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RESUMO GERAL

As microalgas tém sido estudadas em processos biotecnoldgicos devido ao seu contetdo
nutricional rico em proteinas. A Spirulina possui certificacdo pelo FDA (Food and Drug
Administration) como alimento seguro podendo ser adicionada em produtos para consumo
humano. A hidrélise enzimética de proteinas permite obter peptideos de baixa massa
molecular com propriedades ativas que possuem acdo de conservacdo de alimentos. A
incorporagéo de antioxidantes na matriz das nanofibras formadas por electrospinning permite
a liberacdo destes compostos visando a conservacdo de produtos. Este trabalho teve por
objetivo o desenvolvimento de nanofibras contendo biopeptideos extraidos de biomassa de
Spirulina sp. LEB 18 para conservacdo de carne de frango. Inicialmente foi avaliado por
delineamento composto central (DCC) 2° a obtencéo de peptideos da biomassa de Spirulina
sp. LEB 18 por hidrolise enzimética. O perfil de biopeptideos foi avaliado por método
eletroforético e cromatografia em camada delgada (CCD) e a atividade antioxidante por
métodos de sequestro de radicais livres DPPH, ABTS e poder redutor. As nanofibras foram
produzidas com poli-e-caprolactona (PCL) com incorporacdo de biopeptideos (10 kDa) e
avaliadas as propriedades térmicas (DSC e TGA) e mecanicas (resisténcia a tracdo e
alongamento). A estabilidade da carne de frango recoberta com as nanofibras contendo
biopeptideos foi determinada por TBARS e N-BVT no periodo de 12 dias de armazenamento.
Foi obtido grau de hidrélise (GH) de aproximadamente 60% na condicdo de 3% (m/v) de
substrato e 3 U.mL™ de enzima. Os hidrolisados obtidos apresentaram maior contetido
proteico sollvel bem como maior atividade antioxidante comparados a biomassa néo
hidrolisada. A presenca de peptideos/aminoacidos nas amostras foi detectada por CCD através
da coloracdo por ninhidrina. As nanofibras de PCL com adicdo de 3% (m/v) de biopeptideos
apresentaram diametro de nanofibras de 438 nm e menor ponto de fusdo e degradacédo térmica
quando comparadas com as nanofibras de PCL devido a presenca de fragmentos proteicos. As
nanofibras com biopeptideos apresentaram atividade antioxidante quanto ao poder redutor de
0,182 (U.A), 22,6% e 12,4% de inibicdo especifica dos radicais DPPH e ABTS,
respectivamente. Na avaliacdo de estabilidade de TBARS e N-BVT os cortes de frango
recobertos com nanofibras contendo biopeptideos apresentou maior controle nos indices de
oxidagdo lipidica e bases volateis totais comparados com a amostra controle sem
recobrimento. Desta forma, as nanofibras de PCL contendo biopeptideos com atividade
antioxidante sdo potenciais alternativas para aplicacdo como embalagens primérias para
conservacao de produtos pereciveis como carne de frango.

Palavras-chave: antioxidantes, biopeptideos, nanofibras, electrospinning.



ABSTRACT

Microalgae have been studied in biotechnological processes due to its high
nutritional content in protein. Spirulina is certified by FDA (Food and Drug Administration)
as safe food can be added to products for human consumption. The enzymatic protein
hydrolysis allows to obtain low molecular weight peptides with active properties and may be
added as preservatives or active packaging for food preservation. The incorporation of
antioxidants in the matrix of nanofibers formed by electrospinning allows the release of these
compounds for conservation products. This study was general aim the development of
nanofibers containing biopeptides of Spirulina sp. LEB 18 for conservation of chicken. It was
initially by central composite design (DCC) 2° to obtain biopeptides from Spirulina sp. 18
LEB biomass by enzymatic hydrolysis The biopeptides profile was evaluated by
electrophoretic method and thin layer chromatography and the antioxidant activity of radical
scavenging DPPH, ABTS and reducing power. The nanofibers were produced with the
addition of biopeptides (10 kDa) in poly-e-caprolactone (PCL) and evaluated the thermal
properties (DSC and TGA) and mechanical (tensile strength and elongation). The stability of
chicken coated with nanofibers containing biopeptides was measured by TBARS and the N-
BVT 12-day storage period. Degree of hydrolysis (GH) obtained was approximately 60%
under the condition of 3% (w/v) substrate and 3 U.mL™ enzyme. The hydrolysates showed
higher soluble protein content and higher antioxidant activity. The presence of peptides /
amino acids in samples was detected by thin-layer chromatography using the ninhydrin
staining. The PCL nanofibers with addition of 3% (w/v) biopeptides nanofibers have a
diameter of 438 nm and reduced melting points and thermal degradation when compared to
PCL nanofibers due to the presence of protein fragments. Nanofibers with biopeptideos
showed antioxidant activity as the reducing power of 0.182 (AU), 22.6% and 12.4% specific
inhibition of DPPH and ABTS radical, respectively. In the evaluation of stability of TBARS
and N-BVT chicken cuts covered with nanofibers containing biopeptideos with control in
lipid oxidation rates and total volatile bases compared with the control sample. Therefore, the
PCL nanofibers containing biopeptides with antioxidant activity are potential alternatives for
use as primary packaging for preservation of perishable products like chicken.

Keywords: antioxidants, biopeptides, nanofibers, electrospinning.
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1 INTRODUCAO GERAL

A conservacao de alimentos pereciveis € um dos desafios da &rea de tecnologia de
embalagens na busca de sistemas que ndo prejudiguem o meio ambiente e permitam maior
durabilidade e seguranca dos produtos. A oxidacéo lipidica € um dos processos que causam
alteracdes nos alimentos com a formacdo de sabores e odores desagradaveis e perda da
qualidade nutricional (PEREIRA, 2009).

O desenvolvimento de embalagens ativas tem sido bastante difundido para atender
as exigéncias de mercado. As funcBes das embalagens além de protecdo e contencdo dos
alimentos tem por finalidade a interacdo com o produto para prolongar a vida de prateleira. A
incorporacdo de agentes antioxidantes e antibacterianos nas embalagens auxilia no processo
de armazenagem e conservacdo de produtos alimenticios retardando a iniciacdo dos processos
oxidativos (NEO et al., 2013; REALINI; MARCQOS, 2014).

A utilizacdo de polimeros biodegradaveis de origem natural tem despertado
interesse por ser alternativa na reducdo de descarte de plasticos de origem petroquimica no
ambiente (ALIX et al.,2013; MARTINEZ-ABAD et al.,2013). A poli-e-caprolactona (PCL) é
um polimero sintético que possui aplicacdo na area biomédica, engenharia de tecidos e
potencial aplicacdo para embalagens alimenticias, devido suas propriedades mecanicas,
biodegradabilidade, além da certificacio como seguro pelo FDA (Food and Drug
Administration) e por ndo ser toxico para uso por humanos (WOODRUFF; HUTMACHER,
2010; RANJBAR-MOHAMMADI; BAHRAMI, 2015).

O desenvolvimento de matrizes de nanofibras biodegradaveis para formacao de
estrutura com compostos ativos para conservacdo de alimentos é uma das aplicacBes da
nanotecnologia que apresenta vantagens frente aos sistemas convencionais de embalagens.
Constituem-se em melhorias nas propriedades de barreira e aumento da area superficial de
contato dos compostos ativo com o produto facilitando a inibicdo dos processos de
degradacdo e agdo microbiana (RANJBAR-MOHAMMADI; BAHRAMI, 2015; RHIM,;
PARK; HA, 2013).

A biotecnologia microalgal tem sido amplamente difundida devido ao grande
potencial de extracdo de compostos biotivos a partir da biomassa desses micro-organismos
fotossintéticos (COSTA; MORAIS, 2014). A Spirulina é uma cianobactéria que tem
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despertado o interesse de pesquisadores devido ao seu alto conteddo de proteinas entre 50 e
70% (FAO, 2008).

A Spirulina possui todos os aminoacidos essenciais e pode ser fonte de
biopeptideos. Os biopeptideos sdo obtidos a partir da hidrdlise proteica e séo classificados
como fragmentos de proteinas que atuam sobre as fungdes bioldgicas sendo considerados
promotores de saude (KORHONEN, 2009). O uso de hidrolisados proteicos e peptideos em
alimentos e suplemento nutricional apresenta considerdvel importancia, uma vez que também
apresentam atividade antioxidante e algumas fontes naturais sdo deficitarias desses
componentes (CARVAIJAL, 2009). Além disso, a aplicacdo desses biopeptideos com acédo
antioxidante na area de embalagens de alimentos previne a degradacdo do produto iniciada
por processos enzimaticos ou ndo enzimaticos como, por exemplo, a peroxidacdo lipidica
(MILLS et al., 2011).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver nanofibras contendo biopeptideos extraidos de biomassa de Spirulina
sp. LEB 18 com potencial para conservagéo de alimentos.
2.2 Objetivos especificos

- Avaliar o grau de hidrolise de proteinas de microalgas obtidas por hidrolise
enzimatica considerando a atividade de enzima e concentracdo de proteina para obtencdo de

biopeptideos.

- Obter biopeptideos com propriedades antioxidantes para aplicacdo em

nanofibras;

- Desenvolver nanofibras de poli-e-caprolactona com incorporacdo de

biopeptideos;

- Avaliar as propriedades morfologicas, térmicas, estruturais e antioxidantes das
nanofibras contendo biopeptideos de microalgas;

- Aplicar as nanofibras contendo biopeptideos de microalgas em cortes de carne

de frango e avaliar as propriedades de antioxidacdo na conservacdo do produto.






CAPITULO 11
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Microalgas

As microalgas estdo presentes em diversos ecossistemas. Sa0 organismos
descendentes das primeiras formas de vida fotossintética e apresentam papel regulador da
bioesfera do planeta (HENRIKSON, 1994). Estima-se a existéncia de mais de 50.000
espécies, porém o numero de espécies identificadas e estudadas concentra-se em torno de
30.000. As microalgas fazem parte de um grupo heterogéneo de micro-organismos
fotossintetizantes, que tem a capacidade de desenvolver-se rapidamente em condicoes
adversas devido a sua estrutura celular simples. As cianobactérias (Cyanophyceae) sdo
procaridticas enquanto as algas verdes (Chlorophyta) e diatoméaceas (Bacillariophyta) sao
eucaridticas (MATA et al., 2010; MOSTAFA, 2012; RICHMOND, 2004).

As microalgas podem ser classificadas nutricionalmente em autotroficas e
heterotréficas. A primeira forma exige para seu desenvolvimento apenas compostos
inorganicos incluindo CO, como fonte de energia. A segunda requer uma fonte externa de
compostos organicos como fonte de energia e ndo realizam a fotossintese. Algumas algas
fotossintéticas sdo mixotroficas, tendo a capacidade de realizar fotossintese e utilizar
nutrientes organicos de fontes exdgenas. As microalgas utilizam a fotossintese como
mecanismo conversor de radiacdo solar e CO, absorvidos pelos cloroplastos em adenosina
trifosfato (ATP) e O,. O O, e ATP sdo utilizados na respiracdo para produzir energia e suporte
para o desenvolvimento (BRENNAN; OWENDE, 2010; PELCZAR, 1997; RICHMOND,
2004).

A utilizacdo de biomassa de origem microalgal tem sido investigada e aplicada
nas areas de alimentos, farmacéutica e quimica por meio de suplementos para alimentacéo
animal, nutricdo humana, farmacos, biocombustiveis, biofertilizantes, também tem sido
utilizada no tratamento de aguas residuais e a producgéo de energia (COSTA; MORAIS, 2014;
WANG et al., 2012).

Quando submetidas a condices fisicas e quimicas especificas, as microalgas sao
capazes de produzir grandes quantidades de biocompostos como proteinas, lipideos,
carboidratos e polimeros. Além destes compostos, estes micro-organismos sdo capazes de

produzir moléculas bioativas de alto valor agregado como antioxidantes, carotenoides,
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polissacarideos, &cidos graxos, vitaminas e hidrocoloides (COSTA; MORAIS, 2014; MATA
etal., 2010).

O interesse no potencial de aplicacdo biotecnolégico das microalgas tem
aumentado devido a sua ampla biodiversidade e aos numerosos bioprodutos e compostos

ativos que estes micro-organismos podem sintetizar.

3.1.1 Spirulina

A microalga Spirulina é uma cianobactéria Gram-negativa, filamentosa e
microscopica constituida por células de 2 a 8 um de comprimento que formam um espiral, de
onde origina seu nome (CARVAJAL, 2009). Possui cor verde-azulada devido a producédo de
biopigmento denominado ficocianina, além de possuir outros compostos de cor como a
clorofila e os carotenoides (FAO, 2008). As microalgas podem ser encontradas em diversos
meios como no solo, pantanos, dgua doce, agua alcalina, salina ou salobra (RICHMOND,
2004).

Desde 1981 a microalga Spirulina é legalmente aceita pelo FDA (Food and Drug
Administration), considerada segura para consumo humano com certificacgio GRAS
(Generally Recognized as Safe). A Spirulina pode ser fonte de proteinas, vitaminas e
minerais. Alem disso, pode ser comercializada como alimento ou complemento alimentar
livre de contaminantes e de adulteracdo (FOX, 1996). A Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) também reconhece a Spirulina como alimento e ndo oferece risco a
salde. Esta microalga vem sendo utilizada como nutriente biolégico em virtude do alto teor
de proteinas (50 a 70%), carboidratos (20%), lipideos (8%), minerais e vitaminas
(CARVAJAL, 2009; FAO, 2008).

Muitos trabalhos desenvolvidos com a microalga Spirulina relatam sua
importancia terapéutica. Dentre estes, podemos citar o efeito estimulante dos mecanismos de
reparo do DNA, propriedade esta desempenhada pelos polissacarideos da microalga
(ANDRADE, 2009). Além disso, esta microalga pode ser fonte de biossurfactantes e de
compostos antioxidantes (ANDRADE, 2009; GUARIENT]I, 2009).

Compostos bioativos podem ser sintetizados pela Spirulina dentre eles destacam-
se ficocianinas, flavonoides, &cidos graxos poli-insaturados e biopeptideos. Esses
componentes extraidos da biomassa de Spirulina apresentam propriedades antioxidante, anti-

inflamatoria, anti-hipertensiva e antimicrobiana que auxiliam na manutencdo da satde. Além
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disso, esses compostos SA0 mais seguros que os sintéticos e, portanto destacam por ser uma
fonte alternativa e abundante para obtencdo desses compostos (LISBOA et al., 2014;
MORAIS et al., 2015).

Suetsuna e Chen (2001) investigaram a atividade anti-hipertensiva de peptideos
extraidos da biomassa de Spirulina e a atividade foi atribuida a determinadas sequéncias de
aminoacidos obtidos por hidrélise. He et al. (2007) também avaliaram a atividade de
peptideos obtidos por hidrélise e estes compostos apresentaram capacidade anti-hipertensiva.

3.2 Proteinas

Proteinas sdo cadeias polipeptidicas muito longas, tendo de 100 a mais de 2000
residuos de aminoacidos unidos por ligacdes peptidicas. Elas sdo encontradas de diferentes
formas e tamanhos. Todas as proteinas sdo construidas com o mesmo ubiquo conjunto de 20
aminodcidos ligados covalentemente em sequéncias lineares caracteristicas. Esses
aminoacidos possuem um grupo carboxila e um grupo amino ligados a0 mesmo atomo de
carbono (o carbono a). Os polimeros de aminoacidos sdo conhecidos como peptideos. Os
peptideos que ocorrem biologicamente variam de tamanho, desde moléculas pequenas
contendo apenas dois ou trés aminoacidos e pode formar polipeptideos pela presenca de mais
aminoacidos (CAMPBELL; FARRELL, 2007; NELSON; COX, 2011; VOET, VOET, 2013).

As proteinas sdao moléculas complexas formadas por diferentes sequéncias de
aminoacidos. Cada molécula proteica pode apresentar caracteristicas bem distintas umas das
outras, pois sdo cadeias poliméricas que dependem além da sequéncia, a composicdo e
proporcdo dos de aminoacidos formadores das proteinas (DAMODARAN et al., 2010). As
proteinas exibem uma grande diversidade de funcdes bioldgicas. Essas macromoléculas
catalisam reagdes celulares, executam fungdo de transporte, armazenamento, motilidade,
estrutural, de defesa, além de fundamental funcdo a nutricdo humana e animal (CARVAJAL,
2009).

Todas as proteinas produzidas biologicamente podem ser utilizadas como
proteinas alimentares. As proteinas alimentares sdo disponiveis em abundancia e
caracterizam-se pela facil digestdo, adequabilidade nutricional, ndo toxicidade e podem ser
utilizadas de forma funcional em produtos alimenticios (DAMODARAN et al., 2010).
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3.3 Hidrolise enzimatica de proteinas

Com o crescente aumento da populacdo mundial novas fontes proteicas precisam
ser investigadas a fim de suprir a demanda. As proteinas constituem uma fonte nutricional
fundamental que podem ser utilizadas para o desenvolvimento de compostos com alto valor
agregado (DAMODARAN et al., 2010).

Diversos estudos sdo encontrados na literatura sobre hidrdlise enzimatica de
proteinas. A hidrolise proteica baseia-se na clivagem das ligagdes peptidicas, originando
peptideos de diferentes tamanhos e amino&cidos livres. Os hidrolisados proteicos podem ser
obtidos basicamente por trés meétodos: hidrdlise alcalina, hidrdlise acida e hidrdlise
enzimatica (CAMPBELL; FARRELL, 2007; NELSON; COX, 2011).

As enzimas proteoliticas ou proteases sdo uma classe Unica de enzimas que
realizam a catalise da reacdo, resultando na quebra das ligacGes peptidicas das proteinas. As
proteases sdo encontradas em todas as células e tecidos, auxiliam na digestdo de alimentos
proteicos e cada uma delas tem capacidade de atuacdo em diferentes sitios ativos de
moléculas de proteinas. Esta caracteristica das enzimas permite a realizacdo de uma hidrolise
mais seletiva, devido a alta especificidade destas enzimas em quebrar ligacdes peptidicas
adjacentes gerando residuos de aminoacidos (NELSON; COX, 2011; KHANTAPHANT,;
BENJAKUL, 2008).

As enzimas proteoliticas pertencem a classe 3 das hidrolases e subclasse 3.4 das
peptideo-hidrolases ou peptidases, as quais envolvem agua no processo para formacdo do
produto. O principal papel dessas enzimas é nutricional, visando a hidrolise de cadeias
polipeptidicas em moléculas mais simples para que sejam absorvidas pelas células
(FEDATTO, 2004). A hidrolise enzimética das proteinas apresenta vantagens sobre a
hidrolise alcalina ou &cida, como a especificidade e controle do grau de hidrolise. Além disso,
as enzimas podem ser empregadas, geralmente, em concentracbes muito baixas, sendo
desnecessaria sua remocao (ZAVAREZE et al., 2009).

Pesquisas na area de alimentos direcionam-se em conhecer a concentracado total, o
tipo, a estrutura celular e propriedades funcionais das proteinas. A modificacdo da estrutura da
proteina pela hidrdlise enzimética é empregada com o intuito de melhorar as propriedades da

molécula proteica, como aumentar a solubilidade das proteinas. As enzimas proteoliticas
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possuem alta especificidade e capacidade de modificar uma grande variedade de grupos
funcionais (ZAVAREZE et al., 2009).

3.4 Biopeptideos

As proteinas sdo fundamentadas como fonte essencial de aminoacidos, mas
recentemente tem-se reconhecido outras funcionalidades in vivo por meio de peptideos
biologicamente ativos. Os biopeptideos sdo definidos como fragmentos de proteinas que
apresentam beneficios a saude. Os biopeptideos contém de 3 a 20 residuos de aminoécidos e
normalmente sdo inativos dentro da sequéncia da molécula de proteina. Assim, as proteinas
precisam ser hidrolisadas para que ocorra a liberacdo dos fragmentos bioativos contidos nas
mesmas (KORHONEN, 2009).

Os biopeptideos, por meio de administracdo oral, podem afetar beneficamente os
principais sistemas do corpo, como o cardiovascular, digestivo, enddcrino, imunoldgico e
nervoso. Alguns dipeptideos possuem propriedades funcionais, como o aspartame (L-
aspartil-fenilalanina) o qual apresenta poder adocante. Outros compostos peptidicos
apresentam acdo antioxidante, como o tripeptideo glutationa (CAMPBELL; FARRELL,
2007; NELSON; COX, 2011).

A acdo de radicais livres e 0 estresse oxidativo estdo relacionados ao cancer,
doenca cardiovascular, diabetes, doencas autoimunes e neuroldgicas. Desta forma, a
utilizacdo de compostos, como 0s peptideos com atividade antioxidante, tem apresentado
resultados positivos na manutencdo da saude e prevencdo destas doencas. Estudos tem
demonstrado uma relacdo benéfica entre o consumo regular de dietas enriquecidas com

antioxidantes e a prevencao de tais riscos a saude (GUEDES et al., 2013; HU et al., 2013).

O emprego de biopeptideos hidrolisados de proteina alimentar apresentam
numerosas vantagens potenciais. Os biopeptideos derivados de alimentos s&o considerados
componentes de acdo brandos e seguros, pois apresentam menores efeitos colaterais quando
comparados a drogas sintéticas normalmente utilizadas no tratamento de doencas. Desta
forma, a busca de fontes naturais ndo convencionais, como as microalgas, da qual possa obter
peptideos com atividade antioxidante é de relevante interesse no emprego da manutencao da
salude (GUEDES et al, 2013; HU et al., 2013; SHANAB et al., 2012).

Peptideos com acdo bioldgica quando ingeridos devem ser resistentes a acdo de

peptidases do sistema digestorio, preservando a integridade da sequéncia de seus
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aminoacidos. Desta forma, estes compostos necessitam do emprego de matrizes visando a
protecdo destes compostos bioativos (PACHECO; ANTUNES, 2009). Além disso, para
exercer seus efeitos fisiologicos in vivo, os biopeptideos ingeridos devem atingir seus sitios-
alvo no interior do trato intestinal ou em &rgdos periféricos especificos apds a absorcdo
(MADUREIRA et al., 2010).

Muitos trabalhos tém sido realizados na obtencdo de biopeptideos derivados de
leite e seus subprodutos (KORHONEN, 2009; MADUREIRA et al., 2010). Neste sentido, séo
investigados sistemas de producdo com emprego de enzimas como a pepsina, tripsina e
peptidases da mucosa intestinal para a producao de peptideos bioativos. Estes sistemas visam
garantir a producédo de peptideos que sejam resistentes a digestdo fisioldgica (KORHONEN,
2009). Porém, ha poucos estudos que investigam o potencial uso de peptideos biologicamente

ativos provenientes de outras fontes naturais.

O emprego de biopeptideos derivados de hidrolisados de proteina alimentar
apresentam vantagens aos obtidos de outras fontes, pois sdo alternativas mais seguras em
relacdo aos antioxidantes sintéticos. Além disso, podem atuar sinergicamente com 0S

antioxidantes ndo peptidicos, melhorando o efeito protetor (POWER et al., 2013).

3.5 Biopolimeros

Novas alternativas vém sendo estudadas para contornar o problema do descarte de
plasticos no meio ambiente. Além de causar grande poluicdo ambiental, os plasticos de
origem petroquimica vém sendo repensados, uma vez que ha previsdo de esgotamento de
reservas de petroleo. Neste sentido, 0 uso de materiais biodegradaveis representa alternativa
para a reducdo do problema. Estes novos materiais apresentam as mesmas propriedades que
os plasticos convencionais, com a vantagem de serem completamente biodegradaveis quando
descartados no meio ambiente (DALCANTON, 2006).

As macromoléculas poliméricas sdo formadas pela unido de unidades
fundamentais repetidas que originam longas cadeias. O tamanho das cadeias formadas,
principalmente de atomos de carbono, € o principal aspecto que confere a este grupo
caracteristicas que o diferencia de outras macromoléculas (OREFICE et al., 2012).

O poli-e-caprolactona (PCL) € um polimero da familia dos poliésteres alifaticos,
sintético que é de grande interesse devido suas propriedades mecanicas e de

biodegradabilidade. Este polimero tem sido estudado como material para aplicacdo na area
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biomédica, engenharia de tecidos, e, sistemas de liberacdo de fa&rmacos e como embalagens
para alimentos, uma vez que é aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration)
considerado como seguro para utilizacdo em humanos (KIM; KIM, 2014; SANTOS, 2011,
TAKALA et al., 2013). O PCL apresenta propriedades termoplasticas e reoldgicas favoraveis
de processabilidade como temperatura de fusdo (55 a 60°C), transicdo vitrea (-60°C),
degradacdo a 350°C, cristalinidade em torno de 50% e solubilidade em diversos solventes
organicos (PATRICIO et al., 2014; WU et al., 2014; SANTOS, 2011).

Estudos recentes mostram a utilizagdo de PCL como material para
desenvolvimento de filmes com aplicacdo em embalagens alimenticias. Diversos métodos
como extrusdo, casting e electrospinning sdo empregados para formacao de filmes formados
por blendas de PCL com outros biopolimeros com inser¢do de compostos ativos (TAKALA et
al.,, 2013; ALIX et al., 2013; GAUTAM; DINDA; MISHRA, 2013). Estes estudos
demonstram que o PCL apresenta propriedades mecanicas e térmicas favoraveis para

aplicacdo na area de embalagens além de serem biodegradaveis.

3.6 Nanotecnologia

A nanotecnologia é uma area emergente de pesquisa devido ao seu potencial de
aplicacdo nas mais diversas areas industriais. O Brasil desde 2001, por meio da Iniciativa
Brasileira em Nanotecnologia, vem desenvolvendo pesquisas por todo pais vinculadas a
instituicbes de ensino e pesquisa. A utilizacdo de materiais em escala nanométrica tem
revolucionado o conhecimento sobre as propriedades e comportamentos dos materiais, pois

sdo geralmente diferentes dos materiais em escala macroscopica (DURAN et al., 2006).

A nanotecnologia compreende um dominio entre 0,1 a 1000 nm, regido onde as
propriedades do material sdo determinadas e podem ser controladas. O setor comercial tem
apresentado flexibilidade tais como considerar nano medidas de 300 a 500 nm, o qual para
comunidade académica seria sub-microtecnologia (DURAN et al., 2006; MORAIS, 2008). A
nanotecnologia € uma area extremamente interdisciplinar, uma vez que baseia-se nos mais
diversos tipos de materiais nanoestruturados (polimeros, semicondutores, compositos e
biomateriais), com a finalidade de formar nanoparticulas, nanotubos e nanofibras, que por sua
vez sdo formadas a partir de &tomos e moléculas. Nanofibras poliméricas sdo sistemas com
potencial aplicagdo em diversas areas de alimentos, engenharia de tecidos, biomedica e

farmacéutica.
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Na industria de alimentos a nanotecnologia tem sido utilizada no desenvolvimento
e modificacdo de embalagens, compostos com propriedades funcionais e antioxidantes que
sejam melhor absorvidas pelo organismo humano (NEO et al., 2013; ). O numero de estudos e
métodos para obtencao desses sistemas tem aumentado consideravelmente. Dentre os métodos
encontram- se drawing, template synthesis, separacdo por fases e self-assembly que s&o
eficientes na obtencdo de nanofibras, porém o aumento de escala para aplicacdo industrial é
um fator limitante no desenvolvimento de produtos. A técnica de obtencdo de nanofibras por
electrospinning pode produzir estruturas com fibras longas e continuas com as matrizes
dependentes do tamanho do coletor permitindo aumento da escala de producédo (STEFFENS
etal., 2012).

3.6.1 Electrospinning

A técnica de producdo de nanofibras por electrospinning € uma das mais
difundidas e os principais poliésteres alifaticos empregados para o desenvolvimento de
sistemas nanoestruturados sdo os homopolimeros poli-hidroxialcanoatos (PHA), poli-¢-
caprolactona (PCL), &cido poli-lactico (PLA) e glicélico (PGA) e seus copolimeros (PLGA)
(DURAN et al., 2006).

Electrospinning é um processo simples e direto que envolve a aplicacdo de um
forte campo eletrostatico sobre uma solucdo polimérica contida em uma seringa e alimentada
a partir de um capilar que produz um jato em direcdo ao coletor aterrado. A diferenca de
potencial elétrico formado permite que o jato da fibra seja alongado permitindo a evaporagdo
do solvente (NEO et al., 2013; FERNANDES et al.,2014).

O equipamento (Figura 1) para obtencdo de nanofibras possui facil controle no
dimensionamento das fibras, reprodutibilidade e permite aumento de escala. Alguns pontos
como instabilidade do jato, uniformidade de deposicdo das fibras no coletor ainda sdo
limitantes no processo (RAMAKRISHNA et al., 2005).
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FIGURA 1 - Esquema do equipamento do processo de electrospinning.

Solucio
; polimérica
Capilar

Alta tensio

Nesta técnica é importante que seja utilizado o solvente adequado para dissolver o
polimero, além disso, o solvente deve ser volatil para que as fibras mantenham sua
integridade. A viscosidade e a superficie de tensdo do solvente ndo devem ser muito altas,
permitindo que a solucdo do polimero seja ejetada livremente, e deve-se fornecer energia
suficiente para vencer a tensao superficial na ponta do capilar e assim ocorrer o0 alongamento
da fibra (RAMAKRISHNA et al., 2005).

Os parametros relacionados com a solugdo polimérica mais importante sdo a
massa molecular do polimero, concentracdo, condutividade e viscosidade das solugdes. O
aumento da viscosidade torna a resisténcia ao fluxo de fusdo maior e pode limitar a
capacidade de extrusdo do polimero. Além disso, a viscosidade influencia na capacidade de
atracdo eletrostatica do jato polimérico, bem como a morfologia e dimens&o das nanofibras.
Uma vez adequado estes parametros, as condi¢cdes do equipamento como distancia do capilar
ao coletor e tensdo de electrospinning permitem o controle sobre o diametro na formacéo das
nanofibras (BROWN et al., 2014; WU et al.,2014).

Os fatores ambientais como temperatura e umidade apresentam influéncia sobre
as caracteristicas das nanofibras formadas. A temperatura da solucdo atua na taxa de
evaporacéo do solvente e na reducdo da viscosidade da solucdo. O aumento da mobilidade das
moléculas do polimero, devido ao aumento da temperatura também proporciona elevado
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alongamento da solugdo (RAMAKRISHNA et al., 2005). Sob alta umidade relativa pode
ocorrer a condensacdo de agua e a formagdo de poros na superficie das nanofibras. Como
consequéncia, isto pode influenciar na forma e uniformidade das nanofibras (MORAIS,
2008).

As nanofibras produzidas por electospinning apresentam propriedades tais como
area de superficie elevada em relacdo ao volume e sdo promissoras para adi¢cdo de compostos
antioxidantes e antimicrobianos (WU et al., 2014; NEO et al.,, 2013b). O processo de
electrospinning possibilita novas perspectivas para o desenvolvimento de materiais
nanoestruturados com propriedades melhoradas. As nanofibras podem ser aplicadas como
materiais que ficam em contato direto com alimentos. As aplicacdes consistem em
embalagens de alimentos e auxiliam na manutencdo dos produtos durante a transformacéo,

transporte e armazenamento de produtos (NEO et al., 2013).

3.6.2 Aplicacdo de embalagens ativas formadas por nanofibras poliméricas

Sistemas de embalagens convencionais possuem importante papel na conservagédo
de alimentos até chegar ao consumo final atuando como barreira passiva e na contencdo dos
alimentos. Embalagens ativas tém sido extensamente investigadas para conservacdo de
alimentos por conter compostos ativos, como antioxidantes e antimicrobianos que conferem
melhorias e auxiliam no aumento de vida de prateleira de produtos alimenticios (AZEREDO,
2013; ALIX et al.,2013) .

A érea da nanotecnologia que tem apresentado maior crescimento e investimento
em pesquisas € a de embalagens para alimentos. Em 2014, cerca de 7,3 bilhdes de dolares
foram gastos em pesquisa e desenvolvimento de embalagens nanotecnoldgicas. Este fato esta
ligado a aceitagdo do consumidor em utilizar a nanotecnologia fora do alimento do que ingerir
diretamente nanoparticulas (DUNCAN, 2011). A utilizacdo de nanomateriais, como
nanofibras para producdo de embalagens alimenticias, tem inferido melhorias no desempenho
e nas propriedades de barreiras e bioativas dos sistemas pelo aumento da area superficial
garantindo a manutencédo da qualidade do produto (RHIM; PARK; HA, 2013).

Diversos sistemas de nanocompdsitos tém sido estudados para aplicagdo como
embalagens de alimentos. Neo et al. (2013) estudaram o desenvolvimento de nanofibras de
zeina com inser¢do de &cido galico de grau alimenticio. Os autores constataram que as

nanofibras obtidas sdo desejaveis para aplicacdo como embalagens para alimentos.
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Dheraprasart et al. (2009) avaliaram caracteristicas morfolégicas e
antimicrobianas de nisina adicionada a nanofibras de gelatina para controle de crescimento

microbiano e potencial aplicacdo em embalagens.

3.7 Oxidacado lipidica de produtos carneos

Os lipideos tem papel determinante na aceitacdo da carne, uma vez que a
concentragdo e a composicdo influenciam nas propriedades sensoriais. O maior teor de
lipideos esta no musculo e varia entre 1,5 e 13%. A fragdo de lipideos poli-insaturados € um
dos principais alvos da oxidacéo (PINO, 2005).

A oxidacao lipidica é um dos principais processos de degradacdo em alimentos
que resultam na perda da qualidade. Além de alterac6es na cor do produto a oxidacéo lipidica
altera o sabor de produtos carneos. Essas alteracbes geram produtos indesejaveis do ponto de
vista sensorial e destroi vitaminas lipossolUveis e acidos graxos essenciais (OSAWA et al.,
2005; PINO, 2005). Além disso, reduzem a suculéncia e firmeza da carne tendo baixa

aceitabilidade.

A rancidez oxidativa ocorre por acdo de enzimas lipoxigenases ou ndo enzimatica
que incluem foto-oxidacao e auto-oxidacdo. A oxidacdo lipidica é uma reacdo que envolve
trés estagios de iniciacdo, propagacdo e terminacgdo. A iniciacdo ocorre quando um atomo de
hidrogénio é retirado de uma molécula de &cido graxo para formar um radical livre. A
propagacao envolve a reacdo do radical livre com o oxigénio para formar um radical peréxido
que captura um hidrogénio de outro acido graxo insaturado e ocorre uma reacdo em cadeia. A
terminacdo ocorre a formacdo de produtos estdveis da reacdo entre radicais livres
(DOMINGUES, 2008).

Para que seja evitada a formacdo desses processos oxidativos diversos estudos
demonstram que a utilizacdo de compostos antioxidantes retarda a degradacdo, rancidez e
perda de cor decorridos da auto-oxidacdo. Os antioxidantes protegem os tecidos contra 0S
efeitos das espécies reativas ao oxigénio. Esses compostos promovem a remocao e inativacao
dos radicais livres formados durante as etapas de iniciacdo e propagacdo da reacdo, doando
atomos de hidrogénio e interrompendo a reacdo em cadeia (PEREIRA, 2009). Os sistemas de
acondicionamento e embalagens bioativas resultam em bom aspecto visual ao produto, além
de aumento na vida de prateleira pela presenca de compostos antioxidantes que auxiliam na
manutenc¢éo da qualidade (DOMINGUES, 2008).



CAPITULO Il



30

4 DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO

O presente trabalho foi desenvolvido em duas etapas, em que a primeira consistiu
na obtencdo de biopeptideos por processo de hidrolise enzimética e avaliacdo da capacidade
antioxidante desses compostos. A melhor condigédo obtida nesta primeira etapa foi empregada
para realizacdo da segunda etapa baseada no desenvolvimento de uma embalagem ativa por
meio da insercdo de biopeptideos na matriz de nanofibras. Essa embalagem foi avaliada para
conservacdo de cortes de carne de frango devido aos processos oxidativos e de degradacao
durante o armazenamento. Cada etapa deste trabalho gerou um artigo que sera submetido a

publicacdo em periddicos internacionais da area.

ARTIGO 1: BIOPEPTIDEOS DE ORIGEM MICROALGAL COM ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE OBTIDOS POR HIDROLISE ENZIMATICA.

ARTIGO 2: BIOPEPTIDEOS DE ORIGEM MICROALGAL APLICADO EM
NANOFIBRAS PARA DESENVOLVIMENTO DE EMBALAGENS ATIVAS.
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ARTIGO 1: BIOPEPTIDEOS DE ORIGEM MICROALGAL COM ATIVIDADE

ANTIOXIDANTE OBTIDOS POR HIDROLISE ENZIMATICA

RESUMO

A biomassa microalgal tem sido aplicada na producdo de alimentos para enriquecimento
nutricional devido ao alto conteudo proteico. Além disso, tem sido investigada como fonte de
biopeptideos que podem ser obtidos por hidrélise, uma vez que encontram-se inativos na
molécula proteica. O trabalho teve como objetivo a obtencdo de biopeptideos de biomassa de
Spirulina sp. LEB 18 por hidrélise enzimatica. O grau de hidrdlise (GH) foi determinado por
meio de delineamento composto central (DCC) 22 com ponto central para avaliacdo das
varidveis atividade enzimatica e concentracdo de proteina. A hidrélise foi realizada com
enzima Protemax 580L em tempo fixo de 240 min, pH 9,5, temperatura de 60°C e agitacdo de
180 rpm. A cinética de hidrdlise foi realizada para avaliar o aumento do GH das proteinas. A
presenca de biopeptideos foi avaliada por eletroforese e cromatografia em camada delgada
(CCD) enguanto a atividade antioxidante foi investigada pelos métodos DPPH, ABTS e poder
redutor. O DCC resultou em GH de 58,1% e a cinética de hidrélise com tempo final de 420
min resultou em GH de 60,9£0,3%. A eletroforese indicou a presenca de fragmentos proteicos
apenas nos hidrolisados proteicos devido, provavelmente, a presenca de biopeptideos de baixa
massa molecular. Com a CCD permitiu a detec¢do de biopeptideos em todas as amostras
revelando os biopeptideos de baixa massa molecular. A capacidade antioxidante dos
biopeptideos foi maior que a biomassa ndo hidrolisada de Spirulina sp. LEB 18. Assim, a
biomassa microalgal pode ser fonte promissora de compostos para aplicacdo na area
alimenticia.

Palavras-chave: antioxidantes, biopeptideos, hidrélise enzimatica, Spirulina sp. LEB 18.

MICROALGAL SOURCE OF BIOPEPTIDES WITH ANTIOXIDANT ACTIVITY
OBTAINED BY ENZYMATIC HYDROLYSIS

ABSTRACT

The microalgal biomass has been applied in food production for nutritional enrichment due to
the high protein content. Moreover, it has been investigated as a source of biopeptide that can
be obtained by enzymatic hydrolysis, these shorts compounds are inactive in the protein. The
aim of this study were to obtain biopeptides by enzymatic hydrolysis from biomass of
Spirulina sp. LEB 18The degree of hydrolysis (DH) was determined using a central
composite design (DCC) 22 with the central point for evaluation of variables enzyme activity
and protein concentration. The hydrolysis was performed using enzyme Protemax 580L at
fixed time 240 min, pH 9.5, 60 ° C and agitation of 180 rpm. The hydrolysis kinetics were
performed to evaluate the increase in degree of hydrolysis of proteins. The presence of
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biopeptides was evaluated by electrophoresis and thin layer chromatography as the
antioxidant activity was investigated by methods DPPH, ABTS and reducing power. DCC
presented degree of hydrolysis of 58.1% and the hydrolysis kinetics of the end time of 420
min resulted in 60.9+0.3%. The electrophoresis ndicated the presence of protein fragments
only in protein hydrolysates, probably due to the presence of low molecular weight
biopeptides. With the thin layer chromatography allowed the detection of biopeptides in all
samples revealing the low molecular weight biopeptides. The antioxidant capacity of
biopeptides was higher than the non-hydrolysed biomass of Spirulina sp. 18 LEB. The
microalgal biomass can be a promising source of compounds for application in the food
industry.

Keywords: antioxidants, biopeptides, enzymatic hydrolysis, Spirulina sp. LEB 18.

1 INTRODUCAO

A biotecnologia microalgal tem sido extensamente difundida devido ao potencial
de obtencdo de compostos a partir da biomassa produzida nos cultivos desses micro-
organismos. A Spirulina é uma cianobactéria filamentosa que pode conter elevado conteido
proteico 0 que a torna de interesse pelo potencial de extracdo de compostos como
biopeptideos. Estes fragmentos de proteina contém de 3 a 20 residuos de aminoéacidos e sua
atividade ¢é baseada na composicdo e sequéncia que se encontram organizados. Estas cadeias
curtas de aminoacidos estdo inativas dentro da molécula de proteina e podem ser liberados por
meio de hidrolise (CIAN; MARTINEZ-AUGUSTIN; DRAGO, 2012; GARCIA;
FERNANDEZ; SEVILLA, 2012; COSTA; MORAIS, 2014).

O processo de hidrélise proteica por meio de acdo enzimatica permite a obtencédo
de hidrolisados de baixa massa molecular. A hidrolise enzimatica de proteinas apresenta
vantagens frente a hidrélise por via quimica como especificidade, controle do grau de
hidrolise e manutencdo da atividade dos produtos gerados (NELSON; COX, 2011,
KHANTAPHANT; BENJAKUL, 2008).

Os biopeptideos obtidos pela hidrélise apresentam funcGes de protecdo e
melhoramento da saude. Os biopeptideos de fontes naturais podem ser utilizados como
suplementos nutricionais e nutricosméticos pelas propriedades fisioldgicas como agéo
antimicrobiana, antitumoral, anti-inflamatéria e antioxidante. A utilizacdo de antioxidantes
sinteticos tem sido avaliada devido aos efeitos carcinogénicos ao organismo quando

adicionados aos alimentos. O crescente mercado busca compostos antioxidantes obtidos de
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fontes menos convencionais e economicamente viaveis como as microalgas (GUEDES et al.,
2013; SHANAB et al., 2012).

A busca de compostos com atividade antioxidante tem sido investigada em
hidrolisados proteicos e biopeptideos de diferentes fontes como carnes, pescado, leite, ovos,
grdos e mais recentemente de biomassa microalgal obtidos por hidrolise enzimatica. Por
serem obtidos de fonte alimentar, os antioxidantes naturais sdo considerados mais seguros
para consumo humano (XIA et al., 2012; MEMARPOOR-YAZDI; ASOODEH; CHAMANI,
2012; HOU et al., 2012; GARCIA; FERNANDEZ; SEVILLA, 2012).

O conteudo proteico de biomassa microalgal apresenta boas propriedades de
digestibilidade e solubilidade, porém perdem em qualidade comparada as fontes proteicas
convencionais. A extracdo de biopeptideos de fonte microalgal permite obtencdo de
compostos de alto valor agregado e ndo compeptitivos com as fontes proteicas destinadas a
alimentacdo humana. Os biopeptideos com atividade antioxidante tem potencial aplicacdo em
embalagens pela liberacdo de compostos ativos ao produto para reducdo dos processos
oxidativos visando a conservacdo de alimentos. No entanto, existem poucos estudos sobre a
obtencdo e capacidade antioxidante de biopeptideos de fonte microalgal a partir de hidrolise
enzimatica (SHANAB et al., 2012; CIAN; MARTINEZ-AUGUSTIN; DRAGO, 2012). O
objetivo deste estudo foi avaliar o processo de hidrolise enzimatica da biomassa de Spirulina

sp. LEB 18 para obtencéao de biopeptideos com potencial atividade antioxidante.
2 MATERIAL E METODOS

2.1 Microalga

No desenvolvimento deste trabalho foi utilizada a biomassa da microalga
Spirulina sp. LEB 18 obtida da planta piloto do Laboratério de Engenharia Bioguimica,
localizada na cidade de Santa Vitoria do Palmar, Rio Grande do Sul. Esta microalga foi
isolada da Lagoa Mangueira (33° 30’ 13°” S e 53° 08’ 59°” W) localizada no sul do Brasil
entre o Oceano Atlantico e a Lagoa Mirim. A planta piloto de Santa Vitdria do Palmar possui
3 biorreatores tipo raceway de 10.000 L cada (MORAIS et al., 2009). O meio de cultivo
original Zarrouk (ZARROUK, 1966), que contém (g.L™): NaHCOs;, 16,8; NaNOs, 2,5;
K,HPO,, 0,5; K;SO4, 1,0; NaCl, 1,0; Mg.S0O,.7H,0, 0,2; CaCl,, 0,04; FeSO,4.7H,0, 0,01;
EDTA, 0,08 e micronutrientes foi utilizado para o cultivo e obtencdo de biomassa de

Spirulina.
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A biomassa foi concentrada em prensa hidraulica e submetida a secagem em
estufa na temperatura de 50°C. A biomassa foi moida em moinho de bolas (Modelo Q298,
QUIMIS) e fracionada por peneirador vibratério. A peneira granulométrica utilizada para
selecionar a fracdo de biomassa apresenta malha ABNT/ Tyler 60 com abertura de 250 mm. A

biomassa foi armazenada sob congelamento a -18°C.

2.2 Determinacgéo da composicéo proximal da biomassa de Spirulina sp. LEB 18

A composicdo de proteina total, cinzas e umidade foram determinadas segundo
métodos descritos pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2005). O teor de
proteinas da biomassa foi quantificado pela determinacdo de nitrogénio total por micro-
Kjeldahl com fator de conversao 6,25. As analises de cinzas e umidade foram conduzidas por
método gravimétrico em temperaturas de 550-600°C e 105°C até massa constante,

respectivamente.

O teor de carboidratos e lipideos foi definido pelos métodos de Dubois et al.
(1956) e Folch, Lees e Stanley (1957), respectivamente. A determinacdo dos carboidratos
baseia-se na reacdo dos aclcares incluindo metil ésteres com fenol em meio acido produzindo
compostos de coloracdo amarelo-alaranjado com absorcdo em 488 nm. Os lipideos foram
determinados por processo de extracdo com mistura de cloroférmio:metanol (2:1), purificado
com 0,88% de KCI e apds metanol:agua (2:1). O solvente foi evaporado em rota evaporador

(QUIMIS), o contetdo seco a 50°C e o percentual determinado por gravimetria direta.

2.3 Atividade enziméatica da Protemax 580 L

A determinacdo da atividade enzimatica de protease foi realizada segundo método
de Ma et al. (2007) com modificacOes. As adaptacbes empregadas na metodologia foram a
albumina como substrato da reagdo, o tamp#o bicarbonato-carbonato de sédio 0,2 mol.L™ (pH
9,5) adaptado para a enzima deste trabalho e a velocidade da centrifugagéo (3975 x g). O
método consistiu na determinacéo da quantidade de tirosina removida da proteina, ou mistura

de proteinas, utilizadas como substrato.

A reacdo entre a enzima Protemax 580 L e albumina 0,5% (m/v) solubilizada em
tampdo bicarbonato carbonato de sodio pH 9,5, foi conduzida a 60°C por 30 min. A proporgéo
enzima:substrato (1:200) foi empregada na reacdo. Antes do inicio da reagdo, as solucbes
foram pré-incubadas a 60°C. A reacdo foi inativada pela adicdo de 2 mL de 4cido

tricloroacético (TCA) 10% (m/v). Apds remocdo do precipitado (3975 x g por 10 min, 4°C), o
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contetido de tirosina do sobrenadante foi determinado por método colorimétrico utilizando o
reagente de Folin-Ciocalteu (LOWRY et al., 1951). Uma unidade de atividade enzimética foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 pg de tirosina por minuto de
reacdo. A atividade enzimatica especifica foi determinada considerando o conteido proteico
(U.mg™). O contetido de proteina foi determinado pelo método de Lowry et al. (1951)

utilizando albumina bovina como padré&o.

2.4 Delineamento Composto Central (DCC?)

O delineamento composto central (DCC) foi utilizado para avaliar o grau de
hidrolise tendo como varidveis: atividade enzimatica e concentracdo de substrato. A
concentracdo de proteina variou entre 3 e 5% enquanto que a atividade enzimatica:volume de
reator variou entre 3 e 7 U.mL™. A Tabela 2 apresenta a matriz do DCC 22 com os valores
codificados e reais para as variaveis. A resposta avaliada foi o grau de hidrolise (GH) para as

reacoes.

Apbs a obtencdo dos resultados do DCC, foi realizada a cinética enzimatica da
melhor condicdo do delineamento experimental para a resposta grau de hidrolise, a fim de
avaliar o tempo necessario para obter maior valor de grau de hidrdlise. Em intervalos de
tempo de 5 min até 30 min, de 10 min até 60 min, 30 min até 120 min e 40 min até 420 min
de reacdo foram retiradas aliquotas para quantificacdo do contetido proteico. Aliquotas de 1
mL da reacdo, as quais foram inativadas pela adicdo de 9 mL de solucdo de &cido
tricloroacético (TCA) 6,25% (m/v) e mantidas em repouso por 10 min. Posteriormente as
aliquotas foram centrifugadas por 5 min a 3975 x g para remocdao do material insoltvel
precipitado pelo TCA. As proteinas soluveis presentes no sobrenadante foram quantificadas

pelo método de Lowry et al. (1951), utilizando albumina como padréo.

2.5. Hidrdlise proteica da biomassa de Spirulina sp. LEB 18

A hidrdlise proteica da biomassa da microalga foi realizada utilizando enzima
comercial Protemax 580 L gentilmente cedida pela empresa Prozyn (S&o Paulo). Essa enzima
é classificada como uma serino-endopeptidase de origem bacteriana (cepa de Bacillus
licheniformis), apresentando pH e temperatura 6timos de 9,5 e 60°C, respectivamente. A

escolha por essa enzima baseou-se nos resultados do estudo desenvolvido por Lisboa (2013).

A hidrolise proteica foi realizada em erlenmeyer utilizando 100 mL da biomassa

dissolvida em tampéo bicarbonato carbonato de sédio pH 9,5. A enzima foi adicionada e a
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reacdo ocorreu sob agitacdo de 180 rpm a 60°C por tempo de 240 min. A reacédo final foi
inativada termicamente em banho de 85°C por 10 min.

O volume de 1 mL da reacédo foi retirado do reator e inativado pela adigdo de 9
mL de solucdo de acido tricloroacético (TCA) 6,25% (m/v) e mantido em repouso por 10 min.
Ap0s, foi centrifugado por 5 min a 3975 x g para remoc¢do do material insoltvel precipitado
pelo TCA. O conteudo do sobrenadante foi quantificado pelo método de Lowry et al. (1951),

utilizando albumina como padréo a fim de quantificar proteina soltvel.

A protedlise foi avaliada pelo GH segundo a quantidade de proteina soltvel,
conforme método descrito por Hoyle e Merrit (1994). A medida (Equacdo 1) foi expressa
segundo a relacdo da quantidade de proteinas totais presentes no substrato, determinadas pelo
método de Kjeldahl (AOAC, 2005) e a quantidade de proteinas solUveis, determinada pelo
método de Lowry et al. (1951) utilizando albumina como padrao.

(PStf— PSto)
t

%GH = x 100 1)

em que o branco (PSy), corresponde a quantidade de proteina sollvel antes da
adicdo da enzima; PSy a quantidade de proteina solivel em determinado tempo apés a adicao
da enzima e P; a quantidade de proteina total na amostra determinada por micro-Kjeldahl (N x
6,25).

2.6 Fracionamento dos hidrolisados proteicos

As solugdes contendo os hidrolisados proteicos foram filtradas utilizando
membranas (LISBOA, 2013). Primeiramente, as amostras foram centrifugadas por 10 min a
5000 rpm, e o sobrenadante filtrado em membrana qualitativa e 0,45 um (Millipore®).
Posteriormente, a fracdo obtida dessa primeira etapa de filtragdo foi submetida a filtracdo por
membrana de 0,2 pm (Millipore®) e por fim em membrana de 0,1 um (Millipore®).

A fracdo obtida desta ultima etapa foi aplicada em coluna vertical com porosidade
10 kDa (Amicon® 10K, Ultra 0.5 Centrifugal Filters, Millipore®). Apés este processo, 0s

filtrados obtidos foram armazenados sob congelamento -18°C para posterior analise.
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2.7 Analise dos biopeptideos de origem microalgal

2.7.1 Eletroforese

Biomassa de Spirulina sp. LEB 18, hidrolisados proteicos e os filtrados foram
avaliados por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) em condi¢6es desnaturantes
(LAEMMLI, 1970). Uma amostra de 20 pg de proteina (Lowry et al., 1951) foi misturada
com o tampéo de amostra e fervidos (100°C) por 5 min antes da aplicacdo nos geis. Os geis de
separacdo utilizados foram de 15 ou 20% e empilhamento de 5%, respectivamente
(APENDICE 1). A corrida eletroforética foi realizada a 120 V por aproximadamente 150 min
em BIO-RAD Mini-PROTEAN® Tetra Cell. O gel foi corado com solucdo de Coomassie
Brilliant Blue G-250 e também com nitrato de prata. O nitrato de prata apresenta maior

sensibilidade na deteccdo de fragmentos de proteinas.

2.7.2 Cromatografia em camada delgada (CCD)

As amostras (biomassa de Spirulina sp. LEB 18, hidrolisados proteicos e
fracionados em membranas) foram avaliadas por cromatografia em camada delgada (CCD),
(Kieselgel 60 GF254, 0.2 mm, Merck, Germany). As fases eluentes testadas foram butanol:
acido acético: agua [7:2,5:0,7] (v:v:v), acetato de etila:metanol:agua [6:3:1] (v:v:v) e butanol:
acido acético: agua [4:1:1] (v:v:v). As placas foram visualizadas em luz ultravioleta (254 e
365 nm) e solucdo de ninhidrina foi utilizada para deteccdo de aminas e aminoacidos
(WAGNER; BLADT, 1996). A fase eluente butanol: acido acético: agua [4:1:1] (v:iviv)
apresentou melhor anélise e esta apresentada neste trabalho.

2.8 Atividade antioxidante de biopeptideos extraidos da biomassa de Spirulina sp. LEB
18

A atividade antioxidante da biomassa de Spirulina sp. LEB 18, hidrolisados e
filtrados foi realizada pela avaliagdo da capacidade de sequestro do radical livre DPPH,

captura do radical livre ABTS e poder redutor, 0s quais se baseiam em diferentes principios.

O método de capacidade de sequestro do radical livre DPPH 2,2-difenil-1-picril-
hidrazol (DPPH) utilizado foi descrito por Brand-Williams et al. (1995). O DPPH ¢
solubilizado em solvente organico e colocado em reacdo com o extrato. A medida é realizada
pela variacdo da absorbancia em A=515 nm e determinada em percentual de inibi¢cdo (Equacao
2). As amostras de biomassa, hidrolisados e filtrados em membranas foram preparadas em

concentracédo de 5 mg.mL'l.
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A capacidade de captura do radical livre ABTS foi determinada conforme Rufino
et al. (2007). A capacidade antioxidante é avaliada pela reducdo da coloracdo verde do radical
ABTS. As amostras de biomassa, hidrolisados e filtrados em membranas foram preparadas
em concentracdo de 10 mg.mL™. As medidas foram expressas em percentual de inibicéo

(Equacéo 2).

Ly~ ABS — ABS,
% Inlbl(;ao — ( branco amostra) x100 (2)
ABSpranco

O poder redutor foi determinado segundo método adaptado de Wu, Chen e Shiau
(2003). As amostras de biomassa, hidrolisados e filtrados em membranas foram preparadas
em concentragdo de 10 mg.mL™. O aumento da absorbancia indica maior potencial redutor da

amostra e a leitura é realizada em espectrofotémetro em 700 nm.

2.9 Analise estatistica

Os experimentos foram realizados em trés repeticdes independentes. As analises
foram executadas em triplicata e os resultados foram avaliados por analise de variancia
(ANOVA). As médias comparadas pelo teste de Tukey a um nivel de 5% de significancia. O

DCC foi avaliado estatisticamente a um nivel de confianca de 90%.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A composicdo proximal da biomassa apresentou 24,9+0,4% (m/m) de
carboidratos, cinzas e lipideos 17,6+0,0% (m/m) e 7,8+0,4% (m/m), respectivamente. O
elevado conteudo de proteinas da biomassa de algumas microalgas é o principal motivo pela
busca dessas fontes proteicas ndo convencionais para extracdo dos compostos de interesse
como peptideos bioativos. A biomassa utilizada neste trabalhno mesmo nédo sendo cultivada em
condi¢bes que estimulem a sintese proteica apresentou contetdo elevado de 46,2+1,1%

(m/m).

Segundo Morais et al. (2009) a producdo em larga escala de biomassa de
Spirulina sp. LEB 18 depende de fatores como luz, nutrientes e temperatura, 0s quais
influenciam a quantidade e composicao da biomassa produzida. O contetdo proteico pode ser
incrementado alternando as condic6es de cultivo. O cultivo foi proveniente do més de janeiro

de 2014 e o biorreator ndo possui controle nos parametros de processo. O culivo exposto a
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temperaturas elevadas e maior periodo de luminosidade pode ter ocorrido a limitagdo na

producdo de proteinas.

A partir do conteddo de proteinas determinado por micro-Kjeldahl foi a
quantificada a massa de microalga necessaria para obtencao das condi¢cfes de concentracdo de
proteinas empregadas no DCC (Tabela 1). Os valores de grau de hidrélise (GH) obtidos no
delineamento experimental apresentaram variagéo entre 40,3% e 58,1% nos ensaios do DCC.
A influéncia das varidveis do processo: atividade enzimética (U.mL™) e concentracdo de
proteina (m/v) foram avaliadas frente & resposta GH a um nivel de confianca de 90%.

TABELA 1 — Matriz do delineamento composto central (2%) com valores codificados e reais e

a resposta grau de hidrdlise das proeteinas de biomassa de Spirulina sp. LEB 18.

Ensaio Atividade enzimética Concentracao de Grau de
da protease (U.mL™) proteina (%o) hidrélise (%)
1 -1(3) -1(3) 58,1
2 1(7) -1(3) 47,3
3 -1(3) 1(5) 39,7
4 1(7) 1(5) 40,3
5 0 (5) 0 (4) 45,2
6 0 (5) 0 (4) 42,2
7 0 (5) 0 (4) 44,2

O maior valor para o grau de hidrélise (58,1%) foi obtido no ensaio com atividade
enzimatica de 3 U.mL™ e concentracdo de proteina de 3% (m/v) por 240 min. Os niveis
inferiores da matriz do DCC apresentaram melhor resposta ao grau de hidrolise
provavelmente devido a menor massa de Spirulina sp. LEB 18 presente na solucéo facilitando
a acdo catalitica da protease sobre os grupamentos serina da cadeia proteica da biomassa.
Além disso, observou-se que a medida que aumentou a concentracdo de proteina microalgal

houve reducdo no GH independentemente da atividade enzimatica.

No processo de hidrdlise enzimatica ha a formacéo de complexo enzima:substrato
(E:S) com maior velocidade nos instantes iniciais da reagédo. Isto se da pela disponibilidade

das moléculas proteicas para ligarem-se aos sitios ativos das enzimas. Quando ha excesso na
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concentracdo de proteina ocorre reducdo na velocidade da reacdo e a inibicdo do GH. O
excesso de substrato resulta na competicdo das moléculas proteicas em se ligar ao sitio ativo
da enzima reduzindo a velocidade de formacédo de produto (WHITAKER, 1994; NELSON;
COX, 2011). Desta forma, a relacdo adequada entre enzima e substrato favorece o processo de

hidrélise proteica.

Os valores de GH da microalga Spirulina sp. LEB 18 estdo de acordo com
estudos realizados com outros organismos marinhos. No estudo de Cian, Martinez-Augustin e
Drago (2012), os autores obtiveram valores de GH entre 43,5% e 64,3% para obtengdo de
biopeptideos de alga vermelha Porphyra columbina empregando alcalase e tripsina. Os
biopeptideos apresentaram baixa massa molecular com valores entre 0,5 e 12,5 kDa.
Aminoécidos como alanina, acido glutamico e aspartico foram identificados nos hidrolisados

e apresentaram atividade anti-hipertensiva.

Sheih, Wu e Fang (2009) utilizando pepsina para hidrélise de residuos de algas
obtiveram GH de 48,3% apds 15h de reacdo. Os autores descreveram que a hidrdlise foi
necessaria para liberar os biopeptideos antioxidantes que se encontravam inativos na molécula
proteica de residuo de Chlorella vulgaris. Além disso, os autores sugeriram que a atividade
dos hidrolisados foi devido a diferentes sequéncias de biopeptideos.

Estudo realizado por Lisboa (2013) avaliou a acdo da enzima Protemax 580 L
sobre a biomassa de Spirulina sp. LEB 18. O GH obtido neste estudo foi 55,3% nas condic¢des
10 U.mL™? (enzima: reator) e 5% (m/v) de proteina no tempo de reacdo de 240 min. Os
biopeptideos formados apresentaram atividade antioxidante e massa molecular entre 20 e
110 kDa.

No presente trabalho foi possivel obter hidrolisados proteicos com GH semelhante
a Lisboa (2013) com melhoria nas condi¢cdes de processo. As condi¢cBes do meio reacional
foram beneficiadas. O contetdo de enzima a ser adicionado no meio reacional bem como o

conteudo proteico foi reduzido e obtiveram-se valores superiores de GH proteico.

A diferenca na hidrélise enzimatica das proteinas de variadas fontes pode estar
intimamente ligada com a disponibilidade dos aminoécidos que compdem as proteinas e
devido a especificidade de atuacdo da enzima (ZAVAREZE, 2012).

Para avaliacdo e predicdo do modelo matematico foi realizado analise de variancia

(ANOVA), para o GH proteico da biomassa de Spirulina sp. LEB 18. A partir dos resultados
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avaliados a nivel de confianca de 90%, foi possivel observar que o valor do teste Fcaiculado fOI
14,46 e 2,68 vezes maior que Fpelado= 5,39 (p<0,10). Desta forma, o0 modelo proposto para o
DCC (Equacéo 3) foi gerado mantendo as variaveis atividade enzimética (AE) e concentracdo
de proteina (CP) e sua interacdo na resposta GH. O modelo apresentou coeficiente de

correlagdo aos dados experimentais de R?=0,94.

GH = 45,28 — 2,52AE — 6,37CP + 2,84AExCP 3)

em que: GH é o grau de hidr6lise das proteinas (%), AE a atividade enzimatica:volume reator
(U.mL™) e CP a concentracio de proteinas da biomassa microalgal (%, m/v).

A concentracdo de proteina foi a variavel que apresentou maior efeito sobre a
resposta GH. O incremento no nivel de CP teve efeito negativo no processo resultando na
reducdo de 12,7% do GH. A atividade enzimatica (AE) avaliada a 90% de confianca nédo
apresentou significancia para a resposta GH, porém foi mantida para obtengdo do modelo
matematico (p=0,11). Esta validacdo foi realizada devido a AE ser a variavel que fornece
atividade catalitica para a reacdo permitindo a clivagem das liga¢c6es peptidicas. O incremento
na AE reduziu em 5,0% a resposta GH. A interacdo das variaveis AE e CP foi significativa e
apresentou efeito positivo para a resposta GH (5,7%).

A partir do modelo matematico obtido foi gerada a superficie de contorno (Figura
1) e observa-se que o incremento nos niveis das variaveis AE e CP ndo favorece a obtencéo
de fragmentos proteicos com maior GH (p<0,10). Assim, as menores condicdes de AE e CP
foram favoraveis e reduzem os custos para obtencdo de hidrolisados com maior GH. A
concentracdo de substrato foi um dos principais fatores que influenciam a velocidade da
reacdo hidrolitica. Os ensaios com maior concentracdo de proteina contem maior quantidade
de biomassa 0 que aumentou o0 soluto no meio reacional afetando diretamente o processo

hidrolitico.
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FIGURA 1 - Superficie de contorno da resposta grau de hidrolise (%) com relacdo as
variaveis independentes atividade enzimética:volume reator (U.mL™) e concentracdo de

proteinas (%, m/v) para a biomassa de Spirulina sp. LEB 18.

Grau de Hidrolise (%)

Concentracao de Proteina (%)

Atividade Enziméatica (U.mL™)

A partir do resultado obtido no delineamento composto central foi realizada a
cinética de hidrolise enzimética para o ensaio que continha 3 % (m/v) de proteina e enzima 3

U.mL™ até o tempo final de 420 min a fim de avaliar melhora na resposta GH.

O interesse em obter hidrolisados proteicos com maior GH baseia-se na eficiéncia
da reacdo gerar fragmentos de proteinas de baixa massa molecular com propriedades
bioativas. O valor de GH obtido foi 60,9+0,3% no tempo final de 420 min. Neste processo foi
possivel observar que ndo houve diferenca significativa (p<0,05) no GH comparado com 0
tempo de 240 min utilizado no delineamento experimental.

A partir do teste de Tukey (p<0,05) realizado para avaliar diferenca entre as
médias de GH obtidos na cinética foi verificado que a partir do tempo de 120 min com valor
de GH 55,6 + 1,4% ndo houve diferenca significativa entre os valores obtidos comparados
com o tempo final da cinética de 420 min. Este resultado evidencia que a atividade catalitica
da protease empregada € maior nos instantes iniciais da reacdo. A reducdo de tempo de
processo é favoravel por permitir economia nos custos e menor exposi¢do dos hidrolisados

proteicos a temperatura de 60°C auxiliando na manutencao da atividade dos compostos.
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FIGURA 2 - Cinética de grau de hidrolise nas condi¢es de concentracdo de proteinas de 3%
(m/v) e atividade enzimética de 3 U.mL™.
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Vioque et al. (2006) descrevem que o GH pode ser classificado quanto ao
percentual de hidrolise. Desta forma, os produtos com GH<10% sdo considerados
parcialmente hidrolisados e acima de 10% altamente hidrolisados. Segundo esses autores, 0S
hidrolisados obtidos neste trabalho classificam-se como altamente hidrolisados e podem ser

utilizados como suplemento alimentar ou compostos bioativos.

A partir dos hidrolisados obtidos nas reacfes hidroliticas foi realizado o
fracionamento por meio de filtracdes em membranas Milipore® e coluna vertical Amicon com
porosidade de 10 kDa. O fracionamento por membranas de diferentes porosidades permite
selecionar hidrolisados proteicos excluindo fragmentos de alta massa molecular
(SAMARAKOON; JEON, 2012). A tecnica de eletroforese foi empregada para avaliacéo

qualitativa do perfil de aminoacidos da biomassa antes e ap6s hidrélise (Figura 3).

A analise por SDS-PAGE demonstrou padrdo de massa molecular disperso para a
biomassa de Spirulina sp. LEB 18 (Figura 3). Nos hidrolisados (3 e 4) e filtrados (5 e 6) foi
possivel observar a presenca de subunidades de massa molecular entre 34 e 55 kDa .
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FIGURA 3 —Perfil eletroforético da biomassa de Spirulina sp. LEB 18, hidrolisados e
filtrados proteicos em gel SDS-PAGE 20% corado com Coomassie blue (a) e gel SDS-PAGE

15% corado com nitrato de prata (b).
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*1: 20 pg de biomassa ndo hidrolisada; 2: 40 pg de biomassa nédo hidrolisada; 3: hidrolisado proteico
(t= 420min), 4: hidrolisado proteico (t= 240min), 5: filtrado em membrana 0,1um (t= 420min); 6:
filtrado em membrana 0,1um (t= 240min); 7: filtrado em coluna Amicon® 10K (t= 420min) e 8:
filtrado em coluna Amicon® 10K (t= 240min). O padrdo (P) de massa molecular estd indicado a
esquerda e representado em kDa.

A eletroforese permitiu a deteccdo de poucos fragmentos proteicos gerados ap6s a
hidrélise, os quais podem ser melhor visualizados no gel corado com nitrato de prata (Figura
3b). Entretanto, os componentes presentes nos filtrados ndo foram visualizados por essa
técnica, devido, provavelmente, a presenca de fragmentos de baixa massa molecular que ndo
ficaram retidos nos geis. Desta forma, foi realizada cromatografia em camada delgada (CCD)
na tentativa de revelar os peptideos de baixa massa molar que ndao foram observados por

eletroforese.

A andlise por CCD indicou a presenca de aminas/aminoécidos em todas as
amostras avaliadas (revelacdo com ninhidrina), mostrando um perfil similar entre as amostras
(Figura 4). Entretanto, alguns fragmentos mostram-se mais fortes comparadas a biomassa nao
hidrolisada de Spirulina sp. LEB 18.
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FIGURA 4 — Andlise de cromatografia em camada delgada da biomassa de Spirulina sp. LEB
18, hidrolisados proteicos, filtrados em membrana 0,1 um e coluna Amicon® 10K.
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*1: biomassa ndo hidrolisada; 2: hidrolisados apds 420 min; 3: hidrolisados ap6s 240 min; 4: filtrado
em membrana 0,1 um (t=420 min); 5: filtrado em membrana 0,1 um (t=240 min); (6) filtrado em
coluna Amicon® 10K (t=420 min; (7) filtrado em coluna Amicon® 10K (t=240 min) e (8) filtrado em
coluna Amicon® 10K liofilizado, 5 mg.mL™ (m/v). As concentracdes de proteinas estdo apresentadas
na Tabela 2.

O aumento na revelacdo dos fragmentos dos hidrolisados e filtrados nas
membranas 0,1 um e Amicon 10K esta associado ao aumento do contetdo proteico apds o
processo de hidrolise (Tabela 2). Apesar de a CCD ser uma ferramenta analitica limitada, ela
foi til na deteccdo de componentes de origem proteica, 0s quais ndo foram todos detectados
pela eletroforese.

You et al. (2009) obtiveram biopeptideos por hidrdlise enzimética de pescado e
observaram aumento na atividade antioxidante em fragmentos proteicos de massa molecular

de 0,5 kDa na presenca de aminoacidos histidina e triptofano.

Além disso, Sheih, Wu e Fang (2009) mostraram a capacidade antioxidante de
hidrolisados proteicos de residuos de Chlorella vulgaris. Os biopeptideos isolados e
purificados apresentaram massa molecular 1,3 kDa revelados em gel eletroforético (SDS-
PAGE) com concentragédo de 20%.

A importancia na obtencdo de biopeptideos de baixa massa molecular esta no fato
desses compostos apresentarem determinadas sequéncias de aminoacidos que possuem

bioatividade. Assim, como neste trabalho, varios estudos confirmam que a baixa massa



46

molecular dos hidrolisados proteicos tem maior potencial de atividade na inibicao de espécies
reativas ao oxigénio comparado com os hidrolisados de alta massa molecular (CHANG; WU,
CHIANG, 2007).

A fim de avaliar a influéncia da hidrélise das proteinas na atividade antioxidante
foram selecionadas: a biomassa ndo hidrolisada, os hidrolisados proteicos, os filtrados em
membrana 0,1um e Amicon® 10K (Tabela 2). O contelido proteico dos hidrolisados
apresentaram diferenca significativa (p<0,05) entre os tempos de reagdo. Portanto, as analises
de atividade antioxidante dos filtrados subsequentes foi realizada a partir dos hidrolisados

obtidos no tempo de 240 min.

TABELA 2 — Conteudo proteico e atividade antioxidante da biomassa de Spirulina sp. LEB
18, hidrolisados e filtrados em membranas 0,1um e Amicon® 10K.

Conteudo
) DPPH ABTS Poder Redutor
Amostra proteico . o
L (% Inibicdo) (% Inibicao) (A=700 nm)
(mg.mL™)

Biomassa néo d b
11,7+0,1° 28,3 + 3,82 26,5+17 0,415+ 0,015

hidrolisada
Hidrolisados
) 19,6 + 0,0° 30,9 +4,12 46,1 £ 0,5° 0,668 + 0,010%
(t=420 min)
Hidrolisados d b
) 18,8+0,1 31,0+2,72 47,0+ 0,5° 0,462 + 0,014
(t=240 min)

Filtrado 0,1um 24,6 +0,1? 31,9+1,62 53,2 +0,7° 0,688 + 0,031°

Filtrado Amicon®
10K

*Letras diferentes na mesma coluna representam resultados estatisticamente diferentes (p<0,05).

215+0,1° 30,6 £1,12 58,3+ 0,9° 0,677 + 0,007

A hidrolise enzimatica das proteinas da biomassa resultou no aumento do
conteudo proteico soltvel (Tabela 2). A capacidade antioxidante dos hidrolisados foi maior
guando comparada com a biomassa néo hidrolisada. O aumento da atividade antioxidante foi
diretamente proporcional ao aumento do conteudo proteico dos hidrolisados e filtrados em
membranas 0,1 pm e Amicon ® 10K. A concentracdo de proteinas foi aumentada nas

filtracOes, pois houve excluséo de outros constituintes da biomassa microalgal de maior massa
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molecular. Além disso, foram obtidos menores volumes a cada filtragdo concentrando o
contetdo proteico. Desta forma, pode-se assim dizer que a capacidade antioxidante é
proveniente dos hidrolisados proteicos. Os valores estdo expressos em atividade antioxidante

especifica relacionada com o conteudo proteico determinado em cada fragéo.

A andlise de sequestro do radical livre DPPH ndo apresentou diferenca
significativa para as amostras analisadas (p<0,05). Esta resposta pode ter sido influenciada,
pois os extratos possuem solubilidade em &gua. O radical DPPH ¢ soluvel em solventes
orgénicos (especialmente em &lcoois) e apresenta estabilidade sob determinadas condicdes
(ARNAO, 2000). A quantificacdo pode ter sido prejudicada devido a limitacdo na capacidade

de interacdo dos extratos aquosos com o radical DPPH.

A anélise de sequestro do radical ABTS apresentou aumento na capacidade
antioxidante quando comparados a biomassa ndo hidrolisada, hidrolisados proteicos, filtrados
em membrana 0,1pm e em coluna Amicon® 10K (p<0,05). O percentual de inibic&o
especifico do radical entre os hidrolisados proteicos nos diferentes tempos de reacdo néo
apresentaram diferenca significativa (p<0,05), uma vez que o conteudo proteico dos
hidrolisados foram semelhantes. As analises com radical ABTS foram melhor sucedidas, pois
o radical pode ser solubilizado em solventes aquosos e organicos. O ABTS é capaz de medir
atividade antioxidante tanto de amostras hidrofilicas quanto lipofilicas (ARNAO, 2000).
Desta forma, a resposta de inibicdo dos extratos aquosos foi maior devido a maior interacdo
com o radical ABTS.

Por meio dos ensaios de poder redutor, as amostras de biomassa nao hidrolisada e
hidrolisada no tempo de 240 min ndo apresentaram diferenca significativa (p<0,05). As
amostras de hidrolisados proteicos (t=420 min), filtrados em membrana 0,1um e coluna
Amicon® 10K apresentaram poder redutor significativamente iguais. Estas amostras ndo se
diferem estatisticamente (p < 0,05) e comparadas a biomassa ndo hidrolisada apresentaram
maior capacidade de poder redutor. Estes resultados demonstram que ap0s a reacdo de
hidrélise no tempo de 420 min, os compostos relacionados a reducdo de Fe** para Fe?* estéo
presentes nos hidrolisados proteicos de Spirulina sp. LEB 18. Além disso, pode-se considerar

que os hidrolisados proteicos e filtrados subsequentes apresentam forte poder redutor.

Segundo Wu, Chen e Shiau (2003) o poder redutor mais elevado pode ser

atribuido ao maior conteudo de biopeptideos doadores de elétrons ou hidrogénio que formam
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um complexo com Fe?*. Desta forma, ocorre 0 aumento de absorbancia que é diretamente

relacionada com maior poder de atividade antioxidante.

Os resultados de capacidade antioxidante dos fragmentos proteicos demonstram
que a hidrélise foi importante para liberacdo de biopeptideos que se encontravam inativos na
biomassa nao hidrolisada de Spirulina sp. LEB 18. Além disso, o processo de filtracdo em
membranas foi eficiente para concentracdo dos biopeptideos resultando em fragmentos de
baixa massa molecular (Amicon com porosidade de 10 kDa) com acdo antioxidante.

Os antioxidantes sintéticos possuem atividade carcinogénica e sua aplicacdo na
indUstria de alimentos ainda é maior e predominante com relacdo aos bioativos de fonte
natural (BOZKURT, 1995). Desta forma, os biopeptideos obtidos neste trabalho apresentam
potencial de aplicacdo na area de alimentos por ser de fonte natural e ter apresentado

capacidade antioxidante pelos métodos testados.

Cian, Martinez-Augustin e Drago (2012) estudaram a extracdo de biopeptideos
purificados de residuo de alga Porphyra columbina por hidrdlise proteica com diferentes
enzimas e obtiveram peptideos com atividade antioxidante frente aos métodos DPPH e
ABTS. A concentracdo dos hidrolisados para inibicdo de 50% dos radicais foi de
aproximadamente 25 g.L" e foi evidenciada a aplicagdo desses compostos como
imunossupressores. No presente trabalho foram obtidos valores inferiores de inibigdo, uma
Vvez que a concentragdo dos extratos sao superiores (21,5 mg.mL™). Porém, o diferencial deste

estudo estd no emprego dos extratos brutos para determinacdo de antioxidantes.

You et al. (2009) estudaram o efeito do grau de hidrdlise na atividade antioxidante
de hidrolisados proteicos de pescado. Os autores constataram que o aumento no GH
influencia 0 aumento da atividade antioxidante dos biopeptideos purificados. Além disso, 0s
autores relatam a atividade antioxidante oriunda de biopeptideos purificados de baixa massa
molecular de aproximadamente 0,5 kDa. O mesmo foi observado no presente trabalho com
hidrolisados e concentrados proteicos de Spirulina sp. LEB 18. O aumento do GH permitiu a
obtencdo de biopeptideos de baixa massa molecular (10 kDa) com maior atividade
antioxidante para os métodos ABTS e poder redutor.

O presente trabalho apresentou resultados superiores de atividade antioxidante de
biopeptideos de biomassa de Spirulina sp. LEB 18 comparado com estudo de Lisboa (2013).

Considerando os extratos concentrados em coluna Amicon® 10K para as anélises de DPPH,
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ABTS e poder redutor os resultados obtidos pelo autor consistiram em 34%, 0,402 (U.A.) e
0,120 mMol Trolox.g™, respectivamente. Desta forma, o presente trabalho proporcionou a
reducdo nas condicOes de processo para obtencdo de biopeptideos brutos e estes compostos
apresentaram melhorias na capacidade antioxidante apresentando potencial de aplicacdo na

area alimenticia.

Diversos estudos tem demonstrado a importancia na busca de compostos
bioativos como peptideos para utilizacdo como antioxidantes nas industrias de alimentos e
farmacéutica. Biopeptideos provenientes de organismos marinhos tem apresentado potencial
atividade visando controle de processos oxidativos, além de beneficios como acgdo
antimicrobiana, anti-hipertensiva e anticoagulante (KIM; WIJESEKARA, 2010;
SUETSUNA; CHEN, 2001).

4 CONCLUSAO

A hidrolise proteica apresentou maior GH (58,1%) nas condi¢fes de 3% (m/v) de
proteinas e atividade 3 U.mL™ da protease. Os biopeptideos obtidos das filtracdes
apresentaram baixa massa molecular (10 kDa). A atividade antioxidante é proveniente dos
biopeptideos obtidos apds a hidrélise, pois com o aumento do conteddo proteico houve
aumento na acao antioxidante dos hidrolisados. Assim, a biomassa de Spirulina sp. LEB 18 é
boa alternativa para obtencdo de biopeptideos devido capacidade antioxidante e por nédo

competir com as principais fontes proteicas de origem alimentar.
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ARTIGO 2: BIOPEPTIDEOS DE ORIGEM MICROALGAL APLICADO EM

NANOFIBRAS PARA DESENVOLVIMENTO DE EMBALAGENS ATIVAS

RESUMO

Novos sistemas de embalagens ativas tém sido investigados em substituicdo aos plasticos
convencionais. Nanofibras apresentam potencial aplicacdo na area de alimentos através da
incorporacdo de compostos bioativos para conservacdo dos produtos. A grande area
superficial de contato permite a liberagdo de compostos garantindo a manutencdo da
qualidade. O objetivo deste trabalho foi produzir nanofibras de PCL com incorporagdo de
biopeptideos de origem microalgal e avaliar a estabilidade de cortes de carne de frango
durante o armazenamento. Os biopeptideos foram obtidos por hidrolise enzimatica da
biomassa de Spirulina sp. LEB 18 e a atividade determinada pelos métodos DPPH, ABTS e
poder redutor. As nanofibras de PCL e PCL com biopeptideos foram formadas por
electrospinning com tenséo de 25 kV, didametro do capilar 0,7 mm, vazdo de alimentacéo
2000 pL.h™ e distancia do capilar ao coletor 120 mm. As nanofibras foram caracterizadas
quanto as propriedades térmicas (DSC e TGA) e mecanicas (resisténcia a tracdo e
alongamento). A estabilidade de cortes de frango com as nanofibras bioativas foi avaliada
pelos métodos de TBARS e N-BVT. Foram formados nanofibras com didmetro de 403,7 e
438 nm desenvolvidas com PCL e PCL contendo biopeptideos, respectivamente. Os dados de
propriedades mecanicas e térmicas apresentaram variacdo devido a presenca de fragmentos
proteicos com ponto de desnaturacdo abaixo do ponto de degradacdo do polimero puro. As
nanofibras com biopeptideos apresentaram poder redutor de 0,182 (U.A.), 22,6% e 12,4% de
inibicdo do radical DPPH e ABTS, respectivamente. Os cortes de carne de frango recobertos
pelas nanofibras com biopeptideos apresentaram 0,98 mgMDA.kg™ e 25,8 mgN.100g™ para
analises de TBARS e N-BVT, respectivamente. Assim, as nanofibras contendo biopeptideos
antioxidantes proporcionaram ao produto estabilidade e controle dos processos oxidativos
durante os 12 dias de armazenamento.

Palavras-chave: antioxidantes, electrospinning, poli-e-caprolactona.

BIOPEPTIDES SOURCE MICROALGAE APLLIED IN NANOFIBERS FOR

DEVELOPMENT ACTIVE PACKAGING

ABSTRACT

New active packaging systems have been investigated to replace conventional plastics.
Nanofibers have potential application in the food by incorporating bioactive compounds for
preservation of products. The high surface area of contact allows the release of compounds for
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maintaining the quality. The aims of this work was to produce nanofiber PCL with inclusion
of microalgal source biopeptides and evaluate the stability of chicken during storage. The
biopeptides were obtained by enzymatic hydrolysis of the biomass of Spirulina sp. LEB 18
and the activity determined by DPPH methods, ABTS and reducing power. Nanofibers PCL
and PCL with biopeptides were obtained by electrospinning with 25 kV, capillary diameter
0.7 mm, feed rate in 2000 pL.h-1 and away from the capillary to the collector 120 mm. The
nanofibers were characterized by thermal properties (DSC and TGA) and mechanical (tensile
strength and elongation). The chicken stability with the bioactive nanofibers was evaluated by
the methods of TBARS and N-BVT. Nanofibers were formed with a diameter of 403.7 and
438 nm developed with PCL and PCL containing biopeptides, respectively. The mechanical
and thermal properties showed variation due to the presence of protein fragments below the
denaturation point of the pure polymer degradation point. The nanofibres with biopeptides
presented reducing power of 0,182 (AU), 22.6% and 12.4% inhibition of DPPH and ABTS
radical, respectively. Chicken meat coated by the nanofibers with biopeptides showed 0.98
mgMDA kg-1 and 25.8 mgN.100g-1 for analysis of TBARS and N-BVT, respectively. The
nanofibers containing biopeptides gave the product stability and control of oxidative
processes during the 12 days of storage.

Keywords: antioxidants, electrospinning, poly(e-caprolactone).

1 INTRODUCAO

A conservacdo de produtos carneos frescos é fator importante para garantir a
seguranca alimentar até o consumo final. Devido ao conteldo lipidico e proteico, estes
produtos sdo alvo de oxidacdo lipidica que resultam em alteragcdes nutricionais pela
degradacdo de vitaminas lipossoluveis e acidos graxos essenciais (PEREIRA, 2009). Novas
tecnologias tém sido empregadas para melhorar a qualidade e prolongar a vida util de

produtos alimenticios.

O uso de embalagens ativas é uma dessas tecnologias e consiste na acdo de
compostos ativos que interagem com os alimentos (ALIX et al., 2013). Existem varios
mecanismos para acdo desses agentes que incluem absorcdo de gas carbbnico, oxigénio,
etileno e odores. Além disso, tém sido aplicados em embalagens compostos como
antimicrobianos e antioxidantes que retardam os processos de degradacdo em alimentos
(MARTINEZ-ABAD et al., 2013; NEO et al., 2013; WU et al., 2014).

Na indastria de alimentos diversos antioxidantes sintéticos como BHT e BHA
foram aplicados para retardar os processos de peroxidacdo. No entanto, a utilizacdo desses

compostos deve ser controlada devido aos efeitos carcinogénicos a salide humana (KIM,;
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WIJESEKARA, 2010). Desta forma, a busca por antioxidantes naturais sdo alternativa mais

segura para aplicacdo em alimentos.

As microalgas séo capazes de sintetizar diversos compostos bioativos. Dentre eles
estdo lipideos, carotenoides e ficobiliproteinas. Os biopeptideos de origem microalgal
possuem aplicacfes como suplementos alimentares, promotores de salde e mais recentemente

tem sido investigada a inser¢do em embalagens ativas (MORAIS et al., 2015).

A Spirulina € uma cianobactéria que possui certificacdo GRAS (Generally
Recognized As Safe), com alto teor proteico e é fonte de biopeptideos com atividade
antioxidante (LISBOA, 2013). Os biopeptideos séo fragmentos de proteinas que contém de 3
a 20 residuos de aminoacidos que estdo inativos dentro da molécula de proteina e podem ser
liberados por hidrélise (KORHONEN, 2009). Os estudos de biopeptideos de origem
microalgal para uso como bioativos na area de embalagens para conservacao de alimentos sdo
escassos (MILLS et al., 2011).

As nanofibras podem ser aplicadas para conservagdo de alimentos. Embalagens
formadas por nanofibras apresentam vantagens por permitir o aumento da area de contato dos
compostos bioativos com o produto. A incorporacdo de biopeptideos a matriz das nanofibras
possui a finalidade de inferir melhorias no desempenho e nas propriedades fisicas e ativas
desses suportes. Embalagens de nanofibras podem ser alternativas para aumentar o periodo de
conservagao de alimentos até 0 consumo final (BHUSHANI;
ANANDHARAMAKRISHNAN, 2014).

As nanofibras podem ainda ser desenvolvidas a partir de polimeros
biodegradaveis. Desta forma, reduz os problemas ambientais causados pelo descarte de
embalagens desenvolvidas a partir de polimeros de origem petroguimica (TAKALA et al.,
2013; AZEREDO et al., 2013; KIM; KIM, 2014). Neste sentido, 0 objetivo do trabalho foi
desenvolver nanofibras com incorporacéo de biopeptideos antioxidantes de origem microalgal

para conservacao de carne de frango.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao de biopeptideos por hidrolise enzimatica da biomassa de Spirulina sp. LEB
18
2.1.1 Biomassa microalgal

No desenvolvimento deste trabalho foi utilizada a biomassa da microalga
Spirulina sp. LEB 18 obtida na planta piloto do Laboratério de Engenharia Bioquimica,
localizada na cidade de Santa Vitdria do Palmar, Rio Grande do Sul (MORAIS et al., 2009).
A biomassa foi concentrada em prensa hidréulica, seca a 50°C, moida em moinho de bolas
(Modelo Q298, QUIMIS) e peneirada. A peneira granulométrica ABNT/ Tyler 60 foi

utilizada para selecionar a fracdo de biomassa de interesse. A biomassa foi mantida a -18°C.

2.1.2 Hidrolise proteica da biomassa microalgal

A hidrdlise proteica da biomassa da microalga foi realizada utilizando enzima
comercial (Protemax 580 L) cedida pela empresa Prozyn (S8o Paulo). Essa enzima é
classificada como serino-endopeptidase de origem bacteriana (cepa de Bacillus licheniformis),

apresentando pH e temperatura 6timos de 9,5 e 60°C, respectivamente.

A hidrdlise proteica foi realizada em erlenmeyer utilizando 100 mL da biomassa
dissolvida em tampéao bicarbonato carbonato de sédio pH 9,5 nas condi¢des de concentracdo
de proteina da biomassa 3% (m/v) e atividade enzimatica 3 U.mL™ sob agitac&o de 180 rpm a
60°C por tempo de 240 min. A reacgéo final foi inativada termicamente em banho de 85° C por

10 min.

O grau de hidrélise (GH) foi determinado pelo contetdo proteico antes e apds o

processo, conforme método descrito por Hoyle e Merrit (1994) e expresso pela Equagéo 1.

PS¢s— PS
( tf to) x
t

%GH = 100 1)

em que: o branco PSy, corresponde a quantidade de proteina sollvel antes da
adicdo da enzima; PSi a quantidade de proteina solivel em determinado tempo apés a adicao
da enzima determinados por Lowry et al. (1951) e P; a quantidade de proteina total na amostra
determinada por micro Kjeldahl (N x 6,25) (AOAC, 2005).

Os hidrolisados obtidos no processo foram filtrados em membranas qualitativa, de

0,45um, 0,22um, 0,1pm e coluna vertical Amicon® 10K (porosidade 10 kDa) para selecionar
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biopeptideos com baixa massa molecular. Apés esta etapa as amostras foram liofilizadas para
utilizacdo no preparo da solugdo polimérica de policaprolactona (PCL).

2.2 Solucgéo polimérica para desenvolvimento das nanofibras

O polimero policaprolactona (PCL) obtido da Sigma Aldrich® (densidade 1,145
g.mL™ e massa molecular 80.000 g.mol™) foi utilizado no preparo das solugées poliméricas
para desenvolvimento de nanofibras. A concentracdo de polimero foi 12% (m/v) utilizando
cloroférmio como solvente e adicionados 1,4% (m/v) de NaCl, 3% (m/v) de biopeptideos e
metanol na proporcéo 1:3 (v:v) de cloroférmio para auxiliar a solubilizagdo dos compostos na
solucdo polimérica. A solucdo controle foi preparada nas mesmas condices contendo apenas
PCL e NaCl. As solugdes foram homogeneizadas em agitador magnético por 12h em

temperatura ambiente.

2.3 Processo de electrospinning

As solucbes de PCL e PCL contendo biopeptideos de fonte microalgal foi injetada
por meio de capilar com 0,70 mm de didmetro. A distancia entre capilar e coletor foi 120 mm,
tensdo de 25 kV e taxa de alimentacdo da solugdo 2000 uL.h™. A condicdo ambiente do
processo foi 25°C e umidade relativa 44%. As nanofibras foram formadas utilizando volume
de 2 mL de solugdo. Ap6s o processo as nanofibras foram coletadas e armazenadas em

dessecador sob umidade controlada (20% U.R.).

2.4 Caracterizacao fisico-quimica das nanofibras

As analises foram realizadas nas amostras de PCL contendo biopeptideos e

nanofibras contendo somente PCL denominadas controle.

2.4.1 Forma e diametro das nanofibras

As nanofibras foram analisadas em microscopio eletronico de varredura (MEV)
(Jeol JSM-6610 LV, Japdo). Os diametros foram determinados através de 30 medidas das
nanofibras. As amostras foram fixadas em suporte metalico e recobertas com ouro, utilizando
0 metalizador diiode sputtering (Denton Vacuum CAR001-0038, Estados Unidos) de acordo
com ASTM E986-04 (ASTM, 2010).
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2.4.2 Viscosidade

A viscosidade das solugdes poliméricas foi determinada por reémetro (Brookfield
DV-III Ultra Programmable Rheometer, Estados Unidos). Esta analise consiste na medida

direta de viscosidade das solucbes de PCL e PCL com biopeptideos.

2.4.3 Temperatura de fusdo e entalpia das nanofibras

As temperaturas de fusdo e entalpias foram determinadas por analise de
calorimetria diferencial de varredura (DSC) (Shimadzu DSC-60, Japdo). Uma amostra de 3
mg de nanofibras foram colocadas em cépsula de aluminio com tampa, sob atmosfera de
nitrogénio e fluxo 50 mL.min™. As analises foram conduzidas na faixa de 25°C a 180°C, com
razao de aquecimento de 10°C.min™. A temperatura de fusdo foi determinada a partir do pico
méaximo de fuséo apresentado na curva de DSC (ASTM D7426-08, 2013).

2.4 .4 Estabilidade térmica das nanofibras

A estabilidade térmica das nanofibras foi realizada em analisador
termogravimétrico (Shimadzu DTG-60, Japao) segundo protocolo ASTM D3850-12 (ASTM,
2013). As analises foram conduzidas de 25 a 500°C, em atmosfera inerte de nitrogénio, com
fluxo 30 mL.min™ e taxa de aquecimento constante de 10 °C.min™, utilizando 3 mg de

amostra.

2.4.5 Determinacao da resisténcia a tracdo e alongamento no ponto de ruptura

A resisténcia a tracdo e alongamento no ponto de ruptura das nanofibras foram
determinadas em texturémetro (Stable Micro Systems modelo TA.XT plus, Inglaterra). As
amostras foram preparadas com dimensdes de 10 x 70 mm e a espessura medida em
micrometro (Starrett 444MXRL-75, Brasil). Os ensaios foram realizados com velocidade 2

mm.s™ e distancia inicial entre as garras de 50 mm.

A resisténcia a tracdo e alongamento na ruptura foram calculados de acordo com

as Equacdes 2 e 3.

T, =— (2)

em que: Tg=resisténcia a tracdo (MPa); Fn, = forca maxima no momento da ruptura do filme

(N); A = area da secéo transversal (m?).
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d
€ =100-" (3)
d;
em que: € = alongamento na ruptura (%); d; = distancia inicial de separa¢do (mm); d, =
distancia no momento da ruptura (mm); d, é a diferenca entre a distancia de separacdo no

momento da ruptura e a distancia inicial.

2.5 Atividade antioxidante das nanofibras

A atividade antioxidante foi determinada para biomassa de Spirulina sp. LEB 18,
biopeptideos filtrados em coluna Amicon® 10K, bem como nas nanofibras de PCL e PCL
com biopeptideos. Os métodos avaliaram o poder redutor e a capacidade de sequestro dos
radicais livres DPPH e ABTS.

O poder redutor foi determinado segundo método adaptado de Wu et al. (2003). O
método de capacidade de sequestro do radical livre DPPH 2,2-difenil-1-picril-hidrazol
(DPPH) utilizado foi descrito por Brand-Williams et al. (1995). A capacidade de captura do
radical livre ABTS foi determinada conforme Rufino et al. (2007). As medidas foram

expressas em percentual de inibicdo (Equacéo 4).

% Inibigao = (22 2trance—22mmostra) 10 (4)

ABSpranco

A solucdo de biomassa e biopeptideos foram preparadas na concentracdo de 10
mg.mL™ para anélise dos métodos de poder redutor e sequestro do radical livre ABTS. Na
analise do sequestro do radical livre DPPH foram preparadas as solu¢des na concentracdo 5
mg.mL™. As soluces de nanofibras foram preparadas utilizando 50 mg de nanofibras com
adicdo de 5 mL de metanol e 2 mL de cloroférmio para romper a estrutura das nanofibras. A
concentracdo real de biopeptideos na matriz das nanofibras analisadas para atividade
antioxidante correspondeu a 0,21 mg.mL™. As solucBes foram homogeneizadas com vortex

por 1 min.

2.6 Aplicacao das nanofibras com biopeptideos na conservacao de cortes de carne de
frango
2.6.1 Matéria-prima

Nas analises de estabilidade foram realizados cortes de uma mesma amostra de

peito de frango com aproximadamente 90 g cada. Uma amostra foi recoberta com a matriz de
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nanofibras contendo biopeptideos e outra amostra foi mantida sem cobertura por um periodo
de 12 dias conforme o periodo de validade utilizado comercialmente. As amostras foram

cortadas, homogeneizadas e pesadas 50 g para melhor conducéao das analises.

2.6.2 Estabilidade de carne de frango pelo método TBARS

A estabilidade dos peitos de frango armazenados com e sem recobrimento de
nanofibras sob refrigeragdo (= 6°C) com as nanofibras contendo biopeptideos e sem
nanofibras foi avaliada pela quantificacdo do TBARS pelo método descrito por Crackel et al.
(1988) com modificagbes. Amostras de 50g de peito de frango foram cortadas e
homogeneizadas com 100 mL de acido tricloroacético (TCA) 7,5% durante 20 min em mixer,
filtrada a vacuo e completado o volume para 100 mL em baldo volumétrico. Uma aliquota de
5 mL do filtrado foi misturada com 5 mL de &cido tiobarbitarico (TBA) 0,02 M em tubo de
ensaio coberto com papel aluminio e levado a banho-maria por 30 min a 80°C. O branco da
analise contendo 5 mL de TCA 7,5% e 5 mL de TBA foi realizado pararelamente aos ensaios.
Em seguida, foi realizada a leitura em espectrofotdmetro a 538 nm. A curva padrdo de TEP
(tetraetoxipropano) foi utilizada para quantificagdo de TBARS. As avaliacbes foram
realizadas em dois tempos: no tempo zero e apds 12 dias de armazenamento. A matriz de

nanofibras foi retirada da amostra para fazer a analise.

2.6.3 Estabilidade de carne de frango pelo método N-BVT

A determinacdo das bases volateis totais nos cortes de frango mantidos sob
refrigeracéo (x 6°C) foi realizada conforme a metodologia oficial da AOAC (1990). Uma
amostra de aproximadamente 50 g foi homogeneizada com 100 mL de TCA 7,5% durante 20
min em mixer, filtrada a vacuo e completado o volume para 100 mL em baldo volumétrico.
Uma aliquota de 10 mL dos extratos foram transferida para tubos de destilacdo de
microkjeldahl, adicionados de 3 gotas de fenolftaleina e submetidos a destilacdo em
microkjeldahl. O destilado foi recolhido em 5 mL de acido bérico (50 g.L™) com 4 gotas de
indicador verde bromocresol e vermelho de metila (30:20). A titulagdo foi realizada com
solucdo de &cido cloridrico 0,02 N. O calculo foi realizado conforme a Equacéo 5 e expresso

em mg N/100g amostra.

N — BVT = (VHcl amostra—VHCl branco)XNHc1%x14,01x100 (5)

Pamostra
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em que: Vyc= volume gasto (mL) nas titulagbes; Npci= normalidade do HCI; Pamestra= massa
de amostra (g).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As viscosidades aparente das solucbes de PCL e PCL contendo biopeptideos
foram 2212 + 51 e 2431 + 12,0 mPa.s”, respectivamente, e permitiu a formagdo de
nanofibras cilindricas sem formacdo de gotas. O aumento da viscosidade € diretamente
proporcional ao aumento da concentracdo das solugdes. Estas condi¢Oes adequadas séo
importantes para o processo de electrospinning, pois evita a formacao de gotas e permite de
forma continua que o jato de solucdo polimérica forme nanofibras com maior uniformidade
(ALCOBIA, 2013).

A viscosidade da solucdo deste trabalho esta de acordo com o estudo de Morais et
al. (2010). Os autores obtiveram valores de viscosidades aparente na faixa de 370 e 600
mPa.s™ para solucées de 6xido de polietileno (PEO) com insercdo de biomassa de Spirulina
sp. LEB 18.

Solucbes de PCL 10% (m/v) utilizadas por Ranjbar-Mohammadi et al. (2015)
apresentaram viscosidade aparente na faixa de 700 mPa.s™. Os autores desenvolveream
nanofibras por electrospinning sob as condicdes: distancia entre capilar ao coletor de 150 mm,
tensdo de 15 kV e vazdo de alimentacdo e apresentaram diametro médio de 156 nm por
(RANJBAR-MOHAMMADI et al., 2015). Os valores no presente trabalho estdo de acordo, a
diferenca de viscosidade pode estar associada a adicdo de metanol que auxiliou na
solubilizacdo dos biopeptideos na solucdo de PCL. Além disso, o maior didmetro das
nanofibras estd nas diferencas das condi¢cBes de processo de electrospinning que afetam

diretamente o diametro.

As nanofibras de PCL e PCL com biopeptideos produzidas por electrospinning
foram observadas por MEV (Figura 1) para determinar a forma e diametro médio. Foram
obtidas nanofibras cilindricas e com didmetro em escala nanométrica. Os didmetros das
nanofibras foram de 404172 e 438+24 nm para PCL e PCL com biopeptideos,
respectivamente. O didmetro das nanofibras contendo os biopeptideos foi aumentado com
relacdo ao controle devido a solucdo apresentar maior viscosidade, porém ndo apresentou

diferenca significativa a 95% de confianca.
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FIGURA 1 — Nanofibras com 12% de PCL, 1,4% de NaCl (a) e 12% de PCL, 1,4% de NaCl,
metanol e 3% de biopeptideos de Spirulina sp. LEB 18 (b) sob aumento de 3500 x.
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O presente trabalho apresentou resultados semelhantes ao desenvolvido por Goes
et al. (2012). Os autores obtiveram nanofibras a partir de solugdo de 15% de PCL com adicao
de 2,5% de argila e resultaram em didmetro medio de 340 + 119 nm (GOES et al., 2012).
Além disso, as solucBes foram preparadas pela mistura de cloroférmio e metanol como neste
estudo. Desta forma, as caracteristicas de condutividade foram melhoradas devido ao aumento
da polaridade da solugéo pela presenca de metanol. Wu et al. (2014), obtiveram fibras sem
formacéo de gotas com diametro de 150 nm de PCL com adigéo de 20% (m/m) de polianilina
pelo processo de electrospinning. As solucGes também foram preparadas com mistura de

cloroféormio e metanol.

Conforme os dados da andlise de DSC apenas um pico de transicdo foi
apresentado para as amostras de PCL e PCL com biopeptideos (APENDICE 2). A anélise de
DSC resultou em um evento de primeira ordem endotérmico que pode ser consequéncia de

processos como ruptura de ligagcdes, decomposicéo e volatilizacao.

Na Tabela 1 estdo apresentados os valores de ponto de fusdo (Tyss0) € entalpia
para PCL e PCL com biopeptideos. A entalpia esta intimamente relacionada com a quantidade
de energia absorvida pelas amostras para que ocorra uma mudanca de estado. A entalpia é
proporcional a Trss € ambas apresentaram reducdo nas nanofibras contendo biopeptideos.
Este fato pode estar associado a presenca de fragmentos de proteinas que possuem degradacéo
abaixo da Trysz de PCL (= 60°C).
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Campos et al. (2010) avaliaram as propriedades térmicas de filmes extrusados de
PCL e relatou que a Truszo fOi 56,36°C estando de acordo com os valores deste trabalho. Além
disso, relatam que a temperatura de transicdo vitrea do PCL se encontra na faixa de — 60°C. A
partir dessas informacbes é possivel definir a faixa de aplicabilidade de PCL como
embalagens alimenticias para produtos refrigerados ou a temperatura ambiente, uma vez que

as temperaturas ndo excedem os limites de mudanca de estado dos filmes.

Em estudo de Senedese (2011) foi verificado que as mudangas na Tz €M
nanofibras de PCL alteram a cristalinidade do polimero e consequentemente o processo de
biodegradacdo. Ciardeli et al. (2005) no estudo de blendas de PCL associado a polissacarideos
obtiveram reducdo nos valores de T3 das amostras quando comparado ao filme de PCL

devido as interages dos compostos incorporados ao polimero.

Nas curvas de derivada a amostra de PCL com biopeptideos apresentou valores
(Tabela 1) de degradacdo térmica inicial de 262,3°C e final de 339,6°C estes valores
apresentaram reducdo na faixa de temperatura de degradacdo comparado com PCL
(APENDICE 3). Além disso, ndo foi observado pico de degradacdo na faixa de 60°C,
portanto, constata-se que nao ha residuo dos solventes cloroférmio e metanol nas nanofibras

tendo sido completamente evaporado no processo de electrospinning.

TABELA 1 — Propriedades térmicas de DSC e TGA das nanofibras de PCL e PCL com
biopeptideos.

Tfusﬁo Entalpia Tid Tm de
Amostra
(°C) 3.9 (°C) (°C) (°C)
PCL 58,6 34,9 333,0 403,4 434,0
PCL + biopeptideos 56,8 28,6 262,3 318,0 339,6

Trsso: temperatura de fuséo das nanofibras; Tiy: temperatura inicial de degradagéo das nanofibras; Ty,
temperatura média de degradacdo das nanofibras; T: temperatura final de degradacédo das nanofibras.

As mudangas nas temperaturas de degradacdo das nanofibras contendo
biopeptideos pode ser consequéncia da interagdo do PCL com 0s compostos naturais
adicionados que sdao degradados em temperaturas inferiores. Ciardeli et al. (2011) verificaram

reducdo de temperatura no processo de pirélise de blendas de PCL/polissacarideos comparado
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com filmes de PCL puro. Patricio, Gléria e Bartolo (2013) obtiveram valores de estabilidade
até temperaturas de 300°C para blendas poliméricas de PCL e PLA.

As mudancgas nos parametros térmicos avaliados nas analises de DSC e TGA néo
séo prejudiciais para obtencdo de nanofibras visando aplicacdo em embalagens. Dessa forma,
é possivel definir que o processamento das nanofibras e sua aplicabilidade devem ser
realizados abaixo de 260°C. A obtenc¢do de nanofibras com biopeptideos por electrospinning é
adequado, pois ndo utiliza temperaturas elevadas no processo. Desta forma, os biopeptideos
ndo sdo desnaturados e ocorre a manutencdo da atividade para aplicacdo como embalagem.
As informacBes a respeito dos parametros térmicos sdo importantes para definicdo das
possiveis aplicacbes, bem como reciclagem e descarte. Além disso, as caracteristicas de
estabilidade das nanofibras apresentam potencial para embalagens de alimentos e a
degradabilidade que os biopolimeros possuem sdo benéficas para reducdo de problemas
ambientais (DUARTE, 2004).

As propriedades mecanicas foram avaliadas para as nanofibras de PCL e PCL
contendo biopeptideos. A espessura dos filmes foram 0,50 e 0,16 mm para nanofibras de PCL
e PCL com biopeptideos. A diferenca na espessura entre as amostras pode ser explicada pela
diferenca de potencial no momento de formacdo das nanofibras que por meio de forcas

eletrostaticas atrai maior concentracdo de nanofibras para um determinado ponto do coletor.

Os valores de resisténcia a tracdo sdo dependentes da forca maxima aplicada no
material para que ocorra a ruptura e da area da secdo transversal da matriz das nanofibras. As
diferencas de resisténcia a tracdo e alongamento estdo diretamente ligadas a espessura das
matrizes de nanofibras. As nanofibras de PCL e PCL com biopeptideos apresentaram
resisténcia a tracdo 0,137 e 0,245 MPa e alongamento 85 e 64%. Johnson et al. (2009) avaliou
o0 alongamento de nanofibras formadas a paritr de 12% de PCL e obteve 102%. Este valor foi
superior ao obtido neste trabalho, porém os autores utilizaram acetona sob agquecimento
(50°C) para o preparo da solucdo polimérica. A variacdo da interacdo entre solvente e
polimero pode formar uma organizacdo distinta nas cadeias poliméricas formadas que

influencia diretamente nas propriedades das nanofibras (ALCOBIA, 2013).

Em estudo de Ghasemi-Mobarakeh et al. (2008) por meio da adicdo de gelatina
as nanofibras de PCL foi observado que houve reducdo na resisténcia a tracdo devido as
fracas propriedades de ligacdo PCL/gelatina resultando em valores inferiores a 1 MPa. Esse

mesmo evento foi observado neste trabalho para as nanofibras com adigéo de biopeptideos.
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A fim de verificar a atividade antioxidante de nanofibras produzidas com 12% de
PCL e 3% de biopeptideos obtidos da coluna Amicon® 10 K foram empregados dois métodos

de sequestro de radicais livres DPPH e ABTS, além de analise do poder redutor (Tabela 2).

Para o método DPPH nao houve diferenca significativa (p<0,05) do percentual de
inibicdo entre a biomassa ndo hidrolisada com os biopeptideos e as nanofibras com
biopeptideos. Os métodos de sequestro de ABTS e poder redutor apresentaram diferenca
significativa (p<0,05) para as amostras analisadas apresentando aumento da atividade

antioxidante dos compostos apos a hidrélise e reducdo apos o0 processo de electrospinning.

TABELA 2 — Atividade antioxidante da biomassa, biopeptideos e nanofibras de PCL e PCL

com biopeptideos.

DPPH ABTS Poder Redutor
Amostra — L
(%Inibicéo) (%Inibicéo) (U.A., A= 700 nm)
Biomassa 28,3 + 3,82° 265+1,7° 0,415 + 0,015"
Biopeptideos 30,6 +1,1° 58,3 + 0,9 0,677 +0,0072
PCL = - 0,006 + 0,001¢
PCL + biopeptideos 226+29° 12,4 +0,6° 0,182 + 0,024°

*Letras diferentes na mesma coluna representam resultados estatisticamente diferentes (p<0,05).
—**: 0s valores de absorbancia foram utilizados como branco para o célculo de % de inibicdo dos
radicais DPPH e ABTS. Portanto, os valores ndo foram apresentados.

A reducdo pode estar associada ao processo de obtencdo dos extratos para
quantificacdo de atividade antioxidante. Da mesma forma, a matriz das nanofibras é composta
por apenas 3% (m/v) correspondendo a 0,21 mg.mL™ de biopeptideos no extrato enquanto que
na anélise do composto puro foram utilizados 5 e 10 mg.mL™ de biopeptideos. Ainda assim,
o0s biopeptideos contidos nas nanofibras de PCL apresentaram capacidade antioxidante para o0s

trés métodos estudados.

Sheih, Wu e Fang (2009) em estudo para obtencdo de biopeptideos de massa
molecular de 1,3 kDa, a partir de residuos de algas testou a atividade frente aos métodos
DPPH e ABTS. Os autores obtiveram 50% de sequestro desses radicais em baixas
concentracdes de aproximadamente 10 pg.mL™’ quando comparado com antioxidantes

sintéticos.
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Cian, Martinez-Augustin e Drago (2012) estudaram a bioatividade de peptideos
purificados obtidos por hidrélise de alga Porphyra columbina e apresentaram valores de 50%
de inibicao dos radicais ABTS e DPPH em concentracdes de aproximadamente 3 mg.mL™. A
atividade antioxidante dos biopeptideos do presente trabalho séo significativas, uma vez que
as concentracdes testadas foram superiores (10 mg.mL™) e os biopeptideos sdo extratos
brutos. Assim, foi possivel obter biopeptideos ndo purificados com acdo antioxidante frente

aos métodos testados.

Na Figura 2 estdo apresentadas as amostras de carne de frango com aplicagéo da
matriz de nanofibras com biopeptideos e o controle. A amostra controle sem recobrimento de
nanofibras apresentou diferenca significativa (p<0,05) no contetdo de malonaldeido e bases
volateis totais comparadas a carne de frango mantida com nanofibras. Estes valores mostram
que a carne de frango sem recobrimento apresentou maior producdo de compostos oriundos

da oxidacdo lipidica (Tabela 4).

FIGURA 2 — Cortes de carne de frango controle (1) e com nanofibras (2) contendo
biopeptideos em 0 (a) e 12 dias (b) de armazenamento.
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A aplicacdo das nanofibras com biopeptideos antioxidantes na carne de frango foi
eficiente durante o armazenamento e reduziu a degradagdo da amostra. As nanofibras
possuem maior area superficial de contato comparado com seus homologos de escala
macroscopica. Assim, 0s compostos bioativos apresentaram maior reatividade com o0s
produtos de degradacdo auxiliando na manutencdo da qualidade do produto (AZEREDO,
2013).

O uso de nanocompositos na industria de embalagens para alimentos é promissora
por aumentar consideravelmente a vida de prateleira de produtos como carnes, queijos, frutas
e cereais (RHIM et al., 2013). No presente trabalho foi possivel observar que a aplicacdo de
nanofibras com biopeptideos manteve a conservacdo do produto durante o periodo de

armazenamento avaliado.

TABELA 3 — Andlise de TBARS e N-BVT para amostras contendo nanofibras com
biopeptideos e controle apds 12 dias de armazenamento.

TBARS N-BVT
Amostra L L
(mgMDA.kg™) (mgN.100g™)
Controle (0 dias) 0,3+0,0° 25,1+0,7°
Controle (12 dias) 2,6 +0,0° 33,8 +0,0°
PCL+ biopeptideos (12 dias) 1,0 £0,0° 25,8+ 0,3

*Letras diferentes na mesma coluna representam resultados estatisticamente diferentes (p<0,05).

Counsell e Horning (1981 apud PEREIRA, 2009) relataram que valores de
TBARS acima de 2 mg malonaldeido por kg de amostra sdo detectados odores de rango por

provadores néo treinados.

Pereira (2009) estudou a aplicagéo de antioxidantes naturais para estabilizagdo de
oxidacéo lipidica em carne de frango mecanicamente separada e constatou aumento gradativo
dos indices de TBARS para as amostras sem adicdo de antioxidantes. A aplicacdo de
antioxidantes naturais controlou 0s processos oxidativos durante 0 armazenamento
apresentando potencial aplicagdo para conservagdo das amostras analisadas. Pino (2005)
avaliou o conteddo de TBARS de cortes de frango armazenados sob congelamento e verificou

aumento gradual dos niveis de malonaldeido no periodo analisado.
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O resultado da analise de bases voléteis totais foi satisfatorio. A carne de frango
quando recoberta com nanofibras contendo os biopeptideos apresentou controle no processo
de degradacdo e apresentou valor inferior ao apresentado como limite pela legislacdo. A
quantificacdo de bases volateis € regulamentada para pescados em geral. Nao ha legislacdo
vigente para determinacdo do contetdo de N-BVT de cortes de carne de frango. Alguns
estudos demonstram que niveis superiores a 30 mgN.100g™ conferem ao produto alteragdes
sensoriais e fazem com que ele ndo seja considerado adequado ao consumo humano
(BRASIL, 1980).

4 CONCLUSAO

As nanofibras contendo biopeptideos de origem microalgal apresentaram diametro
de 438 nm e devido a grande area de superficie de contanto podem ser aplicadas na
conservacdo de alimentos. Nos ensaios de estabilidade de cortes de carne de frango com
aplicacdo de nanofibras contendo biopeptideos houve controle no processo de oxidacao
lipidica com valores de 1,0 + 0,0 mgMDA.kg™ e 25,8 + 0,3 mg N.100g1 comparado com a
amostra controle que apresentou 2,6 + 0,0 mgMDA.kg™ e 33,8 + 0,0 mg N.100g™. Assim,
matrizes de nanofibras de PCL contendo biopeptideos com atividade antioxidante sao
potenciais alternativas para aplicacdo como embalagens ativas primarias visando a

conservacao de produtos alimenticios.
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6 CONCLUSAO GERAL

A hidrolise proteica da biomassa de Spirulina utilizando a enzima Protemax 580 L
apresentou GH de 58,07% produzindo hidrolisados proteicos de baixa massa molecular (10
kDa). Os niveis inferiores das variaveis concentracdo de substrato e atividade enzimatica
avaliados no DCC apresentaram efeito positivo na resposta GH. A cinética GH foi avaliada
até o tempo de 420 min e resultou em GH de 60,94% ndo apresentando diferenga significativa
(p< 0,05) com a melhor condicédo do DCC.

As anélises de eletroforese e CCD mostraram que a hidrolise da biomassa
proporcionou a formagéo de fragmentos proteicos de baixa massa molecular e confirmam que
podem ser biopeptideos de massa molecular inferior 10 kDa. A atividade antioxidante dos
biopeptideos foi superior comparada com a biomassa nao hidrolisada para os métodos ABTS
e poder redutor (p< 0,05). A atividade antioxidante apresentou aumento da mesma forma que
houve aumento no contetdo de proteina sollvel, inferindo que a atividade provém dos

biopeptideos.

As nanofibras de PCL contendo biopeptideos apresentaram diametro de 438 nm
sem formacdo de gotas. As propriedades térmicas e de degradacdo apresentaram reducdo
devido a presenca de fragmentos proteicos com ponto de desnaturacdo inferior as
temperaturas para o polimero puro e ndo interferiram na formacdo de nanofibras. As
nanofibras com biopeptideos apresentaram atividade antioxidante para os métodos DPPH,
ABTS e poder redutor. O armazenamento de cortes de carne de frango recobertos com as
nanofibras com biopeptideos apresentou controle nos indices de bases volateis totais (25,8
mgN.100g™") e oxidacdo lipidica (0,98 mgMDA.kg™") quando comparados ao controle
armazenado sob as mesmas condigOes. Desta forma, as nanofibras de PCL contendo

biopeptideos apresentaram potencial aplicagdo como embalagens de alimentos pereciveis.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Estudar a obtencdo de peptideos bioativos a partir de isolados proteicos de
biomassa de Spirulina sp. LEB 18.

Identificar os aminoacidos da biomassa microalgal e a sequéncia de fragmentos

proteicos que apresentam bioatividade.

Estudar misturas de blendas poliméricas para formagdo de nanofibras visando

melhorias nas propriedades mecanicas e de barreira para aplicacdo como embalagens.

Avaliar processos de encapsulacdo de biopeptideos para manutencao da atividade

e insercao das nanoparticulas nas nanofibras.
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9 APENDICES

APENDICE 1 - Perfil eletroforético da biomassa de Spirulina sp. LEB 18, hidrolisados e
filtrados proteicos em gel SDS-PAGE 15% corado com Coomassie blue (a) e gel SDS-PAGE
20% corado com nitrato de prata (b).

Padrio 1 7 2 3 4 5 6 i 8

10kDa>

180 a 55 kDa{
43 kDa 2
34 kDa >
26 kDa
17 kDa >

10 kDa >

(b)

*1: 20 ug de biomassa ndo hidrolisada; 2: 40 ug de biomassa ndo hidrolisada; 3: hidrolisado proteico
(t= 420min), 4: hidrolisado proteico (t= 240min), 5: filtrado em membrana 0,1um (t= 420min); 6:
filtrado em membrana 0,1um (t= 240min); 7: filtrado em coluna Amicon® 10K (t= 420min) e 8:
filtrado em coluna Amicon® 10K (t= 240min). O padrdo (P) de massa molecular est4 indicado a
esquerda e representado em kDa.



APENDICE 2 — Andlise de calorimetria diferencial de varredura (DSC) das nanofibras de

PCL e PCL com biopeptideos.
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APENDICE 3 — Analise termogravimétrica das nanofibras de PCL e PCL com biopeptideos.
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