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RESUMO

Alternativas que visem o aproveitamento de residuos tem sido cada vez mais procuradas, com
vistas a mitigar os impactos ambientais indesejaveis. Nesse contexto sabe-se que a producdo de
pescado € uma atividade que gera grande quantidade de residuos e assim, se faz necessario o
reaproveitamento dessa matéria-prima que é fonte de diversos biopolimeros com multiplas
aplicagdes e propriedades funcionais. Nesse contexto, a nanotecnologia vem despontando como
uma forma de explorar os potenciais dos biomateriais em virtude de sua versatilidade e ampla
gama de utilizagdes, incluindo a producdo de nanofibras. Recentemente, a reticulacdo também
vem sendo bastante empregada a fim de aprimorar as caracteristicas desses materiais,
especialmente com uso de agentes de reticulacdo naturais. Diante do exposto, o objetivo deste
estudo foi elaborar nanofibras de gelatina de tilapia (Oreochromis niloticus) com incorporagédo
de acido feralico através da técnica de fiacdo de sopro e caracteriza-las em termos de FTIR,
DSC, solubilidade, viscosidade, grau de reticulacdo, liberacéo in vitro, atividade antioxidante e
microscopia eletrénica de varredura (MEV). As nanofibras contendo é&cido ferdlico
apresentaram excelente atividade antioxidante, variando entre 71,47 e 90,49%. Os espectros
vibracionais (FTIR) mostraram um deslocamento dos picos, principalmente na Amida IlI,
indicando uma possivel interacéo entre o A.F. e as moléculas da gelatina, o que foi confirmado
pela analise do grau de reticulacdo. Os diametros encontrados foram de 882,18, 1060,66, 984,23
e 1660,99 nm para as nanofibras controle e com 5, 7,5 e 10% de A.F. respectivamente e
observou-se que a morfologia foi influenciada pela adicdo do reticulante, com formacéo de
gotas e agregados nanofibrosos e aumentos no diametro. Os termogramas de DSC mostraram
deslocamento dos picos referentes a Tg € T em relagdo ao controle e apresentaram bom
indicativo de melhorias na resisténcia térmica apds adicdo do acido ferulico. As nanofibras
também apresentaram bom perfil de liberacdo do A.F., e sua adicdo também tornou a
viscosidade das soluc@es de fiacdo mais adequada ao sistema utilizado. Em virtude das suas
boas propriedades, as nanofibras obtidas neste estudo sdo candidatas adequadas a elaboracéo

de bioembalagens na area de alimentos.

Palavras-chave: biopolimeros; pescado; fiagdo de sopro; reticulacgao.



ABSTRACT

Alternatives aimed at the use of waste have been increasingly sought after, with a view to
mitigating undesirable environmental impacts. In this context, it is known that the production
of fish is an activity that generates a large amount of waste and thus, it is necessary to reuse this
raw material, which is a source of various biopolymers with multiple applications and
functional properties. In this context, nanotechnology has emerged as a way to explore the
potential of biomaterials due to their versatility and wide range of uses, including the production
of nanofibers. Recently, crosslinking has also been widely used in order to improve the
characteristics of these materials, especially with the use of natural crosslinking agents. Given
the above, the aim of this study was to prepare gelatin nanofibers from tilapia (Oreochromis
niloticus) with incorporation of ferulic acid through the blow spinning technique and
characterize them in terms of FTIR, DSC, solubility, viscosity, degree of crosslinking, in vitro
release, antioxidant activity and scanning electron microscopy (SEM). The nanofibers
containing ferulic acid showed excellent antioxidant activity, ranging between 71.47 and
90.49%. The vibrational spectra (FTIR) showed a displacement of the peaks, mainly in Amida
I11, indicating a possible interaction between the A.F. and gelatin molecules, which was
confirmed by analyzing the degree of crosslinking. The diameters found were 882.18, 1060.66,
984.23 and 1660.99 nm for the control nanofibers and with 5, 7.5 and 10% of A.F. respectively,
and it was observed that the morphology was influenced by the addition of the crosslinker, with
the formation of droplets and nanofibrous aggregates and increases in diameter. The DSC
thermograms showed displacement of the peaks referring to Tg and Tm in relation to the control
and showed a good indication of improvements in thermal resistance after addition of ferulic
acid. The nanofibers also presented a good A.F. release profile, and their addition also made the
viscosity of the spinning solutions more suitable for the system used. Due to their good
properties, the nanofibers obtained in this study are suitable candidates for the preparation of

biopackaging in the food sector.

Keywords: biopolymers; fish; blow spinning; crosslink.
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1 INTRODUCAO

O pescado é um produto alimenticio de grande importancia em virtude de seu alto
valor nutricional com alto teor de proteinas, vitaminas, minerais e acidos graxos. Vem sendo
observado cada vez mais um aumento em seu consumo devido a uma maior preocupacao da
populacdo em geral com uma alimentacdo mais saudavel, e aos estudos que associam o pescado
as melhorias nutricionais. Estima-se que esse consumo atinja 21,5 kg/per capita/ano em 2030,
um crescimento de 26,4% em pouco mais de duas décadas (FAO, 2018).

A tilapia do Nilo (O. niloticus) € uma das espécies mais cultivadas pois possui
diversas caracteristicas que a tornam atrativa para a aquicultura, como crescimento rapido,
rusticidade, alta taxa de fertilidade, facil reproducé@o em cativeiro, tolerancia a amplas faixas de
salinidade (eurialina) além de uma boa aceitacdo da sua carne pelo mercado consumidor (SA,
2012; SILVA, 2015). O rendimento do filé da tilapia do Nilo gira em torno de aproximadamente
35%, e o restante sdo considerados residuos, como cabeca, visceras, nadadeiras, escamas, pele,
cauda, coluna vertebral, barbatanas e restos de carne (BOSCOLO et al., 2001; FELTES et al.,
2010).

Assim, grandes quantidades de residuos de pescado sdo geradas, 0 que causa um
impacto ambiental indesejavel. Diante disso, novas alternativas que visem o reaproveitamento
dessa matéria-prima e consequentemente, reducdo dos desperdicios através da elaboracdo de
produtos com alto valor agregado sdo necessarias (BOUTINGUIZAet al., 2012; FELTES et al.,
2010; SARANYA; JAYAPRIYA; TAMIL SELVI, 2018).

Além do grande potencial como alimento o pescado também € fonte de diversos
biopolimeros como quitosana, colageno, carragenana e gelatina que tém diversas aplicacdes
farmacéuticas, biomédicas e nas inddstrias de alimentos e cosméticos, gracas as suas
propriedades funcionais Unicas (CHAI, et al. 2010).

A gelatina de peixe é uma classe de biopolimeros obtidos a partir da hidrolise do
coldgeno. O colageno € o componente protéico mais abundante da pele, tend@es, tecido
conjuntivo, cartilagem e 0ssos e é o constituinte principal de macromoléculas do organismo
animal. Quando o colageno é aquecido acima de sua temperatura de transicdo, a reacdo de
aquecimento gera uma mistura de fracGes de proteinas e peptideos de diferentes tamanhos, o

que resulta em um estado de transi¢do entre colageno e gelatina. Portanto, a gelatina também
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pode ser definida como colageno parcialmente hidrolisado (ALEMAN & MARTINEZ-
ALVAREZ, 2013; GOMEZ-GUILLEN, et al., 2011).

As gelatinas contém diferentes tipos de aminoacidos e tém excelente valor
nutracéutico na &rea de producdo de alimentos, apresentando varias fun¢ées como por exemplo
antioxidante, anti-hipertensiva, antimicrobiana, na regeneracéo de tecidos e cicatrizagcdo de
feridas, aprimoramento da formacdo Ossea e anticancer. Destaque-se também seu potencial
como biomaterial, que vem ganhando grande interesse em virtude de suas atividades bioldgicas
e propriedades de biocompatibilidade e biodegradabilidade, o que é bastante importante do
ponto de vista econdmico e sustentavel (WASUPALLI; VERMA, 2018).

Nesse contexto, a nanotecnologia vem despontando como uma das aplicagdes
potenciais dos biomateriais em virtude de sua versatilidade e ampla gama de utilizacoes,
inclusive na cadeia de suprimentos, o que pode trazer melhorias nos sistemas agricola e
alimentar. Essa tecnologia aplicada pode ajudar a criar materiais de alto desempenho com
propriedades biofuncionais o que é tema de diversas pesquisas (FAKHREDDIN & GOMEZ-
GUILLEN, 2018).

Entre esses materiais destacam-se as micro/nanofibras. As nanofibras tém
didmetros variando de 100 a 100000 nm, e apresentam diversas caracteristicas desejaveis como
alta porosidade com pequeno tamanho de poro, alta relacdo area/volume de superficie, alta
permeabilidade ao gas e excelentes propriedades mecanicas. Devido a essas excelentes
propriedades, esses materiais sdo preferidos por muitos pesquisadores e empresas em diversas
aplicacOes e funcbes, como em sistemas de liberacdo controlada de farmacos, engenharia de
tecidos, scaffolds, cicatrizacdo de feridas, biossensores, tecnologia de membranas, roupas de
protecdo, alimentos e embalagens (AMNA et al., 2014; LUO et al., 2010; OKUTAN et al.,
2014; SUBBIAH et al.,2005).

As solucBes poliméricas apresentam caracteristicas Unicas, e suas condi¢bes de
processamento podem ser ajustadas para otimizacdo das morfologias, aplicac@es e propriedades
das nanofibras (BHARDWAJAND KUNDU, 2010). Muitos estudos sobre a producdo de
nanomateriais funcionais a partir de proteinas, carboidratos e lipidios estdo disponiveis na
literatura (BARNES et al., 2006; STIJNMAN et al., 2011; YU et al., 2015). Dentre estes, as
proteinas e peptideos possuem algumas vantagens, tais como serem biodegradaveis, nutritivos
e absorviveis (KHADKA & HAYNIE, 2012; NIEUWLAND et al., 2013).

Um dos principais métodos para a produgdo de nanofibras é a eletrofiacdo que é

uma das técnicas mais versateis e simples para gerar fibras ultrafinas continuas que utiliza um
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campo elétrico para superar a tensdo superficial da solucdo de polimero (AGARWAL et al.,
2008; GHORANI & TUCKER, 2015). Contudo, novas técnicas vém ganhando destaque como
por exemplo a fiagdo de sopro que foi proposta por Medeiros et al. (2009), e se caracteriza pela
utilizacdo de uma corrente de gas sob alta pressdo e velocidade controlada para converter
solugdes poliméricas em micro/nanofibras. Utiliza-se de um design composto de orificios
concéntricos com um orificio externo soprando gas de alta velocidade e um interno extrudando
a solucdo de polimero. O géas ao passar pelo orificio interno induz a formacéo de fios a partir
da solugdo que secam rapidamente a medida em que sdo direcionados ao coletor.

As fibras obtidas por essa técnica sdo semelhantes em tamanho e morfologia as
fibras eletrofiadas, mas podem ser produzidas a uma taxa mais rapida a partir de um Gnico
orificio concéntrico. Além disso, esse método ndo requer campo elétrico para producéo das
fibras, possibilitando a utilizacdo de uma variedade muito maior de solventes simplificando a
escala produtiva ja que pode ser usado um bico com varios orificios e com varios bocais
concéntricos. Ademais, a fiacdo de sopro permite a aplicagéo direta das fibras a uma superficie
através de fabricacdo in situ (DARISTOTLE et al., 2016; KOLBASOV et al., 2016).
Comparado a outros métodos tem as vantagens de baixo consumo de energia, alta seguranca,
ndo requer equipamentos com alta tensdo ou alta temperatura, facil de expandir, etc, sendo,
portanto, uma metodologia bastante promissora (TUTAK et al., 2013).

E sabido que a gelatina de peixe é uma proteina com alta biodegradabilidade e
processabilidade e tem potencial notavel como bioembalagem. No entanto algumas limitacGes
no uso da gelatina como material de embalagem devem ser consideradas incluindo sua baixa
resisténcia mecanica, baixa estabilidade a umidade e propriedades de barreira a agua. No que
concerne a isso, a nhanotecnologia tem apresentado boas alternativas com a utilizacdo de
nanofibras, nanocompdsitos e nanoparticulas para complementar e melhorar as propriedades da
gelatina, especialmente em relacdo as suas caracteristicas mecanicas. Também vale lembrar que
0S nanomateriais apresentam maiores superficies de contato quando comparados a filmes
convencionais por exemplo, o que amplia a sua gama de aplicacbes (FAKHREDDIN &
GOMEZ-GUILLEN, 2018).

A reticulacdo também é uma técnica promissora para aperfeicoar o desempenho e
a aplicabilidade dos biomateriais obtidos a partir da gelatina de peixe, particularmente em
relacdo a sua sensibilidade & 4gua que dificulta muitos de seus usos como materiais de contato
com alimentos. Os agentes de reticulagdo podem induzir fortes ligagOes entre os segmentos das

proteinas melhorando suas propriedades mecanicas e de resisténcia a 4gua (ROZBESKY et al.,
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2018). Alguns reticulantes quimicos, como glutaraldeido e carbodiimidas, tém sido amplamente
utilizados devido a alta eficiéncia de reticulagdo (GOODARZI et al., 2019; LU et al., 2015).
No entanto, durante a biodegradacdo, esses agentes produzem subprodutos toxicos (YANG et
al., 2018) e agentes de reticulacdo naturais vém sendo introduzidos como uma alternativa
quanto a toxicidade dos reticulantes quimicos.

O 4cido feralico (A.F.) € um derivado do &acido hidroxicinamico com excelente
potencial antioxidante. E um dos compostos fendlicos mais abundantes encontrados nas plantas
e em muitos alimentos basicos, como frutas, legumes, cereais, mel e pélen de abelha. Ele ndo
apenas captura os radicais livres, mas também tem capacidade de aumentar a atividade de
enzimas na eliminagéo de radicais e inibir a producdo de radicais livres catalisados por enzimas
(KAWABATA et al., 2000). Em produtos naturais, o acido ferulico é rico em grupos quimicos
éster, presentes também em seus derivados, em que se pode observar atividade antioxidante.
Além disso, possui uma ampla gama de atividades biologicas, incluindo atividades
antibacterianas, anticarcinogénicas e antiinflamatorias (LIN, MIN & LUO, 2010;
SHANMUGAM & DOBLE, 2010), que tém fortes efeitos positivos na saide humana.

Recentemente este composto também vem sendo utilizado como agente
reticulante em filmes gracas a presenca do radical hidroxila (OH), caracteristica presente nos
compostos fenolicos, que pode induzir as reacfes de reticulacdo (CAO, FU & HE, 2010;
DULONG et al., 2018; WORANUCH, YOKSAN & AKASHI, 2015; SINDHU & TEMILIA,
2008), e tem demonstrado maior atividade de eliminacdo de radicais livres, melhorias na
estrutura da rede de polimeros e nas propriedades mecéanicas dos filmes, com maior resisténcia
a tracdo. Embora o A.F. tenha sido amplamente relatado como um agente de reticulacdo em
filmes compositos biodegradaveis, poucos estudos foram realizados sobre este mecanismo
especialmente quando aplicado as nanofibras.

Nesse contexto, considerando as diversas aplicacbes e atividades bioldgicas
associadas as propriedades de biocompatibilidade e sustentabilidade da gelatina e do acido
feralico, estes vém se tornando insumos cada vez mais valorizados e requeridos pelo mercado.
Aliando essas caracteristicas a inovacgdo oferecida pelos métodos de elaboracao das nanofibras,
como a fiacdo de sopro, uma ampla gama de biomateriais pode ser produzida e com as mais

diversas utilizacdes, incluindo as bioembalagens para alimentos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Gelatina de Pescado

A gelatina é um polipeptideo de alto peso molecular (MARIOD & ADAM, 2013),
proveniente da hidrélise parcial (via &cida ou alcalina) do colageno, por meio de aquecimento,
em que ocorre a quebra das ligacdes de hidrogénio que estabilizam a tripla hélice, ocorrendo
assim uma mudanca na configuracdo da cadeia. O produto hidrolisado depende das ligacGes
cruzadas entre as cadeias peptidicas e 0s grupos reativos livres amino ou carboxilicos terminais
que sdo formados (PRESTES, 2013).

A gelatina é considerada um importante hidrocoldide que vem ganhando destaque
nas industrias alimenticia, fotografica, cosmetica e farmacéutica, atuando como estabilizantes,
emulsificantes e gelificantes (DUCONSEILLE et al., 2015; MARIOD & ADAM, 2013). Seu
conteddo de aminoécidos permite aplicacdo na formulacdo de produtos nutracéuticos. As
caracteristicas naturais da gelatina de peixe tornam os produtos que a tém como base
relativamente inofensivos ao organismo humano podendo trazer excelentes beneficios para
pessoas com doencas cronicas, como hipertensdo, osteoporose e diabetes. Além disso, sua
capacidade de formar géis e as propriedades viscoelasticas, associadas a seu baixo custo,
biocompatibilidade e biodegradabilidade, propiciam um nimero crescente de novas aplicacdes,
como em biomateriais e bioembalagens (LV & HUANG, 2019).

Outra caracteristica que merece destaque é a habilidade de formacao de filme, que
fornece maltiplas funcionalidades (ALEMAN & MARTINEZ-ALVAREZ, 2013). Geralmente,
os filmes de gelatina de peixe sdo feitos a partir de espécies de peixes de dgua quente devido as
boas propriedades mecanicas obtidas, como tracdo, alongamento na quebra e permeabilidade
ao vapor de agua (PVA). Espécies de peixes de agua quente em geral sintetizam gelatina com
maior teor de prolina e hidroxiprolina, o que aumenta sua estabilidade devido a maior
quantidade de triplas hélices na cadeia polimérica (SHAKILA et al., 2012). Assim, materiais a
base de gelatina tém alto potencial para embalagens em virtude de suas propriedades
preservantes, permeabilidade ao oxigénio e de barreira, propriedades essas que também podem
ser alteradas e modificadas pela adicdo de vérias substancias, incluindo produtos quimicos e
naturais (GOMEZ-GUILLEN et al., 2009).

Os parametros determinantes para a gelatina de peixe sdo as seqiiéncias de
aminodacidos, que variam entre as espécies de peixes, e 0 comprimento da sequéncia que €
dependente principalmente do processo de extracdo (HANANI, ROOS & KERRY, 2012).
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A gelatina proveniente do pescado apresenta, portanto, importantes vantagens, ja
que representa uma forma de aproveitamento dos residuos que s&o ricos em colédgeno e também
é uma alternativa ao uso de coladgeno de origem bovina e suina, frequentemente relacionados a
problemas como a febre aftosa (CHANDIKA, KO & JUNG, 2015; MATSUMOTO et al., 2015).

O rendimento do filé da tilapia do Nilo (O. niloticus), um dos principais peixes
cultivados atualmente, gira em torno de aproximadamente 35%, enquanto que o restante (65%)
é considerado residuo, incluindo cabeca, visceras, nadadeiras, escamas, pele, cauda, coluna
vertebral, barbatanas e restos de carne (BOSCOLO et al., 2001; FELTES et al., 2010). Estes
tém baixo custo no mercado e por isso podem ser utilizados para obtencdo de colageno e
gelatina, que do ponto de vista quimico, sdo bastante semelhantes ao coldgeno e gelatina
bovinos/suinos (BHAGWAT & DANDGE, 2016).

Assim, em virtude de suas caracteristicas, a gelatina tem sido cada vez mais
requerida. Na area da producdo de alimentos séo bastante empregadas pois possuem diferentes
tipos de aminoacidos, e podem ser aplicadas em diversas fungdes como por exemplo
antioxidante, anti-hipertensiva, antimicrobiana e anticancer (ALEMAN & MARTINEZ-
ALVAREZ, 2013). Destaque-se também seu potencial como matéria-prima para diversos tipos
de biomateriais, que vem ganhando grande interesse em vista de suas atividades bioldgicas e
capacidade de promover fixacdo e proliferacdo celular, regeneracédo de tecidos, cicatrizacao de
feridas e aprimoramento da formacéo 0ssea, entre outras (WASUPALLI; VERMA, 2018).

2.2 Nanofibras

As nanofibras se destacam bastante dentre os nanomateriais devido as propriedades
Unicas que lhe permitem oportunidades e estratégias inovadoras em suas aplicacdes, que vao
desde sua producéo sustentavel até solucdes viaveis para problemas biomédicos, de salde e
ambientais (BARHOUM et al., 2019).

As nanofibras possuem diversas caracteristicas interessantes e exclusivas, como
didmetro 1000 vezes menor que o do cabelo humano, alta area superficial com porosidade
ajustavel, topografia 3D, funcionalidades flexiveis da superficie e melhores propriedades
mecanicas (ou seja, rigidez e resisténcia a tracdo) que qualquer outro material de base
comumente usado (HUANG, et al., 2003). O impacto significativo dessa tecnologia se deve a
disponibilidade de uma ampla gama de materiais que podem ser utilizados para a producdo de
nanofibras, incluindo polimeros naturais e sintéticos, metais e 6xidos metalicos, nanomateriais

baseados em carbono e compostos. Além disso, permitem modificagdes em sua estrutura o que
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as tornam materiais altamente versateis e de maltiplas funcionalidades (YO, KIM & PARK,
2009; LI, MCCANN & XIA, 2005).

As diferentes técnicas de fabricacdo de nanofibras podem ser classificadas em dois
tipos principais: abordagens bottom up e top down. Na técnica top down um determinado
material € decomposto em nanofibras. Um exemplo dessa técnica é a preparacao de nanofibras
de celulose (NAYAK, et al., 2012). As técnicas bottom-up sdo comumente usadas para a
fabricacdo de nanofibras a partir de moléculas constituintes e incluem eletrofiagdo, drawing,
sintese de modelos, e separacdo de fases. A eletrofiagdo é o método mais amplamente utilizado
devido a sua simplicidade, configuracdo de baixo custo, potencial de producdo em massa e a
possibilidade de controlar a composicéo, diametro e orientacdo das nanofibras (LEE, et al.,
2017). As primeiras nanofibras foram produzidas por eletrofiagdo ha mais de quatro séculos. O
trabalho de William Gilbert (em 1600) foi considerado um exemplo inicial do que se tornaria a
moderna tecnologia da eletrofiacdo (TUCKER, et al., 2012).

A eletrofiacdo consiste na producdo de fibras continuas ultrafinas sob um campo
elétrico a partir de sistemas poliméricos e ndo poliméricos acionados por forcas eletrostaticas
produzindo um jato continuo de fibras com diametros na escala nanométrica a micrométrica
(SUNDARAY et al., 2004), em escala de laboratdrio a industrial. A textura e as propriedades
estruturais das fibras podem ser adaptadas, desde formas porosas (KATSOGIANNIS,
VLADISAVLIJEVIC & GEORGIADOU, 2015) a ocas (ANKA & BALKUS, 2013). Essa
tecnologia ja foi explorada em diversos campos, incluindo engenharia de tecidos (UYAR &
KNY, 2017), tratamento de &gua (CELEBIOGLU et al., 2019), entrega de medicamentos
(TOPUZ & UYAR, 2018), industria de alimentos (NORUZI, 2016) e embalagens para
alimentos (AYTAC et al., 2017). Na éarea de alimentos esses materiais também podem ser
empregados no transporte de agentes bioativos através de varias técnicas como o crosslinking
e a nanoencapsulacdo (TOPUZ & UYAR, 2020).

Nesse contexto, tem-se observado nas Ultimas décadas grandes avancos na area da
engenharia de alimentos com a nanotecnologia ganhando cada vez mais espaco (MOREIRA, et
al., 2018). Dado o significativo interesse na manutencdo do frescor e qualidade dos alimentos
e de suas respectivas matérias-primas, bem como a crescente demanda pela extensao do prazo
de validade em virtude de fatores como oxidacdo lipidica e deterioragdo microbiana, a

elaboragdo de embalagens ativas para prolongar a vida util torna-se primordial.
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A utilizacdo das nanofibras permite a producdo de materiais de embalagem com
grande relacdo superficie-volume por meio de nanoestruturagdo e portanto, funcionalizacdo da
superficie, além do transporte de agentes ativos (SENTHIL MUTHU KUMAR et al., 2019).
Esses aspectos sdo essenciais em uma embalagem visto que o prazo de validade esta
diretamente atrelado as caracteristicas inerentes aos alimentos embalados, as condicfes
ambientais expostas durante seu transporte e armazenamento e, mais importante, a qualidade
do sistema de embalagem empregado (ROBERTSON, 2014).

2.2.1 Fiagé&o por sopro (Blow spinning)

Os materiais nanofibrosos sdo comumente fabricados utilizando-se a eletrofiacéo,
um método conhecido e amplamente utilizado para a preparacdo de nanofibras. Entretanto,
algumas caracteristicas dessa técnica ndo permitem sua utilizacdo para producdo em larga
escala (WOJASINSKI, PILAREK, & CIACH, 2014). A fiacdo por sopro foi proposta pela
primeira vez por Medeiros e colaboradores (MEDEIROS et al., 2009) em 2009 e tornou-se uma
tecnologia alternativa econdmica para a preparacdo de membranas e micro/nanofibras. Essa
técnica consiste na utilizacdo de uma corrente de gas de alta pressdo com alta velocidade para
converter solugdes poliméricas dissolvidas em nanofibras. Em comparacdo aos metodos mais
tradicionais, apresenta as vantagens de baixo consumo de energia, maior seguranca, ndo requer
equipamentos com alta tensdo ou alta temperatura como no caso da eletrofiacdo por exemplo,
facil expansao, possibilidade de utilizacdo de polimeros naturais e sintéticos, maior variedade
de materiais que podem ser usados como coletores entre outras (TUTAK et al., 2013), que

tornam o blow spinning bastante promissor.

Além disso, essa tecnologia vem se mostrando apropriada no preparo de nanofibras
compostas, que sdo aquelas formadas por dois ou mais polimeros com diferentes propriedades
fisicas e quimicas e expressam caracteristicas diferentes dos polimeros que as compdem
(OLIVEIRA et al., 2013). A fiacdo por sopro possibilita fabricar nanofibras com faixa de
diametro semelhante a eletrofiacdo e em virtude do menor custo e maior taxa de producéo de
fibra, permite ampliar o processo de fabricacdo de nanofibras em escala comercial
(WOJASINSKI, PILAREK, & CIACH, 2014; OLIVEIRA et al., 2011).

Um sistema tipo blow spinning é composto por orificios concéntricos através dos
quais uma solugéo de polimero e um géas pressurizado (ar, nitrogénio, argonio etc.) séo ejetados
simultaneamente (MEDEIROS et al., 2009; BONAN et al., 2015; BILBAO-SAINZA et al.,
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2014). A solucdo de polimero dosada para o bico interno é esticada pelo gas comprimido
fornecido através do bico externo que exerce uma forca de cisalhamento sobre a solu¢do. O gas
de alta pressdo é a forca motriz para converter a solu¢do polimérica em fibras finas. Quando o
solvente evapora da solugdo, as fibras recém-formadas sdo depositadas em um coletor. Uma
vez que a fiacdo de sopro tem como base a aplicacdo de géas de alta pressdo, materiais
termodegradaveis também podem ser usados para gerar nanofibras, o que € uma grande

limitacdo da eletrofiacdo, onde alta tenséo ¢ aplicada (TUTAK et al., 2013).

Além da maior seguranca propiciada, as nanofibras produzidas pela fiacdo por sopro
caracterizam-se por um maior tamanho de poro além de uma porosidade mais alta do que as
nanofibras eletrofiadas. Essas propriedades sdo fundamentais em algumas aplicacfes. A
comparacgdo detalhada entre esses dois métodos vem sendo vastamente descrita na literatura
(WOJASINSKI, PILAREK, & CIACH, 2014; OLIVEIRA et. al, 2013; TUTAK et al., 2013;
BOLBASOV et al., 2016).

2.3 Antioxidantes

Os antioxidantes alimentares desempenham um papel critico na industria de
alimentos e se tornaram um dos métodos mais comuns de conservacdo de alimentos. Seu baixo
custo e facilidade de uso os tornaram parte de praticamente todos os géneros alimenticios.
Embora diferentes, todos os grupos de antioxidantes alimentares tém o mesmo objetivo comum:
conservar os alimentos pelo maior tempo possivel sem altera-los, conferindo sabor ou cor,

conservando suas propriedades organolépticas, de textura e de seguranca de consumo.

Nos alimentos os processos de auto-oxidacdo, peroxidacao lipidica e outros tipos de
oxidacao sdo extremamente comuns. Os antioxidantes alimentares tém a mesma missdo que 0s
antioxidantes enddgenos do corpo humano, que € proteger contra a a¢éo dos radicais livres. O
termo antioxidante deriva da prevencdo do consumo de oxigénio. No final do século XIX, os
antioxidantes eram geralmente usados em processos industriais, como corrosdo de metais e
vulcanizacdo de borracha. Posteriormente, prevaleceu o uso de antioxidantes para impedir a
rancificacdo provocada pela oxidacdo de gorduras insaturadas (FRENCH et al., 1935; SMITH
et al., 1945; STIRTON et al., 1945). Sdo considerados aditivos alimentares que conservam o
valor nutritivo dos alimentos, impedindo carotenos, varias vitaminas lipossollveis e acidos

graxos essenciais de serem oxidados.
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Desde entdo um grande numero de substancias antioxidantes foi descoberto e
isolado de fontes naturais, como ervas, especiarias, vegetais e frutas e também foi observado
gue 0s mesmos eram capazes de inibir processos oxidativos bem como doengas relacionadas
ao estresse oxidativo como, aterosclerose, certos tipos de cancer, diabetes tipo 2, doencas
cardiovasculares, inflamacdo cronica, acidente vascular cerebral e choque séptico,
envelhecimento. E assim, ganharam destaque desempenhando papéis cruciais, ndo apenas nos
alimentos, mas também no corpo humano (DOGAN & GOKMEN, 2018).

A quantificacdo e a determinacdo da atividade de antioxidantes também tém sido
uma area de interesse ha décadas. Muitos métodos analiticos diferentes foram desenvolvidos
até o momento (OROIAN & ESCRICHE, 2015).

Sabe-se que os tecidos vegetais sdo fontes naturais que contém diferentes tipos de
compostos antioxidantes (tocoferois, acido ascorbico, carotendides e compostos fenolicos).
Como classificacdo geral, os antioxidantes foram agrupados em vitaminas (&cido ascorbico,
tocoferdis), carotenoides (taninos condensados, xantofilas e carotenos), flavondides (flavonas,
isoflavinas, flavonois, flavononas), acidos fenolicos (acido hidroxil-benzoico e acido hidroxil-
cindmico), alcoois fendlicos, estilbenos, lignanas, taninos, antioxidantes contendo enxofre e
compostos neoformados (melanoidinas) (DOGAN & GOKMEN, 2018).

A quimica dos radicais livres e antioxidantes é baseada em um equilibrio entre
ambos. Os radicais livres sd0 compostos reativos que tendem a capturar elétrons de moléculas
biologicas estaveis para se estabilizar. Este processo oxidativo possui trés etapas bem definidas;
a primeira, iniciacdo, na qual os radicais sdo formados, a segunda, propagacdo, onde reagem
com outras moléculas e, finalmente, na terceira fase, terminacdo, quando se transformam em
outros produtos. Um antioxidante pode ser definido como "uma substancia que, quando
presente em baixas concentra¢fes em comparagdo com as de um substrato oxidavel, atrasa ou

impede significativamente a oxidacdo desse substrato™ (HALLIWELL, 1990).

Todos os antioxidantes seguem um dos sete mecanismos de acao, que variam com o
tipo de oxidante: a) sequestro de radicais livres do meio; b) quelacdo de ions metéalicos; c)
inibicdo de enzimas produtoras de radicais livres; d) ativacdo de enzimas antioxidantes
endogenas; ) prevencdo de peroxidacgdo lipidica; f) prevencao de danos ao DNA, g) prevencéao
de modificacdo de proteinas e destruicdo de agUcar. Em termos de sequestro radical, 0s

antioxidantes atuam principalmente nos ions OH e O>— fornecendo-lhes um atomo de elétron
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ou hidrogénio a partir de seu grupo hidroxila e estabilizando o radical (CAROCHO, MORALES,
& FERREIRA, 2018).

Nos Ultimos anos tem-se observado novas tendéncias de consumo em que €
demandado da industria a utilizacdo de antioxidantes naturais, pois apesar de os aditivos
sintéticos terem sido amplamente disseminados, os aditivos de origem natural tém ganhado

consideravel interesse.
2.3.1 Acido Ferdlico

Os polifendis sdo compostos que derivam do metabolismo secundario da maioria
das plantas e podem ser divididos nas seguintes classes: acidos hidroxibenzdicos, acidos
hidroxicindmicos, cumarinas, lignanas, chalconas, flavonoides, ligninas e xantonas. A maioria
dos compostos polifendlicos possui algum tipo de atividade bioldgica seja como
antimicrobianos, antioxidantes ou antitumorais (CAROCHO & FERREIRA, 2013). Esses
compostos sdo conhecidos por possuirem grande potencial na estabilizacdo de processos de
oxidacdo em alimentos. Ocorrem naturalmente em frutas, vegetais, vinho, cha, azeite extra
virgem, chocolate e outros produtos a base de cacau, e foram extensivamente estudados em
diversas fungdes biologicamente ativas, como na protecdo contra o estresse oxidativo e doencas
degenerativas (ASSADPOUR, JAFARI & ESFANJANI, 2017) o que pode ser atribuido
principalmente as suas capacidades antioxidantes intrinsecas por meio de eliminacdo ou
desintoxicacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), bloqueio da producdo de ERO,
sequestro de metais de transicdo, e pela modulacdo de antioxidantes enzimaticos e ndo

enzimaticos produzidos pelo corpo como forma de defesa (DAS & MANDAL, 2018).

O é&cido ferulico (acido 4-hidroxi-3-metoxi-cindmico) (Figura 1) € um dos fendlicos
mais abundantes decorrentes do metabolismo da fenilalanina e tirosina, onipresente nos tecidos
das plantas constituindo-se assim um ingrediente bioativo de muitos alimentos, especialmente
cereais, frutas e vegetais, com grande semelhanca ao acido cinamico. Especificamente, pertence
a classe geral de substancias conhecidas como hidroxicinamatos monoméricos a qual também
inclui os &cidos coumarico, caféico e o acido sinapico. Muitos alimentos basicos, como farelo
de gréos, alimentos integrais, frutas citricas, banana, café, suco de laranja, berinjela, brotos de
bambu, beterraba, couve, espinafre e brocolis estdo entre as fontes ricas de acido feralico (A.F.)
(KHOSHNOUDI-NIA, SHARIF, & MAHDI, 2020).
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Figura 1- Representacdo molecular do &cido ferdlico.
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Fonte: Ghosh et al., 2017.

Uma das atividades biologicas mais bem documentadas do A.F. relaciona-se as suas
propriedades antioxidantes. Devido ao seu nucleo fendlico e a cadeia lateral estendida esse
composto rapidamente produz um radical fenoxi estabilizado por ressonancia, o qual €
responsavel pela eliminacdo de radicais livres. Isso permite que o A.F. proteja 0 DNA e o0s
lipidios contra a oxidacdo por espécies reativas de oxigénio (KUMAR & PRUTHI, 2014).
Sendo assim, trata-se de um composto extremamente benéfico na prevencao e/ou tratamento de
disturbios ligados ao estresse oxidativo, incluindo a doenca de Alzheimer, diabetes, canceres,
hipertenséo e aterosclerose (FAIRLIE-JONES, et al., 2017; LEE et al., 2017; LEONG, et al.,
2018; PAVLIDOU, et al., 2018; ROZANSKA & REGULSKA-ILOW, 2018; SINGH,
BISHAYEE, & PANDEY, 2018; LAN et al., 2020). Ademais sua estrutura especial confere
forte capacidade de absorcdo de UV, tornando-o um importante agente protetor da pele
(ALMEIDA, et al., 2018).

Ha que se considerar que a eficacia preventiva/terapéutica do A.F. depende de suas
concentraces fisioldgicas, as quais sdo determinadas pelas propriedades farmacocinéticas
(absorcao, metabolismo, distribuicdo e eliminacdo) (KUMAR & PRUTHI, 2014; LINA et al.,
2010).

Sua capacidade antimicrobiana também é bastante relatada na literatura,

apresentando atividade contra bactérias Gram positivas e Gram negativas como Staphylococcus
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aureus, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
e contra fungos, como Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans, Aspergillus niger. Supde-
se que os &cidos fenodlicos atuam como compostos antimicrobianos tanto pela membrana como
pelos mecanismos citoplasmaticos. Suas propriedades antimicrobianas dependem da
concentracdo das moléculas ndo dissociadas. Sugere-se que formas ndo dissociadas de acidos
fendlicos penetram na membrana celular por difusdo passiva, se dissociam na célula e
perturbam o equilibrio do pH. A diminuicdo do pH celular causa desnaturacdo da proteina e a
célula morre. O segundo mecanismo de atuacdo consiste na difusdo através da membrana
citoplasmatica aumentando sua permeabilidade, o que causa perda de constituintes celulares
bacterianos: proteinas, &cidos nucléicos e ions inorganicos, como potassio ou fosfato
(KALINOWSKA et al., 2014).

O é&cido ferulico pode ser encontrado nos tecidos vegetais de duas formas: livre e
conjugado. Encontra-se geralmente concentrado no farelo de gréos, casca de frutas e raizes e
casca de vegetais como componentes da parede celular de plantas principalmente na forma
trans-isomérica e esterificada com polissacarideos especificos. Juntamente ao acido di-
hidroferulico, € o componente das lignoceluloses, e confere rigidez a parede celular por meio
de ligacdes cruzadas entre polissacarideos e lignina. Observou-se que 0 A.F. esta ligado a uma
variedade de carboidratos como conjugados glicosidicos, diferentes ésteres e amidas. Forma
ésteres atraves da ligacdo com diversas moléculas, como polissacarideos, alcoois de cadeia
longa, varios esterdis de plantas, glucosideo de tetra-hidroisoquinolina-monoterpeno,
flavondides e diferentes tipos de acidos hidroxicarboxilicos, incluindo gliconicos, acidos graxos
tartaricos, malicos, hidroxicitricos, tartrénicos e quinilicos (KUMAR & PRUTHI, 2014) .

Por se tratar de um composto natural e atoxico o acido ferulico é reconhecido como
seguro. Sua capacidade reticulante tem sido amplamente investigada e sabe-se que esse
mecanismo € dependente das condicbes ambientais. Em meios oxidados, as interacfes
covalentes sdo formadas pela oxidacdo de fendlicos em ortoquinona, um intermediario
eletrofilico reativo. Outra possibilidade envolve a formacdo de radicais livres intermediarios
estabilizados por ressonancia que podem reagir com tirosina, lisina e cisteina para reticular
moléculas de proteina. Sua interacdo com proteinas pode ser reversivel ou irreversivel, a
primeira envolve principalmente ligagdes ndo covalentes, como ligagdo de hidrogénio,
interacOes hidrofdébicas e forgas de van der Waals (TAVASSOLI-KAFRANI, AMIR, GOLI, &
FATHI, 2017).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Elaborar nanofibras de gelatina de tilapia (Oreochromis niloticus) com incorporacdo de
acido ferulico.

3.2 Objetivos especificos

e Elaborar um sistema de fiagdo de sopro e otimizar seus parametros (fluxo, temperatura,

pressdo, distancia de trabalho) para producéo das nanofibras;

e Definir a formulacdo da solucdo de polimero que melhor se adequa ao sistema e

posterior aplicacéo;

e Producéo das nanofibras;

e Caracterizar fisica, quimica, morfologica e termicamente as nanofibras obtidas (FTIR,
DSC, MEV);

e Determinar a atividade antioxidante e o padrao de liberacdo do material;

e Determinar a viscosidade da solucédo de fiacao;

e Aplicar analise estatistica nos dados encontrados.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Materiais

Os residuos de Tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus), que incluiam pele e
escamas, foram obtidos de uma empresa de beneficiamento de pescado, localizada na cidade
de Fortaleza-CE. Os residuos utilizados neste estudo estdo cadastrados na plataforma do
Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associoado (SisGen) sob o nimero de cadastro A3B1887. Esses residuos foram utilizados para
extracdo da gelatina, que foi utilizada no presente estudo. Durante todo o processo foram
utilizados os seguintes reagentes: Acido acético 100% (Sigma Aldrich), Trans-acido ferdlico
99% (Sigma Aldrich), Etanol (Sigma Aldrich), DPPH (Sigma Aldrich), Hidroxido de sddio
(Sigma Aldrich), Acido cloridrico 37% (Sigma Aldrich), Bicarbonato de sodio 99,5% (Sigma
Aldrich), Acido sulfurico 99,99% (Sigma Aldrich), ABTS + 98% (Sigma Aldrich).

4.1.1 Extracéo de gelatina

Para a extracdo da gelatina foi seguida a metodologia de Souza et al. 2012.
Inicialmente foi feita a limpeza das peles de tilapia para retirada de escamas e sujidades. Em
seguidas estas peles foram lavadas e imersas em solugédo de acido acético 0,2N por 45 min.
Depois, foram neutralizadas em solucdo 1M de NaOH e trituradas. A seguir, foram realizados
dois tratamentos, um &cido e um alcalino. Primeiramente, realizou-se o tratamento alcalino,
utilizando-se uma solucdo 0,2 N de NaOH na proporcdo de 1:3 de solucdo. O sistema foi
mantido sob agitacdo por 45 minutos em temperatura ambiente. Decorrido esse periodo, a
solucéo foi neutralizada com H.SO4 1 M, e a mistura, centrifugada por 5 minutos a 5.000 rpm.
O precipitado foi submetido ao tratamento acido nas mesmas condi¢des do alcalino com uma
solucdo 0,2 N de H2SOs4. ApOs esse tratamento, a mistura foi novamente neutralizada. O
precipitado foi utilizado para realizar a extracdo da gelatina. A massa obtida a partir dos pré-
tratamentos foi adicionada agua destilada pré-aquecida a temperatura de 45 °C na proporc¢éo de
1:5 de agua. Realizou-se a extracdo por 2 horas, e, em seguida, a mistura foi filtrada a vacuo
com papel de filtro qualitativo. O liquido obtido foi evaporado em rotaevaporador para, entdo,

ser liofilizado e moido.
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4.2 Preparo da solugéo de fiacéo

Inicialmente 30 g de gelatina de tilapia previamente triturada foi solubilizada em
65 mL de 4gua com pH ~ 5 (ajustado com acido acético CH3COOH) durante 12 h a temperatura
de 40°C. Ap0ds esse periodo foi feito o ajuste de pH para ~ 7 — 8, visto que o A.F. reage melhor
em pHs alcalinos, com hidroxido de sodio 60% (NaOH) e foram adicionadas 10 mL de solugéo
de é&cido fertlico oxidado (TAVASSOLI-KAFRANI, AMIR GOLI, & FATHI, 2017), a
diferentes concentracdes (5, 7,5 e 10%). Deixou-se reagir por 1 h sob agitacdo a temperatura de
45 °C. Finalmente foram adicionadas 25 mL de &cido acético 80%, perfazendo um volume total

de 100 mL de solugdo. Todo o processo encontra-se resumido no fluxograma da Figura 2.

Figura 2- Fluxograma de elaboracdo das nanofibras

Solubilizagao da
gelatina

Ajuste de pH (7-8) ]

— T T Previamente
Adicédo de acmi% g;zz)rullco (5,75¢e oxidado com HyO,

Adicao de acido acetico
80%

Sistema de fiagao de
Sopro

Fonte: Elaborado pela Autora

4.2.1 Oxidacdo do acido ferualico

A oxidagdo do acido ferulico foi feita de acordo com a metodologia descrita por
Tavassoli-Kafrani, Amir Goli, & Fathi (2017), com algumas modificaces. Foram testadas trés

diferentes concentracgdes de 4cido ferulico: 5, 7,5 e 10% em relacdo ao peso de gelatina. Assim,
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pesou-se a respectiva quantidade do acido ferulico e este foi dissolvido em per6xido de
hidrogénio 0,1% (H-0.) pelo periodo de 1 h sob agitacdo. Em seguida foi feito o ajuste de pH
dessa solucdo com NaOH 60% para pH ~ 8 - 9 a fim de eliminar o perdxido residual (OU, et
al., 2005).

4.3 Sistema de fiacdo por sopro

O sistema de fiacdo por sopro (Figura 3) consistia em: 1) sistema de orificios
concéntricos (interno e externo), 2) fornecimento de ar comprimido, 3) bomba de seringa, 4)
chapa de aquecimento 5) sistema de vacuo e 6) coletor rotativo e agitador mecanico. A solucéo
de gelatina foi colocada em uma seringa de 20 mL e submetida uma vazdo de 20 mL/h através
do orificio interno utilizando a bomba de seringa (SDAMed, modelo SDA401). O ar
comprimido foi fornecido com uma pressdo de entrada no orificio externo de 4,5 kgf/cm?
(compressor alternativo Schulz, modelo MCSV-20AP). Com base no principio de Bernoulli, a
descompressdo do ar ocorreu na saida do sistema, resultando no fluxo de ar em alta velocidade.
Devido a forgas viscosas internas e interfaciais, a gota de solugdo de polimero sofreu um
cisalhamento e foi esticada, formando assim as fibras. A distancia de trabalho (dos orificios até
o0 coletor) foi de 50 cm de modo a permitir a evaporacao do solvente e nesse quesito também
foi utilizada uma chapa de aquecimento (IKA C-MAG, modelo HS 10) com temperaturas
variando entre 250 e 300 °C, proxima a saida da solucéo para auxiliar na evaporacdo do acido
acetico. As nanofibras obtidas foram coletadas em um cilindro rotativo acoplado a um agitador
mecanico (Fisotom, 713D) com rotacdo de 1000 rpm aproximadamente. Para manter as fibras
secas foi utilizado um sistema de vacuo (aspirador Electrolux, modelo GT 3000 pro). Na figura

4 temos um desenho esquematico de um sistema tipo blowspinning.
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Figura 3- Sistema de fiacdo de sopro: 1) sistema de orificios concéntricos (interno e externo),
2) fornecimento de ar comprimido, 3) bomba de seringa, 4) chapa de aquecimento 5) sistema

de vacuo e 6) coletor rotativo e agitador mecanico

Fonte: Autora

Figura 4 — Desenho esquematico de um sistema blowspinning, em que 1) reservatorio de gas,
(2) bomba de injecéo, (3) matriz de fiacdo, (4) distancia de trabalho e (5) coletor.
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Fonte: Silva, Oliveira & Medeiros, 2015

4.4 Caracterizagédo das nanofibras

4.4.1 Atividade Antioxidante

A fim de mensurar a atividade antioxidante das nanofibras, 5 mg de cada amostra
de nanofibra foram dissolvidas em 10 mL de agua destilada a 45 °C. A mistura foi centrifugada
(Hitachi, CR 22GlI1) a 10.000 x g por 10 min e o sobrenadante foi separado. Uma porg¢éo de
1,5 ml de sobrenadante foi homogeneizada com 1,5 mL de DPPH 6 mM (2, 2-difenil-1-picril-
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hidrazil) em etanol e apds a mistura, a solucdo foi deixada repousar no escuro a temperatura
ambiente por 30 min. A absorbancia foi registrada em espectrofotometro (Varian, Cary 50
Conc), contra o branco, a 517 nm. O branco continha os agentes de reagdo acima mencionados
(A4gua destilada + reagente DPPH), com excec¢éo das nanofibras. A formula a seguir foi utilizada
para calcular a atividade de eliminagéo de radicais DPPH:

Eliminagéo de radicais DPPH (%): 100X [(AbSbranco-AbSamostra )J/AbSbranco  (Equacéo 1)

O método ABTS+ também foi empregado para fins de comparacdo. O radical
ABTS+ (7 mM) é formado por uma reacdo quimica com persulfato de potéssio (140 mM). Uma
vez formado o radical, este foi diluido em etanol até obter-se uma medida de absorbancia de
0,70 (£ 0,05) no comprimento de onda de 734 nm. Foram preparados extratos aquosos das
nanofibras na concentracdo de 2 mg/ml. A partir deles foram feitas diluicdes seriadas (660 a
2000 ppm) e adicionou-se 30 uL dos extratos e 3 ml do radical ABTS+, em triplicata. Apos um
repouso de 6 min procedeu-se a leitura em espectrofotémetro a 734 nm. Preparou-se uma curva
padrdo com solugdes de Trolox (antioxidante sintético similar a vitamina E). Os resultados
foram expressos em uM de Trolox/g de amostra. Essa metodologia foi adaptada a partir de
Shalaby e Shanab (2013).

4.4.2 Estudo de Liberagao in vitro

A liberacéo in vitro do acido ferdlico a partir das nanofibras foi realizada em tampao
PBS (pH ~7,4) a 37 °C. Uma amostra de 15 mg das nanofibras contendo A.F. foi suspensa em
100 mL de PBS em frascos fechados submetidos a agitacdo constante em uma incubadora
(Tecnal TE 420) com temperatura controlada. Em intervalos de tempo predeterminados,
aliquotas de 3 mL foram retiradas para leitura em espectrofotdmetro (Varian, Cary 50 Conc) a
320 nm, e uma quantidade igual de solvente foi reposta imediatamente para manter o volume
constante do meio de liberacdo. Previamente a este ensaio foi elaborada uma curva padréo do
acido feralico em PBS (concentragdo x absorbancia) com R?= 0,999. O ensaio foi feito em
triplicata (YAKUB, et al., 2018).

Equacdo da curva de calibracdo: Abs = 73,208C + 0,0078, em que Abs é a absorbanciae e C é

a concentracao de acido ferdlico.
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4.4.3 Espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR)

Foi utilizado um espectrometro FTIR (Varian 660) equipado com acessério ATR
com prisma de selenito de zinco (ZnSe). A faixa do comprimento de onda em que 0s espectros
foram coletados foi de 600 a 4000 cm™ para todas as amostras de nanofibras e também para o
acido ferulico.

4.4.4 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

O equipamento utilizado nesta andlise foi 0 DSC Q20 (TAlnstruments). Foi
utilizada uma faixa de temperatura entre 10 °C e 250 °C, sob atmosfera de nitrogénio, com fluxo
constante de 50 mL/min, com taxa de aquecimento de 10 °C/min™.

4.4.5 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As amostras foram montadas nos stubs e banhadas a ouro em uma metalizadora
(Emitech). Posteriormente, foram encaminhadas ao MEV (TESCAN, LUM — VEGA 3) sob

voltagem de aceleracédo de 20 KV, para obtencéo das imagens.

4.4.6 Solubilidade

A solubilidade das nanofibras foi determinada de acordo com o método de Vondran
et al. (2008) com algumas alteracGes. Amostras de cerca de 4 mg de nanofibras foram imersas
em 2 mL de agua destilada em diferentes valores de pH (3,8, 5, 7 e 9). Ap6s 2 min, o residual
das fibras presente foi filtrado através de papéis de filtro (Quanty, 8 um) e em seguida foram
colocados em estufa a 60 °C até atingir peso constante. A porcentagem de solubilidade foi

calculada de acordo com a equacao:

S% = (Pi—Pf) /Pix 100 (Equacdo 2), onde Pi refere-se ao peso inicial do material e Pf ao

peso final do material seco ndo solubilizado.
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4.4.7 Grau de reticulacéo

O grau de reticulacdo foi avaliado de acordo com o procedimento descrito por
Tavassoli-Kafrani, Amir Goli, & Fathi, 2017, com algumas mudancas. Pesou-se
aproximadamente 5 mg das nanofibras, e foi adicionado 1 ml de solugéo de bicarbonato de
sodio a 4% e 1 mL de solugdo TNBS a 0,5%. Essa mistura foi aquecida em um banho de agua
a 40 °C durante 3 h. Apds esse periodo, 3 mL de HCI 6N foram adicionados e a temperatura foi
ajustada para 60 °C, por 1 h. A solucdo resultante foi diluida em 10 mL de agua destilada e a
absorbancia medida espectrofotometricamente a 346 nm (Varian, Cary 50 Conc). Por meio
deste ensaio sdo determinadas as fun¢bes remanescentes de amina primaria que ndo reagiram
com o reticulante, sendo possivel assim, quantificar a ocorréncia de reagdes de reticulagcdo. A
seguinte equacéo foi usada para calcular a porcentagem de reticulagdo, em que abs; e abs. se
referem as absorbancias dos tratamentos reticulados com &cido feralico e o controle,
respectivamente, e m; e mc, se referem as massas das nanofibras do grupo controle e reticuladas,

respectivamente:

G.R.%=[ 1 - (abs/my) x (abse/mc) * ] x 100 (Equagio 3)

4.4.8 Viscosidade

Para esta analise foi utilizado um reémetro (MARSIII, Thermo Scientific) para
medicéo da viscosidade de cisalhamento, usando-se um cone e geometria de placa, com taxa de
cisalhnamento de 1,0 - 100 s a 25 °C, na tensdo de 30 Pa. Foi mensurada a viscosidade das
solucdes de fiacdo, sejam elas : solucdo de gelatina a 30%, solucdo de gelatina 30% e acido
feralico 5%, solucdo de gelatina 30% e acido fertlico 7,5% e solucdo de gelatina 30% e acido

fertlico 10%.

4.5 Analises Estatisticas

Os resultados foram avaliados usando a analise de variancia (ANOVA) e as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%. A analise estatistica foi
realizada utilizando o software STATISTICA (versdo 10, STATISTICA Statsoft Inc., US). As

imagens foram analisadas pelo software ImageJ 1.51w.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizacdo das nanofibras de gelatina com incorporacéo de acido ferulico

5.1.1 Atividade Antioxidante

O poder antioxidante das nanofibras de gelatina foi investigado utilizando-se o
ensaio de eliminacdo de radicais DPPH cujos resultados encontram-se na Tabela 1. DPPH é um
radical livre estavel que se dissolve em etanol ou metanol, resultando em uma cor purpura.
Quando um antioxidante elimina o radical livre doando 4&tomos de hidrogénio, a cor da solucdo

muda de roxo para amarelo.

Tabela 1- Atividade antioxidante (método DPPH) das nanofibras de gelatina e &cido ferulico: o
controle representa as nanofibras de gelatina e os demais representam as nanofibras de gelatina

e acido feralico nas concentracdes de 5, 7,5 e 10%.

Controle 18,9+1,96d
Acido ferulico 5% 90,49+0,22a
Acido ferulico 7,5% 85,9+0,46b
Acido ferdlico 10% 71,47+0,25¢

Letras diferentes representam diferenca significativa para p < 0,05.
Fonte: Elaborado pela autora.

Também foi calculado o ECso, que corresponde & concentracdo para a qual tem-se
50% do efeito do bioativo, dos grupos de nanofibras contendo acido ferulico e foram obtidos
0s seguintes valores 0,301, 0,303 e 0,305 mg/ml, respectivamente, para os tratamentos com 5,
7,5 e 10% de A.F, valores estes que nao foram estatisticamente diferentes entre si. Estes valores,
contudo, quando comparados ao encontrado na literatura por Zhu et al. (2017), Dou et al. (2015)
e Hua et al. (2014) na andlise de compostos fendlicos presentes em frutas, em que obtiveram

0,68mg / mL, 10,8mg / mL e 2,64mg / mL de ECsp para jaca, goiaba e magé, respectivamente,
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séo consideravelmente inferiores indicando um maior poder de eliminagdo de radicais livres

pelas nanofibras.

Os resultados obtidos estdo de acordo com dados encontrados na literatura que
relatam que materiais nanofibrosos contendo A.F. exibem boa atividade antioxidante
(ACEITUNO-MEDINAetal., 2015; POORNIMA & KORRAPATI, 2017) bem como a gelatina
de pescado que também possui capacidade antioxidante (KCHAOU et al., 2020;
TKACZEWSKA et al., 2020). Tavassoli-Kafrani, Amir Goli, & Fathi (2017) obtiveram valores
consideravelmente inferiores para nanofibras eletrofiadas de gelatina (0,12%) e nanofibras de
gelatina e é&cido fertlico na concentracdo de 15% (40,05%) assim como Vashisth e
colaboradores (2015) que observaram 59% de atividade antioxidante em nanofibras de poli (D,
L-lactido-co-glicélido)/oxido de polietileno com acido ferulico. Por outro lado, Yakub e outros
autores (2018) e Dubey, Sharma, e Verma (2020) apresentaram atividades antioxidantes mais
proximas ao obtido neste estudo, variando entre 80 e 90% para materiais eletrofiados de poli
(e-caprolactona) revestidos com quitosana/acido ferulico, e de 77,44 a 85% em nanocompasitos

de polimeros de silica modificados com A.F., respectivamente.

A caracteristica antioxidante do &cido ferulico esta relacionada com o seu nucleo
fendlico e a cadeia lateral estendida de modo que esse composto rapidamente produz um radical
fenodxi estabilizado por ressonancia que é responsavel pela eliminacdo dos radicais livres, e
quando o AF é oxidado a quinona, a capacidade de eliminacdo de radicais livres é ampliada
(KUMAR & PRUTHI, 2014). A gelatina por sua vez também tem a habilidade de prevenir a
oxidacao lipidica devido a sua composicdo quimica, e além disso bloqueia a passagem do
oxigénio (LE et al., 2020), o que p6de ser verificado no presente trabalho uma vez que as
nanofibras de gelatina apresentaram atividade antioxidante significativa (18,9%) e que, embora
seja inferior a atividade antioxidante das nanofibras contendo A.F., podemos afirmar que a

presenca da gelatina contribuiu para o maior poder antioxidante observado.

Contrariamente ao esperado, foi possivel verificar uma tendéncia decrescente nos
valores da atividade antioxidante, a medida em que se aumentou a concentracdo de AF.
Tendéncia semelhante foi relatada por Mathew e Abraham (2007) e Ou et al. (2005), os quais
identificaram que aumentos na concentracdo do acido feralico ndo resultavam em diminuicéo

do valor de peroxido em filmes, indicando haver uma concentragdo 6tima do composto fendlico.
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O comportamento observado pode estar relacionado com o processo de fiacdo de
sopro, pois em se tratando do &cido ferulico este apresenta excelentes propriedades
antioxidantes, mas possui instabilidade quimica, baixa solubilidade em &gua e é suscetivel a luz
e ao oxigénio e, por essa razdo, sua adicdo direta € um desafio (KUMAR & GOEL, 2019;
MANCUSO & SANTANGELO, 2014). Assim, é possivel que a fiagdo de sopro tenha afetado
a capacidade antioxidante do &cido fertlico. Outro ponto é que a estrutura da gelatina, que sendo
uma proteina possui composicdo bem mais variada que um polissacarideo, por exemplo,
permitindo diferentes formas de interacdo. Também deve-se considerar a aplicacdo direta, e ndo
encapsulada, do composto fendlico na solucdo de gelatina, j& que a encapsulacdo é
frequentemente empregada a fim de proteger a bioatividade e melhorar a estabilidade do
composto (FERNANDEZ, TORRES-GINER & LAGARON, 2009; SHARIF, FABRA &
LOPEZ-RUBIO, 2019).

Existe uma correlacdo entre padréo de liberacdo e grau de reticulagdo, que muitas
vezes atua servindo como uma barreira adicional atraves da qual o composto precisa se difundir,
tornando sua liberacdo mais lenta (DENG, et al., 2017; YAKUB et al., 2018). No presente
estudo foram identificadas interagdes associadas a reticulacéo entre o acido feralico oxidado e
as moléculas de gelatina, o que também se refletiu na liberacdo do composto fenolico das

nanofibras (Figuras 4 e 9).

E de conhecimento geral que & proporcao que o A.F. aumenta, 0 nimero de grupos
hidroxila € ampliado, tal como a facilidade de liberagcdo de radicais de hidrogénio e assim 0s
grupos hidroxila podem reagir com a rede protéica. Os radicais peroxido formados apos a
radidlise da dgua podem converter grupos fendlicos de antioxidantes em grupos quinona que
por sua vez podem interagir com o grupo amino nucleofilico da gelatina, reticulando a rede
final (KIKUZAKI et al., 2002). Analisando-se o grau de reticulacdo apresentado pelas
nanofibras (topico 5.1.7) podemos observar que o tratamento contendo 10% de A.F. mostrou o
maior grau de reticulacdo dentre os grupos, e como visto, a menor atividade antioxidante dentre
as nanofibras em que foi adicionado acido ferulico. Fazendo-se um paralelo entre esses
resultados, uma inferéncia que pode ser feita € que a medida que A.F. interage com as moléculas
de gelatina, via interacfes covalentes, pode ser que ocorra uma menor liberacdo de atomos de
hidrogénio, uma vez que estes se tornam menos disponiveis devido ao proprio processo de

reticulagéo.
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E importante mencionar que a oxidagio do &cido ferdlico feita com peroxido de
hidrogénio é uma etapa empregada com a finalidade de permitir sua decomposicdo para
espécies mais reativas que iniciam a abstracdo do hidrogénio formando o substrato fendlico que
por sua vez gera um radical fendxi produzindo assim a quinona, que tem maior capacidade de
reticulagdo (MATHEW & ABRAHAM, 2007; OU et al., 2005). Por se tratar de um processo
relativamente complexo que envolve a formacao de diversos intermediarios, a oxidacao do A.F.
e a extensdo dessa reacdo também podem ter exercido algum efeito na atividade antioxidante

das nanofibras.

No entanto, para uma avaliacdo mais acurada da atividade antioxidante geralmente
sdo aplicados mais de um método de ensaio ja que os antioxidantes podem exibir sua atividade
através de uma variedade de mecanismos diferentes, e 0 meétodo de ensaio Unico pode nao
fornecer uma representagdo completa da atividade. Além disso, a atividade antioxidante é
altamente dependente da estrutura quimica, solvente e mecanismos de atuacdo que podem
incluir eliminacdo de radicais livres, quelacdo de metais e ligacdo a proteinas (AMORATI et
al., 2006; PRIOR, WU & SCHACH, 2005).

A atividade de eliminacdo de radicais de compostos fendlicos depende
principalmente de suas porg¢des especificas e caracteristicas estruturais, especialmente a posicéo
e 0 numero de grupos hidroxila fendlicos. De modo geral essa eliminacdo pode acontecer por
duas vias principais: transferéncia Unica de elétron ou transferéncia de atomo de hidrogénio,
que podem ocorrer simultaneamente na natureza a depender do equilibrio determinado pela
estrutura do antioxidante e pH (JIA, HE, & LU, 2018). O radical 2,2’-azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) (ABTS +) é um radical indicador que pode ser
neutralizado tanto por reducéo direta via transferéncia de elétron quanto por extingéo do radical
por meio de doagdo de atomo de hidrogénio, o que € monitorado a partir da inibi¢do do radical
com reducdo da absorbancia a 734 nm (GOMEZ-ESTACA, et al., 2014).

Na tabela 2 estdo apresentados os resultados obtidos para atividade antioxidante
segundo o método ABTS+. Podemos observar que nesta andlise o grupo controle ja nédo
apresentou atividade e note-se que este ensaio também apresentou um comportamento
decrescente da atividade com o aumento da concentracdo de acido fertlico de 7,5 para 10%,
demostrando que em ambos os métodos foi possivel identificar uma atividade antioxidante
consideravel e com um padrdo semelhante. De 5 para 7,5% de A.F. houve um aumento

consideravel na atividade das nanofibras e isso pode estar relacionado com o método utilizado
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ja que diferentemente do radical DPPH que é neutralizado por doagéo de &tomo de hidrogénio,
o radical ABTS+ pode ser neutralizado via doagdo de &tomo de hidrogénio e transferéncia de
életron o que explica a diferenca de valores entre 0os métodos uma vez pode ocorrer uma

competicdo entre esses dois mecanismos em funcdo da forma molecular do é&cido ferdlico.

Tabela 2 - Atividade antioxidante (método ABTS+) das nanofibras de gelatina e &cido ferulico:
0 controle representa as nanofibras de gelatina e os demais representam as nanofibras de

gelatina e acido ferulico nas concentragdes de 5, 7,5 e 10%.

Controle --
Acido feralico 5% 71476 2,1 a
Acido ferulico 7,5% 1278, 77 +3,4 ¢
Acido feralico 10% 1206,27 5,2 b

Fonte: Elaborado pela autora. Letras diferentes representam diferenca significativa
para p < 0,05.

5.1.2 Estudo de liberacéo in vitro

Afigura 5 apresenta o perfil de liberacdo das nanofibras contendo &cido feralico em
meio fisiologico. Nela, é possivel observar que todas as nanofibras apresentaram um padréo de
liberacdo crescente inicialmente, seguido por uma fase de estabilizacdo em que a liberacdo se
da de forma mais gradual e constante. Aos 50 minutos, momento em que atingiram o equilibrio,
as nanofibras contendo 5, 7,5 e 10% de A.F. tinham liberado, respectivamente, 50,64, 58,37 e
42,67%, nos indicando uma liberacdo mais prolongada nas nanofibras com 10% de acido
feralico. Padrdo semelhante também foi encontrado por Poornima e Korrapati (2017), Yang et
al. (2013) e Li et al. (2021).
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Figura 5 — Perfil de liberacdo do &cido ferulico nas concentracGes de 5, 7,5 e 10% a partir das

nanofibras de gelatina.
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Fonte: Elaborado pela autora.

A menor porcentagem liberada pelo grupo com 10% de acido ferulico pode estar
relacionada ao maior grau de reticulacdo atribuido ao mesmo (tépico 5.1.7). Aformacao de uma
estrutura reticulada atua como uma barreira adicional pela qual o bioativo precisa se difundir,
tornando assim, sua liberacdo mais lenta (YAKUB, et al., 2018). Reacdes de reticulacdo podem
ocorrer entre 0 A.F. e as cadeias poliméricas, devido a sua habilidade em estabelecer interacdes
com a rede de polimeros. Desse modo a densidade de reticulacdo é aumentada, e inversamente,
a mobilidade ou difusividade do acido fertlico das nanofibras para o meio aquoso € diminuida
(BENBETTAIEB, et al., 2016). Um outro aspecto é que essa liberacdo mais lenta também pode

se dar em razdo da menor disponibilidade do &cido ferulico devido a reticulacéo.

O efeito de liberacdo rapida inicial (burnst) € um fendmeno comum para nanofibras
incorporadas de compostos bioativos, em virtude da area de superficie e porosidade altas, e por
essa razdo métodos como a reticulacdo sdo empregados de modo a reter 0s compostos mais
proximos a matriz polimérica e assim, suavizar essa tendéncia melhorando o perfil de liberacao
sustentada (NIRMALA, et al., 2011).

Normalmente, o processo de difusdo é dividido em dois pontos principais: 1°) as

moléculas de agua penetram na parte interna gradualmente, dissolvendo as moléculas de acido
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feralico nas moléculas de gelatina e 2°) as moléculas de A.F. remanescentes sdo passivamente
difundidas das fibras para 0 meio de dissolugédo (YANG, et al., 2013). Como mencionado
anteriormente, o primeiro estagio de liberagcdo caracterizou-se por uma répida liberacdo do
composto fendlico, em que grandes quantidades sdo liberadas, seguido pelo segundo estagio
em que a liberacdo atinge um equilibrio. Essa diferenciacdo entre os estagios pode ser associada
a uma difusdo inicial do acido feralico presente na superficie das nanofibras, que acontece de
forma mais répida, até mesmo pela prépria estrutura porosa das nanofibras. J& na segunda fase,
supde-se que ocorra a difusdo do A.F. restante o qual est& presente nas camadas mais internas
da matriz de gelatina, e por isso sua liberacdo € mais lenta (YAKUB, et al., 2018). No caso a
liberag&o ocorre via difusdo cuja forga motriz é a diferenca de concentragdo. A proporgéo que
esse diferencial diminui em decorréncia da liberacdo ha uma desaceleracdo do processo de

difusdo até a estabilizagéo.

Partindo-se do pressuposto de que é esperado que um material proteja os agentes
bioativos incorporados neste, bem como que libere-os de uma forma desejada e sustentada,
podemos afirmar que as nanofibras cumpriram com esta funcédo, indicando uma incorporacgéo
do composto fenolico eficiente e adequada a posteriores aplicacOes, especialmente na industria
de alimentos, através da utilizacdo de embalagens ativas com liberagdo controlada, que tém

como finalidade principal a extenséo da vida-util.

5.1.3 Espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR)

Na figura 6 estdo representados os principais espectros vibracionais (FTIR) das
nanofibras. O pico correspondente a 3286 cm * nas nanofibras do grupo controle as quais
continham 30% de gelatina, referente a Amida A. Observou-se uma reducdo na intensidade
desse pico nos demais grupos que continham concentracdes crescentes de acido ferulico,
principalmente na concentracdo de 5% onde houve um grande alargamento de banda, fato este
que também foi observado na regido da Amida B (Figura 6a) envolvida no estiramento CHy, e

que esta relacionado a ocorréncia de interacdes (BENBETTAIEB, et al., 2015).
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Figura 6- Espectros vibracionais na regido do infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) das nanofibras de gelatina e &cido ferulico: o controle representa as nanofibras de
gelatina e os demais representam as nanofibras de gelatina e &cido ferdlico nas
concentracdes de 5, 7,5 e 10%. Na letra a estdo os picos referentes as Amidas A e B, e na
letra b os picos das Amidas I, Il e 1.
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Fonte: Elaborado pela autora.

No pico relativo 8 Amida | em 1635 cm™ (estiramento da ligagdo C=0) observou-
se uma reducdo da intensidade das bandas. O mesmo ocorreu no pico da Amida Il associada a
vibrages dos grupamentos C-N e N-H em 1535 cm™. Contudo na Amida 11 (regido que se
encontra destacada pelas linhas pontilhadas no grafico), detectada a 1247 cm™ nas nanofibras
controle, foram vistas algumas mudancas em comparacdo aos demais grupos. Nas nanofibras
com 5, 7,5 e 10% de &cido ferGlico esse pico foi observado a 1258, 1264 e 1267 cm™
respectivamente (Figura 6b). Tendo em vista que essa regido espectral esta relacionada as
combinacdes entre as vibracdes de estiramento C-N e N-H das ligacdes amidicas, bem como as
absorcdes decorrentes das vibracdes oscilantes dos grupos CH2 da glicina e das cadeias laterais
da prolina (BENBETTAIEB, et al., 2015), pode-se inferir que o acido fertlico interagiu com as

moléculas de gelatina resultando em modificacGes na tripla hélice.

Tavassoli-Kafrani, Amir Goli, & Fathi (2017) relataram picos semelhantes para
nanofibras de gelatina obtidas por eletrospinning. Entretanto, no presente trabalho a alteragédo
das moléculas da gelatina em virtude da interagcdo com o &cido ferulico ficou um pouco mais

evidente, com maiores redugdes da intensidade das banda, maiores alargamentos e maiores
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deslocamentos dos nimeros de ondas. Benbettaieb et al. (2015) também observaram alteracoes
no pico referente a Amida 11l quando da adi¢cdo do &cido ferulico em filmes de quitosana e
gelatina. As diferencas podem ser devidas as variacbes de concentracdo do &cido ferulico
utilizado, pH da solucéo polimérica bem como da oxidacdo ou ndo do &cido ferdlico, e em que
condicdes é realizado esse processo oxidativo, e principalmente pelo tipo, fonte e condi¢des de

processo de extracdo da gelatina.

5.1.4 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

O comportamento térmico das nanofibras de gelatina e cido ferulico foi investigado

por meio da analise de DSC, e os resultados estdo apresentados na figura 7:

Figura 7- Calorimetria exploratoria diferencial das nanofibras de gelatina e acido ferdlico: a)
nanofibras de gelatina; b) nanofibras de gelatina com 5% de acido ferdlico; c) nanofibras de

gelatina com 7,5% de &cido ferulico; d) nanofibras de gelatina com 10% de &cido ferulico.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Na tabela 3 estéo descritas as temperaturas e a entalpia dos principais eventos

térmicos observados:

Tabela 3 — Propriedades térmicas das nanofibras: Tg (temperatura de transicdo vitrea), Tm
(temperatura de fusdo) e AH (entalpia de fus@ao). O controle representa as nanofibras de gelatina
e 0s demais representam as nanofibras de gelatina e acido ferulico nas concentragdes de 5, 7,5
e 10%.

Controle 60,13 155,45 57,37
A.F. 5% 95,51 155,26 61,31
A.F. 7,5% 57,05 152,05 62,51
A.F. 10% 56,67 147,05 144,15

Fonte: Elaborado pela autora.

O primeiro evento endotérmico observado nas nanofibras provavelmente representa
a temperatura de transicdo vitrea, a qual ocorreu como uma discreta mudanca na linha de base.
A temperatura de transicao vitrea (Tg) € uma reacdo de segunda ordem, que é causada pela
mobilidade das regides amorfas sob o calor. Quando o material € aquecido as cadeias adquirem
certo grau de mobilidade e movimento, provocando mudancas na capacidade calorifica. Em
geral, a T¢ tem sido usada para confirmar que o polimero passa pelo estado de transicdo do
estado vitreo para o elastico (AHMAD, et al., 2012). No presente trabalho, as nanofibras do
grupo controle, composto apenas pela gelatina, apresentou uma T4 de 60,13°C, enquanto que
as demais tiveram Tg4 ligeiramente menor. Deve ser pontuado que os valores relativamente
baixos encontrados para a temperatura de transicdo vitrea podem ter relagdo com a variagdo de
umidade nas amostras, fato que também foi observado por Hani et al. (2017) em nanofibras de
gelatina obtidas por eletrofiacdo e por Theerawitayaart et al. (2021) em estudo de estabilidade

de filmes de gelatina.

O segundo evento pode ser associado a temperatura de fusdo de estruturas
organizadas. A temperatura de fusdo (Tm) esta correlacionada com a fuséo de cristalitos da
hélice de colageno parcialmente degradada em gelatina, e é considerada como uma transicao
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de primeira ordem (GRAZIOLA, 2013). Analisando-se a tabela 3, vemos que como na Tg, @ Tm
nos grupos em que foi incorporado A.F., foi um pouco inferior quando comparada ao controle,

sugerindo um deslocamento da temperatura de fusdo das estruturas organizadas.

Essa reducéo nos valores de T4 e Trm das nanofibras pode se dar em virtude de uma
maior mobilidade das cadeias moleculares e maior volume livre, isto é, ha a formagdo de uma
estrutura molecular mais compacta. Além disso, quanto as mudangas na temperatura de fusao,
também deve ser considerado o préprio processo de fiacdo que pode promover transicdes na
estrutura molecular da gelatina de um estado semicristalino para um estado mais amorfo por

uma mudanca na estrutura terciaria (HANI, et al., 2017).

Contudo, este deslocamento de picos nédo foi tdo expressivo, 0 que € um bom indicio
de que o composto fendlico foi bem combinado ao polimero, estando bem inserido na matriz
gelatinosa, especialmente nos tratamentos com 5 e 7,5% de A.F., o que demonstra boa
compatibilidade termodindmica entre os componentes, a qual é essencial para a estabilidade de
materiais fibrosos (REZAEI, et al., 2019).

O acido feralico em seu estado puro, é caracterizado pelo aparecimento de um pico
endotérmico correspondente ao seu ponto de fusdo na faixa de 174 a 178°C (YAKUB, et al.,
2018), pico este que ndo apareceu nos termogramas da figura 6, nos indicando a auséncia do
bioativo em seu estado cristalino, sugerindo assim, um estado mais amorfo nas nanofibras, o
que também foi encontrado por Poornima e Korrapati (2017) e Yakub et al. (2018) em
nanofibras contendo acido ferulico. Essa inibicdo da formacdo de cristais em bioativos tem
relacdo com interacBes intermoleculares ocorridas entre o polimero e o composto bioativo
(YAKUB, et al., 2014).

No tocante as entalpias de fusdo, note-se que houveram aumentos em relacdo ao
grupo controle, e este aumento foi mais consideravel no grupo com 10% de acido ferdlico,
indicando que possivelmente as ligacdes quimicas resultantes do processo de reticulacéo
melhoraram a resisténcia térmica das nanofibras, hipdtese que também é sustentada pela analise
do grau de reticulacdo na qual as nanofibras com 10% de A.F. apresentaram a maior
porcentagem de reticulacao dentre os grupos (topico 5.1.7). O mesmo foi observado por Zhang
et al. (2021), que, inclusive, obteve valores de entalpia semelhantes para nanofibras de gelatina

reticuladas com genipina.
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5.1.5 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Afigura 8 mostra a analise de MEV das nanofibras. A analise das imagens permitiu
observar que a adicdo do composto fendlico teve influéncia na morfologia das nanofibras
visualizando-se um comportamento de transig&o entre nanofibras-filme bem como aumento dos
didmetros. A formacédo de gotas e de alguns agregados fibrosos foi comum em todos os grupos

sendo a intensidade desse processo maior com 0 aumento da concentracdo de &cido ferulico.

Figura 8 - Microscopia eletrénica de varredura (MEV) das nanofibras de gelatina e acido
ferdlico: a) nanofibras de gelatina; b) nanofibras de gelatina com 5% de acido ferulico; ¢)
nanofibras de gelatina com 7,5% de acido fertlico; d) nanofibras de gelatina com 10% de
acido feralico.
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Fonte: Muniz, C. R., 2020.

Na figura 9 temos a distribuicdo de frequéncias dos didmetros das nanofibras

acompanhadas do diametro médio de cada tratamento.



Figura 9 - Distribui¢do dos didmetros e didmetro médio das nanofibras de gelatina e
acido feralico. O controle representa as nanofibras de gelatina e os demais representam
as nanofibras de gelatina e &cido ferulico nas concentragdes de 5, 7,5 e 10%.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Os diametros encontrados neste estudo foram equiparaveis ao observado por outros

autores por meio da técnica de eletrofiacdo e fiacdo por sopro, como mostra o quadro 1:
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Quadro 1 - Comparativo de didmetros de nanofibras encontrados na literatura.

Chuysinuan et | Gallic acid-loaded electrospun poly(L-Lactic acid) fiber | 843-965

al. (2009) mats and their release characteristic.
Sharif et al. Food-grade  gliadin  microstructures  obtained by | 1248-1276
(2019) electrohydrodynamic processing.

Li et al. (2020) | Polycaprolactone/poly(L-lactic acid) composite | 570-1380
micro/nanofibrous membrane prepared through solution
blow spinning for oil adsorption.

Ignatova et al. | Poly(3-hydroxybutyrate)/caffeic acid electrospun fibrous 840
(2016) materials coated with polyelectrolyte complex and their
antibacterial activity and in vitro antitumor effect against
Hela cells.

Fonte: Elaborado pela autora.

Esses aumentos no didmetro apds adicdo de reticulantes também foram obtidos por
Shi et al. (2020) em que nanofibras de gelatina reticuladas com pectina atingiram diametros de
900 a 1350 nm. O mesmo foi observado por Tavassoli-Kafrani, Goli e Fathi (2017) com
nanofibras de gelatina produzidas por eletrofiacdo, reticuladas com diversos compostos
fendlicos, incluindo o &cido ferdlico, e por Yakub et al. (2018) em nanofibras de poli (e-
caprolactona) revestidas de quitosana/acido ferulico. Esta observacdo pode ser explicada pelo
aumento na viscosidade da solugéo de fiagdo em decorréncia das ligacGes de hidrogénio entre
os polimeros e os compostos fenolicos. Entretanto nestes trabalhos foram encontrados
didmetros inferiores em comparagéo ao presente estudo o que em uma primeira analise pode
ser devido ao diferente método de obtencdo aplicado neste trabalho, a fiagdo por sopro. No
presente estudo, podemos observar fracbes de nanofibras com didmetros nas escalas
nanometrica e micrométrica principalmente nos tratamentos contendo &cido ferdlico (Figuras
9b, 9c e 9d).
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Uma das diferencas entre esses dois métodos (fiagdo por sopro x eletrofiagdo)
refere-se a vazdo da solucdo polimérica, parametro que determina a quantidade de transferéncia
de fluido e a velocidade do jato, afetando a capacidade de fiagéo do sistema. Na fiacdo de sopro
essa vazao € pelo menos 10 vezes maior, 0 que esta associado a um maior didmetro das fibras
e consequentemente a formacdo de gotas e jungbes (HENRIQUES et al., 2009;
RAMAKRISHNA, 2005; TONG & WANG, 2007) (Figura 7d). Isso pode ocorrer em virtude
do tempo insuficiente para permitir a completa evaporacdo do solvente antes de chegar ao
coletor, levando algumas fibras a se fundirem (KRIEGEL et al., 2008). Além disso, altas taxas
de fluxo reduzem o tempo disponivel para as fibras secarem antes de chegarem ao coletor, o
que também contribui com a formacéo de gotas e agregados (YUAN, et al., 2004; ZONG et al.,
2002).

Além do aumento do diametro, o aumento da velocidade do fluxo da solugéo
possivelmente também esta relacionado a descontinuidade das fibras e a um aumento nos
desvios padrédo dos diametros (OSPINA, 2011; HUANG, et al., 2001; ZHANG, et al., 2005),
isto €, uma menor homogeneidade, o que foi observado em nosso estudo a medida em que se
aumentou a concentracdo do acido ferulico, como também mostra a figura 6. Na maior
concentracdo de acido feralico pode-se verificar a presenca de nanofibras variando de 335 nm
a mais de 6 um, o que faz com que o didmetro médio se eleve consideravelmente. As nanofibras
com5 e 7,5% de acido feralico apresentaram variacdes semelhantes nos didmetros, indo de 204

nma 3 um e de 163 nma 4 um, respectivamente.

A concentracdo do polimero é um dos parametros mais importantes para a
morfologia da nanofibra, pois afeta diretamente a viscosidade da solucédo de fiacdo que por sua
vez esté ligada ao grau de emaranhamento da cadeia molecular (KRIEGEL et al., 2008). A
medida em gque se aumenta a concentracdo da solucao polimérica tem-se uma maior intensidade
das interacdes polimero-solvente e polimero-polimero que favorecem o enovelamento das
cadeias e o0 alongamento das fibras o que também reflete no aumento do didmetro das nanofibras
(LI, et al., 2009). Em nosso estudo os valores de didametro encontrados podem estar associados
a alta concentracdo de gelatina utilizada, 30%. Ademais o peso molecular do polimero é
determinante pois relaciona-se as propriedades reoldgicas da solucdo, como a viscosidade, que
é um fator-chave em todo o processo (CHAKRABORTY, et al., 2009).

A formacdo das fibras requer um emaranhamento maximo de cadeias poliméricas.

Para tanto, se faz necessario a aplicacdo de polimeros com peso molecular e concentracfes
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suficientes para possibilitar a fiaggo (MERCANTE, et al., 2017; REZAEI et al., 2015) o que
torna a dindmica do processo bastante complexa quando se trata da utilizacdo de biopolimeros,
uma vez que muitos deles tendem a formar géis através da ligacdo de hidrogénio, por isso 0
ajuste de uma concentracdo 6tima é fundamental, pois ira determinar a morfologia do produto
final. Abaixo de um valor critico, supbe-se que é gerada uma rede insuficientemente
emaranhada de cadeias de biopoliméricas mas a medida que a concentracdo de polimero é
aumentada, € possivel a formacédo de fibras. Um aumento adicional na concentragdo resulta em
fibras continuas e em concentracdes ainda maiores, fibras mais heterogéneas sdo observadas
em virtude da alta viscosidade da solugédo (SHENOY et al., 2005; KHOSHNOUDI-NIAA,
SHARIFB & JAFARI, 2020).

Neste estudo foi escolhida a concentracdo de 30% de gelatina pois em
experimentos anteriores a mesma se mostrou como a menor concentracdo capaz de formar
fibras. Entretanto, por se tratar de uma concentracéo alta deve-se investigar seu efeito sobre a
viscosidade e tensdo superficial da solucdo final a fim de explicar as heterogeneidades

morfoldgicas observadas.

Uma distancia ideal entre o orificio inicial por onde a solugéo é extrudada e o coletor,
conhecida como distancia de trabalho, também se faz necessaria para que se tenha um processo
de fiacdo adequado. Isso fornece tempo suficiente para as estruturas finais secarem como
resultado da evaporacao total do solvente antes de chegar ao coletor (MERCANTE, et al., 2017).
Se essa distancia for muito curta ou muito longa, tem-se a formagdo de gotas nas nanofibras e
estas tendem a ser descontinuas (GENG, KWON & JANG, 2005; KI et al., 2005). No presente
trabalho, a fim de comportar todas as estruturas que compunham o sistema, foi empregada a
distancia de 50 cm, que pode ter contribuido para presenca das gotas. As distancias de trabalho
frequentemente encontradas na literatura variam entre 7 e 20 cm (MILLAN, BENITO, &
CARRILLO, 2018); OSPINA, 2011; TAVASSOLI-KAFRANI, GOLI & FATHI, 2017; SHI et
al., 2020; L1 et al., 2020).

Condicdes ambientais, incluindo temperatura e umidade, também tém relevancia,
pois podem afetar a dinamica do processo. Sabe-se que ha uma relacdo entre temperatura e
algumas propriedades da solucdo, como a viscosidade do polimero, tensdo superficial,
condutividade e evaporagéo do solvente (BHARDWAJ & KUNDU, 2010; CHEN & YU, 2010).
Quanto a este ultimo fator, é primordial que se aplique uma temperatura alta o bastante para

qgue o solvente evapore em sua totalidade. Entretanto mesmo com as altas temperaturas
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empregadas neste experimento, observou-se a formacao de gotas e de fibras heterogéneas em
todos os tratamentos, logo, pode-se inferir que essa heterogeneidade se deveu a outros fatores

e ndo somente a ndo evaporacdo completa do solvente.

Quanto as superficies das nanofibras visualizou-se no grupo controle que estas
possuiam contornos mais suaves e com a adicdo do reticulante essa superficie passou a ter
contornos menos bem-definidos. Essa observacéo aliada ao aumento dos diametros ocorrido
pode sugerir que haja uma determinada quantidade de &cido ferulico atrelada a superficie das
fibras. Situacdo semelhante foi relatada por Shi et al. (2020) em nanofibras de pectina

reticuladas com gelatina.

No quadro 2 estdo resumidos os principais parametros envolvidos na formacéo de
nanofibras e seus efeitos sobre o didmetro:

Quadro 2 — Parametros do sistema e sua influéncia no didmetro e formacdo de

nanofibras.

Concentracao Relaciona-se ao grau de emaranhamento da cadeia molecular, e 0

consequente alongamento das fibras.

Viscosidade Quanto maior, maior a intensidade das interagcbes e maior

diametro.

Distancia de trabalho | Se for muito curta ou muito longa, as nanofibras tendem a ser

descontinuas.

Peso molecular Influencia nas propriedades reoldgicas da solucao.

Condic¢des ambientais | Podem influenciar na solugdo final, como viscosidade e

evaporacao do solvente.

Vazao Quanto maior, maior a tendéncia a formacgédo de gotas.

Fonte: Elaborado pela autora.
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5.1.6 Solubilidade

A solubilidade é um importante parametro que rege o desempenho de polimeros
nos mais diversos sistemas em virtude de sua influéncia em outras propriedades funcionais.
Dentre esses polimeros sabe-se que a gelatina tem grande destaque na inddstria alimenticia
como na distribuicdo de compostos alimentares bioativos, embalagens de alimentos ativos,
revestimentos comestiveis, clarificacdo de bebidas, etc. Para muitas dessas aplicacdes, a
estabilidade em &gua das nanofibras é um pré-requisito, e muito esfor¢co vem sendo investido
no desenvolvimento de estratégias de reticulacdo para garantir a estabilidade morfoldgica
desses materiais, além de melhorar suas propriedades fisico-quimicas e biolégicas (ALPIZAR-
REYES, et al., 2017; JALAJA, et al., 2014).

Atabela 4 apresenta os valores de solubilidade das nanofibras obtidos em diferentes
valores de pH. Podemos observar que o tratamento contendo 5% de acido ferulico apresentou
as maiores reducdes na solubilidade quando comparado ao grupo controle. Contudo o
tratamento com a maior concentracdo de A.F. ndo apresentou essa mesma tendéncia, com
valores estatisticamente semelhantes ao controle, exceto em pH 7. Note-se também que a
solubilidade das nanofibras mostrou um comportamento mais independente ao pH, a exce¢édo
do pH 3,8 em que foram encontrados valores significativamente menores, o que também foi
observado por Tavassoli-Kafrani, Amir Goli, & Fathi (2017).
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Tabela 4 - Solubilidade (%) das nanofibras de gelatina e &cido fertlico em diferentes valores de
pH. O controle representa as nanofibras de gelatina e os demais representam as nanofibras de

gelatina e acido ferulico nas concentragdes de 5, 7,5 e 10%.

3,8
2,41+0,12aA 2,056+0,12aB 1,77+022aB 2,07+0,15aB
0,23 £ 0,008 bA 0,16 +0,005bA 0,73+0,04 bB 0,46 + 0,18 bAB
0,67+0,29cA 126+011cB 1,22+0,1cB 1,1+0,15¢cB

2,7+0,18aA  2,29+0,54 aB 2,7+0,1dA 2,25+0,11 aB

Letras minusculas diferentes representam diferenca significativa entre os tratamentos, e maitsculas
representam diferenca significativa entre os valores de pH, para p < 0,05.

Fonte: Elaborado pela autora

Podem-se atribuir as maiores solubilidades do grupo com 10% de A.F., a maior
presenca de grupos hidroxi no mesmo, que podem se combinar a agua, e se solubilizar. Além
disso o arranjo dos polimeros dentro da matriz das nanofibras pode afetar consideravelmente
as propriedades de solubilidade e transferéncia de vapor d'agua (CAO, FU & HE, 2007). Ou et
al. (2005), analisando o papel do é&cido feralico em filmes a base de proteina, também
observaram que em maiores concentracdes de A.F., a solubilidade bem como a permeabilidade
ao vapor d’agua eram semelhantes aos filmes controle, ndo havendo reducdes significativas, 0
gue nos remete a existéncia de uma concentracédo ideal de acido feralico. Neste trabalho, no que

concerne a solubilidade, essa concentragéo seria a de 5%.

Esses aumentos nos valores de solubilidade acompanhando o aumento da
concentracdo do composto fendlico também podem estar associados a ocorréncia de ligagdes
de hidrogénio mais fortes entre o &cido ferulico e a gelatina (HUANG, et al., 2005;
BITENCOURT, CABRAL, & MEIRELLES, 2016).
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Apesar de esperarmos encontrar uma menor solubilidade na maior concentragéo de
acido ferulico, uma vez que a mesma apresentou o maior grau de reticulacdo entre os
tratamentos (ver tdpico 5.1.7), deve-se ressaltar a natureza complexa da gelatina como polimero,
especialmente sua diversidade de grupos funcionais presentes com grande variedade de cadeias
laterais e sequéncias Unicas de amino&cidos, portanto controlar a etapa de reticulacdo é um
desafio (GOMEZ-GUILLEN, et al., 2011). Também devem ser consideradas as diferentes
formas pelas quais podem ocorrer as interagdes provenientes da reticulacdo como ja foi

mencionado, 0 que ndo obrigatoriamente resulta em menor solubilidade.

Um fator que também deve ser levado em consideracdo é a alta area de superficie e
porosidade das teias de nanofibras, que permitem que o meio de dissolucdo se difunda
rapidamente no material por causa da superficie livre, isto &, uma grande area de contato fibra-
liguido (ZHANG, et al., 2015). Entretanto ressalte-se que de uma forma geral todos o0s
tratamentos apresentaram solubilidades bem menores quando comparado ao encontrado por
outros autores como Karim, Fathi e Soleimanian-Zad (2020) em nanofibras de gelatina e zeina,
e Liu et al. (2021) no estudo de nanofibras de gelatina/quitosana/PLA.

5.1.7 Grau de reticulacéo

Devido a natureza hidrofilica da gelatina de peixe, a reticulacdo € uma técnica
muitas vezes utilizada com o objetivo de alcancar maior estabilidade hidrolitica além de
melhores propriedades mecanicas. Ademais, em se tratando do processo de fiacdo (elétrica ou
de sopro) da gelatina, frequentemente se faz necessario o uso de reticulantes para funcionalizar
a capacidade de fiacdo do sistema em termos de viscosidade, que por ser naturalmente alta,
pode afetar diretamente a producdo das nanofibras bem como a aplicabilidade destas (LI, et al.,
2016; ETXABIDE, et al., 2017). Afim de obtermos um indicativo ou quantificacdo da extensdo
da ocorréncia das reacdes de reticulacdo foi feita a analise do grau de reticulacdo por meio do

ensaio de TNBS, e os resultados estdo na figura 10:
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Figura 10- Grau de reticulagdo (%) das nanofibras de gelatina e acido ferulico nas concentracdes
de 5, 7,5 e 10%.
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Letras minusculas diferentes representam diferenca significativa entre os tratamentos (p < 0,05).

Fonte: Elaborado pela autora.

Podemos observar que ndo houveram diferencas estatisticamente significativas (p <
0,05) entre os tratamentos com 5 e 7,5% de acido fertlico em que estes apresentaram um grau
de reticulagédo de respectivamente 29,7 e 28,27%, enquanto que o tratamento contendo 10% de

A.F., teve 44,76%, sendo notadamente superior aos demais.

Estes resultados convergem com a anélise de FTIR em que observamos reducgdes na
intensidade das bandas, alargamentos de algumas bandas e deslocamentos dos picos,
principalmente para as amidas A e Il1, que sinalizam para a ocorréncia de interagcdes entre o
acido feralico e as moléculas de gelatina que resultam em alteracGes na tripa hélice. Resultados
semelhantes foram encontrados por Kwak et al. (2021) no estudo de nanofibras de gelatina de
peixe com A.F. e 10% de glucose, que obteve 40% de grau de reticulacéo; por Dias et al. (2017);
e por Biscarat et al. (2015), analisando o efeito da reticulacdo quimica em membranas de
gelatina. Destaque-se também que Tavassoli-Kafrani, Goli e Fathi (2017) obtiveram um valor

consideravelmente menor, de 3,45%, para nanofibras de gelatina reticuladas com acido ferulico.

Em relacdo a oxidacdo, o acido fertlico reage com o peréxido de hidrogénio e essa
reacdo é acompanhada de sua decomposicdo para espécies mais reativas como radical hidroxila
e radical superéxido que iniciam a abstracdo de hidrogénio do &cido feralico. O substrato

fendlico forma um radical fen6xi que pode se reorganizar originando a quinona (MATHEW &
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ABRAHAM, 2008). Graf (1992) postulou que qualquer radical reativo que colide com o &cido
feralico pode facilmente retirar um &tomo de hidrogénio para formar um radical fendxi. Esse
radical é altamente estabilizado por ressonancia, pois o elétron ndo emparelhado pode estar
presente ndo apenas no oxigénio, mas pode ser deslocalizado em toda a molécula
(OUDGENOEG et al., 2001).

As interacGes entre proteina e compostos fendlicos de modo geral podem ocorrer
por meio de ligacdes de hidrogénio, ligacbes covalentes, ligacBes ibnicas e hidrofobicas
(ZHANG, XU & WANG, 2010). Esses autores afirmam que o mecanismo de reagdo envolve
uma oxidacao inicial de estruturas fendlicas em quinonas, que prontamente reagem com
nucleofilos de grupos de aminoacidos reativos na proteina, sendo eles: grupo sulfidrila na
cisteina, grupo amino da lisina e arginina, grupo amida da asparagina e glutamina, anel indol
do triptofano e anel imidazol da histidina. LigacOes cruzadas entre tirosina e acido ferulico
também tém sido postuladas (OUDGENOEG, et al., 2001). Aformagéo de quinonas geralmente
é associada a formagdo de uma coloracdo amarelada tipica (BENBETTAIEB, et al., 2015), fato

este que foi observado nas nanofibras, principalmente as que continham 10% de A.F.

Finalmente, vale ressaltar que o ensaio de TNBS caracteriza-se por quantificar
funcbes remanescentes de amina primaria que nao reagiram com o reticulante. Uma vez que
este teste ndo qualifica a propria reacéo, ndo se pode inferir se o A.F. reagiu com uma ou mais
aminas sem o respaldo da andlise de FTIR (BISCARAT, et al., 2015).

5.1.8 Viscosidade

A viscosidade de uma solucdo de fiacdo é um fator preponderante no que concerne
a producdo de nanofibras, ja que tem influéncia direta na extensibilidade e alongamento das
cadeias poliméricas durante os processos de fiacdo, bem como nos diametros das fibras
(DEMIR, et al., 2002). A figura 11 mostra a viscosidade aparente obtida para as nanofibras de

gelatina e acido feralico.
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Figura 11 - Viscosidade aparente das nanofibras de gelatina e éacido feralico: o controle
representa as nanofibras de gelatina e os demais representam as nanofibras de gelatina e &cido
ferdlico nas concentracGes de 5, 7,5 e 10%.
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Fonte: Elaborado pela autora

Todo o processo de fiacdo é acompanhado por mudancas na viscosidade da solugéo.
Inicialmente o jato de polimero sofre instabilidades, o que pode ser acompanhado_de uma
reducdo no diametro das fibras recém-formadas, devido principalmente ao arrasto e forcgas de
friccdo causadas pelo gas. Nesse sentido, o cisalhamento tem grande relevancia porque a
formacdo do jato depende desse alongamento da solugédo de polimero. Assim, a viscosidade da

solucdo equilibra a extensdo transmitida por essas forcas (KOLBASOQV, et al., 2016).

A viscosidade da solucdo muito baixa causa a formacdo de goticulas que se
desprenderam do bico devido as forcas de cisalhamento do jato de ar em aceleracdo excedendo
a forca reoldgica do polimero. Isso torna mais complexo o processo de formacdo das fibras,
pois cada gota que ndo seca completamente dissolve as fibras existentes logo que entra em
contato (Figura 8d, topico 5.1.5). Por outro lado, uma viscosidade muito alta pode resultar no
entupimento do orificio em que é extrudado o polimero, uma vez que essas solu¢des sdo mais
resistentes ao fluxo. Isso pode aumentar o tempo de permanéncia da solugdo no sistema e causa

interrupgcdo da formacdo do jato de polimero e flutuagdo do processo. Em resumo, uma
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viscosidade da solugdo muito baixa ou muito alta pode resultar em instabilidades
(SCHUCHARD, et al., 2020).

Observamos que o grupo controle, o qual correspondia as nanofibras de gelatina na
concentracdo de 30%, apresentou maior viscosidade em comparagdo aos demais tratamentos, e
este fato pode estar associado a alta concentracdo polimérica utilizada. Vale reforcar que
concentracdes de polimeros mais elevadas muitas vezes séo requeridas em um sistema de fiacéo,
0 que se confirmou nos testes preliminares realizados no sistema de fiagdo de sopro utilizado
no presente estudo. Contudo, como visto, existe um limite de viscosidade para que o sistema
funcione corretamente e produza fibras continuas e homogéneas, e assim, acima de tal limite a
funcionalidade do sitema é prejudicada devido, principalmente, a instabilidade do jato que
ocorre em funcdo de uma combinacao de fatores, como tenséo superficial, forcas eletrostaticas
e viscoelasticas, arrasto viscoso e efeitos da gravidade. Além disso, a estabilidade da gelatina
geralmente é reduzida quando em maiores concentragdes (GHORANI & TUCKER, 2015; LI,
et al., 2016).

O que podemos constatar € que a adicdo do A.F. tornou a viscosidade das solugoes
mais adequada ao sistema de fiacdo de sopro, inclusive diminuindo a ocorréncia de oclusdes
nos orificios concéntricos que compunham o sistema, propiciando, portanto, uma melhor

continuidade das fibras formadas.

Analisando os grupos contendo acido ferulico percebe-se que o grupo com 10% de
A.F. mostrou um comportamento de viscosidade aparente intermediario entre os grupos com 5
e 7,5% de &cido fertlico, o que pode estar relacionado a reticulacio das nanofibras. E provavel
gue um aumento da concentracdo do reticulante aumente a razédo de reticulacdo até certo ponto
no qual a saturacdo do sistema proteina/composto fendlico € atingida, levando ao surgimento
de um patamar. Nesse ponto de saturacdo as interacdes moleculares atrativas sdo flutuadas e
enfraquecidas o que pode acontecer em razdo de forcas moleculares mistas responsaveis pela
reticulacdo do acido feralico, o que ndo indica necessariamente que todos o0s sitios reativos na
proteina foram fixados, mas que obstaculos estéricos podem impedir que 0s grupos reativos do
acido ferulico alcancem todos os grupos de aminoacidos disponiveis nas cadeias protéicas
(KIKUSAKI, et al., 2002; BISCARAT, et al., 2015).

Como mostrado na figura 11, as solucdes de fiagcdo das nanofibras apresentaram um

perfil de emulsbes tipicamente ndo newtonianas, isto é, fluidos que ndo possuem uma
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viscosidade bem definida a qual varia com a forca aplicada. Uma evidéncia disso pode ser
observada pela diminuigdo da taxa de cisalhamento, que pode ser relacionada a ruptura da rede
de polimero emaranhada, causando um aumento das forcas de cisalhamento e menor resisténcia
intermolecular das solucGes para fluir a taxas de cisalhamento mais altas (LIU, et al., 2018).
Essas caracteristicas também foram encontradas por Zhang et al. (2021) em estudo de
nanofibras eletrofiadas de gelatina reticuladas com genipina e por Binsi et al. (2009) que
relataram comportamento ndo newtoniano de reducdo de cisalhamento para gelatina extraida
de peixes.

Conforme ja mencionado, a viscosidade tem grandes efeitos sobre o didmetro das
nanofibras, em que um aumento da viscosidade geralmente é associado a maiores didmetros.
Neste trabalho pudemos observar que houveram aumentos nos didmetros quando da adicao de
A.F. (topico 5.1.5), porém esse aumento so foi significativo no tratamento com 10% de &cido
fertlico que por sua vez apresentou uma viscosidade intermediaria. Aceituno-Medina et al.
(2015) também obtiveram resultados semelhantes em que a adi¢do de quercetina as nanofibras

ndo necessariamente resultou em aumentos na viscosidade e consequentemente nos diametros.

Portanto, € possivel deduzir que ndo s6 a viscosidade teve influéncia sobre o
didmetro das fibras, como também outros fatores, como por exemplo a quantidade de bioativo
adicionada as solugdes de fiacdo. Neste caso, 0 maior diametro encontrado nas nanofibras com

10% de A.F. pode estar atrelado a maior quantidade do composto fenolico adicionada.
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CONCLUSAO

No presente trabalho foi possivel produzir nanofibras de gelatina de tilapia
(Oreochromis niloticus) incorporadas de acido ferulico a diferentes concentracfes utilizando-
se a técnica de fiacdo de sopro. As nanofibras apresentaram atividade antioxidante, o que lhes
tornam um material com potencial para aplica¢6es futuras. Os espectros vibracionais mostraram
alteracOes consideraveis nos picos referentes as Amidas, o que é um indicativo da ocorréncia
de reacBes de reticulacdo entre as moléculas de gelatina e A.F., fato este que também foi
comprovado pela analise do grau de reticulacdo. As nanofibras apresentaram baixa solubilidade
em meio aquoso, especialmente o tratamento com 5% de A.F. Também foi observado que a
adicdo do composto fenolico influenciou na morfologia das nanofibras. Quanto a liberagéo, as
nanofibras apresentaram um perfil de liberacdo sustentada e condizente com o esperado. Por
meios dos termogramas de DSC, observamos que o acido ferulico foi complexado e inserido
na matriz de gelatina, e estava em um estado mais amorfo e 0 aumento das entalpias de fusao
nos indica uma provavel melhora da resisténcia térmica das nanofibras. A viscosidade das
solucgdes de fiacdo também foi influenciada pela adi¢cdo do composto fendlico. Assim, podemos
concluir que as nanofibras produzidas neste estudo apresentaram propriedades requeridas para
bioembalagens adequadas a protecdo de alimentos, e sdo, portanto, aptas a estudos posteriores

referentes a sua aplicacéo.
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