: metano ferdlico, acido ferulico, vanilina, e principalmente o trans-
6-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-2,4-dioxo-5-hexenal (Figura 4) (WANG et al., 1997). Acima do

pH 7 a CUR vai perdendo a coloracdo amarela, tornando-se vermelha.
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Figura 4: Produtos formados a partir da degradacdo da CUR.

o OH O
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Fonte: Adaptado de (WANG et al., 1997).

A CUR apresenta trés prétons ionizaveis, dois referentes aos grupos OH fendlicos e um
terceiro da porcéo endlica. Foi definida a existéncia de trés constantes de acidez a partir dos

seguintes equilibrios (Figura 5) (PRIYADARSINI, 2009).

HsCur — H.Cur + H*, pK, =7,7a8,5 (grupo acetilacetona) (10)
H.Cur — HCur? + H*, pK,,=85a10,4 (hidrogénio do grupo fenol) (11)
HCur* — Cur®* + H*, pK,,= 9,52 10,7 (hidrogénio do grupo fenol) (12)
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Figura 5: Equilibrios da dissociacéo acida da CUR.
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Fonte: Adaptado de PRIYADARSINI (2009).

1.2.3 Propriedades fisico-quimicas e aplicacGes

A peculiaridade estrutural da CUR lhe confere diferentes propriedades medicinais, tais
como: antioxidantes (NABAVI et al., 2014), anti-inflamatorias (BOYANAPALLI et al., 2018),
antibacterianas (SATHISHKUMAR et al., 2010), antifingicas (TEMBA et al., 2016) e
anticarcinogénicas (LI et al., 2018), e tem potencial para tratar doencas como, diabetes, alergias,
artrites, doenca de Alzheimer, e outras enfermidades cronicas (STANIC, 2017).

A supressdo de diferentes espécies de oxigénio reativas, como oxigénio singlete, anion
superdxido, nitrito de perdxido, entre outros, é o que caracteriza a a¢do antioxidante da CUR
no seu estado fundamental. Os efeitos antioxidantes estdo associados diretamente a presenca
dos grupos fendlicos na molécula, bem como a dos hidrogénios que os constituem. Este efeito
é perdido quando ocorre a substitui¢do dos hidrogénios por outro grupo funcional (STANIC,
2017).

Nos ultimos anos, este corante (CUR) vem sendo usado como fotossensibilizador em terapia
fotodinamica (PDT, do inglés photodynamic therapy) (HE et al., 2018) e fotossensibilizador
antimicrobiano (HEGGE et al., 2012) devido ao fato de atuar como sensibilizador de oxigénio
singlete no seu estado excitado. Outro exemplo de uso da CUR como fotossensibilizador foi
sua utilizacdo na inativacdo de esporos fungicos de Aspergillus Flavus (um contaminante
alimentar que produz micotoxinas causadoras de cancer) (TEMBA et al., 2016).

A CUR também exibe propriedades quelantes em solucéo formando complexos com muitos
metais e metaloides (LIU e LEE, 2009; SERPI et al., 2010; OJANI et al., 2012; MOHAJERI et
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al., 2017). Pode ser utilizada na detecgdo de substancias como acido picrico (PONNUVEL et
al., 2016), amoxilina (OJANI et al., 2012), acido urico e ascorbico (PATRA e MALAEB, 2012)
e de ions (CHAICHAM et al., 2010; POURREZA e GOLMOHAMMADI, 2014,
SAITHONGDEE et al., 2014; YUE et al., 2014; RAJ e SHANKARAN, 2016; XU et al., 2016).
Ademais, nanoparticulas de CUR estdo sendo aplicadas na fabricagdo de papel de laboratério
como sensor de pH (POURREZA e GOLMOHAMMADI, 2015).

Pesquisas mostraram ainda que a CUR apresenta outras atividades biolégicas como
modulacdo da atividade de varios fatores chaves de transcricdo (SANKPAL et al., 2016;
AKDEMIR et al., 2017), fatores de crescimento (LIN et al., 2007), proteina quinase (SAENZ
etal., 2018) e outras enzimas que permitem identificar alvos envolvidos na progressao de cancer
(LARASATI et al., 2018).

Apesar das suas caracteristicas promissoras, a baixa solubilidade e estabilidade da CUR em
meio aquoso tem limitado sua aplicacdo. A solubilidade é aumentada sob pH e temperatura
mais elevados, porém nestas condi¢cdes o corante pode rapidamente se degradar e fragmentar
(BORUAH et al., 2012).

Assim, na intencdo de promover a estabilidade, a solubilidade e, consequentemente a
biodisponibilidade desta substancia, algumas pesquisas estdo sendo feitas com o intuito de
sintetizar derivados de curcumina com novos substituintes (LIANG et al., 2009), enquanto
outras buscam formulacdes sollveis em agua como um novo veiculo de liberacdo efetiva tais
como: fosfolipidios (SEMALTY etal., 2010), ciclodextrinas (BAGLOLE et al., 2005), hidrogel
(SHAH et al., 2008), lipossomas (KUNWAR et al., 2006), micelas (GHATAK et al., 2012),
nanoparticulas (BANERJEE et al., 2014), entre outros.

Resultados positivos de estabilizagdo da CUR foram alcancados no uso de micelas
catidnicas em pH elevado (LEUNG et al., 2008), bem como a solubilidade aumentada em
sistemas baseados em ciclodextrinas ou nanonoparticulas (CANAMARES et al., 2006;
MOHANTY e SAHOO, 2010). Além disso, a CUR ainda pode se ligar a biopolimeros
mantendo suas propriedades originais (MITRA, 2008; GOU et al., 2011).

1.3 QUITOSANA

1.3.1 Obtencéo e grau medio de desacetilacio

A quitosana é um biopolimero proveniente da reacédo de desacetilacdo da quitina, o segundo
polissacarideo mais abundante da natureza, depois da celulose, que faz parte do exoesqueleto
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de insetos e de crustaceos como camarao, caranguejo e lagostas e de paredes celulares de alguns
fungos como Aspergillus e Mucor (WANG et al.,, 2012; PEDRO, 2017). Possui alta
bioatividade, biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa toxicidade (WANG et al., 2012;
KUMAR et al., 2016)

Quitina e quitosana sdo copolimeros constituidos por diferentes propor¢des de mondmeros
de 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose e 2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose unidos por
ligacbes O-glicosidicas do tipo p (1 — 4) conforme apresentado na Figura 6. As ligacOes de
hidrogénio inter- e intramoleculares presentes neste tipo arranjo conferem aos polimeros uma
estrutura cristalina rigida (SHUKLA et al., 2013).

Figura 6: Formula estrutural idealizada de quitina (x <y) e quitosana (x >y).

HO H

Fonte: Adaptado de GABRIEL (2017).

A quitosana é majoritariamente composta por grupos amino, engquanto a estrutura
polimérica da quitina apresenta maior quantidade de grupos acetamido. Essa diferenca de
proporcao pode ser expressa por medidas complementares, denominadas como grau médio de
desacetilacdo (GD) ou grau médio de acetilagdo (GA). O GD é a taxa entre unidades
desacetiladas (amino) e as unidades acetiladas (acetamido) presentes na posi¢do C2 da cadeia
principal do polimero. Ao atingir um grau medio de desacetilacdo igual ou superior a 50%, o
polimero é denominado quitosana (RINAUDO, 2006; SHUKLA et al., 2013)

A quitosana possui algumas peculiaridades em relagdo a quitina devido a diferenca de
conteddo do grupo amino (-NH2), como a solubilidade em solu¢des aquosas &cidas e maior
susceptibilidade a modificacdes quimicas. A solubilidade, que esta diretamente relacionada
com a quantidade de grupos amino protonaveis na cadeia desse polimero, é aumentada em
meio aquoso devido principalmente ao aumento da solvatagdo de suas cadeias e a repulséo
eletrostatica (MATHUR e NARANG, 1990; SHUKLA et al., 2013).
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Embora o contetido de grupos amino seja maior na quitosana, a sua solubilidade ainda
apresenta algumas limitacbes em solugbGes aquosas neutras devido ao pKa do grupo D-
glucosamina ser préximo desta condicdo (6,3-6,5), mas é soltuvel em &cidos inorganicos e
organicos diluidos como acido acético, citrico, férmico e latico (DE SILVA et al., 2013; XIE
et al., 2013) e neste meio assume a forma catiénica (-NHz"), convertendo este biopolimero em
um polieletrélito (PEDRO, 2017). Por isso, 0s grupos amino protonados e grupos hidroxila ao
longo da cadeia polimérica podem atrair anions metalicos como molibdato, cromato, entre
outros (SAIFUDDIN e KUMARAN, 2005; WEBSTER et al., 2007), e pode também absorver
corantes reativos, basicos e &cidos (SREELATHA et al., 2010; MAHMOODI et al., 2011).

A solubilidade da quitosana também depende de outros fatores como, distribuicdo dos
grupos acetamido ao longo da cadeia polimérica, concentracéo i6nica, massa molar, condi¢des
de obtencdo e secagem da amostra (RINAUDO, 2006; PEDRO, 2017), além das ligacdes de
hidrogénio entre os grupos hidroxila da estrutura polimérica que podem desempenhar um papel
importante nesta propriedade.

1.3.2 Modificac¢des quimicas

Embora a quitosana seja um polimero que apresente espontaneamente propriedade
anfifilica, estudos envolvendo a insercdo de grupos hidrofilicos e hidrofébicos ao longo da
cadeia principal do polimero estdo sendo feitos a fim de melhorar esta caracteristica, e
consequentemente, permitir a adaptacdo/determinacdo da Concentracdo de Agregacdo Critica
(CAC) em solugdes cada vez menos concentradas (PEDRO, 2017).

A formacéo de agregados em polimeros anfifilicos depende da estrutura e flexibilidade de
suas cadeias, bem como das interacGes intra- e intermoleculares e, estrutura e tamanho do
substituinte apolar. Dessa maneira, algumas propriedades da solucdo como solubilidade, tensédo
superficial e viscosidade podem ser modificadas. Além disso, os agregados podem apresentar
uma CAC que depende do grau de substituicdo dos grupos inseridos e ter um comportamento
semelhante ao de surfactantes (VIEIRA et al., 2003).

Desta maneira, quando estes compostos sdo introduzidos em solugdes aquosas, tendem a se
auto-organizar e formar regides de diferentes polaridades (Figura 7). AssociacOes intra- e
intermoleculares entre as porcOes hidrofobicas sdo estabelecidas originando a formacéo de
micelas ou agregados, minimizando a energia livre interfacial. O resultado é a formacdo de
particulas com ndcleos hidrofobicos que permitem a incorporacdo de moléculas de baixa

polaridade. Muitos sistemas similares a estes sdo atualmente estudados e tém sido divididos
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como: lipossomas (SAHU e JAIN, 2016), dendrimeros (QI et al., 2016), nanotubos
(SHRESTHA et al., 2016), nanoesferas (YIN et al., 2016), nanocépsulas (GOYCOOLEA et al.,
2012), nanoagregados e nanoemulsdes (PEDRO, 2017).

Figura 7: Esquema ilustrativo de auto-organizagdo e encapsulamento de corante apolar em solugéo
aquosa contendo quitosana anfifilica.

Formacdo de

v

agregados

"\ Quitosana
P Cadeia hidrofilica
Cadeia hidrofdbica
Corante

Fonte: Adaptado de PEDRO (2017).

As modificacBes quimicas sdo possiveis devido a presenca dos grupos funcionais (amino e
hidroxila) presentes na estrutura do polimero, e como mencionado anteriormente, ligacdes a
grupos especificos podem alterar sua aplicabilidade e suas propriedades fisico-quimicas.

Trabalhos tém sido reportados na literatura utilizando quitosanas modificadas, ZHU et al.
(2018) utilizaram carboximetoxipolietilenoglicol e &cido aminoiminometanossulfénico para
obter uma quitosana bifuncional para combater atividades microbianas, FANG et al. (2018)
sintetizou um polimero superabsorvente a partir de uma polimerizagdo via radical livre entre
quitosana e acido acrilico e DU et al. (2014) estudou as propriedades anfifilicas de O-
carboximetil-quitosana substituida com acido glicirretinico.

DerivatizacGes da quitosana com grupos hidrofilicos tém sido propostos com o intuito de
se obter polimeros cada vez mais sollveis e menos dependentes do pH. A sintese de quitosana
com o sal quaternario de aménio (PEDRO, 2017), a fosforilcolina (TIERA et al., 2006) e o
glicerol (CHENITE et al., 2001) s&o alguns exemplos.
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Neste trabalho, a modificagdo da quitosana foi realizada com dois substituintes: o cloreto
de 2-cloro-N,N-dietilamina (DEAE) e dodecil aldeido (DD) (hidrofébico). O DEAE
(substituinte hidrofilico) (Figura 8) é um dos compostos mais usados na modificacdo da
quitosana para fins bioldgicos, como por exemplo, liberacdo de vitamina B12 (ZHANG et al.,
2014). Enquanto que o DD (substituinte hidrofobico) (Figura 8), tem sido aplicado em estudos
de sintese de quitosana para a formacéao de géis (LEE et al., 2005), inibi¢do do crescimento de
bactérias (GABRIEL, 2017), entre outros.

Figura 8: Representagdo da estrutura quimica dos reagentes utilizados na sintese da quitosana anfifilica.

Cl
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Dodecil aldeido
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Fonte: Autoria prépria.

GABRIEL et al. (2015) sintetizaram derivados anfifilicos de quitosana que inibiram o
desenvolvimento dos fungos Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus. Recentemente estes
derivados foram utilizados para a preparacédo e estabilizacdo de nanoparticulas metélicas em
filmes sendo comprovada a existéncia de atividade antimicrobiana contra E. coli e B. subtilis
(GABRIEL, 2017).

Neste sentido, no presente trabalho foi estudada a estabilidade da curcumina em sistemas
poliméricos. Como matrizes poliméricas dos sistemas quitosana/corante, foi utilizada a
quitosana comercial (QC) e um derivado anfifilico denominado quitosana modificada (QM)
sintetizado a partir da quitosana despolimerizada (Qdes). A sintese do derivado anfifilico

envolveu vérias etapas, tais como, preparacdo da quitosana parcialmente despolimerizada,
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seguida da obtencdo da quitosana hidrofilica e finalmente sintese da anfifilica. A estabilidade
da curcumina foi avaliada através de suas propriedades espectroscépicas nos diferentes meios,

para possivel aplicacdo bioldgica.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBIJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo estudar a estabilidade e as propriedades fotofisicas

da curcumina em solugdo aquosa na presenca de quitosana comercial e quitosana anfifilica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Vi)

Determinar as massas molares viscosimétricas médias da quitosana comercial e da
quitosana parcialmente despolimerizada;

Sintetizar a quitosana contendo grupos hidrofilicos e hidrofébicos;

Caracterizar as quitosanas comercial e anfifilica em relacdo ao grau médio de
desacetilagdo e grau médio de substitui¢do por grupos DEAE e DD por 'H RMN
respectivamente;

Determinar a CAC utilizando o pireno como sonda;

Estudar as propriedades da curcumina em ambientes formados pela quitosana
comercial e pelo derivado de quitosana anfifilica, utilizando as técnicas de UV-Vis
e de fluorescéncia;

Determinar o rendimento quantico de fluorescéncia da CUR e avaliar sua

estabilidade nestes ambientes.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 REAGENTES
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Os reagentes utilizados na elaboracdo deste trabalho estdo listados na Tabela 1. A &gua

utilizada nos experimentos foi purificada em sistema de purificacdo Easypure® RoDi.

Tabela 1: Reagentes utilizados no desenvolvimento do trabalho.

Reagente Fabricante
acido acetico glacial Synth
acido cloridrico Quemis

cianoboroidreto de sodio

cloreto de 2-cloro-N,N-dietiletilamina

dodecil aldeido
Etanol

Metanol

Acetona
hidroxido de sodio
nitrito de sodio

Oxido de deutério

quitosana comercial de baixa massa molar

Curcumina
Riboflavina

Pireno

Aldrich Chemical Co
Aldrich Chemical Co
Aldrich Chemical Co
Aldrich Chemical Co
Aldrich Chemical Co
Aldrich Chemical Co
Quemis

Aldrich Chemical Co
Aldrich Chemical Co
Aldrich Chemical Co
Aldrich Chemical Co
Aldrich Chemical Co
Aldrich Chemical Co

3.2 SINTESE DOS DERIVADOS DE QUITOSANA

3.2.1 Despolimerizagéo parcial da quitosana

Para a despolimerizacéo parcial da quitosana foram dispersadas 6 g de quitosana comercial

em 338 mL de solucdo de &cido acético 2% (v/v) sob agitacdo até completa solubilizacdo. Em
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seguida, a solugdo foi purgada com gas nitrogénio por 1 hora e resfriada a 4 °C. Posteriormente,
15 mL de solugdo aquosa contendo 0,042 g de nitrito de sodio foi adicionada & solugdo do
polimero sob agitacdo. A agitacédo foi interrompida e a reacdo mantida por 15 horas a 4 °C na
auséncia de luz. O derivado parcialmente despolimerizado foi precipitado com hidroxido de
sodio 2,0 mol L, lavado com é&gua destilada até aproximadamente pH 8,0 e separado por
centrifugagédo a 15000 rpm por 15 minutos. O produto foi seco em estufa a 40 °C e triturado
utilizando-se almofariz e pistilo até obtencdo de um pé (TAMMERAAS et al., 2001).

3.2.2 Sintese do derivado hidrofilico de quitosana

A quitosana parcialmente despolimerizada foi colocada para reagir com cloreto de 2-cloro-
N,N-dietilaminoetila (DEAE) para a obten¢do do derivado hidrofilico de quitosana de acordo
com o método descrito por GABRIEL et al. (2015). Assim, 5 g de quitosana despolimerizada
foram dispersadas em 208 mL é&cido cloridrico 0,1 mol L. Em seguida, foram adicionados
3,14 g de DEAE e o pH ajustado para aproximadamente 8,0 com adicao de solucao de hidréxido
de sodio 2,0 mol L. A reacgéo ocorreu sob agitagdo constante, a 65 °C, por 2 horas, sendo o pH
da solucdo ajustado para aproximadamente 8,0 a cada 30 minutos. O produto obtido foi
purificado por dialise contra hidroxido de sodio 0,05 mol L, por 24 horas, e contra agua
purificada por 3 dias utilizando-se membrana para dialise de celulose Aldrich Chemical Co com

poros de 12 kDa. O produto foi entdo liofilizado.

3.2.3 Sintese do derivado anfifilico de quitosana ou quitosana modificada (QM)

A reacdo de alquilacéo foi realizada de acordo com o procedimento descrito por GABRIEL
et al. (2015). Para a obtencdo do polimero anfifilico contendo grupos dodecila, 4,63 g de
quitosana hidrofilica foram solubilizadas em 532 mL de &cido acético 2% (v/v). Apds a
completa solubilizacdo do polimero, foi adicionado 365 mL de etanol e o pH da solugéo foi
ajustado para aproximadamente 5,0. Em seguida, 1,41 mL de dodecil aldeido foram adicionados
sob agitacdo vigorosa. Apds 1 hora, sob agitacdo constante, foi adicionado cianoborohidreto de
sodio na razéo 3:1 (NaCNBHz3:NH2 em mols) e a mistura foi mantida sob agitacéo por 24 horas
a temperatura ambiente. A purificacdo do derivado foi feita por meio de didlise contra agua

purificada por 4 dias. Entéo, o produto foi liofilizado.
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3.3 CARACTERIZACAO DAS QUITOSANAS COMERCIAL E MODIFICADA

3.3.1 Viscosimetria

As massas molares viscosimétricas médias das quitosanas comercial (QC) e
despolimerizada (Qdes) foram determinadas por viscosimetria utilizando um Viscosimetro
Automatico Anton Paar modelo Lovis 2000 MCom (capilar de vidro de 1,59 mm de didmetro
e esfera de ouro) do Laboratorio de Fotoquimica, Instituto de Quimica de Séo Carlos - USP. Os
polimeros foram solubilizados nas concentracdes de 3,0 a 7,0x10“% g mL* em solucdo
tamponante de &cido acético/acetato de sddio (0,3 mol L™/0,2 mol L e pH 4,5). Assim, a
viscosidade intrinseca [n] foi determinada a partir da extrapolacdo da curva de viscosidade
reduzida versus a concentracdo a diluicdo infinita e os valores das massas molares
viscosimétricas médias foram calculados de acordo com a equacdo de Mark-Houwink-
Sakurada (Equacgdo 13), utilizando os parametros K = 0,074 mL g~ ! e a = 0,76 para
amostras com grau médio de desacetilacdo de 85% (KASAAI, 2007).

[n] = KnMS (13)

Em que, K,,, € a sdo constantes tabeladas dependentes da temperatura, do tipo de polimero

e do solvente utilizado e M,, é a massa molar viscosimétrica média.

3.3.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (*H RMN)

Amostras de aproximadamente 10,0 mg dos polimeros foram solubilizadas em 1,0 mL de
Oxido de deutério com adicdo de 10,0 pL de acido cloridrico, e foram mantidas sob agitacédo
constante até a completa solubilizagdo da amostra. Os espectros de *H RMN foram obtidos no
Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio, da marca Agilent
Technologies modelo 500/54 Premium Shielded a temperatura de 70 °C, da Central de Anélises
Quimicas (CAQI), Instituto de Quimica de S&o Carlos - USP.
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3.3.3 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier por Refletancia
Total Atenuada (FTIR-ATR)

A Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier por Refletancia Total
Atenuada foi utilizada na caracterizacdo dos polimeros estudados. Dessa forma, amostras
solidas de quitosana comercial e de quitosana anfifilica foram caracterizadas em FTIR-ATR
com diamante como elemento interno de reflexdao, em que foram obtidos espectros de absor¢édo
no infravermelho na regido compreendida entre 4000-500 cm™. O equipamento utilizado foi o
Espectrofotdmetro FT-IR Perkin Elmer modelo Frontier, do Laboratério de Fotoquimica,
Instituto de Quimica de Sao Carlos - USP.

3.3.4 Determinacdo da Concentracgdo de Agregacao Critica (CAC) da quitosana
modificada

A auto associacdo da quitosana modificada em meio aquoso foi determinada em solugédo
tamponante de acido acético/acetato de sodio (0,3 mol L1/0,2 mol L e pH 4,5) a 25 °C
utilizando-se como sonda de fluorescéncia o pireno. Para se realizar as medidas de variacao de
intensidade de emissdo utilizou-se o espectrofluorimetro F-4500 Hitachi do Laboratdrio de
Fotoquimica do Departamento de Quimica desta instituicéo.

Em um cubeta de quartzo contendo uma solugdo de pireno 7,5x10” mol L em solugio
tamponante foi adicionada a solucdo estoque da quitosana anfifilica, com o auxilio de uma
micropipeta de 10 L, sob agitacéo.

As analises de fluorescéncia foram realizadas em duplicata, o pireno foi excitado em
310 nm e o espectro de fluorescéncia registrado no intervalo de 350 a 450 nm.

O valor da CAC foi determinado a partir de um gréafico da razéo entre as bandas I/I1l do
pireno em funcdo da concentracdo da quitosana modificada como descrito na literatura
(PHILIPPOVA et al., 2001).
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3.4 CARACTERIZACAO ESPECTROSCOPICA DA CURCUMINA NA PRESENCA DO
DERIVADO DE QUITOSANA ANFIFILICA E QUITOSANA COMERCIAL

3.4.1 Espectroscopia de UV-visivel e de fluorescéncia estacionaria

Uma determinada quantidade de CUR foi solubilizada em etanol para se obter uma solugédo
estoque. Em seguida, aliquotas da solucdo estoque foram inseridas em solugdes contendo
solugdo tamponante de cido acético/acetato de sodio (0,3 mol L%/0,2 mol L e pH 4,5), em
solugBes contendo quitosanas anfifilica e comercial, e em solventes organicos com
concentracdo final de 2,5x10° mol L™* de CUR. As solugdes foram homogeneizadas e medidas.
Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

As solugbes homogeneizadas foram utilizadas para se determinar os espectros de absorcao
e de emissdo de fluorescéncia da CUR em solugdes contendo quitosanas anfifilica e comercial.

3.4.2 Rendimento quantico de fluorescéncia (®p)

O rendimento quéntico de fluorescéncia de um composto € a raz&o entre o numero de fétons
emitidos pelo nimero de fétons absorvidos. Pode ser determinado a partir da relacdo entre a
area sob o espectro de fluorescéncia desta substancia com a area sob o espectro de fluorescéncia
de outro composto, chamado de padrdo, que tenha o rendimento quantico de fluorescéncia
conhecido (Equagdo 14) (LAKOWICZ, 2006).

Fq x Ap x 0%

Op = (14)

Fpx Ag x5

Sendo F a integral da area sob a curva de emissdo de fluorescéncia, A absorbancia no
comprimento de onda excitado e # o indice de refragdo dos solventes utilizados; e os indices a

e p indicam a amostra e 0 padréo, respectivamente. Os testes foram feitos em triplicata.
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4  RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO DA QUITOSANA E DE SEUS DERIVADOS

4.1.1 Determinacdo da Massa Molar Viscosimétrica Média

Em solucéo e em certa temperatura, o polimero possui a habilidade de fornecer informacdes
a respeito da sua forma, tamanho (que interfere diretamente nas reacdes de substituicdo) e
interagBes polimero-solvente.

Desse modo, os valores das massas molares médias das quitosanas comercial (QC) e
parcialmente despolimerizada (Qdes) foram determinados por viscosimetria e calculados
usando a equacdo de Mark-Houwink-Sakurada apresentada na secdo 3.3.1 (Equacédo 13).

Na Tabela 2 s&o apresentados os valores das massas molares viscosimétricas médias e as
viscosidades intrinsecas das quitosanas.

Tabela 2: Valores das massas molares viscosimétricas médias (M,) e viscosidades intrinsecas [n] para

as quitosanas QC e Qdes.

Amostras M, (g mol?) [n] (mL g?)
QC 93x10° 445
Qdes 29 x10° 185

A partir dos valores obtidos pode-se afirmar que o processo de despolimerizacdo da
quitosana reduziu a massa molar viscosimétrica média do polimero, indicando que a utilizacéo

de nitrito de sédio em meio &cido nas reacdes foi satisfatoria.
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4.1.2 Determinacdo do grau médio de desacetilacdo da quitosana comercial

O grau médio de desacetilagdo (GD) da quitosana comercial foi determinado por *H RMN

(Figura 9).

Figura 9: Espectro de *H RMN da quitosana comercial em D,O/HCI.

H2 (unidade acetamido)
H3-H6 (unidades amino
e acetamido

1

H2 (unidade amino)

H1 (unidade amino) CH, (grupo acetamido)

H1' (unidad
acetamido)

O sinal na regido de 2,3 ppm corresponde aos hidrogénios metilicos do grupo acetamido,
em 3,6 ppm é referente ao hidrogénio ligado ao carbono 2 da unidade amino, e 0s sinais
sobrepostos entre 3,9 e 4,4 correspondem aos hidrogénios H3-H6 das unidades
glicopiranosidicas e H2 da unidade acetamido. Os sinais que aparecem em 4,9 e 5,2 ppm sédo
atribuidos aos hidrogénios H1 e H1’ ligados ao carbono anomérico C1 das unidades amino e

acetamido, respectivamente.
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O GD foi calculado por meio da Equacéo 15:

Acu3
ﬁ:<1 ‘ /3>><1oo (15)

- AHz—He/6

Sendo A¢y, a area dos sinais dos hidrogénios metilicos do grupo acetamido e Ay,_pe a area
dos sinais dos hidrogénios ligados aos carbonos C2 a C6 do anel glicopiranosidico.
O GD obtido foi de 85%.

4.1.3 Determinacdo do grau médio de substitui¢ao por grupos DEAE no derivado de
quitosana hidrofilico

O derivado hidrofilico da quitosana foi sintetizado segundo método descrito na se¢édo 3.2.2.
Usando a técnica de *H RMN o grau médio de substituicio por grupos DEAE (GSpg.r) foi
determinado. A Figura 10 mostra o espectro de *H RMN do derivado da quitosana sintetizado.

O célculo de GSpgg foi feito a partir dos hidrogénios anoméricos Hi e dos hidrogénios do
grupo —CHgs, indicados na Figura 10 (OLIVEIRA et al., 2013). O sinal intenso observado na
regido de 4,7 ppm no espectro € resultado dos sinais produzidos pelos hidrogénios presentes

nas moléculas de &gua, que ndo foram suprimidos durante a medida.
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Figura 10: Espectro de *H RMN do derivado hidrofilico de quitosana em D,O/HCI sem supressdo de
H.0 e formula estrutural idealizada dos mondémeros contendo DEAE e os hidrogénios H* que produzem

0s sinais utilizados.
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O GSp g4z foi calculado por meio da Equacéo 16 (KIM e CHUN, 1999):

(ACH3)
RDEAE = ( A6 ) X 100 (16)

Hq

Sendo, Acy,a area dos picos referentes aos hidrogénios metilicos que formam a cadeia do
DEAE e, Ay, a area dos picos correspondente aos hidrogénios anoméricos de mondmeros

substituidos e ndo substituidos da cadeia polimérica da quitosana.
O GSpgag obtido foi de 49%.
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4.1.4 Determinacdo do grau médio de substituicdo por grupos DD no derivado anfifilico

O derivado anfifilico da quitosana foi sintetizado segundo método descrito na secédo 3.2.3.

O grau médio de substituicdo por grupos dodecila (GSgoqecita) NO derivado anfifilico, foi
determinado utilizando-se a Equagdo 4 (DESBRIERES et al., 1996).

A Equacdo 17 relaciona a area dos sinais dos hidrogénios anoméricos acetilados,
desacetilados e substituidos presentes entre 4,8 e 5,5 ppm com a area dos sinais referentes aos
hidrogénios dos grupamentos —CHz do substituinte em questéo, que ficaem 1,3 ppm no espectro
'H RMN. A Figura 11 mostra o espectro de *H RMN da quitosana sintetizada.

- A
G aoaccita = (55222) x 100 (a7)

3X Ap,

Sendo, ACHSDDa area dos picos referentes aos hidrogénios do grupo —CHs do substituinte
dodecila e Ay, 0s ndcleos dos hidrogénios anoméricos dos mondmeros ndo substituidos e

substituidos, respectivamente.
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Figura 11: Espectro de *H RMN do derivado anfifilico, em D>O/HCI sem supressdo de H,O e férmula
estrutural idealizada dos monémeros contendo DEAE, dodecil e os hidrogénios H! que produzem os

sinais utilizados.
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Observa-se que na Figura 11 existem dois novos sinais em aproximadamente 2 e 1,6 ppm,
que sdo produzidos pela presenca dos hidrogénios do grupamento dodecila (PEDRO, 2017),
entdo é possivel afirmar que a reacdo de alquilacdo ocorreu de forma eficiente, tendo em vista
que tais sinais ndo sdo observados em espectros de quitosana sem modificacbes (GABRIEL,
2017). O sinal intenso observado na regido em 4,7 ppm é resultado dos sinais produzidos pelos
hidrogénios presentes nas moléculas de dgua, que ndo foram suprimidos durante a medida.

O GSgodecila Obtido foi de 17%.

O produto final obtido foi chamado de quitosana modificada (QM) (Figura 12).
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Figura 12: Férmula estrutural idealizada da QM.

HO

OH

Fonte: Autoria propria.

Tabela 3: Proporgéo da distribuigdo heterogénea dos grupos acetamido, amino, DEAE e DD ao longo
da cadeia da QM.

Grupos %
DEAE 49
DD 17
Acetamido 15
Amino 19

4.1.5 Caracterizagdo da QC e QM por Espectroscopia no Infravermelho com
Transformada de Fourier por Refletancia Total Atenuada (FTIR - ATR)

Os espectros de FTIR-ATR obtidos da QC e da QM séo apresentados na Figura 13. Pode-
se notar que as duas quitosanas possuem uma banda caracteristica na regido de 3400 cm™,
devido & vibracdo de alongamento axial dos grupos hidroxila (O-H) presente nos polimeros e
da agua livre remanescente (LIU et al., 2011). A banda de estiramento assimétrico do C-O-C
pode ser observada na regido de 1155 cm™. As bandas em 2926 cm™ e 2859 cm™ no espectro

da QM correspondem as deformacdes axiais da ligagdo C-H dos grupos -CH: e dos grupos -
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CHs existentes nos substituintes DEAE e dodecila, respectivamente (GABRIEL et al., 2015).
Nota-se também, a presenca de bandas em torno de 2970 cm™ e no intervalo de
1500-1346 cm™, sendo estas resultantes das deformagcdes axiais das ligagdes C-N e aquelas as
deformacdes axiais da ligacdo C-H, presentes na estrutura molecular do DEAE (YOO et al.,
2005). O sinal entre 2500-2000 cm™ é decorrente do cianeto residual utilizado na sintese do
derivado anfifilico.

Figura 13: Espectros de FTIR-ATR dos polimeros QC e QM.
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4.2 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE AGREGACAO CRITICA (CAC) DA
QUITOSANA MODIFICADA

A CAC do polimero modificado foi determinada em solugdo aquosa tamponante de acido
acético/acetato de sodio (0,3 mol L™/0,2 mol L e pH 4,5). Neste pH, os grupos amino da
guitosana comercial estdo protonados permitindo que amostras desse biopolimero sem
modificagbes e com massa molar média agreguem em concentragbes >3,0 g L. Em
concentracdes de QC inferiores, as cadeias da quitosana se encontram dispersas na solugéo,
interagindo com a curcumina por meio de ligagdes de hidrogénio como mostra a Figura 14
(PHILIPPOVA et al., 2001).



42

Figura 14: InteracOes de ligacdo de hidrogénio da CUR e moléculas de quitosana.

Fonte: Adaptado de LIU et al. (2016).
Em solugdes aquosas com baixas concentragcbes de quitosanas hidrofobicamente
modificadas € esperado que ocorra autoassociacdo para formar agregados intra- e

intermoleculares modificando a conformacéo da cadeia do polimero (Figura 15).

Figura 15: Simulag&o da interagdo de autoassociacdo da QM com o pireno.

—
Quitosanas Grupo Grupo Pireno
hidrofébico hidrofilico

Fonte: Autoria propria.

Para determinacdo da CAC da QM, sondas fluorescentes podem ser utilizadas por serem

capazes de fornecer informag0es da polaridade do meio na qual estéo inseridas. A citar o pireno,
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um hidrocarboneto policiclico aromético (Figura 16), que é uma sonda amplamente estudada e

tem seu espectro de fluorescéncia influenciado pelo solvente.

Figura 16: Estrutura molecular do pireno.

Fonte: Autoria propria.

O espectro de emissdo do pireno € apresentado na Figura 17, onde estdo destacadas as

bandas | e I11.

Figura 17: Espectro de emisséo do pireno 7,5x10”" mol L em solugdo tamp&o de &cido acético (0,3

mol L) / acetato de sédio (0,2 mol L), pH 4,5 em que os picos I e 111 sdo indicados.
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A polaridade do solvente pode ser medida quantitativamente pela razéo das intensidades de
emissdo entre os picos | e Il (I/1ll), sendo que estes picos | e Il correspondem aos
comprimentos de onda 372 e 384 nm, respectivamente (SILVA, 2002). A intensidade de
emissdo de fluorescéncia do pico | aumenta conforme a polaridade do meio aumenta. Dessa
forma, quanto maior for a polaridade, maior serd o resultado da razdo entre os picos. Em
solventes apolares como o hexano o valor é de 0,6, enquanto que em solventes polares como a
agua é 2,0 (PHILIPPOVA et al., 2001).

Na Figura 18 ¢é apresentado um grafico baseado no espectro de emissdo do pireno versus
concentracdes crescentes de QM. De acordo com as variagdes na razdo I/l1l percebe-se o
surgimento de microambientes sondados pelo pireno, bem como a variagcdo de concentragdo

gue marcam o inicio da autoassociacdo do polimero.

Figura 18: Graficos da Concentragdo de Agregacdo Critica da QM em a) escala logaritmica e b) escala
aritmética.
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Estudos de CAC realizados por GABRIEL et al. (2015) mostraram que polimeros com
menores graus de substituicdo por grupos hidrofébicos nao exibiram quebras bem definidas nas
curvas (I/11l x Concentragdo), indicando que as quitosanas apresentaram carater mais
hidrofilico se comparado a quitosana sintetizada nesse trabalho. Este resultado deve-se a
repulsdo eletrostatica entre cadeias carregadas positivamente que superaram o0s efeitos
hidrofébicos dos grupos DD, impedindo a agregacdo intermolecular nesta faixa de
concentracéo.

Neste estudo, a quitosana sintetizada exibiu uma evidente mudanca na inclinacdo da reta
em 0,011 g/L (Figura 18a), indicando que agregados foram formados devido as interacdes intra-
e intermoleculares favorecidas pela presenca dos grupos DD.

Para estudo da estabilizacdo da curcumina pela quitosana modificada, foram escolhidas
concentracdes de QM acima e abaixo da CAC (0,005, 0,01, 0,025 e 0,05 g/L). Desta forma, a
curcumina foi estudada em diferentes ambientes formados por este polimero. A estabilidade da
curcumina também foi estudada na presenca de quitosana comercial, a qual ndo apresentou

agregacao em nenhuma das concentragdes trabalhadas.
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4.3 PROPRIEDADES ESPECTROSCOPICAS DA CURCUMINA EM SOLVENTES

ORGANICOS

A Figura 19a apresenta espectros de UV-Vis da CUR (2,5x10° mol L) em diferentes

solventes organicos. As bandas de absorcéo estdo em 420 nm e 440 nm para CUR em acetona,

e em 430 nm para o etanol e metanol. Em solventes polares como metanol, a banda do espectro

€ mais larga. Em acetona, a banda espectral € mais estruturada e deslocada para o azul.

Figura 19: a) Espectros de UV-Vis e b) Fluorescéncia da CUR em diferentes solventes.
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Em solventes apolares, a curcumina exibe equilibrio ceto-endlico. Como a forma ceto €

menos polar que a forma enol, em solventes apolares a forma ceto pode ser estabilizada. Assim,

sua contribuicdo pode resultar em um deslocamento para o azul da banda espectral. Com o

aumento da polaridade do solvente, o equilibrio ceto-endlico é deslocado para o enol e a
estrutura espectral é sobreposta (PRI'YADARSINI, 2009).

Na Figura 19b, sdo apresentados os espectros de fluorescéncia que foram obtidos com

excitacdo em 420 nm. Os valores méximos de fluorescéncia foram 535, 545 e 505 nm para o

etanol, metanol e acetona, respectivamente.

Nos espectros de emissdo, observou-se aumento nas intensidades de fluorescéncia e

deslocamentos para o azul a medida que a polaridade dos solventes diminuiu, confirmando a

influéncia da natureza dos solventes sobre a curcumina. A acetona, por ser mais apolar,

consegue estabilizar mais eficientemente as moléculas na forma ceto e com isso o perfil
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espectral e 0 méaximo de fluorescéncia obtidos para este solvente sdo os mais deslocados para
0 azul dentre os utilizados.

Estudos fotofisicos da CUR em diversos tipos de solventes sdo reportados na literatura
(PRIYADARSINI, 2009). Vibracdes para fora do plano da molécula excitada na forma cis-enol
resultam em deslocamentos vistos nos espectros de absorcéo e fluorescéncia. Em solventes
apolares, a estrutura da CUR tem certa rigidez devido a ligacéo de hidrogénio do isémero enol,
assim esse solvente promove minimo deslocamento de Stokes.

Nos solventes doadores e receptores de ligacdo de hidrogénio, como alcoois, mudancas
conformacionais podem ser induzidas pela ligagdo de hidrogénio da curcumina e aumentar
ainda mais as vibrac6es para fora do plano. O grupo ceto pode interagir com solventes doadores
de ligacdo de hidrogénio, enquanto que os protons endlicos interagem com solventes receptores.
Como os alcoois fazem ambos os papeis, recebem e doam ligacdes de hidrogénio, sdo capazes
de causarem maiores deslocamentos de Stokes levando ao alargamento do espectro
(PRIYADARSINI, 2009).

4.4 INTERACAO DA CURCUMINA COM QC E QM

Os espectros de absorgdo e emissio de fluorescéncia da CUR (2,5x10° mol L) em solugéo
aquosa tamponante de &cido acético/acetato de sddio (0,3 mol L™/0,2 mol L e pH 4,5), QC
0,05 g/L e QM 0,005, 0,01, 0,025 e 0,05 g/L sdo apresentados nas Figuras 20 a e b,
respectivamente. Nestas condicdes, na Figura 20a, foram obtidas bandas caracteristicas com

comprimento de onda méaximo de absorcdo em aproximadamente 420-425 nm.
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Figura 20: a) Espectro de UV-Vis e de b) fluorescéncia da CUR em solucdo aquosa e em quitosanas.
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O espectro de absorcao eletrénica da curcumina apresentou uma banda intensa e alargada
na regido do visivel devido ao seu sistema aromatico estendido. As transicdes eletronicas na
faixa 420-425 nm sao do tipo n—n* provenientes da forma endlica em solugao (ZSILA et al.,
2003; BORUAH et al., 2012). Foi possivel ainda observar um ombro em 360 nm relacionado a
forma ceto (BORUAH et al., 2012).

Nos espectros de absor¢do da CUR/QM percebe-se a diminuicéo da intensidade das bandas
a medida que a concentracdo de QM aumenta, acompanhado de deslocamento hipsocrémico e
formacdo de um ombro em 360 nm indicando que a QM esta estabilizando as moléculas da
CUR na forma ceto. Ademais, em concentracdes de QM acima de 0,011 g L%, a mesma se
encontra agregada, podendo incorporar a molécula de CUR na porc¢éo hidrofébica.

Esses resultados estdo de acordo com espectros de absorbancia da CUR obtidos em
diferentes solventes, onde foi observado diminuicdo da banda na regido de 420 nm e
deslocamento para o azul com diminuicao da polaridade do solvente. O equilibrio tautomérico
da CUR é deslocado para a forma ceto em solventes apolares.

Os espectros de emissdo de fluorescéncia (Figura 20b) apresentaram uma banda em
555 nm na CUR em solugdo tamponante, QC e em baixas concentracdes de QM. Com o
aumento da concentracdo de QM (QM= 0,05 g/L, acima da CAC), ocorre o deslocamento da
banda do espectro de fluorescéncia para 545 nm.

Esses resultados corroboram os resultados de fluorescéncia obtidos para CUR em funcéo
da polaridade do solvente. Em solventes de carater mais apolar, o espectro de fluorescéncia da

CUR exibiu menor deslocamento de Stokes. A presenca dos grupamentos DD na QM promove
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a formacdo de ambientes hidrofébicos que podem envolver as moléculas do cromoforo,
fornecendo maior estabilidade.

WANG et al. (2006) obtiveram resultados semelhantes estudando a interacdo da CUR e
micelas i0nicas. Nesse sistema também houve deslocamento espectral para o azul em relacdo
as micelas neutras também analisadas, indicando que as diferencas na energia interfacial
hidrocarboneto/agua e no volume interfacial nas estruturas dos agregados possibilitaram que o
corante se alocasse em sitios apolares.

E possivel notar que, no caso da CUR em QC, as caracteristicas espectrais sdo semelhantes
as da CUR em solucdo tamponante, indicando que a formacdo dos ambientes hidrofébicos é
peculiar a QM. A QC ndo sofre agregacdo nesta concentracao.

45 RENDIMENTO QUANTICO DE FLUORESCENCIA DA CURCUMINA EM
SOLVENTES ORGANICOS, QC E QM

O rendimento quantico de fluorescéncia da CUR foi determinado por meio da Equacéo 2,
em solucdo aquosa tamponante de acido acético/acetato de sddio (0,3 mol L/0,2 mol L™ e pH
45),QC0,05¢g L% QMO0,01gL? QM 0,059 L™*eem solventes organicos. A riboflavina foi
utilizada como padréo de fluorescéncia para determinacdo de todos os rendimentos quanticos
de fluorescéncia (Figura 21) (®rip= 0,3) (KOZIOL, 1966).

Figura 21: Espectros de absorcéo e fluorescéncia da riboflavina em etanol (Aexc= 420 nm).
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Os valores de ®r obtidos sdo apresentados na tabela 4.
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Tabela 4: Valores de rendimento quantico de fluorescéncia (®g) para a CUR em diferentes meios
(Aexc= 420 nm).

Solventes Or

Tampdo pH 4,5 6,0x10“ + 0,2x10*
QC 0,05 g/L 6,0x10*+ 0,3x10™
QMO0,01 g/L  1,3x10°+0,1x10°
QM0,05 g/L  2,3x10°+0,2x107

Etanol 1,0x10" + 0,03x10t
Metanol 3,3x102 + 0,1x10%2
Acetona 3,0x101+ 0,1x101

O valor de rendimento quantico obtido para CUR, em 0,05 g L™t de QM, foi maior que para
CUR nas outras solugdes de quitosanas. Essa concentracdo de QM corresponde a sua forma
agregada, acima da CAC, onde estdo presentes ambientes mais hidrofébicos para CUR. Dentre
0s solventes usados, o0 maior valor de rendimento quéantico foi para CUR em acetona, 0 que esta
de acordo com os resultados da literatura (PRI'YADARSINI, 2009).

Ambientes macromoleculares hidrofobicos tém sido relatados como intensificadores da
emissdo da CUR. Testes realizados com quitosana de média massa molecular em solucéo
tamponante fisioldgica por BORUAH et al. (2012), mostraram que a fluorescéncia aumentava
sob maiores quantidades de polimero, e atribuiu isto a ligacdo entre o corante e a quitosana. As
regides hidrofdbicas sdo responsaveis por proteger a curcumina da supressdo de fluorescéncia
causada pela agua. BONG (2000) atribuiu a baixissima fluorescéncia da CUR em solucdes
aquosas organicas a formacgdo de um complexo de transferéncia de carga ndo fluorescente e
estavel entre a curcumina e a dgua (curcumina-"HO").

Outro fator que pode ser responsavel pelo aumento na intensidade de emissdo da CUR em
ambientes macromoleculares ¢ o aumento da rigidez da solugdo, que pode limitar os
movimentos do corante e diminuir a perda de energia na forma de calor (vibragdes).

O rendimento quéntico de fluorescéncia em solventes organicos é maior em relagdo aos
outros meios, devido, em parte, a maior solubilidade da CUR. Entretanto, em solventes proticos

como etanol e metanol, os valores ndo séo tao significativos devido as propriedades doadoras e
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receptoras da ligacdo de hidrogénio. Estas caracteristicas promovem perturbagdes as moléculas
excitadas da CUR, interferindo diretamente na sua fluorescéncia (PRI'YADARSINI, 2009).

Quando a curcumina em seu estado fundamental (forma cis-enol) é submetida a excitacao,
ela é promovida para o estado de transferéncia de carga intramolecular (TCI), em que a
densidade do elétron é transferida do grupo fenil o-metdxi para a porgdo diceto, se tornando
mais polar.

A partir dai ela pode passar por uma transferéncia de préton e assumir outro estado
energético (solvatacdo, isomerizacdo cis-trans e a transferéncia intramolecular de prétons no
estado excitado), ser influenciada pelo solvente e sofrer conversbes para outras formas
tautoméricas. O decaimento do estado excitado acontece predominantemente por processos ndo
radiativos, principalmente por processo de transferéncia de prétons no estado excitado intra- e
intermolecular, enquanto o cruzamento intersistema e transformacdes radiativas séo
responsaveis por caminhos menos eficientes; os baixos valores de rendimento quéntico de
fluorescéncia confirmam isso. De maneira geral, a fotofisica do estado excitado da CUR é
influenciada de forma complexa pela polaridade, propriedades doadoras e receptoras de ligacéo
de hidrogénio e natureza da ligagdo n dos solventes (PRI'YADARSINI, 2009).

4.6 ESTABILIDADE DA CURCUMINA EM QC E QM

A estabilidade da CUR foi analisada a partir dos espectros de absorcdo e fluorescéncia em

diferentes meios em funcéo do tempo (Figura 22).
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Figura 22: Espectros de UV-Vis e fluorescéncia da CUR 2,5 x 10° mol L em a e b) solucdo tampéo
pH 45;ced) QC 005g L% ef)QM 0,006 gL* geh) QM 0,01 g L% iej) QM 0,05 g LY,
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A partir dos espectros de UV-Vis percebe-se que a intensidade de absorbancia diminuiu
com o tempo para todas as amostras. Esta diminuicdo pode ser atribuida a degradacdo da CUR,
gue em agua sofre hidrolise produzindo substancias como: o trans-6-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-
2,4-dioxo-5-hexenal, metano ferulico, aldeido ferdlico, &cido ferdlico e vanilina (MIRZAEE et
al., 2014).

Em 500 min, a porcentagem de degradacdo da CUR foi de 96% em tampéo, 71% em QC
0,05 g L™, 93% em QM 0,005 g L, 60% em QM 0,01 g L™* e 30 % em QM 0,05g L. E
possivel notar que a porcentagem de degradacdo da CUR em QM 0,05 g L (concentragio
acima da CAC) foi menor em comparacdo a degradacdo da CUR nos outros meios. Portanto,
estes resultados indicam que a QM acima da CAC, em sua forma agregada, é capaz de proteger

a molécula do corante dos efeitos da agua.
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Nos espectros de fluorescéncia também é possivel verificar maior estabilidade da CUR na
presenca de QM 0,05 g L (concentragdo acima da CAC). Esta amostra apresentou menor

variacdo de intensidade de fluorescéncia com o passar do tempo, além de maior intensidade.

Figura 23: Decaimento dependente do tempo da CUR 2,5 x 10° mol L™ nos tempos iniciais em tampéo
pH 4,5, QC0,05gL:,QM0,01gLteQM0,05¢g L™ (A=420nm).
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Na Figura 23 é apresentado o processo de degradacdo da CUR no comprimento de onda
maximo de absorcao (420 nm) em funcao do tempo até 500 min, no qual é visto que a CUR em
tampé&o pH 4,5 degrada mais rapidamente, seguida da CUR em QC. A CUR na presencga de QM
degrada até aproximadamente 100 min, e apds esse tempo se manteve constante. Na
concentracdo de QM 0,05 g Lt (concentragdo acima da CAC) apresentou a maior estabilidade
com menor variagdo da absorbancia com o tempo.

Desta forma, é possivel destacar que a quitosana anfifilica, em concentra¢fes acima da
CAC, favorece a estabilizacdo das propriedades do corante curcumina por meio de um ambiente
mais hidrofébico proporcionado pelas interagdes inter- e intramoleculares.

Resultados semelhantes foram obtidos em estudos envolvendo CUR e argilas realizados
neste grupo de Fotoquimica. A estabilidade da curcumina foi aumentada em presenca de argilas
(sistemas CUR/laponita e CUR/SWYy-2) quando comparado com solugGes aquosas
(GONCALVES et al.,, 2017). A argila laponita apresentou os melhores resultados de

estabilidade devido a sua maior capacidade de esfoliag&o.



55

5 CONCLUSAO

O derivado anfifilico de quitosana (QM) foi obtido com éxito por meio da rota sintética
utilizada. Os grupos hidrofilicos DEAE e hidrofobicos dodecila foram substituidos em 49% e
17%, respectivamente, conforme resultado obtido por meio da técnica de *H RMN. Medidas de
FTIR-ATR confirmaram estas substituicoes.

A determinacgdo da Concentragdo de Agregacao Critica mostrou que o polimero sintetizado
possui a capacidade de se autoassociar em solucéo aquosa devido as interac@es intermoleculares
adicionais proporcionadas pelos grupos dodecila.

A avaliacdo espectroscopica no UV-Vis revelou que concentragdes crescentes de QM
estabilizaram o isdmero ceto da curcumina, provocando deslocamento para o azul no espectro.
Além disso, a absor¢do em 420 nm foi reduzida com o aparecimento simultaneo de um ombro
em 360 nm.

As maiores concentragdes de QM tambem causaram maiores intensidades de fluorescéncia
da curcumina com simultaneos deslocamentos para o azul, confirmando a estabilizacdo do
isbmero ceto.

Da mesma maneira, os valores de rendimento quantico de fluorescéncia também
demonstraram relacdo direta com o aumento da concentracdo do polimero sintetizado.

O comportamento da curcumina nos solventes organicos estudados corroboram os sistemas
poliméricos de quitosana modificada. Quanto menor a polaridade do solvente, mais deslocado
para comprimentos de ondas menores foi o espectro de fluorescéncia, concomitante de maiores
intensidades de emissao, revelando a estabilizacdo do isdbmero ceto.

Nas andlises de degradacdo observou-se que a degradacdo foi reduzida em QC, se
comparado com a curcumina em tampao. Isto pode estar relacionado as ligacdes de hidrogénio
entre a quitosana e o corante. A estabilizacdo foi mais significativa na QM em concentracdo
acima da CAC, onde ocorre o aprisionamento da molécula de curcumina protegendo-a do meio
aquoso.

Os grupamentos dodecila inseridos na cadeia da quitosana evidenciaram a importancia da
modificacdo desse polimero, de modo que, propriedades inerentes ou ndo a molécula, possam
ser melhoradas.

Dessa forma, os dados obtidos fornecem bases para a compreensao das propriedades fisico-
quimicas da curcumina na presenca de quitosana modificada. Estudos futuros mais

aprofundados podem contribuir para viabilizar o uso da curcumina mais eficientemente, ou seja,
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mais estabilidade quimica e melhores resultados fotofisicos, utilizando as propriedades
bioldgicas de ambos os compostos sinergicamente.
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