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RESUMO
Microestruturas de zeina produzidas pela técnica de fiagdo por
sopro em solucdo visando a incorporacao e liberacdo lenta de

vitamina C.

O desenvolvimento de micro/nanoestruturas funcionais para uso na area agricola
é relevante e tem potencial para reduzir o consumo de insumos com melhor
eficiéncia do produto final. Nesse contexto, a obtencdo de estruturas poliméricas
pela técnica de fiacdo por sopro em solucdo (FFS) vem destacando-se por
permitir a producdo de estruturas fibrosas em tamanho micro/nanométrico com
elevada taxa de producéo e aplicagdes in-situ. Atualmente, a técnica de FSS tem
sido majoritariamente empregada na producéo de fibras, que sdo utilizadas puras
ou como matriz de transporte de aditivos quimicos para fornecer as fibras mais
de uma funcionalidade aumentando as aplicacbes tecnologicas. O trabalho
desenvolvido nesta tese se propde a avaliar o emprego da técnica de FSS na
producdo de micro/nanoestruturas de zeinas, na forma de fibras e particulas,
visando emprego destas como matrizes para incorporacdo de vitamina C para
liberagdo controlada, as quais encontram aplicacdo na alimentacdo de peixes.
Duas estruturas foram obtidas, fibras e bags (particulas), sendo assim avaliou-se
0 comportamento reologico das solugdes poliméricas, visando entender como
tais estruturas foram formadas. As bags foram escolhidas para serem usadas
como modelo de incorporagdo de vitamina C, apresentando eficiéncia de
incorporacdo de aproximadamente 73,3%, além de ter uma rapida liberacdo (5
minutos). Adicionalmente, as estruturas produzidas possuem um perfil de
liberacdo reprodutivel, mostrando-se com potencial para fabricacdo de sistemas
para incorporacdo e liberacdo de vitamina C, preservando suas caracteristicas

fisico-quimicas.



ABSTRACT
Zein microstructures obtained by solution blow spinning aiming

at the incorporation and slow release of vitamin C

The development of functional micro/nanostructures for use in the agricultural
area is relevant and has the potential to reduce the consumption of inputs with
improved efficiency of the final product. In this context, the production of
polymeric structures by solution blow spinning (SB-Spinning) has been
proposed as a valuable technique for allowing the production of fibrous
structures in micro/nanometric scale with high production rate and in-situ
applications. Currently, SB-Spinning has been mostly used in the production of
fibers, which are used purely or as a matrix for carrying chemical additives to
provide the fiber more functionalities for varied applications. This work aims to
evaluate the wuse of SB-Spinning technique in the production of
micro/nanostructures of zeins as fibers and particles, aiming to use them as
matrices for incorporation of vitamin C for slow release applications, which find
application in fish dietary. Two structures were obtained as fibers and "bags"
(particles), being thus evaluated the rheological behavior of the polymer
solutions, in order to understand how such structures were formed. The "bags"
were chosen to be used as a model of incorporation of vitamin C presenting an
incorporation efficiency of about 73,3%, besides having a fast release (5
minutes). In addition, the produced structures presented a reproducible release
profile, showing potential for the production of systems for the incorporation

and release of vitamin C, preserving their physical and chemical characteristics.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO AO TRABALHO

1.1- INTRODUCAO

O crescimento populacional mundial é um fenémeno que traz
grandes preocupagdes quando se trata da questdo de seguranca alimentar e do
fornecimento de alimentos seguros & populacdo. Segundo Kim e colaboradores®,
estima-se que até 2030 a populagdo mundial seja de 8,5 bilhdes de pessoas, 0
que demandara um aumento em torno de 50% da producdo de alimentos para
suprir as necessidades dessa populacdo. Desta forma, o setor do agronegocio, ja
de grande importancia para o Brasil, tera um papel ainda mais relevante no
aumento da producdo e melhora da qualidade de alimentos?. O setor do
agronegécio vem atuando para corresponder a essas demandas através do
desenvolvimento de novas tecnologias e melhora daquelas ja existentes de modo
a aumentar a eficiéncia de producfo agrocopecuéria **.

Dentre as novas tecnologias, destaca-se a area de nanotecnologia, a
qual se baseia no desenvolvimento e emprego de materiais na escala
nanomeétrica, 0s quais possuem caracteristicas melhoradas em relacdo ao mesmo

material na escala macro- e micrométrica °

. O uso dessas tecnologias no
agronegocio é extremamente relevante levando em consideracdo a importancia
econémica que tal area apresenta mundialmente e em especial para o Brasil.
Destaca-se que a implementacdo desta tecnologia-no campo pode ajudar no
aumento da producdo de alimentos em areas reduzidas, prevencdo de doencas
em animais e diminuicdo da utilizacho de insumos agricolas e,
consequentemente diminuicao de residuos quimicos no meio ambiente *°.

A area de obtencdo e emprego de micro- e nanomateriais que agem
como carregadores de insumos agropecuarios, visando a posterior liberacdo

destes em meios diversos, como solo e 4gua ®, vem crescendo como alternativa



para melhoria do plantio e prevencio de residuos °. As matrizes de carregamento

e/ou encapsulantes devem ser capazes de liberar o material ativo no meio de

I 10-16

forma gradua , a fim de se ter uma liberacdo lenta ou controlada. Outra

carateristica importante refere-se as propriedades de degradabilidade da matriz,
a qual, por exemplo, deve possuir tempo de degradacéo total maior do que o do

insumo, para que ocorra inicialmente a liberacdo gradual deste e somente

quando esta finalizar, a matriz se degrade totalmente °*'.

Macromoléculas naturais com propriedades biodegradaveis estdo

sendo empregada no desenvolvimento de micro- e nano-carreadores de insumos

14,18-23

agricolas Estas macromoléculas sdo obtidas de fontes renovaveis e

naturais abundantes no meio ambiente. Diversos materiais de fonte renovavel
estdo sendo bastante empregados nessa area ***. Dentre eles, a macromolécula

natural de interesse € a zeina, a qual corresponde a 80% das prolaminas

encontradas no milho, e é um subproduto da producdo do amido *?°,

apresentando caracteristicas de barreira a oxigénio e gas carbonico,
biocompatibilidade e biodegradabilidade *’. Este material tem sido aplicado nas

areas de desenvolvimento de embalagens *, matrizes de transporte em escala

29-31 27,32

micro/nanometrica , engenharia de tecidos e liberacdo controlada *°. Na

literatura ha trabalhos que reportam a incorporacdo de antigenos %%,

antibiéticos *°, enzimas * e parasiticidas % em matrizes de zeinas. As matrizes

de incorporacdo variam sua forma estrutural, sendo as mais comuns estruturas

35-37 38,39

de particulas (capsulas e esferas) e na forma de fibras

Nesse contexto, metodologias que possam ser empregadas para o
processamento de zeinas, visando a obtencdo de micro- e nanoestruturas séo de

grande valor tecnolégico. Uma das principais técnicas atuais para obtencdo de

40-44 45-48

nanoestruturas séo a eletrofiacdo e fiacdo por sopro em solucdo (FSS)

49,50 51-55 56-61

para obtencdo de fibras , € 0 spray drier e eletrospray para a



obtencdo de particulas, cujas técnicas foram ainda muito pouco exploradas
empregando zeina como material base. Assim, neste trabalho foi utilizada a
técnica de fiacdo por sopro em solucdo para a obtencdo de particulas e fibras de
zeina visando a utilizacdo desta como matriz de incorporacdo de vitamina C, a
fim de usa-lo como modelo de liberacdo. Um dos interesses na vitamina C é o
seu emprego na suplementacdo de racdo de peixes visto que esta é essencial em

algumas fases metabdlicas relacionadas ao desenvolvimento do animal 2% .

1.2 - ORGANIZACAO DO TRABALHO

Esta tese esta dividida da seguinte forma:

- O Capitulo 1 apresenta a motivacdo e o objetivo principal do
trabalho, os materiais empregados, métodos de obtencdo e caracterizacdo das
estruturas de zeina, os quais foram utilizados em todas as etapas de execucao
deste projeto de doutorado;

- O Capitulo 2 apresenta em detalnes o desenvolvimento de
micro/nanoestruturas de zeinas pela técnica de fiacdo por sopro em solucéo;

- O Capitulo 3 apresenta os resultados referentes a producéo e
caracterizacdo de micro/nanoestruturas de zeinas incorporadas com vitamina C
com potencial aplicacdo na piscicultura;

- O capitulo 4 apresenta as conclusdes e perspectivas futuras.

No final da tese sera apresentado a secdo de referéncias bibliograficas e um
Apéndice referente as publicacdes realizadas no periodo de desenvolvimento do

doutorado.

1.3-0OBJETIVO

O projeto desenvolvido teve como objetivo a producdo de

micro/nanoestruturas de zeinas pela técnica de fiacdo por sopro em solucdo



(FSS) como uma rota alternativa de incorporagdo e/ou encapsulamento de

vitamina C (modelo) para liberacdo lenta de insumos agricolas.
1.4 - MATERIAIS E METODOS GERAIS

1. 4.1 — Materiais

A Zeina utilizada foi obtida da SigmaAldrich (Cddigo Z3625).
Como solventes, foram utilizados acético glacial PA ACS (Dinamica) e alcool
etilico absoluto PA ACS (Reatec). A vitamina C (acido ascorbico) utilizada foi

comprada em farméacia de manipulacéo da regido.

1. 4. 2 — Fiacdo por Sopro em Solucdo (FSS/SBS/SB-Spinning)

A técnica de fiacdo por sopro em solucdo — FSS (Solution Blow
Spinning — SB-Spinning), desenvolvida por Medeiros e colaboradores *°, é
empregada na producdo de micro/nanofibras poliméricas e compositas,
apresentando como maiores vantagens a alta produtividade, simplicidade de
manuseio e a ndo utilizacdo de tensdo elétrica (caso da eletrofiacdo) sendo ideal
para aplicacdes in situ. Por meio de elevadas forcas de arraste e sustentacao
aerodinamica que se formam na superficie da solucdo polimérica, tem-se a
formacdo de uma manta de néo tecido, a qual é coletada pelo coletor. O arranjo
experimental da fiagdo por sopro em solucdo, ilustrado na FIGURA 1. 1,
consistiu de uma fonte de ar comprimido isento de Oleo (Schulz, modelo
10VL/200-2HP de um estagio) contendo um mandmetro (Matheson, modelo
22024-1) para regulacdo da pressao (p) e uma bomba ejetora de rosca (New Era
Pump Systems) para controle da taxa de eje¢do (p) da solucdo polimérica. Foi
usada uma seringa hipodérmica conectada a um capilar resistente a solventes
organicos (Fluran HCA F-5500-A, Ismatec) sendo tudo acoplado a um bico

composto por agulha concéntrica centralizada. A coleta das amostras foi feita



em um sistema de controle rotacional (), posicionado a uma distancia de
trabalho (d).

B- Distancia de trabalho (d) Estruturas

Fibras “Bags”

Manémetro

Ar comprimido —+ .
Coletor

- A

' Bocal FSS e B
agulha

Bomba de ejecdo
.
A - Bocal FSS e agulha (Cilindro concéntrico) {outrasvisses . . ]

Secg¢do transversal 1

Ar comprimido—>| = \“, 4
Solugdo polimérica—. N . f\\-,

Ar compn’mido—»_u_[, . ‘ | 2/(.*,‘,

Cilindro externo Cllindrointerno de 3

ponta afunilada

- Cilindro externo

- Ar comprimido

- Cilindro interno de ponta afunilada (agulha)
- Solugdo polimérica

- Centralizador da agulha

Tipos de espagadores

Parafusos ——> s ¢<— Sélido

b o e "

FIGURA 1.1- Representacdo esquematica do aparato experimental do processo
de fiacdo por sopro em solucdo e suas variagdes de bocal.

P ———
UV BWwN -

1. 4. 3 - Tecnicas fisico-quimicas de caracterizacao

1. 4. 3. 1- Dicroismo Circular - DC
Os espectros de CD foram gravados usando um espectropolarimetro
JASCO J-720, com resolucdo de 1nm, acumulacdo de 1-10 tracos e com

varredura de 50 nm.min™', empregando-se uma cubeta de quartzo. O calculo da



porcentagem das estruturas secundarias foi realizado baseado na metodologia

descrita por Bicudo ®.

1. 4. 3. 2- Espectroscopia de Ressondncia Magnética Nuclear de Hidrogénio
(RMN *H)

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
foi empregada para a caracterizagao estrutural das amostras. Aproximadamente
10 mg de amostra foram solubilizados em 1 mL de solucdo de dimetilsulfoxido-
d6 (DMSO-d6). Apds solubilizacdo, a solugdo obtida foi transferida para tubo de
quartzo (§ = 5 mm). Os espectros de RMN *'H foram adquiridos em um
espectrometro modelo 400/54 Premiun Shielded (Marca Agilent Tecnologies)
operando a 400 MHz a 25 °C. A janela espectral utilizada foi 6,4 kHz (14 a 2

ppm), tempo medio de relaxacédo de 30 s e tempo medio de aquisi¢do de 5s.

1. 4. 3. 3- Reometria

As medicdes reologicas das solucdes de zeinas foram realizadas em
um redmetro Anton-PaarPhysica MCR 301, com geometria de cilindros
concéntricos (23,8mm e 27,6mm) e altura de 40 mm entre eles. As medidas
realizadas a 25°C e isentas de nitrogénio.

Para avaliacdo da viscosidade das solucGes em relacdo a taxa de
cisalhamento, utilizou-se 0 modelo de reometria rotacional, sendo utilizada para
coletada de dados uma faixa de taxa de cisalhamento 1 a 1000 s™. Também
foram usadas essas condicdes para avaliacdo do indice de pseudoplasticidade do
material. J& as avaliacbes do mddulo elastico e médulo viscoso das solucdes
foram realizadas por meio da reometria oscilatoria, sendo avaliado o
comportamento da solucéo na faixa de frequéncia angular de 0,1 a 200 rad.s™.

As analises oscilatorias foram realizadas antes das analises

rotacionais, pois ndo degradam a amostras. Todas as analises foram feitas em



triplicata com tempo de estabilizagcdo de 3 minutos antes de cada medida, sendo

coletados 30 pontos para cada analise.

1. 4. 3. 4 - Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As estruturas de zeinas obtidas antes e apds a incorporacdo da
vitamina C foram analisadas utilizando-se um microscopio eletrénico de
varredura (MEV) modelo JEOL 6510. As amostras foram recobertas com ouro
(espessura de 20nm) utilizando uma metalizadora Leica EM SCDO050.
Micrografias foram registradas em diferentes magnificacbes e na voltagem de
10kV.

Os diametros das estruturas foram avaliados por um software
analisador de imagens (Image J, National Institutes of Health, USA), sendo que
para cada amostra, o didmetro medio e sua distribuicdo foram determinados a
partir da analise de 100 estruturas aleatorias de cada micrografia. Para as
estruturas de bags padronizou-se como diametro a medida entre as bordas

externas.

1. 4. 3. 5 - Espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros na regido do infravermelho foram coletados através do
espectrometro FTIR Vertex 70 (Bruker), com médulo de ATR operando em
modo de refletancia. Utilizou-se a regido espectral de 4000 a 600 cm™, com
resolucdo espectral de 2 cm™. Os espectros foram tratados de acordo com
Forato e colaboradores®™, onde a verificacio das estruturas secundarias de
proteinas (a-hélice, folhas P, voltas B e irregulares) foi analisada por meio da
banda referente & amida | (1700-1600 cm™).

1. 4. 3. 6 — Andlises termogravimétricas (TG)



As analises termogravimétricas das amostras foram realizadas em
um equipamento Q500 TA Instruments em atmosfera de nitrogénio a um fluxo
de 20 mL.min™. Estas foram aquecidas de 25 a 800°C, com taxa de aquecimento
de 10°C.min™.

1.4. 3.7 - Difragdo de raio X (DRX)

Padrbes de difracdo de raio X das estruturas de zeinas com e sem
vitamina C foram obtidos utilizando um Difratbmetro Shimadzu XRD-6000
empregando radiacdo Cu Ka (A= 0,154 nm). Os espectros foram coletados com
velocidade de 1°.min™, com varredura de 5° a 35° (20). As amostras fabricadas
pela técnica de FSS foram removidas das folhas de aluminio e acomodadas
sobre um porta amostra de aluminio, para entdo serem submetidas as analises de
DRX.



CAPITULO2 — DESENVOLVIMENTO DE  MICRO/
NANOESTRUTURAS DE ZEINAS POR MEIO DA TECNICA
FIACAO POR SOPRO EM SOLUCAO (FSS)

21 - CONTEXTUALIZACAO COM JUSTIFICATIVA
TEORICA

Como mencionado no Capitulo 1, as zeinas sdo macromoléculas
potenciais para a producdo de matrizes carregadoras de materiais ativos %",
devido as suas propriedades de barreira a oxigénio e gas carbonico,
biocompatibilidade e biodegradabilidade °3* 7", A estrutura priméria da zeina
€ composta por residuos de aminoacidos apolares (leucina, prolina, alanina,
glicina, valina e outros), as quais a tornam altamente hidrofobicas, sendo,
portanto, insolGveis em &gua, mas sollveis em solucdes alcodlicas 2",

conforme ilustrado na FIGURA 2.1.



a hélice

Amino acidos

Foste: AAGOS, et 3l 1962

FIGURA 2.1- Estruturas possiveis da zeina. (a)Tubos formados por estruturas
terciarias a-hélice e (b) Estrutura de folha formada pelo pareamento de a-
hélices. Figura adaptada de .
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A producdo de estruturas de zeinas como matriz de incorporagdo e
encapsulamento de materiais ja& vem sendo empregada em diversas areas, por

exemplo, a producdo de capsulas e particulas de zeina pode ser realizada por

37,80 35,81

técnicas como separacéo de fases ", eletrospray *>°* entre outras **®

Ja a obtencdo de matriz como mantas de nanofibras pode ser

realizada pela técnica de eletrofiacdo 33835

Apesar de algumas destas
técnicas terem a possibilidade de aplicacdo em escala industrial, usualmente elas
necessitam de mais de uma etapa de processamento e aparato experimental
sofisticado, o que dificulta a aplicacdo in situ do material. Mesmo as técnicas de
eletrofiacdo e eletrospray, que garantem um material final (matriz e aditivo)
processado em uma uUnica etapa, ndo podem ser aplicadas in situ por
demandarem o uso de uma fonte de alta tensdo para obtencdo das estruturas.
Desta maneira, torna-se interessante a busca de rotas alternativas para obtencéo
de diferentes tipos de estruturas empregando técnicas simples e que tornem
possivel aplicacdo in situ. Neste sentido, a técnica de fiagdo por sopro em
solucdo, desenvolvida por Medeiros e colaboradores da Embrapa
Instrumentacdo e USDA (United Stade Departament Agriculture) *°, é uma
alternativa interessante para producdo de micro- e nanoestruturas para
aplicaces in situ. Esta técnica produz fibras com caracteristicas morfoldgicas
similares aquelas produzidas por eletrofiacdo, mas com maior produtividade e
sem necessidade de se utilizar forcas elétricas, mas sim forcas aerodinamicas
geradas por meio de um gas pressurizado, possibilitando a sua aplicacao in situ

1685 Esta técnica tem permitido a obtencdo de fibras para aplicacdes em

47,87

engenharia de tecido®”®, adsorcdo de poluentes *, liberacdo lenta de principios

ativos®®®

entre outras aplicacdes. Neste contexto, a obtencdo de fibras de zeina
por fiacdo por sopro em solucdo foi reportada pela primeira vez em 2016,

quando Liu e colaboradores ** conseguiram produzir fibras de zeina com &cido
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acetico como solvente. Apesar da técnica ter sido usada para obtencdo de fibras,
resolveu-se verificar a sua potencialidade para obtencdo de particulas de zeina.
Sendo assim, neste capitulo reportaremos o desenvolvimento diferentes
estruturas (fibras e particulas) de zeina pela técnica de fiacdo por sopro em
solucdo, como rota alternativa para producdo de matrizes para incorporacgéo e

encapsulacdo de materiais de interesse para liberacédo lenta.

2.2 -0OBJETIVO

Objetivou-se a producéo de estruturas (fibras e particulas) de zeinas
por meio da técnica de fiacdo por sopro em solucdo, variando-se parametros
experimentais a fim de melhorar as condigdes para obtencdo  das

micro/nanoestruturas.
2.3 - MATERIAIS E METODOS

2. 3. 1- Preparo da solucéo alcodlica e das solucGes poliméricas

- Solucgdes poliméricas: zeinas com &cido acético glacial

Para preparo das solucgdes, adicionou-se zeinas (sem nenhum
processo de purificacdo adicional), em acido acético glacial e manteve —se a
solucdo sob agitacdo magnética a temperatura controlada (27°C e 80°C), por
aproximadamente 2 horas. Tal adicdo foi realizada lentamente com o intuito de
evitar aglomeracdo das zeinas durante o processo de solubilizacéo. O recipiente
de solubilizacdo foi vedado para evitar a evaporacdo do solvente durante o

processo.

- Solucdes poliméricas: zeinas em solucdo etandlica 80%
Para preparo das solucbes de zeinas em solucdo alcodlica, o
processo utilizado foi similar ao empregado para sua solubilizacdo em acido

acetico. Inicialmente foi preparada a solucdo alcodlica 80%, utilizando agua
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destilada e etanol PA, e posteriormente as zeinas foram sendo adicionadas
gradualmente, para evitar a aglomeracao das mesmas. Foi utilizado um agitador
magnético com controle de temperatura. Manteve-se o recipiente utilizado

vedado para evitar a evaporagao do solvente durante a solubilizacéo.
2.4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

2. 4. 1 — Avaliacdo das estruturas de zeinas produzidas por Fiagdo por sopro em

solucdo

Considerando que as zeinas sdo soltveis em solugdes alcoolicas e
solucdes 4cidas * , optou-se trabalhar com o acido acético e com uma solugdo
etanolica 80% como solventes, na producdo das estruturas de zeinas por fiacdo
por sopro em solucao.

O processo de producéo de fibras por fiacdo por sopro em solucéo
estd associado as variaveis relacionadas ao proprio processo, as caracteristicas
da solucdo e ambientais, como ja mencionado no Capitulo 1. Sendo assim,
baseado na literatura, fixaram-se os parametros de: distancia de trabalho (d),
taxa de ejecdo da solugao polimérica (P), pressao do ar comprimido (p) e rotagao

4 A partir disso, foram verificadas as relacdes entre a

do coletor ()
concentracdo polimérica (c) e a formacdo de diferentes estruturas, quando
utilizado &cido acetico glacial e solucéo etandlica (80%), como solventes, além

da influéncia da temperatura durante o processo de solubiliza¢éo do polimero.

2. 4. 1. 1 - Efeito da concentracdo polimeérica (c) e temperatura durante o
processo de solubilizagéo.

As amostras 01 a 12 (TABELA 2.1) foram obtidas variando-se a
concentracdo polimérica (c) e a temperatura durante o processo de solubilizacéo.
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Manteve-se constante a distancia de trabalho (d = 60 cm), a taxa de ejecédo ( =

0,02mL.min™), pressdo do gas (p = 50 psi) e rotacdo do coletor (=200rpm).

TABELA 2.1- Condic6es de preparo das solucdes a base de zeina.

Amostras | Concentracéo (c) Solvente Temperatura de

(m/v) solubilizacéo (°C)
01 Zeina 24% Acido acético 27
02 Zeina 27% Acido acético 27
03 Zeina 30% Acido acético 27
04 Zeina 24% Acido acético 80
05 Zeina 27% Acido acético 80
06 Zeina 30% Acido acético 80
07 Zeina 24% Solucdo etanodlica 80% 27
08 Zeina 27% Solucéo etanolica 80% 27
09 Zeina 30% Solucdo etanolica 80% 27
10 Zeina 24% Solucéo etandlica 80% 80
11 Zeina 27% Solucdo etanolica 80% 80
12 Zeina 30% Solucéo etandlica 80% 80

Nas FIGURAS 2.2 e 2.3 sdo apresentadas as micrografias

eletrbnicas de varredura (MEV) das amostras obtidas com as condicdes

indicadas na TABELA 2.1, com &cido acético e com solucdo etandlica 80%

respectivamente. O uso destes solventes possibilitou a obtencdo de estruturas de
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zeina particulada, com geometria indefinida, as quais serdo abordadas como

bags.

Avaliacédo da temperatura de solubilizagcdo — acido acético
27°C 80°C

(a) 24% (m/v) (b) 24% (m/v)

:7;!;:"-

(€)  27% (m/v) (d) 27% (m/v)

(¢)  30% (m/v) M 30% (m/v)

SO0pm
PR,

FIGURA 2.2 - Microscopia eletrénica de varredura de estruturas de zeina
produzidas por fiacdo por sopro em solucdo empregando &cido acético. Sistema
de bico solido e temperatura de 27°C (a) 24% (m/v), (c) 27% (m/v) e (e) 30%
(m/v); e Sistema de bico solido e temperatura de 80°C (b) 24% (m/v), (d) 27%
(m/v) e (f) 30% (m/v).
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Avaliagao da temperatura de solubilizacdao — Solug¢ao etandlica 80%

Bico Parafuso Bico Sdlido Bico Solido

27°C 27°C 80°C

W1 2496 (m/v) ) _24% (miv) ' 1 24% (miv)

(@ 27% (miv)A (€ 27% (m/iv) 1 27%(m/v)

® 309 (M) " 30% (M/v) 4 30% (Miv)

FIGURA 2.3 - Microscopia eletrénica de varredura de estruturas de zeina
produzidas por fiacdo pro sopro em solucdo empregando solucdo etandlica 80%.
Sistema de bico com parafusos e temperatura de 27°C (a) 24% (m/v), (d) 27%
(m/v) e (g) 30% (m/v); Sistema de bico solido e temperatura de 27°C (b) 24%
(m/v), (e) 27% (m/v) e (h) 30% (m/v); Sistema de bico sélido e temperatura de
80°C (c) 24% (m/v), (f) 27% (m/v) e (i) 30% (m/v).

Para a amostra de zeina em &cido acético (FIGURA 2.3), o aumento
da temperatura durante o processo de solubilizacdo ndo se mostrou adequado
para a formacéo de fibras. Tal fato esta relacionado a diminuicdo da viscosidade
da solugdo com aquecimento, gerando um menor emaranhamento das cadeias
poliméricas **®*. J4 para as amostras obtidas com solucdo e etandlica 80%

(FIGURA 3.3) foi observado o comportamento oposto, ou seja, 0 aumento da
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temperatura durante o processo de solubilizagdo auxiliou no estiramento das
bag.

Em suma, os resultados obtidos indicam que o aumento da
temperatura durante o processo de solubilizagdo auxilia na formacdo de fibras
somente com a solucdo etandlica 80%. Sendo assim, manteve-se tal processo na
avaliacdo de outras concentragcfes visando a obtencdo de estruturas fibrosas. Ja
para a solucdo em &cido acético, manteve-se a temperatura de 27°C (ambiente)
durante o processo de solubilizacdo, pois o0 aquecimento ndo resultou na

formacao de fibras.

2. 4. 1. 2 - Efeito da concentragédo polimérica (c)

Na FIGURA 2.4 sdo apresentadas as micrografias das estruturas
obtidas com acido acético e solucdo etanolica 80%, respectivamente, para
diferentes concentracbes poliméricas, mantendo-se fixos os parametros: d = 60
cm, B = 0,02 mL.min-1 e p = 50 psi. As concentracfes poliméricas avaliadas
foram de 24, 27, 30 (FIGURA 2.3 e 2.4), 40 e 50 % (m/v) (FIGURA 2.5), sendo
obtidas na temperatura ambiente (27°C) para &cido acético e, a 80°C para

solucéo etanolica 80%.
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Avaliacao das concentracdes das solugdes poliméricas

Solucéo etandlica 80% Acido acético

80°C 27°C

(@) 4096 (miv) (b) 40% (miv)

100pm

100pm

FIGURA 2.4 - Microscopia eletronica de varredura de estruturas de estruturas de
zeina produzidas por fiagdo pro sopro em solucdo empregando solucdes de
zeinas pelo sistema de bico solido. Solucdo etandlica 80% e temperatura de
80°C (a) 40% (m/v) e (c) 50% (m/v); Acido acético e temperatura de 27°C (b)
40% (m/v) e (d) 50% (m/v).

Na FIGURA 2.4 (a) e (c), referente a solucdo etanolica 80%,
observa-se que ndo existe a formacdo de fibras, porém h& presenca de
estiramentos das bags mostrando uma tendéncia de formacao de fibras que pode
ser melhorado por meio de outras mudancas de variaveis experimentais. Além

disso, vale ressaltar que foram estudadas concentragfes de 60 e 70% (m/v),
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porém ndo foi possivel obter fibras devido a alta viscosidade da solucdo, o que
gerou a obstrucdo da agulha durante o processo de fiacéo.

Ja para as estruturas provenientes de solucGes de acido acético
(FIGURA 2.4 (b) e (d)), o aumento da concentracdo polimérica ocasionou a
formacéo de fibras, apesar de se observar a presenca de beads (defeitos gerados
pela instabilidade do jato polimérico durante o processo de fiacdo) e mesmo de
bags. Porém, ndo se nota aumento da formacdo de fibras formadas com o
aumento de concentracdo de 30% (FIGURA 2.2 e)). Para concentracdes de 60 e
70% (m/v) também ndo foi possivel obter fibras devido a alta viscosidade e
consequente obstrucdo da agulha.

O aumento da concentracdo polimérica (FIGURAS 2.2, 2.3 e 2.4)
gera um maior emaranhamento das cadeias poliméricas das zeinas, resultando
no aumento da viscosidade da solucdo polimérica, o que leva a um aumento da
estabilidade e estiramento da gota da solucdo gerando um aumento na tendéncia
de formacéo de fibras **®. Tal efeito foi observado para as solucdes obtidas com
acido acetico, onde o aumento da concentracdo tendeu a formacdo de fibras
(FIGURA 2.4 (b) e (d)).
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AVALIACAO DA INFLUENCIA DA CONCENTRACAO

CONCLUSOES:
Acido acético Solugdo etandlica ﬁ
1227°C T=80°C
40% m/v — Fibras 333’ m;v — Bags alongadas
24% m/v — Bags omM/V —Bags
T=27 %€
\24% m/v — Bags /

FIGURA 2.5 - Conclusoes gerais da avaliacdo da concentracdo polimeérica para
obtencgdo das estruturas de zeinas.

2.4. 1. 3 - Efeito da taxa de ejecdo da solugao polimérica (p)

O efeito da taxa de ejecdo da solugdo polimérica () na formagao de
estruturas fibrosas foi avaliado somente nas concentracGes de 24, 30 e 40%
(m/v) para acido acético a 27°C, e 27 e 40% (m/v) para solucdo etandlica 80% a
80°C. A escolha dessas concentracOes esta relacionada a formacdo das bags e de
fibras, para ambos os solventes e temperaturas de solubilizacéo polimérica.

A taxa de ejecdo polimérica foi avaliada em 0,02 mL.min™ (taxa
empregada nos estudos abordados nos tdpicos 2.4. 1.2 e 2.4. 1.3) e 0,06 mL.min
! mantendo-se constantes a pressdo (p = 50psi) e a distancia de trabalho (d =
60cm).

Na FIGURA 2.6 observa-se que a variacdo da taxa de ejecdo da
solugéo polimerica resulta em um estiramento eficiente das bags dando origem a
fibras nas concentragbes de 30 e 40% (m/v), sendo que as fibras ficam mais
definidas e sem defeitos com a concentracdo de 40% (m/v) (FIGURA 2.6 (f)). Ja
para as solucdes obtidas com solucdo etandlica (FIGURA 2.8), 0 aumento na
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taxa de ejecdo da solucdo nédo foi capaz de causar um estiramento efetivo das
bags para formar fibras. O que se observa é que com a taxa menor, na
concentracdo de 27% de zeina, ja € possivel observar o alongamento das bags, o
que ndo ocorre para uma maior taxa de ejecao para a mesma concentracao.
Taxas de ejecdo maiores proporcionam a formacdo de jatos de
solucdo polimérica mais estavel, o que favorece o estiramento e a formacao de
fibras. Para taxas de ejecdo mais baixas, numa dada pressao, a gota polimérica é
menor e mais facilmente “arremessada” ao coletor, levando a um menor tempo
para estabilizacdo do jato polimeérico, assim como levando a maior formacéo de

fibras com defeitos e bags.
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Avaliacao da taxa de ejegcao polimérica

Acido acético e bico sélido

0,02 mL.min™ 0,06 mL.min™

(a) 24% (m/v) - (b) 24% (m/v)

S0pm

(¢) 30% (m/v) , (d) [730% (mAY: " \ad ‘

(e) 40% (m/v) | () 40% (miv)

FIGURA 2.6 - Microscopia eletronica de varredura de estruturas de zeinas
produzidas por fiacdo por sopro em solucédo utilizando sistema de bico sélido,
com &cido acético e temperatura de 27°C. Taxa de ejecdo da solucdo polimérica
de 0,02 mL.min™ . (a) 24% (m/v), (c) 30% (m/v) e (e) 40% (m/v); Taxa de
ejecdo da solugdo polimérica de 0,06 mL.mi™ (b) 24% (m/v), (d) 30% (m/v) e (f)
40% (m/v).

22



Avaliacdo da taxa de ejecdo polimérica

Solucéo etanolica e bico solido

0,02 mL.min* 0,06 mL.min*

(@) 27% (M) 3 (b)  279% (miv)

SOpm 100pum

(€)  409% (miv) H).740% (miv)

100pm

FIGURA 2.7 - Microscopia eletronica de varredura de estruturas de zeinas
produzidas pelo sistema de bico solido, com solucdo etandlica 80% e
temperatura de 80°C. Taxa de ejecdo da solucé@o polimérica de 0,02 mL.min-1 .
(@) 27% (m/v) e (c) 40% (m/v); Taxa de ejecdo de ejecdo da solucdo polimérica
de 0,06 mL.min* (b) 27% (m/v) e (d) 40% (m/v).
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AVALIACAO DA INFLUENCIA DA TAXA DE VAZAO

CONCLUSQOES:
Acido acético , Solugdo etandlica —————
T=27°C-0,06 mL.min! T=80°C- 0,06 mL.min*

40% m/v — Fibras 27% m/v — Bags

9 >
24% m/v Bags 40% m/v — Bags com maior

estiramento

CONDICOES FIXAS _ _¢_

Distancia de trabalho: 60 ¢cm Vlablllzara
Pressdo do ar : 50 psi fomjacao de
Coletor rotacional: 200 rpm S fibras Al

FIGURA 2. 8- Conclusbes gerais da avaliacdo da influencia da taxa de ejecao
da solucédo polimérica para obtencgéo das estruturas de zeinas.

2. 4.1 - Estruturas selecionadas

Dados os resultados da avaliacdo do efeito de algumas varidveis na
formacéo de diferentes estruturas de zeinas foi possivel especificar as variaveis
para obtencdo das estruturas de bags e fibras, para ambos 0s solventes
(TABELA 2.2).

A FIGURA 2.9 mostra as estruturas de zeinas selecionadas, ou seja,
as melhores estruturas obtidas para as solugdes poliméricas, levando-se em
consideracdo os efeitos das variaveis (c), (B) ¢ temperatura de solubilizagdo,
para ambos os solventes. Observou-se que a formacao de fibras s6 ocorreu para
as solucdes obtidas com acido acético.

Na TABELA 2.2 é mostrado o valor medio dos diametros das
estruturas validadas. Nota-se que entre as bags obtidas com solugédo etanolica

80% ha uma diferenca significativa em relacdo a temperatura empregada durante
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0 processo de solubilizacdo. As bags obtidas com solugédo a 80°C possuiram um
menor didmetro médio (20+10 pum) em comparagdo com as de 27°C (40£11
um). Tal resultado é justificado pelo fato da maior temperatura diminuir a
viscosidade da solugcdo polimérica, cuja gota € mais facilmente arrastada pelo
jato de ar, dando origem a estruturas menores. Se ndo houvesse influéncia da
temperatura, seria esperado que as bags obtidas com ¢c=27% m/v tivessem maior
didmetro médio, devido a maior concentragdo de polimeros na solucdo e,
consequentemente maior emaranhamento. Ao avaliarmos as bags obtidas com
diferentes solventes na mesma temperatura de solubilizacdo e mesma
concentracdo (24%), observou-se um maior didmetro médio para a solugéo
etanoica 80%. Porém, ao compararmos as estruturas obtidas com concentracdes
de 27% (80°C) e 24% (27°C), observa-se que ambas possuem diametro médio
proximos, de 20x10 e 18+11 pum,

respectivamente, indicando que as

viscosidades podem estar proximas.

TABELA 2.2 - Condi¢cOes empregadas no processo de fiacdo por sopro em

solucdo e didmetro medio para estruturas de zeina obtidas.
Bags Bags Bags Fibras
Concentracao (c) (m/v) | Zeina Zeina Zeina Zeina40%
24% 27% 24%
Solvente Solugdo | Solugdo | Acido Acido
etanolica | etanolica | acético acetico
80% 80%
Temperatura 27°C 80°C 27°C 27°C
(solubilizagdo) (Ts)
Taxa de ejecao (P) 0,02 0,06 0,06 0,06
(mL.min™)
Pressdo ar comprimido 50 50 50 50
(p) (PSI)
Distancia de trabalho 60 60 60 60
(d) (cm)
Didmetro médio (um) 40£11 20£10 | 18+11 |0,556+0,193
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FIGURA 2.9- - Microscopia eletronica de varredura de estruturas de zeinas
produzidas por fiacdo por sopro em solucdo obtidas com solucdo etandlica 80%
Bags (a) Zeina 24% m/v, = 0,06mL.min-1, d=60 cm, p=50 PSI e Ts= 27°C; (b)
Zeina 27% m/v, = 0,02mL.min-1, d=60 cm, p=50 PSI e Ts=80°C. Microscopia
eletronica de varredura de estruturas de zeinas obtidas com acido acético - Bags
(c) Zeina 24% m/v, B= 0,06 mL.min™, d=60 cm, p=50 PSI e T,= 27°C; Fibras
(d)Zeina 40% m/v, p= 0,06mL.min"*, d=60 cm, p=50 PSl e T,= 27°C.

2. 4. 2 - Caracterizagéo e determinagédo das estruturas secundarias das estruturas
de zeina selecionadas

A fim de verificar possiveis alteracdes fisico-quimicas da zeina de
partida decorrentes do processo de fiacdo por sopro em solucéo, assim como de
diferentes solventes e temperatura durante o processo de solubilizacdo, foram
realizadas algumas caracterizacdes fisico-quimicas para as estruturas obtidas

validadas.
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A FIGURA 2.10 apresenta os espectros de dicroismo circular (DC)
obtidos para todas as estruturas validadas de zeina, com ambos os solventes.
Todos os espectros sdo caracterizados por um pico largo negativo por volta de
228 nm, o qual é caracteristico da estrutura secundéria o — hélice ***°. Observa-
se que ndo houve degradacdo da estrutura secundaria da zeina (a — hélice) e a
mesma manteve-se predominante ap0s o processo de producdo das estruturas
pela técnica de fiacdo por sopro em solucdo, independente do solvente

empregado, conforme mostrado na TABELA 2.3.

TABELA 2.3- Ocorréncia de estruturas secundarias para bags e fibras de zeinas,
obtidas pela técnica de fiacdo por sopro em solucéo.

Zeina de Bags Bags Bags | Fibras
partida | (EtOH:H,O) | (EtOH:H 0) | (acido) | (acido)
80°C 27°C 2r°C |27°C
0— 98,4% 99,1% 95,9% 99,0% 99,5%
hélice
B- 4,1%
folhas
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FIGURA 2.10- Espectros CD de diferentes estruturas de zeinas obtidas pela
técnica de fiacdo por sopro em solucgéo.

Por meio da técnica de espectroscopia de RMN de 'H, mostrado na
FIGURA 2.11, observa-se sinais em aproximadamente 8 ppm, 2,8 ppm, de 2 a
1ppm, os quais sdo referentes aos grupos quimicos presentes na zeina®
(TABELA 2.4). Também sdo observados os sinais referentes aos solventes
(DMSO e HDO) além do aparecimento do sinal caracteristico do acido acético
nas amostras de bags e fibras obtidas por meio desse solvente. Porém nota-se
que a utilizacdo de solventes diferentes (assim como o processo de fiacédo
propriamente) ndo interferiu na estrutura da zeina, ou seja, ndo houve processo

de degradacéo perceptivel pelas técnicas de RMN 'H e DC.
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FIGURA 2.11 - Espectros de RMN *H para estruturas de zeinas obtidas por SB-
Spinning. (a) espectro completo e (b) espectro em destaque para a regido de 4 —
0 ppm.
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TABELA 2.4- Grupos quimicos observados por RMN *H %,

'/
R

:

N

H',
0y
v""i‘N ‘“H

Hy

NH,

Indicacdo | Deslocamento | Grupos quimicos

na figura | quimico (ppm)

2-4 1,2 CH,

5 2,9 CH, (da amina secundaria)
6 8,0 NH,

diferentes estruturas de zeina obtidas.

A FIGURA 2.12 apresenta o grafico dos espectros de FTIR das

Nele encontram-se as bandas

caracteristicas > da zeina referente as amidas A (3287 cm™), 1 (1641 cm™), 1l

(1525 cm™) e Il (1232 cm™), porém ndo se observa nenhuma diferenca

significativa entre os espectros. Como trabalho futuro, sugere-se realizar o

estudo detalhado da amida I.t. A banda da amida | esta relacionada,

principalmente, ao estiramento da ligacdo C=0O presente na ligacdo peptidica,

sendo este sensivel as mudancas nas conformacdes das estruturas secundarias. A

banda referente a amida Il esta relacionada ao estiramento e dobramento da

ligacdo CN e NH, respectivamente. Por fim, a banda larga relacionada a amida

A estd atrelada principalmente ao estiramento do grupo NH ®>.
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FIGURA 2.12- Espectros de FTIR para as estruturas de zeina obtidas por fiacéo

por sopro em solucdo, por meio de diferentes solventes e temperatura de
solubilizacéo.
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Na FIGURA 2.13 é apresentado o difratograma de raio X das
amostras que foram selecionadas ap6s o0 estudo de algumas varidveis do
processo e da solucdo, onde observa-se dois picos de difragdo, em 9,1° e 20,2°.
Nota-se que a cristalinidade das amostras ndo se alterou com a mudanca de
solvente, mas observa-se que as fibras possuem uma maior cristalinidade,
oriunda do processo de estiramento durante o processo de fiacdo, diferentemente

do que ocorre com as bags.

7() 7°
9.1° | ,w..\, iy Fibra (CH3COOH - 80°C)
".- ‘ 'l’?\ o
i * ‘if"' Yu Y WAl
M | "L ' oL )
r d W i »“y"" 1 ™ it TVl
o [ "~ Bag (CH;COOH - 80°C)
< ,mww,ww 3
= A*'W """L"M\w oo
R%) P " L : R i LT
o falapy QAT f“ ;
= Bag (EtOH:H,0 - 80°C)
— WA“J“.’ \"."l’“\-'ww ‘#" "y
n w'*"’iJ“""‘r (LTI IM‘ e A Witairdan,
W L A U
Bag (EtOH:H,O0 - 27°C)
W"‘W‘MN "
#“MM "**‘W«ummn
o L T 3 iy
' T v T ' T v T v T v
5 10 15 20 25 30 35

260

FIGURA 2.13 - Espectro de difracéo de raio X para as amostras de diferentes
estruturas de zeina obtidas pela técnica de fiacdo por sopro em solucéo.
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2. 4. 3 - Caracterizacdo reologica das solucdes contendo zeinas

O estudo reologico das solugdes empregadas para obtencdo das
estruturas de zeinas foi realizado com diversas concentracdes (1; 4; 7; 10; 13;
16; 18; 21; 24; 27; 30; 40 e 50% m/v), para ambos 0s solventes (acido acético e
solucdo etandlica 80%). Duas avaliacGes reoldgicas foram estudadas: sistema
rotacional e sistema oscilatorio. Tais estudos sdo importantes por contribuirem
no entendimento da formacéo das bags e fibras, pois por meio destas analises é
possivel verificar o comportamento da viscosidade em relacdo a concentracao da
solugdo, a qual influencia na obtencdo de diferentes estruturas pela técnica
fiacdo por sopro em solucdo.®

Para o estudo reoldgico em modo rotacional, as viscosidades foram
avaliadas a uma taxa de cisalhamento fixa de 1s™ a 25 °C. Na FIGURA 2.14 é
apresentado o grafico do comportamento do fluido, por meio do indice de
pseudoplasticidade, em relacdo ao aumento da concentracdo da solucéo
polimérica, para as solucdes a base de acido acetico e solucdo etanoica 80%. Os
fluidos poliméricos podem possuir algumas caracteristicas de acordo com a
faixa estabelecida do indice de pseudoplasticidade; sendo assim quando este for
igual a 1 (n=1) temos um comportamento de fluido newtoniano, e para valores
menores que 1 (n < 1) e maiores que 1 (n > 1) temos comportamento de

pseudoplastico e dilatante, respectivamente®®’

. Dessa forma, a analise da
FIGURA 2.13 demonstra que para ambos solventes, as solugbes possuem
comportamento de fluidos newtonianos, se distanciando levemente desta

caracteristica em concentragdes mais altas (acima de 50%).
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FIGURA 2.24 - Indice de pseudoplasticidade em funcdo da concentragio de
zeina, para os solventes acido acético e solucdo etandlica 80%.

Outro ponto relevante € a analise dos regimes de diluicdo das
solugbes polimeéricas. Quando se tem um fluido com comportamento
newtoniano, ao aumentar a concentracdo da solucdo polimeérica, a viscosidade
dindmica tende a aumentar linearmente. Na FIGURA 2.15 é mostrado o grafico
com os diferentes regimes de diluicdo das solucbes polimericas, 0os quais foram
determinados pela diferenga de inclinagdo da curva de tendéncia (coeficiente
angular da equacéo da reta).

Na FIGURA 2.15-a ¢ apresentado os regimes de dilui¢do para as
solucdes preparadas com &cido acético, na qual temos a presenca de trés regimes
de diluicdo: diluido (0,00141), semidiluido (0,05763) e concentrado (0,18455).

Para as solucdes obtidas com solucdo etandlica 80% (FIGURA 2.13-b) também
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foram observados trés regimes de diluicdo: diluido (0,00104), semidiluido
(0,01011) e concentrado (0,02125). A transicdo do regime diluido para o
semidiluido ocorreu em torno de 27 % e 20% m/v de zeina para acido acético e
solugéo etanolica, respectivamente. Essa transicdo pode ser caracterizada pelo
inicio do emaranhamento das cadeias poliméricas, podendo caracterizar a
concentracdo critica para inicio do processo de fiacdo. A transicdo do regime
semidiluido para o concentrado ocorreu em 50% m/v de zeina para acido acético
e, para a solucdo etanoica por volta de 40% m/v. Este ponto indica o inicio de
um elevado grau de emaranhamento das cadeias poliméricas, no qual pequenos
aumentos na concentracdo de zeina aumentam significativamente a viscosidade
das solucgOes, evidenciados pela inclinagdo mais acentuada da reta. Porem, ao
compararmos os graficos de regimes de diluicdo para as solu¢bes de ambos os
solventes, nota-se que 0 aumento da concentracdo da solucdo gera um aumento
da viscosidade mais pronunciado quando esta € obtida com acido acético.

Para as solucdes obtidas com a solugéo etanoica € observado que a
concentracdo afeta a viscosidade da solucdo de modo acentuado. No regime
semidiluido as solucdes obtidas com acido acético possuem maior viscosidade
do que as mesmas concentra¢bes com solucéo etanoica. Tal fato é resultado da
interacdo de ambos 0s solventes com a zeina durante o processo de dissolucao.
A literatura relata ™ que o 4cido acético solubiliza melhor a zeina, pois é capaz
de protonar alguns grupos dos aminoacidos das zeinas mais rapidamente do que
a solucdo etanoica. O grupo hidroxila (—OH) da carboxila do acido aceético é
facilmente desprotonavel em relacéo ao grupo hidroxila caracteristico do alcool,

resultando em uma melhor solubilidade da zeina em 4cido (FIGURA 2.15) ”°.
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FIGURA 2.34 - Viscosidade dindmica (n = 3) em fungdo da concentracdo de
zeina. (@) com 4cido acético e (b) solucdo etanolica 80%. Os valores
apresentados na parte superior esquerda do grafico referem-se a inclinacédo das

retas.

O ensaio reoldgico oscilatorio

comportamento elastico (G”) e viscoso (G’’)

traz informacbes sobre o

das solugdes poliméricas. Para
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melhor verificacdo do efeito do comportamento elastico e viscoso em relagdo as
concentracdo das solucdes, foi analisado o valor de tand, o qual corresponde a
razdo entre G’ ¢ G’ (tand = G**/G’) **". Assim, a FIGURA 2.15 apresenta 0s
gréficos de tand, G’ e G’ para as solugdes preparadas por ambos solventes. Na
FIGURA 2.15-a observa-se que G’ aumenta ligeiramente com a concentragao,
mas nao ha tendéncia clara. O aumento de G’ com a frequéncia indica uma

%97 'O mesmo

estrutura com mobilidade (tipico de liquido e géis fracos)
comportamento € observado para as solugbes obtidas com 4acido acético

(FIGURA 2.15-d).
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FIGURA 2.4 - Ensaios de reologia oscilatoria. Modulo de armazenamento G’
(componente elastica) medio (n = 2) em funcdo da frequéncia de oscilacdo das
solugOes de zeina (a) para solucdo etanolica e (d) para &cido acético; Modulo de
perda G’ (componente viscosa) médio (n = 2) em funcdo da frequéncia de
oscilacdo das solucbes de zeina (b) para solucdo etanodlica e (e) para acido
acetico; Tand (tand = G”’/G’) médio (n = 2) em func¢do da frequéncia de
oscilacdo das solucdes de zeina (c) para solucdo etandlica e (f) para acido
acetico.

A anélise do comportamento do modulo viscoso para ambos 0S
solventes (FIGURA 2.15 — b e ¢) demonstra uma tendéncia mais clara, pois
quando G’ aumenta com a frequéncia, tem-se um comportamento tipico de
liquido e géis fracos, ou seja, a estrutura possui certa mobilidade. Ao se
comparar o comportamento de G’” ¢ G’ observa-se que, em geral, G’* possui um

valor superior em relacdo ao G’, o que confere as solugdes um comportamento
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mais de liquido que solido para todas as concentracdes. Tal evidencia é melhor
observada quando se analisa o grafico de tand (tané = G”’/G”).

Na FIGURA 2.15 ¢ - f € apresentado o grafico de tand em relacéo
as diferentes concentracdes das solugbes de zeina para solugéo etandlica e 4cida
acetico, respectivamente. Observa-se que ha uma boa correlacdo do aumento do
tand com a concentracdo das solucdes para ambos os solventes. Tand diminui
com a frequéncia, porém apenas para as solucdes de 1 e 10% os valores séo
abaixo de 1, confirmando o comportamento mais de liquido que sélido para
concentracgdes acima de 10%.

Visando a comparacdo de ambos os sistemas, o0 valor de frequéncia
angular em 10 Hz foi fixado e entdo avaliado o valor de tané em funcdo das
concentracdes das solugdes poliméricas para ambos os solventes (FIGURA
2.16). Observa-se que o sistema possui um comportamento mais pronunciado
de liquido do que de sdlido para concentracdes acima de 1%. Além disso,
observa-se que os valores de tand sdo bem maiores para as solu¢des obtidas com
acido acetico, o que demonstra que tal solvente possui melhor interacdo com a

zeina, o que também foi observado na FIGURA 2.14 ™.
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FIGURA 2.5 - Gréfico de tand em func¢do das diferentes concentragcdes de
solugdes poliméricas, para acido acético e solugéo etandlica 80%.

Aminoacidos presentes na zeina
NH

O
I§ O
o | T | v

protonaveis Agua
H3C // Arginina

Acido acético O Etano
N I§

Facilmente (/ / OH . e
desprotonavel 0 HN Mais dificil
@ { N\ desprotonar
OH Histidina
Lisina Parcial inchamento,
se comporta como
Total dissolugao sistema coloidal

FIGURA 2.16 - Grupos protonaveis e desprotonaveis da zeina e dos solventes
agua, etanol e cido acético.

Como consequéncia, a obtencdo de bags e fibras para ambos os
solventes esta relacionado aos parametros experimentais da técnica fiacdo por

sopro em solucdo, assim como ao perfil reologico das solucdes poliméricas.
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Oliveira e colaboradores

relatam que, para FSS, uma alta viscosidade da
solugdo polimérica diminui a segregacdo das moléculas de solvente, o que
ocasiona uma maior interacdo entre as moléculas de solvente e as cadeias
poliméricas. Desta forma, quando a gota polimérica, presente na ponta da
agulha, é estirada pela influéncia das forcas de arraste do ar comprimido, as
moléculas do solvente ndo se aglomeram com o emaranhado de cadeias
poliméricas da solucéo, o que resulta em uma menor tendéncia de formacéo de
particulas. Porém, vale ressaltar que algumas solucdes, mesmo se encontrando
no regime diluido, ndo favorecem a formacédo de fibras, conforme observado
para as solugdes poliméricas baseadas em solucdo etanoica. Yu e colaboradores
% demonstraram em seu trabalho que a elasticidade da solucdo polimérica
(viscosidade extensional) ndo esta totalmente atrelada aos emaranhamentos
poliméricos da solucdo; desta forma pode-se obter fibras uniformes quando a
solugdo polimérica possui resposta elastica suficientemente forte, mesmo que
estas estejam em regime diluido.

Desta forma, ao se buscar a formacédo de bags por fiacdo por sopro
em solucdo, é necessario que a solucdo polimérica se encontre em regime
diluido ou inicio de regime semidiluido, o que ndo garante que a viscosidade
extencional durante todo o estiramento seja alta, gerando a instabilidade do jato
%8, Ja a formacéo de fibras se intensifica quando temos solucdes poliméricas em
regimes semidiluidos. Porém, solugbes em regimes concentrados tendem a

45,46,48

produzir fibras com morfologias diferentes guando se formam, e obstruem

o orificio da agulha impossibilitando a passagem da solucéo polimérica.

2.5- CONCLUSAO PARCIAL — CAPITULO 2

A formacéo de diferentes estruturas de zeina pela técnica de fiacdo
por sopro em solucdo mostrou-se promissora como uma rota alternativa para

obtencdo de particulas (bags) e fibras. Tal resultado € interessante, pois estende
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ainda mais a possibilidade de aplicacdo in situ das estruturas de zeinas, seja para
liberacdo lenta como também para engenharia de tecidos.

Sobre a avalicdo dos parametros referentes a solucdo, conclui-se
que o aquecimento a 80°C das solugdes preparadas com solucdo etandlica e com
acido ndo afetam efetivamente as estruturas secundarias da zeina. Porém, o uso
de solucdes etanodlicas possibilitou o maior estiramento das gotas poliméricas
durante o processo de fiacdo. Ja para as solu¢es com acido acético, tal processo
diminuiu a viscosidade da solucdo e consequentemente ndo houve melhora no
estiramento da gota.

Em relacdo a concentracdo polimérica, conclui-se que seu aumento
acarreta em uma maior possibilidade de formacao de fibras de zeina. Contudo,
mesmo em concentracdes altas, ndo foi possivel obter fibras de zeina com
solucdo etanolica. Assim, a formacdo de fibras somente ocorreu para as solugdes
de &cido acetico, devido a melhor interacéo deste com a zeina. Ja a formacéo de

bags foi obtida para ambos os solventes, acido acético e solugéo etandlica 80%.
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CAPITULO 3 — MICRO/NANOESTRUTURAS DE ZEINAS
COM VITAMINA C INCORPORADA

3.1 - CONTEXTUALIZACAO E MOTIVACAO

De acordo com SCHULTER % o crescimento populacional
mundial gera grande preocupacdo em relacdo a seguranca alimentar e
sustentabilidade ambiental, constituindo-se como um dos principais desafios a
serem enfrentados nas proximas décadas. O Brasil (FAO 2016) € um dos
principais paises produtores de carne bovina, suina e de frango, porém ainda
possui pouca produtividade em relacdo a producdo de pescado, mesmo
possuindo uma grande area hidrica. A piscicultura ganha cada vez mais destaque
no cenadrio mundial, visto que animais aquaticos possuem um alto valor
nutricional com baixo teor de gordura, além de serem fonte de dmegas, suprindo
alguns nutrientes que n&o sdo encontrados em outras carnes ®. O Brasil nfo esta
entre os maiores produtores de pescado, mas em 2015 houve um crescimento de
aproximadamente 1,5% na producédo de pescado, em relacdo ao ano de 2014.
Dados apresentados pela Embrapa (2017) informam que, dentre as espécies
comumente cultivadas no pais, a tilapia vem se destacando no consumo interno
e como mercadoria de exportacdo. A expansao da piscicultura para ambos os
tipos de viveiros (escavados e tanque-rede) pode gerar inUmeros beneficios
econdmicos e de mercado de trabalho no pais. Um aspecto bastante relevante na
piscicultura se refere a nutricdo animal (manejo alimentar), na qual racGes
especificas vem sendo desenvolvidas para garantir maior desempenho no
crescimento e na reproducdo do animal °%%31%0-102,

A producéo de pescado por meio do cultivo em tanque-rede requer
maior cuidado e eficiéncia em relacdo a nutricdo dos peixes, visto que a Unica

fonte de nutrientes € restrita a rac6es. Sendo assim, a eficiéncia da alimentacéo e
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reproducdo Vvé-se norteada pela qualidade nutricional essencial para o
metabolismo eficiente do peixe. Diversos sdo o0s relatos de problemas
caracterizados pela deficiéncia de vitaminas e minerais na alimentacdo de
pescados. Nesse cenério, Dawood e colaboradores ' avaliaram a importancia
de nano particulas de selénio como complementacdo de racbes para peixes
(Pagus major), tendo como resultado que a administracdo destas melhora sua
resposta imune e resisténcia ao estresse quanto a salinidade do ambiente
aquatico. SALARO ' aborda em seu trabalho a importancia da suplementacéo
alimentar de trairdo juvenil com vitamina C. Os resultados obtidos
demonstraram que a vitamina C ndo causou deformidades 0sseas e ndo ajudou
no perfil de crescimento do animal, porem influencia na producdo de acidos
graxos importantes em diversas etapas metabdlicas. Dawood * em seu review
destaca alguns trabalhos que demonstraram danos em animais aquaticos por
déficit de vitaminas. Um dos exemplos que este aborda é a deformidade de
alguns bagres por deficiéncia de vitamina C.

A FIGURA 3.1 aborda o ciclo metabdlico referente ao
desenvolvimento 6sseo de peixes, mostrando a importancia das vitaminas em
diversas atividades. A vitamina C possui fungbes importantes relacionadas ao
crescimento, formacdo da matriz 6ssea, alem de ajudar no funcionamento do
sistema imunoldgico, e ndo é sintetizada por grande parte das espécies 31%+1%
Nesse contexto, a suplementacdo de ragbes com vitaminas e minerais, em
especial com a vitamina C, é crucial para o desenvolvimento da producéo e

qualidade do pescado.
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FIGURA 3.1- Funcdes metabolicas de peixes - visdo da influéncia da algumas
vitaminas. Imagem retirada da ref. ®

Devido a sua instabilidade a mudancas no meio, como pH e
temperatura, a vitamina C sofre perdas durante sua incorporacdo como
suplementacdo e estocagem. Assim, algumas vezes pode ser necessario utilizar
do artificio da super-dosagem da vitamina na ragdo dos animais, visando
diminuir estes prejuizos. Como alternativa ao emprego da super-dosagem e
visando diminuir perdas relacionadas a vitamina, novas alternativas tecnolégicas
tém sido buscadas, incluindo a encapsulacdo de vitaminas, de modo a proteger o
material ativo (vitamina C) do meio externo e promover a sua liberacdo
controlada 17"

Neste capitulo sdo apresentados os resultados referentes a utilizacéo
das estruturas de zeinas obtidas por FSS como material para incorporacdo de
vitamina C, com potencial aplicacdo como suplementacdo de pescados. Vale

destacar que, dentre as estruturas obtidas (Capitulo 2), selecionou-se as bags
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obtidas em temperatura ambiente e com solucgédo etanoica como material para a
incorporacdo da vitamina. Tal escolha esta baseada em alguns pontos: (i) a
solucdo etanolica é um solvente de menor custo em relagdo ao acido acético
além de ser menos agressivo ao meio ambiente; (ii) a realizacdo do processo de
solubilizacdo na temperatura ambiente evita o aceleramento da degradacdo da
vitamina C '°; e (iii) as bags , foram escolhidas por serem uma estrutura menos
estudada na literatura que as fibras para encapsulamento de principios ativos. As
outras estruturas, obtidas com acido acético, serdo avaliadas futuramente,

também visando seu emprego como matriz transportadora de materiais ativos.

3.2-0OBJETIVO

Aplicacdo de bags obtidas pela fiagdo por sopro de solugdes
etanolicas de zeina como carreadoras de vitamina C visando a liberacdo deste
iInsumo em meio aquoso para potencial emprego desse sistema como

suplementacdo na piscicultura.
3.3 - METODOS

3.3.1 - Fiacéo por sopro em solugéo

A solubilizacéo da vitamina C foi realizada inicialmente em agua
deionizada (j& na quantidade a ser usada para preparo da solucdo etanolica) e
depois foi adicionado o etanol — originando a solucéo etanoica de 80% com a
vitamina C ja solubilizada. Posteriormente foi adicionada a zeina e entdo se
vedou o recipiente e esperou a total dissolucdo (cerca de 1lhora) da zeina, em
agitacdo magnetica. A solucdo foi mantida em temperatura de 27°C. Para a
obtencdo dessas bags usou-se as seguintes condigdes:
Concentracdo de zeina (m/v): 24%;
Concentracdo de vitamina C (m/m): 15%;

Taxa de ejecdo da solucdo polimérica: 0,06mL.min";
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Presséo do ar comprimido: 50psi;

Distancia de trabalho: 60cm.

3.3.2 - Caracterizacg®es fisico-quimicas
As caracterizacdes fisico-quimicas que foram realizadas estdo

descritas em detalhes no Capitulo 1.

3.3.3 — Cinética de liberacéo

A cinética de liberacdo da vitamina C foi investigada por meio da
técnica espectroscopica de absor¢do na regido do ultravioleta visivel (UV-Vis),
na regido espectral de 180 a 1100 nm, sendo avaliada a absorbancia em 266/267
nm. Para determinacdo da quantidade de vitamina liberada, foi levantada uma
curva padrdo de calibracdo, baseada nas concentracoes de 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14,
16, 18, 20, 22 e 50 pg.mL™. Os experimentos foram feitos em triplicata na
temperatura de 25°C. A concentragdo da vitamina nos meios de liberagdo foi

determinada por meio da curva padrdo através da Lei de Lambert Beer
82,85,107,109

A eficiéncia de encapsulacdo (EE) foi determinada de acordo com o
método descrito por Cruz e colaboradores’’ (EQUACAO 1) com algumas
modificacdes. Neste caso, a eficiéncia de encapsulacdo foi calculada através da

relacdo descrita na Equacao 1.

14 4tota + nzAA.s‘Hpt’lﬁcJ}Jf "

n
EE ((Vo) = 100 Equacio 1

m AAtota ,

onde Maasuperficial € & Massa em to = 1 Minuto € Maagra fOi Obtido pela soma de
Manasuperficial  COM @ media das massas de vitamina C no equilibrio. Os valores

usados foram calculados em funcdo da média das medidas feitas em triplicatas.
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Para o ensaio de liberacdo, uma quantidade de 1 mg de bags de
zeina com vitamina C (bagVita) incorporada foi adicionada em um recipiente
com 25mL de solucdo tampdo de fosfato pH 7. Foram retiradas aliquotas de
acordo com os tempos (t) de 1, 5, 10, 15 e 30 minutos; 1, 2, 3, 6, 12 e 24 horas.
As aliquotas foram devolvidas no mesmo recipiente apds a medicao, tomando-se
cuidado para ndo alterar o volume inicial de 25mL. As amostras foram

adicionadas em recipiente e local sem exposicéo a luz.
3.4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1. Caraterizac0es fisico-quimicas

A morfologia das bags de zeina antes e ap0s a incorporacdo da
vitamina C foi avaliada por microscopia eletrénica de varredura (MEV) e séo
apresentadas na FIGURA 4.2. Nota-se que ndo houve diferenca morfologica
entre as bags de zeina (FIGURA 3.2- a) com e sem incorporacao de vitamina C
(FIGURA 3.2- b). Porém o tamanho medio destas apresentou diferenca, sendo
que ao se incorporar a vitamina observou-se uma diminuicdo significativa deste

tamanho, de 40 + 18 um para 25 £ 9 um.

X Ny

i
‘1,_”‘

25 pim + 9 2

40 pm * 18 um

FIGURA 3.2 — Microscopia eletronica de varredura de estruturas de zeinas
produzidas por fiacdo por sopro em obtidas por por meio de solucdes de zeinas
com solucdo etanoica 80%. Sistema de bico sélido e temperatura de 27°C (a)
Zeina24% (m/v) e (b) Zeina 24% (m/v) com 15% (m/m) de vitamina C.,

o1



A diferenca de tamanho observada, apds a incorporacdo da
vitamina, pode estar relacionada a interacdo entre 0s grupos quimicos presentes
na estrutura quimica da zeina com a vitamina C. A zeina dissolve-se
parcialmente em solucéo etanoica (ver Capitulo 1), desta forma € possivel supor
que suas cadeias poliméricas se encontram parcialmente emaranhadas e envoltas
por solvente. Ao se incorporar a vitamina C, ocorre uma possivel melhora na
solubilidade da solucdo polimérica no sistema etandlico, o qué
consequentemente diminui o tamanho das bags **°.

Foi avaliado se a incorporagdo da vitamina C na zeina afetou as
estrutura secundaria caracteristica da zeina. Para tal estudo foi realizado o estudo
de dicroismo circular (CD) e a espectroscopia de ressonancia magnética de ‘H.
A FIGURA 3.3 mostra os espectros de DC obtidos para as bags e para as bags
com vitamina incorporada, ndo sendo observada nenhuma variacdo das
estruturas obtidas em relacdo a incorporacdo da vitamina. Todas as amostras
apresentaram espectros com um pico largo negativo por volta de 228 nm,

caracteristico da estrutura secundaria o — hélice (TABELA 3.1) ®%.

TABELA 3.1- Ocorréncia de estruturas secundarias para “bags” de zeina com e
sem incorporacdo de vitamina C, ambas obtidas por fiacdo por sopro em
solucéo.

Zeina ""Bags" (EtOH:HZO) ""Bags" (EtOH:HZO) 27°C
partida | p7°C com Vitamina C
a— hélice | 98,4% 99,0% 98,5%

52




-20

S ]
8 -40
e |
T
e -60-
S
S .
[
0 80 Etanol 70%
1 Zeina de partida
-100 Bags (EtOH:H,0) - 27°C

Bags (EtOH:H,0) com Vitamina C

'120 T T T T T T T T T T T T T
210 220 230 240 250 260 270 280
Comprimento de onda (hm)

FIGURA 3.3 - Espectros CD das bags de zeina com e sem incorporacdo de
vitamina C, ambas obtidas por fiagcdo por sopro em solucéo.

Na FIGURA 3.4 é mostrado o espectro de RMN de 'H para bags
com vitamina C incorporada, o qual evidencia os sinais referentes a grupos
quimicos presentes na zeina, o quais foram em aproximadamente 8ppm, 2,8
ppm, de 2 a 1ppm (TABELA 4.2). Em virtude da presenca da vitamina C e
caracterizando a presenca desta na amostra, foram observados sinais em 3,7
ppm, 4,5 ppm, e 4,1 ppm (TABELA 3.2) ',
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FIGURA 3.4- Espectro de  RMN 1H para bags com vitamina C incorporada,
obtidas por SB-Spinning e, espectro em destaque para a regido de 5 — 3 ppm.

TABELA 3.2- Grupos quimicos observados por RMN 1H. Os numeros que
indicam 0s grupos quimicos nas estruturas sdo apresentados na representacédo
gréfica destas na FIGURA 3.4%.

Indicacéo | Deslocamento Grupos quimicos
na figura | quimico (ppm)
Zeina 2-4 1,2 CH,
5 2,9 CH,(da amina secundaria)
6 8,0 NH,
Vitamina |6 3,73 CH,
C 4 4,50 CH (do anel)
5 4,01 CH

A fim de verificar a presenca de vitamina C, assim como possiveis

interacdes que esta pode ter com a zeina, foi realizada espectroscopia de
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absorcdo na regido do infravermelho, cujos espectros sdo apresentados na
FIGURA 3.5. No espectro correspondente as bags de zeina com vitamina C
incorporada foi possivel observar bandas correspondentes a zeina, como as
bandas referentes as amidas A (3287 cm™), I (1641 cm™), 11 (1525 cm™), sendo
que elas correspondem ao estiramento NH, ao estiramento da ligacdo C=0
presente na ligacdo peptidica, e ao estiramento e dobramento da ligacdo CN e
NH, respectivamente. Contudo este também apresenta os principais bandas
referentes aos grupos C=0 da lactona (1641 cm™), estiramento C=C (1751 cm’
1), ao dobramento C-O-H (1315cm™) e ao estiramento correspondente C-O-C

(1196 cm™) presentes na vitamina C.
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FIGURA 3.5 - Espectros de absorcdo na regido do infravermelho para as bags

sem e com incorporacao de vitamina C, assim como a vitamina C pura.
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O gréfico de DTG (FIGURA 3.6) mostra 0 comportamento térmico
apresentado pelas bags com vitamina C incorporada. Estes dados confirmam a
presenca da vitamina C nas bags, visto que na sua curva ha a presenca do pico
caracteristico da vitamina C, além da presenca do pico caracteristico da zeina. A
temperatura que corresponde a maxima taxa de perda de massa da vitamina C €
em 215°C, apresentando outro pico, de menor intensidade, em 288°C. O
primeiro pico esta relacionado ao &cido ascérbico e o segundo proveniente de
substancias relacionadas a sua degradacdo *’. J& as bags de zeina apresentam um
pequeno pico na regido de 50 a 100°C proveniente da perda de agua e de residuo
de solventes. Os picos apresentados em 284°C e 312°C estdo associados a
ruptura de ligacOes intermoleculares de baixa energia, que mantem a
conformacdo da zeina *. Na TABELA 3.3 sdo apresentadas as temperaturas
provenientes dos graficos de TG e DTG, além da perda de massa relacionada ao
processo térmico.

TABELA 3.3- Eventos térmicos, das bags com e sem vitamina C incorporada,
obtidos por meio dos graficos de TG e DTG.

Amostras T °O) T °O Perda de massa (%)
Vitamina C 218/269 215/286 34,96/ 40,23 (res= 24,81)
“Bags” zeina 315 283/313 5,56/ 80,99 (res= 13,45)
“Bags” zeina | 291 208/271/312 | 5,56/ 83,38 (res= 16,62)
com Vitamina C
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FIGURA 3.6 — Curvas de TG, evidenciando comportamento térmico da
vitamina C, da bags de zeina e das bags de zeina com vitamina C incorporada.

3.4.2 - Estudo de liberacdo de vitamina C a partir das bags

Apbs as caracterizagbes das bags e verificada a presenca da
vitamina C, foi realizado o estudo cinético de liberacdo da vitamina em meio
tamponado pH 7. Na FIGURA 3.7 sdo apresentados os espectros UV-Vis das

solucBes padréo de vitamina C e a curva padrao obtida a partir deles. **".
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FIGURA 3.7 - Curva padrdo de vitamina C, em tampéo fosfato pH 7 para
diferentes concentragdes. O detalhe da figura mostra o ajuste linear da curva
padrao.

Na FIGURA 3.8 sdo apresentadas as triplicatas das curvas de
liberacdo de vitamina C em meio tamponado pH 7. O valor percentual da massa
de vitamina C liberada no meio, em fungcdo do tempo foi determinado
empregando a curva padrdo (detalhe mostrado na Figura 3.7) e a Lei de Lambert
- Beer (EQUACAO 2).

A= log.mI_O = ¢lc Equagio 2
I

onde A é absorbancia do sistema, ¢ ¢ o coeficiente de absortividade molar, | € o
caminho optico e c é a concentracdo de absorvedores. Conhecendo o valor de |,

0 coeficiente de absortividade molar (em 267 nm) pode ser determinado pela
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inclinacdo da reta de melhor ajuste da curva padrdo da vitamina C, cujo valor
encontrado foi de 1320,89 L.mol*.cm™.

O percentual cumulativo (Pc) relacionado a liberacéo de vitamina C
foi calculado utilizando-se a EQUACAO 4.

M .
Pc(%) = Ff + 100 Equagdo 4
1]

onde M, é a massa no tempo t e, My é a massa inicial, a qual é equivalente a
Maatotal,, € que como descrito anteriormente, foi calculada pela soma da massa
em t, (1 minuto) com a meédia das massas de vitamina C no equilibrio. O perfil
de liberacdo representado pelo percentual cumulativo versus tempo é mostrado
na FIGURA 3.8-d.

60



(a) 020

0,15

0,10

Absorbancia

267 nm

I

A)

A,

S min

e 10 min.
— | 5 iDL

30 min.

lhora

2 horas
3 horas

— (5 hOTas

1 . I 1 1
300 350 400 450

Comprimento de onda (nm)

12 horas
24 horas

—
500 550

(b)

Absorbancia

0,00 -8

= | min.
Smum.
w10 min.
=15 min.
=30 min.

1 hora

2 horas

- 3 horas

6 horas

12 horas
24 horas
Tampao

250 300 350 400 450 500 550

Comprimento de onda (nm)

600



(¢) 020

— L
5 min.
267 nm 10 min
0,15 15 min
30 min.
= =] hora
'é J 2 horas
'é. 0,10 3 horas
§ 6 horas
< 12 horas
s 24 horas
——Tampao
O o L s e e B e e
250 300 350 400 450 500 550 600
Comprimento de onda (nm)
100
(d) ] »
90+ [ Sl
80 + T T
— 0 T
70 ‘ L 1 l
g 1
E 501 ?
= 40 4
L 2
30+ T
{9 |
20+
IO 1 L I o 1 ) 1 ¥, I ~ T z I v 1 L ] » I . 1
y & & &§ & L F F F F &
§ §FFFSSESFSESE
&I Yy Mmooy

Tempo
FIGURA 3.8- Estudo da liberacdo de vitamina C em solucdo tamponada pH?7,
durante 24 horas e realizado em triplicata. (a) Repeticdo 1; (b) Repeticdo 2, (c)
Repeticdo 3 e (d) Percentual cumulativo relacionado a liberagdo de vitamina C
em funcéo do tempo.
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O perfil de liberagéo observado para as bags mostra uma liberacgéo
inicial de vitamina C, aproximadamente 26,4% do conteudo total (FIGURA 3.8-
d,), indicando que uma parte da vitamina pode estar adsorvida na superficie
destas bags (mesmo ndo sendo observado indicio de estruturas adsorvidas pelas
analises de MEV (FIGURA 3.2 —b)). Posteriormente, para o tempo de 5 minutos
observou-se uma rapida liberacdo de aproximadamente 79,4% do total de
vitamina. Tal comportamento pode ser denominado efeito burst, e pode ser
explicado por processo de liberacdo caracterizado por difusdo das moléculas de
vitamina C na matriz de zeina. Na sequéncia, a quantidade de vitamina liberada
foi constante para os tempos seguintes, indicando um patamar de liberacdo até
60 minutos (FIGURA 3.8). Transcorrido o tempo de 60 minutos, (FIGURA 3.8),
observa-se que a absorcdo em 267 nm, referente & massa de vitamina C liberada,
diminui. Tal processo pode estar relacionado ao inicio de degradacdo da
vitamina. Processos de degradacdo da vitamina C podem ocorrer por oxidacao
do acido ascorbico, decorrente do maior tempo de exposicdo ao meio (solucéo
tampao) e ao ambiente *?. Porém, a liberacdo de vitamina ainda pode estar
ocorrendo, no entanto de forma mais lenta que o processo de degradagéo, o que
resulta na visualizacdo da diminuicdo da absorbancia, em 267 nm, com o tempo.

A eficiéncia de encapsulacdo (EE%) para as bags com vitamina C
incorporada foi de 73,3%. E importante ressaltar que as bags empregadas na
triplicata do estudo de liberacdo foram provenientes de diferentes lotes de

producao.

3.5. CONCLUSAO PARCIAL — CAPITULO 3

As bags de zeina apresentaram-se como eficiente alternativa a
incorporacdo de vitamina C. O estudo de cinética de liberacdo da vitamina C
realizado apresentou perfil com liberacdo inicial acima de 20% do conteudo de
vitamina sugerindo a presenca da mesma na superficie das bags. Tal
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caracteristica pode ser procedente do processo de fabricacdo das bags, uma vez
que a formacao do spray pode resultar na segregacao parcial das fases e assim
ocorrer a deposicdo das particulas de vitamina na superficie das bags. No
entanto, as porcentagens de vitamina C liberada em maiores tempos indica que
grande parte da vitamina C encontra-se incorporada nas bags. Como
determinado pelo célculo de EE, ~73% da quantidade total de vitamina
encontra-se encapsulada. Adicionalmente, as bags apresentaram boa
reprodutibilidade nos perfil de liberacdo apesar de terem sido produzidas em

diferentes lotes.
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CAPITULO 4 - CONCLUSOES FINAIS E PERSPECTIVAS
FUTURAS

A execucdo deste trabalho possibilitou o desenvolvimento e
caracterizacdo de estruturas de zeina pela técnica de fiacdo por sopro em
solucéo, obtidas em formatos de fibras e estruturas com geometria ndo regular,
chamadas aqui de bags. As fibras de zeina foram obtidas empregando acido
acéetico como solvente, enquanto que a producdo de bags ocorreu por meio do
uso de acido acetico e solucdo etandlica 80%. Em relacdo a temperatura
utilizada na solubilizacdo da zeina nos diferentes solventes, observou-se que: (i)
para a solucéo etanolica, tal processo ajuda no estiramento da gota polimérica
durante o processo de fiacdo por sopro em solucdo, que resulta em maior
probabilidade de formacéo de fibras; (ii) para as solugbes com acido acetico, tal
processo reduz a viscosidade da solucdo, o que facilita a formacdo de bags. O
estudo da concentracdo polimeérica para este material teve resposta similar as
respostas de outros polimeros, ou seja, 0 aumento da concentracdo acarreta em
uma maior possibilidade de formacdo de fibras de zeina, devido ao maior
emaranhamento das cadeias poliméricas.

A fim de possibilitar o emprego da zeina como matriz de
incorporacdo de materiais ativos, usou se as bags produzidas com solugéo
etandlica como modelo de incorporacdo de vitamina C. As técnicas de
caracterizacdo indicaram a presenca de vitamina C nas amostras de bags, porém
ndo foi possivel determinar precisamente se estas estavam presentes na
superficie das bags ou encapsulados, ou até mesmo ambos 0s casos. De forma a
melhorar os resultados obtidos, sugere-se a utilizacdo da técnica difracdo de raio
X de pequeno angulo (SAX) para entender melhor as estrutura cristalina da
zeina e se a vitamina C causa alguma alteracdo nestas. As bags com vitamina C

incorporada mostraram-se adequadas como matriz de liberacdo, especialmente
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no periodo de 0 a 15 minutos. As bags sdo promissoras para este tipo de
aplicacdo, pois apresentaram uma boa eficiéncia de encapsulacdo (EE) de 73,3
%.

A formacdo de diferentes estruturas de zeina pela técnica de fiagdo
por sopro em solucdo mostrou-se promissora como uma rota alternativa para
obtencdo de particulas (bags) e fibras. Tal resultado € interessante, pois estende
ainda mais a possibilidade de aplicacdo in situ das estruturas de zeinas, seja para
liberacdo lenta como também para engenharia de tecidos. Outro ponto relevante
€ uma nova estratégia de encapsulacdo de vitamina C, podendo aumentar seu
tempo de vida de prateleira, além de servir como material para suplementacéo
de racOes para peixes.

Como perspectivas para trabalhos futuros, propoe-se: (i) avaliagdo
de outras variaveis do processo de fiacdo por sopro em solucdo, visando a
obtencdo de fibras de zeinas com solucdo etanoica, abrangendo ainda mais seu
campo de aplicacdo; (ii) estudo da aprofundado da cinética de liberacdo da
vitamina com emprego de modelamento matematico; (iii) utilizacdo de materiais
encapsulantes em conjunto com a zeina, em ambas estruturas, a fim de prolongar
0 tempo de liberacéo; (iv) Aplicacdo das bags com vitamina C incorporada
como suplementacdo de racdes de peixes e verificacdo de sua rota de acdo e
influéncia no metabolismo destes animais; (V) utilizacdo das bags com vitamina
C incorporada como “tempero” em flores comestiveis, sendo assim aplicada
como suplementagdo alimentar humana; (vi) utilizacdo de ambas estruturas de
zeinas obtidas por FSS como matriz carregamento de outros materiais ativos de
interesse, tanto na area alimenticia, médica como agricola (em relacéo

fertilizantes e pesticidas).
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