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CAPITULO I






RESUMO GERAL

A proteina e ficocianina de origem microalgal podem ser utilizadas para o desenvolvimento de
nanofibras, apresentando caracteristicas de biodegradabilidade e bioatividade. No entanto, para
que ocorra a formacgao de nanofibras com proteina ¢ necessario tratamento acido, alcalino ou
aquecimento, assim como formac¢ao de blendas com outros polimeros como o poli (6xido de
etileno) (PEO). Devido a mudanca da sua coloragdo frente a variacao de pH, a ficocianina pode
ser adicionada em fibras com o intuito de desenvolver indicador de pH. Para a producdo de
nanofibras poliméricas com aplicagdo em embalagens de alimentos, o PEO e poli (4cido latico)
(PLA) também ganham destaque, uma vez que sdo biodegradaveis, renovaveis e compativeis
com os polimeros sintéticos. Neste contexto, o objetivo geral deste trabalho foi desenvolver
nanofibras poliméricas utilizando biocompostos de origem microalgal com acdo antioxidante e
sensiveis a alteracdo do pH. Inicialmente foi avaliado o efeito do aquecimento do PEO em
solugdes alcalinas e acidas na formacdo de nanofibras utilizando proteina concentrada de
Spirulina sp. LEB 18. Com a maior concentraco de proteina (10 %, m.m™"), o didmetro médio
das nanofibras foi de aproximadamente 450 nm. Para as nanofibras desenvolvidas com 5 %
(m.m™") de proteina concentrada, os picos no espectro FTIR foram observados a 1641 cm™
(amida I) e 1533 cm™! (amida II). Além disso, o incremento da concentragdo de proteina de 5
para 10 % (m.m’') aumentou a temperatura inicial de degradacdo das nanofibras em 34 °C.
Analisada a melhor condigdo para o desenvolvimento de nanofibras a base de proteina
microalgal (solucdo 4cida e aquecimento do PEO), foi estudada a adicdo ficocianina para avaliar
o potencial de aplicagdo em embalagens bioativas. Nanofibras uniformes contendo ficocianina
foram obtidas, apresentando didmetro médio de 269, 314 e 542 nm ao utilizar 5, 7,5 ¢ 10 %
(m.m™) de proteina concentrada de Spirulina sp. LEB 18, respectivamente. As nanofibras
desenvolvidas com 7,5 % (m.m!) de proteina concentrada e 2 % (m.m™) de ficocianina
apresentaram potencial antioxidante pelos métodos ABTS+ e DPPH. Para desenvolver
indicador de pH foram produzidas nanofibras de PLA/PEO contendo ficocianina. As solugdes
foram preparadas com PLA (9 %, m.v'') e PEO (3 %, m.v!), sendo utilizada a propor¢io 9:1,
respectivamente. A ficocianina foi avaliada nas concentragdes 2, 3, 4, 5 ¢ 6 % (m.v’).
Nanofibras uniformes de PLA/PEO foram obtidas com 2 e 3 % (m.v!) de ficocianina. Ao
utilizar o coletor rotatério foi obtido didmetro médio de 921 nm para as fibras desenvolvidas
com 3 % (m.v'") do corante. As nanofibras de PLA/PEO com 2 e 3 % (m.v!) de ficocianina
apresentaram eficiéncia de encapsulacdo de 80,7 e 71,4 %, respectivamente. As fibras contendo
3 % (m.v'!) do pigmento foram as que apresentaram as melhores respostas quanto a percepgio
de mudanga de cor (AE). A maioria (60 %) dos valores de AE encontrada para essas nanofibras
foram superiores a 12, indicando mudanga absoluta de cor. Além disso, foi verificada influéncia
da espessura das nanofibras no valor de AE. Com a maior espessura das nanofibras
desenvolvidas a partir de 3 % (m.v!) de ficocianina foi possivel obter 76 % dos resultados de
AE acima de 12. Desta forma, biocompostos microalgais podem ser utilizados para o
desenvolvimento de nanofibras bioativas e indicadoras de pH com potencial aplicagdo para
embalagem de alimentos. Além disso, a adi¢do da ficocianina em nanofibras PLA/PEO como
indicador de pH ¢ alternativa promissora para aplicacdo na area de embalagem inteligentes.

Palavras-chave: Biomassa microalgal. Embalagem de alimentos. Ficocianina. Indicador de
pH.






Development of nanofibras using microalgae biocompounds with antioxidant action and
pH indicators

ABSTRACT

Protein and phycocyanin of microalgal origin can be used for the development of nanofibers,
presenting characteristics of biodegradability and bioactivity. However, for the formation of
nanofibers with protein it is necessary to treat acid, alkaline or heating, as well as the formation
of blends with other polymers such as polyethylene oxide (PEO). Due to the change of its
coloration against pH variation, phycocyanin can be added in fibers in order to develop a pH
indicator. For the production of polymeric nanofibers for use in food packaging, PEO and poly
(lactic acid) (PLA) are also prominent as they are biodegradable, renewable and compatible
with synthetic polymers. In this context, the general objective of this work was to develop
polymeric nanofibers using biocompounds of microalgal origin with antioxidant activity and
sensitive to pH alteration. Initially the effect of the heating of the PEO in alkaline and acidic
solutions in the formation of nanofibers using protein concentrate from Spirulina sp. LEB 18
was evaluated. With the highest protein concentration (10 %, w.w™!), the mean diameter of the
nanofibers was approximately 450 nm. For the nanofibers developed with 5 % (w.w!) of
protein concentrate, the peaks in the FTIR spectrum were observed at 1641 cm™ (amide I) and
1533 cm™! (amide II). In addition, the increase in protein concentration from 5 to 10 % (w.w™!)
increased the initial degradation temperature of the nanofibers by 34 °C. After analyzing the
best condition for the development of nanofibers based on microalgal protein (acid solution and
heating of PEO), the addition of phycocyanin was studied to evaluate the potential of
application in bioactive packages. Uniform nanofibers containing phycocyanin were obtained
with a mean diameter of 269, 314 and 542 nm using 5, 7.5 and 10 % (w.w'") of the protein
concentrate from Spirulina sp. LEB 18, respectively. Nanofibers developed with 7.5 % (w.w™!)
of protein concentrate and 2 % (w.w!) of phycocyanin showed antioxidant potential by the
ABTS" and DPPH methods. To develop pH indicator PLA/PEO the nanofibers containing
phycocyanin were produced. The solutions were prepared with PLA (9 %, w.v'") and PEO (3%,
w.v'), using a 9:1 ratio, respectively. Phycocyanin was evaluated at concentrations 2, 3, 4, 5
and 6 % (w.v'"). Uniform PLA/PEO nanofibers were obtained with 2 and 3 % (w.v') of
phycocyanin. When using the rotary collector a mean diameter of 921 nm was obtained for the
fibers developed with 3% (w.v'!") of the dye. PLA/PEO nanofibers with 2 and 3 % (w.v'!) of
phycocyanin showed encapsulation efficiency of 80.7 and 71.4 %, respectively. The fibers
containing 3 % (w.v'") of the pigment were the ones that presented the best responses regarding
the perception of color change (AE). Most (60 %) of the AE values found for these nanofibers
were greater than 12, indicating absolute color change. In addition, the influence of the
thickness of the nanofibers in the value of AE was verified. With the highest thickness of the
nanofibers developed from 3 % (w.v'') of phycocyanin, it was possible to obtain 76 % of the
results of AE above 12. Thus, microalgae biocompounds can be used for the development of
bioactive nanofibers and pH indicators with potential application for food packaging. In
addition, the addition of phycocyanin to PLA/PEO nanofibers as a pH indicator is a promising
alternative for application in the intelligent packaging area.

Keywords: Microalgae biomass. Food packaging. Phycocyanin. pH indicator.
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1 INTRODUCAO GERAL

O desenvolvimento de novos materiais para aplicacdo em embalagens busca a
reduc¢do dos custos de producao, embalagens sustentaveis ao meio ambiente. A nanotecnologia
potencializa caracteristicas funcionais das embalagens através do uso de nanomateriais. A
aplicagdo de nanofibras em embalagens pode contribuir com as propriedades mecanicas do
material, gerando embalagens mais refor¢cadas (WEISS; TAKHISTOV; MCCLEMENTS,
2006), ¢ com o aumento da vida util dos produtos alimenticios (GARCIA; FORBE;
GONZALEZ, 2010).

O aumento de escala da producao de nanofibras para aplicacdo em embalagens pode
ser obtido utilizando a tecnologia Nanospider. Nanospider ¢ uma metodologia modificada do
processo de electrospinning, utilizada para produgdo comercial de nanofibras. Esta tecnologia
utiliza potencial elétrico de até 80 kV e permite a utilizagdo de volumes maiores de solugao
polimérica quando comparado ao processo tradicional de electrospinning. Além disso, as
nanofibras produzidas sdo depositadas em coletor cilindrico rotatério (AL-DEYAB et al.,
2013). Este processo pode ser utilizado para produgdo de nanofibras aplicadas em embalagens
inteligentes ou ativas para alimentos (GARCfA; FORBE; GONZALEZ, 2010).

A preocupacdo com o meio ambiente e a escassez de petroleo estdo direcionando a
pesquisa para desenvolver nanofibras a partir de polimeros, que sejam biodegradaveis,
renovaveis e compativeis com os polimeros sintéticos. Neste contexto, destacam-se as proteinas
(GUO et al., 2015) e o poli (4cido lactico) (PLA) (DAI; LIM, 2015). O PLA fo1 utilizado para
desenvolver nanofibras para aplicagdes, tais como imobilizagdo da enzima (ZHOU; LIM,
2009), liberagdo controlada de medicamentos (SILL; VON RECUM, 2008) e scaffolds (VAZ
et al., 2005). Para otimizar a aplicagdo das nanofibras de PLA, este polimero pode formar
blenda com outros polimeros como o poli (6xido de etileno) (PEO), gerando nanofibras
hidrofilicas (HONARBAKHSH; POURDEYHIMI, 2011).

Recentemente, proteinas tém sido estudadas no desenvolvimento de nanofibras
utilizando a técnica de electrospinning, incluindo, o coldgeno e a elastina (AGUIRRE-
CHAGALA et al., 2017), o fibrinogénio (WNEK; CARR; SIMPSON; BOWLIN, 2003), a
proteina isolada de soja (VEGA-LUGO; LIM, 2008; WANG et al., 2013) e a proteina
concentrada (VERDUGO; LIM RUBILAR, 2014). A dificuldade com electrospinning em
solucdo aquosa de proteina tem sido atribuida as caracteristicas de polieletrolitos de
polipeptideos, que sdo capazes de suportar cargas acompanhados por muitos contra-ions, que

enfraquecem a densidade de carga requerida para a formagao de nanofibras (HUANG et al.,


https://pubs.acs.org/author/Wnek%2C+Gary+E
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2004). Ao contrario das proteinas fibrosas, as proteinas globulares devem ser desdobradas para
que ocorra o emanharamento das cadeias e formagao de nanofibras. Assim, um dos métodos
mais utilizados para quebrar a estrutura quaternaria da proteina ¢ utilizar a combinacao de
métodos alcalinos e aquecimento. Em pH acima do seu ponto isoelétrico a proteina solubiliza,
expondo os grupos hidrofébicos e sulfidrilos. Estes grupos podem formar ligagdes hidrofobicas
e dissulfeto, que tem grande impacto sobre a estabilidade da rede de proteina (REMONDETTO;
ANON; GONZALEZ, 2001). Além de métodos alcalinos, a desnaturagdo em meio acido
também demonstrou a capacidade das proteinas de formar nanofibras por electrospinning
(VERDUGO; LIM; RUBILAR, 2014).

A microalga Spirulina ¢ conhecida pelo elevado teor proteico que apresenta. A
biomassa dessa microalga, assim como seus compostos tém sido estudados no desenvolvimento
de nanofibras (MORALIS et al., 2015a). Além disso, pigmentos de importancia comercial como
a ficocianina, podem ser extraidos de sua biomassa. A ficocianina é um pigmento de coloragdo
azul intensa, utilizado como corante natural em alimentos, que apresenta propriedades
antioxidante, anti-inflamatorias e antitumoral. No entanto, a ficocianina € instavel ao calor, e,
por isso, seu potencial para aplicagdo em produtos alimenticios, que necessitam de tratamento
térmico, € restrito (MARTELLI et al., 2014). Assim, nanofibras poliméricas surgem para
aumentar a estabilidade térmica de biocompostos como a ficocianina (BRAGA et al., 2016),
contribuindo para sua acao bioativa na preservagdo de alimentos.

Além disso, a ficocianina também ¢ sensivel a luz e a mudancas no pH, assim sua
instabilidade resulta em precipitacao e descoloracdo (MARTELLI et al., 2014). A descoloragao
de ficocianina, considerado recentemente como problema para a industria de alimentos, pode
ser interessante para aplicacdo em embalagens inteligentes. Nanofibras poliméricas podem ser
desenvolvidas com o intuito de produzir indicadores de pH para serem aplicados em
embalagens de alimentos, uma vez que a estabilidade e, consequentemente, a coloragdo da

ficocianina ¢ reduzida dependendo das variagdes deste parametro.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver nanofibras poliméricas utilizando biocompostos de origem microalgal com

acdo antioxidante e sensiveis a alteragcao do pH.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Avaliar a influéncia da solu¢do polimérica em meio acido e alcalino para o
desenvolvimento de nanofibras com proteina concentrada de Spirulina sp. LEB 18;

. Verificar o efeito do aquecimento do PEO na morfologia das nanofibras com proteina
concentrada de Spirulina sp. LEB 18;

. Desenvolver nanofibras de proteina concentrada de Spirulina sp. LEB 18/PEO e
ficocianina com atividade antioxidante;

o Desenvolver nanofibras de PLA/PEO e ficocianina sensiveis a variacdes de pH;

. Avaliar a influéncia da concentracdo de ficocianina e espessura das nanofibras na

resposta de mudanca de cor do indicador de pH desenvolvido.






CAPITULO 11
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 EMBALAGENS DE ALIMENTOS

As embalagens de alimentos continuam a evoluir em resposta ao avango da ciéncia
e tecnologia dos materiais, bem como a mudanga da procura dos consumidores. A embalagem
¢ essencial para permitir a distribuicdo e preservacdo dos alimentos e facilitar sua conveniéncia
e comunicacdo final com o consumidor. Com isso, a industria de embalagens tornou-se a
terceira maior do mundo e representa cerca de 2 % do Produto Nacional Bruto em paises
desenvolvidos (HAN, 2005; MIHINDUKULASURIYA; LIM, 2014; ROBERTSON, 2005).

As embalagens desempenham papel fundamental na industria alimenticia devido as
suas fungdes, tais como contengdo, para armazenar os produtos e manté-los seguros até serem
consumidos; protecdo, contra riscos mecanicos, ambientais e microbiologicos encontrados
durante a distribui¢do e o uso; comunica¢ao, para identificar o contetido, auxiliar na venda do
produto e manejo da embalagem; maquinabilidade, para alcancar bom desempenho em linhas
de produgdo de alta velocidade de enchimento, fechamento e verificagdo e conveniéncia,
manuseio simples tanto para utilizagdo quanto para descarte da embalagem (FELLOWS, 2006).

A principal fun¢do das embalagens de alimentos ¢ manter a qualidade e a seguranga
dos produtos alimenticios. A embalagem deve, portanto, dificultar o ganho ou perda de
umidade, evitar a contamina¢do microbiana e atuar como barreira contra a infiltragdo de vapor
de agua, oxigénio (0O2), didxido de carbono (CO2) e outros compostos volateis. A embalagem
deve ser segura, inerte, de baixo custo, leve, de facil degradagdao no ambiente ou reutilizacao e
capaz de resistir a condi¢cdes extremas durante o processamento (DUNCAN, 2011;
MIHINDUKULASURIYA; LIM, 2014).

Diversas tecnologias e materiais vém sendo desenvolvidos para obtengdo de
embalagens definindo novas possibilidades e formas de uso, ideais aos produtos e usudrios.
Devido ao complexo e ocupado estilo de vida dos consumidores, os produtores de alimentos
estdo se esforcando para desenvolver sistemas de embalagem funcionais. Embalagens ativas
tem as fun¢des de prolongar a vida de prateleira “Shelf Life”, preservando o frescor do produto.
As embalagens inteligentes possuem a funcdo de exibir informagdes sobre a qualidade,
fornecendo feedback ao consumidor, além de melhorar a seguranga e conveniéncia

(MIHINDUKULASURIYA; LIM, 2014).
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3.2 NANOTECNOLOGIA APLICADA A ALIMENTOS

A nanotecnologia ¢ uma ferramenta interdisciplinar para o desenvolvimento de
produtos inovadores. Prevé-se que a nanotecnologia impactara pelo menos US$ 3 trilhdes em
toda a economia global até 2020, criando uma demanda de 6 milhdes de empregados em
diversas industrias (DUNCAN, 2011). Em 2008, a embalagem global de alimentos relacionados
com a nanotecnologia foi de US$ 4,13 bilhoes, que foi projetado para cerca de 12 % da taxa de
crescimento anual composta. Com esta tendéncia global, espera-se que a nanotecnologia
proporcione um impulso importante no desenvolvimento de sistemas avangados de embalagem
para atender as necessidades dos consumidores (MIHINDUKULASURIYA; LIM, 2014).

Nanotecnologia ¢ a criacdo de materiais funcionais, dispositivos e sistemas, através
da manipulag¢dao da matéria em escala atdbmica ou molecular com comprimento de 1 a 1000 nm
(SCHMATZ et al., 2016). Nesta escala, as propriedades fisicas, quimicas e biologicas dos
materiais sdo potencializadas. A aplicagdo da nanotecnologia em alimentos é nova em
comparagdo com a area biomédica e as industrias de tecnologia de informagao, nas quais esta
tecnologia ¢ utilizada para fabricacdo de materiais. No entanto, existem inimeras oportunidades
que podem ser exploradas, como a elaboracdo de embalagens ativas com caracteristicas
funcionais e nutracéuticas e embalagens inteligentes (ASSIS et al., 2012).

A nanotecnologia tem grande potencial para gerar produtos inovadores no ambito
alimentar com inimeros beneficios. Algumas aplicagdes previstas para os proximos 5-10 anos
incluem: desenvolvimento de alimentos a base de nanotecnologia com menos calorias, gordura,
sal e agucar, mantendo sabor e textura; veiculos em nanoescala para a entrega eficaz de
micronutrientes e bioativos sensiveis; nanobiosensores para a deteccao de agentes patogénicos,
toxinas e bactérias em alimentos; sistemas de identificacdo para rastrear materiais de origem
animal e vegetal para o consumo; filmes em nanoescala para embalagens de alimentos e
materiais de contato que prolongam a vida de prateleira e conservam a qualidade (HONGDA

etal., 2014).

3.2.1 Nanotecnologia aplicada a embalagens ativas

As embalagens ativas estdo focadas em fornecer prote¢do e preservacdo dos
alimentos através de mecanismos ativados por fatores intrinsecos e /ou extrinsecos. Esse tipo
de embalagem retarda as deterioragdes quimica e microbiologica, inibindo o crescimento de
micro-organismos patogénicos, garantindo a seguranga dos alimentos e melhorando

caracteristicas sensoriais (LIM, 2011).
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Nos sistemas de embalagens ativas, a fun¢do de protecao da embalagem ¢ refor¢ada
pela incorporagdo de compostos ativos como antimicrobianos, absorvedores de oxigénio, CO»
e umidade, removedores de etileno, dentre outros. A Figura 1 ilustra os componentes-chave de
um sistema de embalagem ativa habilitado pela nanotecnologia. Os componentes ativos sdao
utilizados pela nanotecnologia para produzir um transportador de componentes ativos que pode
ser integrado a embalagem de alimentos. O transportador pode interagir com fatores internos
e/ou externos (setas azuis), ativando, assim, uma agao pretendida (seta vermelha). Essa agdo
contribui para aumentar a vida util, manter a qualidade dos alimentos e/ou a seguranga do

produto (MIHINDUKULASURIYA; LIM, 2014).

Figura 1 - Diagrama esquematico que mostra o conceito de embalagem ativa e seu

envolvimento na nanotecnologia.
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Fonte: MIHINDUKULASURIYA; LIM (2014)

3.2.2 Nanotecnologia aplicada a embalagens inteligentes

Na busca da satisfacdo dos consumidores mais exigentes, as empresas, juntamente
aos centros de pesquisa e universidades, tém investido no estudo de novas tecnologias, como

no desenvolvimento de embalagens inteligentes (BRIZIO, 2014). As embalagens inteligentes
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possuem funcdo reforcada no que diz respeito a comunicacdo e marketing, para fornecer
feedback dinamico para o consumidor sobre a qualidade do produto. As embalagens inteligentes
permitem o monitoramento da vida 1util dos alimentos, do ambiente ou da integridade da
embalagem durante o transporte e armazenamento, detectando ou registrando suas mudangas,
além de fornecer informagdes sobre a qualidade do produto (LIM, 2011).

As embalagens inteligentes também podem contribuir para melhorar os Sistemas
de Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) (HEISING et al., 2014)
desenvolvidos para detectar oportunamente alimentos inseguros; identificar riscos para a satide
e estabelecer estratégias e procedimentos para prevenir, reduzir ou eliminar suas ocorréncia; €
identificar processos que afetam fortemente os atributos de qualidade e melhorar de forma
eficiente a qualidade final dos alimentos.

Os sistemas de embalagens inteligentes tém a fun¢do de melhorar o aspecto de
comunicacdo de uma embalagem com o consumidor de modo a refletir a qualidade dos
alimentos em tempo real. Este tipo de embalagem ¢ util para aumentar a eficicia da
transferéncia de informagdes durante a distribuicdo de produtos através de métodos de
comunicagdo inovadores, como etiquetas inteligentes (indicadores de tempo-temperatura,
sensores de oxigénio e didxido de carbono) (KERRY; O'GRADY; HOGAN, 2006; VON
BULTZINGSLOWEN et al., 2002). Através de sensores incorporados ao material, interna o
externamente, por exemplo, pode-se controlar as condigdes do alimento ou ambiente com selos
ou etiquetas que mudam de cor para identificar qualquer tipo de alteragdo. As embalagens
inteligentes podem informar detalhes da origem e da qualidade do transporte e a distribuicdo
por meio de codigos de barras inteligentes, ligados a sistemas de rastreamento por GPS. Assim,
o fabricante consegue rastrear o produto e se informar sobre suas condi¢cdes (BRIZIO, 2014).

Os elementos-chave do sistema de embalagem inteligente baseado na
nanotecnologia sdo resumidos na Figura 2. O indicador/sensor, produzido com nanotecnologia,
pode interagir com fatores internos (componentes de alimentos e headspace) e/ou fatores
ambientais externos (setas azuis). Como resultado dessa interagdo, o indicador/sensor ira gerar
uma resposta (sinal visual, por exemplo) que se correlaciona com o estado do produto
alimenticio. A informacao gerada ¢ util para a comunicagdo com os consumidores, informando-
os sobre a seguranga e a qualidade dos produtos. Além disso, a resposta dos indicadores ou
sensores pode ser utilizada pelos produtores para determinarem, quando e quais as agdes a

serem tomadas em todo o processo de producao e distribui¢do dos produtos alimenticios (YAM;

TAKHISTOV; MILTZ, 2005).
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Figura 2 - Diagrama esquematico que mostra o conceito de embalagem inteligente e seu

envolvimento na nanotecnologia.
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Fonte: MIHINDUKULASURIYA; LIM (2014).

3.3 PRODUCAO DE NANOFIBRAS POR ELECTROSPINNING

Nanofibras sdo compostas de polimeros sintéticos, naturais ou biopolimeros
(MORALIS et al., 2014). O processo de electrospinning (Figura 3) ¢ a técnica mais amplamente
adotada para formagdao de nanofibras poliméricas devido a repetibilidade, facilidade na
ampliacao de escala do processo e producao de nanofibras longas e uniformes (Figura 4). Este
método produz nanofibras com faixa de didmetro que varia de 10 a 1000 nm, com elevada
elasticidade, resisténcia e area de superficie em relacdo ao volume, dependendo do polimero
utilizado (SCHMATZ et al., 2015).

O equipamento do processo de electrospinning consiste basicamente de um
recipiente que contém a solucdo polimérica, uma fonte de alta tensdo e um coletor condutor
aterrado. O eletrodo acoplado ao capilar carrega eletricamente a solucdo polimérica e esta ¢
ejetada em direcdao ao coletor condutor (BAIJI et al., 2010). O principio do electrospinning
consiste na aplicagdo de alta tensao a solucao de polimero que resulta na formagao de nanofibras
por meio de repulsdo de cargas eletrostaticas e alongamento da solucdo. A solug¢do polimérica

¢ alimentada através de capilar em fluxo constante carregado com potencial de alta tensdo (10-
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30 kV). Quando o campo elétrico produz forga suficiente para superar a tensdo superficial na
ponta do capilar ocorre a formacao do “cone de Taylor”. O solvente evapora gradualmente, as
nanofibras sao depositadas no coletor, resultando apenas em nanofibras sobre coletor

(MORAIS et al., 2014).

Figura 3 - Diagrama esquematico do processo de electrospinning.

:l Seringa com
=lal=) solucdo polimérica
|
Nanofibras

Alta tensdo

———————
e

L

Coletor

Figura 4 - Microscopia Eletronica de Varredura de nanofibras produzidas por

electrospinning.

As nanofibras produzidas podem ser depositadas em coletor que pode ser

estacionario ou rotatorio como no equipamento Nanospider. O Nanospider possibilita o uso da
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tecnologia electrospinning, porém de uma forma modificada denominada free surface
electrospinning. Esta tecnologia ¢ empregada para producdo comercial de nanofibras, a qual
utiliza potencial elétrico de até 80 kV e permite a utilizagdo de volumes maiores de solucao
polimérica quando comparado ao processo tradicional de electrospinning. Além disso, as
nanofibras produzidas sdo depositadas em coletor cilindrico rotatorio (AL-DEYAB et al., 2013)
proporcionando a maior producdo do material.

Existem varios fatores que afetam o processo de electrospinning. Esses fatores sao
classificados como pardmetros do processo, da solucdo e ambientais. Os pardmetros do
processo incluem o potencial elétrico aplicado, a taxa de alimentag@o e a distancia entre o
capilar e o coletor. Os pardmetros da solu¢do incluem a concentracdo do polimero, a
viscosidade, a tensdo superficial e a condutividade da solucdo. Os parametros ambientais
incluem a umidade relativa e a temperatura. Cada um desses pardmetros afeta
significativamente a morfologia das nanofibras. Pela manipulacido adequada desses parametros

obtém-se nanofibras de morfologia e didmetros desejados (BHARDWAJ; KUNDU, 2010).

3.3.1 Parametros ambientais e do processo de electrospinning

A temperatura e a umidade relativa podem influenciar o processo de
electrospinning e a formacdo de nanofibras. O aumento de temperatura, por exemplo, pode
resultar em nanofibras com didmetros menores devido a reducdo da viscosidade (VRIEZE et
al., 2009). Em relacdo a umidade, se esta for baixa pode ocorrer a secagem do solvente quando
a taxa de evaporagdo do solvente for mais rapida (BHARDWAJ; KUNDU, 2010). Por outro
lado, se a umidade for alta poderd ser formado nanofibras com didmetros maiores devido a
cargas no jato que podem ser neutralizadas e a for¢ca de alongamento que se torna pequena (LI;
WANG, 2013).

No processo de electrospinning, o fator crucial € a tensdo aplicada a solugdo. Existe
uma faixa ideal de tensdo aplicada ou intensidade de campo elétrico para um determinado
sistema polimero-solvente, em que a formagao de nanofibra ¢ desejavel (PILLAY et al., 2013).
O aumento da tensdo aplicada aumenta a for¢a de repulsado eletrostatica na solucao favorecendo
o alongamento do jato da solu¢do de polimero. Assim, ha formagao de nanofibras de diametros
reduzido (SHI et al., 2015; SILL; VON RECUM, 2008). O aumento de diametro ¢ a formagao
de nanofibras desuniformes e com gotas a partir do aumento da tensao aplicada, sdo atribuidos
a diminui¢do do tamanho do cone de Taylor e ao aumento da velocidade do jato para a mesma

taxa de alimentacdo (HAIDER; HAIDER; KANG, 2015).
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A taxa de alimentacdo da solug¢do de polimero é outro pardmetro importante do
processo. Geralmente, recomenda-se a taxa de fluxo mais baixa, uma vez que o solvente terd
tempo suficiente para a evaporacdo (BHARDWAJ; KUNDU 2010). Se a taxa for muito alta,
serdo formadas fibras com gotas e diametros maiores, devido a ndo evaporagao do solvente e a
falta de alongamento da solugdo entre o capilar e o coletor (LI; WANG 2013). Por outro lado,
a menor taxa de alimentagcdo pode, também, ndo expulsar o jato de solucdo de polimero do
capilar devido a secagem da solucao no capilar (ROGINA, 2014). Assim, deve haver uma taxa
de fluxo minima para que o solvente seja evaporado, ocorra alongamento do jato da solugdo e
haja a formacao das nanofibras uniformes, sem gotas (HAIDER; HAIDER; KANG, 2015).

Semelhante ao potencial elétrico aplicado e taxa de alimentacao, a distancia entre a
ponta do capilar e o coletor também varia com o sistema de polimero. A morfologia das
nanofibras pode ser afetada por este parametro, uma vez que depende do tempo de deposicao e
da taxa de evaporagdo (MATABOLA; MOUTLOALLI 2013. Portanto, uma distancia critica
precisa ser mantida para preparar nanofibras lisas e uniformes (BHARDWAJ; KUNDU, 2010).

3.3.2 Parametros da solu¢ao polimérica

No processo de electrospinning, € necessaria uma concentragdo minima de solugao
polimérica para a formagdo de nanofibras (BHARDWAJ; KUNDU, 2010). Durante o
alongamento da solucao de polimero, ¢ o emaranhamento das cadeias de moléculas que impede
que o jato eletricamente dirigido se separe, mantendo um jato de solugdo continua (HAIDER;
HAIDER; KANG, 2015). Quando a concentragdo da solucdo ¢ baixa, os polimeros ndo possuem
emaranhamento suficiente e ndo podem se alongar (RAMAKRISHNA et al., 2005). A rede de
emaranhamento ndo € tao forte para estabilizar o jato carregado, gerando nanofibras com gotas
e/ou somente gotas (WANG; HSU; HWANG, 2008). Para altas concentragdes, existem mais
emaranhados das cadeias poliméricas e o jato carregado comega a ser estabilizado produzindo
nanofibras (YORDEM; PAPILA; MENCELOGLU, 2008). Além disso, o aumento da
concentracao do polimero acima de um valor critico evita o fluxo de solucdo através da ponta
da agulha, obstruindo o capilar.

Aumentar a concentracdo da solucdo polimérica ocasionard aumento na
viscosidade, que contribui para o emaranhamento entre as cadeias de polimero (HAIDER et al.,
2013). A viscosidade da solucao de polimero afeta significativamente o didmetro da fibra. Os
poros, microporos € estruturas com gotas sdo menos propensos a se formar durante o

electrospinning se a viscosidade for mais alta. Se a viscosidade for muito baixa, o jato a partir
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do cone de Taylor sera transformado em gotas, resultando em estrutura com granulos (KHAN
etal., 2013).

O peso molecular do polimero também efeito significativo nas propriedades
reologicas e elétricas, como viscosidade, tensao superficial, condutividade e forga dielétrica e,
consequentemente, sobre a morfologia das nanofibras (ROGINA, 2014). Geralmente, o
polimero de alto peso molecular ¢ utilizado, pois fornecem a viscosidade desejada para a
producao de nanofibras (BHARDWAJ; KUNDU, 2010). Com a concentragdo fixa e a reducao
do peso molecular do polimero ha tendéncia para formar gotas (LI; WANG, 2013).

A tensdo superficial ¢ fun¢do da composicdo do solvente da solucdo e também
influencia na morfologia das nanofibras. Nanofibras com gotas podem ser convertidas em
nanofibras planas e uniformes quando a concentragao de polimero ¢ fixada e a tensao superficial
da solucdo ¢ reduzida (LI; WANG, 2013). A alta tensdo superficial de uma solugdo inibe o
processo de eletrospinning devido a instabilidade de jatos e a geracao de goticulas pulverizadas
(BHARDWAJ; KUNDU, 2010).

A condutividade da solucdo ¢ determinada principalmente pelo tipo de polimero,
solvente utilizado e disponibilidade de sais ionizaveis. Electrospinning envolve alongamento
da solugdo causada pela repulsdo das cargas na sua superficie. Assim, se a condutividade da
solucao for aumentada, mais cargas podem ser transportadas pelo jato eletrostatico acarretando
no alongamento da solu¢do (RAMAKRISHNA et al., 2005). A condutividade da solu¢ao nao
afeta apenas a formagao do cone de Taylor, mas também o didmetro das nanofibras. Em soluc¢ao
com menor condutividade, a superficie da gota ndo terd carga suficiente para formar o cone de
Taylor, e o processo de electrospinning ndo ocorrerd. Aumentar a condutividade da solucdo
para um valor critico ndo s6 aumentard a carga na superficie da gota para formar o cone de
Taylor, mas também causara a redugdo no didmetro da nanofibra. Entretanto, aumentar a
condutividade para além de um valor critico ird novamente dificultar a formacdo do cone de

Taylor (SUN et al., 2014).
3.4 POLIMEROS

Polimeros sdo compostos de origem natural ou sintética com massa molecular da
ordem de 10* a 10° formados pela repeticio de um grande niimero de unidades quimicas.
Existem polimeros orgénicos e inorganicos, que podem ser utilizados no desenvolvimento de
materiais para aplicacdo em embalagem de alimentos, fibras téxteis, borrachas, dentre outros.

As substancias que dao origem aos polimeros por reagdo quimica sdo chamada de mondmeros.
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As unidades que se repetem ao longo da cadeia polimérica e que caracterizam a composi¢ao
quimica do polimero sdo chamadas de unidades repetitivas ou meros (AKCELRUD, 2007).

A crescente populagdo global e o aumento do consumo resultaram em uma
crescente poluicdo ambiental e acumulagdo de residuos. Os residuos gerados pelo descarte
inadequado de polimeros representam grande desafio para o nosso meio ambiente. Esses
problemas sdo predominantemente contribuidos por pléasticos empregados em aplicagdes de
curto prazo, como embalagens e produtos descartaveis. Além disso, grande parte desses
problemas pode ser resolvida empregando materiais biodegraddveis e, portanto, estdo

recebendo atencao nos ultimos anos (KOH et al., 2018).

3.4.1 POLI (ACIDO LATICO)

Entre os materiais biodegradaveis, o poli (4cido latico) (PLA), ¢ um dos polimeros
mais promissores. O PLA ¢ um poliéster alifatico constituido por mondémeros de acido latico
polimerizados ligados por ligacdes éster (CASTRO-AGUIRRE et al, 2016). O seu mondmero
acido latico ¢ obtido a partir da fermentacdo dos carboidratos de fontes renovaveis (milho,
batata e cana-de-agucar) por bactérias do género Lactobacillus (LU; XIAO; XU, 2009). Como
o PLA ¢ um polimero sintetizado a partir de recursos renovaveis, a sua utilizagdo pode vir a
auxiliar a reduzir as emissdes de gases de efeito estufa e o consumo de energia fossil (VINK et
al., 2004). Assim, o PLA se torna uma alternativa sustentavel aos demais polimeros de origem
petroquimica (KOH; ZHANG; HE, 2018).

O PLA fornece propriedades oOticas, mecanicas, térmicas e de barreira comparaveis
aos polimeros de origem petroquimica, tais como polipropileno (PP), poli (tereftalato de etileno
(PET) e poliestireno (PS), expandindo sua gama de aplicagdes (AURAS; HARTE; SELKE,
2004; VINK; DAVIES, 2015). O PLA ¢ classificado como GRAS (Generally Recognized as
Safe) pelo FDA (Food and Drug Administration), sendo considerado seguro para todas as
aplicagdes de embalagens de alimentos (CONN et al., 1995; FDA, 2002).

Dentre as principais vantagens do PLA inclui-se toxicidade zero,
biocompatibilidade, alta resisténcia mecanica e plasticidade térmica e ¢ compostavel
(KARAMANLIOGLU; PREZIOSI; ROBSON, 2017). O PLA foi utilizado para desenvolver
nanofibras para aplicacdes, tais como imobilizacdo da enzima (ZHOU; LIM, 2009), liberacao
controlada de medicamentos (SILL; VON RECUM, 2008) e scaffolds (VAZ et al., 2005). Para
otimizar a aplicagdo das nanofibras de PLA, este polimero pode formar blenda com outros
polimeros mais econdmicos e hidrofilicos como o ¢6xido de polietileno (PEO)

(HONARBAKHSH; POURDEYHIMI, 2011).
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3.4.2 POLI (OXIDO DE ETILENO)

O poli (6xido de etileno) (PEO) ¢ um polimero linear amplamente estudado na
ciéncia dos materiais e biotecnologia devido ao seu comportamento em solucdo e possibilidade
em amplas aplicagdes. O PEO ¢ um termoplastico semicristalino, biocompativel com células e
tecidos, soluvel em agua e disponivel comercialmente a baixo custo. Este polimero apresenta,
em 4gua, uma relacdo inversa de solubilidade-temperatura. A medida que a temperatura
aumenta, o sistema de PEO e 4gua se separa em fases (TALAGHAT, 2010).

O PEO pode ser adicionado a outros polimeros e biocompostos com fungdes
especificas, auxiliando na formag¢ao de nanofibras uniformes (SAFI et al. 2007). Este polimero
foi utilizado juntamente com biomassa microalgal para o desenvolvimento de nanofibras com
aplicagdo na engenharia de tecidos (MORALIS et al., 2010); com compostos bioativos como
ficocianina (FIGUEIRA et al., 2016), com polimeros como quitosana para produgdo de
nanofibras antimicrobianas (Kohsari; Shariatinia; Pourmortazavi, 2016) e com outros
polimeros biodegraddveis como PLA (DAI; LIM, 2015). O PEO também ¢ comumente
utilizado para superar a dificuldade de emanharamento das cadeias de solu¢des com proteina
para formacao de nanofibras (VEGA-LUGO; LIM, 2008; WANG et al., 2013). Além disso, o
PEO também ¢ reconhecido como GRAS (Generally Recognized as Safe) pelo FDA (Food and

Drug Administration), podendo ser aplicado em embalagem de alimentos.

3.4.3 Proteinas

As proteinas tém ganhado atencdo devido ao seu potencial de substituicdo por
polimeros de origem petroquimica. As proteinas foram usadas para revestimentos e filmes
comestiveis (AHMED et al.,, 2017), bem como para o desenvolvimento de nanofibras
poliméricas com potencial antimicrobiano (WANG et al., 2013). Além disso, o uso de proteinas
de microalgas para produzir materiais bioativos ¢ uma estratégia inovadora para explorar novas
embalagens para preservacao de alimentos (BENELHADIJ et al., 2016).

Recentemente, proteinas tém sido estudadas no desenvolvimento de nanofibras
utilizando a técnica de electrospinning, incluindo, o colageno e a elastina (AGUIRRE-
CHAGALA et al., 2017), o fibrinogénio (WNEK; CARR; SIMPSON; BOWLIN, 2003), a
proteina isolada de soja (VEGA-LUGO; LIM, 2008; WANG et al., 2013) e a proteina
concentrada (VERDUGO; LIM RUBILAR, 2014). Ao contrario das proteinas fibrosas
(colageno e gelatina), as proteinas globulares (proteina isolada de soja e proteina de microalgas)

devem ser desdobradas para que ocorra o emanharamento das cadeias e formagao de nanofibras.
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A dificuldade com electrospinning em solu¢do aquosa de proteina tem sido atribuida as
caracteristicas de polieletrdlitos de polipeptideos, que sdo capazes de suportar cargas
acompanhados por muitos contra-ions, que enfraquecem a densidade de carga requerida para a
formacao de nanofibras (HUANG et al., 2004).

Um dos métodos mais utilizados para quebrar a estrutura quaternaria da proteina é
utilizar a combinacdo de métodos alcalinos e aquecimento. Em pH acima do seu ponto
isoelétrico a proteina solubiliza, expondo os grupos hidrofobicos e sulfidrilo. Estes grupos
podem formar ligagdes hidrofobicas e dissulfeto, que tem grande impacto sobre a estabilidade
da rede de proteina (REMONDETTO; ANON; GONZALEZ, 2001). Além de métodos
alcalinos, a desnaturagdo em meio acido também demonstrou a capacidade das proteinas de

formar nanofibras por electrospinning (VERDUGO; LIM; RUBILAR, 2014).
3.5 MICROALGA Spirulina

As microalgas s3o micro-organismos fotossintéticos, incluindo organismos
unicelulares e multicelulares, e tanto procariotos quanto eucariotos (LI et al., 2008). Dentre as
microalgas, a Spirulina, também chamada de Arthrospira, ¢ um micro-organismo procarioto,
multicelular e filamentoso. Esta microalga tem ganhado destaque na indlstria de alimentos
devido a sua utilizacdo como suplemento alimentar para humanos e animais, principalmente
devido ao alto teor de proteinas em sua composi¢do. A biomassa dessa microalga tem sido
utilizada hd muitos anos como suplemento dietético por pessoas que vivem proximas de lagos
alcalinos onde a microalga ¢ naturalmente encontrada, como por exemplo, no Lago Chade na
regido de Kanem e do Lago Texcoco no México (CIFERRI; TIBONI, 1985; SOTIROUDIS;
SOTIROUDIS, 2013).

A Spirulina possui elevadas concentragdes de macro e micronutrientes, como
proteinas, aminoacidos, acidos graxos insaturados, minerais e vitaminas. Geralmente, a
Spirulina consiste em 55-70 % de teor de proteina, 15-25 % de polissacarideo, 5-6 % de lipidios,
6-13 % 4acidos nucleicos e 2,2-4,8 % de minerais (HOSSEINI; KHOSRAVI-DARANI;
MOZAFARI, 2013). Além disso, a biomassa dessa microalga ¢ facilmente digerida devido a
auséncia de celulose em suas paredes celulares, sendo que ap6s 18 h, mais de 85 % de sua
proteina ¢ digerida e assimilada (SASSON, 1997).

Além de sua funcao nutricional, a Spirulina também possui atividade farmacologica
devido a compostos bioquimicos de importancia comercial como a ficocianina (CHEN et al.,
2014; Ll et al., 2006; OU et al., 2012; REDDY et al., 2000; SOHEILI; KHOSRAVI-DARANI,

2011). A ficocianina atinge aproximadamente 20 % da proteina total presente na biomassa de
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microalgas (VONSHAK, 1997), sendo que sua importancia farmacologica e fisioldgica é,
principalmente, devido as suas propriedades antioxidante e anti-inflamatoria (ROMAY et al.,
2003).

As principais vantagens em utilizar microalgas para extragao de biocompostos €
que esses micro-organismos ndo competem com culturas alimentares, pois nao requerem terras
araveis, além de usar efluentes como nutrientes para seu desenvolvimento. As microalgas
crescem mais rapidamente do que as plantas terrestres e, portanto, apresentam uma maior taxa
de fixacao de CO2 (CHEN et al., 2011). Além disso, a composi¢do bioquimica das microalgas
pode ser manipulada por mudangas em condigdes de crescimento e estresses ambientais. Assim,
essas micro-organismos podem ser induzidas a produzir altas concentragdes de biocompostos

comercialmente importantes (GOIRIS et al., 2015; HU et al., 2008).
3.6 FICOCIANINA

A ficocianina ¢ um pigmento fotossintético acessorio caracterizado pela sua intensa
coloracdo azul (PATEL, et al., 2005), conhecida pelas suas propriedades antioxidante, anti-
inflamatérias e antitumoral (FERNANDEZ-ROJAS; HERNANDEZ-JUAREZ; PEDRAZA-
CHAVERRI, 2014; HUSSEIN; ALI; AHMED, 2015; KOTHADIA et al., 2011; SAINI;
SANYAL, 2014). A ficocianina ¢ extraida, principalmente, a partir da microalga Spirulina
(CHAIKLAHAN;  CHIRASUWAN; BUNNAG, 2012; FERNANDEZ-ROJAS;
HERNANDEZ-JUAREZ; PEDRAZA-CHAVERRI, 2014; MARTELLI et al., 2014), podendo
também ser encontrada em outras microalgas tais como Calothrix sp. (SANTIAGO-SANTOS
et al., 2004), Oscillatoria quadripunctulata (SONI et al., 2006) e Phormidium fragile (SONI;
TRIVEDI; MADAMWAR, 2008). Em cé¢lulas de Spirulina ¢ encontrado até¢ 14 % deste
pigmento no contetido proteico da biomassa (EARTHRISE , 2017), que ¢ localizado no sistema
de tilacoide ou lamelas fotossintéticas na membrana citoplasmatica (DUANGSEE; PHOOPAT;
NINGSANOND, 2009).

A ficocianina € composta por uma apoproteina € um componente ndo protéico
conhecido como ficocianobilina, que € um cromoforo. A ficocianobilina € um tetrapirrolico de
cadeia aberta responsavel pela coloragdo azul da ficocianina. A apoproteina ¢ ligada a uma
ficocianobilina por ligagao tioéter e a por¢ao de proteina ¢ constituida por subunidades a e B de
pesos moleculares na faixa de 18 e 20 kDa. O espectro de absorc¢ao da ficocianina, mondmero
e todos os agregados, exibem uma forte primeira banda em estado excitado em
aproximadamente 615 nm e uma segunda banda mais fraca em aproximadamente 360 nm

(MACCOLL, 1998).
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A conformagdo de estrutura de ficocianina (Figura 5) ¢ afetada pelo pH. O ponto
isoelétrico da ficocianina varia entre 4,1 e 6,4, dependendo da fonte de algas e os métodos
utilizados para a extracdo e purificacdo (CHEN; WONG, 2008; SILVEIRA et al., 2007).
Segundo Chaiklahan, Chirasuwan ¢ Bunnag (2012) a estabilidade maxima do pigmento
encontra-se na faixa de pH 5,5-6,0. Para Duangsee, Phoopat e Ningsanond (2009), o pigmento
pode manter a estrutura nativa em pH> 5 e também verificaram que o calor exibe efeito

fortemente prejudicial sobre a cor da solucao da ficocianina a pH> 5,0 e pH <3.

Figura 5 - Estrutura quimica da ficocianina.
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Fonte: HOSEINI; KHOSRAVI-DARANI; MOZAFARI (2013).

A temperatura também desempenha papel importante na estabilidade da
ficocianina. Quanto maior a temperatura de trabalho menor serd o pH ao qual o extrato aquoso
de ficocianina serd mais estavel. Isso demonstra que a temperatura de degradag¢do e pH sdo
inversamente proporcionais em relagdo a degradacdo (ANTELO; COSTA; KALILL, 2008).
Sekar e Chandramohan (2008) relataram que a ficocianina foi estavel em intervalo de pH 5,0 a
7,5 a 9 °C, enquanto que temperaturas superiores a 40 °C levou a instabilidade do pigmento.
Para Chaiklahan, Chirasuwan e Bunnag (2012), a maior estabilidade da solug@o de ficocianina
foi observada a pH 6,0. Além disso, a ficocianina precipitou em pH 5,0 e 6,0, apds incubagdo a
59 °C durante 15 min, resultando em perda da coloragdo azul. A solucao de ficocianina a pH
7,0 mostrou precipitagdo apds incubagao a 64 °C durante 30 min.

Com relagdo a aplicacdo comercial da ficocianina, este pigmento € utilizado como
corante natural em alimentos. No entanto, a ficocianina ¢ instavel ao calor, e, por isso, seu
potencial para aplicagdo em produtos alimenticios, que necessitam de tratamento térmico, ¢
restrito. A ficocianina também ¢ sensivel a luz, assim sua instabilidade resulta em precipitacao
e descoloragcio (MARTELLI et al., 2014). A descoloracdo de ficocianina, considerado
recentemente como problema para a indistria de alimentos, pode ser interessante para aplicagao
em embalagens inteligentes através da nanotecnologia. Indicadores de pH, temperatura e/ou luz

podem ser desenvolvidos para serem aplicados em embalagens de alimentos, uma vez que a
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estabilidade e, consequentemente, a colora¢do da ficocianina ¢ reduzida dependendo das

condi¢des destes pardmetros.
3.7 NANOFIBRAS COM POTENCIAL APLICACAO EM EMBALAGEM DE ALIMENTOS

3.7.1 Acdo antimicrobiana

A necessidade por desenvolvimento de embalagens inovadoras tem sido
impulsionada para preserva¢do de alimentos visando, principalmente, o aumento da vida ttil
do produto. Assim, embalagens podem ser desenvolvidas com incorporagao de nanoparticulas
inorganicas (cobre - Cu e prata - Ag) a matriz polimérica (CIOFFI et al., 2005; MONTEIRO et
al., 2009). Bikiaris e Triantafyllidis (2013) desenvolveram nanocompdsitos de polietileno de
alta densidade (HDPE) contendo nanofibras de Cu em diferentes concentragdes (0,5; 1; 2,5 e
5,0 %). O trabalho demonstrou que a incorporacao de 2,5 e 5,0 % apresentou melhoria na
resisténcia a tracdo, barreira ao oxigénio e propriedades antibacterianas. Estas melhorias foram
atribuidas ao pequeno tamanho das nanofibras de Cu ¢ a sua dispersao fina na matriz de HDPE.

Nanofibras a base de quitosana com nanoparticulas de prata (AgNPs) foram
desenvolvidas e mostraram pronunciada atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus
e Escherichia coli (LIU et al., 2015). De acordo com Xiu et al. (2012) AgNPs leva a morte da
célula bacteriana por interaccdo com as proteinas que contém enxofre na membrana e liberar
Ag " para atacar a cadeia respiratoria.

A atividade antimicrobiana de peptideos antimicrobianos (PAMs) pode ser
significativamente reduzida quando expostos diretamente a proteinas, enzimas, lipidios e
produtos quimicos (TAYLOR et al., 2007). Assim, a fim de manter a atividade antimicrobiana
de PAMs, tém sido estudado a incorporagdao destes em nanofibras. Wang et al. (2015)
incorporaram Pleurocidin (PLE) em nanofibras de poli (alcool vinilico) a fim de preservar a
bioatividade desse composto. Os estudos in vitro mostraram que a fibra com a incorporacao de
PLE apresentou potencial para inibir patégenos de origem alimentar (Escherichia coli e
Staphylococcus aureus) e prolongar a vida 1til dos alimentos.

Wang et al. (2013) desenvolveram nanofibras de proteina isolada de soja com 6xido
de polietileno (PEO) contendo antocianina extraida de framboesa e observaram que os
nanomateriais apresentaram atividade antibacteriana para Staphylococcus epidermidis. Desta
forma, os autores sugeriram que as nanofibras produzidas poderiam ser usadas como

conservante natural de alimentos para inibir o crescimento microbiano e/ou a oxidagao.
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3.7.2 Barreiras a O: e permeabilidade ao vapor de agua

Muitos alimentos sdo embalados em atmosfera modificada (MAP), com redugdo de
teor de O para aumentar a vida util dos produtos (ROBERTSON, 2006). Entretanto, um dos
desafios enfrentados na MAP ¢ que o nivel de O pode variar durante o armazenamento do
produto devido a permeagcdo desse gas por meio do material da embalagem
(MIHINDUKULASURIYA; LIM, 2014). Os indicadores de O, por meio de nanofibras
poliméricas vem sendo estudados. Moomand e Lim (2014) estudaram fibras de zeina
incorporadas com 6leo de peixe, desenvolvidas por electrospinning. Os autores observaram que
as nanofibras de zeina contribuiram para a redugdo das taxas de oxidagdo e permeagdo O para
dentro da fibra. Mihindukulasuriya e Lim (2014) desenvolveram indicador de O; ativado por
UV usando electrospinning e dioxido de titanio. O estudo mostrou que o desempenho do
indicador pode ser reforcado com nanofibras devido a grande proporcao superficie/volume do
material fibroso que ¢ favoravel para aumentar a formagao de elétrons excitados pela irradiagao
UV.

Em embalagens de alimentos, muitas vezes ¢ necessario diminuir ou evitar a
transferéncia de umidade com a atmosfera. Neste contexto, Salaberria et al. (2015) constataram
que a adicdo de 5 e 10 % (m/m) de nanofibras de quitina (CTNs) na matriz de amido
termoplastico reduziu os valores de taxa de transmissao de dgua (WVTR). Entretanto, quando
incorporado 20 % de CTNs a WVTR aumentou consideravelmente. Fabra et al. (2013)
desenvolveram estruturas de multicamadas com base em poli-hidroxibutirato-co-valerato com
teor de valerato de 12 % que continha intercamada de nanofibras de zeina. Os autores
observaram que as nanofibras de zeina contribuiram na redu¢do da permeabilidade ao vapor de
agua.

Revestimentos nanoestruturados a base de 6xido de metal em embalagens podem
contribuir com suas propriedades de barreira. Sensores de umidade sdo projetados a partir de
oxidos de metais (SnO», Ni10O, ZnO, WO3 ou In203), polimeros e compositos (KIM et al., 2015;
PARTHIBAVARMAN; HARIHARAN; SEKAR, 2011; PASCARIU et al., 2016). Segundo
Pascariu et al. (2016) nanofibras de NiO—-SnO> foram excelentes sensores de umidade. De
acordo com os autores a superficie destas nanofibras aumenta a condug¢@o na presenga de vapor

de 4gua e isso reflete na sensibilidade a umidade das nanoestruturas NiO-SnO,.
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3.7.3 Preservacao de compostos bioativos

A industria de alimentos tem mostrado interesse em nanofibras desenvolvidas por
meio da técnica de electrospinning, com a utilizagdo de biopolimeros, para encapsulamento de
ingredientes alimenticios e manter a viabilidade e estabilidade de bactérias probidticas e
bacteriocinas durante o processamento e armazenamento de alimentos (REZAEI;
NASIRPOUR; FATHI, 2015).

Lopez-Rubio e Lagaron (2012) mostraram a viabilidade da utilizacdo de
electrospinning para aplicagdes em alimentos funcionais encapsulando estirpes de
Bifidobacterium em proteina concentrada de soro de leite (WPC) e carboidrato (pullulan). O
encapsulamento em WPC demonstrou maior capacidade de protecdo que em pullulan,
prolongando a sobrevivéncia das células, mesmo em altas umidades relativas.

A utiliza¢do de WPC e de proteina isolada do soro de leite também foi demonstrada
através do encapsulamento de B-caroteno e B-lactoglobulina (LOPEZ-RUBIO; LAGARON,
2012; SULLIVAN et al, 2014). Outro estudo realizado para preservacao de antioxidantes foi
realizado por Peinado et al. (2016), no qual incorporaram B-caroteno em nanofibras de PEO
com o objetivo de prolongar a vida de prateleira e estabilidade térmica do antioxidante.

Figueira et al. (2016) desenvolveram nanofibras bioativas de PEO com
incorporacio de ficocianina (3 %, m.v'!) e a adi¢do de NaCl (1 %, m.v'!), com didmetro médio
de 295 nm. Segundo Moreno et al. (2011), as nanofibras fornecem uma alternativa para a
liberag@o de proteinas para aplicacdes terapéuticas e engenharia de tecidos devido a sua grande
area de superficie que aumenta a area de contato entre a proteina encapsulada e o meio de
liberacdo. Além disso, para Kai, Liow e Loh, a porosidade das nanofibras facilitam o
carregamento de moléculas ativas e transporte de nutrientes.

Em outro estudo com ficocianina foi comprovado que o encapsulamento por
nanofibras contribui com a estabilidade deste pigmento. Braga et al. (2016) avaliaram a
influéncia dos conservantes de ficocianina (glicose, sorbitol e nanofibras) e descobriram que a
half-life mais alta da ficocianina foi obtida quando a glicose foi adicionada a uma solugdo de
ficocianina ultrafiltrada, seguida da adi¢do de sorbitol e nanofibras, apresentando aumento de
86, 71 e 66 %, respectivamente, quando comparado ao extrato inicial. Segundo esses autores,
os valores de half-life obtidos apds esses tratamentos sdo muito similares. Portanto, as
nanofibras podem ser uma excelente estratégia para aumentar a estabilidade térmica da

ficocianina.
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3.7.4 Indicadores de pH

Indicadores de pH vém sendo estudados abrangendo diversas areas. Dentre estas
destacam-se aplicagdes na engenharia de tecidos (RAZAQ et al., 2003; SCHWARTZ et al.,
1976; WALDMAN et al., 2004), estudos microbioldgicos (NAKAO et al., 1996), filtracao de
agua, estudando mudanga do pH em processos biologicos (MASUDA et al., 2009). Na area de
nanotecnologia os indicadores foram aplicados a embalagens inteligentes de alimentos e
bebidas (TASSANAWAT et al., 2007) e na area téxtil (SCHUEREN et al., 2010).

Geralmente, o indicador de pH ¢ um composto quimico halocromico que faz com
que a cor da solugdo altere, dependendo do valor de pH. Neste contexto, as nanofibras surgem
como alternativas para sensores de pH. Schueren et al. (2010) mostraram que os indicadores de
pH nao afetam a formacao de fibras a partir de electrospinning e o comportamento halocromico
de corantes ndo ¢ alterado nesse processo. No entanto, cada corante ¢ util apenas para uma gama
limitada de valores de pH. Portanto, ¢ importante identificar o corante ou escolher uma
combinagdo correta, a fim de que possam apresentar a mudanca de cor para o intervalo de pH
desejado (Agarwal et al., 2012).

Agarwal et al. (2012) incorporaram cinco diferentes indicadores em nanofibras, e
constataram que corantes com diferentes combinag¢des ndo afetam a morfologia das fibras, nem
o comportamento halocromico dos corantes. Além disso, o sensor de pH desenvolvido com
nanofibras foi estdvel em ampla faixa de temperatura (100 °C e -70 °C) e umidade. Quando
incubadas durante 6 meses em temperatura ambiente, as nanofibras ndo apresentaram alteragdes
em suas propriedades, comprovando a estabilidade do sensor por longo periodo. Devarayan e
Kim (2015) também desenvolveram sensor de nanofibras com a incorporacdo de pigmento
natural capaz de detectar valores de pH na faixa de 1-14. Também foi verificado que o sensor
manteve-se estavel a diferentes temperaturas por tempo prolongado.

Devido ao seu pequeno didmetro, as estruturas nanofibrosas apresentam
caracteristicas Unicas, tais como tamanhos de poros reduzidos, alta porosidade e elevadas area
de superficie e capacidade de absor¢ao (GREINER; WENDORFF, 2007; MUZZARELLI,
2012). Estas caracteristicas tornam as nanofibras materiais adequados para serem utilizados
como sensores de pH. Além disso, uma estrutura nanofibrosa pode aumentar a sensibilidade e
reduzir o tempo de resposta do sensor. Neste contexto, Schueren et al. (2013) estudaram o
desempenho da resposta do sensor desenvolvido a partir de nanofibras de policaprolactona
(PCL) e blenda de PCL/quitosana, ambos adicionados do corante amarelo de nitrazina. Segundo

os autores, o uso da blenda PCL/quitosana para desenvolvimento de sensores de nanofibras
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sensiveis ao pH foi fundamental. Ao contrario da resposta lenta das nanofibras de PCL (mais
de 3 h), o uso da blenda PCL/quitosana levou a uma maior sensibilidade e reduc¢do significativa
do tempo de resposta (5 min) do sensor de pH.

Os sensores de pH também podem ser utilizados para monitoramento da qualidade
da dgua. O controle das contaminagdes de 4gua € crucial em areas onde o acesso a agua potavel
¢ limitado e suas instalagdes de processamento estdo fora de alcance (YANG et al., 2012). Os
sistemas de deteccdo baseados em sensores potenciométricos de luz enderegavel podem ser
aplicados para detectar células bacterianas quando ocorre alteragdo do pH no meio (TU et al.,
2000). Shaibani et al. (2016) desenvolveram sensor potenciométrico a base de nanofibras de
hidrogel de 4cido poli (acrilico)/alcool polivinilico (PAA/PVA). Apds 60 min, os autores
constataram alteracao do pH do meio para todas as concentragdes de Escherichia coli testadas
com as nanofibras. A alta sensibilidade para E. coli, com um limite tedrico de detec¢ao de 20
UFC/mL, esta associada ao comportamento sensivel das nanofibras ao pH. Assim, a detecc¢ao
de espécies acidas liberadas no metabolismo celular de agentes patogénicos na presenga de
fonte de carbono diminui os custos do mecanismo de detec¢do, além de torna-lo menos
demorado e mais pratico que a abordagem baseada na interag¢do anticorpo-antigeno.

Com o intuito de aplicacdo em embalagens de alimentos, Prietto et al. (2017)
desenvolveram filmes como indicadores de pH com base em amido de milho e antocianinas
extraidas de feijdo preto e repolho roxo. O estudo demonstrou que os filmes sdo adequados para
monitorar a qualidade de alimentos refrigerados, quando a degradagdo causa variagdo no pH.
Além disso, os filmes sensiveis ao pH com antocianinas de repolho roxo apresentaram maior
potencial para o desenvolvimento de embalagens inteligentes, devido a maior estabilidade

durante o armazenamento e maior variagdo de cor entre os valores de pH.
3.8 HISTORICO DA LINHA DE PESQUISA “ENGENHARIA DE NANOFIBRAS”

A linha de pesquisa “Engenharia de Nanofibras” visa o desenvolvimento de
nanofibras pelo método de electrospinning a partir de diferentes polimeros e incorporagdo de
compostos ativos para aplica¢dao na area de Alimentos. Essa linha de pesquisa foi iniciada em
2007 no Laboratério de Engenharia Bioquimica (LEB). Em 2014, foi criado o Laboratorio de
Microbiologia e Bioquimica (MIBI), o qual deu seguimento ao tema de estudo.

Em 2007-2008, o projeto “Matrizes de nanofibras biodegradaveis para células-
tronco no tratamento de lesdao de medula espinhal” foi desenvolvido, no qual foi estudado a
extracdo de biopolimeros da biomassa microalgal, utilizando diferentes métodos, e

desenvolvimento de nanofibras, pelo método de electrospinning, utilizando o polimero obtido.
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No periodo de 2009-2011 o projeto intitulado “Uso de nanotecnologia na bioengenharia” teve
como objetivo utilizar a nanotecnologia na bioengenharia para produzir pele, através do cultivo
de células-tronco em matrizes produzidas por electrospinning ¢ desenvolvimento de novas
fontes de polimeros para produgdo de scaffolds de nanofibras a partir de alga brasileira. No
mesmo periodo, outro projeto “Desenvolvimento de nanofibras para produtos aplicados na
Engenharia de Alimentos” foi aprovado, onde foram estudadas as condi¢des do processo de
electrospinning para desenvolvimento de nanofibras, bem como a caracterizacao das nanofibras
formadas.

Em 2011 no projeto “ Bionanotecnologia microalgal: Desenvolvimento de
nanomateriais a partir de biopolimeros e compostos bioativos sintetizados por microalgas”
foram desenvolvidas nanofibras e nanocapsulas com biopolimeros e compostos ativos extraidos
da microalga Spirulina. Atualmente, desde 2015 estd em vigéncia o projeto intitulado
“Desenvolvimento de embalagens biodegradaveis produzidas a partir de nanofibras”.

Desde 2010 foram 4 patentes depositadas, 14 artigos publicados e 1 capitulo de
livro (Elsevier) na area de nanofibras poliméricas para aplicacdo em embalagens de alimentos.
No total, foram defendidas 3 dissertacao de mestrado e 4 TCCs (trabalho de conclusdo de curso)
do curso de Engenharia Bioquimica. Além disso, em 2014 tiveram 2 teses de doutorado
concluidas com parte do seu estudo relacionado a area de nanofibras.

Desde 2015 o MIBI tem parceria com Laboratorio de Pos-Colheita, Industrializagao
e qualidade de Graos da Universidade Federal de Pelotas (UFPEL), com o projeto intitulado
“Producdo e caracterizagdo de nanofibras pelo método de electrospinning e aplicagdo no
encapsulamento de peptideos e embalagens inteligentes”, sendo desenvolvido trabalhos em
ambas universidades e na Universidade de Guelph, no Canada.

Atualmente, no MIBI ¢ estudado o desenvolvimento nanofibras para aplicacao
como membranas filtrantes, embalagens ativas e inteligentes, e adsorvedores de gases,
totalizando, em andamento, 4 teses de doutorado e 1 dissertacao de mestrado. O MIBI conta
com uma equipe em torno de 20 integrantes, entre professores, estudantes de graduagao,

mestrado, doutorado ¢ 1 técnico de laboratorio.
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DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO

O trabalho foi realizado em trés etapas, em que a partir de cada uma foi gerado um
artigo que sera submetido para publicacdo em periddico qualificado de circulagao internacional,
de acordo com o QUALIS. O artigo 1 encontra-se em processo de revisdao na Journal of Food
Engineering.

As duas primeiras etapas foram realizadas na Universidade de Guelph, por meio do
projeto intitulado “Producdo e caracterizacdo de nanofibras pelo método de electrospining e
aplica¢do no encapsulamento de peptideos e embalagens inteligentes”, no periodo em que foi
realizado o Doutorado Sanduiche, no Canada. No Canada, o trabalho foi supervisionado pelo
Prof. Dr. Loong-Tak Lim, no qual foi estudado a utilizagao da proteina concentrada de Spirulina
sp. LEB 18 para o desenvolvimento de nanofibras. Nesse periodo foi avaliado o efeito do
aquecimento de biopolimeros em solugdes acida e alcalina para o processo de electrospinning.
Em um segundo momento, foi adicionado a ficocianina as nanofibras de proteina de Spirulina
sp. LEB 18, com o intuito de desenvolver nanofibras para aplicagdo em embalagem bioativa de
alimentos. Em ambos os estudos as nanofibras foram produzidas utilizado o equipamento
Nanospider. Este equipamento ¢ utilizado para produgdo de nanofibras em maior escala. A
ultima etapa, realizada no Brasil, foi estudar o desenvolvimento de um indicador de pH a partir
de nanofibras de PLA/PEO contendo ficocianina para aplicacdo como etiqueta em embalagem
inteligente de alimentos.

Diante do exposto, os artigos desenvolvidos na tese de doutorado foram:

ARTIGO 1: AQUECIMENTO DA PROTEINA DE MICROALGA EM SOLUCAO ACIDA
E BASICA PARA PRODUCAO DE NANOFIBRAS

ARTIGO 2: NANOFIBRAS COM POTENCIAL ANTIOXIDANTE DESENVOLVIDO A
PARTIR DE FICOCIANINA E PROTEINA MICROALGAL

ARTIGO 3: INDICADOR DE pH DESENVOLVIDO A PARTIR DE NANOFIBRAS
PLA/PEO E FICOCIANINA






ARTIGO 1

AQUECIMENTO DA PROTEINA DE MICROALGA EM SOLUCAO ACIDA E
BASICA PARA PRODUCAO DE NANOFIBRAS
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Aquecimento da proteina de microalga em soluciio acida e basica para producio de

nanofibras
RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do aquecimento de biopolimeros em solucdes
alcalinas e 4cidas na formagdo de nanofibras utilizando proteina concentrada de Spirulina sp.
LEB 18 para potencial aplicacio na area de embalagens de alimentos. Com a maior
concentracdo de proteina o diametro médio das nanofibras foi de aproximadamente 450 nm.
Para as nanofibras desenvolvidas com 5 % (m.m™') de proteina concentrada, os picos no
espectro FTIR foram observados a 1641 cm™ (amida I) e 1533 cm™! (amida II). Além disso, o
incremento da concentragio de proteina de 5 para 10 % (m.m'') aumentou a temperatura inicial
de degradacao das nanofibras em 34 ° C, quando o poli (6xido de etileno) (PEO) foi adicionado
apds o aquecimento da solu¢do. A possibilidade de formagdo de nanofibras uniformes
utilizando a solugio acida com baixa concentragdo de PEO (0,8 %, m.m™") mostra o potencial
da proteina concentrada de Spirulina sp. LEB para a producao desses materiais.

Palavras-chave: Biomassa microalgal. Desnaturagdo. Electrospinning. Poli (6xido de etileno).

Spirulina.

Microalgae protein heating in acid/basic solution for nanofibers production
ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the effect of the biopolymers heating in alkaline and
acidic solutions in the formation of nanofibers using protein concentrate from Spirulina sp. LEB
18 for potential application in food packaging field. With the highest protein concentration, the
mean diameter of nanofibers was approximately 450 nm. For nanofibers developed with 5 %
(w.w!) of protein concentrate, the peaks in FTIR spectra were observed at 1641 cm™ (amide I)
and 1533 cm! (amide II). Moreover, the increasing of protein concentration of 5 to 10 %
(w.w!) enhanced the initial temperature of degradation of the nanofibers at 34 °C, when the
poly (ethylene oxide) (PEO) was added after solution heating. The possibility of formation of
uniforms nanofibers using the acidic solution with a low concentration of PEO (0.8 %, w.w'!)
shows the potential of the protein concentrate from Spirulina sp. LEB for the production of
these materials.

Keywords: Microalgae biomass. Denaturation. Electrospinning. Poly (ethylene oxide).

Spirulina.
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1 INTRODUCAO

A preocupagdo com o meio ambiente e a escassez de petroleo estdo direcionando
as pesquisas para o desenvolvimento de nanofibras a partir de polimeros que sejam
biodegradaveis, renovaveis e compativeis com os polimeros sintéticos. Neste contexto,
proteinas ganharam atencdo devido ao seu potencial para substituicdo aos polimeros de origem
petroquimica. As proteinas podem ser utilizadas para revestimentos e filmes comestiveis
(AHMED et al., 2017), assim como para o desenvolvimento de nanofibras poliméricas (GUO
et al., 2015; WANG et al., 2013) com potencial antimicrobiano (WANG et al., 2013). Além
disso, a utilizagdo de proteinas de microalga para produzir materiais bioativos ¢ estratégia
inovadora para explorar novas embalagens para preservagao de alimentos (BENELHADJ et al.,
2016).

As microalgas sdo micro-organismos fotossintetizantes que possuem capacidade de
se desenvolver em ambientes diversos (LARKUM et al., 2012). As vantagens do uso de
microalgas para extragdo de proteinas abrangem uma série de fatores. A principal vantagem ¢
que esses micro-organismos podem ser cultivados com efluentes industriais, reduzindo as
emissoes de gases poluentes; apresentam elevadas taxas de crescimento; ndo competem com
culturas alimentares, pois ndo necessitam de terras araveis e exigem menos agua (BAICHA et
al., 2016; MEIXNER et al., 2016).

A microalga Spirulina ¢ amplamente conhecida devido ao elevado teor de proteinas
constituido em sua biomassa (65-80 %, m.m™') (MORAIS et al., 2009; MOREIRA et al., 2016).
A biomassa de Spirulina e seu biopolimero polihidroxibutirato foram utilizados para produgao
de nanofibras com potencial aplicacdo na engenharia de tecidos (MORAIS et al., 2015b). No
entanto, nao ha estudos na literatura com a proteina de Spirulina para o desenvolvimento de
nanofibras.

Nanofibras poliméricas a base de proteina destinam-se, principalmente, a produgao
de componentes pequenos, como etiquetas ou adesivos para embalagem com fungao inteligente
ou ativa (AHMED et al., 2017; BOWLES; LU, 2014). Potencialmente, a nanofibra também
pode ser aplicada na superficie da estrutura de empacotamento, como papel ou papelao.

Nanospider ¢ uma metodologia modificada do processo de electrospinning,
empregada para producdo comercial de nanofibras. Uma vez que a biomassa de Spirulina
apresenta elevado teor de proteinas, a utilizagdo deste biopolimero aplicado a tecnologia
Nanospider pode facilitar o aumento de escala de nanofibras para potencial aplicacdo em

embalagens de alimentos. No entanto, a proteina microalgal deve ser desnaturada para que
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ocorra o emanharamento das cadeias e formagao de nanofibras. Assim, um dos métodos mais
utilizados para alterar a estrutura quaterndria da proteina ¢ utilizar a combinagdo de métodos
alcalinos e aquecimento. Em pH acima do seu ponto isoelétrico a proteina solubiliza, expondo
os grupos hidrofobicos e sulfidrilo. Estes grupos podem formar ligagdes hidrofébicas e
dissulfeto, que possuem grande impacto sobre a estabilidade da rede proteica
(REMONDETTO; ANON; GONZALEZ, 2001).

O oxido de polietileno (PEO) ¢ um polimero amplamente estudado na ciéncia dos
materiais e biotecnologia devido ao seu comportamento em solugdo e possibilidade em amplas
aplicagdes. O PEO ¢ um termoplastico semicristalino, biocompativel, soltivel em agua e
disponivel comercialmente em baixo custo. Além disso, o PEO ¢ comumente utilizado para
superar a dificuldade de emanharamento das cadeias de solugdes com proteina para formacao
de nanofibras (VEGA-LUGO; LIM, 2008; WANG et al., 2013).

Os estudos relativos a solugdes proteicas contendo blenda de polimeros em
condi¢des acidas ou alcalinas para producdo de nanofibras por electrospinning sao conduzidos
realizando o aquecimento de ambos os polimeros juntos. Outro diferencial deste estudo ¢ que
se investigou também a adigdo de biopolimero apos a desnaturacdo proteica. Assim, o objetivo
deste trabalho foi avaliar o efeito do aquecimento de biopolimeros em solugao alcalina e 4cida
na formacdo de nanofibras utilizando proteina concentrada de Spirulina sp. LEB 18 para

potencial aplicacdo em embalagens de alimentos.
2 MATERIAL E METODOS

2.1 MICROALGA E PRE-TRATAMENTO DA BIOMASSA

A microalga utilizada neste estudo foi a Spirulina sp. LEB 18, isolada da Lagoa
Mangueira, no sul do Brasil. A biomassa da microalga foi submetida a operacdes de secagem
(50 °C durante 4 h), moagem em moinho de bolas (Modelo Q298, Quimis, Brasil) e embalada
a vacuo (Supervac400, Suplack, Brasil). A biomassa com umidade de 5,3 % (m.m) foi

armazenada no escuro a 4 °C (MORALIS et al., 2009).
2.2 EXTRACAO DA PROTEINA CONCENTRADA DE Spirulina sp. LEB 18

A extragdo da proteina concentrada de Spirulina sp. LEB 18 foi realizada de acordo
com Verdugo, Lim e Rubilar (2014), com algumas modificagdes. A proteina concentrada da
microalga foi extraida por dissolugdao da biomassa em pH 12 a 40 °C e 150 rpm (durante 1 e 2

h), seguido de centrifugacao a 10.000 x g durante 15 min a 25 °C, no qual foi recolhido o
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sobrenadante. O precipitado foi dissolvido novamente em pH 12 e centrifugado (10.000 x g
durante 15 min a 25 °C), a partir do qual foi recolhido novamente o sobrenadante. Ambos os
sobrenadantes foram ajustados em pH 4 para precipitar a proteina. O sedimento foi recuperado
por centrifugagdo a 10.000 x g durante 15 min a 25 °C e dialisado em agua Mili-Q por 3d a4
°C utilizando membrana de celulose (MWCO 6000-8000, Spectra/Pore, Spectrum
Laboratories, Inc., EUA).

O concentrado proteico foi liofilizado e o teor da proteina concentrada e da
biomassa de Spirulina sp. LEB 18 foram determinados pelo método de Dumas (FP528, Leco,
EUA), utilizando fator de conversao de 6,25 (AOAC, 2000).

2.3 PREPARO DAS SOLUCOES POLIMERICAS E PARAMETROS DO
ELECTROSPINNING

Experimentos com proteina concentrada de Spirulina sp. LEB 18 (5 e 10 %, m.m")
e 0,8 % (m.m") de PEO (peso molecular 900.000 da) (Sigma Aldrich, Canad4) foram realizados
para o desenvolvimento das nanofibras. Ensaios em solugdo NaOH (1 %, m.v'!') e 4cido
acético:agua (3:1) foram conduzidos, a fim de se obter solugdes alcalina e 4cida,
respectivamente (VEGA-LUGO; LIM, 2008; VERDUGO; LIM; RUBILAR, 2014). Dois
modos de preparo das solugdes foram estudados. No primeiro, a proteina e PEO foram
aquecidos em conjunto a 67 £+ 3 °C durante 1 h. Em seguida, esta solucao foi agitada durante
12 h a temperatura ambiente para a dissolucdo completa da proteina. No segundo, apenas a
proteina foi aquecida para desnaturacdo (67 + 3 °C durante 1 h). Apds o resfriamento, o PEO
em po foi adicionado na solugdo de proteina, sob agitacdo durante 12 h a temperatura ambiente
(25£3°C).

Os parametros no processo de electrospinning utilizados foram potencial elétrico
de 50 kV, velocidade de transporte da solu¢do polimérica pelo fio condutor de 100 mm.s™,
diametro do orificio 0,6 mm e distancia do coletor ao fio condutor de 15 cm. O equipamento

utilizado foi Nanospider (NS lab, Elmarco, USA) (Figura 1).
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Figura 1 — Nanospider utilizado para producio de nanofibras.

2.4 CONDUTIVIDADE ELETRICA

A condutividade das solu¢des foi medida utilizando condutivimetro (Accumet

XL20, Fisher Scientific, Canada).

2.5 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As nanofibras desenvolvidas foram revestidas com ouro (20 nm) utilizando
revestidor por crepitagdo (Modelo K550, Emitech, Reino Unido). A morfologia das nanofibras
foi obtida utilizando microscopio eletronico de varredura (S-570, Hitachi High Technologies
Corporation, Japao) com voltagem de aceleragao de 10 kV. O didmetro médio da nanofibra foi
determinado a partir das imagens de MEV, com 50 medidas utilizando software de

processamento de imagem (Image Pro-Plus 5.1, Media Cybernetics Inc., USA).
2.6 DETERMINACAO DA MORFOLOGIA DAS NANOFIBRAS

Todas as nanofibras, aglomerados e esferas obtidas na micrografia foram utilizadas
para estimar o indice de morfologia para cada experimento (RODRIGO; TORO; CUELLAR,
2012). Cada micrografia foi dividida em 20 por¢des. Pontuagdes para gotas e aglomeracdes
foram atribuidas para cada porcdo da micrografia. Se pelo menos uma esfera, gota ou
aglomeragdo estiverem presentes foi atribuido um ponto (1). Caso contrario, foi atribuido zero

(0). O indice de morfologia foi calculado utilizando a Eq. (1).
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. ) N°gotas + N°aglomeragdes + N°esferas
Indice de Morfologia =1 - — — (1)
NCcaracteristicas x N°porc¢oes

Em que: N°gotas € 0 nimero de por¢des com caracteristica de gotas, N aglomeracses € O
numero de por¢des na micrografia com presenca de aglomeragdes € N eseras corresponde ao

nﬁmero de pOI‘(}(~)eS com eSfeI'aS. Nocaracteristicas é 3 € Nopor(;()es é 20.

2.7 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE FOURIER
(FTIR)

As nanofibras e a proteina concentrada de Spirulina sp. LEB 18 foram avaliadas
em espectrometro na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) (IR
Prestige-21, Shimadzu Corp., Japdo), com refletdncia total atenuada (ATR). Varreduras na
faixa espectral de 650 a 4000 cm™! foram realizadas e recolhidas 32 leituras com resolugdo de 8

cm . Os dados foram analisados usando Origin software (OrginLab, USA).
2.8 ESTABILIDADE TERMICA

A medida da estabilidade térmica do PEO, proteina e nanofibras foi realizada em
analisador termogravimétrico (Shimadzu, DTG-60, Japdo) de acordo com a metodologia
ASTM D3850-12. As andlises foram conduzidas a temperatura ambiente at¢ 500 °C, em
atmosfera inerte de nitrogénio com fluxo 30 mL min™' e taxa de aquecimento constante de 10

°C min’'.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 EXTRACAO DE PROTEINA DE Spirulina sp. LEB 18

O tempo de solubilizacdo da proteina ndo influenciou no conteudo proteico
concentrado na biomassa. Assim, foi definido 1 h para posterior extragdo da proteina para o
desenvolvimento das nanofibras. Os teores de proteina obtidos na biomassa de Spirulina sp.

LEB 18 e no concentrado proteico da biomassa foram 65,2 e 80,7 % (m.m™), respectivamente.

3.2 EFEITO DO AQUECIMENTO DOS BIOPOLIMEROS E SOLUCOES POLIMERICAS
NA MORFOLOGIA E DIAMETRO DAS NANOFIBRAS

Nanofibras com solugio de proteina (5 e 10 %, m.m™') ndo foram obtidas sem adi¢io

de PEO. Ao contrario das proteinas fibrosas (coldgeno e gelatina), as proteinas globulares
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devem ser desdobradas para que ocorra o emanharamento das cadeias e formacao de nanofibras.
A dificuldade com electrospinning em solugdo aquosa de proteina tem sido atribuida as
caracteristicas de polieletrolitos de polipeptideos, que sdo capazes de suportar cargas
acompanhados por muitos contra-ions, que enfraquecem a densidade de carga requerida para a
formagdo de nanofibras (HUANG et al., 2004).

Para realizar o desdobramento da proteina métodos alcalinos e aquecimento tem
sido aplicados. No entanto, a solugdio polimérica alcalina com 5 % (m.m™') de proteina de
Spirulina sp. LEB 18 e 0,8 % (m.m!) de PEO resultou em gotas (Figura 2a). Entretanto, as
gotas foram reduzidas ao utilizar o aquecimento do polimero (Figura 2b).

Quando o PEO foi adicionado apos a desnaturagdo da proteina em meio alcalino,
fibras ndo foram formadas devido a falta de emanharamento das cadeias do PEO com as da
proteina de Spirulina sp. LEB 18 (Figura 2¢). Além disso, a maior concentracdo de proteina (10
%, m.m™') em solucdo alcalina teve influéncia na solubiliza¢io da proteina. A dificuldade de
solubilizagdo, de certa forma, também pode justificar o aumento na predominancia de gotas e
obtencdo de particulas esféricas. O efeito do aquecimento do PEO na morfologia ndo foi

observada nessa concentracdo de 10 % (m.m™") de proteina (Figura 2d).

Figura 2 - Nanofibras desenvolvidas em solucio alcalina com 5 % (m.m™!) de proteina
concentrada de Spirulina sp. LEB 18 sem (a) e com aquecimento de PEO (b); e 10 % (m.m™)

de proteina concentrada de Spirulina sp. LEB 18 sem (c) e com aquecimento de PEO (d).
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A formacao de gotas também foi observada em outros estudos com a utilizagdo de
solugdes poliméricas com proteinas (VEGA-LUGO; LIM, 2008; WANG et al., 2013). Para
minimizar a presenca de gotas nas nanofibras pode-se alterar a densidade da carga da solugao
polimérica. A condutividade pode ser reduzida ao utilizar solugdo acida (acido acético: agua -
3:1, respectivamente) (Tabela 1), proporcionando a formagdo de fibras mais lisas, finas e

longas, com ocorréncia minima de gotas e aglomerados (Figura 3).

Figura 3 - Nanofibras desenvolvidas em solucdo dcida com 5 % (m.m™!) de proteina
concentrada de Spirulina sp. LEB 18 sem (a) e com aquecimento de PEO (b); e 10 % (m.m™)

de proteina concentrada de Spirulina sp. LEB 18 sem (c) e com aquecimento de PEO (d).

De acordo com Verdugo, Lim e Rubilar (2014), a condutividade reduzida pode
ocasionar decréscimo da densidade de carga na superficie de jato do polimero durante o
processo de electrospinning. A solugdo deve possuir condutividade elétrica que estabeleca a
repulsdo de carga (for¢a de repulsdo) para superar a tensdo superficial da gota para formar a
fibra. As solugdes de polimero, tais como proteina sdo altamente condutoras e dificultam a

formag¢ao de nanofibras por electrospinning.
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Tabela 1 - Caracteristicas das solu¢des poliméricas e nanofibras desenvolvidas com proteina concentrada de Spirulina sp. LEB 18 ¢ PEO.

Ensaio Proteina Tipo de Preparo da solucio Condutividade Indice de Didmetro médio (nm)
(%, m.m™) solucio (mS/cm) morfologia

1 5 Alcalina Proteina + PEO 3,64 £ 0,01 0,48 81 +20
aquecidos

2 5 Alcalina Proteina aquecida - - -

3 5 Acida Proteina + PEO 1,65+ 0,01 0,84 118 +27
aquecidos

4 5 Acida Proteina aquecida 1,56 £ 0,01 0,67 202 £ 56

5 10 Alcalina Proteina + PEO - - -
aquecidos

6 10 Alcalina Proteina aquecida - - -

7 10 Acida Proteina + PEO 0,77 £ 0,00 1,00 452 +102
aquecidos

8 10 Acida Proteina aquecida 0,72 £ 0,00 0,98 390 + 88

-: nao houve formacao de nanofibras uniformes
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Sistemas a base de polimero apresentam elevada miscibilidade em 4gua a baixas
temperaturas, enquanto que a separacdo de fases ocorre quando a temperatura ¢ aumentada.
Apesar de a literatura mencionar que a taxa de agregagdo do polimero aumenta com o
incremento da temperatura (BAHLOULI et al., 2013), o aquecimento do PEO a 67 + 3 °C, em
solugdo 4cida, ndo prejudicou a solubilidade do polimero, sendo possivel a produgdo de
nanofibras. No entanto, em testes preliminares foi observado que o aquecimento do PEO em
solucao alcalina desencadeou solubiliza¢ao parcial e consequente agregacao das moléculas,
uma vez que foram visualizadas algumas particulas suspensas do polimero. Segundo Hey, Ilet
e Davidson (1995), essa agregacdo pode ser atribuida a contragdo nas dimensdes das cadeias
poliméricas ao elevar a temperatura, proporcionando interacdo menos favoravel com as
moléculas de 4gua para a formagdo de fibras. Além disso, as propriedades das solucdes aquosas
de PEO dependem das diferentes interagdes entre as moléculas de agua e os grupos metileno
que ¢ hidrofobico e oxigénios de éter hidrofilicos nas subunidades de 6xido de etileno.

A morfologia das nanofibras é determinada por fatores intrinsecos (propriedades da
solucao) e extrinsecos (condigdes operacionais) (LI; XIA, 2004). A solugdo 4cida proporcionou
melhor solubiliza¢do do concentrado proteico e melhor morfologia das fibras. Assim como com
a solugdo alcalina, ndo foi observada influéncia significativa do aquecimento do PEO na
morfologia das nanofibras com 10 % (m.m™) de proteina. Nanofibras mais uniformes tendem
a apresentar indice 1. Ao aumentar o conteido proteico de 5 para 10 % (m.m') houve o
incremento de 19 e 46 % no indice de morfologia das nanofibras, quando o PEO foi aquecido
em solucdo 4cida e adicionado depois da desnaturacdo proteica, respectivamente (Tabela 1).
Verdugo, Lim e Rubilar (2014) também avaliaram o indice de morfologia e encontraram, para
as fibras desenvolvidas, valores entre 0,28 e 1,0. Assim, pode-se constatar que aquecendo a
solucdo de PEO (0,8 %, m.m™) e proteina (10 %, m.m™") foi possivel obter nanofibras com
morfologia uniforme. Os didmetros minimo e maximo nessas condi¢des foram 280 e 683 nm,
respectivamente. Observou-se frequéncia relativa de 20 % em didmetro de aproximadamente
375 nm e 20 % em 425 nm (Figura 4d). Além disso, sem o aquecimento do PEO, foi encontrada
frequéncia relativa de 43 % em didmetro de 425 nm. Os didmetros minimo e maximo para estas
condicdes foram 248 e 555 nm, respectivamente (Figura 4c).

Quando utilizado 5% (m.m') de proteina concentrada em meio 4cido sem
aquecimento do PEO, o didmetro minimo encontrado foi 88 nm e o maximo, 301 nm, com
frequéncia relativa de 40 % em didmetro de 225 nm (Figura 4a). Quando a mesma concentragao

de proteina foi utilizada com aquecimento do PEO, o didmetro minimo foi 80 nm e o didmetro
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maximo, 202 nm. Além disso, a frequéncia relativa de 36 % em didmetro de 110 nm foi

encontrada (Figura 4b).

Figura 4 - Frequéncia de diametro das nanofibras desenvolvidas em meio 4cido com 5 %
(m.m™) de proteina concentrada de Spirulina sp. LEB 18 sem (a) e com aquecimento do PEO
(b); 10 % (m.m™") de proteina concentrada de Spirulina sp. LEB 18 sem (c) e com

aquecimento do PEO (d).
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Além disso, verificou-se que ao dobrar o teor de proteinas na solug¢do acida houve
aumento de aproximadamente 4 vezes no didmetro das nanofibras. A condutividade elétrica
também pode ser correlacionada com o didmetro da fibra, como foi observado neste estudo. Os
menores valores de condutividade proporcionaram fibras com didmetros maiores. Segundo
Verdugo, Lim e Rubilar (2014), a condutividade reduzida influencia na densidade das cargas

que minimiza a forc¢a de repulsdo ao longo do jato do polimero, resultando em nanofibras de

maior diametro.
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3.3 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE FOURIER
(FTIR)

Para a proteina concentrada de Spirulina sp. LEB 18 em pd, assim como para as
nanofibras desenvolvidas, foram observados bandas no espectro, em aproximadamente 1628 ¢
1525 cm’!, que correspondem aos grupos amida I e amida II, respectivamente (Figura 5). As
respostas obtidas sugerem que houve interagdo entre a proteina e o PEO, provavelmente devido

a alteracdo da estrutura secundaria da proteina (LIU; MA, 2016).

Figura S - Espectros de FTIR-ATR para proteina concentrada de Spirulina sp. LEB 18 (a),
nanofibras desenvolvidas com 10 % (m.m™) (b) e 5 % (m.m!) de proteina concentrada (c) em

solucdo acida.
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Em comparacdo com a amostra de proteina concentrada, a localizacdo das bandas
de absor¢ao pertencentes a amida I e a amida II foi deslocada para valores menores quando a
proteina foi encapsulada nas nanofibras. Além disso, as bandas de amida I e amida II foram
deslocados para valores menores com o aumento do teor de proteina. Para nanofibras
desenvolvidas com 5 % (m.m™") de proteina concentrada de Spirulina sp. LEB 18, as bandas no

espectro FTIR foram observados em 1641 cm™ (amida I) e 1533 cm™! (amida II).
3.4 ESTABILIDADE TERMICA

A fim de avaliar o efeito do aquecimento do PEO nas propriedades térmicas das

nanofibras, foi constatado reducao de 5°C na temperatura final e méxima de degradacao quando
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o PEO foi adicionado ap6s a desnaturagio da proteina (10 %, m.m™) (Tabela 2). A temperatura
inicial de degradacao (Ti) nestas condi¢des foi 56 °C maior quando comparado as nanofibras
de proteina desenvolvidas a partir do aquecimento do PEO. Além disso, a Ti das nanofibras de
proteina foi 23 % maior que a proteina em pd. O mesmo foi observado por Uebel et al. (2016),
em que a adicdo de policaprolactona em curcumina e quercitina, resultou em T; mais elevada
quando comparada a dos compostos puros, demonstrando que o polimero conferiu maior

protecao aos compostos bioativos.

Tabela 2 - Temperatura inicial (Tj), final (Tr) e maxima (Tmax) de degradacao de PEO,

proteina concentrada e nanofibras desenvolvidas em solugdo cida.

Amostras Ti(°C) Tr(°C) Tmax (°C)
PEO 345,7 4233 388,4
Proteina concentrada 231,9 384,2 312,9
Nanofibras de 5 % (m.m™") de proteina + PEO aquecidos 235,5 412,5 326,5
Nanofibras de 5 % (m.m™") de proteina aquecida + PEO 251,6 412,9 316,9

Nanofibras de 10 % (m.m™) de proteina + PEO aquecidos 229.9 405,2 3234
Nanofibras de 10 % (m.m™) de proteina aquecida + PEO 285,0 400,0 318,6

Além disso, observou-se que o aumento da concentra¢do de proteina de 5 para 10
% (m.m™) aumentou a Ti em 34 ° C quando o PEO foi adicionado apds o aquecimento da
solugdo proteica. Assim, constatou-se que o maior teor de proteina concentrada de Spirulina sp.
LEB 18 e a adicdo de PEO apo6s o aquecimento da solugdo polimérica contribuiram para
melhorar a estabilidade térmica deste tipo de material.

Segundo Mascheroni et al. (2013), o encapsulamento por nanofibras melhora a
estabilidade e a preservacdo de diversos compostos, incluindo proteina, vitaminas, compostos
antioxidantes e antimicrobianos. Braga et al. (2016) avaliaram a influéncia de conservantes de
ficocianina e constataram que o valor half-life obtido na ficocianina encapsulada em nanofibras
(66 %) foi semelhante aos valores encontrados quando adicionado 20 % de glicose (86 %) e 50
% de sorbitol (71 %) na solucdo de ficocianina ultrafiltrada. Portanto, as nanofibras podem ser

uma excelente estratégia para aumentar a estabilidade térmica deste biocomposto.
4 CONCLUSAO

Nanofibras uniformes e termicamente estaveis foram desenvolvidas com a maior

concentracio (10 %, m.m™") de proteina concentrada de Spirulina sp. LEB 18. O didmetro médio
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encontrado para nanofibras desenvolvidas com esta concentracao de proteina foi 390 e 452 nm,
com e sem aquecimento do PEO em solugdo polimérica dcida, respectivamente. O aquecimento
do PEO mostrou influéncia em meio alcalino e acido apenas quando aplicado com a menor
concentracdo de proteina, reduzindo a formacgao de gotas e aglomerados.

A possibilidade de formagdo de nanofibras com baixa concentragdo de PEO
demonstra o potencial da proteina concentrada de Spirulina sp. LEB 18 para desenvolver
nanofibras. O elevado teor proteico desta microalga associada a tecnologia Nanospider pode
facilitar o aumento de escala de nanofibras para potencial aplicacdo na area de embalagens de
alimentos. Além disso, o uso de polimeros biodegradaveis como a proteina de microalgas

contribui para o desenvolvimento de embalagens ambientalmente corretas.
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Nanofibras com potencial antioxidante desenvolvidas a partir de ficocianina e proteina

microalgal

RESUMO

Nanofibras podem ser desenvolvidas para serem adicionadas total ou parcialmente em
embalagens, proporcionando propriedades bioativas. A microalga Spirulina apresenta em sua
biomassa compostos antioxidantes de importancia comercial como a ficocianina. Assim, o
objetivo deste estudo foi desenvolver nanofibras de proteina concentrada de Spirulina sp. LEB
18/PEO e ficocianina com atividade antioxidante. Nanofibras uniformes de proteina
concentrada de Spirulina sp. LEB 18 foram desenvolvidas apresentando diametro médio de
196, 292 e 446 nm ao utilizar 5, 7,5 ¢ 10 % (m.m™") de proteina, respectivamente. Ao adicionar
a ficocianina (2 %, m.m™), os didmetros médios encontrados foram 269, 314 e 542 nm,
respectivamente. Pela técnica de FTIR foi possivel observar a intera¢do entre a proteina, o PEO
e a ficocianina. Além disso, o encapsulamento por nanofibras aumentou a estabilidade térmica
da ficocianina. As nanofibras desenvolvidas com 7,5 % (m.m') de proteina concentrada e 2 %
(m.m™!) de ficocianina apresentaram potencial antioxidante pelos métodos ABTS+ ¢ DPPH.
Desta forma, bioprodutos microalgais sdo alternativas inovadoras para o desenvolvimento de
nanofibras bioativas com potencial aplicagdo para embalagem de alimentos. Além disso, a
utilizagdo de nanofibras de proteina concentrada de microalgas pode proporcionar liberagao
controlada do antioxidante, prolongando o tempo de circulagdo do composto no alimento.

Palavras-chave: Embalagem de alimentos. Nanospider. Proteina concentrada. Spirulina.

Nanofibers with antioxidant potential developed from phycocyanin and microalgal

protein
ABSTRACT

Nanofibers can be developed to be added fully or partially in packages, providing bioactive
properties. The Spirulina microalga presents in its biomass compounds antioxidants of
commercial importance as phycocyanin. Thus, the objective of this study was to develop
nanofibers of protein concentrate from Spirulina sp. LEB 18/PEO and phycocyanin with
antioxidant activity. Uniforms nanofibers of protein concentrate of Spirulina sp. LEB 18 were
developed with a mean diameter of 196, 292 and 446 nm using 5, 7.5 and 10 % (w.w™) of
protein, respectively. When adding phycocyanin (2 %, w.w!), the average diameters found
were 269, 314 and 542 nm, respectively. By the FTIR technique, it was possible to observe the
interaction between protein, PEO and phycocyanin. In addition, encapsulation by nanofibers
increased thermal stability of phycocyanin. Nanofibers developed with 7.5% (w.w!) of protein
concentrate and 2% (w.w™") of phycocyanin showed antioxidant potential by the ABTS" and
DPPH methods. In this way, microalgal bioproducts are innovative alternatives for the
development of bioactive nanofibers with potential application for food packaging. In addition,
the use of nanofibers of protein concentrate from microalgae can provide controlled release of
the antioxidant, prolonging the circulation time of the compound in the feed.

Keywords: Food packaging. Nanospider. Protein concentrate. Spirulina.
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1 INTRODUCAO

Os polissacarideos, proteinas e lipidios sdo utilizados para produ¢do de embalagens
ativas biodegradaveis (DUTTA et al., 2009; LIU et al., 2017) e podem atuar como
transportadores para substancias ativas, como antioxidantes, antimicrobianos e absorvedores de
oxigeénio através da nanotecnologia. Entretanto, as solu¢des com proteinas, que sdo altamente
condutoras, tendem a apresentar dificuldade de produzir materiais como as nanofibras. Esta
dificuldade com electrospinning de solugdo aquosa de proteina tem sido atribuida as
caracteristicas de polieletrolitos de macromoléculas de polipeptideos, que sdo capazes de
suportar cargas acompanhados por muitos contra-ions, que enfraquecem a densidade de carga
requerida para o processo (HUANG et al., 2004). Por isso, tem-se adicionado concentragdes
minimas de PEO na solugdo polimérica a base de proteinas.

Nanofibras produzidas a partir de biopolimeros, como proteinas, também tém sido
relatadas devido a sua biodegradabilidade e biocompatibilidade. Estas fibras altamente porosas
apresentam grande area de superficie e foram produzidas contendo biomassa de microalga
(MORAIS et al., 2015a; SCHMATZ et al., 2016). A microalga Spirulina ¢ conhecida pelo
elevado teor proteico que apresenta (65-80 %, m.m™') (MORALIS et al., 2009; MOREIRA et al.,
2016). No entanto, ndo ¢ reportado na literatura o uso da proteina extraida de sua biomassa para
o desenvolvimento de nanofibras poliméricas. Além disso, a microalga Spirulina é composta
por pigmentos de importancia comercial como a ficocianina, que pode ser adicionada em
nanofibras para potencial aplicagdo na indistria de alimentos.

A concentracdo de ficocianina geralmente atinge 20 % da proteina total presente na
biomassa de microalgas (VONSHAK, 1997). Pesquisas comprovam que os corantes naturais
sao mais eficientes do que os corantes sintéticos porque nao apresentam toxicidade, nem
propriedades cancerigenas (MARTELLI et al., 2014). Assim, os principios das aplicagdes
comerciais da ficocianina estdo associados as suas func¢oes, tais como corantes naturais,
marcadores fluorescentes e agentes terapéuticos. A importancia farmacologica e fisioldgica
deste pigmento ¢, principalmente, devido a suas propriedades antioxidante e anti-inflamatodria
(ROMAY et al., 2003; ROMAY et al., 1998). No entanto, na literatura ndo ¢ encontrado a
avaliagdo dessas propriedades em nanofibras de ficocianina. Além disso, a ficocianina
apresenta atividades hepatoprotetora, neuroprotetora, antitumoral, imunomoduladora e
ateroprotetora (MANIRAFASHA et al., 2016), o que também ¢ relevante para a industria de

alimentos que busca novas fontes de compostos bioativos.
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Nanospider ¢ um método modificado do electrospinning, no qual ¢ possivel a
utilizacdo de um campo eletrostatico de alta tensdo de até 80 kV e volumes maiores de solugdo
polimérica para producao continua de nanofibras. Assim, o elevado teor proteico € compostos
bioativos da Spirulina aliado a tecnologia Nanospider tornam as microalgas alternativa
inovadora para a aumento de escala da produc¢do de nanofibras bioativas. Neste contexto, o
objetivo deste estudo foi desenvolver nanofibras de proteina concentrada de Spirulina sp. LEB

18/PEO e ficocianina com atividade antioxidante.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 OBTENCAO DA BIOMASSA MICROALGAL

A microalga utilizada neste estudo foi a Spirulina sp. LEB 18, isolada da Lagoa
Mangueira, no sul do Brasil. A biomassa da microalga foi submetida a operagdes de secagem
(50 °C durante 4 h), moagem em moinho de bolas (Modelo Q298, Quimis, Brasil), embalada a
vacuo (Supervac400, Suplack, Brasil). A biomassa com umidade de 5,3 % (m.m™) foi

armazenada no escuro a 4 °C (MORAIS et al., 2009).
2.2 EXTRACAO DA PROTEINA CONCENTRADA DE Spirulina sp. LEB 18

A proteina concentrada de Spirulina sp. LEB 18 foi extraida por dissolugdo da
biomassa em pH 12 a 40 °C e 150 rpm (durante 1 e 2 h), seguido de centrifugagdao a 10.000 x g
durante 15 min a 25 °C, no qual foi recolhido o sobrenadante. O precipitado foi dissolvido
novamente em pH 12 e centrifugado (10.000 x g durante 15 min a 25 °C), a partir do qual foi
recolhido novamente o sobrenadante. Ambos os sobrenadantes foram ajustados em pH 4 para
precipitar a proteina. O sedimento foi recuperado por centrifugacdo a 10.000 x g durante 15
min a 25 °C e dialisado em agua Mili-Q por 3 d a 4 °C utilizando membrana de celulose
(MWCO 6000-8000, Spectra/Pore, Spectrum Laboratories, Inc., EUA) (VERDUGO; LIM;
RUBILAR, 2014).

O concentrado proteico foi liofilizado e o teor da proteina concentrada e biomassa
de Spirulina sp. LEB 18 foram determinados pelo método de Dumas (FP528, Leco, EUA),
utilizando fator de conversao de 6,25 (AOAC, 2000).
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2.3 PREPARO DAS SOLUCOES POLIMERICAS E PARAMETROS DO
ELECTROSPINNING

As solugdes foram preparadas com 5, 7,5 € 10 % (m.m™') de proteina concentrada
de Spirulina sp. LEB 18 € 0,5 % (m.m™") de PEO (peso molecular 900.000 da) (Sigma Aldrich,
Canadd). As solugdes foram preparadas em acido acético:agua (3:1, respectivamente), no qual
a proteina e o PEO foram aquecidos a 67 = 3 °C durante 2 h. Apds o aquecimento, as solu¢des
poliméricas foram agitadas durante 12 h a temperatura ambiente (25 = 3 °C). Na sequéncia, 2
% (m.m") de ficocianina (Parry, Nutraceuticals, india) foi adicionado a solugio (SCHMATZ,
2017) e mantida sob agitacdo durante 6 h, a 25 £ 3 °C, antes do processo de electrospinning.
Ensaios controle (sem adi¢ao de ficocianina) também foram realizados.

Os parametros no processo de electrospinning utilizados foram potencial elétrico
de 50 kV, distancia do coletor ao fio condutor de 18 cm, velocidade de transporte da solucao
polimérica de 100 mm.s™!' e didmetro do orificio de 0,6 mm. O equipamento utilizado para a

formagao das nanofibras foi Nanospider (NS lab, Elmarco, USA).
2.4 CONDUTIVIDADE ELETRICA

A condutividade das solugdes foi medida utilizando condutivimetro (Accumet

XL20, Fisher Scientific, Canada).
2.5 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As nanofibras desenvolvidas foram revestidas com ouro (20 nm) utilizando
revestidor por crepitacdo (Modelo K550, Emitech, Reino Unido). A morfologia das nanofibras
foi obtida utilizando microscopio eletronico de varredura (S-570, Hitachi High Technologies
Corporation, Japao) com voltagem de aceleragao de 10 kV. O didmetro médio da nanofibra foi
determinado a partir das imagens de MEV, com 50 medidas utilizando software de

processamento de imagem (Image Pro-Plus 5.1, Media Cybernetics Inc., USA).

2.6 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER
(FTIR)

As nanofibras desenvolvidas foram avaliadas em espectrometro na regido do
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) (IR Prestige-21, Shimadzu Corp., Japao),

com refletancia total atenuada (ATR). Varreduras na faixa espectral de 650 a 4000 cm™ foram
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realizadas e recolhidas 32 leituras a uma resolugio de 8 cm'. Os dados foram analisados usando

Origin software (OrginLab, USA).
2.7 ESTABILIDADE TERMICA

A medida da estabilidade térmica das nanofibras foi realizada em analisador
termogravimétrico (Shimadzu, DTG-60, Japao) de acordo com a metodologia ASTM D3850-
12 (2013). As andlises foram conduzidas a temperatura ambiente até alcangar 500 °C, em
atmosfera inerte de nitrogénio com fluxo 30 mL min' e taxa de aquecimento constante de 10

°C min’’.

2.8 ATIVIDADES ANTIOXIDANTE DAS NANOFIBRAS

A atividade antioxidante foi realizada nas amostras de nanofibras de proteina
concentrada de Spirulina sp. LEB 18 com e sem adi¢do de ficocianina. O preparo das solugdes
para as andlises de atividade antioxidante consistiu em solubilizar aproximadamente 10 mg de
amostra de nanofibras em 4 mL de tampdo bicarbonato/carbonato 0,2 M (pH 9,5) para
solubiliza¢do da proteina, seguido de homogeneiza¢ao em vortex (AP-59, Phoenix, Argentina)
por 10 min. Logo as amostras foram submetidas a banho ultrassonico (Q3350, Quimis, Brasil)
por 15 min e posterior centrifugacdo (Microcentrifuge 5410, Eppendorf, Brasil) a 12.800 x g

por 30 min. O sobrenadante foi utilizado para a realiza¢do dos ensaios de ABTS e DPPH.

2.8.1 Atividade antioxidante com 2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) sal de
diamonio (ABTSY)

O ensaio foi realizado de acordo com a metodologia de Miliauskas Venskutonis e
Beek (2004), no qual foram adicionados 3 mL da solugdo ABTS" a 30 pL de solugdo contendo
a amostra. As solu¢des foram mantidas na auséncia de luz a temperatura ambiente e analisadas
em espectrofotometro (Q898DRM, Quimis, Brasil) a 734 nm. A atividade antioxidante por
reducdo do radical ABTS" foi determinada a partir da Equagio 1, em que Aamostra € @ absorvancia
da amostra apds 6 min e Acontrole € @ absorvancia da solug@o contendo apenas o solvente com o
radical ABTS". Todas as medidas foram realizadas em triplicata e avaliadas estatisticamente

pelo teste de Tukey ao nivel de significancia de 95 % (p <0,05).

N N A controle-A amostra
Redugdo ABTS™ (%) = x 100 (1)

A controle
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2.8.2 Atividade antioxidante com hidrato 2,2-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH)

O ensaio foi realizado de acordo com a metodologia de Miliauskas, Venskutonis e
Beek (2004), no qual foram adicionados 3,9 mL da solu¢do de DPPH (concentracao de 0,024
g.L'!, preparada no dia da analise) a 0,1 mL de amostra. As solugdes foram mantidas na auséncia
de luz a temperatura ambiente e analisadas em espectrofotometro (Q898DRM, Quimis, Brasil)
a 515 nm. A atividade antioxidante por inibi¢do do radical DPPH foi determinada pela Equagao
2, em que Aamostra € @ absorvancia da amostra apos 10 min € Acontrole € @ absorvancia da solugao
contendo apenas o solvente com o radical DPPH. Todas as medidas foram realizadas em
triplicata e avaliadas estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de significincia de 95 %
(p<0,05).

A controle-A amostra

Inibicio DPPH (%) = x 100 )

A controle

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CONDUTIVIDADE ELETRICA, UNIFORMIDADE E DIAMETRO DAS
NANOFIBRAS

As nanofibras desenvolvidas com adi¢do de ficocianina apresentaram morfologia
uniforme, sem a ocorréncia de gotas ou aglomerados (Figura 1). Além disso, a adi¢do de
ficocianina e o aumento da concentragdao de proteina concentrada de Spirulina sp. LEB 18
incrementou a condutividade elétrica da solucao polimérica e o didmetro das nanofibras (Tabela
1). A morfologia das nanofibras ¢ influenciada pelas propriedades da solucdo, especialmente
condutividade elétrica. A solu¢do polimérica deve possuir condutividade elétrica que estabeleca
repulsdo de carga (forca de repulsdo) para superar a tensao superficial de uma gota para formar
jato de fibra. As condi¢des do processo, tais como a taxa de fluxo da solucdo, a temperatura, a
pressdo, a distancia entre a ponta do capilar e o coletor, assim como a intensidade do campo
elétrico também tém sido relatadas por afetar o o proceso de electrospinning (HUANG et al.,
2004; RAMAKRISHNA et al., 2005).

Figueira et al. (2016) desenvolveram nanofibras bioativas de PEO (6 %, m.v') e
ficocianina (3 %, m.v'!) com didmetro médio de 295 nm, valor semelhante ao encontrado nas
nanofibras desenvolvidas com 5 % (m.m™') de proteina de Spirulina sp. LEB 18 € 2 % (m.m™")

de ficocianina. Além disso, outros estudos também observaram aumento no didmetro médio
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das fibras ao incrementar a solug¢do polimérica com diferentes compostos (MOOMAND; LIM,
2015; VERDUGO et al., 2014).

As nanofibras desenvolvidas com a maior concentragao de proteina concentrada de
Spirulina sp. LEB 18 (10 %, m.m™") apresentaram distribui¢do de didmetros com menor
uniformidade quando comparado as concentragdes mais baixas (Figura 2). A frequéncia relativa
do didmetro das nanofibras desenvolvidas com 5 % (m.m™") de proteina e adigdo de ficocianina
foi 36 %, em 275 nm (Figura 2e). Com 7,5 % (m.m™!) de proteina com ficocianina a frequéncia
foi 44 % em 325 nm (Figura 2c). As nanofibras com maior concentracao proteica (10 %, m.m"

1 e adi¢dio de ficocianina apresentaram frequéncia relativa de 34 % em 450 nm (Figura 2a).

Figura 1 - Nanofibras desenvolvidas com 0,5 % (m.m™!) de PEO e 10 % (m.m™'") de proteina

concentrada com (a) e sem ficocianina (b); 7,5 % (m.m™!) de proteina concentrada com (c) e

sem ficocianina (d); 5 % (m.m™") de proteina concentrada com (e) sem ficocianina (f).
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Tabela 1 - Condutividade elétrica das solugdes poliméricas, distribui¢do de tamanho e atividade antioxidante das nanofibras desenvolvidas

contendo 0,5 % (m.m™') de PEO, proteina concentrada de Spirulina sp. LEB 18 (m.m™) e ficocianina (m.m™).

Proporc¢ao de proteina Condutividade Diametro Diametro Diametro % Reducao % Inibic¢ao
concentrada:ficocianina médio (nm) minimo (nm) maximo (nm) (ABTSY) (DPPH)
(mS.cm™)

5:0 0,52 + 0,00 196 + 43 113 309 22,540,294 1,4 +0,0°B

5:2 0,99 + 0,01 269 + 55 169 417 26,3 + 1,454 5,0+£0,1%

7,5:0 0,58 0,00 292 + 80 109 493 19,7 + 0,598 1,3+0,08

7,5:2 0,99 + 0,00 314+ 57 214 487 30,8 + 0,304 5,6 £ 0,6

10:0 0,79 £ 0,01 446 + 99 251 728 21,4+ 1,7°® 4,8 +0,4%

10:2 1,01 0,02 542 £ 126 324 849 32,1 £2,1% 5,3+0,1%4

Valores sdo a média = o desvio padrdo; letras maitisculas na mesma coluna comparam os ensaios com ¢ sem ficocianina para cada concentra¢do de proteina; letras minusculas
na mesma coluna comparam todos ensaios das nanofibras em diferentes concentragdes de proteina concentrada; letras iguais ndo diferem estatisticamente (p> 0,05) pelo teste

de Tukey.
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Figura 2 - Frequéncia de didmetro das nanofibras desenvolvidas com 0,5 % (m.m™') de PEO e

10 % (m.m™") de proteina concentrada com (a) e sem ficocianina (b); 7,5 % (m.m™!) de

proteina concentrada com (c) e sem ficocianina (d); 5 % (m.m') de proteina concentrada com

(e) sem ficocianina ().
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O PEO ¢ um polimero de cadeia longa flexivel, que pode interagir com a proteina,
diminuindo a condutividade da solugdo de proteina concentrada. Assim, o jato com densidade
de carga elevada melhora o alongamento da solugdo durante a formagao da nanofibra (VEGA-
LUGO; LIM, 2008). Desta forma, ¢ possivel o desenvolvimento de fibras finas, longas e

uniformes a partir de solugdes de proteina concentrada de origem microalgal.

3.2 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER
(FTIR)

Espectros FTIR das nanofibras desenvolvidas (Figura 3) demonstraram bandas de
amida I a 1650 cm™ (alongamento C=0) e amida Il a 1535 cm™! (alongamento N-H) (KRIMM;
BANDEKAR, 1986), caracteristico de compostos como a proteina e a ficocianina constituidos
nas amostras.

Patel et al. (2005) encontraram bandas para ficocianina pura de Spirulina,
Phormidium e Lyngbya spp. em torno de 1655 cm™ e 1543 cm!, correspondendo aos grupos
amida I e II, respectivamente. Além disso, os autores afirmaram que a posi¢do e a forma da
banda de amida I sdo empregadas para a analise da estrutura secundaria da proteina. A banda
forte em 1650 cm™ observada nas nanofibras de proteina concentrada de Spirulina sp. LEB 18
adicionadas de ficocianina indica a a-hélice como o elemento principal da sua estrutura
secundaria (PATEL et al., 2005).

As bandas de absor¢do demonstradas em torno de 3300 cm™ foram atribuidas as
vibragdes de alongamento dos grupos O-H. Além disso, foi observado banda de absor¢ao em
1241 cm que corresponde ao alongamento C-N. Todos as bandas de absor¢do foram
constatados nas amostras de nanofibras desenvolvidas com ficocianina e diferentes
concentragdes de proteina concentrada de Spirulina sp. LEB 18. Isso indica que houve a
interagdo da proteina, ficocianina e PEO, provavelmente devido a alteracdo da estrutura

secundaria da proteina (LIU; MA, 2016).
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Figura 3 — Espectros de FTIR-ATR das nanofibras desenvolvidas com 0,5 % (m.m™") de PEO
e 10 % (m.m™") de proteina concentrada com (a) e sem ficocianina (b); 7,5 % (m.m™") de
proteina concentrada com (c) e sem ficocianina (d); 5 % (m.m™') de proteina concentrada com

(e) sem ficocianina (f).
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3.3 ESTABILIDADE TERMICA

As curvas de degradacdo térmica das nanofibras de proteina concentrada de
Spirulina sp. LEB 18 com e sem incorporacdo de ficocianina apresentaram perfil semelhante
(Figura 4). Dois estagios evidentes de perda de peso foram observados nas curvas TG. O
primeiro intervalo de temperatura (30-160 °C) correspondeu a evaporagdo de umidade das
amostras. Este estagio também esta associado ao processo de desnaturacdo de proteinas. A
temperatura inicial de degradagdo térmica das amostras foi em 220-240 °C, correspondente ao
segundo estagio observado, caracteristico da degradagdo térmica de proteinas.

A temperatura inicial de degradagdo térmica (T;) para a ficocianina foi 213,2 °C.
As T; encontradas para as nanofibras adicionadas de ficocianina foram superiores a T; do
pigmento, sendo os valores 246,1, 243,8 ¢ 221,9 °C quando desenvolvidas com 5; 7,5 ¢ 10 %
(m.m™") de proteina concentrada de Spirulina sp. LEB 18, respectivamente. Uma vez que a
ficocianina € instdvel ao calor, seu potencial para aplicacdo em produtos alimenticios que

necessitam de tratamento térmico ¢ restrito (MARTELLI et al.,, 2014). Desta forma, as
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nanofibras de proteina concentrada de Spirulina sp. LEB 18 podem ser desenvolvidas para

contribuir com a estabilidade térmica da ficocianina.

Figura 4 - Degradacio térmica das nanofibras de 0,5 % (m.m™) de PEO e proteina

concentrada de Spirulina sp. LEB 18 com (a) e sem adicao de ficocianina (b).
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3.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DAS NANOFIBRAS

No geral, as nanofibras de proteina concentrada de Spirulina sp. LEB 18 contendo

ficocianina demonstraram maior potencial antioxidante, quando comparadas as nanofibras sem

o pigmento, com excecdo das nanofibras desenvolvidas com 5 % (m.m!) de proteina

concentrada avaliada pelo método ABTS" e as nanofibras com 10 % (m.m™) de proteina

concentrada avaliada pelo teste DPPH. As nanofibras de proteina concentrada enriquecidas com
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ficocianina apresentaram, em média, 29,7 % de redu¢do € 5,3 % de inibi¢do dos radicais ABTS"
e DPPH, respectivamente (Tabela 1). Uebel et al. (2016) desenvolveram nanofibras com
composto antioxidante curcumina e observaram resultado semelhante de 35,5 % de reducdo do
radical ABTS".

De acordo com Sonani et al. (2017), a atividade antioxidante da ficocianina,
avaliada pelo poder de inibi¢do do radical DPPH, ¢ dependente da dose utilizada desse
biocomposto. Isso pode justificar os resultados mais baixos obtidos no teste de DPPH para as
nanofibras de proteina concentrada com ficocianina em comparagdo ao método ABTS". Além
disso, como o encapsulamento por nanofibras melhora a estabilidade e a preservagdo de
compostos como proteinas, antioxidantes, antimicrobianos e vitaminas (MASCHERONI et al.,
2013), ha dificuldade da total liberagao do composto bioativo para a avaliagdo antioxidante.

As evidéncias na area da medicina revelaram que a ingestdo de antioxidantes pode
manter o equilibrio entre o sistema antioxidante e a producgdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) (CHADWICK et al., 2003, SAMARANAYAKA; LI-CHAN, 2011). De acordo com
Moreno et al. (2011), as nanofibras sao alternativas para a libera¢ao controlada de proteinas,
uma vez que a elevada area superficial aumenta o contato entre a proteina encapsulada e o meio
de liberagdo. Assim, a utilizagcdo de nanofibras antioxidantes para aplicacdo em embalagens de
alimentos ¢ alternativa inovadora para ser utilizada na prevencdo de doencas como a
aterosclerose, a doenca de Alzheimer, cancer, diabetes mellitus, artrite reumatoide, doengas
inflamatorias e o processo de envelhecimento (DURACKOVA, 2010; WU et al., 2005). Além
disso, a utilizagdo da técnica de electrospinning apresenta a vantagem de evitar a exposicao de
proteinas a temperaturas elevadas. Deste modo, o uso de nanofibras como sistema de liberacao
de ficocianina reduz o risco de instabilidade e desnaturagao.

De acordo com Wojcik et al. (2010), os compostos de agdo antioxidante podem
inibir ou retardar a oxidacdo por inativagdo de radicais livres pela doacdo de atomos de
hidrogénio ou de elétrons, o que transforma os radicais em substancias estaveis. O ensaio de
atividade antioxidante baseado na descoloragdo do cation radical ABTS' é amplamente
utilizado para avaliar o potencial antioxidante tanto de amostras lipofilicas ou hidrofilicas
quanto a inibi¢do de radicais livres (KONG; XIONG, 2006). O mecanismo do ensaio DPPH
baseia-se na redu¢do do DPPH através de um antioxidante que ¢ o doador de atomos de
hidrogénio e elétron. O DPPH ¢ um radical estdvel que pode ser facilmente eliminado por um
composto antioxidante. Portanto, ¢ utilizado para testar a eliminagdo de radicais livres de
moléculas antioxidantes (MISHRA; OJHA; CHAUDHURY, 2012; PYRZYNSKA; PEKAL,
2013).
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Segundo Bhat e Madyastha (2000), a agdo antioxidante da ficocianina ¢ devido a
sua capacidade de eliminar os radicais livres e reagir com outros oxidantes de relevancia
patologica. Alguns beneficios da ficocianina da Spirulina para a saude humana foram
comprovados na literatura. Bertolin et al. (2011) indicaram que a quantidade administrada
(5mg.d") foi suficiente para reduzir o dano oxidativo causado pelo glutamato monossodico in
Vivo.

A ficocianina isolada de Spirulina também foi testada quanto ao crescimento e
multiplicagdo da linha celular de leucemia miel6ide cronica humana (K562) (SUBHASHINI et
al., 2004), sendo eficaz na redugdo das concentracdes de colesterol de lipoproteinas de alta
densidade (RISS et al., 2007), atenuando o dano pulmonar (SUN et al., 2011) e foi proposta
para tratamento neurologico (PENTON-ROL et al., 2013) e anti-cancer (SAINI; SANYAL,
2014). Thangam et al. (2013) mostraram que a ficocianina possui excelente atividade
antioxidante e sugeriram que o pigmento poderia ser utilizado para produzir um suplemento
dietético antioxidante natural ou adicionado a produtos alimenticios saudaveis.

Assim, uma vez que a nanotecnologia envolve o controle da matéria, a utiliza¢ao
de nanofibras pode melhorar a distribuigdo de fitoquimicos como a ficocianina para aprimorar
a sua eficiéncia terapéutica (ALEXIS et al., 2010; ZHANG; ZENG; LI, 2013). Nanofibras
biocompativeis e biodegraddveis como as nanofibras de proteina microalgal podem ser
utilizadas para aumentar a absorcdo e biodisponibilidade de compostos bioativos. Esses
nanomateriais podem ser aplicadas total ou parcialmente em embalagem de alimentos. Além
disso, as nanofibras podem proporcionar uma liberacao controlada da ficocianina, prolongando

o tempo de circulagdo do composto no produto alimenticio.
4 CONCLUSAO

Nanofibras com potencial antioxidante e didmetro médio de 314 nm foram
desenvolvidas com 7,5 % (m.m™!) de proteina concentrada da microalga Spirulina sp. LEB 18
e 2 % (m.m)"' de ficocianina, aplicando potencial elétrico de 50 kV, distancia de 18 cm,
velocidade de transporte da solugdo polimérica de 100 mm.s! e didmetro do orificio de 0,6 mm.
Desta forma, ¢ importante que nanofibras com adi¢@o de ficocianina recebam maior atencao
pela industria de alimentos, uma vez que apresentam propriedade antioxidante para ser aplicado

em embalagens bioativas.
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Indicador de pH desenvolvido a partir de nanofibras de PLA/PEQ e ficocianina
RESUMO

A ficocianina ¢ um pigmento de coloragdo azul intenso, constituinte da biomassa de microalgas
como a Spirulina. Esse pigmento ¢ sensivel ao pH e essa instabilidade resulta em variagao da
mudanga de cor. O objetivo deste estudo foi desenvolver nanofibras de PLA/PEO e ficocianina
com potencial aplicacdo como indicadores de pH para embalagem de alimentos. As solugdes
foram preparadas com PLA (9 %, m.v'!) e PEO (3 %, m.v'!), sendo utilizada a proporgdo 9:1,
respectivamente. A ficocianina foi avaliada nas concentracdes 2, 3, 4, 5 e 6 % (m.v'!), sendo
também avaliada a espessura das membranas ¢ o tipo de coletor utilizado no processo (rotatorio
e estatico). Fibras uniformes de PLA/PEO foram desenvolvidas com 2 e 3 % (m.v'') de
ficocianina. Ao utilizar o coletor rotatorio foi obtido didmetro médio de 1318 nm para as fibras
com 2 % (m.v'!) de ficocianina e 921 nm para as desenvolvidas com 3 % (m.v!) do corante.
As fibras de PLA/PEO com 2 e 3 % (m.v’') de ficocianina apresentaram eficiéncia de
encapsulacao de 80,7 e 71,4 %, respectivamente. Com relagdo a avaliagdo como indicador de
pH, as nanofibras de PLA/PEO com 3 % (m.v'!) do pigmento foram as que apresentaram as
melhores respostas quanto a percep¢do de mudancga de cor (AE). A maioria (60 %) dos valores
de AE encontrada para essas nanofibras foram superiores a 12, indicando mudanga absoluta na
cor. Além disso, foi verificada influéncia da espessura das nanofibras no valor de AE. Com a
maior espessura das nanofibras desenvolvidas a partir de 3 % (m.v!) de ficocianina foi possivel
obter 76 % dos resultados de AE acima de 12. Para a variagdo de pH 3,0 para 4,0 o valor de AE
encontrado foi 18,85 e para variagdo de pH 5,0 para 6,0 o valor de AE foi 18,66. Desta forma,
a utilizacdo da ficocianina em nanofibras de PLA/PEO como indicador de pH em embalagem
de alimentos ¢ alternativa para aplicacao do pigmento que ¢ restrita devido a instabilidade da
cor frente a mudancas no valor do pH.

Palavras-chave: Electrospinning. Embalagens de alimentos. Ficocianina. Mudanca de cor.

Sensor de pH.
pH indicator developed from PLA/PEO nanofibers and phycocyanin
ABSTRACT

Phycocyanin is a pigment of intense blue color, constituting the biomass of microalgae such as
Spirulina. This pigment is pH sensitive and this instability results in varying color change. Thus,
the objective of this study was to develop nanofibers of PLA/PEO and phycocyanin with
potential application as pH indicators for food packaging. The solutions were prepared with
PLA (9 %, w.v'!) and PEO (3 %, w.v'!), using a 9: 1 ratio, respectively. Phycocyanin was
evaluated at concentrations 2, 3, 4, 5 and 6 % (w.v'!), and the thickness of the membrane and
the type of collector used in the process (rotary and static) were evaluated. Uniform PLA/PEO
fibers were developed with 2 and 3 % (w.v'!) of phycocyanin. Using rotatory collector, the
average diameter of 1318 nm was obtained for the fibers with 2 % (w.v ) of phycocyanin and
921 nm for those developed with 3 % (w.v'!) of the dye. PLA/PEO fibers with 2 and 3 % (w.v'!)
of phycocyanin showed encapsulation efficiency of, 80.7 and 71.4 %, respectively. Regarding
the evaluation as pH indicator, the nanofibers of PLA/PEO with 3 % (w.v ) of the pigment
were the ones that presented the best responses regarding the perception of color change (AE).
The majority (60 %) of AE values found for these nanofibers were above 12, indicating absolute
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change in color. In addition, the influence of the thickness of nanofibers in the value of AE was
verified. With the higher thickness of nanofibers developed from 3 % (w v!) of phycocyanin,
it was possible to obtain 76 % of AE results above 12. For the variation of pH 3.0 to 4.0 the AE
value found was 18.85 and for variation from pH 5.0 to 6.0 the value of AE was 18.66. Thus,
the use of phycocyanin in PLA/PEO nanofibers as a pH indicator in food packaging is an
alternative for the application of the pigment that is restricted because of the color instability
against changes in pH value.

Keywords: Electrospinning. Food packaging. Phycocyanin. Color change. pH sensor.
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1 INTRODUCAO

Na busca da satisfacdo dos consumidores, as empresas, juntamente aos centros de
pesquisa e universidades, tém investido em estudos no desenvolvimento de embalagens
inteligentes. As embalagens inteligentes possuem funcdo reforcada no que diz respeito a
comunicagdo e marketing, fornecendo feedback dinamico para o consumidor sobre a qualidade
do produto. Através de sensores incorporados ao material, interna ou externamente, pode-se
monitorar as condigdes do alimento por meio de selos ou etiquetas que mudam de cor para
identificar qualquer tipo de alteracdo do alimento. As embalagens inteligentes também podem
informar detalhes da origem e da qualidade do transporte e distribui¢do dos alimentos. Assim,
o fabricante consegue rastrear o produto e obter informagdes sobre suas condigdoes (BRIZIO,
2014).

A preocupagao com o meio ambiente e a escassez de petroleo estdo direcionando
as pesquisas para o desenvolvimento de nanofibras a partir de polimeros, que sejam
biodegradaveis, renovaveis e compativeis com os polimeros sintéticos. Neste contexto, destaca-
se o poli (4cido latico) (PLA) (DAIL; LIM, 2015). O PLA foi utilizado para desenvolver
nanofibras para aplicacdes, tais como imobiliza¢cdo da enzima (ZHOU; LIM, 2009), libera¢ao
controlada de medicamentos (SILL; VON RECUM, 2008) e scaffolds (VAZ et al., 2005). Para
otimizar a aplicagdo das nanofibras de PLA, este polimero pode formar blenda com outros
polimeros como o poli (6xido de etileno) (PEO), gerando fibras mais hidrofilicas
(HONARBAKHSH; POURDEYHIMI, 2011).

As microalgas sdo micro-organismos fotossintéticos, incluindo organismos
unicelulares e multicelulares, e procariotos ou eucariotos (LI et al., 2008). Um dos compostos
de interesse comercial presente na biomassa de microalgas € a ficocianina. A ficocianina ¢ um
pigmento fotossintético acessorio caracterizado pela sua intensa coloragao azul (PATEL, et al.,
2005), extraido, principalmente, a partir da microalga Spirulina (FERNANDEZ-ROJAS;
HERNANDEZ-JUAREZ; PEDRAZA-CHAVERRI, 2014; MARTELLI et al, 2014). A
ficocianina atinge aproximadamente 20 % da proteina total presente na biomassa de microalgas
(VONSHAK, 1997), e ¢ utilizada principalmente como corante natural em alimentos.

A ficocianina € sensivel ao pH e essa instabilidade resulta em variagdo da mudanca
de cor (MARTELLI et al., 2014). A descoloragdo de ficocianina, considerado recentemente
como problema para a indastria de alimentos, torna-se interessante para aplicacdo em
embalagens inteligentes através da nanotecnologia. Indicadores de pH podem ser desenvolvidos

a partir de nanofibras e aplicados em embalagens de alimentos, uma vez que a estabilidade e,
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consequentemente, a coloragdo da ficocianina ¢ reduzida dependendo das condi¢des destes
parametros. Assim, o objetivo deste estudo foi desenvolver nanofibras de PLA/PEO e

ficocianina com potencial aplicagao como indicadores de pH para embalagem de alimentos.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAL

O poli (4cido latico) (PLA) (6201 D) foi doado pela Nature Works LLC
(Minnetonka, MN, USA). O poli (6xido de etileno) (PEO), peso molecular de 900 kDa, foi
adquirido da Sigma Aldrich (Oakville, ON, Canadd) e a ficocianina, da Parry Nutraceuticals
(Chenai, TN, india). Os reagentes cloroformio e N,N-dimetilformamida (DMF) foram
adquiridos da Synth (Diadema, SP, Brasil).

2.2 SOLUCOES POLIMERICAS E ELECTROSPINNING

As solugdes foram preparadas com PLA (9 %, m.v'') e PEO (3 %, m.v'!) (DAL
LIM, 2015) com modificacdes, sendo utilizada a propor¢ao 9:1, respectivamente. A mistura de
solventes utilizada foi cloroformio:DMF (9:1). A ficocianina foi avaliada nas concentragoes 2,
3,4,5¢e6 % (m.v'). As solugdes poliméricas sem adigdo do pigmento foram agitadas por 2 h
a 2042 °C. Para as soluc¢des com ficocianina, primeiramente foi adicionado metade do volume
total do solvente no pigmento, e a solugdo foi agitada por 2 h. Posteriormente, foram
adicionados os polimeros PLA e PEO na solu¢do com ficocianina e adicionou-se o restante do
volume do solvente agitando novamente por 3 h a 2042 °C.
Os parametros utilizados no processo de electrospinning foi umidade relativa de
4042 %, 20+2 °C, didmetro do capilar de 0,45 pm, distancia do capilar ao coletor 14 cm,
potencial elétrico 15 kV e vazio de alimentagiio de 600 puL h'. No processo foram utilizados

dois tipos de coletor (Figura 1): estatico e rotatorio (180 rpm).
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Figura 1 — Coletores estatico (a) e rotatério (b) utilizados no processo de electrospinning.
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2.3 EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO (EE)

Para avaliar a eficiéncia de encapsulacdo (EE) da ficocianina nas nanofibras com
morfologia uniforme foi utilizado 10 mg das fibras PLA/PEO solubilizadas em 4 mL de agua
destilada. A absorvancia foi obtida em espectrofotdometro a 615 nm (Asi5) € 652 nm (Ass2),
sendo determinada a concentragdo de ficocianina (PC, mg mL') segundo a Equagdo 1

(BENNET; BOGORAD, 1971).
PC = (Aeis — 0,474 Aes2)/5,34 (1)

A EE (%, m.m™) foi calculada pela razio da massa de ficocianina encapsulada em
1 mL de solugdo de polimero e a massa total de ficocianina adicionada na solugao polimérica

no inicio do processo de electrospinning (ZHU et al., 2015).
2.4 MORFOLOGIA, DIAMETRO MEDIO E TAMANHO DE PORO DAS FIBRAS

A morfologia das nanofibras foi analisada utilizando microscépio eletronico de
varredura (MEV) (JEOL, JSM-6610 LV, Japao) com tensdo de aceleragdo de 10 kV. As
amostras foram recobertas com ouro (20 nm) utilizando o metalizador diiode sputtering
(Denton Vacuum, CAR001-0038, USA). O didmetro médio das fibras e o tamanho dos poros
(medido ao longo do comprimento da fibra) foi determinado através da medida de 50 e 30

pontos diferentes na imagem obtida pelo MEV, respectivamente, e analisado por software de
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processamento de imagem (Image Pro-Plus 6.0, Media Cybernetics Inc., Bethesda, USA). As
amostras também foram visualizadas em microscépio confocal de fluorescéncia (Leica, TCS

SP8, Germany).
2.5 ESTABILIDADE TERMICA

A medida da estabilidade térmica do PEO, PLA, ficocianina e nanofibras foi
realizada em analisador termogravimétrico (Shimadzu, DTG-60, Japao) de acordo com a
metodologia ASTM D3850-12 (2013). As analises foram conduzidas a temperatura ambiente
até alcangar 500 °C, em atmosfera inerte de nitrogénio com fluxo 30 mL.min"! e taxa de

aquecimento constante de 10 °C.min™".

2.6 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE FOURIER
(FTIR)

As nanofibras desenvolvidas foram avaliadas em espectrometro na regido do
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) (IR Prestige-21, Shimadzu Corp., Japao),
com refletancia total atenuada (ATR). Varreduras na faixa espectral de 400 a 4000 cm™! foram
realizadas e recolhidas 45 leituras a resolugiio de 4 cm™'. As amostras foram analisadas na forma
solida, utilizando pastilhas de brometo de potéssio (KBr). Os dados foram analisados usando

Origin software (OrginLab, USA).
2.7 MOLHABILIDADE DAS FIBRAS

A hidrofilicidade e hidrofobicidade das nanofibras foram avaliadas pela analise do
angulo de contato utilizando microscépio digital Blue (x60), no qual uma gota de agua destilada
foi colocada sobre a superficie das fibras. A partir do software Surftens 3.0, cinco medicdes de
cada imagem foram realizadas utilizando cinco pontos de medi¢ao dispostos ao redor da gota

(FOMBUENA et al., 2013).
2.8 PARAMETROS DE COR E ESPESSURA DAS NANOFIBRAS

As nanofibras com 2 e 3% (m.m™) de ficocianina foram cortadas em 2 x 2 cm ¢
imersas em aproximadamente 20 mL de solugdes tampao (pH 1 a 10), por 1-2 min a 20 °C. A
cor foi avaliada em quintuplicata, utilizando colorimetro (Minolta, CR400, Japao)d. Os dados
obtidos foram: L* que indica a leveza da amostra e varia de 0 (preto) a 100 (branco) e

coordenadas de croma a* variando de verde (-) a vermelho (+) e croma b* variando azul (-)
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para amarelo (+). Os resultados de L*, a* e b* foram utilizados para o calculo da mudanga de

cor (AE) de acordo com a Equacdo 2 (PRIETTO et al., 2017).
AE = [(AL*)? + (Aa*)* + (Ab*)?] 2 2)
Em que: AL* =L — Lo; Aa* =a - ap; Ab* =D - bo.

A espessura das nanofibras foi determinada em quintuplicata utilizando micrometro

(Insize modelo 3109-25 Electronic Outside Micrometer 0 — 22 mm).
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 MORFOLOGIA, DIAMETRO MEDIO DAS NANOFIBRAS E EFICIENCIA DE
ENCAPSULACAO (EE)

Quando desenvolvidas com PLA/PEO sem a ficocianina, as nanofibras
apresentaram morfologia uniforme. Ao adicionar a ficocianina as nanofibras, o didmetro médio
foi reduzido em 43 % comparado a fibra sem adi¢ao do pigmento (Tabela 1). Os didmetros das
nanofibras de PLA/PEO com ficocianina foram menores provavelmente devido ao aumento do
peso do jato de polimero a medida que ele foi expulso da ponta do capilar. Como resultado, a
solucdo foi submetida a maior alongamento, produzindo fibras mais finas do que as preparadas
sem particulas de ficocianina (WU, 1987). A reducdo de didmetro de nanofibras poliméricas
com adigdo de compostos também foi observada por Dai e Lim (2015). Esses autores
verificaram redu¢do de 1089 para 810 nm nas fibras desenvolvidas sem e com o composto,
respectivamente.

As nanofibras de PLA/PEO com 2 e 3 % (m.v'') de ficocianina apresentaram
eficiéncia de encapsulagdo, em média, de 80,7 e 71,4 %, respectivamente. As nanofibras nestas
condigdes apresentaram melhor definicdo dos poros em relacdo as nanofibras com maiores
concentragdes do composto, € por isso, foram analisados. Os tamanhos dos poros encontrados
para as fibras desenvolvidas com 2 % (m.v™') de ficocianina foram, em média, 187 e 203 nm,
quando utilizado os coletores estatico e rotatério, respectivamente. Com 3 % (m.v'') do
pigmento, o tamanho dos poros obtidos nas nanofibras foram, em média, 194 nm com o coletor
estatico e 201 nm, com o rotatério. Além disso, as nanofibras desenvolvidas com os maiores
contetidos de ficocianina (4, 5 e 6 %, m.v'!) apresentaram morfologia e didmetros desuniformes,

com a predominancia de aglomerados do composto encapsulado (Figura 2).
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Tabela 1 - Caracteristicas das nanofibras de PLA/PEO contendo diferentes concentragdes de

ficocianina.
Ficocianina Coletor Diametro Ti (°C) Tt (°C) Tmax (°C)
(%, m.vh) médio (nm)
Sem ficocianina Estatico 1606 + 283 3291 3733 351,5
2 Estatico 1166 + 199 310,2 349,3 329,5
2 Rotatorio 1318 + 350 303,8 343,0 320,9
3 Estatico 1265+ 170 309,0 3482 328,0
3 Rotatorio 921 +369 306,9 350,0 327,5
4 Estatico 1282 + 142 316,3 3464 3279
4 Rotatorio 1357 +£ 208 306,3 3453 326,3
5 Estatico 1102 + 128 305,7 346,7 3253
5 Rotatorio 971 + 145 309,1 326,3 326,3
6 Estatico 937 £ 144 3094 345,0 326,2
6 Rotatorio 981 £ 401 307,5 339,0 3253
PLA - - 347,6 379,8 362,9
PEO - - 345,7 4233 382,6
Ficocianina - - 229.0 2943 245.1

Ti: temperatura inicial de degradagdo; Ty temperatura final de degradag@o; Tmax: temperatura maxima de

degradacao.

De acordo com Bhardwaj e Kundu (2010), existem diversos fatores que afetam o
processo de electrospinning. Esses fatores sdo classificados como pardmetros do processo, da
solucdo e ambientais. Os parametros do processo incluem o potencial elétrico aplicado, a taxa
de alimentagdo e a distancia entre o capilar e o coletor. Os parametros da solugdo incluem a
concentracao do polimero, a viscosidade, a tensao superficial e a condutividade da solucdo. Os
parametros ambientais incluem a umidade relativa e a temperatura. Cada um desses parametros
afeta significativamente a morfologia e didmetro das fibras. Pela manipulagdo adequada desses
parametros obtém-se nanofibras de morfologia e diametros desejados.

Segundo Khan et al. (2013), a morfologia ¢ o diametro das nanofibras podem ser
relacionados com a concentragdo da solu¢do polimérica. Elevar a concentracdo de
biocompostos na solucdo acarreta aumento na viscosidade (PRIETTO et al., 2017), o que
contribui para o emaranhamento entre as cadeias de polimero (HAIDER et al., 2013).

Entretanto, se elevar a concentragdo do polimero acima do valor critico, o fluxo de solugdo
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através do capilar ndo ocorre, obstruindo-o. Assim ao utilizar concentragdes maiores que 3 %
(m.v'") de ficocianina tal fato pode ter acontecido no decorrer do processo, gerando fibras com

diametros desuniformes.

Figura 2 - Nanofibras de PLA/PEO sem ficocianina (a) e com 2 % (m.v!) (b), 3 % (m.v'!)
(©), 4 % (m.v'") (d), 5% (m.v') (e) e 6 % (m.v") () do pigmento produzidas por

electrospinning em coletor estatico.

Com a concentragdo de 3 % (m.v ") de ficocianina observou-se que ao realizar o
processo de electrospinning com o coletor rotatorio foi possivel obter nanofibras com didmetro
médio 27 % menor que as obtidas pelo coletor estatico. As morfologias das fibras desenvolvidas

em ambos os tipos de coletores foram semelhantes. Ao incrementar o conteudo de ficocianina
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na solugdo polimérica foi constatado que houve a formagdo de aglomerados nas fibras, que

mostra ser o encapsulamento do biocomposto adicionado (Figura 3).

Figura 3 - Nanofibras de PLA/PEO contendo 2 % (m.v'') (a), 3 % (m.v'!) (b), 4 % (m.v'!") (c),

5% (m.v'!) (d) e 6 % (m.v'") (e) do pigmento produzidas por electrospinning em coletor

rotatorio.

A porosidade observada nas fibras ultrafinas de PLA/PEO e ficocianina pode ser
explicada pelos solventes utilizados no preparo da solug@o polimérica. Park, Han e Lee (2007)
mostraram que ao adicionar um segundo solvente com pressao de vapor mais alta como o DMF
(475 hPa) em relacao ao solvente primario cloroférmio (213 hPa), ¢ formado um sistema bindrio
em que o solvente com maior volatilidade evapora rapidamente durante o processo de

electrospinning e os poros sdao formados na superficie da fibra. Essa afirmagdo ¢ confirmada
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quando visualizado as micrografias das fibras de PLA/PEO desenvolvidas com e sem a
ficocianina, que foram preparadas com os solventes cloroformio:DMF, na propor¢do 9:1,
respectivamente. A capacidade de produzir poros de tamanho nano ao longo do comprimento
da fibra, oferece oportunidades para esses materiais em diversas aplicagdes
(HONARBAKHSH; POURDEYHIMI, 2011), tais como sensores de pH para embalagens de
alimentos.

A ficocianina ¢ um pigmento que absorve luz a 620 nm e emite fluorescéncia na
cor vermelha a cerca de 650 nm (GREGOR; MARSALEK 2004; GREGOR et al., 2007). Desta
forma, a microscopia confocal (Figura 4) comprova o encapsulamento da ficocianina,

ilustrando a distribuicao do pigmento ao longo das fibras ultrafinas.

Figura 4 - Microscopia confocal das nanofibras de PLA/PEO sem ficocianina (a) e com 2 %

(m.v'") (b), 3 % (m.v'!) (c), 4 % (m.v') (d), 5 % (m.v') (e) e 6 % (m.v'!) (f) do pigmento.
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As micrografias apresentaram intensidades na cor vermelha, no entanto distribuidas
em forma desigual. De acordo com Prietto et al. (2017), isso pode ser relacionado a formagao
dos aglomerados, possivelmente devido a solubilizagdo incompleta do pigmento durante o

preparo da solugdo polimérica.
3.2 ESTABILIDADE TERMICA

O encapsulamento da ficocianina nas fibras de PLA/PEO conferiram estabilidade
térmica ao biocomposto. No minimo, as nanofibras contribuiram com aumento de 74,8; 48,7 e
75,8 (°C) nas temperaturas inicial (T;), final (Tr) e de degradagd@o maxima (Tmax) da ficocianina.
Esses resultados foram obtidos das nanofibras desenvolvidas em coletor rotatério e 2 % (m.v™ ')
do corante (Tabela 1).

Peinado et al. (2016) comprovaram que a preservagao de antioxidantes, como [3-
caroteno pode ser realizada incorporando o composto em nanofibras de PEO, prolongando a
vida util e estabilidade térmica do antioxidante. Braga et al. (2016), também provou que o
encapsulamento em nanofibras ¢ a melhor alternativa para conservagado da ficocianina frente a
outros meios de preservagdo tais como utilizagdo de agentes estabilizantes como sorbitol e

glicose.

3.3 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE FOURIER
(FTIR)

O PLA ¢ um poliéster alifatico que contém ligagcdes de ésteres, assim todas as
nanofibras desenvolvidas apresentaram as bandas de absor¢ao de carbonila (C=0) a 1758 cm’
!, enquanto que as bandas de alongamento C-O-C apareceram a 1087 cm™! (Figura 5). As bandas
em 1455 e 1363 cm™! podem ser atribuidas a vibragio deformacional assimétrica e simétrica de
C-H em grupos CH3 do PLA. O PEO ¢ um polimero com a férmula molecular (-CH>CH>0O-)x.
Banda caracteristicas de absor¢ao C-O-C foram localizadas em 1090 e 1134 cm™ (JASH; LIM,
2018; LIM; DAL, 2015).

Uma vez que as nanofibras de PLA/PEO foram enriquecidas com ficocianina, que
¢ uma ficobiliproteina, picos em 1653 e 1543 cm™! também foram encontrados, correspondendo
aos grupamentos amida I e II, respectivamente (VERDUGO et al., 2014). Além disso, ndo foi
observada alteracdo para as grandes bandas de absor¢ao de PLA e PEO apds a incorporagdo da
ficocianina, sugerindo que o composto foi aprisionado na matriz polimérica (JASH; LIM,

2018).
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Figura 5 - Espectros de FTIR-ATR para nanofibras de PLA/PEO (a) contendo 2 % (m.v'!)
(b), 3 % (m.v") (c), 4 % (m.v!) (d), 5 % (m.v'!) (e) e 6 % (m.v!) (f) de ficocianina.
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3.4 MOLHABILIDADE

O angulo de contato encontrado para as nanofibras de PLA/PEO desenvolvidas sem
adicdo de ficocianina foi 92,24+2,6°. De acordo com Yuan e Lee (2013), materiais com angulos
de contato maiores que 90° sdo considerados hidrofobicos, desfavorecendo a molhabilidade da
superficie e formando uma gota de liquido compacta. Por outro lado, para as nanofibras de
PLA/PEO adicionadas de ficocianina os valores obtidos foram 84,7+1,8°; 81,3+2,5°;
66,4+1,4°; 43,6+0,7° e 20,1+1,3° para as amostras com 2, 3, 4, 5 e 6 % (m.v'") do pigmento,
respectivamente.

A hidrofilicidade das nanofibras pode ser atribuida a morfologia da superficie,
porosidade das fibras e aos compostos hidrofilicos adicionados na solu¢do polimérica. A
diferenca de hidrofilicidade entre as amostras (Figura 6) pode ser atribuida, principalmente, a
concentragdo de ficocianina utilizada para a produgao das fibras.

No geral, foi observado que quanto maior a concentracao de ficocianina, maior foi
a molhabilidade da nanofibra. O aumento da molhabilidade pode ser util para aplicagdes em
indicadores de embalagem de alimentos para facilitar a difusio de H" ou OH na membrana,
permitindo que esses ions interajam com a ficocianina, gerando uma resposta de cor rapida
como funcdo do pH (PRIETTO et al., 2017). Desta forma, para realizacdo dos experimentos

relativos a indicador de pH, as nanofibras com 2 e 3 % (m.v'!) de ficocianina foram
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selecionadas, devido ao fato de que a gota de 4gua depositada sobre a superficie das demais
nanofibras se espalharam rapidamente de forma com que o angulo de contato tendesse a zero.
Além disso, as nanofibras de PLA/PEO com 2 e 3 % (m.v™!") de ficocianina apresentaram melhor

morfologia e uniformidade no didmetro das nanofibras.

Figura 6 - Angulo de contato das nanofibras de PLA/PEO sem ficocianina (a) e com 2 %

(m.v'!) (b), 3 % (m.v!) (c), 4 % (m.v') (d), 5 % (m.v') (e) e 6 % (m.v'!) (f) do pigmento.

3.5 ESPESSURA E ANALISE DE COR

Ao comparar as espessuras obtidas a partir do mesmo volume de solucao polimérica
utilizado foi observado diferenca nos valores encontrados (Tabela 2). As diferencas podem ser
atribuidas ao processo, que pode ter ocasionado perda de amostra de nanofibra com 3 % (m.v'!)
de ficocianina depositada fora do coletor rotatdrio. No entanto, houve coeréncia nos resultados
de espessura, ao se observar que o aumento do volume de solugdo polimérica foi proporcional
ao valor de espessura obtido.

De acordo com Tassanawat et al. (2007), valor de AE superior a 5 indica mudanca
de cor perceptivel pelo olho humano, e AE superior a 12 indica diferenca absoluta de cor. As

nanofibras de PLA/PEO com 3 % (m.v™") do pigmento foram as que apresentaram as melhores
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respostas quanto a percep¢ao de mudanga de cor (AE). A maioria (60 %) dos valores de AE
encontrada para essas nanofibras foram superiores a 12 (Tabela 3). Quando as nanofibras com
2 % (m.v'!) de ficocianina foram imersas nos diferentes pH foi verificado que 36 % dos valores
de mudanga de cor (AE) foram superiores a 5, € 47 % dos AE apresentaram resultado acima de
12 (Tabela 4). O fato pode ser atribuido ao menor teor do pigmento presente nas nanofibras de
2 % (m.v!) de ficocianina. Além disso, as nanofibras com 2 % (m.v'!) de ficocianina nio
apresentaram coeréncia na variagao de cor quando comparadas as duas condigdes de espessuras
testadas. Prietto et al. (2017) desenvolveram indicadores de pH a partir de encapsulamento de
antocianina extraida de repolho vermelho. Os autores também observaram que a maior
concentragdo do composto resultou em maior variagao de cor entre pH 1,0 e 10,0.

Na faixa de pH 1,0 a 3,0 as nanofibras de PLA/PEO contendo 3 % (m.v'!) de
ficocianina mostraram tendéncia a colora¢do esverdeada (Tabela 2). Segundo Silva et al.
(2009), a ficocianina extraida de Spirulina platensis ¢ instavel a valores extremos de pH, sendo
mais estavel em pH 5 a 7,5. Além disso, os autores também relataram coloragdo verde a pH 3,0.

Em pH alcalino, acima de 8,0 as nanofibras tenderam a perder bruscamente o tom
azul e verde, resultando em cor com tendéncia ao branco. As respostas obtidas de mudanga de
cor nos diferentes pHs também podem ser influenciadas pela interacao polimeros e pigmento
com o solvente, uma vez que em solugdo a ficocianina apresenta coloragdo azul mais intensa,
do que em solu¢do polimérica, e em nanofibras. Neste contexto, as nanofibras desenvolvidas
neste estudo sdo promissoras para atuarem como indicadores de pH, uma vez que ha perceptivel
mudanga de coloracdo com a alteracdo deste parametro.

Além disso, foi constatado influéncia da espessura na resposta da fibra como
indicador de pH. Com a maior espessura das nanofibras desenvolvidas a partir de 3 % (m.v!)
de ficocianina foi possivel obter 20 % dos resultados de AE superiores a 5 e 76 % acima de 12.
Ao reduzir a espessura para aproximadamente a metade, foi constatado que 44 % dos valores

de AE foram maiores que 12.
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Tabela 2 — Membranas de nanofibras de PLA/PEO contendo diferentes concentrac¢des de ficocianina e espessuras frente a variagao de pH.

Ficocianina  Volume de Espessura

pH
(%, m.v)  solucdo (mL) (um)
1,0 5,0 6,0 9,0 10,0
3 1,5 36,0+ 2,1

3 3,0 69,2 £6,5
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Tabela 3 - Mudanga de cor (AE) das membranas de nanofibras de PLA/PEO contendo 3 % (m.v'!) de ficocianina com diferentes espessuras em

funcao do pH.
pH 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0 9,0 10,0
1,5 mL de solu¢do polimérica (espessura de 36,0 um)
1,0 2,21 3,19 9,11 26,48 11,84 19,91 9,83 12,87 9,10
2,0 2,46 9,92 26,28 12,03 20,90 11,71 12,78 8,80
3,0 7,74 25,69 9,66 18,81 10,06 10,85 6,67
4,0 19,44 5,12 12,09 3,18 14,12 5,59
5,0 17,55 7,60 32,80 32,80 24,29
6,0 10,41 3,09 15,61 7,65
7,0 9,38 25,28 16,76
8,0 16,07 7,48
9,0 8,66
3,0 mL de solucio polimérica (espessura de 69,2 pm)
1,0 11,0 11,74 29,73 37,49 23,35 25,12 6,18 22,71 19,49
2,0 18,31 34,88 37,49 25,24 25,54 19,33 23,05 14,86
3,0 18,85 26,14 13,41 15,72 13,27 12,62 16,62
4,0 8,40 12,32 16,25 21,34 13,17 27,24
5,0 18,66 21,15 19,30 19,30 33,59
6,0 5,15 9,27 1,74 15,16
7,0 8,07 4,27 13,09
8,0 8,53 5,93
9,0 14,33
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Tabela 4 - Mudanga de cor (AE) das membranas de nanofibras de PLA/PEO contendo 2 % (m.v'!) de ficocianina com diferentes espessuras em

funcao do pH.
pH 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0 9,0 10,0
1,5 mL de solu¢do polimérica (espessura de 53,4 um)
1,0 9,95 3,69 6,40 6,83 7,29 10,25 17,39 8,96 13,49
2,0 6,83 10,84 6,83 14,49 15,72 19,23 8,96 20,07
3,0 5,18 4,20 8,06 10,11 20,07 6,39 14,32
4,0 2,57 4,13 5,23 15,44 4,87 10,29
5,0 6,69 7,47 3,95 3,95 12,58
6,0 3,49 12,24 8,08 7,20
7,0 10,29 7,66 5,64
8,0 17,42 6,56
9,0 11,87
3,0 mL de solucio polimérica (espessura de 91,4 pm)
1,0 11,46 9,15 28,19 21,95 24,99 19,13 14,97 20,72 19,36
2,0 6,29 17,67 21,95 14,77 9,58 20,67 20,66 9,21
3,0 23,15 15,86 19,66 13,02 14,77 13,98 12,34
4,0 7,65 4,94 11,98 12,18 10,29 12,46
5,0 5,69 6,65 4,09 4,09 6,15
6,0 7,43 7,30 6,44 8,31
7,0 2,36 3,18 2,37
8,0 4,71 4,13
9,0 2,25
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Assim, as nanofibras mais espessas de PLA/PEO contendo ficocianina,
independentemente da concentracdo do pigmento, poderiam ser aplicadas como etiquetas em
embalagem de sucos citricos. O AE entre pH 3 e 4 foi maior que 12, demonstrando diferenca
absoluta entre as cores (TASSANAWAT et al., 2007). De acordo com Corréa-Neto e Faria
(1999) e Vegara et al. (2014), a faixa de pH caracteristica de frutas citricas varia de 3,40 a 4,0
e, o aumento da acidez em sucos armazenados (especialmente por surgimento de acido acético
ou latico) ¢ um indicador de contaminagdo por leveduras e/ou bactérias.

O indicador desenvolvido também poderia ser aplicado em alimentos mais
alcalinos, como a carne bovina. As nanofibras apresentaram AE superior a 12 entre pH 5,0 e
6,0. Segundo Guerrero e Chabela (1999) a deterioragdo da carne ocorre entre pH 5,61 a 6,23.
Desta forma, a utilizacao da ficocianina em sistemas de nanofibras como indicador de pH em
embalagem de sucos citricos ou carne bovina ¢ alternativa para aplicagdo do pigmento que ¢

restrita devido a instabilidade da cor frente a mudangas no valor do pH.
4 CONCLUSAO

Nanofibras de PLA/PEO de didmetro médio de 921 nm e espessura de 69,2 pm,
contendo 3 % (m.v!) de ficocianina podem ser produzidas a fim de desenvolver indicadores de
pH para potencial aplicagdo em embalagem de alimentos. Com estas condic¢des, foi possivel
obter 76 % dos valores de mudanca de cor (AE) acima de 12, indicando mudanca absoluta de
cor das nanofibras. Para a variacdo de pH 3-4 o valor de AE obtido foi 18,85 e para pH 5-6, foi
18,66. Desta forma, indicadores de pH a partir de nanofibras contendo ficocianina sdo materiais
inovadores que podem ser utilizados para fornecer feedback dindmico ao consumidor sobre a

qualidade de produtos alimenticios.
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CONCLUSAO GERAL

Nanofibras com 5 ¢ 10 % (m.m™") de proteina concentrada de Spirulina sp. LEB 18
foram desenvolvidas com concentragio minima de 0,8 % (m.m') de PEO, em solugio 4cida.
Ao incrementar o conteudo proteico houve aumento no didmetro das nanofibras. Com
5% (m.m™), obteve-se didmetro de 118 + 27 nm e com 10 % (m.m!), 452 = 102 nm. O
aquecimento do PEO mostrou influéncia apenas quando aplicado a menor concentracdao de
proteina, reduzindo a formacao de gotas, aglomerados e nanoparticulas. Em solucdo acida,
nanofibras uniformes foram formadas com 10 % (m.m™") de proteina concentrada de microalga,
independentemente do aquecimento do PEO.

Nanofibras uniformes contendo 2 % (m.m™) de ficocianina, com didmetros de 269,
314 e 542 nm foram desenvolvidas, quando utilizado 5, 7,5 e 10 % (m.m™) de proteina
concentrada de Sipirulina sp LEB 18, respectivamente. Além disso, nanofibras desenvolvidas
com 10 % (m.m™) de proteina concentrada e ficocianina (2 %, m.v'!) podem ser empregadas
como materiais antioxidantes em embalagem de alimentos.

Nanofibras de PLA/PEO contendo ficocianina foram desenvolvidas com didmetro
médio entre 921 e 1357 nm. As fibras que apresentaram morfologia e didmetros uniformes
foram obtidas com adi¢do das menores concentracdes do corante (2 € 3 %, m.v!). As fibras de
PLA/PEO com 3 % (m.v’') do pigmento foram as que apresentaram as melhores respostas
quanto a percep¢ao de mudanca de cor (AE). A maioria (60 %) dos valores de AE encontrada
para essas nanofibras foram superiores a 12. Além disso, a mudanga de cor foi mais perceptivel
com as nanofibras de maior espessura. Desta forma, nanofibras de PLA/PEO, contendo
ficocianina na concentragdo 3 % (m.v''") e espessura de 69,2 um ¢ alternativa promissora para

aplicagdo na area de embalagem inteligentes.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Estudar a utiliza¢ao da biomassa de Spirulina sp. LEB 18 como indicador de pH a
partir de nanofibras;

Avaliar se a mudanca de cor com variagao de pH obtida pelos indicadores de
ficocianina e biomassa de Spirulina sp. LEB 18 ¢ reversivel;

Aplicar os indicadores desenvolvidos a partir de nanofibras em alimentos;

Avaliar a aceitagdo e intengao de compra dos indicadores.
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