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Resumo

BRUNI, Graziella Pinheiro. Encapsulacdo de compostos bioativos em matrizes proteicas
pela técnica de electrospinning para liberacdo controlada em embalagens de alimentos
2019, 86 p. Tese (Doutorado) — Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas, 2019.

Electrospinning € uma técnica versatil que permite a encapsulacdo de compostos para
inUmeras aplicacdes. Este trabalho esta dividido em dois estudos. No primeiro estudo,
objetivou-se produzir fibras de isolado proteico de soja (IPS) e alcool polivinilico (PVA)
carregadas com [B-caroteno através da técnica de emulsion electrospinning, para
aplicacdo como recobrimento em embalagens de alimentos. As condi¢fes das solucdes
poliméricas utilizadas no processo de electrospinning como método de desnaturacdo das
solucdes protéicas e proporcao de IPS:PVA foram estudadas e determinadas. Além disso,
as fibras produzidas por emulsion electrospinning carregadas com [(-caroteno foram
avaliadas para liberacdo em meio simulante de alimentos gordurosos (0leo de soja) e
submetidas ao processo de annealing visando a utilizagdo como recobrimento em
material biodegradavel. As fibras contendo B-caroteno apresentaram 51,4% de eficiéncia
de encapsulacdo apos o processo de electrospinning. O processo de annealing realizado
no recobrimento promoveu a fusdo das fibras no material de polihidroxialcanoatos (PHA),
sugerindo aplicacdo promissora na area de embalagens bioativas. No segundo estudo,
objetivou-se encapsular o extrato de erva-mate em fibras de zeina pela técnica de
electrospinning e avaliar seu potencial como matriz de liberagdo para embalagens de
alimentos. O extrato de erva-mate foi incorporado nas solucdes poliméricas de zeina nas
concentracbes de 1, 3 e 5%. ApOGs o0 processo de electrospinning as fibras com as
diferentes concentracbfes de extrato de erva-mate foram caracterizadas quanto a
morfologia, aos grupos funcionais, propriedades térmicas, cinética de liberagdo em meio
simulante de alimentos hidrofilicos (etanol 10%) e atividade antioxidante. As fibras no
geral apresentaram morfologia homogénea e as fibras de zeina carregadas com 5% de
extrato de erva-mate apresentaram liberacdo de aproximadamente 50% do extrato em
meio hidrofilico e alta atividade antioxidante frente ao radical DPPH (61 a 83% inibig&o).
Esses resultados mostraram que as fibras produzidas no presente trabalho tem potencial
para o uso em embalagens de alimentos com agao antioxidante.

Palavras-chave: isolado proteico de soja; zeina; carotenoides; compostos fendlicos;
emulsao; fibras.



Abstract

Electrospinning is a versatile technique that allows compound encapsulation for numerous
applications. This paper is divided into two studies. The first study aimed to produce B-
carotene-loaded soy protein isolate (IPS) and polyvinyl alcohol (PVA) fibers using the
electrospinning emulsion technique for application as a coating on food packaging. The
conditions of the polymeric solutions used in the electrospinning process as a protein
solution denaturation method and IPS: PVA ratio were studied and determined. In addition,
the electrospinning emulsion fibers loaded with 3-carotene were evaluated for release in
simulant medium of fatty foods (soybean oil) and submitted to the annealing process for
use as a coating on biodegradable material. The B-carotene-containing fibers showed
51.4% encapsulation efficiency after the electrospinning process. The annealing process
performed in the coating promoted the fusion of the fibers in the polyhydroxyalkanoate
(PHA) material, suggesting a promising application in the bioactive packaging area. The
second study aimed to encapsulate yerba mate extract in zein fibers by the electrospinning
technique and to evaluate its potential as a release matrix for food packaging. Yerba mate
extract was incorporated into the zein polymer solutions at concentrations of 1, 3 and 5%.
After the electrospinning process the fibers with the different concentrations of yerba mate
extract were characterized in terms of morphology, functional groups, thermal properties,
release kinetics of hydrophilic food (10% ethanol) and antioxidant activity. The fibers in
general presented homogeneous morphology and the zein fibers loaded with 5% yerba
mate extract showed approximately 50% release of the extract in hydrophilic medium and
high antioxidant activity against the DPPH radical (61 to 83% inhibition). These results
showed that the fibers produced in the present work have potential for use in food
packaging with antioxidant action.

Key words: soy protein isolate; zein; carotenoids; phenolic compounds; emulsion; fibers.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, impulsionados pelas crescentes demandas por melhoria na
saude ou prevencdo de doencas através da dieta, compostos bioativos, tais como
polifendis, carotenoides, minerais, acidos graxos, proteinas ou peptideos bioativos,
probidticos, etc., tém sido intensamente investigados por suas possiveis aplicagdes na
area farmacéutica, nutracéutica e de alimentos funcionais (WEN et al., 2017; ANU
BHUSHANI; ANANDHARAMAKRISHNAN, 2014; DIAS; FERREIRA; BARREIRO, 2015).

Véarios sdo o0s compostos bioativos de interesse para a industria visando a
aplicacdo em embalagens de alimentos. O [(B-caroteno, por exemplo, tem sido estudado
para diversas aplicacdes, principalmente devido a sua acdo pro-vitamina A
(DAMODARAM et al., 2010; MOLINA, 2014) que confere caracteristicas antioxidantes
com acao protetora contra doencas cardiovasculares. Por outro lado, estudos recentes
também tém mostrado a potencialidade de extratos ricos em compostos fendlicos, como €
0 caso do extrato de erva-mate (llex paraguariensis). Ambos compostos podem ser
utiizados como aditivos alimentares, no entanto, a baixa estabilidade durante o
processamento ou armazenamento de alimentos compromete significativamente o0s
beneficios desses compostos, limitando, assim, suas aplicacdes. Portanto, é desejavel
uma abordagem eficaz que possa preservar a atividade bioldgica e obter liberacdo
controlada de compostos bioativos (WEN et al., 2017).

A encapsulacédo € um método utilizado para aprisionar compostos bioativos dentro
de um material polimérico, com a finalidade de proteger e fornecer a liberacdo controlada
destes compostos, e tem sido aplicado em diversos materiais (EZHILARASI et al., 2013).
Recentemente, a técnica de electrospinning foi proposta como uma técnica viavel para
encapsular compostos bioativos. Essa técnica baseia-se no processamento eletro-
hidrodinamico de solucdes ou dispersbes poliméricas (GOMEZ-MASCARAQUE; LOPEZ-
RUBIO, 2016), consistindo de um método versatil para produzir fiboras com alta relacéo
superficie/volume e alta porosidade. Além disso, compostos bioativos encapsulados em
fiboras de electrospinning, possuem estabilidade as condicbes de processamento de
alimentos e funcionalidades avancadas.

A encapsulacdo de compostos bioativos em fibras é realizada através da mistura
desses compostos com a solugdo polimérica seguida do processamento via
electrospinning. Em relacdo as matrizes de encapsulagdo, os polimeros de grau

alimenticio, como as proteinas, tém sido utilizadas, devido sua biocompatibilidade,
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biodegradabilidade e nao toxidade (GHORANI; TUCKER, 2015). Proteinas vegetais como
a proteina de soja e a zeina apresentam propriedades estruturais e funcionais para a
obtencdo de fibras pela técnica de electrospinning para varias aplicacdes, desde
aplicacbes biomédicas na liberagdo controlada de farmacos, (KHADKA; HAYNIE, 2012)
até na liberacdo de compostos antimicrobianos e antioxidantes para embalagens de
alimentos (SILVA et al., 2018; ANTUNES et al., 2017).

Portanto, a partir da literatura supracitada, objetivou-se com esse trabalho
encapsular, através da técnica de electrospinning, o B-caroteno e o extrato de erva mate
em fibras elaboradas a partir de matrizes proteicas, para liberacdo controlada em

embalagens de alimentos.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Encapsular B-caroteno e extrato de erva-mate em fibras de matrizes proteicas,
através da técnica de electrospinning e avaliar a cinética de liberacdo destes compostos

em sistemas que simulantes de alimentos.

2.2 Objetivos especificos

Encapsular B-caroteno em fibras de isolado proteico de soja (IPS) e élcool
polivinilico (PVA) e avaliar sua morfologia, grupos funcionais, estabilidade térmica,
integridade estrutural em agua, eficiéncia de encapsulacdo e cinética de liberacdo em
meio simulante de alimentos gordurosos.

Caracterizar o extrato de erva-mate quanto aos compostos fendlicos individuais,
totais e quanto a sua atividade antioxidante.

Encapsular extrato de erva-mate em fibras de zeina e avaliar sua morfologia, grupos
funcionais, estabilidade térmica, atividade antioxidante e cinética de liberacdo em meio

simulante de alimentos hidrofilicos.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Compostos bioativos

Os compostos bioativos sdo compostos que podem ser enquadrados como
essenciais e ndo essenciais que ocorrem na natureza, fazem parte da cadeia alimentar e
podem ter efeitos benéficos sobre a saide humana. Os compostos bioativos podem variar
de nutrientes isolados, suplementos dietéticos, produtos a base de ervas e alimentos
processados, como cereais, sopas e bebidas. A base para o0 crescente interesse em
compostos bioativos estd em estudos epidemiolégicos que mostram que uma dieta
especifica ou o consumo de algum componente da dieta esta associado a um menor risco
de doencas cronicas. Os compostos estudados mais extensivamente S&80 O0S
antioxidantes, cujo aumento no consumo pode evitar o risco de doencas cronicas,
incluindo cancer e doencas cardiovasculares e podem ser aplicados alimentos retardando
ou inibindo a oxidagdo. (BIESALSKI et al., 2009). Correspondem aos antioxidantes
naturais, compostos nitrogenados, carotenoides e compostos fendlicos (VELIOGLU et al.,
1998). Alguns desses grupos de compostos haturais serdo apresentados separadamente

na secao seguinte.

3.1.1 Carotenoides

Diante da diversidade de compostos bioativos, os carotenoides destacam-se pois
sdo corantes naturais e apresentam atividade biolégica, promovendo beneficios a saude
(MARTINS et al., 2016). Tal fato tem favorecido o aumento da utilizacdo de carotenoides
ndo sO na industria de alimentos, como também nas industrias farmacéutica, nutracéutica
e cosmecéutica (MARTIN et al., 2007). A ocorréncia de carotenoides na natureza é
abrangente e eles podem ser encontrados em diversos seres vivos (MESQUITA et al.,
2017). Estes compostos séo lipossoluveis e responsaveis pela cor amarela, laranja e
vermelha de muitos alimentos de origem vegetal e alguns de origem animal (MATIOLI &
RODRIGUEZ-MAIA, 2003).

Existem basicamente duas classes de carotenoides, os carotenos e as xantofilas.
Os carotenos se caracterizam pela presenca de uma cadeia hidrocarbonica linear ou
ciclica em um ou nos dois terminais da molécula. JA4 as xantofilas, compreendem o0s
derivados oxigenados dos carotenos (JIN et al., 2003). A base estrutural dos carotenos
sdo unidades de isopreno ligadas covalentemente na forma cabeca-cauda ou cauda-

cauda, sendo que algumas estruturas podem ter grupos ciclicos terminais (caso do B-
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caroteno) ou entdo apenas uma ou nenhuma ciclizagao (por exemplo, o licopeno). Os
carotenoides com esqueleto carbénico mais curto sdo conhecidos como apocarotenais
(por exemplo, a bixina). Dos carotenoides conhecidos, aproximadamente 40 tipos
possuem atividade pro-vitamina A (OLLILAINEN et al.,, 1988), como o [-caroteno, a-
caroteno, y-caroteno e criptoxantina (Figura 1), que apresentam em sua estrutura
molecular um anel beta-ionona ndo substituido, responsavel pela acdo biologica. Em
decorréncia da presenca das insaturacdes, os carotenoides sao sensiveis a luz,

temperatura, acidez, bem como as reacées de oxidagdo (AMBROSIO et al., 2006).

a-caroteno

W

y-caroteno Criptoxantina

Figura 1- Estrutura de alguns carotenoides com atividade pr6 vitamina A. Adaptado de: AMBROSIO et al.,
2006.

Cabe destacar que dentre os carotenoides, o B-caroteno é o0 que apresenta maior
acado pro-vitamina A (DAMODARAM et al., 2010; MOLINA, 2014) caracterizando-se como
um potente antioxidante com acao protetora contra doencas cardiovasculares. A oxidagao
do LDL-colesterol é fator crucial para o desenvolvimento da aterosclerose e o [3-caroteno
atua inibindo o processo de oxidacdo da lipoproteina (AMBROSIO et al., 2006;
OSGANIAN et al., 2003; GALE et al., 2001).

O B-caroteno quando presente de forma enddgena nos alimentos € estavel, no
entanto, sua aplicacdo como aditivo em alimentos se torna dificil, pois além de ser um
composto insolivel em agua, durante o processamento devido a mistura com produtos
guimicos e exposicdo, sua estabilidade oxidativa diminui muito (HENTSCHEL et al., 2008;
HELGASON et al. 2009). Porém, a aplicagcdo do [(-caroteno em alimentos pode ser

realizada através da encapsulagdo (RATNAM et al., 2006). Através da encapsulacdo do
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B-catoreno, é possivel utiliza-lo como antioxidante em alimentos, visando a prevencgao de
reacoes de oxidacdo. A atividade antioxidante do 3-catoreno esta associada a capacidade
de deslocar elétrons através de sua estrutura de ligacées duplas conjugadas. Além disso,
0 B-catoreno € capaz de retirar o oxigénio singlete, auxiliando assim na protecdo dos
lipidios contra danos peroxidativos (ALVES et al., 2010).

Na literatura sé@o relatados alguns trabalhos que encapsularam o [B-caroteno
através de diferentes técnicas. No estudo de Kong, Bhosale e Ziegler (2018) o B-caroteno
foi encapsulado em um complexo de incluséo de amilose visando uma nova tecnologia de
encapsulamento eficaz para incorporar moléculas hidrofébicas. Os autores verificaram
que o [(B-caroteno permanece estavel. Lépez-Rubio e Lagaron (2012) encapsularam o [3-
caroteno via técnica de electrospinning utilizando como matriz o concentrado de proteina
de soro de leite. Os autores relataram que as capsulas obtidas apresentaram alta
atividade antioxidante. Ja Gdémez-Mascaraque et al. (2017) encapsularam B-caroteno
através da técnica de emulsion-electrospraying utilizando como matrizes a zeina e o
concentrado de proteina de soro de leite. Os autores observaram que através dessa

técnica houve um aumento na bioacessibilidade in vitro do B-caroteno.

3.1.2 Extrato de erva mate

A erva mate (llex paraguariensis) é utilizada h& séculos para a preparacdo de
bebidas estimulantes ou por suas propriedades medicinais, sendo popular na regido que
compreende Paraguai, Uruguai, Nordeste Argentino e Sul do Brasil, (BRACESCO et al.,
2011). O extrato de erva-mate (llex paraguariensis) € fonte de compostos bioativos
(Figura 2), incluindo polifendis, xantinas, flavonoides, saponinas, aminoacidos, minerais e
vitaminas (HECK; MEJIA, 2007). De acordo com Riachi e De Maria (2017) os principais
compostos fendlicos presentes nesse extrato que sdo os acidos clorogénicos como por
exemplo, os &cidos cafeoilquinico, ferulilqguinico e dicafoilquinico. Além disso, o0s
flavondides mais comuns sdo a quercetina e a rutina. Compostos como saponinas
triterpénicas formadas com agliconas oleandlicas e ursolicas também séo identificados no
extrato de erva-mate (GNOATTO et al.,, 2005 ; HECK; DE MEJIA, 2007). Esses
compostos sao responsaveis pela formacdo de espuma e pelo sabor amargo tipico do

chimarrdo. Mais recentemente, a luteina também foi identificada (SILVEIRA et al., 2016 ).
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Principais compostos organicos no extrato de
erva-mate

mAcido Clorogénico

11% m Cafeina

= Galocatequina
H Epicatequina
= Teobromina

m Acido gélico

Acido 4,5
dicafeoilquinico

Figura 2- Principais compostos organicos no extrato de erva-mate. Adaptado de: BRACESCO et al., 2011.

Compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios, amplamente encontrados em
plantas (RISPAIL; MORRIS; WEBB, 2005) que apresentam elevado potencial antioxidante
e sdo associados a prevencdo de algumas doencas degenerativas associadas ao
estresse oxidativo (SCALBERT et al., 2005). De acordo Gugliucci et al. (2009), o extrato
da erva mate apresenta teores de compostos fendlicos superiores aos do cha verde e dos
vinhos tintos, o que Ihe confere um alto potencial de atividade antioxidante. No entanto, o0s
compostos fendlicos sdo instaveis na presenca de luz, tém baixa biodisponibilidade,
devido a sua fraca solubilidade e apresentam sabor amargo, o que associado aos demais
fatores limita sua aplicacdo na industria de alimentos (ESFANJANI et al., 2018; MUNIN;
EDWARDS-LEVY, 2011).

Deladino et al. (2008) sugerem que os antioxidantes naturais devem ser protegidos
das condicGes de processamento, tais como exposicdo ao oxigénio e temperaturas
elevadas, durante a producdo. Com base nisso, sdo encontrados alguns trabalhos em que
pesquisadores estudaram a encapsulacdo de extrato de erva mate em diferentes
matrizes, como hidrogeis de amido e alginato de céalcio (LOPEZ-CORDOBA et al., 2014),
hidrogeis de alginato e quitosana (DELADINO et al., 2013; DELADINO et al., 2008) e

matrizes de sacarose super saturada (DELADINO et al., 2007).
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3.2 Encapsulacéo pela técnica de Electrospinning

Electrospinning € uma técnica de formacdo de fibras, que utiliza um campo
eletrostéatico para estirar uma solugcao polimérica em fibras com didmetros que variam em
micro a nano escala. A técnica de electrospinning possui varias vantagens sobre outros

métodos de encapsulacgdo, tais como:

v' Relativa facilidade de uso, para a producao de fibras;

v Facil incorporacdo de compostos bioativos em fibras;

v' Tamanho do material reduzido para compostos bioativos, permitindo a sua
incorporacdo em sistemas alimentares sem afetar as qualidades sensoriais dos
produtos;

v" Auséncia de calor durante o processo de electrospinning, o que pode ser de
fundamental importdncia especialmente para compostos sensiveis a altas

temperaturas.

Além disso, fibras produzidas por electrospinning possuem Vvarios meéritos
estruturais e funcionais, tais como diametros de sub-micron a nano escala, alta razéo
superficie-volume, alta porosidade e alta eficiéncia de encapsulacdo para compostos
bioativos. Em virtude dessas vantagens estruturais, 0S compostos bioativos encapsulados
nessas fibras exibem maior estabilidade e biodisponibilidade, e podem apresentar
liberacdo sustentada (PEREZ-MASIA; LAGARON; LOPEZ-RUBIO, 2014). Com base
nessas vantagens, a técnica de electrospinning mostrou potencial para utilizacdo no
campo da ciéncia de alimentos, principalmente na fabricacdo de matrizes funcionais para
embalagens ativas. Uma estacdo tipica de electrospinning consiste em uma fonte de
alimentacdo de alta voltagem, seringa bombeadora, uma agulha metalica e um coletor
condutor, como ilustrado na Figura 3 (MERCANTE et al., 2017). Vale destacar que devido
ao campo elétrico gerado ocorre a transformacdo de uma géticula de solucéo polimérica
em uma estrutura chamada cone de Taylor, evidenciado na Figura 3. Se a viscosidade e a
tensdo de superficie da solucédo forem apropriadas, a quebra deste cone € evitada e é
formado um jato estidvel. O cone de Taylor € causado por um equilibrio entre a forca
eletrostatica da superficie carregada e a superficie de tensdo. Um aumento da tensao
aplicada leva ao alongamento do cone; quando este excede o maximo de voltagem

admitida, o cone passa a um jato irregular (OLIVEIRA, 2011).
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No processo de electrospinning, um dos aspectos de maior importancia para
direcionar a aplicacdo dos materiais obtidos € a morfologia das fibras. Dependendo do
tipo de morfologia que se deseja os parametros inerentes a solucdo polimérica (por
exemplo, massa molar do polimero, concentracdo, viscosidade, condutividade), e ao
processo (por exemplo, tensao aplicada, distancia da seringa-coletor, taxa de alimentacgéo
da solucéo polimérica) podem ser otimizados (CHEN et al., 2016; UANG et al., LI et al.,
2013).

seringa bombeadora

}

9
!
solugao polimérica I

agulha metalica] l '

fonte de alimentagao de [ \/ | cone de Taylor

alta voltagem
fibras

coletor

Figura 3- Esquema de um aparelho tipico de electrospinning. Adaptado de: Mercante et al., 2017.

Na Tabela 1 estdo apresentados, de forma resumida, os efeitos habituais sobre a
morfologia das fibras de diversos parametros experimentais do processo de

electrospinning.



23

Tabela 1- Parametros do electrospinning e seus efeitos habituais na morfologia das fibras.

Parametros

Parametros da solugédo polimérica

Efeito na morfologia das fibras

Massa molar do polimero

Concentragéo de polimero

Viscosidade

Condutividade

Reducdo do numero de goticulas com o aumento da
massa molar.

Aumento do diametro da fibra com o aumento da
concentragdo da solugéo polimérica.

Reducéo do namero de goticulas e aumento do diametro
da fibra com o aumento da viscosidade.

Diminuicdo do didmetro da fibra com o aumento da
condutividade

Parametros de processo

Tensao Elétrica Aplicada

Taxa vazao

Diminuicdo do didmetro da fibra com o aumento da
tenséo aplicada

Aumento do didmetro da fibra com o0 aumento da vazéo.
Taxas de fluxo elevadas produzem fibras com didmetros
maiores que ndo sao secas ao atingir o coletor e
aumentam o ndmero de beads.

Alterando os coletores (placa, tambor, area, etc.), podem

Tipo de coletor ser obtidas fibras alinhadas, fios ou trancados.

Adaptado de: MERCANTE et al., 2017.

Pesquisas revelam as vantagens e potenciais aplicacbes da técnica de
electrospinning para a encapsulacdo de compostos bioativos como, por exemplo, a
vantagem em melhorar a estabilidade e biodisponibilidade de moléculas bioativas e
aumentar a viabilidade de probibticos, que sdo de extrema importancia para o
desenvolvimento de novos produtos funcionais. Outra importante vantagem é a
capacidade de mascarar odores e sabores indesejaveis para melhorar a aceitacdo de
certos produtos. As fibras obtidas, também podem ser usadas como sistemas de
transporte para a liberagdo controlada e sustentada de produtos nutracéuticos ou
farmacéuticos (MASCHERONI et al., 2013). Além disso, o electrospinning também € uma
técnica promissora para a fabricacdo de materiais de embalagens ativas ou producao de
camadas nanoestruturadas para embalagens de alimentos, que tém como aplicacdes o
controle do crescimento microbiano e a inibicdo de reagbes de degradagdo oxidativa
(WHEN et al., 2017). Todas essas aplicacdes estdo associadas a composi¢do do bioativo

de interesse e a matriz no qual serdo encapsulados.
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Diversas sdo as matrizes utilizadas para a produgdo de fibras pela técnica de
electrospinnig e a escolha dessa matriz muitas vezes esta associada a natureza do
polimero e do composto pelo qual se deseja encapsular. Também esta associada a
aplicacdo das fibras. Para a encapsulagdo de compostos bioativos na industria de
alimentos, os polimeros de grau alimenticio, como as proteinas e os polissacarideos, séo
de grande interesse, pois sdo biocompativeis e biodegradaveis, renovaveis, sustentaveis
e nao apresentam toxidade. Em contraste, eles apresentam propriedades mecanicas
fracas, resultando em materiais frageis em comparacao aos polimeros sintéticos (SELL et
al.,, 2010; RAMAKRISHNA et al., 2006). Polimeros naturais, como as proteinas, tém sido
largamente utilizadas para encapsulacdo de compostos lipofilicos utilizando-se a técnica
de emulsion electrospinning (SILVA et al.,, 2018; ANTUNES et al. 2017; GOMEZ-
MASCARAQUE; LOPEZ-RUBIO, 2016).

Emulsion-electrospinning € uma técnica nova e simples para fabricar fibras de
“ndcleo-casca” que podem ser desenvolvidas para incorporar compostos bioativos de
natureza lipofilica. A técnica consiste na fiacdo de uma emulsdo de agua em oleo (A/O)
ou de 6leo em agua (O/A) em que os dois liquidos imisciveis sdo estabilizados por um
emulsificador. A vantagem da técnica de emulsion-electrospinning é que compostos
bioativos encapsulados ficam aprisionados na matriz das fibras antes de entrar no meio
circundante, assim esta abordagem pode efetivamente evitar a liberacdo precoce de
compostos bioativos sem comprometer sua bioatividade (ZHANG; FENG; ZHANG, 2018).
Em geral, as proteinas possuem propriedades emulsificantes, o que facilita a preparacao
da solucédo polimérica para a técnica de emulsion-electrospinning. Tavassoli-Kafrani, Goli
e Fathi (2018) encapsularam 6leo essencial de laranja em fibras de gelatina por emulsion-
electrospinning e observaram que, embora a liberacgéo inicial ocorresse nas primeiras 4 h,
as fibras proporcionavam uma liberacdo controlada do 6leo essencial ap6s 8 h,
aumentando a estabilidade do o6leo diante do armazenamento. Portanto, o uso de
matrizes proteicas para encapsulacao de compostos lipofilicos pela técnica de emulsion-
electrospinning torna-se promissor para aplicacdo na liberacdo controlada de compostos

bioativos.



25

3.3 Matrizes proteicas

As proteinas sdo biomoléculas que consistem em aminoacidos de cadeia longa
gue desempenham um papel importante na catalisacdo das fun¢des vitais do corpo, como
replicacdo do DNA, reacdes metabdlicas, respostas a estimulos, transportes de moléculas
etc (SCHEIBEL, 2005). As proteinas conferem elasticidade, mobilidade, locomogéo e
estabilizacdo para as células. Além disso, também auxiliam na fixacdo, crescimento e
diferenciacdo das células. Sendo componentes intrinsecas do corpo, as proteinas sao
facilmente biocompativeis e biodegradaveis. Devido as propriedades estruturais e
funcionais, as proteinas de origem vegetal e animal tém sido exploradas para a obtencéo
de fibras pela técnica de electrospinning visando desde aplicagdes biomédicas (KHADKA,
HAYNIE, 2012) até para embalagens de alimentos (SILVA et al., 2018; ANTUNES et al.,
2017). Além disso, as proteinas sdo matrizes particularmente interessantes para serem
utilizadas no preparo de emulsfes para a técnica de emulsion electrospinning, uma vez
que as suas estruturas anfifilicas permitem a sua utilizacdo como emulsionantes eficazes
(MCCLEMENTS, 2004).

3.3.1 Proteina de soja

A proteina de soja € uma proteina biodegradavel de origem vegetal que é
abundante em aminoacidos como acido aspartico, acido glutamico, glicina, alanina, valina,
leucina, lisina, arginina e menos de 1% de cisteina. A partir da proteina de soja podem ser
obtidas produtos como o concentrado proteico (CP); a farinha de soja desengordurada e o
isolado proteico de soja (IPS). Entre eles, o IPS é a forma mais pura, sendo amplamente
usado na industria de embalagens de alimentos. Materiais obtidos a partir de IPS como
microparticulas, termoplasticos e membranas tém mostrado excelentes caracteristicas
como carreadores de farmacos (VAZ; FOSSEN; TUIL, 2003). As aplica¢gbes do IPS nas
diferentes areas se difundiram ainda mais atraves da técnica de electrospinning. Por outro
lado, fibras obtidas a partir de IPS apresentam baixa flexibilidade e baixa resisténcia a
tracdo, o que limita sua aplicacdo em embalagens de alimentos. O IPS também
apresenta baixa solubilidade em solventes organicos, o que acaba restringindo seu uso
para producéo de fibras por electrospinnig em embalagens de alimentos (BABITHA et al.,
2018). No entanto, essas desvantagens podem ser superadas através da desnaturacdo

do IPS, visto que parametros como pH e temperatura tem influéncia nas solucdes e
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desempenham um papel importante na formacéo de fibras (LODHA; NETRAVALI, 2005;
Ll et al., 2009).

Cho, Netravali e Joo (2010) observaram que aumentando o grau de desnaturacao
da solucdo de IPS ocorria a diminuigdo na viscosidade da solugéo, e que devido a alta
tensdo superficial da dgua e a baixa viscosidade da solucdo ocorria a formacédo de beads
nas fibras produzidas pela técnica de electrospinning. Outro fato que deve ser ressaltado
€ que o IPS é uma proteina globular e, portanto, ndo pode produzir fibras fortes por si so,
por isso diversos autores utilizam polimeros transportadores para fornecer forgca
necessaria e, assim, ajudar a formacao das fibras (CHO et al., 2012). Na literatura sdo
encontrados estudos em que o IPS foi combinado com polimeros transportadores como o
alcool polivinilico (PVA) (CHO et al., 2012), o 6xido de polietileno (PEO) (XU et al., 2012;
Wang et al., 2013), o poli(butileno adipato co-tereftalato) (CHEN; ZHANG, 2009) e a
quitosana (SILVA; REIS, 2010) para a obtencéo de fibras pela técnica de electrospinning.
No estudo de Cho, Netravali e Joo (2010) foi constatado que PVA adicionado na solugéo
de IPS forma fibras homogéneas, com melhores propriedades mecéanicas. O PVA, € um
polimero hidrofilico que se biodegrada lentamente, é bem pesquisado na area biomédica
e atualmente vem sendo utilizado para a elaboracdo de fibras através da técnica de
electrospinning (GHOSAL et al., 2019).

3.3.2 Zeina

A zeina é a principal proteina de armazenamento do milho (GUO et al., 2005;
HUDSON, 1997). Consiste em quatro componentes (alfa, beta, gama e delta) com
diferentes cadeias peptidicas, tamanhos moleculares e solubilidades. O componente mais
abundante na zeina comercial é a alfa-zeina que possui grupos complexos de prolaminas
com pesos moleculares de 19 e 22 kDa (PARRIS et al., 2001), e compreende 70-85% de
toda a zeina (SHUKLA; CHERYAN, 2001). A zeina € a uma proteina que tem sido
estudada para o desenvolvimento de fibras pela técnica de electrospinning para diversas
aplicacdes (PALIWAL; PALAKURTHI, 2014). A solucéo de zeina para electrospinning,
assim como a solucdo de IPS comentada no item 3.3.1, pode ter seus parametros
ajustados conforme a aplicacdo que se deseja. Torres-Giner et al. (2008) que
caracterizaram a solucdo de zeina em relacdo a viscosidade e ao pH verificaram que a
viscosidade ideal era de 108 cP e a solucao polimérica acida resultou em uma fibra lisa ao

passo que a solucéo alcalina resultou em estruturas semelhantes a beads.
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Para exemplificar, na Figura 4 estdo apresentados exemplos de fibras de zeina

lisas e homogéneas (a) e com beads (b) obtidas no estudo de Antunes et al. (2017).

SEl  10kV WD11mm  SS39

Figura 4- Microscopia eletrbnica de varredura (MEV) de fibras de zeina em diferentes concentracdes: 30%
(a) e 20% (b), beads indicados por setas vermelhas. Adaptado de: ANTUNES et al., 2017.

As fibras de zeinas exibem estabilidade quando comparadas a filmes de zeina
obtidos pela técnica de casting, devido a maior remoc¢ao do solvente durante a 0 processo
de electrospinning. O didmetro das nanofibras de zeina depende principalmente da
concentragcdo da solucdo. Conforme ocorre um aumento na concentracdo, € observado
um aumento no diametro da fibra (NEO et al., 2012). Assim, modificando a reologia da
solucao e os parametros de processo, pode-se controlar a morfologia das fibras de zeina
para as aplicagfes desejadas. A zeina apresenta caracteristicas como tenacidade,
flexibilidade, compressibilidade, brilho, hidrofobicidade e atividade antioxidante. Por isso,
as fibras de zeina tém atraido muita atencdo como matriz para muitas aplicagcdes, como
na liberacdo de medicamentos, engenharia de tecidos e em embalagens para alimentos
(SHUKLA; CHERYAN, 2001; KONG; XIONG, 2006; GUCBILMEZ et al., 2007).

3.4 Embalagens ativas

A embalagem tradicional de alimentos tem sido usada para fornecer contencao e
protecdo contra mudancas externas e internas desfavoraveis durante o transporte e
armazenamento. No entanto, devido a demanda dos consumidores (por exemplo,
produtos de alta qualidade, mais seguros e mais frescos), o desenvolvimento de
embalagens ativas tornou-se uma necessidade (ZHANG; FENG; ZHANG, 2018).
Embalagem ativa pode ser definida como embalagens que contém aditivos que

mantenham ou estendem a qualidade do produto ou vida util (BIJI; RAVISHANKAR,;
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MOHAN; GOPAL, 2015; YILDIRIM et al., 2018). Além disso, sdo descritas como
embalagens que reagem a estimulos do ambiente para permitir a qualidade dos alimentos
em tempo real (BROCKGREITENS; ABBAS, 2016). Em comparacdo com os sistemas de
embalagem tradicionais, a fungcdo protetora de uma embalagem ativa é melhorada
encapsulando compostos antimicrobianos, absorvedores de vapor de agua, absorvedores
de oxigénio, conservantes e removedores de etileno em materiais de nano escala (Figura
5).

(@) (b)

Encapsulacéao Adsorcgao

roduto
substrato P

célula viva ce’llorta & ' %

Antimicrobiana . Biocatalitica

.ions metalicos

bl

L. Membrana de fibras de
Antioxidante electrospinning

Figura 5 — (a) Esquema dos principais tipos de embalagens ativas; (b) representacdo da membrana de
fibras de electrospinning (em verde) contendo enzimas (em vermelho) que foram encapsuladas dentro da
fibra (esquerda) ou adsorvidas na superficie (direita) da fibra. Adaptado de: WEN et al., 2017.

No Quadro 1, estdo apresentados 0s mais recentes compostos bioativos para
embalagens de alimentos com foco em agentes antimicrobianos e antioxidantes,

captadores de oxigénio e etileno e emissores de didxido de carbono.
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Quadro 1. Compostos utilizados para embalagens ativas.

Agentes bioativos para embalagens de alimentos

Dioxido de titanio, carbono ativado,
Oxidos metalicos, permanganato de
potassio
Paladio, ferro, acido ascorbico,
acido gélico, glicose oxidase,
pirogalol.

Captadores de etileno

Captadores de oxigénio

Quitosana, lisozima, 6leos
essenciais, lactoferrina, nisina,
metais.

Antimicrobianos

Adaptado de: VILELA et al., 2018.

Entre véarias abordagens para a preparagdo de nano materiais, a tecnologia de
electrospinning tem atraido crescente interesse devido ao seu facil processo de operacdo
e sua capacidade de fabricacdo continua (WEISS et al., 2012). Além disso, 0s
biopolimeros obtidos a partir de recursos naturais sdo considerados uma alternativa
promissora aos plasticos ndo biodegradaveis a base de petréleo devido a sua natureza
biodegradavel (FARUK et al., 2012).

Atualmente, existem duas abordagens para a producdo de embalagens ativas
através das técnicas de electrospinning. A primeira abordagem é baseada em polimeros
gue originalmente sdo funcionais ou bioativos, como, por exemplo, a quitosana. As fibras
elaboradas a partir de quitosana apresentam propriedades antibacterianas possibilitando
prolongar o prazo de validade de alimentos frescos através da inibicdo do crescimento de
microrganismos (TORRES-GINER; OCIO; LAGARON, 2009). A segunda abordagem ¢é a
incorporagao de compostos ativos ou bioativos nas fibras, o que habitualmente envolve
solubilizar ou dispersar estes compostos na solucdo polimérica antes do processo de
electrospinning (TORRES-GINER, 2011). O método anterior usado para produzir fibras
bioativas é a mistura direta de compostos bioativos com a matriz polimérica. No entanto,
devido a baixa solubilidade / compatibilidade dos compostos com as solu¢des poliméricas,
a funcionalidade das fibras dificilmente é alcancada na maioria dos casos. Para superar

isto, os compostos bioativos podem ser alternativamente pré-incorporados na solucao
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poliméricas na forma de emulsGes, para serem processados através da técnica de

emulsion-electrospinning, conforme ja abordado no item 3.2.

A producdo de recobrimentos bioativos através da técnica de electrospinnig
também tem sido relatada como outra classe de embalagem bioativa. As fibras quando
usadas como recobrimento em materiais de embalagem melhoram suas propriedades
mecanicas, opticas e / ou funcionais. Além disso, o recobrimento pode ser utilizado para
a liberagdo controlada de compostos bioativos ajudando na conservacdo e
enriguecimento do alimento, dependendo da aplicacdo desejada (FABRA et al., 2013).
Alehosseini et al. (2018) relataram que como a maioria dos compostos bioativos séo
altamente sensivel e podem ser degradados durante o processamento térmico, sua
incorporacdo na embalagem a granel ndo é viavel. No entanto, uma alternativa plausivel é
encapsula-los e aplica-los como recobrimentos para a superficie da embalagem em

contato com o alimentos.
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4 CAPITULO 1 - ENCAPSULACAO DE B-CAROTENO PELA TECNICA DE
"EMULSION ELECTROSPINNING" PARA APLICACAO COMO RECOBRIMENTO
BIOATIVO DE EMBALAGENS DE ALIMENTOS.

Os resultados desse estudo estdo sob revisdo do periodico Food Packaging and
Shelf Life.

4.1 Introducéo

H& um interesse crescente no desenvolvimento de embalagens com materiais
ativos em sua estrutura para melhorar a qualidade e a seguranca dos produtos
alimenticios. A incorporacdo de antioxidantes nas estruturas de embalagem pode
representar uma série de vantagens em comparacdo a incorporacdo direta no produto
alimenticio. Uma dessas vantagens é a liberacdo mais sustentada das moléculas
antioxidantes do material, promovendo impacto positivo na vida Gtil do produto através da
manutencdo dos niveis constantes de compostos antioxidantes, evitando assim a
necessidade de sobrecarga alimentar com aditivos (ATAY et al., 2018; DESAI; JIN PARK,
2005).

De acordo com as preocupacOes ambientais atuais relacionadas ao uso de
plasticos, o uso de biopolimeros para aplicacbes de embalagens de alimentos esta
ganhando atenc¢do. Polihidroxialcanoatos (PHAS) estdo entre os biopolimeros comerciais
disponiveis que podem ser produzidos e processados industrialmente, e que tém
propriedades térmicas, de barreira e mecénicas relativamente boas para aplicacdes em
embalagens de alimentos. No entanto, as altas temperaturas envolvidas durante o
processamento industrial desses biopolimeros (como processos de fusdo ou extrusao)
impedem a incorporacdo direta das moléculas antioxidantes dentro das estruturas de
embalagem, ja que esses compostos bioativos sdo normalmente muito sensiveis a
temperatura. Como uma estratégia para a incorporacdo de antioxidantes dentro da
estrutura da embalagem, o uso da técnica de electrospinning para desenvolver um
recobrimento interno de embalagem € uma abordagem interessante.

Alguns trabalhos recentes (TAMPAU; GONZALEZ-MARTINEZ; CHIRALT, 2018;
DENG et al.,, 2018; FABRA et al., 2016) mostraram o potencial da técnica de
electrospinning para produzir estruturas multicamadas biodegradéveis, onde o uso deste
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método foi crucial para obter a adesédo entre os diferentes materiais usados nas estruturas
multicamadas. A técnica de electrospinning também tem sido usada para o
desenvolvimento de recobrimentos bioativos, mas pouco se sabe sobre como a
modificagao da estrutura das fibras pode afetar a liberagdo do composto nela incorporado.

Um grupo de compostos bioativos de relevancia para aplicacbes alimenticias sé&o
os carotenoides. Os carotenoides sdo compostos lipofilicos que proporcionam varios
beneficios a salude humana e séo responsaveis pela cor amarela presente em muitos
alimentos. Em particular, o B-caroteno protege o corpo humano, reduzindo o risco de
alguns tipos de céncer, bem como doencas cardiacas (RAO; RAO, 2007), e também
apresenta um papel importante como antioxidante em produtos alimenticios (HOU et al.,
2012). Carotenoides endodgenos em alimentos geralmente sdo estaveis. No entanto, sua
aplicagdo como aditivos alimentares é limitada devido a sua baixa solubilidade em &gua e
instabilidade na presenca de calor, luz, oxigénio e sado propensos a degradacdo durante o
processamento e armazenamento de alimentos (XIANQUAN et al., 2005).

Para reduzir as perdas da atividade antioxidante dos caratendides, a incorporacao
dos mesmos em fibras produzidas pela técnica de electrospinning € uma forma viavel
para estabilizar e controlar sua liberacdo a partir das estruturas da embalgem (FABRA;
LOPEZ-RUBIO; LAGARON, 2014). Devido & natureza lipofilica do B-caroteno, a técnica
de emulsion-electrospinning é proposta nesse estudo como uma forma promissora para
encapsular o B-caroteno em materiais formadores de fibras hidrofilicas (BABITHA et al.,
2017; GOMEZ-MASCARAQUE et al., 2017a). Esta técnica baseia-se no processamento
electro-hidrodinamico de emulsdes estaveis, neste caso emulsdes 6leo-em-agua (O / A)
sendo o carotenoide disperso em um Oleo transportador formando as goticulas de
emulsao na solucao polimérica.

O isolado de proteina de soja (IPS) € amplamente utilizado na industria alimenticia
por suas propriedades funcionais (SILVA et al., 2018). O IPS é considerado um excelente
material de suporte devido as suas propriedades emulsionantes e estabilizantes
(MCCLEMENTS; LI, 2010). No entanto, o IPS é uma proteina globular com baixa
solubilidade em solventes organicos e propriedades mecanicas deficientes, o que dificulta
a formacdao de fibras através da técnica de electrospinning (CHO et al. 2012). Uma opc¢ao
para desenvolver estruturas de encapsulacdo usando IPS é misturd-lo com um polimero
formador de fibra, como o alcool polivinilico (PVA), que é biodegradavel e amplamente

utilizado no campo da biomedicina (CHO et al., 2012).
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Trabalhos anteriores relataram o desenvolvimento de fibras hibridas de IPS: PVA
(CHO et al., 2012, FANG et al., 2016; ZHANG et al., 1999). No entanto, a capacidade
para o encapsulacdo de [(-caroteno e o uso dessas fibras como recobrimento de
embalagens nao foram exploradas. Assim, o objetivo deste trabalho foi desenvolver
recobrimentos bioativos constituidos por misturas de IPS e PVA contendo B-caroteno para
aplicacdo em embalagens de alimentos. Além disso, o potencial de modificacdo da
estrutura cristalina das fibras através do processo de annealing (aguecimento entre a
temperatura de transicdo vitrea e a temperatura de fusdo das fibras) e seu efeito na
liberacé@o do bioativo também foram estudadas.

4.2 Material e métodos

4.2.1 Materiais

O isolado proteico de soja (IPS) foi gentilmente doado pela The Solae Company
(Suica) e o alcool polivinilico (PVA) foi adquirido da empresa Plasticos Hidrosolubles S.L.
(Valéncia, Espanha). Dimetilformamida (DMF), hidroxido de sodio (NaOH), acido cloridrico
(HCI), dleo de soja, Triton ™ x-100 e B-caroteno foram obtidos da Sigma-Aldrich (Madrid,
Espanha). O material da embalagem biodegradavel PHA (espessura de 0,025 mm) foi
obtida da Goodfellow Cambridge Limited (Huntingdon, Inglaterra).

4.2.2 Fluxograma
Para um melhor entendimento do trabalho, a seguir esta apresentado um
fluxograma compreendendo a etapas para a otimizacdo das solucbes utilizadas no

processo de electrospinning.



Dispersbes aquosas de IPS

Desnaturacao por calor

Desnaturacao basica
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Desnaturacéo acida

\

Otimizacao IPS: PVA
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Preparacdo de emulsbes de

B-caroteno-IPS: PVA

HAV

HAV + US

Producéo das fibras de IPS:PVA carregadas com B-caroteno

Fluxograma 1- Etapas do processo de preparo da solugdes poliméricas para a encapsulagao de B-caroteno
via técnica de electrospinning.

A primeira etapa do trabalho compreendeu o estudo do melhor método de
desnaturacdo do IPS, o qual foi submetido a uma desnaturacdo por calor, a uma
desnaturacdo basica e a uma desnaturacdo acida. O melhor método de desnaturacao
(destacado em azul) foi utilizado para a segunda etapa do trabalho, a qual compreendeu a
otimizacdo da proporcédo de IPS: PVA (25:75, 50:50 e 60:40, respectivamente) para o
preparo da solugéo de electrospinning. A proporcao que apresentou melhor performance
para o processo de electrospinning (destacada em vermelho) foi utilizada para a terceira
etapa, a qual corresponde ao estudo do melhor método de emulsificagdo da solucdo para
a incorporagao do [-caroteno. Os métodos de emulsificacdo testados foram a
homogeneizacdo de alta velocidade (HAV), homogeneizacdo via ultrassom (US) e a
combinacdo da homogeneizacdo de alta velocidade e ultrassom (HAV+US). A partir

dessa etapa foi escolhido o método que proporcionou emulsdes estaveis (destacado em
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verde) onde o mesmo foi utilizado para a produgdo de emulsdes carregadas com [3-

caroteno para o processamento via electrospinning.

4.2.3 Preparacao das dispersfes aquosas de IPS e IPS: PVA

Inicialmente, foram avaliadas as melhores condi¢bes do IPS para o processo de
electrospinning. Para tanto, solu¢gbes aquosas contendo 11% (p/v) de IPS foram
preparadas a temperatura ambiente (20 = 2 °C) dispersando a quantidade necessaria de
IPS em agua destilada. Trés dispersdes de IPS foram desnaturadas utilizando diferentes
procedimentos: i) desnaturacdo por calor: 30 min a 100 °C (PEREZ-MASIA; LAGARON;
LOPEZ-RUBIO, 2014), ii) desnaturacdo béasica: pH 11, utilizando solu¢cdo de NaOH 2M
(Cho et al. 2012) e iii) desnaturacdo acida: pH 2,0, utilizando solu¢cdo de HCI 1M e,
posteriormente, aquecimento da dispersao de IPS a 80°C por 40 min (ROMANI et al.,
2018).

Posteriormente, a solucéo processada com melhor desempenho, foi misturada com
uma solucdo aquosa de PVA (também preparada a 11% (p/v) em agua destilada a 95°C
até completa dissolucéo) em diferentes propor¢des de IPS: PVA (25:75, 50:50, 60:40 v:v).
Um surfactante ndo-ibnico, Triton ™ x-100, foi adicionado as diferentes solu¢cbes a 0,5%

(p/v), a fim de reduzir a tens&o superficial das solugdes.

4.2.4 Preparacao de emulsdes de B-caroteno-IPS: PVA

Para preparar as emulsdes O / A, o B-caroteno foi primeiramente dissolvido em
6leo de soja sob agitagdo magnética a 90 °C por 5 min (GOMEZ-MASCARAQUE et al.,
2017a) e depois misturado, sob agitagdo magnética em temperatura ambiente, com as
dispersdes de IPS:PVA (50:50) previamente preparadas em pH 2.

Trés diferentes procedimentos de homogeneizacéo foram avaliados para preparar
as emulsdes contendo B-caroteno: i) Homogeneizagao de alta velocidade (HAV), consistiu
na homogeneizacdo a 11000 rpm durante 5 min com um ultra-turrax (IKA T-25 Digital)
equipado com um elemento dispersor (S 25N- 25F) com um diametro de 25 mm (IKA,
Alemanha); ii) Homogeneizagéo utilizando ultrassom (US) a uma poténcia de 80 W
durante 2 min a uma frequéncia de 24 kHz em modo pulsante (50% ciclo ativo) usando
um equipamento de ultra-som UP-400S (Hielcher GmbH, Alemanha). (US). Um banho de

gelo foi usado neste caso para evitar 0 aquecimento excessivo da amostra; e iii) Uma
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combinacdo dos dois métodos anteriores, isto €, as dispersbes foram primeiro
homogeneizadas utilizando o procedimento | (homogeneizacédo a alta velocidade -HAV) e
subsequentemente, o tratamento com ultrassom (US) descrito no procedimento ii foi
aplicado.

A concentracdo final de 6leo de soja que forneceu emulsdes estaveis foi de 5%
(p/p) e a quantidade de B-caroteno nas solucdes finais foi de 5% (p/p) em relacdo a

massa de ambos os biopolimeros.

4.2.5 Caracterizacao das solugdes poliméricas

A condutividade elétrica das solucbes foi medida usando um medidor de
condutividade XS Con6 (Labbox, Barcelona, Espanha) a temperatura ambiente (22 + 2
°C). A tensdo superficial foi medida usando o método da placa Wilhemy em um
tensidmetro (EasyDyne K20, Kriss GmbH, Alemanha).

O comportamento reoldgico das solucdes de IPS foi estudado usando um redmetro
(AR-G2 TA Instruments, EUA), com uma geometria de placa paralela seguindo o método
descrito por GOmez-Mascaraque, Lagaron e Lopez-Rubio (2015). Resumidamente, a
tensado de cisalhamento (o) foi medida em fungéo da taxa de cisalhamento (y) de 0 a 200
s™ durante 15 min a 25 °C usando uma placa de aco inoxidavel com um didmetro de 60
mm e uma abertura de 0,5 mm. O modelo de lei de poténcia (Equacéao 1) foi aplicado para
determinar o indice de consisténcia (k) e o indice de comportamento do fluxo (n). A
viscosidade aparente foi determinada a 100 s™. Todas as medicbes foram feitas em

triplicata.

o=ky" 1)

A estabilidade gravitacional das emulsdes de [B-caroteno-IPS:PVA foi analisada
pelo método do indice de creaming (SURH; DECKER; MCCLEMENTS, 2006). Para tanto,
as emulsdes foram introduzidas em tubos selados e armazenadas por diferentes tempos
(0, 5 e 24 h) a temperatura ambiente (22 + 2 °C). Quando a separacao de fases ocorreu, a
altura da camada de creme (Hc, fase rica em 0Oleo) e a altura total de cada emulséo no
tubo (He) foram medidas, e o indice de creaming (IC) foi calculado de acordo com a

Equacao 2.
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IC = 100x HeHO (2)
He

As emulsdes também foram visualizadas usando um sistema de microscopia digital
(Nikon Eclipse 90i) equipado com uma lampada halégena de 12 V e 100 W. As imagens
digitais foram tiradas usando um microscépio Nikon Eclipse 90i (Nikon Corporation,
Japao) equipado com uma camera de fotomicrografia digital colorida de 5 megapixels
(Nikon Digital Sight DS-5Mc). As imagens adquiridas foram processadas usando o0

Software Nis-Elements Br 3.2 (Corporagao Nikon, Jap&o).

4.2.6 Processamento via electrospinning das solugdes

As diferentes solucdes foram processadas utilizando a técnica de electrospinning a
temperatura ambiente. O equipamento de electrospinning, equipado com uma fonte de
alimentacdo variavel de alta voltagem 0-30 kV, foi fornecido pela Spraybase® (Dublin,
Irlanda). As solugdes foram processadas sob uma taxa de fluxo constante usando uma
agulha de aco inoxidavel colocada em direcdo a uma placa metélica usada como coletor.
A agulha foi conectada através de um fio de politetrafluoroetileno a solucédo de polimero
mantida em uma seringa de plastico de 5 mL, que foi colocada verticalmente sobre uma
bomba de seringa controlada digitalmente. As condi¢des de processo foram as seguintes:
vazéao de 0,15 mL / h, tenséo de 15 kV e distancia do coletor ponta a ponta de 17 cm para
as dispersoes IPS e IPS:PVA.

As emulsbes de IPS:PVA contendo B-caroteno foram estiradas no coletor ou
diretamente no filme PHA acoplado ao coletor. As condicbes de processamento da
emulsao foram vazéo de 0,15 ml / h, voltagem de 18 kV e 20 cm de distancia do coletor,
com um tempo de deposicdo de 5 horas. Neste caso, um passo adicional de annealing foi
aplicado em algumas das fibras, colocando-as entre placas quentes a 160 °C por 1 min
para promover a cristalinidade do PVA.

4.2.7 Caracterizagdo morfoldégica dos materiais

A morfologia das fibras isoladas e dos recobrimentos nos filmes de PHA foi
analisada usando um microscopio eletrénico de varredura (SEM, Hitachi S-4800). Utilizou-

se uma voltagem de aceleracéo de 10 kV e uma distancia de trabalho de 8-10 mm. As
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amostras foram previamente revestidas por pulverizagcdo catodica com mistura de ouro-

paladio.

4.2.8 Analise de infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR) das fibras

As fibras obtidas por electrospinning, com e sem [(3-caroteno, foram caracterizadas
utilizando-se um espectrémetro de FT-IR (Rheinstetten, Alemanha), equipado com um
acessorio de reflexdo total atenuada (ATR). As amostras foram colocadas no cristal ATR
para analise a temperatura ambiente (22 + 2 °C) e as varreduras foram realizadas na faixa
espectral de 4000-500 cm™.

4.2.9 Estabilidade térmica das fibras

A estabilidade térmica das fibras e dos compostos puros (IPS, PVA e B-caroteno)
foi avaliada utilizando um analisador termogravimétrico (TA Instruments modelo Q500
TGA). As amostras (aproximadamente 8 mg) foram aquecidas em capsulas de platina na
faixa de 30 a 600 °C, com uma taxa de aquecimento de 10 °C.min™* sob atmosfera

dindmica de ar.

4.2.10 Integridade estrutural das fibras em agua

A integridade estrutural das fibras em meio aquoso também foi avaliada. Para este
fim, 10 mg das fibras foram colocados em frascos contendo 10 mL de agua destilada. A

integridade estrutural das fibras foi avaliada visualmente no periodo de 0 e 24 h.

4.2.11 Eficiéncia de encapsulacéao

A eficiéncia de encapsulacdo (EE) das amostras carregadas com B-caroteno foi
realizada de acordo com Gémez-Mascaraque et al. (2017), com algumas modificacdes.
As fibras (30 mg) foram dissolvidas numa mistura de 20 mL de agua:DMF (1:1, v/v) e
centrifugadas (4000 rpm) para obter aliquotas do sobrenadante para medidas de
absorbancia UV-vis a 418 nm. Uma curva de calibrac&o foi obtida (R? = 0,9981) para o B-
caroteno na mistura de solventes. O conteudo de [(-caroteno nas microestruturas foi
interpolado a partir da equacgao linear de calibragdo obtida. A EE das microestruturas

carregadas com [(3-caroteno foi calculada usando a Equagéao 3.
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Conteudo real de f—caroteno nas fibras

EE (%) = x 100 3)

Conteudo teorico de B—caroteno nas fibras

O conteudo de B-caroteno na superficie das fibras foi estimado de acordo com
Umesha, Monahar e Naidu (2013) e GoOmez-Mascaraque et al. (2017a). Resumidamente,
foram ressuspensas 10 mg de fibras em hexano (1 mg.mL™), posteriormente as amostras
foram agitadas durante 5 s e filtradas imediatamente utilizando filtro Whatman™ com
membranas de PTFE de 0,2 mm (GE Healthcare Life Sciences, UK). A absorbancia do
filtrado a 418 nm foi medida como descrito acima. Obteve-se uma curva de calibracdo (R?

hexano = 0,9969) para o 3-caroteno em hexano.

4.2.12 Ensaios de liberacgéo in vitro de B-caroteno

O perfil de liberagéao in vitro de B-caroteno foi realizado de acordo com Costamagna
et al. (2017). O Oleo de soja foi escolhido como meio de simulacdo dos alimentos
gordurosos, de acordo com o Regulamento da Comissao UE (10/2011 / CE, 2011). A
liberacdo foi realizada a partir de 10 mg de fibras com e sem aplicacdo do processo de
annealing. As amostras foram depositados em um recipiente com aproximadamente 14
mL de Oleo de soja. A concentracdo de B-caroteno no meio de liberacdo foi estimada
medindo a absorbancia do sobrenadante a 418 nm utilizando um Espectrofotdmetro
NanoDrop (ND1000, Thermo Fisher Scientific, EUA) em determinados periodos de tempo.
Os dados obtidos foram utilizados para determinar a quantidade total de [B-caroteno
liberada das fibras em cada momento.

4.2.13 Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) através do
softwere STATISTICA 7.0 (StatSoft, Franca), e as médias foram comparadas pelo teste

de Tukey com nivel de significancia de 5%.
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4.3 Resultados e Discussao

4.3.1 Caracterizagdo de solucdes proteicas desnaturadas

Um dos principais aspectos para a producdo de fibras de IPS pela técnica de
electrospinning é a desnaturacdo da proteina (MENDES; STEPHANSEN; CHRONAKIS,
2017). Assim, a eficiéncia de desnaturacdo das dispersbes de IPS preparadas pelas
metodologias anteriormente descritas foi primeiramente avaliada e comparada com a IPS
na sua forma nativa. Na Figura 6 estdo apresentados os termogramas de DSC das
dispersdes de IPS. E possivel observar dois picos endotérmicos, a 96 e 117 °C,
respectivamente, no IPS nativo, sendo atribuidos a desnaturacéo das globulinas 7S e 11S
(SOUSA et al. 1995), durante o processo de aquecimento. Este fato denota que o IPS
nativo ndo foi desnaturado na forma original. Em contrapartida, os termogramas de
dispersdes de IPS submetidos aos processos acido, basico ou de aquecimento, nao
apresentaram picos endotérmicos (Figura 6), indicando uma desnaturacao das amostras

nas diversas condicfes testadas.

Nativa

| 96 °C 117 °C
& pH 11
pH 2

_______-.-_____“ calor

T T T T T T T T T T 1
20 40 60 80 100 120

Temperatura (°C)

Fluxo de calor
Endo

Figura 6- Termogramas de DSC da proteina nativa e proteina desnaturada pelo método basico (pH 11),
método acido (pH 2) e por uso do calor.

O processamento de solucdes poliméricas por electrospinning depende fortemente
das propriedades da solucdo (viscosidade, tensdo superficial e condutividade elétrica),
gue desempenham um papel importante na determinagcdo das melhores condi¢cdes das
quais fibras continuas podem ser obtidas. As propriedades das dispersdes de IPS estédo
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apresentadas na Tabela 2, enquanto a Figura 7 mostra as imagens MEV correspondentes

das estruturas obtidas.

A partir dos resultados obtidos, observou-se que nem a tensao superficial nem a
condutividade elétrica explicaram as diferencas observadas na morfologia das estruturas

obtidas.

g i 5'A0(I)unlw

Figura 7- Imagens de MEV elaboradas com IPS nativo (A), IPS pH 11 (B), IPS pH 2 (C) e IPS calor (D).

E interessante notar que enquanto as dispersbes de IPS desnaturadas por
aguecimento ou usando pH béasico apresentavam valores de tenséao superficial ~50 mN.
m?, tanto as dispersdes de IPS nativas quanto aquelas preparadas em pH 2
apresentaram valores de tens&o superficial muito mais baixos (em torno de 30 mN. m™), o
que facilitaria 0 processamento das solucdes através da técnica de electrospinning. Em
geral, ndo foram observadas diferencas significativas na condutividade elétrica, exceto na
dispersdo de IPS preparada em pH 2, que apresentou valores significativamente mais
altos, provavelmente devido ao uso de HCI que se dissocia em 4gua. A tensao superficial

€ um parametro crucial para o processo, pois altos valores de tenséo superficial poderiam
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superar as forcas eletrostaticas geradas pela alta voltagem aplicada e a condutividade
elétrica da solucdo, dificultando a formacéo do cone de Taylor e o subsequente processo
de electrospinning (BHARDWAJ; KUNDU, 2010; FONG; CHUN; RENEKER, 1999,
JAWOREK, 2007, GOMEZ-MASCARAQUE et al., 2017, ZUO et al., 2005).

Os indices de fluxo e a consisténcia, juntamente com os valores de viscosidade
aparente a uma taxa de cisalhamento de 100 s*, estdo apresentados na Tabela 2. Os
valores do coeficiente de correlacdo foram, em todos os casos, em torno de 0,99. Foi

observado um comportamento pseudoplastico para todas as dispersdes de IPS.

Tabela 2. Tenséao superficial, condutividade elétrica e comportamento reolégico da solugdo proteica.

Solucdes
Parametros Nativa Calor pH 11 pH 2 PVA
Tensao Superficial
(mN.m™) 34,2+ 0,32°  51,40+0,74*° 52,90+0,99° 33,40 +1,04° 44,80 + 1,00°
Condutividade Elétrica
(mS.cm™) 1,40 + 0,09° 1,20 + 0,03 1,54 + 0,04° 4,56 + 0,042 2,6 £0,0°
Pseudo- Pseudo- Pseudo- Pseudo-
Comportamento reolégico plastico plastico plastico plastico Newtoniano
u (Pa.s)
(0= y <200™) - - - - 0,07 £0,04%
n 0,65 +0,02° 0,77 £0,02° 043 £0,03° 0,74 +0,01° -
K(Pa.s)" 0,44 +0,04° 0,61 +0,07° 3,72 +2,02° 0,46 + 0,05° -
n (Pa.s)
(y=100 S™ 0,47 +0,06° 0,43 +0,04° 4,65 +0,07% 0,40 +0,07" -

Letras diferentes (a-d) na mesma linha indicam significancia de p <0,05 entre as amostras.

As dispersdes de IPS desnaturadas usando condi¢cdes béasicas de pH foram
significativamente mais viscosas, sendo aproximadamente 10 vezes mais altas e com um
comportamento pseudoplastico mais aparente, de acordo com o menor valor de n, o que
provavelmente foi responsavel pelas estruturas aglomeradas observadas da Figura 7B.
Essas diferencas podem ser explicadas pelo diferente arranjo de complexos proteicos em
meio bésico e acido, como relatado anteriormente. Solu¢des proteicas em condigdes
basicas de pH, principalmente interacfes hidrofébicas e ligacdes de hidrogénio séo

responsaveis pela conformacdo da proteina, enquanto em pH acido, as interacdes de
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ligacdes dissulfidicas e ndo covalentes desempenham um papel crucial na formacao das
estruturas (ROMANI et al., 2018).

As diferencas observadas nas propriedades das solucdes do IPS desnaturado em
condi¢des &cidas foram responsaveis pelo melhor desempenho quando processado via
electrospinning. De fato, as solu¢des proteicas desnaturadas através do calor e do pH
basico foram bastante instaveis durante o processo de electrospinning, apresentando
constante gotejando. Vale ressaltar que o processamento por electrospinning de solucdes
poliméricas aquosas pode ser favorecido com a diminuicdo do comprimento da cadeia,
como observado anteriormente para os polissacarideos (PEREZ-MASIA et al., 2014b).
Portanto, para experimentos subsequentes, o IPS desnaturado em condi¢cdes acidas foi

selecionado.

4.3.2 Otimizacdo da proporcdao de IPS:PVA para formacdo das fibras por

electrospinning

Como o objetivo deste estudo foi desenvolver um recobrimento bioativo em
embalagens de alimentos pela técnica de electrospinning, as solucbes elaboradas
somente com IPS s6 deram origem a morfologias tipo cdpsulas, portanto, foi utilizado o
alcool polivinilico (PVA) como polimero formador de fibras, visando favorecer a formacéao
do recobrimento. Inicialmente, diferentes propor¢cdes de IPS:PVA foram avaliadas visando
incorporar a quantidade maxima de IPS nas fibras. A Figura 8 mostra a morfologia das
fibras preparadas com diferentes proporc¢oes IPS:PVA (0:100, 25:75, 50:50 e 60:40).

Como observado a partir da Figura 8, o aumento da quantidade de IPS nas
solugbes levou a uma maior presenca de beads nas fibras. Das diferentes proporgoes
avaliadas, a mais estavel em termos de gotejamento de solu¢do durante o processo de
electrospinning foi a propor¢cdo de 50:50, que apesar de apresentar beads, formou uma
esteira de fibra continua quando aplicada diretamente no coletor ou no filme de
recobrimento de PHA, portanto, esta propor¢cdo de mistura foi selecionada para as
formulacdes subsequentes. Cho et al. (2012) também prepararam fibras hibridas de IPS:
PVA, mas neste caso, a desnaturacdo da proteina foi realizada em condi¢cfes basicas,
mas similarmente a este trabalho, propor¢cdes de 50:50 da formulacdo também levaram a

formacédo de beads nas fibras.
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Figura 8 — Imagens de MEV das fibras elaboradas com IPS:PVA nas propor¢des de 0:100 (A), 25:75 (B),
50:50 (C) e 60:40 (D).

4.3.3 Caracterizagcdo das emulsfes O/A

A solucdo de IPS:PVA preparada na proporcdo de 50:50 foi selecionada para
desenvolver as emulsbes com [(-caroteno como estratégia para incorporar o bioativo
lipofilico nas fibras. As emulsdes O/A foram preparadas por trés diferentes metodologias e
as propriedades das emulsbes, visando o electrospinning (tensédo superficial,
condutividade e propriedades reoldgicas) foram caracterizadas. A tensédo superficial e a
condutividade elétrica (Tabela 3) das emulsGes de IPS:PVA, independentemente do
método de emulsificacdo, foram semelhantes. A tenséo superficial ndo ultrapassou o valor
de 50 mN.m™, o que poderia comprometer o processo de electrospinning mencionado
anteriormente. Em relacdo as propriedades reoldgicas, as emulsdes mostraram um
comportamento newtoniano. Misturas de IPS com PVA também se comportam como um
liguido newtoniano como relatado anteriormente (PAL et al., 2017).
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Tabela 3. Tenséo superficial, condutividade elétrica e comportamento reol6gico das emulsdes.

Emulsbes
Parédmetros
HAV us HAV+ US
Tenséo Superficial
34,60 +2,19° 34,20 +1,41° 34,30 + 0,40°
(mN.m™)
Condutividade Elétrica
4,10 + 0,03° 4,13 +0,03° 4,02 +0,04°
(mS.cm'l)
Comportamento reologico Newtoniano Newtoniano Newtoniano
K (Pa.s)
0,07 +0,02° 0,08 +0,01° 0,05 +0,01°
(0< y <200
r? 0,9952 0,9953 0,9965

Letras diferentes (a-d) na mesma linha indicam significancia de p <0,05 entre as amostras.
* HAV: homogeneizac@o de alta velocidade; US: ultrassom; HAV + US: combinag¢do dos métodos de
homogeneizacao de alta velocidade e ultrassom.

A estabilidade gravitacional, bem como os valores do indice de creaming das
emulsbes estao apresentados na Tabela 4. As emulsGes de IPS:PVA preparadas com
HAV e a combinagcdo dos métodos (HAV + US) apos 24 horas ndo foram estaveis (Tabela
4). O tratamento do HAV € uma metodologia com alta tensdo de cisalhamento
(TRUJILLO-CAYADO et al.,, 2017), que pode ter causado a desintegracao fisica das
goticulas de emulsédo da proteina quando aplicada sozinha ou quando combinada com
us.

De acordo com McClements, Decker e Weiss (2007), a separacao gravitacional é
uma das formas mais comuns de instabilidade em emulsbes, dando origem a uma
camada de creme, na qual consiste 0 movimento ascendente das goticulas devido a sua
menor densidade do que o liquido circundante. Oleos comestiveis tém densidades mais
baixas do que a agua, entdo a formacdo de creme é comumente observada em emulsdes
O/A. Portanto, devido ao B-caroteno apresentar caracter lipofilico e por ter sido
solubilizado na fase oleosa da emulsédo, a estabilidade gravitacional das varias emulsdes
preparadas foi avaliada, visto que este parametro é um aspecto chave para a estabilidade

do processo de emulsion electrospinning.
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Tabela 4- Estabilidade gravitacional das emulsdes: imagens das emulsdes apds armazenamento por 0,5 e

24 horas e valores de seu indice de creaming (IC).

Emulséo de IPS:PVA Emulséo de PVA
Procedimento Tempo (h) Tempo (h)
0 5 24 0 5 24
Homogeneizagdo
de Alta Velocidade
(HAV)
IC (%) 100 92,3 80 100 61,5 84,6
Ultrassom (US) I I
IC (%) 100 84,3
Homogeneizacéo
de Alta Velocidade
+ Ultrassom
(HAV + US)
IC (%) 69,2

Em contraste, a emulsdo IPS:PVA preparada por US ndo mostrou nenhuma

separacdo de fases apds 24 horas, garantindo estabilidade gravitacional durante o
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processo de electrospinninig. A excelente estabilidade gravitacional da emulsdo
preparada por US também pode ser parcialmente atribuida a presenca de IPS na
formulacdo, uma vez que a proteina possui boas propriedades emulsificantes, atribuida
ao seu carater anfifilico, o que favorece uma adsor¢do mais rapida da proteina na
interface 6leo e agua através dos aminoacidos ndo polares das cadeias proteicas
(GOMEZ-MASCARAQUE et al., 2017a).

Além disso, segundo Yang et al. (2018), o processo de US aumenta
significativamente a hidrofobicidade da superficie, expondo as regiées hidrofébicas do IPS
apos o processo de cavitacdo. De fato, este aumento na estabilidade da emulsdo como
consequéncia da incorporacéo de IPS na formulacao foi provado preparando as mesmas
emulsdes, no entanto, utilizando somente PVA como matriz polimérica na fase hidrofilica.
Como observado na Tabela 4, nenhum dos métodos de processamento utilizados

promoveu emulsdes estaveis, quando o IPS nas formulacdes ndo estava presente.

As imagens de microscopia Optica das diferentes emulsGes estdo apresentadas na
Figura 9. A emulsdo preparada por US (Figura 9B) mostrou gotas aparentemente
maiores, no entanto, mais individualizadas. Por outro lado, as emulsGes preparadas por
HAV (Figura 9A) e o método combinado US + HAV (Figura 9C) apresentaram menor
tamanho de goticulas, no entanto, aglomeradas, sugerindo que o processo de HAV pode
ter promovido a floculagcéo entre as goticulas de 6leo. Segundo Mcclements et al. (2007),
a floculacdo é o processo pelo qual duas ou mais goticulas se associam, mantendo sua
integridade individual. Este fenbmeno é observado quando as interacdes de atracdo entre
as gotas dominam as interacdes de repulsédo de longo alcance, mas néo as de repulséao
de curto alcance. Assim, as goticulas permanecem préximas umas das outras (floculam),
sem aproximar-se o0 suficiente para se fundirem (coalescer). As propriedades
macroscopicas das emulsdes, como aparéncia e percepcdo sensorial, sdo fortemente
influenciadas pela extensdo e natureza da floculacdo. Trabalhos anteriores sobre
emulsbes de IPS ja mostraram que a homogeneizacdo em alta velocidade (HAV) nao
promoveu emulsdes estaveis, enquanto a reducdo no tamanho da gota induzida pelo
processo de ultrassom teve um efeito positivo na estabilidade da emulsdo de IPS,
evitando o fendmeno de creaming por pelo menos 48 horas (GOMEZ-MASCARAQUE;
LOPEZ-RUBIO, 2016).
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Figura 9 — Microscopia Optica das emulsdes de IPS:PVA preparadas por HAV (A), US (B), HAV+US (C) e
das emulsdes de PVA preparadas por HAV (D), US (E) e HAV+US (F).

A Figura 9 também mostra que, apos 5 horas de preparacdo, as emulsdes
preparadas usando apenas PVA, apesar do método de emulsificagdo, apresentaram
floculagdo macica, explicando a falta de estabilidade gravitacional observada na Tabela 4.
Este resultado indica que as emulsdes preparadas com apenas PVA nao seria adequado
para o encapsulacdo de B-caroteno. Segundo Goémez-Mascaraque et al. (2017a), a
grande instabilidade da emulsificagdo e a subsequente separagdo de fases durante o
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processo de emulsion electrospinning diminuem significativamente a eficiéncia da

encapsulacao.

4.3.4 Caracterizagdo morfologica, térmica e estabilidade das fibras

A morfologia e a distribuicdo do tamanho de particula das fibras carregadas com -
caroteno obtidas por emulsion electrospinning estdo apresentadas na Figura 10. As fibras
obtidas por emulsion electrospinning apresentaram beads. O PVA atuou como polimero
transportador e auxiliou na formagdo de fibras, uma vez que, em geral, ndo é possivel
obter fibras de IPS puro, dada a natureza globular da proteina e as dificuldades
encontradas para obter coesdo molecular suficiente para a formacéo das fiboras mesmo
apos desnaturacdo de proteinas (CHO et al., 2012). Durante a remoc¢do do material
depositado no coletor do electrospinning, observou-se a formacao de um filme continuo, a

gual é uma caracteristica de interesse para o desenvolvimento do recobrimento.

Distribuicdo do tamanho de particula
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Figura 10- Imagem de MEV (A) e distribuicdo de tamanho de particula (B) das fibras carregadas com f3-

caroteno.

Em relacdo a estabilidade estrutural das fibras na agua, também foi avaliada a

influéncia da incorporacéo do IPS dentro das fibras (Figura 11).

A Figura 11 mostra que, enquanto as fibras elaboradas somente com PVA
perderam completamente sua estrutura apés 24 h em contato com a agua, as fibras
hibridas IPS:PVA ficaram parcialmente dissolvidas em agua, permanecendo o 3-caroteno

encapsulado dentro das estruturas como observado na Figura 11C. Este fato mostra que
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a mistura de IPS e PVA, além de auxiliar na formacado de fibras, também alterou suas

propriedades de solubilidade em agua.

Figura 11- Fibras de IPS:PVA e fibras de PVA com B-caroteno (0 h) (A-B) e depois de 24 horas (C-D),
respectivamente.

De acordo com a Chen et al. (2018) a desnaturacdo diminui a solubilidade das
proteinas em agua, uma vez que estas tém seu estado conformacional e suas interagdes
intramoleculares alteradas. Como a aplicacdo das fibras de IPS:PVA é destinada a
producdo de recobrimentos para aplicacbes em embalagens ativas para alimentos, a
diminuicdo na solubilidade da agua é mostrada como um fator positivo, 0 que permitira
uma liberacdo mais gradual do bioativo para o alimento.

A Figura 12 mostra as curvas de derivadas termogravimétricas (DTG) da fibras de

IPS:PVA carregadas com [3-caroteno e de seus constituintes individuais.

As fibras apresentaram quatro estagios de degradacéo térmica, que provavelmente
correspondem a degradacédo térmica dos compostos individuais presentes nas fibras. No
entanto, €é dificil atribuir inequivocamente cada um dos picos a um componente especifico,
embora em geral seja observada uma mudanca para temperaturas mais altas nas taxas
méaximas de degradacdo, apontando para uma melhor estabilidade das fibras,

provavelmente como consequéncia dos componentes e das interagdes dos polimeros.
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Figura 12- Primeira derivada (DTG) das fibras carregadas com [-caroteno, alcool polivinilico puro, B-

caroteno puro e IPS.

4.3.5 Andlise por infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) das fibras

Os espectros de FTIR das fibras carregadas com [-caroteno e de cada

componente individual estdo apresentados na Figura 13.

O espectro de FT-IR das fibras carregadas com B-caroteno apresentou bandas

relacionadas com o0s seus precursores. Neste espectro, bandas caracteristicas de IPS

foram identificadas a 3288 cm™ para a amida A (NH alongamento), 1645 cm™ referente &

amida | (C = O alongamento), 1536 cm™ referente & amida Il (NH flex&o e alongamento) e

T
600
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1240 cm™ referentes a amida Ill (alongamento CN) (GOMEZ-MASCARAQUE; LOPEZ-
RUBIO, 2016). Uma banda a 1735 cm™ referente a grupos C=0 de triglicérides de 6leo de
soja (GOMEZ-MASCARAQUE et al., 2017a; PEREZ-MASIA et al., 2015) e a 955 cm™,
correspondente ao grupo C = C dos carotenoides (GOMEZ-MASCARAQUE et al., 2017a;
RUBIO-DIAZ; FRANCIS; RODRIGUEZ-SAONA, 2011) foram observados. Além disso,
bandas a 2923 cm™ referentes a C-H dos grupos alquila e banda de 1730 cm™ referente a
C=0 e C-O do grupo carbonila de PVA (REZAEE et al., 2017) foram observadas. Nos
espectros do B-caroteno carregado foi observada uma banda de 1446 cm™ que é repetida

nos espectros de [3-caroteno puro.
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Figura 13- Espectros de FT-IR das fibras carregadas com B-carotene (A), PVA (B), éleo de soja (C), B-
caroteno (D) e IPS (E).

4.3.6 Eficiéncia de Encapsulacao (EE)

A EE do B-caroteno aprisionado nas fibras IPS: PVA foi de 65,0 + 2,6%, onde 13,6
*+ 0,9% se manteve na superficie das fibras e, deste modo, a porcentagem de carotenoide
eficazmente encapsulado nas fibras foi de 51,4 + 0,9%. Goméz-Mascaraque et al. (2017a)
relataram um valor de 34,7% de EE de B-caroteno, usando zeina como matriz. Segundo
Donhowe et al. (2014), a EE do [B-caroteno encapsulado em matrizes de quitosana-
alginato foi de 54,7%. Ge et al. (2015) relataram uma EE de 34,2%, na qual micelas de

guitosana foram usadas para encapsulagao de [3-caroteno. JAIN et al. (2016) encontraram
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um valor mais elevado de EE (79,3%) de [(-caroteno utilizando caseina e goma de
tragacanto para encapsular o B-caroteno através do de coacervagdo. Portanto, a
estratégia desenvolvida neste trabalho, ou seja, a producéo de fibras de IPS:PVA pela

técnica emulsion electrospinning foi eficiente para o encapsulagao de B-caroteno.

Véarios fatores podem afetar o encapsulacdo de bioativos. Segundo Godmez-
Mascaraque et al. (2017a), que utilizaram zeina e proteina de soro como matrizes de
encapsulacdo para o 3-caroteno, o principal fator que afetou a eficiéncia da encapsulagao
por meio de electrospraying foi a estabilidade gravitacional das emulsdes. Kong, Bhosale
e Ziegler (2018) usaram um complexo de amilose como matriz de encapsulacéo para o f3-
caroteno e relataram que o encapsulacdo eficaz dependia do efeito emulsificante dos
surfactantes para dissolver o B-caroteno. Portanto, é possivel concluir que a eficiéncia de
encapsulacado do -caroteno depende do procedimento de emulsificagdo e da matriz na

gual ele é incorporado.

4.3.7 Caracterizagcdo morfolégica do recobrimento bioativo e propriedades de
liberacao

Visando a obtencdo de um recobrimento interno de estruturas de embalagens
bioativas de alimentos, o recobrimento foi diretamente coletado em um filme de
poliidroxialcanoato (PHA). Além disso, a fim de favorecer a adesédo do recobrimento ao
PHA e para modular a libertagdo do B-caroteno, foi aplicado um tratamento de annealing
como especificado na secdo de métodos. A partir do tratamento de annealing, o qual foi
observado anteriormente para aumentar a cristalinidade dos polimeros (LOPEZ-RUBIO et
al., 2003), era esperado que este promovesse uma alteracdo da cristalinidade do PVA,
afetando assim a liberacdo do composto.

A Figura 14 mostra as imagens de SEM da seccéao transversal e da superficie do
filme de PHA com o recobrimento de IPS:PVA antes (Figuras 14A e 14B) e apés o
tratamento de annealing (Figuras 14C e 14D).

Como observado nas imagens de SEM, o tratamento de annealing, levou a
coalescéncia e melhorou a adesdo das fibras ao material de PHA e, mesmo que uma
estrutura semelhante a fibra ainda pudesse ser observada, elas parecem praticamente
fundidas. Processos de annealing também foram aplicados anteriormente em estruturas

de fibra para promover a fusdo entre fiboras e aumentar a integridade estrutural da
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membrana (KAUR et al. 2011) e também para melhorar a adeséo ao polimero de suporte
(LI ; HASHAIKEH; ARAFAT, 2013).

' 50.0um

I éO éun'ﬂ

Figura 14- Imagem de MEV do corte transversal e da surperficie dos recobrimentos sem annealing (A- B)
com annealing (C-D), respectivamente.

O ensaio de liberacéo in vitro foi realizado a partir do recobrimento de fibra com e
sem annealing (Figura 15).
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Figura 15 — Perfil de liberagdo do B-caroteno a partir das fibras sem annealing (a) e com annealing (b), no
meio simulante de alimentos gordurosos.
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Um meio de liberacdo de Oleo de soja, que simula alimentos gordurosos, foi
selecionado devido & solubilidade do B-caroteno neste meio. E possivel observar que a
liberacdo do composto hidrofébico da matriz que ndo foi submetido ao processo de
annealing ocorreu durante as primeiras 5 h de liberagdo. No entanto, uma liberagdo mais
lenta e sustentada ocorreu a partir das fibras com annealing, sugerindo que este
tratamento efetivamente favorece uma liberagcdo mais controlada do bioativo, o que pode

ser de interesse para aplicacdo como recobrimento na embalagem dos alimentos.

Experimentos de DSC das fibras antes e apés o processo de annealing foram

realizados e as curvas de DSC sdo mostradas na Figura 16.
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Figura 16- DSC das fibras de IPS:PVA sem tratamento de annealing (a) e com tratamento de annealing.

Além do pico amplo atribuido a evaporacdo da agua restante nas fibras, a transicao

térmica observada em temperaturas mais altas que podem estar relacionadas ao
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derretimento dos cristais de PVA, indicou que o processo de annealing efetivamente
promoveu a cristalizacdo dos materiais, através da mudanca na temperatura de fusdo de
175 para 180°C, a qual esta claramente observada, indicando que os cristais maiores ou
mais perfeitos aparentemente tém efeito nas propriedades de liberagcédo dos recobrimentos

ativos.

4.4 Concluséo

Fibras de IPS:PVA carregadas com [3-caroteno obtidas pela técnica de “emulsion-
electrospinning” foram produzidas para aplicagado como recobrimento em embalagens de
alimentos. O método de ultrassom utilizado para a preparacdo da emulsdo promoveu a
estabilidade da emulsdo em até 24 h. As fibras obtidas através da metodologia de
‘emulsion-electrospinning” apresentaram em torno de 54% de eficiéncia de encapsulacao
do B-caroteno. O maior conteudo de [-caroteno foi liberado no meio simulante de
alimentos gordurosos nas primeiras 5 horas, porém as fibras que foram submetidas ao
tratamento de annealing apresentaram uma liberacdo mais lenta, provavelmente devido a
cristalizagcdo do PVA. Além disso, o tratamento de annealing realizado no recobrimento
promoveu aderéncia e coesdo entre as fibras e o filme de PHA. A partir dos resultados
obtidos, é possivel sugerir que as fibras de IPS:PVA carregadas com [-caroteno
apresentam potencial para serem aplicadas como recobrimento em embalagens para

alimentos gordurosos.



57

5 CAPITULO 2 — ENCAPSULACAO DE EXTRATO DE ERVA-MATE POR MEIO DA
TECNICA DE ELECTROSPINNING PARA LIBERACAO CONTROLADA EM
EMBALAGENS DE ALIMENTOS.

Os resultados deste estudo serédo enviados ao Internacional Journal of Biological

Macromolecules.

5.1 Introducéo

Atualmente tem se observado diversas exigéncias no setor de embalagens de
alimentos, ndo apenas pelos consumidores, mas também pelos setores de
exportacao/importacdo. As principais exigéncias sdo por embalagens que oferecam
seguranga contra fatores intrinsecos e extrinsecos e, ao mesmo tempo, que possam
enriguecer nutricionalmente os alimentos nelas armazenados. Do ponto de vista
nutricional, jA& se sabe que muitos alimentos processados perdem componentes
endogenos benéficos a saude, como vitaminas, acidos graxos, peptideos, compostos
fendlicos etc. Portanto, a liberacdo controlada de compostos bioativos com alta atividade
antioxidante em embalagens de alimentos poderia contribuir na conservacao de
alimentos. Na literatura sdo encontrados diversos estudos que relatam a elaboracéo de
matrizes poliméricas para o encapsulamento de compostos bioativos através da técnica
de electrospinning para aplicacdo em embalagens de alimentos (ANTUNES et al., 2019;
EVANGELHO et al. 2018; SILVA et al.; 2018, ANTUNES et al., 2017).

A técnica de electrospinning € um processo para produzir fibras poliméricas em
nanoescala e o principio desta técnica baseia-se na aplicacdo de um campo elétrico para
a formacdao de fibras que séo depositadas em um coletor aterrado. O encapsulamento de
compostos bioativos nas fibras é obtido através da mistura desses compostos com a
solucdo polimérica, seguido do processo de electrospinning (WEN; ZONG; LINHARDT;
FENG; WU, 2017). Polimeros como as proteinas tém sido utilizadas como matriz de
encapsulamento, principalmente porque sdo de grau alimenticio, ndo toxicas,
biocompativeis, biodegradaveis e sustentaveis. Um exemplo é a zeina, que € uma
proteina de armazenamento importante no milho e apresenta elasticidade, capacidade de
formacédo de filme e hidrofobicidade, o que a torna interessante para o encapsulamento de
compostos bioativos e subsequente aplicacdo em embalagens de alimentos (ANTUNES
et al., 2017).
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A encapsulagdo via técnica de electrospinning, auxilia na liberacdo controlada e
permite que as caracteristicas funcionais e biolégicas dos compostos bioativos sejam
mantidas, uma vez que ndo sado utilizadas temperaturas elevadas durante o
processamento. Compostos bioativos obtidos a partir de plantas podem ser encapsulados
e utilizado em embalagens de alimentos principalmente devido a sua agc&do antioxidante
(MARQUES; FARAIH, 2009). Um exemplo é a erva-mate (llex paraguariensis), que é
classificada como uma planta do sul da América, consumida por uma infusdo e que
apresenta propriedades diuréticas, anti-inflamatdrias e propriedades estimulantes
(SCHINELLA et al., 2000). Compostos fendlicos sdo compostos abundantes no extrato de
erva-mate e algumas de suas propriedades farmacologicas tém sido relacionadas
principalmente ao alto conteddo de &acido clorogénico e seus derivados (JAISWAL,
SOVDAT,; VIVAN; KUHNERT, 2010; MARQUES; FARAH, 2009). Neste contexto, o
extrato de erva-mate é uma alternativa promissora para utilizacdo como antioxidantes
naturais de baixo custo o poderia auxiliar na conservacdo de alimentos (LOPEZ-
CORDOBA; DELADINO; MARTINO; 2014), tornando-se um substituto aos aditivos
sintéticos (MOURE et al. 2001).

Na literatura atual, o extrato de erva-mate foi encapsulado por diferentes técnicas e
em diferentes matrizes poliméricas, como em esferas de alginato de calcio (DELADINO et
al., 2008; DELADINO et al., 2013), em matriz de sacarose (DELADINO et al., 2007) e em
filmes biodegradaveis de acido polilatico (JARAMILLO et al., 2016; ARRIETA, et al.,
2018). No entanto, ndo ha relatos até 0 momento do encapsulamento do extrato de erva-
mate via técnica de electrospinning. Diversos estudos relatam a encapsulacdo de
compostos bioativos como probidticos, proteinas e lipideos funcionais através da técnica
de electrospinning usando zeina como matriz polimérica (ALEHOSSEINI et al., 2019;
ANTUNES et al., 2017, SILVA et al., 2018). Os materiais resultantes desses estudos
exibiram bons resultados de retencdo e liberacdo controlada em comparacdo com
componentes ndo encapsulados (CHEN et al., 2010; FERNANDEZ; TORRES-GINER;
LAGARON, 2009; LOPEZ-RUBIO, SANCHEZ; SANZ; LAGARON, 2009). Portanto, o
presente trabalho visa encapsular o extrato de erva-mate em fibras de zeina pela técnica
de electrospinning e avaliar seu potencial como matriz de liberagdo para embalagens de

alimentos.
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5.2 Material e Métodos

5.2.1 Materiais

Erva-mate (llex paraguariensis) adquirida localmente da cidade de ljui, RS, e usada
como matéria-prima para a extracdo do extrato de erva-mate. A zeina (97% de pureza,
Sigma-Aldrich) foi usada como polimero para a producéo de fibras. Todos os reagentes

utilizados foram de grau analitico.

5.2.2 Obtencao do extrato de erva-mate

O extrato de erva-mate foi obtido segundo metodologia descrita por Cérdoba et al.,
(2013) com algumas modificacdes. Aproximadamente 300 g de erva-mate moida e 1 L de
agua destilada foram adicionados a um frasco de 2 L; o frasco foi entdo aquecido a
temperatura de ebulicdo (100 °C) usando uma manta de aquecimento por 1 h.

Subsequentemente, o material foi filtrado, congelado a -80 °C e liofilizado.

5.2.3 Compostos fendlicos totais

O conteudo fendlico total foi determinado usando o reagente de Folin-Ciocalteau.
Dois gramas de extrato liofilizado de erva-mate foram homogeneizados com 20 mL de
metanol por uma hora e centrifugados por 20 min a 5.000 rpm em centrifuga refrigerada a
4 °C. Uma aliquota de 250 pL do sobrenadante foi diluida em 4 mL de agua. Tanto as
amostras como o controle (contendo 250 pL de metanol) foram combinados com 250 mL
de reagente de 0,25 N de Folin-Ciocalteau (SWAIN; HILLIS, 1959). Apés 3 min de reacéo,
500 mL de Na,CO3; 1 N foram adicionados, a mistura que foi incubada durante 2 h a
temperatura ambiente, e a absorbancia foi medida a 725 nm com resultados expressos
como mg de equivalentes de &cido galico por 100 g de peso seco (mg GAE g™ peso

Seco).

5.2.4 Compostos fenélicos individuais

A analise de compostos fendlicos individuais foi realizada usando um sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (Shimadzu, Japdo) acoplado a um
espectrometro de massa QTOF (Impact HD, Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). Para

isso, 100 mg de extrato de erva-mate e fibras foram homogeneizados com solugao de
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1,990 pL de metanol em agua (75%, v / v) acidificada com 0,1% (v / v) de acido férmico e
10uL de reserpina a 200ug mL™. (padrdo interno). A mistura foi agitada em vértex durante
10 segundos, sonicada num banho de ultra-som (Quimis, Brasil) durante 15 min a
temperatura ambiente e depois centrifugada durante 10 min a 11.000 x g (Eppendorf,
5430R, Hamburgo, Alemanha).

O sobrenadante resultante foi filtrado usando membrana de nylon 0,22 uym e
analisado. A andlise foi realizada utilizando uma coluna Bidentate C18 (100 x 2,1 mm,
MicroSolv Technology Corporation, Eatontown, NJ, EUA), fase A (agua com 0,1% (v / v)
de acido férmico) e fase B (acetonitrilo com 0,1% (v / v) &cido férmico) e apds o programa
de gradiente: 5% B (0,0 min), 0-90% B em 0,01-15 min, 90% em 15-18 min e 90-5% B em
18,01- 20 minutos. Em seguida, a coluna foi reequilibrada durante 6 min utilizando a
composicao inicial do solvente. A vazdo foi ajustada para a 0,2 mL min™ e a temperatura
da coluna foi mantida a 40 °C. 10 pL de cada solugdo amostra foram injetados e
analisados em duplicata. Os parametros operacionais da MS foram o0s seguintes: tensao
capilar, +3500 V; pressdo do nebulizador, 40 psi; vazdo de gas de secagem, 9 L min%;
temperatura do gas, 200 °C. Espectros de massa precisos da EM foram registrados na
faixa de m / z 50-1200. A calibragdo externa do EM foi realizada usando solugcéo de
formiato de sédio (10 mM). Para a quantificacdo dos compostos fendlicos, foram
preparadas curvas externas de calibracdo com padrbes comerciais e 0s parametros
encontram-se na Tabela 5. Os dados de EM foram processados por meio de Analise de
Dados 4.0 e analise de quantificacdo de bussola da Bruker Daltonics (Bremen,

Alemanha).

Tabela 5- Parametros do método CLAE -EM para quantificacdo de compostos fendlicos .

) Tempo de o . ~ ) LD* LQ?
Composto [M-H] . Faixa linear Equacédo de regresséao r

retencao (ng/mL)  (ng/mL)

Acido clorogénico  353,0867 6,41 313-5000 y =22,997x — 6448,70 0,9902 11,98 36,31

Acido caféico 179,0338 6,97 156-5000 y =156,27x - 13,642,33 0,9984 11,52 34,91
Rutina 609,1450 7,57 156-2500 y =47,57x + 5067,68 0,9945 37,23 112,82

Quercetina 301,0343 9,79 156-2500 y = 125,94x — 13950,36 0,9999 20,92 63,40

Kaempferol 285,0393 10,73 156-2500 y =201,73x — 4158,05 0,9993 20,20 61,22

'D: limite de deteccao; %LQ: limite de guantificacao.
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5.2.5 Preparacéo de solugdes poliméricas de zeina

A solucéo de zeina (30%) foi preparada dissolvendo 3 g de polimero em 10 mL de
etanol aquoso a 70% (v/v), agitando-se durante 1 h a temperatura ambiente. O extrato de
erva-mate, em diferentes concentragdes (0, 1, 3 e 5%, p/v), foi adicionado as solucdes
poliméricas de zeina. As solugfes finais foram agitadas em um agitador magnético por

cerca de 1 h antes do processo de electrospinning.

5.2.6 Caracterizacao das solucdes poliméricas

Os parametros reolégicos das solucdes poliméricas foram medidos usando um
rebmetro programavel (Brookfield, Modelo DV - Ill ULTRA, EUA). A solugdo foi vertida
(aproximadamente 0,5 mL) em recipiente de aco inoxidavel acoplado ao redmetro com
spindle n° 51 e analisado na velocidade de cisalhamento de y = 0 — 100 s™. O modelo de
lei de poténcia (Equacao 4) foi aplicado para determinar a viscosidade aparente “nap” a

55 s, o coeficiente de consisténcia “k

(Pa.s)" e o indice de comportamento do fluxo “n
(u.a).
o=k.yn (4)
Onde o é a tensdo de cisalhamento aplicada (Pa) e y a taxa de cisalhamento (s™).
A condutividade elétrica foi determinada usando um medidor de condutividade

portétil (MS Tecnopon, modelo mCA 150P, Brasil), em triplicata a temperatura ambiente.

5.2.7 Producdao de fibras pela técnica de electrospinning

As solugdes poliméricas foram colocados em uma seringa de 3 mL, com agulha de
0,7 mm de diametro e bomba de infusdo de seringa (KD Scientific, 100, Holliston,
England) para controlar a taxa de fluxo da solucdo de polimero a 1 mL / h. O processo de
electrospinning foi conduzido conectando-se o eletrodo positivo (+ 20 kV) da fonte de
energia (INSTOR, INSES-HV30, Brasil) para a agulha, enquanto o eletrodo negativo (-3
kV) para um coletor de aco inoxidavel que foi coberto folha de aluminio. A distancia
horizontal entre a bomba de infusdo e a ponta da agulha foi de 20 cm. No processo, a
temperatura foi controlada a 23 £ 2 °C por um condicionador de ar e a umidade relativa foi

ajustada a 45 = 2% com um desumidificador.
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5.2.8 Morfologia e distribuicao de diametro das fibras

A morfologia das fibras foi analisada utilizando um microscopio eletrbnico de
varredura (MEV, Modelo K550, Emitech, Ashford, Kent, Reino Unido). As amostras foram
analisadas a uma voltagem de aceleracédo de 10 kV. O didmetro médio e a distribuicdo de
didmetro das fibras foram avaliados a partir das micrografias, com base em 50 fibras

selecionadas aleatoriamente usando o software ImageJ.

5.2.9 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) das
fibras

As interacbes entre as concentracdes nas fibras serdo investigadas usando
espectrémetro de reflexdo total atenuada por infravermelho (FTIR - ATR) de transformada
de Fourier (IR Prestige2l; Shimadzu Corp. Japao). A analise sera feita na regidao do
infravermelho médio na faixa de 4000 a 500 cm™ e com resolucédo espectral de 4 cm™. Os
sinais serdo processados utilizando o software GRAMS (Galactic Industries Corp., Salem,
NH, USA).

5.2.10 Propriedades térmicas das fibras

A estabilidade térmica das fibras, bem como extrato de erva-mate foi avaliada
utilizando um analisador termogravimétrico (TGA, TA-60WS, Shimadzu, Kyoto, Japao). As
amostras (cerca de 5 mg) foram aquecidas em capsulas de platina na faixa de 30 a 600
°C, a uma taxa de aquecimento de 10 °C.min™, com fluxo de nitrogénio de 50 mL.min™.

Uma capsula de platina vazia foi usada como referéncia.

5.2.11 Cinética de liberacgao in vitro

Foram realizados testes de liberacdo in vitro para as fibras de zeina incorporadas
com as diferentes concentracdes do extrato de erva-mate em meio etanol 10% que de
acordo com o Regulamento da Comissédo 10/2011 da UE (10/2011 / EC), é considerado
como simulante de alimentos para produtos alimentares hidrofilicos. Um método adaptado
de Costamagna et al. (2017) foi usado para criar os perfis de liberacao.

Resumidamente, 160 mg de amostras de fibra de zeina foram imersas em 2 mL do
de etanol 10% (simulante de alimentos hidrofilicos) a temperatura ambiente. Em intervalos

de tempo apropriados, a concentragdo do extrato de erva-mate no meio de liberacédo foi
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estimada medindo a absorbancia do sobrenadante a um comprimento de onda de 301 nm
usando um espectrofotdmetro (SpectraMax 190, Microplate reader, Molecular Devices,
EUA). Uma curva de calibrac&o foi construida registrando todo o espectro do extrato de
erva-mate diluido em etanol a 10%. Os dados obtidos foram utilizados para determinar a
guantidade total do extrato de erva-mate liberado das fibras de zeina em cada ponto de

tempo. Trés repeticdes de cada amostra foram analisadas.

5.2.12 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante do extrato de erva-mate e das fibras foi avaliada atraves
da capacidade de sequestrante do radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) (BRAND-
WILLIAMS ET AL., 1995; ROESLER et al., 2007). As amostras (1 mg) foram pesadas em
tubos falcon adicionadas de 3,9 mL da solugdo de DPPH recentemente preparada em
metanol (absorbéancia ajustada para 1,1 + 0,02). As amostras foram agitadas em vortex
por 30 s e deixadas em repouso ao abrigo da luz. Ao final de 2 h 30 min a absorbancia
foi medida a 515 nm e a capacidade de sequestrar o radical, expressa em porcentagem,

foi calculada em relacéo ao controle (sem antioxidante), conforme a Equacéo 5:

ABS branco—ABS amostraxloo%

% inhibition ABS branco ©

5.2.13 Analise estatistica
Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) através do
softwere STATISTICA 7.0 (StatSoft, Franca), e as médias foram comparadas pelo teste

de Tukey com nivel de significancia de 5%.

5.3 Resultados e Discusséao

5.3.1 Caracterizagdo de solugdes de electrospinning

Estudos relatam que o processo de electrospinning é dependente da viscosidade
da solucdo (MERCANTE et al., 2017), portanto, uma avaliacdo reoldgica foi realizada em
solucdes de zeina com diferentes concentracdes de extrato de erva-mate (0%, 1%, 3% e
5%) (Tabela 6). De acordo com os valores de r? (~ 0,99) (Tabela 6), o modelo de lei de
poténcia aplicado as solu¢des estudadas foi adequado.

As solucbes de zeina, independentemente da concentragdo do extrato,

apresentaram comportamento reolégico newtoniano (n proximo a 1). Além disso,
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observou-se que a viscosidade das solugbes aumentou com 0 aumento da concentragao

do extrato de erva-mate nas solucdes (Tabela 6).

Segundo Shi et al. (2019), esse tipo de comportamento reoldgico € atribuido a
solucdes de polimeros neutros, em que a zeina forma agregados de tamanho limitado e
esses agregados sdo distribuidos uniformemente em solucbes. Segundo Tiwari e
Venkatraman (2012), a viscosidade da solu¢do é um dos requisitos mais importantes no
processo de electrospinning, uma vez que esta associada a habilidade da solucao
polimero na formagéo das fibras (electrospinnibility). Os mesmos autores sugeriram que a
viscosidade deve ser alta o suficiente, em sinergia com a repulsdo eletrostatica, para
superar as forcas associadas a tensao superficial. No presente estudo, foi possivel sugerir
gue o comportamento reolégico associado as diferentes concentracbes do extrato de
erva-mate ndo influenciou o processo de electrospinning, mostrando que nas
concentracbes estudadas, as solucbes permaneceram estaveis durante todo o processo,

sem gotejamento excessivo.

Tabela 6. Parametros reoldgicos e condutividade elétrica de solu¢gdes de zeina em diferentes concentracdes
de extrato de erva-mate (0%, 1%, 3% e 5%).

Parametros Reoldgicos
Condutividade elétrica

Solucéo de N (Pa.s)
electrospinning (mS.cml) n K(Pa.s)" 2
(y=55s")
Zeina 951,00 +5,71° 1,09 £0,01 0,56 + 0,02° 0,9971 0,57 +0,02°
Zeina 1% EEM* 944,50 + 2,04° 1,04 £0,02 0,77 £ 0,05° 0,9993 0,71+0,01°
Zeina 3% EEM 937,00 +0,81° 1,05+0,01 0,84 +0,03" 0,9990 0,86 +0,03"
Zeina 5% EEM 923,50 + 1,22° 1,03+0,02 1,10+0,012 0,9999 1,01 +0,07%

Resultados séo expressos como média (n = 3) + desvio padréo.

* EEM: Extrato de erva mate

ab¢ v/alores com letras diferentes na mesma coluna s&o significativamente diferentes (p < 0.05).

Parametros reolégicos: k = coeficiente de consisténcia, n = indice de comportamento do fluxo, nap = viscosidade aparente.

A condutividade elétrica das solucdes poliméricas é outro parametro que influencia
0 processo de electrospinning, principalmente na morfologia das fiboras (MERCANTE et
al., 2017). A partir da Tabela 6, é possivel observar que houve diminuicdo nos valores de
condutividade elétrica conforme houve aumento na concentracdo do extrato de erva-mate

na solugdo. Segundo Mercante et al. (2017), a adicdo de materiais ndo condutores a
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solucdo de polimero pode diminuir a condutividade das solugdes e consequentemente
influenciar o diametro das fibras. Neste trabalho, apesar da diminuicdo da condutividade
elétrica nas solucdes de acordo com a maior quantidade de extrato, nenhum gotejamento

foi observado, o que implicou em um processamento estavel.

5.3.2 Caracterizacao das fibras

5.3.2.1 Morfologia e distribui¢do de tamanho das fibras

O efeito do teor de extrato de erva-mate nas estruturas morfolégicas das fibras de

zeina e a distribuicdo de tamanho estédo apresentados na Figura 17.

Em geral, as fibras elaboradas somente com zeina (0% de extrato de erva-mate)
apresentaram morfologia similar a fitas, no entanto, conforme aumento da concentragao
do extrato, foram observadas mudancas na forma das fibras. Nas fibras contendo 5% de
extrato de erva-mate, observa-se uma forma mais cilindrica, mostrando-se diferente da
morfologia de fitas quando comparada as fibras elaboradas com zeina pura (0% de

extrato de erva-mate).

Em relagdo a distribuicdo de tamanho, ndo foi observada uma tendéncia. No
entanto, observou-se que as fibras de zeina com maior concentracdo de extrato de erva-
mate (5%) apresentaram maior diametro médio, onde € possivel relacionar com a maior
viscosidade da solucéo (Tabela 6). Considerando as imagens apresentadas na Figura 17,
€ possivel sugerir que as fibras de zeina com diferentes concentracfes de extrato de
erva-mate apresentam potencial para aplicacdo em embalagens de alimentos, pois fibras
homogéneas com excelente morfologia auxiliam na taxa constante de liberacdo de
compostos bioativos (TIWARI; VENKATRAMAN, 2012).
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Figura 17- Morfologia e distribuicdo de tamanho das fibras de zeina carregadas com extrato de erva-mate
0% (a-b), 1% (c-d),3% (e -f) e 5% (g - h).
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5.3.2.2 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR) das
fibras
A espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTI-R) é

frequentemente usada para estabelecer diferencas estruturais nas fibras carregadas com
compostos bioativos (LEIDY; XIMENA, 2019). Por esta razdo, as fibras de zeina
produzidas com diferentes concentragdes de extrato de erva-mate foram analisadas por

FTIR e estdo apresentadas na Figura 18.
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Figura 18- Espectros de FTIR do extrato de erva-mate e das fibras de zeina carregados com extrato de
erva-mate (0%, 1%, 3% e 5%).

Nos espectros do extrato puro de erva-mate e nas fibras carregadas com 1%, 3% e
5% de extrato de erva-mate observa-se uma faixa em torno de 3740 cm™ que esta
associada a vibracdo de alongamento dos grupos -OH a qual pode ser associada aos
residuos de moléculas de lignina e celulose da erva-mate. A banda em 1250 cm™ de
extrato puro de erva-mate apresentou uma sucinta mudanca para 1235 cm™ nas fibras
carregadas com extrato de erva-mate. Segundo Arrieta et al. (2018), esta faixa esta
associada a vibracdes esqueléticas aromaticas de compostos presentes na erva-mate. A
faixa em 1040 cm™ que apresentou deslocamento para 1047 cm™ nas fibras contendo
extrato de erva-mate esta relacionada a vibracdo de alongamento do grupo CN das

aminas presentes na erva-mate (GULLON et al., 2018). Assim, é possivel sugerir que
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estas bandas fornecem indicios do carregamento do extrato de erva-mate nas fibras de

zeina.

Além disso, nas fibras com diferentes concentragdes de extrato de erva-mate, séo
identificadas bandas em torno de 3283, 1646 e 1535 cm™, que indicam a presenca de
amida A (alongamento NH), amida | (alongamento de CO) e amida Il (Flexdo de NH e
estiramento CN), respectivamente (ALTAN; AYTAC; UYAR, 2018), o que ja era esperado,
uma vez que esta é uma regido de impressoes digitais de proteinas como a zeina. A faixa
em torno de 2942 cm™ é atribuida & ligacdo C-H presente na estrutura da zeina
(ANTUNES et al., 2017).

5.3.2.3 Estabilidade térmica das fibras

A estabilidade térmica e a temperatura de decomposicao do extrato de erva-mate e
fiboras com diferentes concentracdes de extrato de erva-mate (0%, 1%, 3% e 5%) foram
analisadas através da analise termogravimétrica (TG) e da primeira derivada (DTG)
(Figura 19).

No extrato é possivel identificar 3 regides de decomposicdo térmica. A primeira
regido (aproximadamente 80 °C) refere-se a evaporacdo da umidade da amostra. A
segunda regido em torno de 220 °C estd associada a decomposicdo de alguns
componentes de baixo peso molecular presentes no extrato. A terceira regidao em torno de
310 °C estd associada a decomposicdo térmica de compostos de estrutura mais
complexa, como hemicelulose e pectinas (MONDRAGON et al., 2014, GULLON et al.,
2018; ARRIETA et al., 2018).

As fibras de zeina com as diferentes concentragdes do extrato apresentaram duas
regides de perda de massa (Figura 19). A primeira regido em torno de 80 °C, assim como
no termograma do extrato de erva-mate, esta associada a perda de umidade. A segunda
regido, observada em torno de 325 °C, estd associada a degradacdo de proteinas e
clivagem de ligacdes peptidicas (ANTUNES et al., 2017; NEO et al., 2013). A partir da
analise térmica das fibras € possivel sugerir que o0 extrato de erva-mate quando
incorporado na matriz polimérica das fibras de zeina apresentou maior estabilidade
térmica, j& que nas fibras com diferentes concentracbes de extrato de erva-mate

apresentou temperatura de decomposicao térmica superior a extrato puro de erva-mate.
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Figura 19- Analise termogravimétrica (TGA) (a) e suas primeiras derivadas (DTG) (b) de extrato de erva-
mate e fibras de zeina carregadas com extrato de erva-mate (0%, 1%, 3% e 5%).

A encapsulacdo de compostos bioativos através da técnica de electrospinning é
uma alternativa interessante porque através deste processo € possivel aumentar a
estabilidade térmica destes compostos e facilitar o desenvolvimento de materiais de
embalagem com potencial antioxidante (BAZANA; CODEVILLA; MENEZES, 2019).
Portanto, é possivel sugerir que as fibras de zeina com diferentes concentracdes de
extrato de erva-mate produzidas no presente estudo apresentam potencial para aplicacao

em embalagens de alimentos ativos.
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5.3.2.4 Compostos fendlicos totais e individuais

O teor total de fendlicos do extrato foi de 1287,76 £ 11,55 mg de acido galico, 100
g’ de extrato de erva-mate. Os conteidos médios de compostos fendlicos quantificados
por HPLC-MS séo apresentados na Tabela 7. Neste estudo, o 4cido clorogénico e a rutina
foram o0s principais compostos fendlicos observados no extrato de erva-mate,
corroborando os resultados de Deladino et al. 2013. Além disso, acido cafeico, kaempferol
e (quercetina também foram detectados no extrato de erva-mate. Algumas das
propriedades bioldgicas do extrato de mate, incluindo propriedades antioxidantes e
antimicrobianas notaveis, sdo atribuidas a presenca desses compostos (BURRIS et al.,
2012).

Tabela 7- Composicao fendlica (ug g'l) do extrato de erva-mate e fibras de zeina carregadas com diferentes

concentracdes de extrato de erva-mate (0%, 1%, 3% e 5%).

Amostra Acido Clorogénico  Acido Caféico Kaempferol Quercetina Rutina

Extrato de erva
9975,95 + 18,64 199,02 + 0,27 2,48 + 0,02 12,22 +0,00 1192,47 +2,73

mate (EEM)

Fibras 1% EEM 743,62 + 7,12 9,58 + 0,13 <LD! 1,12 £ 0,00 64,85 + 1,57
Fibras 3% EEM 854,98 £+ 0,73 11,46 £ 0,00 0,20 £ 0,00 1,12 + 0,00 84,14 + 0,34
Fibras 5% EEM 899,75 + 0,00 14,46 £ 0,00 0,22 £ 0,00 1,20 + 0,00 102,72 +1,80

LLD' limite detectavel.

Todos os compostos fendlicos observados no extrato foram detectados nas fibras
de zeina carregadas com 1%, 3% e 5% de extrato de erva-mate, exceto o kaempferol que
estava abaixo do LD em fibras compostas com 1% de extrato. Como observado na Tabela
7, as fibras de zeina com 5% de extrato apresentaram maiores niveis (p <0,05) de
compostos fendlicos individuais analisados. Como controle, fibras elaboradas apenas com
zeina (0% de extrato de erva-mate) também foram avaliadas, mas nenhum dos

compostos fenolicos descritos acima foi detectado.

5.3.2.5 Atividade antioxidante das fibras

A atividade antioxidante das fibras carregadas com as diferentes concentracfes de

extrato de erva-mate foi realizada pelo ensaio DPPH e é mostrada na Figura 20.
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Figura 20- Atividade antioxidante do extrato de erva-mate e fibras de zeina carregadas com extrato de erva-
mate (0%, 1%, 3% e 5%).

A atividade sequestrante do radical DPPH baseia-se na reducdo do DPPH na
presenca de um doador antioxidante de hidrogénio (ALTAN et al., 2018). A atividade
antioxidante das fibras de zeina carregadas com extrato de erva-mate variou de 61 a
83%, seguindo uma tendéncia, ou seja, quanto maior a concentragdo de extrato nas
fibras, maior sua atividade antioxidante. A fibra de zeina (0% de extrato de erva-mate)
apresentou atividade antioxidante de 13%, que segundo Aytac et al. (2016), pode estar
relacionada a absorcdo da solugcdo de DPPH devido a alta area superficial das fibras,
proporcionando maior contato com o meio. Além disso, alguns autores atribuem a
atividade antioxidante da zeina a a-zeina presente em sua composicéo (LI et al., 2013;
ZHANG et al., 2011).

Segundo Bazana, Codevilla e Menezes (2019), extratos naturais sdo fontes de
antioxidantes, como compostos fendlicos cuja atividade € bem conhecida nas industrias
farmacéutica, cosmética e alimenticia, e podem substituir estabilizadores sintéticos
amplamente utilizados na industria de embalagens. Neste estudo, os resultados
mostraram que as fibras de zeina incorporadas com diferentes conteudos de extrato de
erva-mate apresentaram capacidade antioxidante e potencial para aplicacdo como

antioxidantes naturais, principalmente para liberacdo em embalagens de alimentos.

5.3.2.5 Cinética de liberagdo in vitro

As fibras de zeina carregadas com 1%, 3% e 5% de extrato de erva-mate foram

estudadas quanto ao sua cinética de liberacdo em meio simulante de alimentos (Figura
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21). O meio escolhido para simulacdo foi 10% de etanol, que simula alimentos hidrofilicos

(Regulamento da Comisséao UE, 2011).

— Fibras 1% Extrato de erva-mate
—— Fibras 3% Extrato de erva-mate
—— Fibras 5% Extrato de erva-mate

60

Liberacao do extrato de erva-mate em simulante hidrofilico (%)
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Figura 21- Liberacdo in vitro de extrato de erva-mate de fibras de zeina carregadas com diferentes
concentragtes de extrato de erva-mate (0%, 1%, 3% e 5%).

Basicamente, observou-se um aumento na liberacdo de extrato de erva-mate, uma
vez que a concentracdo de extrato de erva-mate aumentou nas fibras de zeina. Além
disso, uma liberacéo inicial marcada seguida por liberacéo prolongada de extrato de erva-
mate foi observada. Na liberacdo de matrizes poliméricas, 0s mecanismos mais
importantes que regulam o perfil de liberagdo de um composto ativo sdo a difuséo e a
pressdo osmotica (POTHAKAMURY; BARBOSA-CANOVAS, 1995). A relevancia de cada
um dependera em grande parte da composicdo da matriz polimérica e do fluido
circundante através do qual o composto ativo serd liberado (LOPEZ-CORDOBA;
DELADINO; MARTINO, 2014).

A técnica de electrospinning, quando aplicada ao encapsulamento de compostos
bioativos, além de melhorar a estabilidade quimica e térmica, também proporciona
beneficios para a saude através da protecdo e liberacdo controlada de compostos
bioativos (BAZANA; CODEVILLA; MENEZES, 2019). Portanto, a partir desse resultado é
possivel sugerir que as fibras de zeina carregadas com diferentes concentracdes de

extrato de erva-mate, especialmente as fibras carregadas com 5%, podem ser utilizadas
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em embalagens de alimentos para liberacdo controlada de agentes bioativos ricos em

compostos fendlicos como é o caso de extrato de erva-mate.

5.4 Concluséo

As fibras de zeina com extrato de erva-mate produzidas através do processo de
electrospinning foram obtidas com sucesso. As solugdes poliméricas utilizadas para a
producédo das fibras apresentaram um comportamento newtoniano. As fibras e zeina sem
adicao do extrato de erva-mate apresentaram morfologia semelhante a fitas, a qual houve
modificacdes pela adicdo do extrato de erva-mate, porém apresentaram morfologia
homogénea. O extrato de erva-mate foi incorporado com sucesso nas fibras de zeina, fato
pelo qual foi comprovado através das analises de propriedades térmicas e FT-IR. A
atividade antioxidante foi maior com o aumento da concentracédo de extrato de erva-mate
nas fibras. De acordo com a cinética de liberagdo em meio simulante de alimentos
hidrofilicos, o extrato de erva-mate, independente da concentracdo, apresentou liberacéo
sustentada, no entanto as fibras contendo 5% de extrato de erva-mate apresentaram
maior liberacdo do extrato (~50%) em 50 horas de estudo. As fibras de zeina carregadas
com extrato de erva-mate apresentaram alta atividade antioxidante, mostrando grande

potencial para aplicacdo na produgcao de embalagens ativas para alimentos.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

No presente estudo foi utilizada a técnica de electrospinning para elaboracdo de
fibras de isolado proteico de soja e zeina para encapsulagéo de [(3-caroteno e extrato de
erva-mate, respectivamente. Foi possivel verificar que o B-caroteno quando encapsulado
em fibras de isolado proteico de soja através do preparo de emulsdes estaveis alcanca
uma eficiéncia de encapsulacdo de 51%. Também foi verificado que o extrato de erva-
mate quando encapsulado em fibras de zeina, apresenta alta atividade antioxidante. O
desenvolvimento desse estudo fornece dados quantitativos e qualitativos para a aplicacao
dessas proteinas como matrizes de encapsulacdo de compostos bioativos para usos
industriais, principalmente na industria de embalagens para alimentos. Além disso, 0s
resultados obtidos podem auxiliar em estudos futuros na &area de embalagens para

alimentos.
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