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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 (acido a-L-GulAp e acido -D-
ManAp) obtidos por hidrolise acida parcial funcionalizados com a insercédo de um
grupo propilazida por amidag¢ado 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, sao
compostos intermediarios para reac¢oes de click chemistry do tipo cicloadicdo azido-
alcino catalisada por cobre (lI) CuAAC, (copper(l)-catalyzed alkyne-azide
cycloaddition), essas reagdes sao ferramentas altamente versateis para a obtencgao
de derivados de interesse biotecnologico. Os compostos obtidos apds a reacgao
CuAAC entre o alginato e seus derivados funcionalizados e a propargilamina que
possui um terminal amina e um terminal alcino em sua estrutura, reacao catalisada
por CuSO4 e acido ascoérbico, 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 microbiolégico de concentracédo inibitéria minima (CIM),
obtendo a concentracéo inibitéria dos trés compostos um valor de 5000 pg.mL-",
atividade bioldgica que o alginato e seus blocos homopoliméricos nativos nao

apresentaram.

Palabras-chave: alginato, gulurdénico, manurdnico, amidag¢ao, 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 [3-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 (1) 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
CuS0O4 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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INTRODUCAO

Os alginatos sao polissacarideos que podem ser obtidos da parede celular de
algas marrons (Phaeophyta) e de bactérias dos géneros Azotobacter e Pseudomonas.
Os alginatos utilizados comercialmente sdo os obtidos de algas DRAGET; TAYLOR,
2011; SZEKALSKA et al.,, 2016) (DRAGET; TAYLOR, 2011; SZEKALSKA et al.,
2016).

Na industria alimenticia o alginato € utilizado para melhorar propriedades
reologicas e na industria farmacéutica o alginato de calcio produz filmes que sao
usados como curativos de lesdes. O alginato € utilizado para aplicagdes biomédicas
porque € biocompativel, ndo tdxico, biodegradavel e apresenta baixo custo
(MCHUGH, 2003; CHING et al., 2017).

Muitos polissacarideos apresentam propriedades biologicas, tais como
antioxidantes, antitumoral, hipoglicémico, imunomodulador e anticoagulante. Essas
atividades dependem da estrutura quimica e conformacgao do polimero (XIAO et al.
(2019).

Modificagdes quimicas de polissacarideos permitem obter novos derivados a
partir de celulose, alginato, amido e quitosana, para obten¢ao de derivados com novas
propriedades bioldgicas, como atividade antimicrobiana. Os métodos de modificagao
mais utilizados incluem sulfatacdo, carboximetilacdo, acetilacdo, N-acilacido e
fosforilagado (CHEN; HUANG, 2018; LEE; MOONEY, 2012; MENG; EDGAR, 2016;
XIAQ et al., 2019).

Nesse contexto, tendo em vista a biodegradabilidade e a acessibilidade de
polissacarideos de algas marinhas, o presente trabalho explora o potencial do alginato
para obtencao de derivados inéditos funcionalizados com grupo azida, que atuam
como intermediarios em reagdes de click chemistry do tipo CUAAC, cicloadi¢ao azido-
alcino catalisada por cobre (1) (copper(l)-catalyzed alkyne-azide cycloaddition), sendo
de alta versatilidade para obtencéo de derivados de interesse biotecnoldgico.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral
+ Obter derivados de alginato funcionalizados com grupo azida, através de
reacdo de amidacdo e utilizar os materiais obtidos para funcionalizacao
utilizando click chemistry.

2.2 Objetivos Especificos

+ Obter blocos homopoliméricos a partir de alginato comercial através de
hidrélise parcial,

+ Obter derivados de alginato e dos blocos homopoliméricos funcionalizados com
grupo azida terminal atraveés de rea¢des de amidacgao;

* Obter derivados funcionalizados aminados através de reagdes de click
chemistry,

» Caracterizar os compostos obtidos por Espectroscopia por Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) e Espectroscopia na regido do Infravermelho (1V);

» Avaliar atividade antimicrobiana dos compostos obtidos.

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

homopolimeéricos funcionalizados.

ESQUEMA 1 - ESTRATEGIA DE OBTENGAO DE DERIVADOS DE ALGINATO E DE BLOCOS
HOMOPOLIMERICOS (BM E BG) FUNCIONALIZADOS

: 5

l \/NHZ

; ALGINATO,

! &c. ascorbico, CusO, | BM ou BG
(5 ALG-N3 ALG-NH2
o BM-N3 BM-NH2
- BG-N3 BG-NH2

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

Fonte: O autor (2020)
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Polissacarideos de algas

Os polissacarideos tém fungdes estruturais e de armazenamento nas algas,
sendo os estruturais os mais explorados comercialmente, tais como: agarose,
carragenanas e acidos alginicos(MISURCOVA et al., 2015).

O teor de polissacarideos em algas varia de 4 a 76% em peso seco. Dentre as
espécies de algas que contém maior teor de polissacarideos estdo as dos géneros
Ascophyllum, Porphyra, Palmaria e especialmente as espécies do género Ulva, que
possuem mais de 65% em peso seco (USMAN et al., 2017).

A composig¢ao quimica dos polissacarideos das algas varia de acordo com a
espécie da alga, sua fungdo estrutural, forma de cultivo, habitat e condi¢des
ambientais de crescimento, que refletem em suas propriedades (RAMAWAT;
MERILLON, 2015).

O aumento no uso biotecnoldgico de polissacarideos deve-se a tendéncia de
substituir o uso de polimeros sintéticos por aqueles de origem natural (ARAD; LEVY-
ONTMAN, 2010).

A vantagem dos polissacarideos em compara¢ao com os polimeros sintéticos
existentes é a sua ndo toxicidade, baixo custo e biodegradabilidade (KUMAR et al.,
2017).

3.2 Alginato
Os alginatos sao polissacarideos obtidos a partir de algas marrons
(Phaeophyta), sendo constituintes da parede celular, e de bactérias dos géneros
Azotobacter e Pseudomonas, os quais apresentaram grupos acetila em sua estrutura.
Os alginatos comerciais sdo extraidos principalmente de algas dos géneros
Ascophyllum nodosum, Laminaria spp, Lessonia nigrescens, Ecklonia maxima,
Macrocystis pyrifera e Durvillea antartica, com tratamento alcalino e posterior
precipitacédo com cloreto de sodio ou calcio para obteng¢ao 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 séao copolimeros lineares formados por unidades 4-ligadas de
acido B-D-manurdnico (ManAp) (M), na conformacao “C, e de acido a-L-gulurbnico
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(GulAp) (G), na conformagao 'C4 (Figura 1A) (BEMILLER, 1996; FENORADOSOA et
al., 2010).
Estes monossacarideos sao arranjados em blocos homopoliméricos (M ou G)

ou heteropoliméricos alternados (MGMG) (Figura 1B) (HAUG; LARSEN, 1966).
FIGURA 1- ESTRUTURA QUIMICA DO ALGINATO
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A composicao do alginato depende da espécie, localizagao geografica, época
de coleta e das partes das algas de que ¢ extraido. A relagao entre blocos M e G
(razdo M/G) pode variar e assim resultar em poliurdnideos com propriedade fisico-
quimicas diferenciadas (LEAL et al., 2008; YANG et al., 2011). Por exemplo, géis
formados por alginatos que possuem alto teor de acido GulAp possuem melhores
propriedades mecanicas, pois a presenca de acido GulAp permite formacao de “egg
box” (figura 2) com cétions divalentes (p. ex. Ca®*), originando um gel com maior
rigidez quando comparado aos géis de alginato com alto teor de acido manurénico
(BEMILLER, 1996; DRAGET, TAYLOR; 2011; FENORADOSOA et al., 2010; LEE,
MOONEY, DAVID; 2012).
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A Tabela 1 mostra as proporcoes de acidos ManAp e GulAp de alginatos

produzidos por diferentes espécies de algas, calculadas por experimentos de

ressonancia magnética nuclear de alta resolugdo 'H (RMN), onde G representa a

porcentagem total de acido GulAp Bg indica a porcentagem de blocos constituidos

apenas por acido GulAp, M é a porcentagem total de acido ManAp, Bwm representa a

porcentagem do blocos contendo somente acido ManAp e Bem representa a

porcentagem de alginato contendo blocos heteropoliméricos constituidos por acido
GulAp e ManAp (STEPHEN; PHILLIPS, 2016).

TABELA 1 - AVALIACAO QUANTITATIVA (%) DE ACIDO GULURONICO E MANURONICO DE

ALGINATOS DE DIFERENTES ALGAS

FONTE G M Be Bm Bem
Laminaria longicruris 33 67 23 57 10
L. japonica 35 65 18 48 17
L. digitata 41 59 25 43 16
L. saccharina

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 pyrifera 39 61 16 38 23
Egregia laevigata 43 57 26 40 17
Eisenia bicyclis 38 62 25 49 13
Durvillea antarctica 29 71 15 57 14
Ascophyllum nodosum

Receptaculo 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 Aplicacoes do alginato

A producédo global anual de alginato é estimada em 26.500 toneladas,
correspondentes a 126.500 toneladas de algas. O alginato é extensivamente utilizado
na industria téxtil, alimenticia, farmacéutica e médica, produzindo uma receita anual
de 214 milhdes de ddlares (FERNANDO et al., 2019; MCHUGH, 2003).

As principais propriedades do alginato que sé&o exploradas pela industria séo a
sua capacidade de aumentar a viscosidade das solu¢des aquosas e de formar géis e
filmes na presenca de ions calcio (MCHUGH, 2003).

Apesar de ter um maior custo quando comparado ao amido, na industria téxtil
o alginato € utilizado como espessante de tinta para aumentar o rendimento no
processo de tingimento de tecidos, pois ndo 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 industria
alimenticia na preparacao de molhos, xaropes e coberturas de sorvetes, em emulsdes
agua-oleo, como maionese e molhos para saladas, a adi¢do de alginato como aditivo
ajuda a nao separar a mistura. Ainda, o alginato melhora a textura, o corpo e o brilho
desses produtos, evitando que haja precipitagdo em produtos como iogurtes,
achocolatados e cremes (MCHUGH, 2003).

O alginato de calcio na forma de filme é utilizado como revestimento para a
conservagado de peixes congelados, impedindo a oxidagdo espontanea do mesmo
quando em contato com o ar. A carne, por outro lado, € coberta por filmes de alginato
para evitar a contaminacao bacteriana, sendo também de facil remog¢ao (STEPHEN;
PHILLIPS, 2016).

Nas industrias quimica e bioquimica, o alginato € utilizado como matriz de
imobilizacdo para a biocatalise como, por exemplo, de enzimas utilizadas para a
producao de glicose a partir da frutose e a converséo de amido em etanol (GAO et al.,
2016; ILLANES, 2011; MCHUGH, 2003).

Na area da saude, a propriedade de formacdo de filmes & explorada na
obtengdo de membranas para uso como curativos de lesdes cutaneas, ajudando a
melhorar o tempo de cicatrizag¢ao e evitando a infec¢cdo. Entre os produtos disponiveis
comercialmente estdo o AIgiDERM® e o Sorban®, que sdo capazes de absorver
exsudato em até 20 vezes o seu peso (RINAUDO, 2006). Ainda, pode ser utilizado
como biomaterial na engenharia de tecidos, devido a sua biocompatibilidade e
capacidade de formagdo de hidrogéis, microesferas, microcapsulas, esponjas,
espuma e fibras, bem como a sua biodegradabilidade e resisténcia mecéanica. Na
literatura encontram-se varios exemplos, como o uso de alginato para o
encapsulamento de fatores de crescimento, como BMP-2 (Bone Morphogenetic
Proteins) e RGD (Arginina-Glicina-Acido Aspartico), com melhora na regeneracéo do
tecido 0sseo (VENKATESAN et al., 2015).

Quanto a sua atividade bioldgica, dentre as diversas ja reportadas, uma delas
€ a atividade antitumoral contra células RAW264.7, linhagem de macrofagos de
camundongos que induzem a producéo de TNF-a (fator de necrose tumoral). Nesse
estudo, foi observada uma atividade dependente da massa molecular bem como da
razdo M/G (UENO; ODA, 2014). A atividade antitumoral contra sarcoma 180, células

de Ehrlich e carcinoma IMC em camundongos de alginatos extraidos de algas marrons
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das espécies Sargassum fulvellum e Sargassum kjellma nianum, foi relacionada com
alta percentagem de acido manurénico (KHOTIMCHENKO, 2010).

3.4 Modificacoes quimicas de polissacarideos

As diferentes atividades bioldgicas que os polissacarideos podem apresentar
estdo diretamente relacionadas com a estrutura quimica, conformacdo e massa
molecular dos mesmos (LEE et al., 2012). Por exemplo, no trabalho de Ferreira et al.
(2019), foram avaliadas a atividade hemolitica, proteolitica e hemorragica de agaranas
sulfatadas extraidas da alga vermelha Laurencia dendroidea, apresentando potencial
atividade contra o veneno de serpentes Lachesis muta e Bothrops jararaca.

Os polissacarideos que tém baixa ou nenhuma atividade biolégica podem ser
funcionalizados por modificacdes quimicas para introduzir, amplificar ou modificar
uma bioatividade, o que permite obter novos derivados a partir de diversos polimeros
como celulose, amido, quitosana e alginato (GOPINATH et al., 2018; MENG; EDGAR,
2016). Como exemplo, carragenanas extraidas das algas vermelhas Kappaphycus
alvarezzi, Gigartina skottsbergii e Eucheuma denticulatum foram submetidas a
modificagdo quimica por oxidagao seletiva usando N-oxil-2,2,6,6-tetrametilpiperidina
e acido tricloroisocianurico. Apds esta modificacéo, as carragenanas apresentaram
potencializacdo na atividade anticoagulante (DOS SANTOS-FIDENCIO et al., 2019).

Polissacarideos sao extensivamente estudados e modificados para gerar
novas propriedades como: liberagao controlada gde medicamentos (GUPTA et al.,
2012), obtencdo de materiais biomédicos (DALHEIM et al., 2016) e curativos de
feridas (BALDWIN; KIICK, 2010). Além disto, polissacarideos modificados podem
apresentar atividades antioxidante (WANG et al., 2008), antimicrobiana (SALEM et al.,
2019), antiviral (MENDES et al., 2014), e anticoagulante (DE ARAUJO et al., 2013).
Outro aspecto importante é a utilizacdo para formagao de nanogéis e hidrogéis com
propriedades adequadas para uma aplicagao especifica desejada (MENG; EDGAR,
2016).

As modificagdes quimicas mais utilizadas para obtencéo de novos derivados
de polissacarideos sao: sulfatacao, acetilacdo, aminacao, esta ultima modificacao
serve para criar polissacarideos com terminal azida precursores realizar reacoes click

chimestry de tipo ciclo adigdo azida-acilo (CUAAC).
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3.4.1 Sulfatacao

A sulfatacao quimica de polissacarideos ¢é utilizada para aumentar a
solubilidade em agua e gerar produtos com novas atividades bioldgicas, como
antitumoral e anticoagulante (BEDINI et al., 2017; XIAO et al., 2019).

Diversos estudos mostram que os polissacarideos sulfatados podem
potencializar a caracteristica imunomoduladora do mesmo. Dentre os métodos de
sulfatagdo mais comuns esta o de Wolfrom (método acido clorossulfénico-piridina)
(CHEN; HUANG, 2018).

As fragoes polissacaridicas contendo fucose, ramnose, arabinose, galactose,
glicose e xilose, obtidas da alga parda Sargassum pallidum, apos sulfatagdo quimica
com acido clorossulfénico piridina (CSA-Pir), apresentaram propriedades
antioxidantes e potencializagdo da atividade hipoglicémica em comparagédo com o
polissacarideo nativo (XIAO et al., 2019).

Polissacarideos naturalmente sulfatados como a heparina possuem atividade
anticoagulante. Polissacarideos sulfatados quimicamente, como o alginato de sodio,
por meio do acido clorossulfénico em formamida, também apresentaram atividade
anticoagulante com concentracdo de 16,7ug/mL em testes de TTPA (Tempo de
tromboplastina parcial ativada) in vitro (RONGHUA et al., 2003).

A ulvana obtida da alga verde Ulva pertusa é um polissacarideo que apresenta
grupos sulfato em sua estrutura nativa. Esse polissacarideo foi submetido a sulfatagéo
quimica utilizando o6xido sulfurico/dimetilformamida (SO3:/DMF) e sua atividade
antioxidante foi testada em comparacéo a ulvana nativa. A atividade antioxidante foi
potencializada nas fra¢des que apresentaram 30,8 e 32,8% de sulfato na sua estrutura
(Ql et al., 2005). Ulvanas extraidas de alga verde Ulvana fasciata por extragdo aquosa,
foram modificadas por reacdes de oxidagcao com periodato de sédio, reduzidas por
borohidrato de sodio e subsequentemente sulfatadas quimicamente pelo complexo de
piridina enxofre. Apds a modificagdo, 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 fragdo nativa
(ALVES, 2019; DE CARVALHO et al., 2018).
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3.4.2 Acetilacao

A acetilagdo modifica a solubilidade em agua dos polimeros, sendo uma
propriedade para atividade bioldgica. Os agentes de acilagdo mais utilizados séo acido
acético e anidrido acéetico em solventes organicos (CHEN; HUANG, 2018).

Como exemplo, ulvanas extraidas da alga Ulva pertusa foram quimicamente
acetiladas utilizando N,N-dimetilacetamida (DMACc), obtendo-se substituicdo nos
carbonos C-2 e C-3 da ulvana nativa. Apds essa modificacdo, a atividade anti
hiperlipidémica foi avaliada in vivo, sendo que as ulvanas acetiladas apresentaram
maior diminuigado de colesterol no sangue em comparag¢ao com as ulvanas nativas (Ql
et al., 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 Aminagao

Polissacarideos aminados, nativos e modificados quimicamente (seja por
rea¢oes de aminagao ou insergao de grupos amino por outras estratégias), vém sendo
estudados para utilizagdo como agente antimicrobiano. A quitosana, um
polissacarideo naturalmente aminado, inibe o crescimento de varias bactérias e
fungos, possui poder antibacteriano de amplo espectro e tem baixa toxicidade em
células de mamiferos (VENKATRAMAN, 2018).

Existem trés mecanismos propostos que explica o poder antibacteriano dos
polissacarideos aminados: a interacédo com as cargas negativas da superficie celular,
produzindo permeabilidade na parede do microrganismo, quelagdo de metais
desestabilizando as paredes microbianas e a interacdo com DNA bacteriano. Dessa
forma, percebe-se a influéncia da presenca de grupos amino para atividade
antimicrobiana de polissacarideos (ARORA et al., 2016; SUDARSHAN et al., 1992).

A atividade antibacteriana de derivados de quitosana apoés inser¢céo de grupos
amino foi avaliada e observou-se melhor atividade nos derivados que possuem maior
grau de substituicdo na estrutura, aumentando a carga catibnica natural do
polissacarideo nativo e, assim, melhorando a interagdo com as cargas negativas das
paredes dos microrganismos (MOHY ELDIN et al., 2012).
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Uma xiloglucana extraida de tamarindo e funcionalizada com grupos amino,
apresentou maior atividade antimicrobiana comparando-a com quitosana, mostrando

inibicdo do crescimento de bactérias na concentracéo de 1% (SIMI; ABRAHAM, 2010).

3.4.4 Amidacao

Um dos grupos funcionais mais reativos no polissacarideos € o grupamento
acido carboxilico, que permite modificacdo quimica sem técnicas de
protecao/desprotecdo. Uma das estratégias mais utilizadas € a amidagao
(CHHATBAR et al.,, 2011; MENG e EDGAR, 2016; PAWAR e EDGAR, 2013;
SCHANTE et al., 2011; TAUBNER et al., 2017).

Estas transformac¢des quimicas referem-se ao processo pelo qual uma amida
¢ formada na estrutura do polissacarideo. Entre as técnicas de amidacao
polissacaridica, pode-se descrever a reagao utilizando carbodiimida que tem sido
extensivamente estudada. Esta reacdo esterifica os grupos carboxila do
polissacarideo com 1-etil-3(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) introduzindo os
grupos amidas ao polissacarideo (Figura 3) (CUMPSTEY, 2013; FERNANDO et al.,
2019; TAUBNER et al., 2017). Esta reacg&o inicia com a ioniza¢ao do carboxila (1) e a
protonacao da carbodiimida formando um intermediario O-acilisouréia que ¢ instavel
(2). Esse intermediario pode sofrer rearranjo formando o subproduto N-aciluréia (6) ou
ainda pode se converter na forma protonada e posteriormente em amida (3), com o
ataque de uma amina primaria (SCHANTE 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 acido é necessario para a protonacdo do EDC. A formagéo do
subproduto N-aciluréia ndo é desejavel, uma vez que ndo forma ligacdo amida,
gerando baixo desempenho da reagédo (BULPITT; AESCHLIMANN, 1999).
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FIGURA 3 - MECANISMO DE REAGAO COM CARBODIIMIDA (EDC)
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Para melhorar a reatividade e diminuir o rearranjo da O-acilisouréia na reacao
de amidagdo por EDC, €& adicionado ao sistema de acoplamento N-
hidroxissuccinimida (NHS), que gera um grupamento éster que promove a formagao
da ligagdo amida entre uma carboxila e uma amina primaria (Figura 4). Para controlar
o ataque de protons na O-acilisouréia formada, € utilizado um tamp&o que mantém o
pH acido, como o tampao de acido 2-(N-morfolino)-etanossulfénico (MES), sendo
usado quando o NHS ¢ adicionado ao sistema de rea¢ao (DARR; CALABRO, 2009;
SEHGAL; VIJAY, 1994).

A reacéao de acoplamento por carbodiimida pode ser usada para obter hidrogéis
por reticulacao entre diferentes polissacarideos, os quais possuem aplicagdes na area
de regeneracéao de tecidos e cicatrizacdo de feridas (FERNANDO et al., 2019; PARK
et al.,, 2017).

Reacdes de amidagdo em uma B-glucana extraida de Avena safiva levaram a
um polimero com atividade antimicrobiana potencializada contra Escherichia coli e
Bacillus subtilis, quando comparados com o polissacarideo nativo (SHIN et al., 2005).

O pululano e um polissacarideo produzido pelo fungo Aureobasidium pullulans,
apos submetido a reacdo de amidacao por EDC com aminoguaiacol, também
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apresentou alta atividade antimicrobiana contra Staphyloccocus aureus, avaliada com
diferentes graus de amidagéo (KOUASSI et al., 2017).

FIGURA 4 —- ESQUEMA DE REAGAO EDC/NHS
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3.4.5 Click chemistry

Sharpless e colaboradores definiram reagdes click como um conjunto de
reagdes que geram produtos que podem ser removidos por métodos nao
cromatograficos, estereoespecificos, sendo faceis de executar e que requerem
solvente menos toxico e de facil remogao, tal como agua. Esse tipo de reagéo tem
sido utilizada em varias sinteses organicas e de carboidratos (HEIN et al., 2008; KOLB
et al., 2001; KRITCHENKOV; SKORIK, 2017; LEOPHAIRATANA et al., 2018).

As reacoes click mais utilizadas sao as reagdes de cicloadicao de azida-alcino
catalisada por cobre (CUAAC - Cu(l)-Catalyzed azide—alkyne cycloaddition). Estas
reagoes sao conhecidas pela formacgao de 1,2,3-triazois (Figura 5), ao contrario das
reacoes de click de Huisgen, que ndo sao seletivas e produzem substituicdo de 1,4 e
1,5-triazoéis (BINDER; SACHSENHOFER, 2007; LIANG; ASTRUC, 2011).
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FIGURA 5 - ESQUEMA DE REAGAO CuAAC
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Fonte: Modificada de Haldon et al. (2015)

O papel do Cu' como catalisador contribui para a regiosseletividade da reacéo de
CuAAC em 1,4 (Figura 6). O Cu' é obtido por catdlise prévia de um sal de Cu',
geralmente CuSO4, € 0 acido ascoérbico € usado como agente redutor (MENG;
EDGAR, 2016).

FIGURA 6 - MECANISMO DE REAGAO CLICK CuAAC
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Ainsergéo de um grupo azida em inulina, com posterior reacéo de click CUAAC
para inser¢ao de grupo amina terminal livre, demonstrou-se eficaz para a produgao
de derivados com atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus (DONG et
al., 2014). Ainda, foi reportado que polissacarideos modificados por reagoes click
obtém ou melhoram a atividade bioldgica como antimicrobianos e antifungicos em

comparagao com os polissacarideos nativos (PETROVA et al. 2015;TAN et al., 2017).

3.5 Modificacoes quimicas de alginato
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Varias modificagdes quimicas do alginato fornecem novas propriedades
gelificantes, solubilidade e caracteristicas mecénicas de seus hidrogéis em
comparagao com o alginato nativo, expandindo suas aplicagdes em biomedicina
(PAWAR; EDGAR, 2013).

O alginato, por ser um polissacarideo constituido apenas por acidos urdnicos,
€ um excelente modelo para realizacdo de modificagdes quimicas. Alginato sulfatado
guimicamente através de reagao com bissulfito de sddio e nitrito de sodio, apresentou
atividade anticoagulante em teste de APTT in vitro, com tempo de coagulac¢ao de 27s
na concentracao de 75g/mL de polissacarideo modificado (FAN et al., 2011).

A heparina € um polissacarideo sulfatado e possui atividade anticoagulante.
Ronghua et al. (2003) realizaram uma sulfatagdo quimica usando o sistema
HCISOs/formamida para avaliar a atividade anticoagulante in vitro do alginato
modificado e seus derivados quaternizados com cloreto-3-epoxipropiltrimetilamonio
em diferentes concentragdes, obtendo diferentes produtos, aquele com melhor
atividade anticoagulante nos testes APTT foi de 226s com uma concentracao de 16,7
ug/mL, valor que diminuiu em comparagdo com o alginato sulfatado na mesma
concentragdo (ARLOV; SKJAK- BRAK, 2017).

A acetilagdo do alginato tem sido usada para comparar com o alginato de
origem bacteriana que possui grupos acetil em sua estrutura, a modificagéo quimica
é realizada usando acido aceético glacial em meio aquoso usando como catalisador
acido sulfurico ou perclorico, outra alternativa é usar cetena. Apos essa modificacao
quimica, pode-se observar que quanto maior o grau de acetilagéo no alginato, menor
a afinidade por ions divalentes, criando hidrogéis com melhor flexibilidade do que o
alginato nativo usado em aplicagdes biomédicas (SKJAK-BRAK et al., 1989).

Por meio da oxidacgao seletiva com periodato de sddio dos acidos urdnicos em
C2-C3, alginatos dialdeidicos foram obtidos utilizando dois métodos de condensacéo,
um por agitagao e outro por micro-ondas com orto-fenildiamina. Um composto com
atividade antimicrobiana foi obtido, apresentando inibi¢ao de diversos microrganismos
(SALEM et al., 2019).

Por degradacgao induzida por radiagao, foi possivel obter fracdes de alginato de
sodio com diferentes proporcoes 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 € inversamente proporcional ao tamanho da fra¢ao, ou seja,
quanto menor o fragmento, maior sua atividade (SEN; ATIK, 2012).

Foram obtidos derivados de alginato com propriedades anfipaticas, ou seja,
eles podem formar micelas tendo solubilidade em dois tipos de solventes, neste caso
agua e solvente orgénico, para obter esses derivados, uma modificacédo de amidagao
foi feita com o uso de EDC-HCI para ligar na estrutura do alginato, a cadeia octilamina
atraveés de uma ligagéo amida. Com esse novo recurso do alginato funcionalizado, ele
pode ser usado para microencapsular materiais hidrofilicos e hidrofobicos, como a
cialotrina, que é um inseticida comercial, atingindo sua dosagem a longo prazo e
evitando as emissdes atmosféricas do composto que podem ser prejudiciais a saude
humana. (YANG et al., 2011).
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4 MATERIAIS E METODOS

O alginato de sodio utilizado no presente trabalho foi obtido comercialmente da
marca SIGMA, como sal de alginato de algas marrons (numero de produto A1112;
Lote SLBT1081).

4.1 METODOS DE CARACTERIZAGAO

4.1.1 Reacao da Ninhidrina

A reacao da ninhidrina, analise colorimétrica que determina qualitativamente
a presenca de aminas primarias, foi realizado utilizando o método descrito para
deteccdo de aminoacidos, com modificagbes (HEUKO, 2015; YEMM; COCKING,
1955).

Preparou-se uma solugdo do polissacarideo nativo (20 mg.mL™") para controle
negativo, uma solugédo de glucosamina (20 mg.mL™") como controle positivo e uma
solucdo de polissacarideo modificado (20 mg.mL™"). Para a avaliagdo qualitativa da
presenca de grupos amino livres, a coloragao azul/violeta representa positividade para
o teste. Adicionou-se 100 uL da solucao a ser avaliada em tubo de ensaio, onde em
seguida foram adicionados 2 mL de solugéo de ninhidrina (0,1% p/v) em tampéao
fosfato (0,01 M, pH=7). Os tubos foram colocados em banho-maria fervente por 5

minutos.

4.1.2 Espectroscopia por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) 'H - 13C

As amostras foram caracterizadas utilizando Espectroscopia por
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H, '3C. Os espectros foram obtidos com
o espectrometro BRUKER Avance DRX 400 operando na frequéncia base de 200 MHz
e 400 MHz para o nucleo de 'H e 100 MHz para o nucleo de *C. As amostras foram
primeiramente solubilizadas em agua deuterada (D20), congeladas, liofilizadas e
novamente solubilizadas em D2O. Para esses casos, utilizou-se acetona como padrao
interno (& = 2,224 ppm para 'H e & = 30,20 ppm para *C) (DUCATTI et al., 2011).
Para analises utilizando cloroférmio deuterado (CDCl3), a amostra foi solubilizada no
solvente deuterado, o qual foi utilizado também como padrao interno (& = 7,26 ppm
para '"H e & = 77,04 ppm para *C) (GOTTLIEB et al.,1997). As amostras foram
colocadas em tubos de 5 mm de didametro e, quando necessario, foi utilizada
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temperatura de 70 °C. Os espectros foram analisados com o auxilio do programa
TOPSPIN 4.0.8.

4.1.3 Espectroscopia na Regido do Infravermelho (IV)

A obtengao dos espectros na regido do infravermelho foi realizada com o uso
de um espectrometro ALPHA Bruker, com Transformada de Fourier (TF). A analise
direta das amostras foi realizada utilizando acessorio de reflectancia atenuada - ATR
(Centro de Estudos em Biofarmacia - UFPR). O processamento e a interpretagao dos

espectros deram-se com auxilio do software Opus Viewer.

4.1.4 Calculo M/G do alginato e blocos G e M.
A relacéo entre unidades de acido ManAp e acido GulAp (M/G) foi calculada
pelo método proposto por Jensen et al. (2015), utilizando espectro de RMN de 'H.
Nessa metodologia, sdo utilizados os valores das integrais das trés areas
indicadas na Figura 7, aplicando na seguinte equacao:

== Iy + Ic = 1)/ ().

FIGURA 7 CALCULO M/G DO ALGINATO

GulAp ManAp

COOH

x 10° H H H H
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Fonte: Adaptado de Jensen, 2015



32

Essa determinacao € importante devido a diferenca de propriedades mecanicas

apresentadas por alginatos com diferentes propor¢des M/G.

4.2 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

A estratégia experimental utilizada no presente trabalho esta
apresentada nas Figura 8 e 9. A partir do alginato comercial (ALG) e seus produtos
homopoliméricos de hidrdlise acida parcial (BG e BM), propds-se obter derivados
versateis funcionalizados com grupo azida, utilizando os mesmos para obten¢ao de
derivados aminados utilizando click chemistry, para posterior avaliagéo de atividade
antimicrobiana (Figura 8).

A insercao do grupo azida foi estudada através de reacado de amidacao,
utilizando 3-azidopropilamina (2), previamente obtida a partir de 3-cloropropilamina (1)
e azida sodica. Em seguida, prop6s-se a aplicagéo dos derivados azida (ALG-N3)
obtidos em reacdes de click chemistry com a propargilamina (3) para obtencéo de
derivados aminados (ALG-NH2, BG-NH2 e BM-NH2) (Figura 8).

FIGURA 8 - ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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4.3 MODIFICAGOES QUIMICAS

4.3.1 Hidrélise acida parcial do alginato

Para a obtencdo de blocos homopoliméricos, o alginato foi submetido a
hidrolise acida parcial, seguindo metodologia descrita por Haug et al. (1966) (Figura
10).

FIGURA 10 - ESQUEMA GERAL DE OBTENGAO DOS BLOCOS BG E BM A PARTIR DE
ALGINATO DE SODIO
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Fonte: O autor (2020)

O alginato de sodio (ALG) (1g) foi solubilizado em 100 mL de solugdo aquosa
de acido oxalico (1 mol.L-") e permaneceu por 20 horas, a 100 °C, em refluxo. Apds
centrifugacao (3500 rpm, 4 °C, por 30 min), a fragdo insoluvel foi novamente
submetida a hidrdlise parcial nas mesmas condigdes. Apds nova centrifugagao, a
fragdo insoluvel foi dialisada em membranas (cut-offde 6-8 KDa) contra agua
destilada por 48 horas, e logo apos liofilizada. O material resultante foi solubilizado em
agua destilada sob agitagéo e, entédo, o pH foi ajustado para 2,85, utilizando solugéo
de HCI (0,1 mol.L-"). Apos centrifugacao (3500 rpm, 4°C, por 30 min), a fragzo soluvel
foi denominada (BM) e a insoluvel (BG) 15,4% e 13,6% respectivamente a partir de 1

g de alginato de sodio.
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O pH de ambas as fracdes foi ajustado até pH 7, com solugdo de NaOH (0,1
mol.L"") e as mesmas foram dialisadas em membranas (cut-off de 6-8 KDa) contra
agua destilada e liofilizadas (Figura 11).

FIGURA 11 - FLUXOGRAMA DE OBTENGAO DOS BLOCOS HOMOPOLIMERICOS DE MENOR
MASSA MOLECULAR A PARTIR DE ALGINATO DE SODIO
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Fonte: O autor (2020)

4.3.2 Purificacao das fracoes BG e BM com brometo de hexadeciltrimetilaménio
(CTAB)

A metodologia utilizada para a purificagao das fragdes (BG) e (BM), obtidos na
etapa previamente descrita, esta apresentada na Figura 12 (FRASES et al., 2008;
RABELLO DUARTE et al.,1991)

Os blocos (BM) e (BG) foram solubilizados em agua destilada a 1% p/v e em
seguida, foi adicionada uma solugdo de brometo de hexadeciltrimetilamonio (CTAB)
a 10%, até concentragao final aproximada de CTAB 3% v/v (até nao observar mais a
formacgao de precipitado). O material resultante foi deixado em repouso por 48 horas,
para entdo ser centrifugado por 30 minutos a 3500 rpm. O sobrenadante foi

descartado e o precipitado foi solubilizado em solugéo de NaCl 1 mol.L™".
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FIGURA 12 - FLUXOGRAMA DE PURIFICAGAO DAS FRACOES BM E BG
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Fonte: O autor (2020)

Posteriormente, o material obtido foi precipitado com 2,5 volumes de etanol
96%, separando novamente por centrifugagdo (30 min, 3500 rpm), descartando o
sobrenadante e solubilizando o precipitado em solugéo de NaCl 2 mol.L™!. O material
obtido foi dialisado em membranas de 6-8KDa contra NaCl 1 mol.L-! para eliminar o
excesso de CTAB durante 24 horas, depois contra agua e finalmente congelado e
liofilizado.
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4.3.3 Obtencao do intermediario 3-azidopropilamina

O intermediario 3-azidopropilamina (Figura 13) foi obtido como o derivado azida
a ser posteriomente inserido na cadeia polissacaridica. A metodologia para a
obtengao da 3-azidopropilamina foi adaptada de Hanna et al. (2017)

FIGURA 13 - ESQUEMA DE SINTESE DA 3-AZIDOPROPILAMINA
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Fonte: O autor (2020)

Solubilizou-se 1 g de 3-cloropropilamina em 4 mL de agua destilada.
Posteriormente, foram adicionados 1,49 g de NaNs e a reacéo foi aquecida a 80 °C
durante 15 horas. Em seguida, a solugao foi resfriada e foram adicionados 1,10 g de
KOH. O material resultante foi extraido com 1 volume de éter dietilico, processo o qual
foi repetido durante 3 vezes (3 x 5 mL). A fase organica foi filtrada num leito de Na2SO4
anidro e o filtrado foi evaporado para obtenc¢ao da 3-azidopropilamina na forma de um

oleo incolor.

4.3.4 Obtencao de derivado de alginato e de blocos BM e BG funcionalizados
com grupo azida

Para insercdo do intermediario azida na cadeia polissacaridica foram
realizadas reagbes de amidagdo 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 modificagoes.
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FIGURA 14 - ESQUEMA DE REAGAO PARA OBTENGAO DE DERIVADOS DE ALGINATO
FUNCIONALIZADOS COM GRUPO AZIDA
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Fonte: O autor (2020)

Primeiramente, foram solubilizados 50 mg de polissacarideo (ALG, BM ou BG)
em solugdo tampao MES 0,1 M (acido-(N-morfolino)etanossulfénico) 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 propor¢gdo molar de 2:1. O meio reacional foi
mantido por 20 horas a temperatura ambiente. O material obtido (ALG-N3, BM-N3,
BG-N3) foi dialisado contra agua destilada em membrana MWCO 6-8 kDa, congelada
e liofilizada.

4.3.5 Reacao click chemistry de ciclo adicao alcino-azida (CuAAC) entre
polissacarideo azida e propargilamina

A reacdo entre os polissacrideos-azida (ALG-N3, BM-N3, BG-N3) e a
propargilamina foi realizada de acordo com a metodologia de Uliniuc et al. (2013), com
modifica¢des (Figura 15).
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FIGURA 15 - ESQUEMA DE REACAO DE CLICK CHEMISTRY ENTRE POLISSACARIDEO AZIDA E
PROPARGILAMINA
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O polissacarideo previamente funcionalizado com grupo azida (80 mg) foi
solubilizado em 8 mL em agua deionizada. Entdo, foram adicionados por gotejamento
5 equivalentes de propargilamina (41 pL). Em seguida, foram adicionados por
gotejamento 0,1 equivalente de solu¢ao recém preparada de acido ascorbico (2,2 mg)
em 1 mL em agua deionizada, e 0,05 equivalentes de uma solugao de sulfato de cobre
anidro (1 mg) em 1 mLem agua deionizada. Apds 24 e 48 horas, a 60 °C em atmosfera
inerte (argdnio) e protegido da luz, a amostra foi dialisada contra agua em membrana
de 6-8 kDa e liofilizada para dar origem as fragdes ALG-NH2-24, BM-NH2-24, BG-
NH2-24, ALG-NH2-48, BM-NH-48, BG-NH2-48.

4.3.6 Avaliacao da atividade antimicrobiana - Concentracao inibitéria minima
(MIC)

O teste de concentracdo minima inibitoria (MIC) foi realizado segundo Veiga et
al. (2019), com modificagdes. Como inoculo, foi utilizada a bactéria Escherichia coli
ATCC 25922 crescida em agar Mueller-Hinton, a 35°C, por 24 horas. O mesmo foi
diluido em solucédo salina a 0,9% e até concentracao 0,5 na escala de McFarland.

Em microplaca de 96 pocos, pipetaram-se 100 yL da amostra em analise no

primeiro po¢o da primeira coluna da microplaca, depois pipetaram-se 50 uL de meio



40

Mueller-Hinton nos demais po¢os da coluna, e procedeu-se diluicdo seriada das
amostras (5000, 2500, 1250, 625, 312,5, 156,25 ug.mL"). 50 uL de indculo foram,
entdo, pipetados em todos os pocos. O ultimo poco da coluna, sem amostra, foi
considerado o controle positivo. Além disso na ultima coluna foi colocado a solugao
de penicilina (1 g.mL") como agente antimicrobiano positivo (Figura 16). Apos 16
horas de incubacgao a 35 °C, foram adicionados 30 uL de resazurina (150 uyg.mL") e
a microplaca foi incubada por mais 1 hora. A mudanca de coloracao para rosa indica
que houve crescimento bacteriano (sem inibi¢ao pela amostra). Os testes foram feitos
em triplicata.

FIGURA 16 - REPRESENTAGAO DILUGAO SERIADA EM MICROPLACA
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Fonte: O autor (2020)
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizacao do alginato comercial

O alginato comercial (3-ALG) utilizado no presente trabalho foi caracterizado
por espectroscopia na regiao do IV e RMN bidimensional HSQC. A Figura 17 mostra
o espectro infravermelho, onde podem ser observadas bandas na regiao de 3000-
3600 cm™' atribuidas as vibragdes O-H e banda caracteristica em torno de 1600 cm-'’
atribuida ao grupo carbonila da carboxila das unidades de ManAp e GulAp (SANTOS
DE LAIA et al.,, 2014; DAEMI; BARIKANI, 2012; SALOMONSEN et al.,, 2008;
TAUBNER et al., 2017).

FIGURA 17 - ESPECTRO NA REGIAO DO INFRAVERMELHO DO ALGINATO (3-ALG)
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Na Figura 18, esta apresentado o espectro de RMN HSQC do alginato
assinalado e as correlagdes "H/'3C estdo representadas na Tabela 2. Os valores das
correlagdes G1 e M1 (carbono anomérico do acido a-L-GulAp e do acido -D-ManAp)
sdo encontrados em 5,05/100,65 e 4,65/100,80 ppm, respectivamente. Na regido
entre 65 e 80 ppm sdo observados os sinais referentes as anéis das unidades GulAp
e ManAp(HAUG et al., 1966; JENSEN et al., 2015; LARSEN et al., 2003).



FIGURA 18 - ESPECTRO DE RMN HSQC DO ALGINATO (3-ALG) (400 MHZ)
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TABELA 2 - ASSINALAMENTO DE "H/"*C DO ALGINATO (3-ALG)

acido B-p- 1H/13C écidohoc.-L- 1H/13C
manurdnico gulurénico
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, sdo utilizados os valores das integrais das trés areas indicadas na Figura

19 aplicando na seguinte equacéo:

M —
T Ug +1c — 1)/ (Ly)
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Para o alginato analisado foi de 1,85, sendo esse um valor proximo da média
dos valores encontrados para alginatos comerciais. Valores maiores que 1 indicam
que a quantidade de ManAp € maior que a do GulAp, representando um alginato de
baixa viscosidade (DRAGET, 2009; LEE et al., 2012).

FIGURA 19 - ESPECTRO RMN "H ALGINATO COMERCIAL (3-ALG)
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5.2 Obtencao de blocos homopoliméricos BM e BG

A solubilidade em agua das duas fragdes que GulAp e ManAp presentes no
alginato permitem a separagao dos blocos homopoliméricos dos heteropoliméricos,
por apresentarem uma formagao cristalina mais forte, os blocos homopoliméricos (BM
e BG) permanecem insoluveis na solugéo de acido oxalico apds do tempo de reagéo,
diferentemente dos blocos de heteropolimeros que sao solubilizados e podem ser
separados por centrifugagao (HAUG et al., 1966)

Para obtencao dos blocos homopoliméricos a partir do alginato, realizou-se a
hidrdlise parcial com acido oxalico 1 M para obtencao de duas fragoes polissacaridicas
denominadas BM e BG, que foram obtidas com rendimentos em massa de 15,4% e
13,6%, respectivamente. A variacdo de rendimento quando comparado a resultados
reportados na literatura (Tabela 3) € esperado, sendo que o teor de acido 3-p-ManAp
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e a-L.-GulAp em alginatos € 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 DE ALGINATOS APOS HIDROLISE PARCIAL

o
Fonte Metodologia BI\/(I L EG Referéncia
1 M acido
Laminaria digita oxalico 100°C 27,5 18,3 HAUG et al., 1966
2 x20h
Laminaria 1 M deido
brasiliensi oxalico100°C 6,0 17,0 DUARTE et al., 1991
rasiliensis 2 % 20h

Cystoseira  3MHCI 100°C 44 5 4554 | ARSEN etal., 2003

trinode 5h
Sargassum  3MHCI 100°C 15 4 959 | ARSEN et al,, 2003
latifolium 5h
Lessonia  3MHCI 100°C 153 394  CHANDIA et al.; 2004
vadosa 0,5h
Alginato
comercial 1 M acido
(Sigma) oxalico 100°C 154 13,6 Presente estudo
A1112 2 x 20h
Lote SLBT1081

Fonte: O autor (2020)

Nas Figuras 18 e 19 estdo apresentados os espectros na regido do
infravermelho das fracbes BM e BG. Nestes espectros s&o observadas bandas de
absorcao caracteristicas de alginato, como na regido de 3432 cm', atribuidas ao
estiramento de ligagdo O-H das hidroxilas, em 2920 cm™', referente a ligagbes C-H, e
proximo a 1597,91 cm™', sendo a banda caracteristica dos grupos carbonila de

grupamentos acidos (LEAL et al., 2008).



FIGURA 20 - ESPECTRO NA REGIAO DO INFRAVERMELHO DA FRAGAO BM
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FIGURA 21 - ESPECTRO NA REGIAO DO INFRAVERMELHO DA FRAGAO BG
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A regigo de absorcdo entre 950 a 750 cm, referente a regido anomérica,
distingue caracteristicas estruturais importantes das duas fragdes. Na fracao BM esta
presente uma banda em 816,1 cm™', caracteristica de acido manurdnico, e na fragéo
BG é possivel observar uma banda em 947,9 cm™ atribuida a deformacao vibracional
em C1-H (LEAL et al., 2008; MUCHIUTI, 2018; TUL'CHINSKY et al., 1976).

Os espectros de RMN bidimensionais (HSQC) para as fracdes BM e BG, estao
apresentados nas Figuras 22 e 23, e as correlagdes estao na Tabela 4.

FIGURA 22 - ESPECTRO DE RMN HSQC DA FRAGAO BG EM D0
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Solvente: D20, 70 °C, acetona padrao interno (2, 224/30 ,20) ppm

Fonte: O autor (2020)
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FIGURA 23 - ESPECTRO DE RMN HSQC DA FRAGAO BM EM D20
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Solvente: D20, 70 °C, acetona padrao interno (2,224/30,20) ppm

Fonte: O autor (2020)

TABELA 4 - ASSINALAMENTOS "H/"*C DAS FRAGOES GulAp (BG) E ManAp (BM)

BG H/*C BM H/"*C

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 correlacdes observadas encontram-se coerentes com as correlacoes
reportadas na literatura para blocos homopoliméricos de acido B-D-ManAp e de acido
a-L-GulAp referentes portanto, respectivamente aos blocos BM e BG, comprovando a
obtengdo das duas fragdes a partir da hidrélise do alginato (MUCHIUTI, 2018;
RABELLO DUARTE et al., 1991; TAKO et al., 2000).
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5.3 Purificacao das fracoes BG e BM com brometo de hexadeciltrimetilaménio
(CTAB)

Os blocos obtidos foram submetidos a um processo de purificacdo com
brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB). Esse processo permite a separagao de
polissacarideos neutros e outros subprodutos por precipitacao de polissacarideos
com carga idnica, como € o caso do acido alginico e os seus blocos homopoliméricos
de menor massa (RABELLO DUARTE et al., 1991; FILALI MOUHIM et al., 1993).

Os rendimentos encontrados para os complexos CTAB-BM e CTAB-BG
recuperados, em relagdo a massa inicial de alginato, estao apresentados na Tabela
5, sendo observada uma diminuigdo no rendimento quando comparado ao produto
sem etapa de purificagdo. Essa diminuicdo do rendimento € esperada devido a

manipulacao da fragao e remocao de subprodutos.

TABELA 5 - RENDIMENTOS DAS FRACOES BM E BG ANTES E DEPOIS DA PURIFICACAO

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 purificagdo com CTAB. Apesar da metodologia empregada separar
polissacarideos acidos de neutros, e ambas as fragdes serem acidas, esperava-se a
obtencao de blocos mais puros devido a diferenca da estrutura tridimensional entre
BM e BG, e consequentemente diferengas na disponibilidade dos grupos acidos
carboxilicos. Entretanto, os sinais foram analisados comparativamente e nao foram

observadas diferencas nas correlagoes.

FIGURA 24 - ESPECTRO DE RMN HSQC DA FRAGAO BG COM E SEM PURIFICAGCAO EM D:0O
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FIGURA 25 - ESPECTRO DE RMN HSQC DA FRAGAO BM COM E SEM PURIFICACAO EM D20
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Solvente: D20, 70 °C, acetona como padréo interno (2,224/30,20) ppm
A: BM sem purificagdo, B: BM depois de purificagdo com CTAB

Fonte: O autor (2020)

5.4 Sintese do intermediario 3-azidopropilamina

A sintese da 3-azidopropilamina (2), usando 3-cloropropilamina (1) e azida
sddica, foi realizada para obteng¢ao de um intermediario contendo grupo azida para
posterior insercao na cadeia polissacaridica mediante uma reacao de substituicdo em
que o cloro da 3-cloropropilamina & substituido pelo grupo N3z da azida de sadio.
Obteve-se um rendimento de 56%, o 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 regido do infravermelho para o produto, apresentado na
Figura 26, foi possivel identificar os principais grupos funcionais presentes. A banda
de absorcdo de alta intensidade observada na regido de 3415 cm™' corresponde ao
estiramento N-H, enquanto a banda caracteristica de grupo N; pdde ser observada
em 2107 cm™'. A presenca de tal banda difere do espectro do infravermelho do
reagente inicial 3-cloropropilamina (1) (Figura 26), onde nao é observada (DUTTA et
al., 2015; HANNA et al., 2017; LOPES; FASCIO, 2004).

FIGURA 26 - ESPECTRO NA REGIAO DO INFRAVERMELHO DA 3-CLOROPROPILAMINA (1)
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Fonte: O autor (2020)
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FIGURA 27 -ESPECTRO NA REGIAO DO INFRAVERMELHO DA 3-AZIDOPROPILAMINA (2)
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Fonte: O autor (2020)

Para confirmar a sintese do composto 3-azidopropilamina (2), foram obtidos
espectros de RMN de 'H e *C que se apresentam assinalados nas Figuras 28 e 29,

respectivamente.

FIGURA 28 - ESPECTRO DE RMN DE 'H DA 3-AZIDOPROPILAMINA (2) EM CDCls (200 MHZ)
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Solvente: CDCls, cloroférmio deuterado padrao interno (7,240) ppm

Fonte: O autor (2020)
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FIGURA 29 - ESPECTRO "*C RMN 3-AZIDOPROPILAMINA (2) EM CDCls (200 MHZ)
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Fonte: O autor (2020)

Os deslocamentos de 'H e *C observados foram: (CH:N3) 3,33/49,08 ppm,
(CH2NH2) 2,75/39,25 ppm e (CH2CH:CH2) 1,68/32,34 ppm, que encontram-se de
acordo com a literatura (Tabela 6), comprovando a obtencédo de 2 (DUTTA et al., 2015;
HANNA et al., 2017; KLINKER et al., 2015). Ainda, o deslocamento referente ao grupo
CH:CI no reagente inicial (1), que é 3,61/41,9 ppm, n&o aparece no espectro do

produto obtido, reforgando que a ligacdo CH>-Cl foi substituida pela ligagdo CH2>-Ns

(HALLETT et al., 2009).

TABELA 6 - ASSINALAMENTOS NO ESPECTRO DE RMN 'H E "*C (ppm) DA 3-
AZIDOPROPILAMINA COMPARADOS DE LITERATURA

Sinais obtidos

HANNA et al., 2015

KLINKER et al., 2015

1H 130 1H 130 1H 130
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 Obtencao de alginato e de seus derivados funcionalizados com grupo
propilazida (ALG-N3, BM-N3 e BG-N3)

A reagdo de amidacido foi utilizada para insercdo do intermediario 3-
azidopropilamina (2) na cadeia polissacaridica através da formac¢ao 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 reagao foi repetida
nas mesmas condi¢des para os blocos homopolimeros BM e BG.

Para confirmar a formacédo da ligagdo amida foram realizadas analises
espectroscopicas (IV e RMN bidimensional). Na Figura 30 esta apresentado o
espectro de infravermelho do produto ALG-N3 (4). Pbde-se observar a banda em 2107
cm™' caracteristica do grupo funcional azida (N3), assim como em 1633 cm™ a banda
caracteristica de COOH, e em 1618 cm™ de estiramento C=O (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 REGIAO DO INFRAVERMELHO DO ALGINATO FUNCIONALIZADO
COM 3-AZIDOPROPILAMINA (4-ALG-N3)
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Fonte: O autor (2020)

No espectro de RMN 'H 3C HSQC de ALG-N3 (figura 18) foram observadas
as correlagdes referentes as unidades monossacaridicas do polissacarideo inicial nao
apresentaram diferencas significativas com as do polimero de origem. Os
assinalamentos correspondentes as unidades de acido ManAp e GulAp.

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

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

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

\

|
l!L‘\WH J‘“ AN M

Al ‘““wuh - _;,_,A____/’NK‘JL»,J’/ \\‘\p«fk,JL,_,.J}U’\‘;l»L/“\«. J!.,,i_-\_».,-"‘“'u"g ppm
10
14.3/1.08-1.10
i
24.7/1.90 20
e
¢ e 277/181183
e' 3
- \ b 0] -30
35,7;/3.43 3.50 34.9/3.10-3.12 acetone /U\ /a\\/c\
D eV L] RN N3
. \ H b )
36.4/3.20 36.4/3.26 35.3/2.45 -40
d' - "* 0._R
/, 427/288 o' b I e
' \H/\/\ ~ A~ [50
48.8/3.37 a ~ N H
¢ ‘555315, A c f
a
T —————————————— — 60
35 3.0 2.5 20 1.5 ppm

Acetone correlation removed for better spectra analysis (3.224/30.2 ppm).
Blue correlations = CH,.
*Correlations not assigned, probably related to subproducts such as N-acylurea.

Solvente: DOz, acetona padréo interno (2,224/30,20) ppm



95

Fonte: O autor (2020)

Na regidao ampliada do espectro, entre 3,5-1,0 ppm, novas correlagdes foram
observadas (CH:Ns 48,8/3,37 ppm); (CH2CH2CH> 27,7/1,81 ppm) e (CH:NHC=0
36,4/3,10 ppm) (Figura 28). A correlagdo caracteristica da 3-azidopropilamina
(CH2:NH2> 2,75/39,25 ppm) nao aparece no produto obtido. Ainda, a correlagao
atribuida a ligagdo amida formada (CH:NHC=0) ¢é proxima a valores relatados na
literatura (DUTTA et al., 2015; HANNA et al., 2017; HU et al., 2013; PARK et al., 2017;
XU et al.,2017). O deslocamento do sinal de hidrogénio da posi¢do CH2CH2CH:> de
1,68 ppm na 3-azidopropilamina para 1,90 ppm apds reacao, foi também observado
em estudos anteriores, onde foi reportado deslocamento de 1,45 ppm para 2,08 ppm,
atribuido a ligagado amida formada (HU et al., 2013, XU et al., 2017; YANG; et al.,
2011).

A reacdo de amidagao com EDC/NHS produz um intermediario O-acilisouréia
que, na auséncia de um ataque nucleofilico, € reorganizado em um composto mais
estavel como N-aciluréia (COLODI, 2017; KUO et al.,, 1991; NAKAJIMA; IKADA,
1995). A utilizacdo de NHS na reagao favorece a formagao da ligagao amida e ndo do
subproduto, formando intermediarios mais estaveis e menor produgao do subproduto
N-aciluréia (CONDE et al., 2014; PARK et al., 2017). Ainda assim, foi observada a
presenca do intermediario O-acilisouréia, cujos assinalamentos estdo apresentados
na Tabela 8 em comparagéo com correlagdes reportadas na literatura (NAKAJIMA;
IKADA, 1995; COLODI, 2017).

TABELA 7 - ASSINALAMENTOS DE 'H E 3C 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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Correlacoes similares foram observadas para as amostras BM-N3 e BG-N3

(anexos), o que indica a formacgéao dos correspondentes polissacarideos-azida.

5.6 Obtencao de derivado aminado através de click chemistry CuUAAC (ALG-
NH2, BM-NH2, BG-NH2)

Para a obtencdo 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 avaliacdo dos compostos obtidos foram realizadas analises
colorimétricas qualitativas (ninhidrina) e também analises espectroscoépicas (IV e RMN
bidimensional).

A formacgao de coloracao roxa apods reacao com ninhidrina indica a presencga
de grupo amino livre (HEUKO, 2015; YEMM; COCKING, 1955). Foram avaliados e
comparados resultados de ninhidrina de amostras de polissacarideo apds reacao de
amidacdo e apos reacdo de click chemistry CuAAC, resultados que estao

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) PosiTvo [
4-BMN3 NEGATIVO
6-BMNH2 (24h) POSITIVO
6-BMNH2 (48h) posiTvo [

Controle positivo: glicosamina
Fonte: O autor (2020)
Os polissacarideos-poliazida, utilizados como controle negativo, nao

apresentaram coloracdo arroxeada, o que era esperado por estes ndo possuirem

grupos amino livre em sua estrutura. Ja os produtos da reagao “click” apresentaram
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resultado positivo, indicando sucesso da reagao de click chemistry, com a insergao de
grupo NH2> na cadeia polissacaridica. A coloragdo arroxeada apresentou-se mais
intensa para as amostras BG-NH2 e BG-NH2 obtidas com 48 horas de reacéo.
Sugere-se que o0s blocos homopoliméricos, por possuirem uma menor massa
molecular, que pode afetar na solubilidade, apresentaram maior substituicdo do que
os produtos derivados do alginato.

Na Figura 32 estdo apresentados os espectros na regido do infravermelho das
fracdes BG, BG-N3 e BG-NH2, comparativamente. Ressalta-se a banda préxima de
2100 cm™', caracteristica de grupo azida, que aparece somente no produto de reagao
de amidacdo BG-N3, sendo ausente na amostra BG-NH2, o que também sugere a
formacao do produto esperado. As mesmas alteracido no aparecimento da banda
caracteristica do grupo azida foi observada para todos os produtos de “click”. Aminas
primarias apresentam bandas caracteristicas na regiao entre
3000-3500 cm™, regido onde também aparecem bandas caracteristicas de grupos
hidroxila, as quais podem estar sobrepostas dificultando a visualizacdao da mesma
(ENGELSEN; NORGAARD, 1996; KIM et al., 2012; LABRE et al., 2018).

FIGURA 32 - ESPECTRO NA REGIAO DO INFRAVERMELHO DO ALG, ALG-N3 E ALG-NH2
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ALG (A), ALG-N3 (B), ALG-NH2 (C)

Fonte: O autor (2020)

Para confirmar a formagao do anel triazol, foi obtido o espectro de RMN de 'H
e HSQC dos produtos. Apesar do resultado positivo no teste da ninhidrina, nos
espectros da amostra ALG-NH2 obtido com 48 horas de reac¢do so foi possivel
observar sinais referentes ao produto funcionalizado com terminal amina no espectro
de RMN de 'H (Figura 33).
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FIGURA 33 - ESPECTRO DE RMN DE "H DA ALG-NH2 EM D20
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Fonte: O autor (2020)

Ja nos espectros das amostras BM-NH2-48 e 6-BG-NH2-48, foi possivel
observar correlagdes em 125,0/8,15 ppm referente ao hidrogénio de anel 1,2,3-triazol.
A Figura 34 compara os espectros de RMN de 'H das fragdes 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 al., 2012; OMTVEDT et al., 2019; TAN et al., 2017).
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FIGURA 34 - ESPECTRO DE RMN DE "H DA 4-BM-N3 E 6-BM-NH2 EM D20
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Fonte: O autor (2020)

Na Figura 35 esta apresentado o espectro de HSQC do composto 6-BM-NH2.
A correlagao 48,6/3,50 ppm, atribuida ao grupo CH2-N3 da amostra 4-BM-N3, nao
mais aparece no espectro apos a reacgao de click chemistry, tendo um deslocamento
novo (47,5/4,50 ppm) relativo a grupo CH2 que foi atribuido a posi¢céo mais proxima
do anel triazol (TAN et al., 2016, 2017). Ainda, a correlacéo caracteristica de CH,-C=
da propargilamina que, segundo a literatura, aparece entre 70,5/3,38-3,39 ppm, nao
foi observada no espectro dos produtos obtidos. A correlacao 28,9/3,84 ppm foi
atribuida ao grupo CHz-NH. (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 reacgdes de click
chemistry.
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FIGURA 35 - ESPECTRO DE HSQC DA AMOSTRA 6-BM-NH2
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5.7 Avaliagao da atividade antimicrobiana de derivado de alginato
funcionalizado

Os polissacarideos com a presenga de grupos amina e hidroxila sao
biodegradaveis, biocompativeis e apresentam atividade bioldgica, como atividade
antimicrobiana. Dentre os polissacarideos aminados esta a quitosana, que é um
polissacarideo com carga catiénica devido a 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 soluvel em
solugcdes aquosas acidas sob um pH 6.3, onde os grupos amina NH2 se tornam a
forma soluvel protonada NHs*, esse grupo amino protonado € o grupo funcional ativo
essencial para que o polissacarideo apresente atividade antimicrobiana. (CHUNG;
CHEN, 2008; SAYARI et al., 2016; VAZQUEZ et al., 2013)

Os mecanismos de acao propostos para os polissacarideos aminados ndo sao
claros, mas presume-se que o caracter policatibnico desse tipo de polissacarideo
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interaja com a carga negativa das membranas bacterianas, causando vazamento de
constituintes intracelulares, causando desequilibrios osmaéticos, resultando nainibicao
do crescimento do microrganismo. Qutro mecanismo de ac¢ao é o poder para capturar
0S 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, ent&o, avaliados
guanto ao seu potencial antibacteriano através de ensaio de concentracao inibitoria
minima (MIC).

O valor obtido no presente experimento de MIC esta entre os valores
registrados de atividade de quitosana de 500 a 2000 pg.mL™', outros fatores que
melhoram ou prejudicam a atividade antimicrobiana, como densidade, protonagéo,
peso molecular, concentracédo e caracteristicas hidrofilicas/hidrofobico do polimero,
capacidade quelante, pH, temperatura e tipo de membrana do microrganismo GOY et
al., 2016; JAIN et al., 2014; MOHAMED et al., 2014; XING et al., 2015).

Na Figura 36 estdo apresentadas as imagens das microplacas onde foram
realizadas as avaliagcdes. Foi possivel observar que os produtos da CuAAC click
chemistry ALG-NH2, BG-NH2 e BM-NH2 (6) possuem atividade inibitoria contra
bactérias da espécie E. coli na concentragdo de 5000 pg.mL-', sendo essa atividade
ausente no alginato e seus blocos homopoliméricos.

Entre os valores de inibicao do crescimento bacteriano da quitosana que é um
polissacarideo aminado com atividade antimicrobiana estao concentragdes superiores
a 500 pg.mL" para valores de MIC contra cepas de E. coli; valores que apds a
metilacao ou outro tipo de modificacdo na estrutura da quitosana podem aumentar a
atividade antimicrobiana em 20 vezes em compara¢éo 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 presenca de grupos amina na forma protonada por ser o grupo funcional
que interage contra a membrana microbiana. Desta forma ha uma correlagao positiva
entre o numero de grupos que podem ser protonados e a atividade antimicrobiana. A
solucéo de quitosana possui um maior grau de protonagao que os produtos de alginato
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e seus derivados nas mesmas condi¢dées de concentracédo e tempo. (MOHD HANIM
et al., 2015).

Dessa forma, a modificacdo quimica realizada e ciclo adigdo 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 aplicagdo como agentes antimicrobianos.

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

pg/mL  ALG-NH2 ALGINATE CHITOSAN PENICILLIN

10000
5000

Fonte: O autor (2020)
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6. CONCLUSAO

Sendo os polissacarideos uma importante fonte de moléculas bioativas e
biotecnoldgicas, no presente trabalho foi possivel explorar o potencial do alginato de
soédio como precursor em reagdes 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 acido ManAp (15,4%) com um valor
calculado de M/G = 6,53 e de acido GulAp (13,6 %)com um valor calculado de M/G =
<0,01. O polissacarideo e seus blocos de menor massa foram submetidos a reacdes
de amidagao com 3-azidopropilamina previamente sintetizada, que mostrou-se ser
uma eficiente rota de “pré-funcionalizagéo” de polimeros para reagoes “click” do tipo
cicloadicdo azida-acilo. Os produtos azida foram submetidos a condi¢des de reacao
de click chemistry CUAAC, onde foi possivel observar que um maior tempo de reagao
parece ser mais eficiente. Apds 48 horas de reagdo os derivados do alginato e
homopoliméricos aminados foram obtidos e caracterizados. Na avaliagdo de suas
propriedades antibacterianas mediante MIC, os produtos ALG-NH2, BG-NH2 e BM-
NH2 apresentaram atividade inibitoria contra E. coli na concentragdo de 5000 pg.mL-
. Dessa forma, a rota sintética proposta mostrou-se eficaz para obtencdo de
intermediarios versateis “pré-funcionalizados” com grupo azida, para aplicagdo em
diversas areas. Ainda, foram obtidos derivados polissacaridicos aminados inéditos
com atividade bioldgica superior aos polimeros de origem.



ANEXOS

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