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Resumo

EVANGELHO, Jarine Amaral. Encapsulacdo do &cido félico e avaliacdo de sua
estabilidade frente a tratamentos térmicos e irradiacdo UVA 2018, 69 f.
Qualificacao (Doutorado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) — Programa de PG4s-
Graduacao em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Faculdade de Agronomia Eliseu
Maciel, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2018.

O acido folico € um micronutriente precursor de varios cofatores enzimaticos
necessarios para a sintese de &cidos nucleicos, interconversdo de aminoacidos,
metilacdo do DNA, RNA e proteinas. Uma alimentacdo deficiente de folatos pode
ocasionar varios disturbios em humanos, tais como defeitos congénitos, doencas
cardiovasculares, anemia megaloblastica, doenca de Alzheimer e alguns tipos de
cancer. Tendo em vista a instabilidade do &cido félico a diferentes condicdes,
objetivou-se com esse estudo caracterizar as fibras e capsulas de zeina preparadas
pelas técnicas de electrospinning e electrospraying, respectivamente e utiliza-las para
encapsular o acido félico. Solucdes de zeina 30% foram utilizadas para producéo de
fibras e 9% para o desenvolvimento de capsulas. Foram adicionados &cido félico nas
concentracdes de 0,5, 1,0 e 1,5% (p/v) nas solucBes poliméricas. A fibras e capsulas
foram avaliadas quanto a morfologia, diametro, espectroscopia de infravermelho com
transformada de fourier (FTIR), propriedades térmicas por analise termogravimétrica
(TGA), eficiéncia de encapsulamento, estabilidade térmica e a luz por cromatografia
liguida de alta eficiéncia acoplada a espectrdmetro de massa (LC/MS). As solucbes
de zeina pura e adicionadas de &cido félico foram capazes de formar fibras e capsulas
uniformes. O didmetro médio das fibras variou de 369 a 702 nm, enquando das
capsulas foram de 291 a 339 nm. Houve interacdo entre o acido félico e a zeina
observada pelos espectros de FTIR, tanto para fibras como para capsulas. O
encapsulamento do &cido foélico na forma de fibras ou capsulas aumentou sua
estabilidade térmica, conforme observado pelas curvas termogravimetricas. As fibras
e as capsulas de zeina com acido félico apresentaram alta eficiéncia de encapsulacao
(>80%). O acido fdlico puro apresentou 70% de degradacdo quando exposto a 180°C,
enquanto o encapsulado em fibras ou em cépsulas proporcionou a estabilidade do
acido folico. A fotodegracdo do acido félico puro foi de aproximandamente 26%, no
entanto, quando a vitamina foi incorporada as fibras de zeina,foi observado
estabilidade a luz. As fibras e capsulas de zeina com acido félico desenvolvidas nesse
trabalho, apresentaram caracteristicas promissoras para aplicacdo em alimentos que
necessitam de processamentos térmicos e exposic¢ao a luz.

Palavras-chave: temperatura, irradiacdo UVA, estabilidade, vitamina.



Abstract

EVANGELHO, Jarine Amaral. Folic acid encapsulation and evaluation of its
stability against thermal treatments and UVA irradiation. 2018, 69 f. Thesis
(Doctoral Degree in Food Science and Technology) - Graduate Program in Food
Science and Technology, Agronomy School Eliseu Maciel, Federal University of
Pelotas, Pelotas, 2018.

Folic acid is a precursor micronutrient of several enzymatic cofactors required for
nucleic acid synthesis, amino acid interconversion, DNA methylation, RNA and
proteins. Poor folate feeding can lead to various disorders in humans, such as birth
defects, heart disease, megaloblastic anemia, Alzheimer's disease, and some types
of cancers. In view of the instability of folic acid under different conditions, the purpose
of this study was to characterize the fibers and zein capsules prepared by the
electrospinning and electrospraying techniques, respectively, and to use them to
encapsulate folic acid. Solutions of zein 30% were used for fiber production and 9%
for the development of capsules. Folic acid at concentrations of 0.5, 1.0 and 1.5% (w
/ v) in the polymer solutions was added. The fibers and capsules were evaluated for
morphology, diameter, infrared spectroscopy with Fourier transform (FTIR), thermal
properties by thermogravimetric analysis (TGA), encapsulation efficiency, thermal
stability and light by liquid chromatography high efficiency coupled to mass
spectrometry / MS). Solutions of pure zein and folic acid added were able to form
uniform fibers and capsules. The mean diameter of the fibers varied from 369 to 702
nm, whereas the capsules were 291 to 339 nm. There was interaction between folic
acid and zein observed by FTIR spectra, for both fibers and capsules. The
encapsulation of folic acid in the form of fibers or capsules increased its thermal
stability, as observed by thermogravimetric curves. Folic acid zein fibers and capsules
showed high encapsulation efficiency (> 80%). Pure folic acid showed 70%
degradation when exposed to 180 ° C, while fiber or capsule encapsulation provided
the stability of folic acid. The photodegradation of pure folic acid was approximately
26%, however, when the vitamin was incorporated into the zein fibers, light stability
was observed. The fibers and zein capsules with folic acid developed in this work,
presented promising characteristics for application in foods that require thermal
processing and exposure to light.

Key words: Temperature, UVA irradiation, vitamin, stability.
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1. INTRODUCAO

O é&cido félico, também conhecido como vitamina B9, é um componente
essencial de uma dieta saudavel. Este micronutriente € o precursor de varios cofatores
enzimaticos necessarios para a sintese de acidos nucléicos, interconversdo de
aminoacidos e reacdes de metilacdo do DNA e RNA (SCOTT; EBEILL; FLETCHER,
2000). Uma alimentacéo deficiente de folatos pode ocasionar varios disturbios como
defeitos congénitos, doenca cardiovascular, anemia megaloblastica, doenca de
Alzheimer e alguns tipos de cancér (AGRAWAL et al., 2007; NUKOLOVA et al., 2011,
GAZZALI et al., 2016).

Quimicamente o acido félico € constituido por um anel pteridina ligado a um
grupamento p-aminobenzdico, que por sua vez esta associado a um ou mais acidos
glutdmicos. Quando ha quebra dessa estrutura quimica os produtos formados sao
biologicamente inativos (DELCHIER et al., 2016). A reatividade quimica do acido folico
torna esta vitamina uma das mais susceptiveis a perdas durante o armazenamento e
processamento de alimentos. Fatores como temperatura, luz, pH, presenca de
catalisadores e agentes oxidantes contribuem para a degradacdo do acido folico
(NGUYEN et al., 2003, JASTREBOVA et al., 2013)

Devido a baixa estabilidade do &cido fdlico, é necessério adicionar altas
concentracdes dessa vitamina na fortificacdo de alimentos para garantir seu efeito de
promocdo da saude (ACEVEDO-FANI et al., 2018). A ingestdo acima dos niveis
recomendados pode levar ao aparecimento de acido félico ndo metabolizado na
circulacado fetal e materna. Sugere-se que o acido félico ndo metabolizado no sangue
materno e fetal pode atuar como um doador de metila, o que ira influenciar na
regulacdo da expressdo génica, tendo como consequéncias a ma formacao fetal
(SILVA, KEATING, & PINTO, 2017). Considerando a importancia do acido folico para
a saude humana, sua vulnerabilidade a agentes externos e 0s riscos potenciais
associados ao seu excesso na alimentacdo, o encapsulamento do acido félico pode
fornecer uma alternativa a sua degradacdo em produtos alimenticios e um aumento
em sua bioacessibilidade. O processo de encapsulamento pode aumentar a
bioacessibilidade do acido félico, tornando-o disponivel para absor¢cdo no intestino
delgado. Assim, sugere-se que 0 encapsulamento também promova maior
biodisponibilidade, por ser uma das formas mais disponiveis para metabolizacéo e
distribuicdo (PENALVA et al. 2015).
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As técnicas de electrospinning e electrospraying sdo meétodos versateis para
encapsular compostos, com uma série de vantagens quando comparadas com as
técnicas de encapsulamento tradicionais, tais como o spraydrying, coacervacdo ou
gelificacdo idnica. Entre suas vantagens estdo a nao utilizacéo de altas temperaturas,
alta area superficial, o pequeno didmetro das fibras e cdpsulas resultantes, além da
alta eficiéncia de encapsulacdo (BHUSHANI & ANANDHARAMAKRISHNAN, 2014,
ZUSSMAN, 2011; ACEITUNO-MEDINA et al., 2015). A diferenca entre as técnicas de
electrospinning e electrospraying baseia-se na concentracao da solugédo do polimero.
Quando a concentracéo da solucao polimérica é alta (electrospinning), o jato que sai
do capilar esta na forma de uma fibra e executa um movimento de chicote até atingir
a placa coletor. O solvente é evaporado durante o processo, resultando na deposi¢cao
de uma nanofibra sélida sob o anteparo aterrado (JAWOREK & SOBCZYK, 2008).
Quando a concentracao da solucéo de polimero € baixa (electrospraying), formam-se
goticulas. Estas goticulas altamente carregadas sao auto-dispersantes e a
evaporacao do solvente leva a solidificacdo, resultando em nanoparticulas e nano-
aglomerados no coletor.

O uso de proteinas para o0 micro e hano-encapsulamento de compostos bioativos
tem a vantagem da nao-toxicidade para aplicagdo em alimentos e farmacos
(ARIYARATHNA & KARUNARATNE, 2015). A zeina, principal proteina de
armazenamento de milho, € considerada um ingrediente alimentar seguro pela Food
and Drug Administration (FDA); no entanto, devido ao seu carater hidrofobico e sua
deficiéncia em aminoacidos (como a lisina e o triptofano), o uso de proteina do milho
em produtos alimenticios é limitado. Contudo, a zeina é utilizada na fabricacdo de uma
ampla variedade de produtos, incluindo fibras téxteis (SELLING et al., 2007), filmes
biodegradaveis e embalagens (PADGETT et al., 1998) e para o encapsulamento de
produtos alimenticios e farmacéuticos (GUO , HEINAMAKI & YLIRUUSI, 2008).

Pesquisas utilizando fibras de zeina produzidas pela técnica de electrospinning
reportaram o aumento da estabilidade e a biodisponibilidade de compostos como
acido galico (NEO et al, 2013), B -caroteno (FERNANDEZ; TORRES-
GINER;LAGARON, 2009), curcumina (BRAHATHEESWARAN et al.,, 2012), a -
tocoferol (WONGSASULAK; PATHUMBAN; YOOVIDHYA, 2014), acido ferulico
(YANG et al., 2013) e taninos (OLIVEIRA et al., 2014).

Torres-Giner et al. (2010) produziram cépsulas de zeina pelo processo de

electrosppining com acido docosahexaenoico (DHA, dmega-3) e relataram o atraso
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das reacdes de oxidagdo e um aumento na estabilidade quimica do DHA. Pefalva et
al. (2015), em um estudo utilizando zeina para encapsular o acido félico por spray-
drying para aplicacdes farmacéuticas, relataram a capacidade das nanoparticulas de
zeina em melhorar a biodisponibilidade do &cido félico. No entanto, ndo ha estudos
sobre a avaliagcdo da resisténcia térmica do &cido folico encapsulado com zeina por
electrospinning e electrospraying a temperaturas simulando o processamento e
alimentacdo de alimentos para aplicacao na industria de alimentos. Além disso, sao
necessarias pesquisas para avaliar a exposicdo do acido félico encapsulado em

diferentes niveis de irradiagéo ultravioleta.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a estabilidade do acido folico encapsulado em fibras ultrafinas ou
capsulas ultrafinas de zeina produzidas pela técnica de electrospinnig e

electrospraying frente a tratamentos térmicos e de irradiagcdo UVA.

2.2 Objetivos especificos

- Elaborar solucdes poliméricas de zeina e caracteriza-las quanto a viscosidade
aparente e condutividade elétrica;

- Produzir fibras ultrafinas de zeina pela técnica de electrospinning e avalia-las
guanto a morfologia e distribuicdo de diametro;

- Produzir capsulas de zeina pela técnica de electrospraying e avalid-las quanto a
morfologia e distribuicdo de diametro;

- Produzir fibras ultrafinas de zeina incorporadas com acido félico pela técnica de
electrospinning e avalid-las quanto a morfologia e distribuicdo de diametro, grupos
funcionais, propriedades térmicas, eficiéncia de encapsulamento, estabilidade térmica
e a luz UVA;

- Produzir capsulas de zeina incorporadas com acido félico pela técnica de
electrospraying e avalia-las quanto a morfologia e distribuicdo de diametro, grupos
funcionais, propriedades térmicas, eficiéncia de encapsulamento, estabilidade térmica
e a luz UVA.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Vitaminas

As vitaminas Sdo compostos organicos essenciais para manutencdo dos
processos metabdlicos do organismo humano. As vitaminas A, D, E e K séo
lipossolaveis, enquanto que as vitaminas C, B (B1-tiamina, B2-riboflavina, B3-niacina,
B5-pantoténico, B6 e B12), biotina (vitamina H) e folato séo hidrossoltveis (LESKOVA
et al., 2006, BENDER, 2003).Esses micronutrientes, exceto as vitaminas D e K, nao
sdo sintezados pelo corpo humano e devem ser fornecidos através da dieta. No
entanto, as vitaminas presentes nos alimentos sédo altamente instaveis e suscetiveis
a degragacdo, cuja taxa e extensdo depende de: (1) estrutura quimica do
micronutriente, (2) propriedades das matrizes alimentares, (3) condi¢gdes de
processamento e (4) armazenamento/ambiente de distribuicdo (BALL, 1998;
LESKOVA et al., 2006; LOPERA et al., 2009).

Nessa revisdo sdo abordados especificamente o folato/acido félico, suas fontes,
estabilidade, deficiéncia e métodos de fortificagdo em alimentos.

3.2. Folatos e acido fdlico

Os folatos estdo naturalmente presentes nos alimentos em sua forma reduzida
como derivados de poliglutamatos, apresentando de 2 a 7 residuos de L-glutamato
unidos ao grupo p-aminobenzoico por ligactes peptidicas (FACCO et al., 2007). O
acido folico, também conhecido como &cido pteroilglutdamico ou vitamina B9, é a forma
sintética dos folatos.O &cido félico,com massa molecular de 441,4 g/mol, é formado
por trés componentes estruturais, um anel hetero biciclico de pteridina, um acido p-
aminobenzdico e um residuo de acido glutamico (Figura 1).0 acido félico forma cristais
amarelos e tem uma baixa solubilidade em agua e a 25°C é praticamente insoluvel
(0,01 mg/mL). A sua solubilidade aumenta em meio alcalino ou acido, embora tenha

sido descrito que é mais estavel em meio alcalino (ARAUJO et al., 2011).
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Figura 1. Estrutura quimica do acido folico. Fonte: Solmaz Alborzi, (2012).

3.3. Fontes de folatos

As principais fontes de folatos sdo os vegetais verdes folhosos, embora eles
também possamser encontrados em cereais e frutas. Os teores de folato nesses
alimentos variam entre 20 a 160 pg/100g. Os alimentos de origem animal, em geral,
apresentam baixos teores dessa vitamina, exceto o figado bovino que apresenta altas
concentracdes, valores entre 700 a 1400 ug/100g (MARTINEZ et al., 2005, LIMA et
al., 2004; CATHARINO et al, 2006). A recomendacao dietética diaria de folato para
homens adultos € de 200 pg, mulheres adultas de 180 pg, gestantes de 400 ug e
nutrizes de 280 ug (MELO, 2004).

3.4. Estabilidade do acido félico

A ingestdo ideal de folato é infuenciada por sua estabilidade durante o
processamento dos alimentos. Dessa maneira, o acido félico, uma forma sintética da
vitamina, € comunente utilizado para a suplementacdo de folato e fortificacdo de
alimentos, devido a sua maior estabilidade relatada em relacdo ao folato(MARCHETTI
et al., 2014).

Kam, Arcot e Ward (2012) fortificaram arroz parboilizado com acido félico e apos
a coccao de 20 min em tempetura de ebulicdo, observaramuma retencéo de 90% da
vitamina. Uma perda semelhante de 10% da vitamina foi observada durante
processamento (homogeneizagéao, esterilizacao e fervura) de leite enriquecido (LIMA-
PALLONE; CATHARINO; GODOQY, 2006). Achanka, Boeneke e Aryana (2007)
observaram que o processo de pasteurizacdo (85°C por 30 min) ndo proporcionou

uma diferenca significativa no teor de acido folico em iogurtes. Day e Gregory (1983)
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relataram que o &cido folico tem uma retencéo de 75-92% apos 2 h a 100°C, o que
demonstra que o &cido félico é relativamente estavel a tais temperaturas.

Para determinar a temperatura necessaria para a degradacao do acido folico e
0 seu padrdo de degradacéo, Vora et al. (2002) estudaram a estabilidade térmica do
acido folico utilizando Calorimetria Diferencial de Varredura, com o auxilio da analise
de difracdo de raios X, espectroscopia de infravermelho e andlise por cromatografia a
gas acoplada a espectrometria de massas para identificar os produtos da
degradacé&o.O acido folico foi aquecido até 800°C e as alteracbes na sua composicao
foram observadas.Os autores relataram que a cerca de 180°C, houve a quebra das
ligacBes do acido glutamico e isto foi seguido pela degradacao de pteridina e do acido
p-aminobenzadico. A 195°C, as funcBes amida e acidos foram totalmente degradadas
e a 200 °C a degradacao do acido félico foi muito expressiva. Jankovi (2009) relatou
um padréo semelhante de degradacéo para o Folnak®, um produto comercialmente
disponivel contendo acido félico.

Segundo Keagy (1985), o acido félico apresenta maior estabilidade em
condicBes alcalinas do que em condi¢des acidas. Arcot eShrestha (2005) relataram
que em solucdo aquosa, o acido folico é estavel a 100°C por 10 min em uma faixa de
pH de 5-12 e protegido da luz, no entanto, apresenta uma instabilidade crescente em
pH inferior a 5. Liang et al.(2013) estudaram a estabilidade do &cido félico em
diferentes condicdes de pH. Os resultados demonstram que o &cido félico apresentou
uma boa estabilidade no tampao com pH 8,05 ~ 10,40, e a sua retenc¢éo atingiu 93,1%
em 72 h, enquanto que em pH 1,95 ~ 6,40 houve reducé@o de 23%. Além disso, 0s
autores relataram uma boa estabilidade do acido félico em pH 5,39 ~ 10,40, apds
banho de agua a 100°C durante 2 h.

A luz ultravioleta (UV) também pode degradar o acido folico. Baugh e Krumdieck
(1969) relataram que os folatos sao instaveis a luz ocorrendo a clivagem na posi¢ao
Co-N10 do composto. Liang et al. (2013) investigaram os efeitos de dois tipos de
iluminacgao (luz solar e incubadora de iluminagdo modelo GZX-250- UVA 1,5 KW) na
estabilidade do &cido folico, a pH 3, 6 e 9 ap6s 0,5 h, 1 h ou 2 h. A iluminagéo solar
causou degradacéao do acido folico que foi reduzido gradualmente ao longo do tempo.
ApoOs 2 h, cerca de 63% de acido folico foi degradado a pH 3 enquanto cerca de 85%
foi degradado a pH 6 e 9. Esses autores reportaram que ndo houve diferenca
significativa na estabilidade de &cido félico apds utilizacdo da iluminacao artificial

durante 2 h.
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Off et al. (2005) avaliaram a estabilidade do acido félico utilizando uma lampada
emitindo luz com comprimento de onda na faixa do UVA (1 Mw/cm?) por 60 min e
observaram a reducéo de 80% da vitamina. Thomas et al. (2000) relataram a reducao
de 60% do &acido folico utilizando uma lampada Rayonet RPR (3500 A) com o tempo
de exposicao de 22 min. Um estudo realizado por Yakubu e Muazu (2010), foi
demostrado uma reducéo de 40% do &cido félico quando exposto a lampada UVA por
um periodo de 5 h.

Além da degradacéo in vitro, a irradiacdo UV (A e B) pode causar degradacao
do folato no sangue humano através da penetracdo na pele. Dos dois tipos de
radiacdo UV recebidos pelos seres humanos, UVA (315-400 nm) que € capaz de
penetrar a pele na camada dérmica e, portanto, tem a capacidade de afetar o nivel de
folato no sangue através de uma via de degradacéo indireta, enquanto UVB (280-315
nm) ndo tem a capacidade de penetrar na pele, mas pode diretamente degradar folato
(BORRADALE e KIMLIN, 2012). A foto-degradacao parece ser mais lenta quando o
ion folato esta ligado a albumina sérica. Assim, acredita-se que seja necessario uma
grande exposicao a irradiacdo UV para induzir a degradacao in vivo do acido folico
(OFF et al., 2005). O fato de que a luz UV ser emitida pelo sol se torna importante
para o homem o uso de protecdo contra os raios UV (Gazzali et al., 2016).

A presenca de oxigénio também pode influenciar na estabilidade do &cido félico.
Uma pesquisa realizada com leites submetidos a esterilizacdo e posteriormente a
estocagem apresentou uma taxa de retencdo de folatos variavel, de 0 a 80%,
dependendo da raca e tipo de alimentacdo do animal, condigcbes do processo,
presenca de vitamina C e concentracdo de oxigénio dissolvido durante e ap6s o
processamento (DONG e OACE1975). Burton et al. (1970) observaram perdas
diferenciadas quanto a forma do processo de esterilizacéo do leite, sendo no processo
direto a perda de folotos de 4% e 10% para processo indireto, devido principalmente,
segundo os autores, aos niveis de oxigénio. De acordo com Chen e Cooper (1979), o
oxigénio tem um efeito sinérgico com tratamentos térmicos na degradacéo do acido
félico. Esses autores relataram que o nivel de oxigénio tem efeito no grau de
degradacédo do acido félico. Thomas et al. (2000) observaram que na presenca de
oxigénio, o acido fdlico é clivado fotoquimicamente (a 350 nm em temperatura
ambiente) produzindo 6-formilpterina e &cido p-aminobenzoilglutamico. A medida que

a fotdlise prossegue, a 6-formilpterina forma a 6-carboxipterina.
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3.5. Deficiéncia do &cido félico na dieta

Os folatos participam de reacdes de metilacdo do DNA, logo a sua deficiéncia
esta relacionada a hipomelitacdo ocasionando danos na estrutura do DNA e nos
processos de sua reparacdo. A diminuicdo na sintese de DNA, causada pela caréncia
de folatos, leva a anemia megaloblastica. O termo megaloblastico refere-se a uma
anormalidade morfolégica das hemécias que apresentam tamanho anormal,
imaturidade do nacleo e membranas frageis (HINES, 2002; ROURE, 2010). Essas
células mal formadas sdo capazes de transportar o oxigénio, porém, possuem apenas
a metade ou um terco do tempo de sobrevivéncia comparando a uma célula normal
(BAILEY e GREGORY, 1999). Além disso, a deficiéncia de folato prejudica a sintese
de DNA e isso pode ser associado a um risco aumentado de varios tipos de cancer,
como cancer colorretal, gastrointestinal e de mama (CROTT et al., 2001, WALS et al.,
2007)

O consumo inadequado de folatos durante a gestacdo esta relacionado a
desordens na formacédo do tubo neural (DTN), que sdo mas-formacfes do sistema
nervoso central do embrido. Em geral, essa ma formacéo ocorre entre 21° e 28° dias
de gestacdo, periodo no qual a maior parte das mulheres ndo sabem que estao
gravidas, por isso a importancia do consumo adequado de folatos em mulheres na
idade fértil (WANATet al., 2005; SANTOS e PEREIRA, 2007).

Anormalidades como a anencefalia e espinha bifida ocorrem quando o tubo
neural do embrido ndo se fecha adequadamente. Quando ndo ha o fechamento
adequado do tubo neural no extremo superior, 0 resultado € anencefalia (falha no
desenvolvimento do cérebro) que leva a morte. E se estiver incorretamente fechado
no extremo inferior resulta em espinha bifida (espinha aberta), com paralisia da parte
inferior do corpo e perda do controle das fun¢des intestinais e da bexiga, e pode
ocasionar sequelas neuroldgicas, urolégicas e ortopédicas irreversiveis ao recém-
nascido (PACHECO et al., 2009). A Organiza¢cdo Mundial da Saude (OMS) no ano de
2003 publicou o Atlas Mundial de Defeitos Congénitos. Entre os 41 paises com dados
analisados de 1993 a 1998, o Brasil apareceu em quarto lugar entre aqueles com
maior prevaléncia de anencefalia e espinha bifida (Figura 2), apenas atras do México,
Chile e Paraguai.
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Figura 2. Defeito no tubo neural de recém-nascido (espinha bifida).

Alguns estudos demonstraram que a elevada concentracdo de homocisteina no
plasma pode aumentar o risco de doenga cardiovascular e que a manutencao de
baixos niveis de homocisteina pode ser importante na prevencao de acidente vascular
cerebral em idosos (HAYNES, 2002; LAMBERT, 1999). O &cido fdlico é responsavel
por quebrar homocisteina e converté-lo em metionina, a deficiéncia deste
micronutriente pode aumentar o nivel de homocisteina no plasma e reduzir a sintese
de metionina, levando a doencas cardiacas (STAM et al., 2005). Segundo Kim (2007),
0 aumento da ingestado de &cido félico através da fortificacdo de alimentos nos EUA e
Canada propiciou a reducéo dos niveis plasmaticos de homocisteina.

O folato € importante para a funcdo normal do cérebro através da sintese de
acidos nucleicos e reacdes de metilacdo. O fornecimento de cofatores nutricionais
para o bom funcionamento do ciclo da metionina pode aumentar as reacdes de
metilacdo e reduzir o risco de danos cerebrais (MILLER, 2003). Uma vez que o &cido
félico desempenha um papel importante no desenvolvimento do sistema nervoso
central, o baixo nivel de folato pode estar relacionado com a doenca de Alzheimer
(SNOWDON et al., 2000). Mattson (2003), em seu estudo utilizando um modelo de
rato com doenca de Alzheimer, identificou que a suplementagéo com acido félico pode
reduzir o dano neuronal ao manter os niveis de homocisteina baixos, o acido félico
pode proteger os vasos cerebrais e prevenir a acumulacdo de danos no DNA nos

neurdnios causados pelo estresse oxidativo e facilitada pela homocisteina.

3.6. Fortificacdo dos alimentos com &cido folico
A fortificacdo corresponde ao acréscimo de vitaminas e minerais em alimentos
amplamente consumidos, visando garantir a ingestao diaria recomendada do nutriente
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pela populagdo (SOEIRO et al., 2008).Tendo em vista a alta incidéncia de defeitos no
tubo neural em recém-nascidos, mais de 50 paises possuem legislacdo para
fortificacdo de farinhas com acido félico (CRIDER; BAILEY; BERRY, 2011).No Brasil,
a alta incidéncia de anemia e de doencas causadas pela deficiéncia de acido foélico
levou o Ministério da Saude e a ANVISA tornar obrigatéria a fortificacdo das farinhas
de trigo e milho. A resolugdo RDC n° 344, de 13 de dezembro de 2002 da Agencia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2017) define que farinhas de trigo e de milho
vendidas diretamente ao consumidor e as utilizadas como matéria-prima pelas
industrias na fabricacdo de outros produtos devem ser enriquecidas com ferro e acido
félico (4,2 mg de ferro e 150 pg de acido félico por 100g de farinha), desde junho de
2004. Excluem-se deste regulamento farinha de biju ou farinha de milho obtida por
maceracao, farinha de trigo integral e farinha de trigo durum.

Em 13 de abril de 2017, a Anvisa publicou a resolugdo RDC n° 150, que estipula
que as farinhas de trigo e de milho enriquecidas devem conter, até o vencimento do
prazo de validade, teor igual ou superior a 140 ug de &cido félico por 100 g de farinha,
tendo como limite maximo de 220 ug de acido félico por 100 g de farinha (BRASIL,
2017).

Importantes reducdes na prevaléncia de defeitos do tubo neural apés a
fortificacdo de alimentos com acido félico também tém sido relatadas em diversos
paises, com percentuais que variam de 10% a 78% (BLENCOWE et al., 2010,
CRIDER etal., 2011, PACHECO et al., 2009)- Nos Estados Unidos, a doenca diminuiu
36% ap0os a fortificacao de cereais com acido félico (Centro de controle de prevencao
— CDC). Fujimori et al. (2013) realizaram um estudo transversal que analisou
prevaléncia de defeitos do tubo neural, antes e apds a fortificacdo das farinhas de trigo
e milho com &cido félico no Estado de Sdo Paulo, Brasil. Segundo esses autores, a
doenca diminuiu 35%, de 0,57 para 0,37 por mil nascidos vivos ap6s a fortificacao.
Segundo Lépez-Camelo (2010), estima-se que 1500 casos de defeitos no tubo neural

sao prevenidos por ano no Brasil com o programa de fortificacao.

3.7. Encapsulacéo do acido félico
A técnica de encapsulacdo permite a formacao de uma barreira fisica entre o
meio externo e o material encapsulado, o que é fundamentalpara a sua protecao,

particularmente contra a umidade, pH, temperatura, luz, oxidagcdo e condi¢bes de
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processamento. Além disso, a encapsulacdo também é utilizada para a liberacédo
controlada de moléculas ativas, e para mascarar sabores indesejaveis.

A selecao da técnica de encapsulamento depende da natureza do agente ativo,
das caracteristicas do material de parede, bem como das propriedades da particula a
ser desenvolvida, tais como o seu tamanhoe a sua morfologia (AUGUSTIN;
SANGUANSRI; HTOON,2008). A diferenca basica entre os métodos de
encapsulamento esta no tipo de envolvimento ou aprisionamento do material ativo e
pelo agente encapsulante, visto que a interacdo entre o material encapsulante e o
agente ativo pode ser de natureza fisica, quimica ou fisico-quimica (FAVARO-
TRINDADE; PINHO; ROCHA, 2009).

Entre os métodos fisicos de encapsulamento estdo o spray drying, spray
cooling, leito fluitizado, extrusdo, liofilizagdo, co-cristalizacao, electrospraying e
electrospinning. Os métodos quimicos englobam a inclusdo molecular e a
polimerizacao interfacial. Entre os métodos fisico-quimicos estdo a coacervacao ou
separacao de fases, emulsificacdo seguida de evaporacédo do solvente, pulverizacao
em agente formador de reticulacdo e envolvimento lipossémico.

Considerando a importancia do acido félico para a saude humana e sua
vulnerabilidade a agentes externos bem como 0s riscos associados a sua ingestao
excessiva, o encapsulamento dessa vitamina vem sendo estudado visando reduzir a
sua degradacdo e melhorar a sua biodisponibilidade. O &acido folico tem sido
microencapsulado utilizando amido, alginato e/ou pectinas como material
encapsulante através da técnica spray drying (LIU et al., 2012; MADZIVA;
KAILASAPATHY; PHILLIPS, 2006; SHRESTHA; ARCOT,; YULIANI, 2012). Esses
autores relataram que a microencapsulacdo resulta em melhor estabilidade da
vitamina durante o processamento, ultilizando diferentes matrizes de alimentares.
Ariyarathna e Karunaratne (2015) também reportaram que houve protecao do acido
folico frente a luz e calor utilizando proteina de gréo de bico como agente encapsulante
quando utilizado o método de interacéo eletrostatica como encapsulagéo.

Ahmad et al. (2017) utilizaram B-ciclodextrina pela técnica de spray drying para
encapsular o acido folico. Esses autores relataram que as microcapsulas formadas
protegeram a vitamina das condi¢des acidas do estbmago e tiveram boa liberagéo na
parte inferior do trato gastrointestinal. Alborzi et al. (2013) também relataram protecao
do acido folico em condi¢des &cidas quando o mesmo foi incorporado em nanofibras

de alginato de sdédio, pectina e poli (6xido de etileno) produzidas pela técnica de
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electrospinning. Um estudo realizado com animais administrando nano particulas de
caseina com acido félico e a solu¢do aquosa da vitamina demonstrou um aumento da
biodisponibilidade oral em 52% quando a vitamina foi administrada na forma
encapsulada (PENALVA et al., 2015).

3.8. Encapsulacao por electrospinning e electrospraying

Os métodos de encapsulamento de interesse para este estudo s&o o
electrospinning e o electrospraying. Ambos séo processos eletrodinamicos em que a
solucéo do polimero pode ser girada ou pulverizada pela aplicacdo de campo elétrico

para obter fibras ou particulas, respectivamente.

- — Neutro
Jato de solugao polimérica
Cone de Taylor —‘
Reservatoriodo solvente - =
e ™
) L) F
Protegaodaagulha | \: _—— Eletrodo positivo
Seringa
]
0
(]
Fonte de alimentagao Bomba de infuséo
(Corrente continua)

Figura 3. Modelo de uma estacéo de electrospinning/electrospraying para a formacgao

de fibras ultrafinas e capsulas.

A configuracéo caracteristica do electrospinning e electrosprayingconsiste em
guatro componentes principais: (1) uma fonte de alta tensao (1-30 kV), (2) uma bomba
de infusdo de seringa que controla a taxa do fluxo da solucdo polimérica constante,
(3) uma agulha ou capilar de aco inoxidavel, (4) um coletor aterrado, quer uma placa
fixa ou um tambor rotativo (Figura 3).

O electrospinning e electrospraying sédo técnicas semelhantes e poucos

aspectos discernem os dois processos (Figura 4). No processo de electrospinning a o
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jato que sai do capilar possui a forma de um fio e realiza um movimento do tipo chicote
até chegar a placa coletora. O solvente é entdo evaporado durante o trajeto,
resultando na deposicao de um fio nanométrico solido (nanofibras ou fibras ultrafinas)
sob o anteparo aterrado (JAWOREK e SOBCZYK, 2008). J4 no electrospraying a
ultilizacdo de uma solugéo polimérica de baixa baixa concentracdo, faz com que haja
a formacdo goticulas. Estas gotas altamente carregadas sdo auto-dispersivas no
espaco e com a evaporacdo do solvente leva a solidificacdo resultando em
nanocapsulas ou capsulas, depositadas no coletor (BOCK; DARGAVILLE;
WOODRUFF, 2012). Ambos métodos podem ser utilizados para produzir
encapsulados com propriedades funcionais, pois permitem o aprisionamento de
diferentes compostos e possuem a vantagem de baixo custo (RENEKER e CHUN,
1996; SHEN et al., 2011).

Cadeia
polimérica

@j Coletor
@ Electrospray \
% @ Seringa R .la °

Solucéo polimérica/ baixa
viscosidade |
@ l
; Solucéo

polimérica

V. -P 7
o Y

'\

ABP&
N X

Electrospinning

Nanofibras

Solucéo polimérica/ alta
viscosidade

Figura 4. Esquema de um processo basico de electrospinning (formacéo de jato) e

electrospraying (atomizacdo de gotas liquidas).Fonte: Ghorani e Tucker (2015)

Os principais fatores que influenciam nas estruturas formadas pelas técnicas de
electrospinning e electrospraying sdo as propriedades da solucdo polimérica
(viscosidade, condutividade e tensao superficial), parametros do processo (tensao
elétrica, taxa de fluxo e distancia ao coletor) e as condi¢des ambientais (umidade
relativa e temperatura)(ACEITUNO-MEDINA et al., 2015; CHAKRABORT et al., 2009).

Dessa maneira, & possivel produzir materiais com diferentes morfologias variando
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estes parametros (DEITZEL et al., 2001; HEIKKILA e HARLIN, 2008; TEHRANI et al.,
2010).

3.8.1. Parametros da solucéo polimérica
3.8.1.1. Concentracéo do polimero e viscosidade da solugéo

A concentracdo do polimero esta diretamente relacionada a viscosidade da
solugdo desempenhando assim um papel importante na morfologia do material
(DEITZEL et al., 2001). O estiramento do jato é afetado pela alteracdo da
concentracdo da solugao polimérica. Quando a concentracao da solucdo polimérica é
baixa, o campo elétrico aplicado e a tenséo superficial fazem com que as cadeias do
polimero se quebrem em fragmentos antes de atingir o coletor (HAIDER et al.,
2013;PILLAY et al., 2013). Estes fragmentos provocam a formacéo de particulas ou
nanofibras com gotas (tambem chamadas de beads).O aumento da concentragédo da
solucéo polimérica proporcionard uma maior viscosidade fazendo com que o material
supere a tenséo superficial, resultando assim em fibras continuas e uniformes (Figura
5). Entretanto, o0 aumento da concentragcdo proporcionando uma viscosidade muito
elevada dificulta o fluxo da solugéo através da agulha, a solucdo de polimero seca na
ponta da agulha metalica e bloqueia-a, resultando em nanofibras defeituosas
(HAIDER et al., 2013).

Rat
. P o9 Cal 4>
S8 15V WO1imm SS40 %5000  Spm  —

Microparticulas Fibras com beads Fibras

Ao

SEI 15V WO1imm 5541 x5000 Spm e SEI 15V W13 5540

Figura 5. Diferengcas morfologicas do material produzido utilizando as técnicas de
electrospraying/electrosppining com variagbes na concentracdo da solugéo

polimérica. Fonte: Arquivo pessoal.

Zong et al. (2012) ao produzir fibras utilizando poli (D,L-lactico) (PDLA) e poli

(L-lactico) (PLLA), observaram a formacao de beads com mudancas de viscosidade.O
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efeito da concentracdo/viscosidade na morfologia das nanofibras foi relatado por
Doshi e Reneker (1995) utilizando PEO; os autores concluiram que a viscosidade
Otima para a producao de nanofibras € de 800-4000 cp.

Além da concentracdo do polimero, o peso molecular tambem pode ter efeito
sobre as propriedades reolégicas e elétricas do processo de electrospinning e
eletrospraying (HAGHI e AKBARI, 2007). Gupta et al. (2005) ao estudar oo efeito do
peso molecular do polimetil-metacrilato, com variacdo entre 12,47 a 365,7 kDa, sobre
a formacéao de fibras por electrospinning observaram. Esses autores relataram que o
aumento do peso molecular foi favoravel a formacgéo de fibras e pesos moleculares

menores levou a formacgéo de particulas esféricas.

3.8.1.2. Condutividade

A condutividade da solugcédo polimérica ndo sé afeta a formacdo do cone de
Taylor como também ajuda a controlar o diametro das nanofibras e nanoparticulas. O
processo de electrospinning/eletrospraying depende da forca entre as cargas presente
na superficie do fluido e da forca devido ao campo elétrico externo. Se a solucao
polimérica ndo tem cargas suficientes para se mover até a superficie do fluido, a forca
eletrostatica gerada pelo campo elétrico ndo sera capaz de iniciar o processo (Sun et
al., 2014). A condutividade da solucédo, em geral, pode ser controlada pela adicao de
um sal apropriado. A adi¢do do sal faz com que os ions tenham uma maior mobilidade
em solucao, assim com a aplicacdo de um campo elétrico, estas cargas se orientam
permitindo que a gota sofra um maior alongamento, resultando em segmentos menos
espessos e numa diminuigéo no diametro do material. Zong et al. (2012) avaliaram o
efeito de diferentes sais (KH2PO4, NaH2PO4 e NaCl em 1%;p/v) no diamétro de fibras
preparadas com poli (D, acido L- latico). Esses autores relataram que apds a adicao
dos sais a solucdo do polimero, as fibras formadas foram mais lisas e com menor

diamétro em comparacéo com as fibras sem adicdo dos sais.

3.8.1.3. Solvente

Durante o processo de electrospinning/electrospraying, o solvente tem como
objetivo solubilizar as moléculas de polimero para permitir a formagédo do jato e
transportar as moléculas dissolvidas até o coletor (OHKAWA et al., 2004). A escolha

do solvente adequado esta relacionada com a formacdo das nanofibras ou
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nanoparticulas uniformes. Além da solubilizagdo completa do polimero, o ponto de
ebulicdo do solvente deve ser considerado, pois esse esta diretamente relacionado
com a sua volatilidade. Solventes com alta volatilidade devem ser evitados, pois a alta
taxa de evaporacao pode causar a secagem da solucéo na ponta da agulha e bloquear
0 processo. No entanto, solventes com alto ponto de ebulicdo também devem ser
evitados porque dificultam a secagem do jato, havendo assim, a deposicéo de material
umido no coletor (LANNUTTI et al.,, 2007; SILL e RECUM, 2008). Estudos que
utilizaram diferentes polimeros e seus respectivos solventes no processo de
electrospinning estdo mostrados na Tabela 1. Além disso, também estédo

apresentados os valores de diamétro médio das fibras e suas aplicacdes.
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Tabela 1. Diferentes polimeros e seus respectivos solventes utilizados na producdo de fibras utilizando o processo de

electrospinning.

Diametro das

Polimeros Solventes Aplicacdes Referéncias
fibras (nm)

Fibroina de seda/PEO Agua 590 + 60* Engenharia de tecidos 6sseos Li et al. (2006b)
Gelatina Acido acético/férmico 109 a 761 Engenharia de tecidos Songchotikunpan et al. (2008)
Colageno tipo | HFP2 100 a 600 Ciéncia e engenharia de materiais Yang et al. (2008)
Colageno tipo Il HFP 496 Engenharia de cartilagem Shields et al. (2004)
Gelatina/Alcool polivinilico Acido férmico 133 a 447 Liberac&o controlada de drogas Yang et al. (2007)
Quitosana Acido acético 130 AplicacBes biomédicas Geng et al. (2005)
Alcool polivinilico Agua 250 a 300 Entrega de drogas Zeng et al. (2005)
Chitosana/Alcool polivinilico Acido férmico, TFAP, HCL 330 Engenharia de tecidos Ohkawa et al. (2004a)
Acetato de celulose Acetona, DMF¢, trifluoroetano 200 a 1000 Filtrac&o Ma et al. (2005b)
Acido hialurénico/gelatina DMF/agua 190 a 500 Engenharia de tecidos Li et al. (2006a)
Fibrogenio HFP 80 + 30* Reparacéo de feridas Whnek et al. (2003)
Poliamida-6 m-cresol, Acido féormico 98,3 + 8,2* Aplicacdes biomédicas Mit-uppatham et al. (2004)
Poliuretano Agua 100 a 500 Engenharia de tecidos Pedicini eFarris (2003)
Policaprolactona DMF + Cloridrato de metileno 200 Cicatrizacéo de feridas Lee et al. (2003b)
Colageno/quitosana HFP/TFA 300 a 500 Engenharia de tecidos Chen et al., 2007
Quitina HFP 163 Cicatrizacéo de feridas Noh et al. (2006)
Policaprolactona/Gelatina TFE 470 + 120* Cicatrizacao de feridas Chong et al. (2007)
Polianilina HFP 61 + 13* Engenharia de tecidos Li et al. (2006c¢)

aHexafluoroisopropanol, PAcido trifluoroacético, °Dimetilformamida, 4Trifluoroetileno, *+ desvio padrdo.Fonte: Bhardwaj eKundu (2010).
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3.8.2. Parametros do processo

3.8.2.1. Tensao superficial

A tensao superficial surge como resultado do desequilibrio entre as forgcas que
atuam sobre as moléculas da superficie em relacdo aquelas que se encontram no
interior da solucdo (BEHRING; LUCAS; BARCELLQOS, 2004). Os solventes utilizados
para o0 preparo das solucbes poliméricascontribuem com diferentes tensbes
superficiais. Em geral, uma tensdo superficial elevada inibe o processo de
electrospinning, devido a instabilidade do jato e favorece a geracdo de goticulas
pulverizadas (electrospraying) (HOHMAN et al., 2001). De acordo com Fong, Chun e
Reneker(1999), a formacgéo das fibras com defeitos em forma de beads é devido a
uma instabilidade capilar do jato, atribuido ao desequilibrio causado pelas flutuacdes
na forma e densidade de cargas elétricas do jato. Segundo os memos autores, a
reducdo da tensédo superficial, leva a uma tendéncia ao rompimento do jato, o que

causa a formacéo das contas.

3.8.2.2. Tenséo elétrica

A tensdo aplicada no processo de electrospraying/electrospinning é
responsavel pela formacdo de um campo elétrico entre a saida da solucéao polimérica
(ponta da agulha) e o coletor (Figura 6). Dessa forma, a tensdo e o campo elétrico
formado atuam sobre o alongamento e carregamento do jato do polimero, e
consequentemente tém influéncia sobre a morfologia e diametro do material formado
(MEGELSKI et al., 2002). Arya et al. (2007) avaliaram a morfologia de particulas de
quitosana variando a tensao elétrica entre 22 e 34 kV. Esses autores relataram que
as particulas formadas utilizando a tensdo de 28 kv apresentaram morfologia
uniforme, enquanto que nas outras tensdes avaliadas houve a formacao de particulas

irregulares e aglomeradas.
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(d)

A I R

Figura 6. Imagens digitais (a-c) apresentam a deformacédo de trés estagios da gota
sob a influéncia do aumento do campo elétrico. (d-f) Desenho ilustrativo do
mecanismo do efeito das cargas nas goticulas poliméricas. Fonte: Laudenslager e
Sigmund (2012).

Huang et al. (2008) relataram a formacédo de particulas menores quando uma
tensdo elétrica maior é aplicada. O mesmo acontece com o diametro das nanofibras,
pois 0 aumento na tensao elétrica leva ao alongamento das goticulas, devido a maior
carga agindo sobre as mesmas. No entanto, se a tensao elétrica exceder o valor critico
(tensdo necessaria para a formacédo de fibras uniformes), havera formacéao de fibras
desuniformes com maior didmetro e ocorre a presenca de gotas (beads)(SILL e
RECUM, 2008).

3.8.2.3. Taxa de alimentacéo

O fluxo da solucdo polimérica é controlado através da taxa de alimentagéo
estabelecida na bomba de infusdo. A taxa de alimentacdo para a formacdo de
particulas ou fibras é determinada conforme as caracteristicas da solucao polimérica
utilizada no sistema, pois € essencial que a vazao aplicada permita a completa
evaporacao do solvente. Em geral, um fluxo muito intenso dificulta a remoc¢&o do

solvente do sistema, o0 que leva a formacao de particulas com tamanhos desuniformes
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e fibras espessas com a presenca de beads (YUAN et al., 2004). Megelski et al. (2002)
analisaram a formagé&o de nanofibras de poliestireno e relataram que com o fluxo de
0,10 mL/min houve formacao de nanofibras com gotas, enquanto empregando a taxa
de 0,07 mL/min, as fibras foram uniformes. Alem disso, 0 aumento dos poros nas fibras
obtidas com altas taxas de fluxo, provavelmente relacionadas aos maiores diametros
das fibra (YUAN et al.,, 2004).0 tamanho médio das particulas aumenta com o

aumento da taxa de fluxo que a solucdo polimérica € submetida (Park et al., 2009).

3.8.2.4. Distancia da agulha ao coletor

A distancia entre a ponta da agulha e o coletor metalico desempenha um papel
essencial na determinacdo da morfologia das particulas e fibras formadas por
electrospraying/electrospinning. Essa distancia deve ter um valor minimo para garantir
a total evaporacao do solvente e um valor maximo para que o campo elétrico seja
efetivo na estabilizacdo do cone de Taylor (GHORANI e TUCKER, 2015).

Estudos relatam que uma maior distancia entre a ponta da agulha e o coletor
favorecem a formacdo de fibras com menor diametro, pois resulta em maior
estiramento da solucdo polimérica e maior tempo para evaporacdo do solvente
(MATABOLA eMOUTLOALI, 2013; WANGeKUMAR, 2006, AHN et al., 2006; YUAN et
al., 2004). Arya et al. (2007) estudaram o efeito da disténcia entre a agulha e o coletor
(faixa de 6 a 12 cm) sobre a morfologia e o tamanho de micro/nanoparticulas de
quitosana (Figura 7). Os autores relataram que a distancia de 6 cm levou a deposicao
de particulas molhadas com tamanho médio de 455 nm, enquanto que a distancia de
7 cm houve uma deposicao significativa do material e as particulas apresentaram
forma esférica e tamanho médio de 855 nm (Figura 7 a-b). No entanto, quando a
distancia foi de 8, 9, 10, 11 e 12 cm, a deposi¢cdo das particulas foi menor e foi

observado alta dispersibilidade (Figura 7 c-d-e-f-g).
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Figura 7. Efeito da distancia da ponta da agulha ao coletor sobre a morfologia de
capsulas produzidas por electrospraying: (a) 6 cm; (b) 7 cm; (c) 8 cm; (d) 9 cm; (e) 10
cm; (f) 11 cm; (g) 12 cm. Fonte: Arya et al. (2007).
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3.8.3. Parametros ambientais

Além dos parametros da solucdo e do processamento, os fatores ambientais
tais como a umidade relativa e temperatura também influenciam a formacao de
nanofibras e nanoparticulas (HUAN et al., 2015; PELIPENKO et al., 2013). Quando a
umidade relativa € muito baixa, 0s solventes volateis tendem a secar rapidamente e
ocorrer a obstrucdo no orificio de saida da solucao polimérica, devido a secagem e
aglomeracao de polimero. No entanto, com a umidade relativa do ambiente elevada,
pode haver a evaporacédo incompleta dos solventes, levando a deposicao de material
umido na placa coletora e no caso das nanofibras a formacdo de beads
(BAUMGARTEN, 1971, HUAN et al., 2015).

A temperatura esta relacionada com a taxa de evaporacdo do solvente e a
viscosidade da solucdo polimérica. A reducdo no diametro de nanofibras com o
aumento da temperatura do ambiente foi observada por Mit-Uppatham et al. (2004),
utilizando poliamida-6. Resultado semelhante foi relatado porVrieze et al. (2009),
utilizando acetato de celulose (CA) e poli (vinilpirrolidona) (PVP). Os autores
atribuiram a reducdo do diametro dessas fibras a diminuicdo da viscosidade das
solucdes poliméricas e & alta temperatura, uma vez que existe uma relacao inversa

entre viscosidade e temperatura.

3.9. Zeina

A zeina é a principal proteina de armazenamento do milho e consiste em uma
mistura de polipeptideos que podem ser identificados por eletrofore em gel de
poliacrilamida em 6 frac@es, divididas em classes: 6-zeina (10 kDa), B-zeina (16 kDa
e 14 kDa), a-zeina (19 kDa e 22 kDa ) e y-zeina (27 kDa) (MOMANY, 2006;
PRASANNA, 2001; SHUKLA; CHERYAN, 2001). Em relacdo a composicdo de
aminodacidos, existe a predominancia de grupos apolares — 75% (prolina, isoleucina,
alanina, fenilanina, metionina, valina, leucina) e em menor propor¢cdo — 25% o0s
aminoacidos polares (treonina, cisteina, tirosina, asparagina, histidina, ac. glutamico,
arginina, glutamina, glicina). A zeina é isolivel em agua, acetona e alcoois anidros,
porém soluvel em alcoois (60, 70 e 80%), éter etilico, solucéo alcalina (pH 11 ou
superior) e glicois (PRASANNA, 2001).

Pesquisas sobre encapsulacéo de compostos bioativos utilizando nanofibras de

zeinas produzidas pela técnica de electrospinning reportaram o0 aumento da
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estabilidade e a biodisponibilidade de compostos como &cido géalico (Neo et al., 2013),
B-caroteno (Fernandez, Torres-Giner, e Lagaron, 2009), curcumina (Brahatheeswaran
et al., 2012), a-tocoferol (Saowakon Wongsasulak; Pathumban; Yoovidhya, 2014),
acido ferulico (Yang et al., 2013), tanino (Oliveira et al., 2014). Torres-Giner et al.
(2010) produziram céapsulas de zeina por processo de electrospraying com o acido
docosa-hexaenoico (DHA- Omega 3) e reportaram o retardo das reacdes de oxidacdo
e aumento da estabilidade quimica do DHA. Pefnalva et al. (2015) avaliaram
nanoparticulas de zeina, obtidas pelo técnica de spray dryer, para administracéo oral
de acido folico em ratos Wistar. Os resultados demostraram que a encapsulamento
da vitamina em nanoparticulas de zeina melhorou sua biodisponibilidade cerca de

duas vezes quando comparada com administracdo da solucdo aquosa de acido félico.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material
O &cido folico e a zeina utilizados foram da marca Sigma-Aldrich. Os demais

reagentes foram de grau analitico.

4.2. Delineamento experimental

A Tabela 2 apresenta o delineamento experimental utilizado para obtencéo e
caracterizacdo de fibras ultrafinas e capsulas de zeina produzidas por electrospinning
e electrospraying, respectivamente, incorporadas de &cido fdlico.

Tabela 2. Delineamento experimental para obtencdo e caracterizacdo de fibras e

capsulas de zeina incorporadas com acido félico

Variaveis independentes

Tratamentos Electrospinning ou  Zeina Acido Variaveis dependentes
Electrospraying (%) félico (%)

Caracterizacao das solucdes

! 30 0,0 poliméricas

2 Fibras 30 0,5 Morfologia e diametro
30 1,0 Grupos funcionais
30 15 Decomposicao térmica

5 9 0,0 Eficiéncia de encapsulacao

6 Cépsulas 9 0,5 Estabilidade térmica

7 9 1,0 Fotodegradacéo

8 9 1,5

4.3. Preparo das solucdes poliméricas

Foram realizados testes com solug@es poliméricas de zeina nas concentragdes
entre 2% e 30% para verificar qual era mais adequada para formacgéo de capsulas e
fibras ultrafinas. Definiu-se as concentracbes de 30% de zeina para o praparo das
fibras e 9% para as capsulas (p/v). As solu¢cdes foram preparadas com dissolucéao do

polimero em etanol 70% (v/v) e carbonato de sodio 0,01M sob agitacdo magnética
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durante 2 h. As solugfes de zeina com &cido folico foram preparadas nas mesmas
condic¢des anteriores, porém com acréscimo do acido félico nas concentracdes de 0,5,

1,0 e 1,5% (p/v), conforme mostrado na Tabela 2.

4.4. Caracterizacdo das solucdes poliméricas

As solucdes poliméricas foram caracterizadas quanto a viscosidade aparente e
condutividade elétrica segundo Perez-Mazia et al. (2015). A viscosidade aparente foi
determinada em viscosimetro digital Brookfield com spindle n°18 (Model DV — 11, USA).
A condutividade elétrica foi avaliada através de um condutivimetro (Tecnopom
modelo — mCA-150P, expressoem pS/cm). Aproximadamente 20 mL de amostra foram
necessarias para cada analise, sendo todas realizadas em triplicata e em temperatura
ambiente (x23°C).

4.5. Producéo de fibras ultrafinas/capsulas por electrospinning/electrospraying

O equipamento, localizado dentro de uma camara fechada, constituido de uma
fonte de alta tensédo (-30/+30 kV,Instor,Inglaterra),uma bomba de infusdo (kdScientific,
Modelo 200, Inglaterra) e um coletor fixo, montado na horizontal, foi utilizado para
elaboracdo das fibras ultrafinas e capsulas (Figura 8). Cada solugcédo polimérica,
individualmente, foi colocada em uma seringa de 1 mL com orificio de saida de aco
inoxidavel com diametro de 0,7 mm. Para a producéo de fibras e caspulas a partir de
testes preliminares definiu-se a taxa de alimentacédo para o processo de 1 mL/h e 0,6
mL/h, respectivamente. O processo de electrospinning/electrospray foi realizado
através da utilizacdo dois eletrodos, conectados a uma fonte de alta tensdo com
corrente continua, com uma tenséao elétrica de +16kV e -2,8kV para formacdao de fibras
ultrafinas e 16kV E -8kV para elaboracéo de capsulas. O eletrodo positivo foi acoplado
diretamente na ponta do orificio metélico na saida da seringa e o eletrodo negativo
conectado a um alvo metalico coberto com folha de aluminio, posicionado no sentido
horizontal a bomba de infusdo a uma distancia de 16cm (fibras) e 10cm (capsulas) da
ponta da agulha até o alvo coletor, para a deposi¢cdo do material. No decorrer do
processo, a temperatura ambiente foi controlada a 23 £ 2°C e umidade relativa de 45
+ 2%.
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Figura 8. Fotografia da estacdo de electrospinning/electrospraying utilizada neste

estudo.

4.6. Caracterizacéao das fibras ultrafinas e capsulas

4.6.1. Morfologia e diametro

A morfologia das fibras ultrafinas e capsulas foram avaliadas segundo Pefalva
et al., (2015), com modificacdes. Foi utilizado o Microscopico Eletrénico de Varredura
(MEV) (Jeol, JISM-6610LV, USA). Uma pequena por¢ao do material foi fixado em stubs
com auxilio de uma fita dupla face e cobertos com ouro utilizando um metalizador
(Sputtering, Deston Vacuum Deskv, USA). As imagens foram feitas sob tensédo de
aceleracéo igual a 10 kV e amplitudes de 1000 e 10000 vezes para as fibras ultrafinas
e 5000 e 30000 vezes para as caspsulas. O diametro médio foi obtido a partir das
imagens do MEV, utilizando o programa computacional ImageJ, através da medida do

didmetro de 50 fibras/capsulas.

4.6.2. Grupos funcionais
Os grupos funcionais e as interagbes do &cido folico ndo encapsulado e
encapsulado na forma de fibras ultrafinas e capsulas de zeina foram avaliados

segundo Aceituno-Medina et al. (2015), com modificagdes. Utilizou-se um
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espectrometro na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
(Shimadzu, IRAffinity, Jap&o), com acessorio ATR (Refletancia Total Atenuada).
Varreduras na faixa espectral de 800 a 4000 cm foram realizadas e recolhidas 32
leituras a uma resolucéo de 2 cm™. Os sinais foram processados utilizando o software
GRAMS (Galactic Industries Corp., Salem, NH , EUA).

4.6.3. Propriedades térmicas por analise termogravimétrica (TGA)

A decomposicéo térmica do acido fdlico ndo encapsulado e encapsulado na
forma de fibras ultrafinas e capsulas de zeina foi avaliada através de um analisador
termogravimétrico (TGA, TA-60WS, Shimadzu, Kyoto, Japao) conforme Arytarathna e
Karunaratne (2015), com modificagdes. As amostras (aproximadamente 5 mg) foram
aguecidas em cadinho de platina em uma faixa de 30 a 600 °C, com taxa de
aquecimento de 10 °C.minte um fluxo de nitrogénio de 50 mL.mint. Um cadinho de

platina vazio foi utilizado como referéncia.

4.6.4. Eficiéncia de encapsulamento

A eficiéncia de encapsulamento foi determinada segundo Perez-Mazia et al.
(2015), com modificacdes. Para avaliar a eficiéncia de encapsulamento do acido félico
nas fibras ultrafinas e capsulas de zeina, foi identificado o total de acido félico presente
no material e o contetdo de &cido félico encapsulado. Para determinar o total de acido
félico presente na amostra foi adicionado etanol 70% e hidréxido de soédio,
homogeinizado em vortex por 2 min e para completa solubilizacdo foi utilizado um
banho ultrassénico por 5 min. O material foi centrigugado por 5min a 2935 x g e filtrado
(nylon 0,22um).Para determinar o contelddo de &cido folico encapsulado,
primeiramente foi realizada uma lavagem com agua ultrapura para remocao do acido
félido que ndo havia sido encapsulado e apés foi realizado o rompimento do material
conforme descrito acima. Esses materiais foram analisados por cromatografia liquida
de alta eficéncia (CLAE; Shimadzu, Japao) acoplado a um espectrdmetro de massas
de alta resolucéo do tipo quadrupolo-tempo de voo (EM-QTV) Maxis Impact, Bruker
Daltonics, Bremen, Alemanha). Para a separacao cromatografica foi utilizada a coluna
Diol - 75 x 2 mm (MicroSolv Technology Corporation, Leland, NC, USA). As fases
moveis foram: agua acidificada com 0,1% de acido formico (eluente A) e acetonitrila

acidificada com 0,1% de acido férmico (eluente B). O fluxo foi de 0,2 mL.mint e a
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temperatura da coluna foi mantida a 40°C. O espectrometro de massas foi operado no
modo ESI positivo, com espectros adquiridos ao longo de uma faixa de massa de m/z
50 a 1200. Os parametros de aquisicao foram: tensao elétricado capilar em 4 kV,
pressdo do gas de nebulizacdo (N2) de 2 bar, gas de secagem em 8 L.min?,
temperatura da fonte de 180°C, colisdo de RF de 150 Vpp ; transfer 70 mS e
armazenamento pré-pulso de 5 mS. O equipamento foi calibrado com formiato de
sédio 10mM, cobrindo toda a faixa de aquisicdo (de m/z 50 até 1200). Além disso,
experimentos automaticos de MS/MS foram realizadas ajustando os valores de
energia de colisdo como se segue : m/z 100, 15 eV ; m/z 500, 35 eV ; m/z 1000, 50
eV , e usando nitrogénio como gas de colisdo. A eficiéncia de encapsulamento (%(E))

foi calculada conforme a Equacéo 1.

Conteudo de acido folico encapsulado Ea. (1
% (E) = - — x 100 a. (1)
Conteudo de acido félico total

4.6.5. Estabilidade térmica e a irradiacdo UVA

A estabilidade térmica e a irradiacdo UVA foram determinadas de acordo com
determinada segundo Perez-Mazia et al. (2015), com modificacdes. A estabilidade do
acido félico ndo encapsulado e encapsulado na forma de fibras ultrafinas e capsulas
nas concentracdes de 0,5%,1,0% e 1,5% foi avaliada nas temperaturas de 100°C,
140°C e 180°C durante 45 min ou sob exposi¢ao a luz UVA (A 365) durante 1 h, 12 h
e 24 h. Apos a exposigao ao aquecimento ou irradiagdo, amostras de 10 mg contendo
0,5, 1,0 ou 1,5% (p / p) de fibras ou capsulas, foram diluidas em 5, 10 ou 15 mL de
etanol (70%; v / v), respectivamente, e homogeneizado em um vortex por 2 min. Para
solubilizacdo completa, as amostras foram ultrassonidas durante 5 min. O material foi
centrifugado por 5 min a 2395 x g e filtrado com membrana de nylon (0,22 pym). A
amostra de 10 mg de acido félico ndo encapsulado foi diluida primeiro em 10 mL de
etanol (70%; v / v) e uma aliquota desta solucéo foi diluida a 125 x para calibragéo. O
acido folico foi analisado por Cromatografia Liquida - Espectrometria de Massas (LC-
MS), conforme descrito no item 4.5.4. As quantidades de acido folico encapsulado
foram expressas em ug / mg de fibras ou capsulas e o acido félico ndo encapsulado

em g / mL de etanol.
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Os produtos de degradacao do &cido félico ndo encapsulado, expostos a 180 °
C ou 24 h de irradiagdo UVA, foram avaliados por LC-MS. Os dados de MS foram
analisados usando o software Data Analysis 4.0 (Bruker Daltonics, Bremen,
Alemanha). A identificacdo foi realizada comparando os valores precisos de m/z e 0s
padroes de fragmentacdo MSn com dados de bancos de dados (METLIN, KEGG
compostos, PubChem, Mass Bank, Maven, FooDB e ReSpect) e literatura de

referéncia com uma janela de precisdo de massa de 5 ppm.

4.7. Analise estatistica
Os dados médios de condutividade elétrica e viscosidade para diferentes

concentracdes de solucéo de zeina com &cido folico (0, 0,5, 1,0 e 1,5%; p/p) e médias
dos dados para eficiéncia de encapsulacdo, estabilidade térmica, irradiacdo do
encapsulamento e porcentagem de acido foram comparados pelo teste de Tukey a

5% de significancia por analise de variancia (ANOVA).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacdo das solugdes poliméricas

5.1.2. Viscosidade aparente e condutividade elétrica das solu¢cdes poliméricas
A condutividade elétrica e a viscosidade aparente das solu¢des de zeina com
diferentes concentracbes de acido folico estdo apresentadas na Tabela 3. A
condutividade elétrica da solucéo é influenciada pelo tipo e concentracdo do polimero,
solvente e pela disponibilidade de compostos ionizaveis (BHARDWAJ e KUNDU,
2010). Os valores de condutividade elétrica das solu¢cdes com 30% de zeina foram

maiores que das solu¢cdes com 9% (p/v) do polimero (Tabela 3).

Tabela 3. Viscosidade aparente e condutividade elétrica das solu¢des de zeina 30%

e 9% com diferentes concentracdes de acido félico.

Solucéo polimérica Condutividade* Viscosidade*
Zeina (%: miv) Acido folico (%6 miv) elétrica (uS.cm)  aparente(cP.cm)
30 0,0 1330,0+4,32 104,9+6,3¢
30 0,5 1255,7+4,5° 121,3+3,4°¢
30 1,0 1201,7+5,9¢ 133,3+3,2°
30 1,5 1158,0+4,3¢ 143,3+2,02
9 0,0 1046,7+2,12 n.d**
9 0,5 1041,3+1,2° n.d
9 1,0 995,3+1,6° n.d
9 1,5 988,0+0,5¢ n.d

*Letras distintas entre a mesma concentracdo, na mesma coluna representam diferenca
significativa entre as médias submetidas ao teste de Tukey a 5% de significancia. ** n.d: ndo

detectada
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A maior condutividade elétrica nas solu¢des com maior concetracdo de zeina
esta associada ao aumento dos grupos ionizaveis em solugédo. Houve também uma
interacdo de hidrogénio entre o NH da zeina e o CO do acido folico. Em ambas as
solucdes, 30% e 9% de zeina, a adicdo de acido félico reduziu a condutividade
elétrica. Entretanto, essa reducdo nao afetou a formacéo de fibras e capsulas, uma
vez que houve formacéo de jato continuo e estavel permitindo a producéo de fibras
ultrafinas e capsulas continuas, indicando que a incorporacéo da vitamina néo afetou
negativamente o processo de electrospinning/electrospraying.

Em relacdo a viscosidade aparente, ndo foi possivel a mensuracao na solucao
de zeina 9% (m/v), uma vez que a solucdo polimérica teve uma viscosidade muito
baixa, ndo sendo possivel a determinacao pelo equipamento utilizado. A adi¢cdo do
acido félico na solucdo polimérica de zeina com 30% aumentou a viscosidade
aparente, sugerindo a interacdo do acido folico com a proteina. Segundo Aytac et al.
(2016), o aumento da viscosidade aparente € devido ao maior emaranhamento de

cadeias de polimero em solucao.

5.2. Caracterizacao das fibras ultrafinas e capsulas

5.2.1. Grupos funcionais

A andlise de FTIR foi realizada para indentificar se houve interacdo entre a zeina
e o acido félico (Figuras 9 e 10). O espectro do &cido félico puro ndo encapsulado foi
caracterizado pelas bandas de absorcéo nas regides de 4000cm e ~ 900 (Figura 9a
e 10a). Bandas caracteristicas de deformacdo C=0 foram observadas em ~1695cm"
1 enquanto a banda sobreposta (~1607 cm™) refere-se a vibragdo N-H. A banda
1481cm é atribuida a vibragdo do anel fenil e pteridina. As bandas do acido félico
observadas nesse estudo estédo de acordo com os trabalhos de Aceituno-Medina et
al. (2015) e Assadpour,Jafari e Maghsoudlou (2017).

As fibras ultrafinas e cdpsulas de zeina pura apresentaram bandas de amida | e
Il identificadas em ~1643 cm™ e ~1530 cm™, respectivamente (Figuras 9b e 10b). A
banda da amida | esta relacionada ao estiramento da ligagcdo C=0 e a banda da amida
Il estd associada a deformacdo simétrica da ligacdo N-H. Enquanto as bandas na
regido de 3995 a 2872 cm sdo referentes ao estiramento O-H sobreposto ao
estiramento N-H e, estiramentos assimétricos e simétricos C-H, relativos aos

derivados de acidos graxos livres presentes na zeina (DASHDORJ et al., 2015).
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O encapsulamento de 1,0 e 1,5% de &cido folico nas fibras ultrafinas de zeina
promoveu um deslocamento da banda amida I, sendo 1643 cm™ nas fibras de zeina
pura e foi alterada para 1651 cm™? nas fibras contendo &cido félico, para ambas
concentracfes. Houve uma sobreposicao das bandas caracteristicas do acido folico
da amida Il, observado como um pequeno ombro, em 1515 cm™, em que nas fibras
ultrafinas de zeina eram observadas em 1539 cm(Figura 9a). Nesses espectros foi
observado um o desaparecimento da banda caracteristica de estiramento O-H
(~3000-3600 cm?), o que sugere a formacgdo de interages de hidrogénio entre os
componentes da fibra (CHEN, XIUMEI, e FENGLING, 2007). Aceituno-Medina et al.
(2015) relataram espectros semelhantes para as fibras desenvolvidas com &cido folico
a partir de proteina de amaranto e pululana.

Os espectros de FTIR-ATR para as capsulas de zeina pura e de zeina contendo
acido félico estdo apresentados na Figura 10. Em geral, ndo houve modificacdo da
estrutura secundéria da proteina, uma vez que nao foram observados deslocamentos
das bandas espectrais para as capsulas 0,5 e 1,0% de acido félico. No entanto, para
a capsulas com 1,5% de acido fdlico, houve deslocamento nas bandas amida | e I,
uma vez que nas capsulas de zeina pura foram observadas em 1643 cm™ e 1530 cm-
!, e nas capsulas contendo acido félico foram deslocadas para as bandas 1642 cm
e 1523 cm?, respectivamente. Alguns estudos relataram que o acido félico é capaz de
se conjugar a diferentes polimeros através de uma interacdo da amida Il (N-H) com o
grupo carboxilico do bioativo (C=0) o que pode ser comprovado a partir do
deslocamento observado para as céapsulas contendo 1,5% de acido fdlico
(SUDIMACK e LEE, 2000; TENG et al., 2013). A interagdo do polimero com a vitamina
€ importante para melhorar sua estabilidade a diferentes condi¢cdes de exposi¢do no
processamento, bem como apds seu consumo. As capsulas de zeina podem ajudar a
proteger o acido félico do ambiente gastrico, onde o acido félico livre pode se precipitar
e atuar como carregadores de acido folico para a membrana absortiva do intestino. As
propriedades da zeina seriam responsaveis por um aumento na vida util do acido félico
no trato gastrointestinal superior, onde sua absorcdo é favorecida (Pefialva et al.,
2015).
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Figura 9. Espectros de FTIR-ATR para acido félico puro ndo encapsulado (a), fibras ultrafinas
de zeina pura (b), fibras ultrafinas de zeina com 0,5% deacido félico (c), fibras ultrafinas de
zeina com 1,0% de &cido félico (d) e fibras ultrafinas de zeina com 1,5% de félico (e).

Absorvancia

BEE ST O U e, R S

Tl il

4000

T
3500

T T T T T
3000 2500 2000

T
1500

Comprimento de onda (cm’1)

T
1000

Figura 10. Espectros de FTIR-ATR para acido félico ndo encapsulado (a), capsulas de zeina
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acido folico (d) e capsulas de zeina com 1,5% de fdlico (e).
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5.2.2. Morfologia e distribuicdo do diametro

As fibras ultrafinas e capsulas de zeina contendo 0,0%, 0, 5%, 1,0% e 1,5% de
acido fdlico encapsulado foram observadas através de Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV), a fim de caracterizar sua morfogia e o diametro médio (Figuras 11
e 12). As condi¢gbes utilizadas nos processos permitiram a formagédo de fibras
ultrafinas homogéneas e continuas, enquanto a morfoligia das cépsulas
apresentaram-se heterogéneas.

A incorporacao de acido félico ndo afetou a morfologia das fibras ultrafinas e
capsulas, no entanto, o diametro médio em ambos tratamentos foi alterado e isso pode
ser atribuido ao aumento da viscosidade das solu¢des ao incorporar o acido félico
(Tabela 3). Em geral, uma viscosidade mais elevada e condutividade elétrica mais
baixa, resulta em um menor estiramento do jato da solucéo, produzindo assim fibras
mais espessas (WEN et al., 2016). O diamétro médio variou entre 369 a 702 nm, para
fibras ultrafinas apenas com zeina e fibras ultrafinas com zeina e acido folico 1,5%,
respectivamente (Figuras 1la-b e 11g-h). Aceituno-Medina et al. (2015) relataram
diametro médio de 377,9+101 nm para fibras com acido félico desenvolvidas a partir
de proteina de amaranto e pululana (80:20).

As capsulas que apresentaram o diametro médio mais baixo foram as com 0,5%
de acido félico (268nm), enquanto que as capsulas com 1% de acido folico
apresentaram o maior diametro médio (407nm) (Figuras 12c-d e 12e-f). Altan, Aytac
e Uyar (2018) também usaram 30% de solu¢cBes de zeina e relataram um diametro
médio de fibras de zeina pura a 604 nm, enquanto que as fibras de zeina contendo 5,
10 e 20% de carvacrol apresentaram diametros de 647, 539 e 553. nm,
respectivamente. Baspinar et al. (2018) usaram 5% de solucdo de zeina para o
encapsulamento de curcumina por electrospinning e observaram uma faixa de

diametros de capsula entre 300 e 600 nm.
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Figura 11. Morfologia das fibras ultrafinas e resectiva distribuicdo de tamanho: zeina

pura (a-b), zeina com 0,5% de &cido folico (c-d), zeina com 1% de acido fdlico (e-f) e
zeina com 1,5% de acido félico (g-h). Amplitudes (1000x e 10000 x).
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5.2.3 Propriedades termogravimétricas

Os termogramas do &cido fdlico puro, fibras ultrafinas e capulas de zeina com
0,5, 1,0 e 1,5% de acido félico encapsulados estdo apresentados na Figura 13. A
analise termogravimétrica foi realizada para observar se houve a decomposicdo
térmica do &cido fdlico nas fibras ultrafinas e capsulas de zeina. O acido folico puro
apresentou uma perda de 4gua em aproximadamnte 125°C e, a sua temperatura de
decomposicdo foi de 257,73°C. Houve o descocamento das temperaturas de
decomposicdo quando o &cido folico esta na presenca de zeina, seja na forma de
fibras ultrafinas ou cpsulas. A temperatura de decomposi¢do do acido félico nas
fibras variou de 305 a 313°C, enquanto que para as capsulas variou de 298 a 303°C
(Figura 13a). Portanto, a incorporacao de acido folico a fibras ultrafinas e capsulas,
produzidas por electrospinning/electrospraying, contribuiram para a estabilidade
térmica da vitamina.

Estes resultados sugerem que a forma encapsulada pode ser usada no
processamento térmico, como produtos de panificacdo, que usam altas temperaturas.
Aceituno-Medina et al. (2015) também relataram um aumento da estabilidade térmica
do acido folico em fibras de isolado proteico de amaranto e pululana. Ariyarathna e
Karunaratne (2015) reportaram uma temperatura de decomposicéo de 293°C para o
acido fdlico encapsulado em proteina de grao de bico utilizando a técnica de freeze

dryer.
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Figura 13. Termogramas: (a) acido folico puro e fibras ultrafinas de zeina com acido
félico 0,5, 1,0 e 1,5%, (b) acido félico puro e capsulas de zeina com acido félico 0,5,
1,0 e 1,5%.
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5.2.4 Eficiéncia de encapsulamento e estabilidade térmica e a irradiagdo UVA

A eficiéncia de encapsulacao e a estabilidade térmica do acido félico puro néo
encapsulado e encapsulado em fibras ultrafinas e capsulas de zeina pode ser
observada na Tabela 4. Os tratamentos com 0,5% e 1,0% de &acido folico
apresentaram maior eficiéncia de encapsulamento, tanto para fibras ultrafinas quanto
para as cdpsulas. O menor valor de eficiéncia de encapsulamento para os tratamentos
com 1,5% de &cido félico € devido, possivelmente a um excesso da vitamina,

dificultando a sua incorporagédo na matriz proteica.

Tabela 4. Eficiéncia de encapsulamento do acido félico encapsulado em fibras

ultrafinas e capsulas de zeina.

Formade Acido félico Eficiéncia de
encapsulacéo (%) encapsulacéo (%)
Fib 0,5 92,9+0,12
tbras 1 91,740,1°

15 82,1+0,1°

C | 0,5 98,6+2,32
apsuias 1 92,9+0,3°
15 73,7+1,7°

* Eficiéncia de encapsulamento: Valores com letras diferentes na mesma coluna para

fibras ou capsulas sao significativamente diferentes (p <0,05) por um teste de Tukey.

Um maior percentual de encapsulamento utilizando as técnicas de
eletrospinning/electrospraying foi observado neste estudo quando comparado a
trabalhos que utilizaram spray-drying para encapsular acido folico no qual foram
observadas eficiéncias de encapsulamento variando de ~ 25 a 89% (SHRESTHA,
ARCOT, YULIANI, 2012). Pérez-Masia et al. (2015) obtiveram resultados semelhantes
ao nosso estudo para a eficiéncia de encapsulacdo do &cido folico em proteina de
soro do leite utilizando electrospraying (83,9%) ou spray-drying (80,8%). No entanto,

aplicando as mesmas técnicas de encapsulacdo, esses autores relataram menor
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percentual de encapsulagao, quando se utilizou como matriz amido resistente, sendo
a eficiéncia de 44,0% para fibras ultrafinas e de 52,5% para céapsulas.

O acido folico tem uma importancia mundial na fortificacdo de alimentos, em
especial em farinhas de trigo e milho. Sabendo que o acido félico em p6 é comumente
misturado as farinhas de trigo e milho com a finalidade de fortificacdo, foi realizada
uma abordagem sobre a estabilidade do acido félico em pd e encapsulado ao
aguecimento em estufa por 45 min nas temperaturas de 100, 140 e 180°C. Isto se
deve ao fato destes ingredientes serem consumidos seguidos de um processamento
térmico.

O &cido fdlico ndo encapsulado exposto a 140°C e 180°C apresentou reducdes
de aproximadamente 11% e 70%, respectivamente, ap0os o0 tratamento térmico
(Tabela 5). Com base na anélise termogravimétrica (Figura 13a-b), a temperatura de
decomposicao do &cido folico é de 257,73°C; entretanto, Vora et al. (2002) relataram
que, a 180 ° C, ocorre a quebra das ligagdes do acido glutamico e, portanto, a funcéo

ativa da vitamina é perdida.

Tabela 5. Estabilidade térmica do acido félico ndo encapsulado e encapsulado em

fibras ultrafinas e capsulas de zeina.

Sem Tratamento térmico (°C)
Forma de

Acido folico exposicao

encapsulacéo (%) 100 140 180

Acido folico (ug/mL)**

Acido félico ndo

17,17+1,352 17,62+1,98%  15,60+0,14° 5,44+0,08°
encapsulado
Acido Fdlico (ug/mg)**
Eib 0,5 2,91+0,152 2,71+0,252 2,85+0,032 2,670,162
ibras
1 6,380,132 6,53+0,442 6,28+0,362 6,00+0,122
1,5 9,73+1,202 9,10+0,942° 7,95+0,37° 8,88+0,072
0,5 2,74+0,152 2,84+0,222 2,83+0,082 2,84+0,052
Capsulas b b b
1 6,22+0,032 5,6310,24 5,6310,21 5,60+0,01
1,5 8,84+0,552 7,26+0,19° 7,49+0,06° 7,69+0,27°

** Conteddo de acido félico: Valores
significativamente diferentes (p <0,05) pelo teste de Tukey.

com

letras diferentes na mesma linha sao

Os tratamentos térmicos de 100, 140 e 180°C, nao influenciaram o teor de acido

félico encapsulado em fibras ultrafinas de zeina quando comparado as fibras ultrafinas
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sem exposi¢cao ao tratamento térmico, indicando que houve a protecdo térmica da
vitamina. A Tabela 5 mostra que os tratamentos térmicos a 100, 140 e 180 ° C néo
influenciaram o conteudo de acido félico encapsulado nas fibras ultrafinas de zeina
nos niveis de 0,5% e 1,0% quando comparado as fibras ultrafinas sem exposicéo ao
tratamento térmico, indicando que houve protecao térmica da vitamina. Uma ligeira
reducdo na estabilidade térmica foi observada em fibras ultrafinas contendo 1,5% de
acido folico. As capsulas com 0,5% de acido folico expostas a todos os tratamentos
térmicos apresentaram comportamento semelhante as capsulas sem exposicao a alta
temperatura, enquanto as capsulas com 1,0% e 1,5% de &cido félico apresentaram
uma leve diminuicdo no teor de acido folico (Tabela 5). Arytarathna e Karunaratne
(2015) encapsularam &cido félico em proteina de grdo-de-bico por liofilizacdo e
avaliaram a degradacdo térmica a 80, 120 e 160°C por 30 min. Eles relataram
degradacdes térmicas de 18,3%, 29,0% e 33,8%, respectivamente, para o acido félico
encapsulado; enquanto para o acido félico ndo encapsulado, houve degradacéo
térmica de 25,9%, 42,7% e 52,9%, respectivamente.

A Tabela 6 apresenta os resultados da estabilidade do &cido félico puro e
incorporado a fibras ultrafinas e capsulas de zeina, no periodo de 1h, 12h e 24h de
irradiacdo. O acido folico ndo encapsulado exposto a irradiacdo UVA por 1 h
apresentou reducdo de aproximadamente 26% em relacdo ao acido félico sem
exposicao a irradiacdo UVA.

As fibras ultrafinas de zeina contendo 0,5, 1,0 e 1,5% de acido fdlico, quando
expostas por 1 ou 24 h de irradiacdo UVA, mostraram estabilidade comparavel as
fibras ndo expostas a irradiacdo (Tabela 6). As fibras ultrafinas expostas por 12 e 24
h de irradiacdo tiveram uma pequena reducdo na estabilidade da vitamina. As
capsulas de zeina, em geral, mostraram estabilidade a irradiacdo UVA, com excec¢ao
da capsula contendo 1,0% de &cido folico, exposta a irradiagdo por 12 h, onde foi
observada uma reducéo na estabilidade do composto. A perda de vitaminas, mesmo
guando protegida na matriz de zeina, € muito pequena quando comparada com a do
acido folico ndo encapsulado. Assim, a protecdo do composto por encapsulacédo
utilizando electrospinning e electrospraying foi satisfatéria.

Segundo Juzeniene et al. (2013), o acido folico € sensivel a luz UV devido a
excitacao da ligacao entre o Co-N1o, levando a sua clivagem etendo como produtos da
fotodegradacdo o0 p-aminobenzoil-L-acido glutdmico, 6-formilpterina  ou 6-

carboxipterina. A zeina é caracterizada pela predominancia de aminoacidos
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hidrofobicos tais como a prolina, isoleucina, alanina, fenilanina, metionina, valina, e
leucina e o acido félico por sua vez € um composto hidrofilico (PRASANNA, 2001).
Possivelmente, a estabilidade do acido félico tanto nas fibras ultrafinas como nas
capsulas esta relacionada a interacdo da vitamina com esses aminoacidos o que
dificulta a oxidacéo da ligagdo Co-Nio do é&cido félico. Perez-Mazia et al. (2015)
encapsularam acido félico (1,5% p / v) em proteina de soro de leite e amido resistente
por eletroctrospraying, e avaliaram sua fotodegradacgé&o utilizando irradiacéo natural e
na auséncia de irradiacdo no periodo de 60 dias. Os autores observaram que quando
o &cido fdlico foi encapsulado com a proteina, a concentracdo de acido félico foi
reduzida em 41% quando exposta a irradiacdo; enquanto na auséncia de irradiacéo,
a degradacéao foi de apenas 9%. Além disso, o acido félico encapsulado com amido
resistente apresentou 88% de degradacdo na presenca de irradiacdo e, no escuro,

essa degradacéo foi reduzida para 37%.

Tabela 6. Estabilidade a irradiacdo do acido félico ndo encapsulado e encapsulado

em fibras ultrafinas e capsulas de zeina.

Sem Tempo de irradiagéo (h)

Formade  Acido félico C o
exposicao
encapsulagao (%) posie 1 12 24

Acido folico (ug/mL)**

Acido félico ndo

enzecapsulado 17,17+1,352 12,58+0,62° 12,05+1,44b 14,07+0,44b
Acido Fdlico (ug/mg)**

Fibras 0,5 2,91+0,15% 2,59+0,332 2,93+0,29% 2,27+0,13°

1 6,38+0,132 5,05+0,32% 5,05+0,88"° 4,85+0,58°

1,5 9,73+1,20% 8,02+1,00% 7,92+0,48° 8,88+0,05%

i 0,5 2,74+0,152 2,50+0,16% 2,68+0,13? 2,50+0,30?

Céapsulas
1 6,22+0,032 5,04+0,53% 4,67+0,30° 5,56+1,12
1,5 8,84+0,552 7,75+0,512 7,93+1,302 7,88+1,60?

** Conteudo de acido foélico: Valores com

significativamente diferentes (p <0,05) pelo teste de Tukey.

letras diferentes na mesma linha sao
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5.2.5. Produtos de degradacédo do acido folico

Com base nos resultados de estabilidade do acido folico, foi possivel observar
que a exposicao do acido félico ndo encapsulado tanto em altas temperaturas quanto
a luz promove a degradacdo da vitamina. Portanto, os compostos de degradacao
formados nesses processos foram investigados. A temperatura de 180°C e a
exposicdo a luz no periodo de 24 horas foram os parametros escolhidos para
identificar esses compostos formados, tendo em vista que foram os tratamentos que
houve maior degradacdo do composto (Tabelas 5 e 6).

O acido fdlico foi identificado pela presenca do ion [M+H] de m/z 442,1469
(Figura 14a). O comportamento do acido folico a temperatura de 180°C por 45 min
esta apresentado na Figura 14b. O contetdo de acido félico submetido ao tratamento
térmico foi menor quando comparado ao controle do acido félico (sem tratamento
térmico). Além disso, a formacdo de produtos de degradacdo, tais como 6-
carboxipterina (PCA), p-aminobenzoil-L-4cido glutdmico (pABGA), &acido p-
aminobenzadico (PABA) e acido pteroico (PA) foram identificados pela presenca do [M
+ H] + m/z 208.0465, 267,0975, 138,0549 e 313,1043, respectivamente. Vora et al.
(2002) estudaram a termo-estabilidade do acido folico e sugeriram gue inicialmente a
fracdo glutamato do acido folico se rompe deixando a amida como componente
principal. Em seguida a pterina e o PABA se decompde em um mecanismo de
overlapping. Esses autores também reportaram que a 195°C néo € possivel discernir
0S grupos presentes, indicando uma completa decomposicdo da vitamina nesta
temperatura. Segundo Ball (2016), o acido félico ndo tem ponto de fuséo definido, mas
a 250°C ja se observa um importante grau de carbonizacao.

Os compostos de degradacédo p-aminobenzoil-L-acido glutamico (pABGA) ([M +
H] + m / z 267,0975) e o acido pterdico (PA) (M + H] + m/z 313,1043) foram
identificados apos exposi¢cao do acido folico a irradiagdo UVA por 24 h. O pABGA é
formado pela clivagem fotoquimica da ligacdo C9-N10, enquanto o PA é o produto da
ligacdo amida do &cido félico entre a porcao glutamato e a por¢ao p-aminobenzoico.
Akhtar et al. (1999, 2003) estudaram os efeitos de diferentes niveis de pH na
fotodegradacao de &cido folico por UV e encontraram PABA, PCA, pABGA e PA como

seus principais produtos de degradacéo.
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Figura 14. Produtos de degradacdo do acido folico (a) acido folico, (b) acido folico
exposto a temperatura 180°C, (c) acido folico exposto a irradiacéo 24 horas.
IPCA: 6-carboxipterina, 2pABGA: p-aminobenzoil-L-acido glutamico, 3PABA: 4cido p-aminobenzoico, PA:

acido pterdico.
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6. CONCLUSOES

As solucdes de zeina 30% pura e com acido folico encapsulado foram capazes
de formar fibras ultrafinas continuas e uniformes de diametro médio entre 369 a 702
nm, enquanto solucdes de zeina 9% pura e adicionadas de acido folico, permitiram a
formagdo de capsulas com didmetro médio de 268 a 407 nm. Na andlise
termogravimétrica foi possivel constatar um aumento da estabilidade térmica do acido
félico quando esta protegido na forma de fibras ou capsulas.

As fibras ultrafinas e as capsulas de zeinas apresentaram alta eficiéncia de
encapsulacao do acido folico (>80%). O 4cido folico ndo encapsulado apresentou uma
intensa degradacado quando exposto a 180°C (perda de aproximadamente 70%),
enquanto que encapsulado em fibras ultrafinas ou em capsulas houve estabilidade
da vitamina. A fotodegradacdo de acido fdlico ndo encapsulado foi de
aproximadamente 26% apds 1 h de irradiagcdo UVA; no entanto, quando o &cido fdlico
foi incorporado as fibras ultrafinas de zeina, a resisténcia a radiagao foi, em geral,
observada.

As fibras ultrafinas e cdpsulas de zeina com &cido folico desenvolvidas nesse
trabalho, apresentaram caracteristicas promissoras para aplicacdo em alimentos que
necessitam de processamentos térmicos e exposicao a luz. Por fim, sugere-se como
trabalhos futuros a aplicacao de fibras ultrafinas e cipsulas de zeina 1% em matrizes
alimentares com exposi¢ao térmica e a irradiacdo UVA.
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