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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi obter, caracterizar e explorar o potencial de 

derivados de alginato e seus blocos homopoliméricos (ácido a-L-GulAp e ácido p-D- 

ManAp) obtidos por hidrólise acida parcial funcionalizados com a inserção de um 

grupo propilazida por amidação usando carbodiimida/NHS como reagentes de 

acoplamento e 3-azidopropilamina previamente sintetizada. Os compostos 

funcionalizados ALG-N3, BG-N3 e BM-N3, foram caracterizados por IV e RMN, são 

compostos intermediários para reações de click chemistry do tipo cicloadição azido- 

alcino catalisada por cobre (I) CuAAC, (copper(l)-catalyzed alkyne-azide 

cycloaddition), essas reações são ferramentas altamente versáteis para a obtenção 

de derivados de interesse biotecnológico. Os compostos obtidos após a reação 

CuAAC entre o alginato e seus derivados funcionalizados e a propargilamina que 

possui um terminal amina e um terminal alcino em sua estrutura, reação catalisada 

por CuS04  e ácido ascórbico, os compostos obtidos ALG-NH2, BG-NH2 e BM-NH2 

foram caracterizados por RMN, os novos produtos foram avaliados a atividade 

antimicrobiana contra uma cepa ATCC 25922 de Escherichia coli confirmada 

mediante experimento microbiológico de concentração inibitória mínima (CIM), 

obtendo a concentração inibitória dos três compostos um valor de 5000 pg.mL'1, 

atividade biológica que 0 alginato e seus blocos homopoliméricos nativos não 

apresentaram.

Palabras-chave: alginato, gulurônico, manurônico, amidação, EDC, azida, click 
chemistry, CuAAC



ABSTRACT

This study aimed to obtain, characterize and explore the potential of functionalized 

alginate derivatives and their homopolymeric blocks (a-L-GulAp acid and p-D-ManAp 

acid) obtained by functionalized partial acid hydrolysis with the insertion of a 

propylazide by amidation using as carbodiimide/NHS as coupling reagents and 

previously synthesized 3-azidopropylamine. The functionalized compounds ALG-N3, 

BG-N3, and BM-N3, which were characterized by FTIR and NMR, are intermediate 

compounds for click chemistry reactions of azide-alkaline cycloaddition type catalyzed 

by copper (I) CuAAC, these reactions are highly versatile tools for obtaining derivatives 

of biotechnological interest. The compounds obtained after the CuAAC reaction 

between alginate and its functionalized derivatives with propargylamine which has an 

amine terminal and an alkaline terminal in its structure, the reaction catalyzed by 

CuS04  and ascorbic acid, the compounds obtained ALG-NH2, BG-NH2 and BM-NH2 

were characterized by NMR, the new products were evaluated for antimicrobial activity 

against an ATCC 25922 strain of Escherichia coli confirmed by microbiological 

experiment with minimum inhibitory concentration (MIC) obtaining the inhibitory 

concentration of the three compounds a value of 5000 mg.mL-1, biological activity that 

alginate and its native homopolymeric blocks did not have.

Keywords: alginate, guluronic, mannuronic, amidation, EDC, azida, click chemistry, 
CuAAC
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INTRODUÇÃO

Os alginatos são polissacarídeos que podem ser obtidos da parede celular de 

algas marrons (Phaeophyta) e de bactérias dos gêneros Azotobactere Pseudomonas. 

Os alginatos utilizados comercialmente são os obtidos de algas DRAGET; TAYLOR, 

2011; SZEKALSKA et al., 2016) (DRAGET; TAYLOR, 2011; SZEKALSKA et al.,

2016).

Na indústria alimentícia o alginato é utilizado para melhorar propriedades 

reológicas e na indústria farmacêutica o alginato de cálcio produz filmes que são 

usados como curativos de lesões. O alginato é utilizado para aplicações biomédicas 

porque é biocompatível, não tóxico, biodegradável e apresenta baixo custo 

(MCHUGH, 2003; CHING et a l„ 2017).

Muitos polissacarídeos apresentam propriedades biológicas, tais como 

antioxidantes, antitumoral, hipoglicêmico, imunomodulador e anticoagulante. Essas 

atividades dependem da estrutura química e conformação do polímero (XIAO et al. 

(2019).

Modificações químicas de polissacarídeos permitem obter novos derivados a 

partir de celulose, alginato, amido e quitosana, para obtenção de derivados com novas 

propriedades biológicas, como atividade antimicrobiana. Os métodos de modificação 

mais utilizados incluem sulfatação, carboximetilação, acetilação, W-acilação e 

fosforilação (CHEN; HUANG, 2018; LEE; MOONEY, 2012; MENG; EDGAR, 2016; 

XIAO et al., 2019).

Nesse contexto, tendo em vista a biodegradabilidade e a acessibilidade de 

polissacarídeos de algas marinhas, o presente trabalho explora o potencial do alginato 

para obtenção de derivados inéditos funcionalizados com grupo azida, que atuam 

como intermediários em reações de click chemistry do tipo CuAAC, cicloadição azido- 

alcino catalisada por cobre (I) (copper(l)-catalyzed alkyne-azide cycloaddition), sendo 

de alta versatilidade para obtenção de derivados de interesse biotecnológico.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

• Obter derivados de alginato funcionalizados com grupo azida, através de 

reação de amidação e utilizar os materiais obtidos para funcionalização 

utilizando click chemistry.

2.2 Objetivos Específicos

• Obter blocos homopoliméricos a partir de alginato comercial através de 

hidrólise parcial;

• Obter derivados de alginato e dos blocos homopoliméricos funcionalizados com 

grupo azida terminal através de reações de amidação;

• Obter derivados funcionalizados aminados através de reações de click 

chemistry;

• Caracterizar os compostos obtidos por Espectroscopia por Ressonância 

Magnética Nuclear (RMN) e Espectroscopia na região do Infravermelho (IV);

• Avaliar atividade antimicrobiana dos compostos obtidos.

O esquema 1 apresenta a estratégia para obtenção de alginato e seus blocos 

homopoliméricos funcionalizados.

ESQUEMA 1 - ESTRATÉGIA DE OBTENÇÃO DE DERIVADOS DE ALGINATO E DE BLOCOS 
HOMOPOLIMÉRICOS (BM E BG) FUNCIONALIZADOS

o . .cr
X

ALGINATO, 
BM ou BG

H ,N ' "Cl

NaN,

H ,N '

E D C /N H S

O^NH

ALGINATO, 
BM ou BG

NH,

n = n

O- NH

ác. ascórbico, CuS04
ALGINATO, 
BM ou BG

NH,

ALG
BM
BG

ALG-N3
BM-N3
BG-N3

ALG-NH2
BM-NH2
BG-NH2

EDC: 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida 
NHS: N-hidroxisuccinamida

Fonte: O autor (2020)
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA

3.1 Polissacarídeos de algas

Os polissacarídeos têm funções estruturais e de armazenamento nas algas, 

sendo os estruturais os mais explorados comercialmente, tais como: agarose, 

carragenanas e ácidos algínicos(MISURCOVÁ et al., 2015).

O teor de polissacarídeos em algas varia de 4 a 76% em peso seco. Dentre as 

espécies de algas que contêm maior teor de polissacarídeos estão as dos gêneros 

Ascophyllum, Porphyra, Palmaria e especialmente as espécies do gênero Uiva, que 

possuem mais de 65% em peso seco (USMAN et al., 2017).

A composição química dos polissacarídeos das algas varia de acordo com a 

espécie da alga, sua função estrutural, forma de cultivo, habitat e condições 

ambientais de crescimento, que refletem em suas propriedades (RAMAWAT; 

MÉRILLON, 2015).

O aumento no uso biotecnológico de polissacarídeos deve-se à tendência de 

substituir o uso de polímeros sintéticos por aqueles de origem natural (ARAD; LEVY- 

ONTMAN, 2010).

A vantagem dos polissacarídeos em comparação com os polímeros sintéticos 

existentes é a sua não toxicidade, baixo custo e biodegradabilidade (KUMAR et al.,

2017).

3.2 Alginato

Os alginatos são polissacarídeos obtidos a partir de algas marrons 

(Phaeophyta), sendo constituintes da parede celular, e de bactérias dos gêneros 

Azotobactere Pseudomonas, os quais apresentaram grupos acetila em sua estrutura. 

Os alginatos comerciais são extraídos principalmente de algas dos gêneros 

Ascophyllum nodosum, Laminaria spp, Lessonia nigrescens, Ecklonia maxima, 

Macrocystis pyrifera e Durvillea antartíca, com tratamento alcalino e posterior 

precipitação com cloreto de sódio ou cálcio para obtenção do correspondente sal de 

alginato. O alginato constitui entre 18% a 40% do peso seco das algas marrons 

(BEMILLER, 2018, SZEKALSKA et al., 2016).

Os alginatos são copolímeros lineares formados por unidades 4-ligadas de 

ácido p-D-manurônico (ManAp) (M), na conformação 4Ci, e de ácido a-L-gulurônico
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(GulAp) (G), na conformação 1C4 (Figura 1A) (BEMILLER, 1996; FENORADOSOA et 

al., 2010).

Estes monossacarídeos são arranjados em blocos homopoliméricos (M ou G) 

ou heteropoliméricos alternados (MGMG) (Figura 1B) (HAUG; LARSEN, 1966).
FIGURA 1- ESTRUTURA QUÍMICA DO ALGINATO

ácido p-D-ManAp (M) ácido a-L-GulAp (G)

B) z z x f
"OOC OH

M M M

Fonte: O autor (2020)

A composição do alginato depende da espécie, localização geográfica, época 

de coleta e das partes das algas de que é extraído. A relação entre blocos M e G  

(razão M/G) pode variar e assim resultar em poliurônideos com propriedade físico- 

químicas diferenciadas (LEAL et al., 2008; YANG et al., 2011). Por exemplo, géis 

formados por alginatos que possuem alto teor de ácido GulAp possuem melhores 

propriedades mecânicas, pois a presença de ácido GulAp permite formação de “egg 

box” (figura 2) com cátions divalentes (p. ex. Ca2+), originando um gel com maior 

rigidez quando comparado aos géis de alginato com alto teor de ácido manurônico 

(BEMILLER, 1996; DRAGET, TAYLOR; 2011; FENORADOSOA et al., 2010; LEE, 

MOONEY, DAVID; 2012).
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FIGURA 2 MODELO CAIXA DE OVOS
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Fonte: O autor (2020)

A Tabela 1 mostra as proporções de ácidos ManAp e GulAp de alginatos 

produzidos por diferentes espécies de algas, calculadas por experimentos de 

ressonância magnética nuclear de alta resolução 1H (RMN), onde G representa a 

porcentagem total de ácido GulAp Bg indica a porcentagem de blocos constituídos 

apenas por ácido GulAp, M é a  porcentagem total de ácido ManAp, Bm representa a 

porcentagem do blocos contendo somente ácido ManAp e Bgm representa a 

porcentagem de alginato contendo blocos heteropoliméricos constituídos por ácido 

GulAp e ManAp (STEPHEN; PHILLIPS, 2016).

TABELA 1 - AVALIAÇÃO QUANTITATIVA (%) DE ÁCIDO GULURÔNICO E MANURÔNICO DE

ALGINATOS DE DIFERENTES ALGAS

FONTE G M B g B m B gm

Laminaria longicruris 33 67 23 57 10

L.japonica 35 65 18 48 17

L. digitata 41 59 25 43 16

L. saccharína

Folha nova 35 65 25 55 10

Folha velha 46 54 32 40 14

L. basilinsis
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Folha 53 47 33 27 20

Estipe 54 46 31 23 23

L. hyperborea

Folha 55 45 38 28 17

Estipe 68 32 56 20 12

Outro corte 75 25 66 16 09

Saccorhiza polyschides

Folha 58 42 46 30 12

Estipe 49 51 34 36 15

Lessonia nigrescens 38 62 19 43 19

Ecklonia maxima 45 55 22 32 32

Macrocystis pyrífera 39 61 16 38 23

Egrégia laevigata 43 57 26 40 17

Eisenia bicyclis 38 62 25 49 13

Durvillea antarctica 29 71 15 57 14

Ascophyllum nodosum

Receptáculo 10 90 04 84 06

Tecido velho 36 64 16 44 20

Hormosira bnaksii 39 61 35 57 04

Himanthalia elongata 39 61 21 43 18

Dictyosiphon foeniculaceus 67 33 61 27 06

Elachista fuicola 78 22 68 12 10

Scytosiphon lomentaria 50 50 41 41 09

Fonte: Adaptado de Stephen; Phillips, 2016

3.3 Aplicações do alginato

A produção global anual de alginato é estimada em 26.500 toneladas, 

correspondentes à 126.500 toneladas de algas. O alginato é extensivamente utilizado 

na indústria têxtil, alimentícia, farmacêutica e médica, produzindo uma receita anual 

de 214 milhões de dólares (FERNANDO et a l„ 2019; MCHUGH, 2003).

As principais propriedades do alginato que são exploradas pela indústria são a 

sua capacidade de aumentar a viscosidade das soluções aquosas e de formar géis e 

filmes na presença de íons cálcio (MCHUGH, 2003).

Apesar de ter um maior custo quando comparado ao amido, na indústria têxtil 

o alginato é utilizado como espessante de tinta para aumentar o rendimento no 

processo de tingimento de tecidos, pois não reage com corantes e sai facilmente com 

lavagem (SOSTAR TURK; SCHNEIDER, 2000).
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A propriedade espessante do alginato é extensivamente explorada na indústria 

alimentícia na preparação de molhos, xaropes e coberturas de sorvetes, em emulsões 

água-óleo, como maionese e molhos para saladas, a adição de alginato como aditivo 

ajuda a não separar a mistura. Ainda, o alginato melhora a textura, o corpo e o brilho 

desses produtos, evitando que haja precipitação em produtos como iogurtes, 

achocolatados e cremes (MCHUGH, 2003).

O alginato de cálcio na forma de filme é utilizado como revestimento para a 

conservação de peixes congelados, impedindo a oxidação espontânea do mesmo 

quando em contato com o ar. A carne, por outro lado, é coberta por filmes de alginato 

para evitar a contaminação bacteriana, sendo também de fácil remoção (STEPHEN; 

PHILLIPS, 2016).

Nas indústrias química e bioquímica, o alginato é utilizado como matriz de 

imobilização para a biocatálise como, por exemplo, de enzimas utilizadas para a 

produção de glicose a partir da frutose e a conversão de amido em etanol (GAO et al., 

2016; ILLANES, 2011; MCHUGH, 2003).

Na área da saúde, a propriedade de formação de filmes é explorada na 

obtenção de membranas para uso como curativos de lesões cutâneas, ajudando a 

melhorar o tempo de cicatrização e evitando a infecção. Entre os produtos disponíveis 

comercialmente estão o AlgiDERM® e o Sorban®, que são capazes de absorver 

exsudato em até 20 vezes o seu peso (RINAUDO, 2006). Ainda, pode ser utilizado 

como biomaterial na engenharia de tecidos, devido à sua biocompatibilidade e 

capacidade de formação de hidrogéis, microesferas, microcápsulas, esponjas, 

espuma e fibras, bem como à sua biodegradabilidade e resistência mecânica. Na 

literatura encontram-se vários exemplos, como o uso de alginato para o 

encapsulamento de fatores de crescimento, como BMP-2 (Bone Morphogenetic 

Proteins) e RGD (Arginina-Glicina-Ácido Aspártico), com melhora na regeneração do 

tecido ósseo (VENKATESAN et al., 2015).

Quanto à sua atividade biológica, dentre as diversas já reportadas, uma delas 

é a atividade antitumoral contra células RAW264.7, linhagem de macrófagos de 

camundongos que induzem a produção de TNF-a (fator de necrose tumoral). Nesse 

estudo, foi observada uma atividade dependente da massa molecular bem como da 

razão M/G (UENO; ODA, 2014). A atividade antitumoral contra sarcoma 180, células 

de Ehrlich e carcinoma IMC em camundongos de alginatos extraídos de algas marrons
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das espécies Sargassum fulvellum e Sargassum kjellma nianum, foi relacionada com 

alta percentagem de ácido manurônico (KHOTIMCHENKO, 2010).

3.4 Modificações químicas de polissacarídeos

As diferentes atividades biológicas que os polissacarídeos podem apresentar 

estão diretamente relacionadas com a estrutura química, conformação e massa 

molecular dos mesmos (LEE et al., 2012). Por exemplo, no trabalho de Ferreira et al. 

(2019), foram avaliadas a atividade hemolítica, proteolítica e hemorrágica de agaranas 

sulfatadas extraídas da alga vermelha Laurencia dendroidea, apresentando potencial 

atividade contra o veneno de serpentes Lachesis muta e Bothropsjararaca.

Os polissacarídeos que têm baixa ou nenhuma atividade biológica podem ser 

funcionalizados por modificações químicas para introduzir, amplificar ou modificar 

uma bioatividade, o que permite obter novos derivados a partir de diversos polímeros 

como celulose, amido, quitosana e alginato (GOPINATH et al., 2018; MENG; EDGAR, 

2016). Como exemplo, carragenanas extraídas das algas vermelhas Kappaphycus 

alvarezzi, Gigartina skottsbergii e Eucheuma denticulatum foram submetidas a 

modificação química por oxidação seletiva usando W-oxil-2 ,2 ,6 ,6 -tetrametilpiperidina 

e ácido tricloroisocianúrico. Após esta modificação, as carragenanas apresentaram 

potencialização na atividade anticoagulante (DOS SANTOS-FIDENCIO et al., 2019).

Polissacarídeos são extensivamente estudados e modificados para gerar 

novas propriedades como: liberação controlada gde medicamentos (GUPTA et al., 

2012), obtenção de materiais biomédicos (DALHEIM et al., 2016) e curativos de 

feridas (BALDWIN; KIICK, 2010). Além disto, polissacarídeos modificados podem 

apresentar atividades antioxidante (WANG et al., 2008), antimicrobiana (SALEM et al., 

2019), antiviral (MENDES et al., 2014), e anticoagulante (DE ARAÚJO et al., 2013). 

Outro aspecto importante é a utilização para formação de nanogéis e hidrogéis com 

propriedades adequadas para uma aplicação específica desejada (MENG; EDGAR, 

2016).

As modificações químicas mais utilizadas para obtenção de novos derivados 

de polissacarídeos são: sulfatação, acetilação, aminação, esta última modificação 

serve para criar polissacarídeos com terminal azida precursores realizar reações click 

chimestry de tipo ciclo adição azida-acilo (CuAAC).
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3.4.1 Sulfatação

A sulfatação química de polissacarídeos é utilizada para aumentar a 

solubilidade em água e gerar produtos com novas atividades biológicas, como 

antitumoral e anticoagulante (BEDINI et al., 2017; XIAO et al., 2019).

Diversos estudos mostram que os polissacarídeos sulfatados podem 

potencializar a característica imunomoduladora do mesmo. Dentre os métodos de 

sulfatação mais comuns está o de Wolfrom (método ácido clorossulfônico-piridina) 

(CHEN; HUANG, 2018).

As frações polissacarídicas contendo fucose, ramnose, arabinose, galactose, 

glicose e xilose, obtidas da alga parda Sargassum pallidum, após sulfatação química 

com ácido clorossulfónico piridina (CSA-Pir), apresentaram propriedades 

antioxidantes e potencialização da atividade hipoglicêmica em comparação com o 

polissacarídeo nativo (XIAO et al., 2019).

Polissacarídeos naturalmente sulfatados como a heparina possuem atividade 

anticoagulante. Polissacarídeos sulfatados quimicamente, como o alginato de sódio, 

por meio do ácido clorossulfónico em formamida, também apresentaram atividade 

anticoagulante com concentração de 16,7pg/mL em testes de TTPA (Tempo de 

tromboplastina parcial ativada) in vitro (RONGHUA et al., 2003).

A ulvana obtida da alga verde Uiva pertusa é um polissacarídeo que apresenta 

grupos sulfato em sua estrutura nativa. Esse polissacarídeo foi submetido à sulfatação 

química utilizando óxido sulfúrico/dimetilformamida (SO3/DMF) e sua atividade 

antioxidante foi testada em comparação à ulvana nativa. A atividade antioxidante foi 

potencializada nas frações que apresentaram 30,8 e 32,8% de sulfato na sua estrutura 

(Ql et al., 2005). Ulvanas extraídas de alga verde Ulvana fasciata por extração aquosa, 

foram modificadas por reações de oxidação com periodato de sódio, reduzidas por 

borohidrato de sódio e subsequentemente sulfatadas quimicamente pelo complexo de 

piridina enxofre. Após a modificação, a atividade anticoagulante in vitro foi avaliada 

por meio do teste de tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA), que mostrou 

que as ulvanas modificadas apresentaram melhor atividade que a fração nativa 

(ALVES, 2019; DE CARVALHO et al., 2018).
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3.4.2 Acetilação

A acetilação modifica a solubilidade em água dos polímeros, sendo uma 

propriedade para atividade biológica. Os agentes de acilação mais utilizados são ácido 

acético e anidrido acético em solventes orgânicos (CHEN; HUANG, 2018).

Como exemplo, ulvanas extraídas da alga Uiva pertusa foram quimicamente 

acetiladas utilizando W,W-dimetilacetamida (DMAc), obtendo-se substituição nos 

carbonos C-2 e C-3 da ulvana nativa. Após essa modificação, a atividade anti 

hiperlipidêmica foi avaliada in vivo, sendo que as ulvanas acetiladas apresentaram 

maior diminuição de colesterol no sangue em comparação com as ulvanas nativas (Ql 

etal., 2012).

A atividade antioxidante de carragenanas nativas e carragenanas 

quimicamente acetiladas com anidrido acético em dimetilformamida foi avaliada pelo 

método do 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), demonstrando a maior atividade das 

carragenanas acetiladas (YUAN et al., 2005).

3.4.3 Aminação

Polissacarídeos aminados, nativos e modificados quimicamente (seja por 

reações de aminação ou inserção de grupos amino por outras estratégias), vêm sendo 

estudados para utilização como agente antimicrobiano. A quitosana, um 

polissacarídeo naturalmente aminado, inibe o crescimento de várias bactérias e 

fungos, possui poder antibacteriano de amplo espectro e tem baixa toxicidade em 

células de mamíferos (VENKATRAMAN, 2018).

Existem três mecanismos propostos que explica o poder antibacteriano dos 

polissacarídeos aminados: a interação com as cargas negativas da superfície celular, 

produzindo permeabilidade na parede do microrganismo, quelação de metais 

desestabilizando as paredes microbianas e a interação com DNA bacteriano. Dessa 

forma, percebe-se a influência da presença de grupos amino para atividade 

antimicrobiana de polissacarídeos (ARORA et al., 2016; SUDARSHAN et al., 1992).

A atividade antibacteriana de derivados de quitosana após inserção de grupos 

amino foi avaliada e observou-se melhor atividade nos derivados que possuem maior 

grau de substituição na estrutura, aumentando a carga catiônica natural do 

polissacarídeo nativo e, assim, melhorando a interação com as cargas negativas das 

paredes dos microrganismos (MOHY ELDIN et al., 2012).
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Uma xiloglucana extraída de tamarindo e funcionalizada com grupos amino, 

apresentou maior atividade antimicrobiana comparando-a com quitosana, mostrando 

inibição do crescimento de bactérias na concentração de 1% (SIMI; ABRAHAM, 2010).

3.4.4 Amidação

Um dos grupos funcionais mais reativos no polissacarídeos é o grupamento 

ácido carboxílico, que permite modificação química sem técnicas de 

proteção/desproteção. Uma das estratégias mais utilizadas é a amidação 

(CHHATBAR et al., 2011; MENG e EDGAR, 2016; PAWAR e EDGAR, 2013; 

SCHANTÉ et a l„ 2011; TAUBNER et a l„ 2017).

Estas transformações químicas referem-se ao processo pelo qual uma amida 

é formada na estrutura do polissacarídeo. Entre as técnicas de amidação 

polissacarídica, pode-se descrever a reação utilizando carbodiimida que tem sido 

extensivamente estudada. Esta reação esterifica os grupos carboxila do 

polissacarídeo com 1-etil-3(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) introduzindo os 

grupos amidas ao polissacarídeo (Figura 3) (CUMPSTEY, 2013; FERNANDO et al., 

2019; TAUBNER et al., 2017). Esta reação inicia com a ionização do carboxila ( 1 ) ea  

protonação da carbodiimida formando um intermediário O-acilisouréia que é instável 

(2). Esse intermediário pode sofrer rearranjo formando o subproduto W-aciluréia (6) ou 

ainda pode se converter na forma protonada e posteriormente em amida (3), com o 

ataque de uma amina primária (SCHANTÉ et al., 2011).

A O-acilisoureia (2) também pode ser atacada por outro grupo carboxila, sofrer 

um ataque de uma amina e produzir ureia (4) como subproduto (COLODI, 2017). Um 

meio ligeiramente ácido é necessário para a protonação do EDC. A formação do 

subproduto /V-aciluréia não é desejável, uma vez que não forma ligação amida, 

gerando baixo desempenho da reação (BULPITT; AESCHLIMANN, 1999).
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FIGURA 3 - MECANISMO DE REAÇÃO COM CARBODIIMIDA (EDO)
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Para melhorar a reatividade e diminuir o rearranjo da O-acilisouréia na reação 

de amidação por EDC, é adicionado ao sistema de acoplamento N- 

hidroxissuccinimida (NHS), que gera um grupamento éster que promove a formação 

da ligação amida entre uma carboxila e uma amina primária (Figura 4). Para controlar 

o ataque de prótons na O-acilisouréia formada, é utilizado um tampão que mantém o 

pH ácido, como o tampão de ácido 2-(W-morfolino)-etanossulfônico (MES), sendo 

usado quando o NHS é adicionado ao sistema de reação (DARR; CALABRO, 2009; 

SEHGAL; VIJAY, 1994).

A reação de acoplamento por carbodiimida pode ser usada para obter hidrogéis 

por reticulação entre diferentes polissacarídeos, os quais possuem aplicações na área 

de regeneração de tecidos e cicatrização de feridas (FERNANDO et al., 2019; PARK 

etal., 2017).

Reações de amidação em uma p-glucana extraída de Avena sativa levaram à 

um polímero com atividade antimicrobiana potencializada contra Escherichia coli e 

Bacillus subtilis, quando comparados com o polissacarídeo nativo (SHIN et al., 2005).

O pululano e um polissacarídeo produzido pelo fungo Aureobasidium pullulans, 

após submetido à reação de amidação por EDC com aminoguaiacol, também
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apresentou alta atividade antimicrobiana contra Staphyloccocus aureus, avaliada com 

diferentes graus de amidação (KOUASSI et al., 2017).

FIGURA 4 -  ESQUEMA DE REAÇÃO EDC/NHS

amida
NHS-ester

Fonte: Adaptada Park et al., 2015

3.4.5 Click chemistry

Sharpless e colaboradores definiram reações click como um conjunto de 

reações que geram produtos que podem ser removidos por métodos não 

cromatográficos, estereoespecíficos, sendo fáceis de executar e que requerem 

solvente menos tóxico e de fácil remoção, tal como água. Esse tipo de reação tem 

sido utilizada em várias sínteses orgânicas e de carboidratos (HEIN et al., 2008; KOLB 

et al., 2001; KRITCHENKOV; SKORIK, 2017; LEOPHAIRATANA et al., 2018).

As reações click mais utilizadas são as reações de cicloadição de azida-alcino 

catalisada por cobre (CuAAC - Cu(l)-Catalyzed azide-alkyne cycloaddition). Estas 

reações são conhecidas pela formação de 1,2,3-triazóis (Figura 5), ao contrário das 

reações de click de Huisgen, que não são seletivas e produzem substituição de1 , 4e  

1,5-triazóis (BINDER; SACHSENHOFER, 2007; LIANG; ASTRUC, 2011).
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FIGURA 5 - ESQUEMA DE REAÇÃO CuAAC
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Fonte: Modificada de Haldón et al. (2015)

O papel do Cu1 como catalisador contribui para a regiosseletividade da reação de 

CuAAC em 1,4 (Figura 6). O Cu1 é obtido por catálise prévia de um sal de Cu11, 

geralmente CuS04, e o ácido ascórbico é usado como agente redutor (MENG; 

EDGAR, 2016).

FIGURA 6 - MECANISMO DE REAÇÃO CLICK CuAAC

Fonte: B. T. Worell e ta l (2013)

A inserção de um grupo azida em inulina, com posterior reação de click CuAAC 

para inserção de grupo amina terminal livre, demonstrou-se eficaz para a produção 

de derivados com atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus (DONG et 

al., 2014). Ainda, foi reportado que polissacarídeos modificados por reações click 

obtêm ou melhoram a atividade biológica como antimicrobianos e antifúngicos em 

comparação com os polissacarídeos nativos (PETROVA et al. 2015;TAN et al., 2017).

3.5 Modificações químicas de alginato
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Várias modificações químicas do alginato fornecem novas propriedades 

gelificantes, solubilidade e características mecânicas de seus hidrogéis em 

comparação com o alginato nativo, expandindo suas aplicações em biomedicina 

(PAWAR; EDGAR, 2013).

O alginato, por ser um polissacarídeo constituído apenas por ácidos urônicos, 

é um excelente modelo para realização de modificações químicas. Alginato sulfatado 

quimicamente através de reação com bissulfito de sódio e nitrito de sódio, apresentou 

atividade anticoagulante em teste de APTT in vitro, com tempo de coagulação de 27s 

na concentração de 75g/mL de polissacarídeo modificado (FAN et al., 2011).

A heparina é um polissacarídeo sulfatado e possui atividade anticoagulante. 

Ronghua et al. (2003) realizaram uma sulfatação química usando o sistema 

HCISOs/formamida para avaliar a atividade anticoagulante in vitro do alginato 

modificado e seus derivados quaternizados com cloreto-3-epoxipropiltrimetilamônio 

em diferentes concentrações, obtendo diferentes produtos, aquele com melhor 

atividade anticoagulante nos testes APTT foi de 226s com uma concentração de 16,7 

ug/mL, valor que diminuiu em comparação com o alginato sulfatado na mesma 

concentração (ARLOV; SKJÂK- BRÆK, 2017).

A acetilação do alginato tem sido usada para comparar com o alginato de 

origem bacteriana que possui grupos acetil em sua estrutura, a modificação química 

é realizada usando ácido acético glacial em meio aquoso usando como catalisador 

ácido sulfúrico ou perclórico, outra alternativa é usar cetena. Após essa modificação 

química, pode-se observar que quanto maior o grau de acetilação no alginato, menor 

a afinidade por íons divalentes, criando hidrogéis com melhor flexibilidade do que o 

alginato nativo usado em aplicações biomédicas (SKJÂK-BRÆK et al., 1989).

Por meio da oxidação seletiva com periodato de sódio dos ácidos urônicos em 

C2-C3, alginatos dialdeídicos foram obtidos utilizando dois métodos de condensação, 

um por agitação e outro por micro-ondas com orfo-fenildiamina. Um composto com 

atividade antimicrobiana foi obtido, apresentando inibição de diversos microrganismos 

(SALEM et al., 2019).

Por degradação induzida por radiação, foi possível obter frações de alginato de 

sódio com diferentes proporções G/M e de menor massa molecular, as quais foram 

avaliadas quanto ao seu potencial antioxidante. Observou-se que a atividade
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antioxidante de alginatos é inversamente proporcional ao tamanho da fração, ou seja, 

quanto menor o fragmento, maior sua atividade (ÇEN; ATIK, 2012).

Foram obtidos derivados de alginato com propriedades anfipáticas, ou seja, 

eles podem formar micelas tendo solubilidade em dois tipos de solventes, neste caso 

água e solvente orgânico, para obter esses derivados, uma modificação de amidação 

foi feita com o uso de EDC-HCI para ligar na estrutura do alginato, a cadeia octilamina 

através de uma ligação amida. Com esse novo recurso do alginato funcionalizado, ele 

pode ser usado para microencapsular materiais hidrofílicos e hidrofóbicos, como a 

cialotrina, que é um inseticida comercial, atingindo sua dosagem a longo prazo e 

evitando as emissões atmosféricas do composto que podem ser prejudiciais à saúde 

humana. (YANG etal., 2011).
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4 MATERIAIS E MÉTODOS

O alginato de sódio utilizado no presente trabalho foi obtido comercialmente da 

marca SIGMA, como sal de alginato de algas marrons (número de produto A1112; 

Lote SLBT1081).

4.1 MÉTODOS DE CARACTERIZAÇÃO

4.1.1 Reação da Ninhidrina

A reação da ninhidrina, análise colorimétrica que determina qualitativamente 

a presença de aminas primárias, foi realizado utilizando o método descrito para 

detecção de aminoácidos, com modificações (HEUKO, 2015; YEMM; COCKING, 

1955).

Preparou-se uma solução do polissacarídeo nativo (20 mg.mL'1) para controle 

negativo, uma solução de glucosamina (20 mg.mL'1) como controle positivo e uma 

solução de polissacarídeo modificado (20 mg.mL'1). Para a avaliação qualitativa da 

presença de grupos amino livres, a coloração azul/violeta representa positividade para 

o teste. Adicionou-se 100 pL da solução a ser avaliada em tubo de ensaio, onde em 

seguida foram adicionados 2 mL de solução de ninhidrina (0,1% p/v) em tampão 

fosfato (0,01 M, pH=7). Os tubos foram colocados em banho-maria fervente por 5 

minutos.

4.1.2 Espectroscopia por Ressonância Magnética Nuclear (RMN) 1H -  13C

As amostras foram caracterizadas utilizando Espectroscopia por 

Ressonância Magnética Nuclear (RMN) de 1H, 13C. Os espectros foram obtidos com 

o espectrômetro BRUKER Avance DRX 400 operando na frequência base de 200 MHz 

e 400 MHz para o núcleo de 1H e 100 MHz para o núcleo de 13C. As amostras foram 

primeiramente solubilizadas em água deuterada (D2O), congeladas, liofilizadas e 

novamente solubilizadas em D2O. Para esses casos, utilizou-se acetona como padrão 

interno (ó = 2,224 ppm para 1H e õ  = 30,20 ppm para 13C) (DUCATTI et al., 2011). 

Para análises utilizando clorofórmio deuterado (CDCI3), a amostra foi solubilizada no 

solvente deuterado, 0 qual foi utilizado também como padrão interno (ó = 7,26 ppm 

para 1H e ó = 77,04 ppm para 13C) (GOTTLIEB et al.,1997). As amostras foram 

colocadas em tubos de 5 mm de diâmetro e, quando necessário, foi utilizada
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temperatura de 70 °C. Os espectros foram analisados com o auxílio do programa 

TOPSPIN 4.0.8.

4.1.3 Espectroscopia na Região do Infravermelho (IV)

A obtenção dos espectros na região do infravermelho foi realizada com o uso 

de um espectrômetro ALPHA Bruker, com Transformada de Fourier (TF). A análise 

direta das amostras foi realizada utilizando acessório de reflectância atenuada - ATR 

(Centro de Estudos em Biofarmácia - UFPR). O processamento e a interpretação dos 

espectros deram-se com auxílio do software Opus Viewer.

4.1.4 Cálculo M/G do alginato e blocos G e M .

A relação entre unidades de ácido ManAp e ácido GulAp (M/G) foi calculada 

pelo método proposto porJensen et al. (2015), utilizando espectro de RMN de 1H.

Nessa metodologia, são utilizados os valores das integrais das três áreas 

indicadas na Figura 7, aplicando na seguinte equação:

f  = 0 B + Ic - U ) /( (* ) .

FIGURA 7 CÁLCULO M/G DO ALGINATO 

GulAp ManAp

Fonte: Adaptado de Jensen, 2015
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Essa determinação é importante devido à diferença de propriedades mecânicas 

apresentadas por alginatos com diferentes proporções M/G.

4.2 ESTRATÉGIA EXPERIMENTAL

A estratégia experimental utilizada no presente trabalho está 

apresentada nas Figura 8 e 9 .  A partir do alginato comercial (ALG) e seus produtos 

homopoliméricos de hidrólise ácida parcial (BG e BM), propôs-se obter derivados 

versáteis funcionalizados com grupo azida, utilizando os mesmos para obtenção de 

derivados aminados utilizando click chemistry, para posterior avaliação de atividade 

antimicrobiana (Figura 8).

A inserção do grupo azida foi estudada através de reação de amidação, 

utilizando 3-azidopropilamina (2), previamente obtida a partir de 3-cloropropilamina (1) 

e azida sódica. Em seguida, propôs-se a aplicação dos derivados azida (ALG-N3) 

obtidos em reações de click chemistry com a propargilamina (3) para obtenção de 

derivados aminados (ALG-NH2, BG-NH2 e BM-NH2) (Figura 8).

FIGURA 8 - ESTRATÉGIA EXPERIMENTAL

Fonte: O autor (2020)
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FIGURA 9 - ESQUEMA GERAL DE MODIFICAÇÃO ALGINATO

NaN3 , água 0
Cl NH2      N N .. ....

80 C, 15h N NH2

1 2

1)

ALG
BM
BG

°' TOH

N . N

ALG-N3
BM-N3
BG-N3

ALG-N3
BM-N3
BG-N3

ALG-NH2
BM-NH2
BG-NH2

1: 3-cloropropilamina 
2: 3-azidopropilamina
5: propargilamina ALG, BG, BM: alginato, bloco G, bloco M e seus derivados

Fonte: O autor (2020)
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4.3 MODIFICAÇÕES QUÍMICAS

4.3.1 Hidrólise acida parcial do alginato

Para a obtenção de blocos homopoliméricos, o alginato foi submetido à 

hidrólise ácida parcial, seguindo metodologia descrita por Haug et al. (1966) (Figura 

10).

FIGURA 10 - ESQUEMA GERAL DE OBTENÇÃO DOS BLOCOS B G E B M A  PARTIR DE
ALGINATO DE SÓDIO

OH OH

Hidrólise Ácida Parcial 
(Ácido oxálico)

OOC OHhot—r7^°^M-o. ho7—rT
OOC OH OOC OH

BM

Fonte: O autor (2020)

O alginato de sódio (ALG) (1g) foi solubilizado em 100 mL de solução aquosa 

de ácido oxálico (1 mol.L-1) e permaneceu por 20 horas, a 100 0C, em refluxo. Após 

centrifugação (3500 rpm, 4 0C, por 30 min), a fração insolúvel foi novamente 

submetida à hidrólise parcial nas mesmas condições. Após nova centrifugação, a 

fração insolúvel foi dialisada em membranas (cut-off de 6-8 KDa) contra água 

destilada por 48 horas, e logo após liofilizada. O material resultante foi solubilizado em 

água destilada sob agitação e, então, o pH foi ajustado para 2,85, utilizando solução 

de HCI (0,1 mol.L'1). Após centrifugação (3500 rpm, 4°C, por 30 min), a fração solúvel 

foi denominada (BM) e a insolúvel (BG) 15,4% e 13,6% respectivamente a partir de 1 

g de alginato de sódio.
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O pH de ambas as frações foi ajustado até pH 7, com solução de NaOH (0,1 

mol.L'1) e as mesmas foram dialisadas em membranas (cut-off de 6-8 KDa) contra 

água destilada e liofilizadas (Figura 11).

FIGURA 11 - FLUXOGRAMA DE OBTENÇÃO DOS BLOCOS HOMOPOLIMÉRICOS DE MENOR 
MASSA MOLECULAR A PARTIR DE ALGINATO DE SÓDIO

Blocos BG Blocos BM

Fonte: O autor (2020)

4.3.2 Purificação das frações BG e BM com brometo de hexadeciltrimetilamônio 

(CTAB)

A metodologia utilizada para a purificação das frações (BG) e (BM), obtidos na 

etapa previamente descrita, está apresentada na Figura 12 (FRASES et al., 2008; 

RABELLO DUARTE et al.,1991)

Os blocos (BM) e (BG) foram solubilizados em água destilada a 1% p/v e em 

seguida, foi adicionada uma solução de brometo de hexadeciltrimetilamônio (CTAB) 

a 10%, até concentração final aproximada de CTAB 3% v/v (até não observar mais a 

formação de precipitado). O material resultante foi deixado em repouso por 48 horas, 

para então ser centrifugado por 30 minutos a 3500 rpm. O sobrenadante foi 

descartado e o precipitado foi solubilizado em solução de NaCI 1 mol.L-1.
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FIGURA 12 - FLUXOGRAMA DE PURIFICAÇÃO DAS FRAÇÕES BM E BG

CTAB: brometo de cetiltrimetilamônio

Fonte: O autor (2020)

Posteriormente, o material obtido foi precipitado com 2,5 volumes de etanol 

96%, separando novamente por centrifugação (30 min, 3500 rpm), descartando o 

sobrenadante e solubilizando o precipitado em solução de NaCI 2 mol.L"1. O material 

obtido foi dialisado em membranas de 6-8KDa contra NaCI 1 mol.L'1 para eliminar o 

excesso de CTAB durante 24 horas, depois contra água e finalmente congelado e 

liofilizado.
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4.3.3 Obtenção do intermediário 3-azidopropilamina

O intermediário 3-azidopropilamina (Figura 13) foi obtido como o derivado azida 

a ser posteriomente inserido na cadeia polissacarídica. A metodologia para a 

obtenção da 3-azidopropilamina foi adaptada de Hanna et al. (2017)

FIGURA 13 - ESQUEMA DE SÍNTESE DA 3-AZIDOPROPILAMINA

H2N ^ ^ ^ C I  + NaN3 60°c - 17 h ^  HzN 

3-cloropropilamina 3-azidopropilamina

Fonte: O autor (2020)

Solubilizou-se 1 g de 3-cloropropilamina em 4 mL de água destilada. 

Posteriormente, foram adicionados 1,49 g de NaNse a reação foi aquecida a 80 0C 

durante 15 horas. Em seguida, a solução foi resfriada e foram adicionados 1,10 g de 

KOH. O material resultante foi extraído com 1 volume de éter dietílico, processo o qual 

foi repetido durante 3 vezes ( 3 x 5  mL). A fase orgânica foi filtrada num leito de Na2S04 

anidro e o filtrado foi evaporado para obtenção da 3-azidopropilamina na forma de um 

óleo incolor.

4.3.4 Obtenção de derivado de alginato e de blocos BM e BG funcionalizados 

com grupo azida

Para inserção do intermediário azida na cadeia polissacarídica foram 

realizadas reações de amidação entre o alginato, ou blocos BM e BG, e a 3- 

azidopropilamina (Figura 14). Para tal, foi utilizada a metodologia de Park e 

colaboradores (2017) com modificações.
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FIGURA 14 - ESQUEMA DE REAÇÃO PARA OBTENÇÃO DE DERIVADOS DE ALGINATO
FUNCIONALIZADOS COM GRUPO AZIDA

Primeiramente, foram solubilizados 50 mg de polissacarídeo (ALG, BM ou BG) 

em solução tampão MES 0,1 M (ácido-(W-morfolino)etanossulfônico) pH 6,5 e 

adicionou-se 10 equivalentes molares de 3-azidopropilamina (91 pL). Depois foi 

adicionado EDC (1-etil-3-(dimetilaminopropil)carbodiimida (36 mg) e NHS (N- 

hidroxisuccinimida) (11 mg), numa proporção molar de 2:1. O meio reacional foi 

mantido por 20 horas à temperatura ambiente. O material obtido (ALG-N3, BM-N3, 

BG-N3) foi dialisado contra água destilada em membrana MWCO 6-8 kDa, congelada 

e liofilizada.

4.3.5 Reação c lick  chem istry  de ciclo adição alcino-azida (CuAAC) entre 

polissacarídeo azida e propargilamina

A reação entre os polissacrídeos-azida (ALG-N3, BM-N3, BG-N3) e a 

propargilamina foi realizada de acordo com a metodologia de Uliniuc et al. (2013), com 

modificações (Figura 15).

ALG-N3

Fonte: O autor (2020)
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FIGURA 15 - ESQUEMA DE REACAO DE CLICK CHEMISTRY ENTRE POLISSACARÍDEO AZIDA E
PROPARGILAMINA

HC * ALG-NH2 n
BM-NH2

propargilam ina BG-NH2

N
lj

N” )  
H,N

Fonte: O autor (2020)

O polissacarídeo previamente funcionalizado com grupo azida (80 mg) foi 

solubilizado em 8 mL em água deionizada. Então, foram adicionados por gotejamento 

5 equivalentes de propargilamina (41 pL). Em seguida, foram adicionados por 

gotejamento 0,1 equivalente de solução recém preparada de ácido ascórbico (2,2 mg) 

em 1 mL em água deionizada, e 0,05 equivalentes de uma solução de sulfato de cobre 

anidro (1 mg) em 1 mLem água deionizada. Após 24 e 48 horas, a 60 0C em atmosfera 

inerte (argônio) e protegido da luz, a amostra foi dialisada contra água em membrana 

de 6-8 kDa e liofilizada para dar origem as frações ALG-NH2-24, BM-NH2-24, BG- 

NH2-24, ALG-NH2-48, BM-NH-48, BG-NH2-48.

4.3.6 Avaliação da atividade antimicrobiana - Concentração inibitória mínima 

(MIC)

O teste de concentração mínima inibitória (MIC) foi realizado segundo Veiga et 

al. (2019), com modificações. Como inóculo, foi utilizada a bactéria Escherichia coli 

ATCC 25922 crescida em ágar Mueller-Hinton, a 35°C, por 24 horas. O mesmo foi 

diluído em solução salina a 0,9% e até concentração 0,5 na escala de McFarland.

Em microplaca de 96 poços, pipetaram-se 100 pL da amostra em análise no 

primeiro poço da primeira coluna da microplaca, depois pipetaram-se 50 pL de meio
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Mueller-Hinton nos demais poços da coluna, e procedeu-se diluição seriada das 

amostras (5000, 2500, 1250, 625, 312,5, 156,25 pg.mL'1). 50 pL de inóculo foram, 

então, pipetados em todos os poços. O último poço da coluna, sem amostra, foi 

considerado o controle positivo. Além disso na última coluna foi colocado a solução 

de penicilina (1 g.mL'1) como agente antimicrobiano positivo (Figura 16). Após 16 

horas de incubação a 35 °C, foram adicionados 30 pL de resazurina (150 pg.mL'1) e 

a microplaca foi incubada por mais 1 hora. A mudança de coloração para rosa indica 

que houve crescimento bacteriano (sem inibição pela amostra). Os testes foram feitos 

em triplicata.

FIGURA 16 - REPRESENTAÇÃO DILUÇÃO SERIADA EM MICROPLACA

2

4

8

16

32

64

descarte

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A O O 0 o o o 0 o o o o 0
b O 0 0 o o o 0 o o o o 0
c O o o o o o o o o o o o
d O o o o o o o o o o o o
e G 0 o o o o o o o o o 0
f O 0 0 o o o 0 o o o o 0
g O 0 0 o o o 0 o o o o 0
h O o o o o o o o o o o o

CP

CN

CP: Controle positivo, CN: Controle negativo 

Fonte: O autor (2020)
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO

5.1 Caracterização do alginato comercial

O alginato comercial (3-ALG) utilizado no presente trabalho foi caracterizado 

por espectroscopia na região do IV e RMN bidimensional HSQC. A Figura 17 mostra 

o espectro infravermelho, onde podem ser observadas bandas na região de 3000­

3600 cm-1 atribuídas às vibrações O-H e banda característica em torno de 1600 cm-1 

atribuída ao grupo carbonila da carboxila das unidades de ManAp e GulAp (SANTOS 

DE LAIA et a l„ 2014; DAEMI; BARIKANI, 2012; SALOMONSEN et al„ 2008; 

TAUBNERetal., 2017).

FIGURA 17 - ESPECTRO NA REGIÃO DO INFRAVERMELHO DO ALGINATO (3-ALG)

Comprimento de onda (c m 1)
Fonte: O autor (2020)

Na Figura 18, está apresentado o espectro de RMN HSQC do alginato 

assinalado e as correlações 1H/13C estão representadas na Tabela 2. Os valores das 

correlações G1 e M1 (carbono anomérico do ácido a-L-GulAp e do ácido p-D-ManAp) 

são encontrados em 5,05/100,65 e 4,65/100,80 ppm, respectivamente. Na região 

entre 65 e 80 ppm são observados os sinais referentes às anéis das unidades GulAp 

e ManAp(HAUG et a l„ 1966; JENSEN et a l„ 2015; LARSEN et a l„ 2003).
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FIGURA 18- ESPECTRO DE RMN HSQC DO ALGINATO (3-ALG) (400 MHZ)
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Solvente: D2O, 70 0C, acetona padrão interno (2,224/30,20)
Fonte: O autor (2020)

TABELA 2 - ASSINALAMENTO DE 1H/13C DO ALGINATO (3-ALG)

ácido p-D- 
manurônico 1H/13C ácido a-L- 

gulurônico 1H/13C

M1 4,65/100,80 G1 5,05/100,60
M2 4,02/70,30 G2 3,90/65,60
M3 3,72/72,20 G3 3,90/71,1
M4 3,90/78,50 G4 4,21/80,60
M5 3,73/76,40 G5 4,70/68,20

Fonte: O autor (2020)

O valor de M/G foi obtido pelo método proposto por Jensen et al (2015), nessa 

metodologia, são utilizados os valores das integrais das três áreas indicadas na Figura 

19 aplicando na seguinte equação:

M
= 0b  + fc  _ (d)/(^4)

10
0 

80 
00 

40 
F1 

Ip
pm

]
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Para o alginato analisado foi de 1,85, sendo esse um valor próximo da média 

dos valores encontrados para alginatos comerciais. Valores maiores que 1 indicam 

que a quantidade de ManAp é maior que a do GulAp, representando um alginato de 

baixa viscosidade (DRAGET, 2009; LEE et al., 2012).

FIGURA 19- ESPECTRO RMN 1H ALGINATO COMERCIAL (3-ALG)

Fonte: O autor (2020)

5.2 Obtenção de blocos homopoliméricos BM e BG

A solubilidade em água das duas frações que GulAp e ManAp presentes no 

alginato permitem a separação dos blocos homopoliméricos dos heteropoliméricos, 

por apresentarem uma formação cristalina mais forte, os blocos homopoliméricos (BM 

e BG) permanecem insolúveis na solução de ácido oxálico após do tempo de reação, 

diferentemente dos blocos de heteropolímeros que são solubilizados e podem ser 

separados por centrifugação (HAUG et al., 1966)

Para obtenção dos blocos homopoliméricos a partir do alginato, realizou-se a 

hidrólise parcial com ácido oxálico 1 M para obtenção de duas frações polissacarídicas 

denominadas BM e BG, que foram obtidas com rendimentos em massa de 15,4% e 

13,6%, respectivamente. A variação de rendimento quando comparado à resultados 

reportados na literatura (Tabela 3) é esperado, sendo que o teor de ácido p-D-ManAp
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e a-L-GulAp em alginatos é dependente de diversos fatores como sazonalidade e 

espécie da alga (DRAGET, 2009; DRAGET et al., 2005; LEE; MOONEY, 2012).

TABELA 3 - PORCENTAGEM DE BLOCOS M E G D E  ALGINATOS APÓS HIDRÓLISE PARCIAL

Fonte Metodologia
(%

BM
0

BG
Referência

Laminaria digita
1 M ácido 

oxálico 100 0C 
2 x 2 0 h

27,5 18,3 HAUG et al., 1966

Laminaria
brasiliensis

1 M ácido
oxálico 100 0C 

2 x 2 0 h
6,0 17,0 DUARTE et al., 1991

Cystoseira
trinode

3M H C I 100oC 
5 h 11,5 30,4 LARSEN et al., 2003

Sargassum
latifolium

3M H C I 100oC 
5 h 12,4 25,9 LARSEN et al., 2003

Lessonia
vadosa

3 M H C I 100oC 
0,5 h 15,3 39,0 CHANDÍA et al.; 2004

Alginato 
comercial 
(Sigma) 
A1112 

Lote SLBT1081

1 M ácido 
oxálico 100 0C 

2 x 2 0 h
15,4 13,6 Presente estudo

Fonte: O autor (2020)

Nas Figuras 18 e 19 estão apresentados os espectros na região do 

infravermelho das frações BM e BG. Nestes espectros são observadas bandas de 

absorção características de alginato, como na região de 3432 cm-1, atribuídas ao 

estiramento de ligação O-H das hidroxilas, em 2920 cm-1, referente à ligações C-H, e 

próximo à 1597,91 cm_1, sendo a banda característica dos grupos carbonila de 

grupamentos ácidos (LEAL et al., 2008).
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FIGURA 20 - ESPECTRO NA REGIÃO DO INFRAVERMELHO DA FRAÇÃO BM

Comprimento de onda (cm'1)

Fonte: O autor (2020)

FIGURA 21 - ESPECTRO NA REGIÃO DO INFRAVERMELHO DA FRAÇÃO BG

Comprimento de onda (cm‘1)

Fonte: O autor (2020)
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A região de absorção entre 950 a 750 cm-1, referente à região anomérica, 

distingue características estruturais importantes das duas frações. Na fração BM está 

presente uma banda em 816,1 cm-1, característica de ácido manurônico, e na fração 

BG é possível observar uma banda em 947,9 cm-1 atribuída à deformação vibracional 

em C1-H (LEAL et a l„ 2008; MUCHIUTI, 2018; TUL’CHINSKY et a l„ 1976).

Os espectros de RMN bidimensionais (HSQC) para as frações BM e BG, estão 

apresentados nas Figuras 22 e 23, e as correlações estão na Tabela 4.

Fonte: O autor (2020)



FIGURA 23 - ESPECTRO DE RMN HSQC DA FRAÇÃO BM EM D2O

47

Solvente: D2O, 70 0C, acetona padrão interno (2,224/30,20) ppm

Fonte: O autor (2020)

TABELA 4 - ASSINALAMENTOS 1H/13C DAS FRAÇÕES GulAp (BG) E ManAp (BM)

BG 1H/13C BM 1H/13C

1 5,06/101,00 1 4,67/100,00

2 3,90/65,50 2 4,03/69,99

3 4,03/69,60 3 3,75/71,40

4 4,16/80,00 4 3,92/78,04

5 4,48/67,70 5 3,73/76,06

Fonte: O autor (2020)

As correlações observadas encontram-se coerentes com as correlações 

reportadas na literatura para blocos homopoliméricos de ácido p-D-ManAp e de ácido 

a-L-GulAp referentes portanto, respectivamente aos blocos BM e BG, comprovando a 

obtenção das duas frações a partir da hidrólise do alginato (MUCHIUTI, 2018; 

RABELLO DUARTE et a l„ 1991; TAKO et a l„ 2000).
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5.3 Purificação das frações BG e BM com brometo de hexadeciltrimetilamônio 

(CTAB)

Os blocos obtidos foram submetidos à um processo de purificação com 

brometo de cetiltrimetilamônio (CTAB). Esse processo permite a separação de 

polissacarídeos neutros e outros subprodutos por precipitação de polissacarídeos 

com carga iônica, como é o caso do ácido algínico e os seus blocos homopoliméricos 

de menor massa (RABELLO DUARTE etal., 1991; FILALI MOUHIMetal., 1993).

Os rendimentos encontrados para os complexos CTAB-BM e CTAB-BG 

recuperados, em relação à massa inicial de alginato, estão apresentados na Tabela 

5, sendo observada uma diminuição no rendimento quando comparado ao produto 

sem etapa de purificação. Essa diminuição do rendimento é esperada devido à 

manipulação da fração e remoção de subprodutos.

TABELA 5 - RENDIMENTOS DAS FRAÇÕES BM E BG ANTES E DEPOIS DA PURIFICAÇÃO

Sem CTAB Com CTAB
mg % mg %

BM 153,6 15,4 70 7,0

BG 135,5 13,6 85 8,5

Fonte: O autor (2020)

As Figuras 24 e 25 mostram os espectros de RMN HSQC dos blocos BM e BG 

antes e depois da purificação com CTAB. Apesar da metodologia empregada separar 

polissacarídeos ácidos de neutros, e ambas as frações serem ácidas, esperava-se a 

obtenção de blocos mais puros devido à diferença da estrutura tridimensional entre 

BM e BG, e consequentemente diferenças na disponibilidade dos grupos ácidos 

carboxílicos. Entretanto, os sinais foram analisados comparativamente e não foram 

observadas diferenças nas correlações.

FIGURA 24 - ESPECTRO DE RMN HSQC DA FRAÇÃO BG COM E SEM PURIFICAÇÃO EM D20
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Solvente: D2O, 70 0C, acetona como padrão interno (2,224/30,20) ppm 
A: BG sem purificação, B: BG depois de purificação com CTAB

Fonte: O autor (2020)

FIGURA 25 - ESPECTRO DE RMN HSQC DA FRAÇÃO BM COM E SEM PURIFICAÇÃO EM D20

B

4.8 4.8 4.4 4.2 4.0 8.8 F2 [ppm]

Solvente: D2O, 70 0C, acetona como padrão interno (2,224/30,20) ppm 
A: BM sem purificação, B: BM depois de purificação com CTAB

Fonte: O autor (2020)

5.4 Síntese do intermediário 3-azidopropilamina

A síntese da 3-azidopropilamina (2), usando 3-cloropropilamina (1) e azida 

sódica, foi realizada para obtenção de um intermediário contendo grupo azida para 

posterior inserção na cadeia polissacarídica mediante uma reação de substituição em 

que 0 cloro da 3-cloropropilamina é substituído pelo grupo N3 da azida de sódio. 

Obteve-se um rendimento de 56%, 0 qual apresenta-se coerente com rendimentos 

anteriormente reportados, variando de 76 a 55% (GUO et al., 2016; HANNA et al., 

2017; ROE et al., 2015).
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No espectro obtido na região do infravermelho para o produto, apresentado na 

Figura 26, foi possível identificar os principais grupos funcionais presentes. A banda 

de absorção de alta intensidade observada na região de 3415 cm-1 corresponde ao 

estiramento N-H, enquanto a banda característica de grupo N3 pôde ser observada 

em 2107 cm-1. A presença de tal banda difere do espectro do infravermelho do 

reagente inicial 3-cloropropilamina (1) (Figura 26), onde não é observada (DUTTA et 

al„ 2015; HANNA et al„ 2017; LOPES; FASCIO, 2004).

FIGURA 26 - ESPECTRO NA REGIÃO DO INFRAVERMELHO DA 3-CLOROPROPILAMINA (1)

0,8 -

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Comprimento de onda (cm-1)

Fonte: O autor (2020)
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FIGURA 27 -ESPECTRO NA REGIÃO DO INFRAVERMELHO DA 3-AZIDOPROPILAMINA (2)

Comprimento de onda (cm')

Fonte: O autor (2020)

Para confirmar a síntese do composto 3-azidopropilamina (2), foram obtidos 

espectros de RMN de 1H e 13C que se apresentam assinalados nas Figuras 28 e 29, 

respectivamente.

FIGURA 28 - ESPECTRO DE RMN DE 1H DA 3-AZIDOPROPILAMINA (2) EM CDCI3 (200 MHZ)

CDCI3

9.5 9.0 8.5 8 0  7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5 .0  4 5  4.0 8 5  3.0 2 5  2 0  1 5  1.0

Solvente: CDCta, clorofórmio deuterado padrão interno (7,240) ppm 

Fonte: O autor (2020)
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FIGURA 29 - ESPECTRO 13C RMN 3-AZIDOPROPILAMINA (2) EM CDCI3 (200 MHZ)

Solvente: CDCb, clorofórmio deuterado padrão interno (7,240) ppm

Fonte: O autor (2020)

Os deslocamentos de 1H e 13C observados foram: (CH2N3) 3,33/49,08 ppm, 

(CH2NH2) 2,75/39,25 ppm e (CH2CH2CH2) 1,68/32,34 ppm, que encontram-se de 

acordo com a literatura (Tabela 6), comprovando a obtenção de 2 (DUTTA et al., 2015; 

HANNA et al., 2017; KLINKER et al., 2015). Ainda, 0 deslocamento referente ao grupo 

CH2CI no reagente inicial (1), que é 3,61/41,9 ppm, não aparece no espectro do 

produto obtido, reforçando que a ligação CH2-CI foi substituída pela ligação CH2-N3 

(HALLETT et al., 2009).

TABELA 6 - ASSINALAMENTOS NO ESPECTRO DE RMN 1H E 13C (ppm) DA 3- 
AZIDOPROPILAMINA COMPARADOS DE LITERATURA

Sinais obtidos
1H 13C

HANNA et al., 2015
1H 13C

KLINKER e ta l.,2015
1H 13C

3,33 49,08 3,16 48,6 3,36 49,13
2,75 39,25 2,59 38,8 2,79 39,31
1,68 32,34 1,51 32,0 1,71 32,43

Fonte: O autor (2020)
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5.5 Obtenção de alginato e de seus derivados funcionalizados com grupo 

propilazida (ALG-N3, BM-N3 e BG-N3)

A reação de amidação foi utilizada para inserção do intermediário 3- 

azidopropilamina (2) na cadeia polissacarídica através da formação de grupos amida. 

Utilizou-se carbodiimida como agente de acoplamento, método o qual é bastante 

explorado na literatura (CHHATBAR et al., 2011; JOHNSON et al., 2011; 

MAROUNEK et al., 2017; MUCHIUTI, 2018; PARK et al., 2017). A reação foi repetida 

nas mesmas condições para os blocos homopolímeros BM e BG.

Para confirmar a formação da ligação amida foram realizadas análises 

espectroscópicas (IV e RMN bidimensional). Na Figura 30 está apresentado o 

espectro de infravermelho do produto ALG-N3 (4). Pôde-se observar a banda em 2107 

cm-1 característica do grupo funcional azida (N3), assim como em 1633 cm-1 a banda 

característica de COOH, e em 1618 cm-1 de estiramento C=0 (CHHATBAR et al., 

2011; HANNA et al., 2017; LIEBER et al., 1957; NAKAJIMA; IKADA, 1995). 

observando las mismas bandas en los espectros, as mesmas bandas foram 

observadas para os compostos BM-N3 e BG-N3 (4) (anexos).

FIGURA 30 - ESPECTRO NA REGIÃO DO INFRAVERMELHO DO ALGINATO FUNCIONALIZADO
COM 3-AZIDOPROPILAMINA (4-ALG-N3)

Comorimento de onda ícm '11
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Fonte: O autor (2020)

No espectro de RMN 1H 13C HSQC de ALG-N3 (figura 18) foram observadas 

as correlações referentes as unidades monossacarídicas do polissacarídeo inicial não 

apresentaram diferenças significativas com as do polímero de origem. Os 

assinalamentos correspondentes as unidades de ácido ManAp e GulAp.

Na Figura 31 está apresentada parte do espectro de HSQC do produto ALG- 

N3 (4), que foi ampliado para melhor interpretação.

FIGURA 31 - ESPECTRO DE RMN HSQC DA AMOSTRA ALG-N3

I ||U II

Blue correlations — CH2,
’‘Correlations not assigned, probably related to subproducts such as iV-acylurea.

Solvente: DO2 , acetona padrão interno (2,224/30,20) ppm
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Fonte: O autor (2020)

Na região ampliada do espectro, entre 3,5-1,0 ppm, novas correlações foram 

observadas (CH2N3 48,8/3,37 ppm); (CH2CH2CH2 27,7/1,81 ppm) e (CH2NHC=0 

36,4/3,10 ppm) (Figura 28). A correlação característica da 3-azidopropilamina 

(CH2NH2 2,75/39,25 ppm) não aparece no produto obtido. Ainda, a correlação 

atribuída à ligação amida formada (CH2NHC=0) é próxima à valores relatados na 

literatura (DUTTAetal., 2015; HANNAetal., 2017; HU etal., 2013; PARKetal., 2017; 

XU et al.,2017). O deslocamento do sinal de hidrogênio da posição CH2CH2CH2 de 

1,68 ppm na 3-azidopropilamina para 1,90 ppm após reação, foi também observado 

em estudos anteriores, onde foi reportado deslocamento de 1,45 ppm para 2,08 ppm, 

atribuído à ligação amida formada (HU et al., 2013, XU et al., 2017; YANG; et al., 

2011).

A reação de amidação com EDC/NHS produz um intermediário O-acilisouréia 

que, na ausência de um ataque nucleofílico, é reorganizado em um composto mais 

estável como /V-aciluréia (COLODI, 2017; KUO et al., 1991; NAKAJIMA; IKADA, 

1995). A utilização de NHS na reação favorece a formação da ligação amida e não do 

subproduto, formando intermediários mais estáveis e menor produção do subproduto 

/V-aciluréia (CONDE et al., 2014; PARK et al., 2017). Ainda assim, foi observada a 

presença do intermediário O-acilisouréia, cujos assinalamentos estão apresentados 

na Tabela 8 em comparação com correlações reportadas na literatura (NAKAJIMA; 

IKADA, 1995; COLODI, 2017).

TABELA 7 - ASSINALAMENTOS DE 1H E 13C DA O-ACILISOUREIA

Colodi, 2017 Presente estudo

1H/13C 1H/13C

A 2,91/44,2 2,88/42,7

B 3,19/56,4 3,15/55,5

C 2,05/24,9 1,90/24,7

D 3,85/43,0 3,20/36,4

E 3,34/37,2 3,43/35,7

F 1,19/14,6 1,08/14,3

Fonte: O autor (2020)
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Correlações similares foram observadas para as amostras BM-N3 e BG-N3 

(anexos), o que indica a formação dos correspondentes polissacarídeos-azida.

5.6 Obtenção de derivado aminado através de click chemistry CuAAC (ALG- 

NH2, BM-NH2, BG-NH2)

Para a obtenção de derivados de alginato e seus blocos homopoliméricos 

funcionalizados com grupo amina (ALG-NH2, BM-NH2, BG-NH2) foi utilizada a 

metodologia de click chemistry catalisada por cobre (I) CuAAC, utilizando 

propargilamina. Para avaliação dos compostos obtidos foram realizadas análises 

colorimétricas qualitativas (ninhidrina) e também análises espectroscópicas (IV e RMN 

bidimensional).

A formação de coloração roxa após reação com ninhidrina indica a presença 

de grupo amino livre (HEUKO, 2015; YEMM; COCKING, 1955). Foram avaliados e 

comparados resultados de ninhidrina de amostras de polissacarídeo após reação de 

amidação e após reação de click chemistry CuAAC, resultados que estão 

apresentados na Tabela 9.

TABELA 8 - RESULTADOS DOS TESTES DE NINHIDRINA

AMOSTRA NINHIDRINA

CONTROLE POSITIVO POSITIVO
4-ALGN3 NEGATIVO

6-ALGNH2 (24h) POSITIVO

■6-ALGNH2 (48h) POSITIVO
4-BGN3 NEGATIVO

6-BGNH2 (24h) POSITIVO

■6-BGNH2 (48h) POSITIVO
4-BMN3 NEGATIVO

6-BMNH2 (24h) POSITIVO
6-BMNH2 (48h) POSITIVO

Controle positivo: glicosamina

Fonte: O autor (2020)

Os polissacarídeos-poliazida, utilizados como controle negativo, não 

apresentaram coloração arroxeada, o que era esperado por estes não possuírem 

grupos amino livre em sua estrutura. Já os produtos da reação “click” apresentaram
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resultado positivo, indicando sucesso da reação de click chemistry, com a inserção de 

grupo NH2 na cadeia polissacarídica. A coloração arroxeada apresentou-se mais 

intensa para as amostras BG-NH2 e BG-NH2 obtidas com 48 horas de reação. 

Sugere-se que os blocos homopoliméricos, por possuírem uma menor massa 

molecular, que pode afetar na solubilidade, apresentaram maior substituição do que 

os produtos derivados do alginato.

Na Figura 32 estão apresentados os espectros na região do infravermelho das 

frações BG, BG-N3 e BG-NH2, comparativamente. Ressalta-se a banda próxima de 

2100 cm'1, característica de grupo azida, que aparece somente no produto de reação 

de amidação BG-N3, sendo ausente na amostra BG-NH2, 0 que também sugere a 

formação do produto esperado. As mesmas alteração no aparecimento da banda 

característica do grupo azida foi observada para todos os produtos de “click”. Aminas 

primárias apresentam bandas características na região entre 

3000-3500 cm'1, região onde também aparecem bandas características de grupos 

hidroxila, as quais podem estar sobrepostas dificultando a visualização da mesma 

(ENGELSEN; N0RGAARD, 1996; KIM et a l„ 2012; LABRE et a l„ 2018).

FIGURA 32 - ESPECTRO NA REGIÃO DO INFRAVERMELHO DO ALG, ALG-N3 E ALG-NH2

A

C

B

4000 3000 2000 1000

Comprimento de onda (cm ")
R = cadeia polissacarídica
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ALG (A), ALG-N3 (B), ALG-NH2 (C)

Fonte: O autor (2020)

Para confirmar a formação do anel triazol, foi obtido o espectro de RMN de 1H 

e HSQC dos produtos. Apesar do resultado positivo no teste da ninhidrina, nos 

espectros da amostra ALG-NH2 obtido com 48 horas de reação só foi possível 

observar sinais referentes ao produto funcionalizado com terminal amina no espectro 

de RMN de 1H (Figura 33).
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FIGURA 33 - ESPECTRO DE RMN DE 1H D A  ALG-NH2 EM D2O

Solvente: D 0 2, acetona padrão interno (2,224) ppm 

Fonte: O autor (2020)

Já nos espectros das amostras BM-NH2-48 e 6-BG-NH2-48, foi possível 

observar correlações em 125,0/8,15 ppm referente ao hidrogênio de anel 1,2,3-triazol. 

A Figura 34 compara os espectros de RMN de 1H das frações BM-N3 e BM-NH2, onde 

pode ser observado o sinal em 8,15 ppm somente no produto de “click”, coerente com 

sinais de triazol reportados anteriormente na literatura (7,1 a 8,9 ppm) (LEMECHKO 

et a l„ 2012; OMTVEDT et al„ 2019; TAN et al„ 2017).
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FIGURA 34 - ESPECTRO DE RMN DE 1H DA 4-BM-N3 E 6-BM-NH2 EM D2O

Solvente: DO2 , acetona padrão interno (2,224) ppm 

Fonte: O autor (2020)

Na Figura 35 está apresentado 0 espectro de HSQC do composto 6-BM-NH2. 

A correlação 48,6/3,50 ppm, atribuída ao grupo CH2-N3 da amostra 4-BM-N3, não 

mais aparece no espectro após a reação de click chemistry, tendo um deslocamento 

novo (47,5/4,50 ppm) relativo à grupo CH2 que foi atribuído à posição mais próxima 

do anel triazol (TAN et al., 2016, 2017). Ainda, a correlação característica de CH2-C= 

da propargilamina que, segundo a literatura, aparece entre 70,5/3,38-3,39 ppm, não 

foi observada no espectro dos produtos obtidos. A correlação 28,9/3,84 ppm foi 

atribuída ao grupo CH2-NH2 (ZWIKKER et al., 2003; PAHIMANOLIS et al.,2010; 

FICHTALI et al., 2016; INAGAKI et al., 2018) Dessa forma, foram obtidos derivados 

aminados dos blocos homopoliméricos de alginato através de reações de click 

chemistry.
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FIGURA 35 - ESPECTRO DE HSQC DA AMOSTRA 6-BM-NH2
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*Correlations not assigned, probably reJated to subproducts such as jV-acylurea.
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Fonte: O autor (2020)

5.7 Avaliação da atividade antimicrobiana de derivado de alginato 

funcionalizado

Os polissacarídeos com a presença de grupos amina e hidroxila são 

biodegradáveis, biocompatíveis e apresentam atividade biológica, como atividade 

antimicrobiana. Dentre os polissacarídeos aminados está a quitosana, que é um 

polissacarídeo com carga catiônica devido à sua estrutura, e apresenta atividade 

antimicrobiana contra bactérias gram-positivas e negativas. A carga positiva que 

possui sua estrutura e a estabilidade cristalina da quitosana, a torna solúvel em 

soluções aquosas ácidas sob um pH 6.3, onde os grupos amina NH2 se tornam a 

forma solúvel protonada NH3+, esse grupo amino protonado é 0 grupo funcional ativo 

essencial para que 0 polissacarídeo apresente atividade antimicrobiana. (CHUNG; 

CHEN, 2008; SAYARI et a l„ 2016; VÁZQUEZ et a l„ 2013)

Os mecanismos de ação propostos para os polissacarídeos aminados não são 

claros, mas presume-se que 0 carácter policatiônico desse tipo de polissacarídeo
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1 e
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interaja com a carga negativa das membranas bacterianas, causando vazamento de 

constituintes intracelulares, causando desequilíbrios osmóticos, resultando na inibição 

do crescimento do microrganismo. Outro mecanismo de ação é o poder para capturar 

os metais essenciais para o crescimento antimicrobiano, diminuindo a permeabilidade 

da membrana e inibindo o transporte de nutrientes da bactéria. (MARTINS et al., 2014; 

MOHAMED et al., 2014; PIENIZ et al., 2015).

Os derivados ALG-NH2-48, BM-NH2-48 e BG-NH2-48 foram, então, avaliados 

quanto ao seu potencial antibacteriano através de ensaio de concentração inibitória 

mínima (MIC).

O valor obtido no presente experimento de MIC está entre os valores 

registrados de atividade de quitosana de 500 a 2000 pg.mL'1, outros fatores que 

melhoram ou prejudicam a atividade antimicrobiana, como densidade, protonação, 

peso molecular, concentração e características hidrofílicas/hidrofóbico do polimero, 

capacidade quelante, pH, temperatura e tipo de membrana do microrganismo GOY et 

al., 2016; JA IN eta l.,2014; M O H AM ED eta l.,2014;X IN G eta l.,2015).

Na Figura 36 estão apresentadas as imagens das microplacas onde foram 

realizadas as avaliações. Foi possível observar que os produtos da CuAAC click 

chemistry ALG-NH2, BG-NH2 e BM-NH2 (6) possuem atividade inibitória contra 

bactérias da espécie E. coli na concentração de 5000 pg.mL'1, sendo essa atividade 

ausente no alginato e seus blocos homopoliméricos.

Entre os valores de inibição do crescimento bacteriano da quitosana que é um 

polissacarídeo aminado com atividade antimicrobiana estão concentrações superiores 

a 500 pg.mL'1 para valores de MIC contra cepas de E. coli; valores que após a 

metilação ou outro tipo de modificação na estrutura da quitosana podem aumentar a 

atividade antimicrobiana em 20 vezes em comparação com a quitosana nativa contra 

cepas gram-positivas e gram-negativas. (MARTINS et al., 2014; MOHAMED et al., 

2014)

A atividade antimicrobiana dos compostos funcionalizados com terminal amina 

depende da presença de grupos amina na forma protonada por ser o grupo funcional 

que interage contra a membrana microbiana. Desta forma há uma correlação positiva 

entre o número de grupos que podem ser protonados e a atividade antimicrobiana. A 

solução de quitosana possui um maior grau de protonação que os produtos de alginato
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e seus derivados nas mesmas condições de concentração e tempo. (MOHD HANIM 

et al., 2015).

Dessa forma, a modificação química realizada e ciclo adição de uma terminal 

amina no presente trabalho demonstrou um aumento na atividade antimicrobiana do 

alginato e dos blocos homopoliméricos derivados de alginato, resultando em novos 

compostos com potencial aplicação como agentes antimicrobianos.

FIGURA 36 - RESULTADO DE MIC ALG-NH2-48, BM-NH2-48 E BG-NH2-48

^g/mL ALG-NH2 ALGINATE CHITOSAN PENICILLIN

10000 

5 0 0 0

CHITOSAN PENICILLIN

CONTROL

BM-NH2 BM CHITOSAN PENICILLIN

SÉ“""

Fonte: O autor (2020)
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6. CONCLUSÃO

Sendo os polissacarídeos uma importante fonte de moléculas bioativas e 

biotecnológicas, no presente trabalho foi possível explorar o potencial do alginato de 

sódio como precursor em reações de click chemistry. A partir de alginato comercial 

com um valor calculado M/G = 1,85, foram obtidos e caracterizados seus blocos 

homopoliméricos contendo majoritariamente ácido ManAp (15,4%) com um valor 

calculado de M/G = 6,53 e de ácido GulAp (13,6 %)com um valor calculado de M/G = 

<0,01. O polissacarídeo e seus blocos de menor massa foram submetidos a reações 

de amidação com 3-azidopropilamina previamente sintetizada, que mostrou-se ser 

uma eficiente rota de “pré-funcionalização” de polímeros para reações “click” do tipo 

cicloadição azida-acilo. Os produtos azida foram submetidos a condições de reação 

de click chemistry CuAAC, onde foi possível observar que um maior tempo de reação 

parece ser mais eficiente. Após 48 horas de reação os derivados do alginato e 

homopoliméricos aminados foram obtidos e caracterizados. Na avaliação de suas 

propriedades antibacterianas mediante MIC, os produtos ALG-NH2, BG-NH2 e BM- 

NH2 apresentaram atividade inibitória contra E. coli na concentração de 5000 pg.mL' 

1. Dessa forma, a rota sintética proposta mostrou-se eficaz para obtenção de 

intermediários versáteis “pré-funcionalizados” com grupo azida, para aplicação em 

diversas áreas. Ainda, foram obtidos derivados polissacarídicos aminados inéditos 

com atividade biológica superior aos polímeros de origem.
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ANEXOS

ANEXO 1 -  ESPECTRO DE IV OBTIDO PARA 4-BM-N3.

Waverumber cm-1

C:\NEFFER\MgZnAI-DD-PE BD 10% 60 C 2 dias coleta 1.5

Page 1/1
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ANEXO 2 -  ESPECTRO DE IV OBTIDO PARA 4-BG-N3.

Wavenumber cm-1

C:\NEFFER\MgZnAI-DD-PEBD 10% 60 C 2 dias coleta 1.3

Page 1/1
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ANEXO 3 -  ESPECTRO DE HSQC OBTIDO PARA 4-BM-N3
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ANEXO 4 -  ESPECTRO DE HSQC OBTIDO PARA 4-BG-N3
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