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RESUMO

A nanotecnologia tem se apresentado com @xzelente ferramenta para as industrias
alimenticias, principalmente para a area de embalagens de alimentos, associada aos materiais
poliméricos. Este estudo objetivou desenvolver nanomateriais através da técnica de solution
blow spinning (SBS), para usmeembalagens alimenticias, visando a extensdo da vida util e
manutenc¢do da qualidade dos alimentos. Foi realizado em duas etapas: (I) o desenvolvimento
de um nanomaterial bioativo com potencial aplicacdo em alimentos como um tipo de
embalagem ativa, atravéla substituicdo do tolueno por 6leo de laranja (solvente verde); e, (I1)

a obtencao de nanofibras com acao halocrémica para meios com diferentes niveis de pH, aquoso
ou gés, através da incorporacédo de indicador universal de pH. Além do estudo dolpsencia
como sensor indicador da qualidade visual de volateis acidos em vinho. Na primeira etapa, a
obtencdo de nanofibras de poliestireno (PS), utilizando éleo de laranja como substituto do
tolueno foi eficiente. A baixa taxa de evaporacao do solvente ppmnas nanofibras um teor
residual de Oleo de laranja, como identificado no espectro de infravermelho (IV) e analise
termogravimétrica. A presenca de Oleo residual, funcionalizou o nanomaterial com acao
antimicrobiana e antifingica. Além de promover ugaoglastificante na obtencéo das fibras,
reduzindo a temperatura de transi¢ao vitrea e a reducédo no diametro médio das fibras 306 + 74
nm (6leo de laranja) e 441110 nm (tolueno). Nesse ponto, associada a baixa taxa de
evaporacao do solvente. Na seguetipa, a incorporacdo do azul de bromotimol (BTB) a
solucdo polimérica de PS néo interferiu no processo de obtencdo de nanofibras pela técnica
SBS. Além disso, ndo houve diferencas no diametro médio das fibras com indicador, 618 + 277
nm, em relacdo aolras sem o BTB, 606 + 242 nm. Visualmente as mantas apresentaram
diferencas de coloracdo, relacionadas ao encapsulamento do indicador. Essa capacidade,
promoveu a identificacdo da banda 1703'e¢ma espectro do IV, indicando a desprotonag&o do
material obido com 0,2% (m/m) de indicador. Quando submetida aos vapores acidos do vinho,

a manta apresentou modificagdo visual na coloragcdo de azul para amarelo, apresentando
variacdo nos quadrantes colorimétricos no matiz de 300° a 82°, respectivamente. Os
nanomatgais obtidos desta pesquisa apresentaram um aporte de inovacao tecnolégica, visando
a aplicacdo em embalagens alimenticias ativa e inteligente, respectivamente.

Palavras-chave: Solution blow spinning. Embalagem atiembalagem inteligente.



ABSTRACT

Nanotechnology has been presented as an excellent tool for the food industry, mainly for food
packaging, associated with polymeric materials. This study aimed to develop nanomaterials
using blowing solution (SBS), for use in fogwhckaging, to extend the shelf life and
maintenance of food quality. It was carried out in two stages: (i) the development of a bioactive
nanomaterial with potential application in food as a type of active packaging, replacing toluene
with orange oil (gree solvent); and (ii) the obtainment of nanofibers with halocromic action
for media with different pH, aqueous or gaseous levels, through the incorporation of a universal
pH indicator. Besides the study of the potential use as a visual quality indicatid gblatiles

in wine. In the first step, the production of polystyrene (PS) nanofibers using orange oil as a
substitute for toluene was efficient. The low solvent evaporation rate promoted to the nanofibers
a residual orange oil content as identifiedha infrared (IR) spectrum and thermogravimetric
analysis. The presence of residual oil functionalized the nanomaterial with antimicrobial and
antifungal action. In addition to promoting a plasticizing action in the obtainment of the fibers,
reducing the Igss transition temperature and reducing the mean diameter of the fibers, 306 +
74 nm (orange oil) and 441 = 110 nm (toluene). At this point, associated with the low solvent
evaporation rate. In the second stage, the incorporation of bromothymol blue @)
polymer solution of PS did not interfere in the obtainment process of the nanofibers by the SBS
technique. In addition, there were no differences in the mean fiber diameter with the indicator,
618 + 277 nm, in relation to the fibers without BTB6G0242 nm. Visually, the mats presented
color differences related to the indicator encapsulation. This ability promoted the identification
of the 1703 cnt band in the IR spectrum, indicating the deprotonation of the material obtained
with 0.2 wt.% of theindicator. When submitted to the acidic vapors of the wine, the mats
presented a visual modification in the coloration from blue to yellow, showing variation in the
colorimetric quadrants in the hue from 300° to 82°, respectively. The nanomaterialeabtain
from this research presented a contribution of technological innovation, aiming the application
in active and intelligent food packaging, respectively.

Keywords: Solution blow spinning. Active packagin§mart packaging.
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1 INTRODUCAO

Com o passar dasculos, o homem tem criado trajetorias que configuram a evolucao
da espécie humana quanto as inovacoes tecnoldgicas, principalmente no que condiz a producéo
(solo, irrigacao, variedades de espécie, etc.) e manutencdo da qualidade dos alimentos (pos
colheta, semi e/ou industrializado), motivados pelos padrdes de qualidade e necessidade da
sociedade consumidora moderna.

Nas industrias de polimeros, por exemplo, a nanotecnologia pode ser utilizada como
material de refor¢o. Por exemplo, aplicado como metlwes de barreira a gases, resisténcia
mecéanica e aumento da flexibilidade. Ja em termoplasticos, por exemplo, as nanoparticulas
podem ser utilizadas como melhoradores de caracteristicas como resisténcia ao calor,
retardadores de chama, condutor de eldade, dentre outras caracteristicas capazes de
melhorar o seu potencial e aplicabilidade.

O potencial revolucionario e tecnoldgico advindo dos novos segmentos de estudo e
pesquisa, como a nanotecnologia, por exemplo, apresenta aplicacdo em diverdasarebs
téxteis, materiais, tecnologias de informacédo e comunicacéo, cosméticos etc. Em vista disso,
uma pequena parcela ja se encontra no mercado. Segundo estudos, a industria alimenticia é ©
setor mais promissor para a nhanotecnologia devido as divérsmas de aplicacdo e
potencialidades: setor de produgdo, embalagem, transporte e consumo. Além da complexidade
na composicdo dos alimentos e seus processos industriais para manutencdo das caracteristica
in natura como a seguranca alimentar.

As industras de embalagens sédo consideradas grandes potenciais na incorporacao da
nanotecnologia em seus produtos e no desenvolvimento de novos materiais. Neste caso, a
incorporacdo da nanotecnologia busca por melhorar no desempenho mecéanico (resisténcia a
tracdo, @éformacédo e rasgo), barreira (mecanica, térmica, quimica) e demais caracteristicas do
material, incluindo novas funcionalidades como propriedades bioativas (antioxidante,
antibacteriana, antifUngica) e manutencdo dos atributos sensoriais do alimentawo pro
alimenticio, como: cor, sabor, aroma, textura; e qualidade e seguranca do alimento.

A associacdo da nanotecnologia com as embalagens alimenticias visa a inovacao
tecnoldgica através do uso das terminologias: ativas e inteligentes. As embalagens ativas
apresentam interagcdo com o alimento de forma direta ou indireta. Em contrapartida, as
embalagens inteligentes, ndo interagem com o alimento, mas monitoram seus atributos

sensoriais e qualidade através da exposicao de informacgdes para o consumidor.
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A nanoetcnologia pode ser utilizada de muitas formas como: nanocompdsitos,
nanoparticulas, nanoemulsées, nanocristais, nanowhiskers, nanofibras, por exemplo. A técnica
de solution blow spinning (SBS) é considerada uma técnica de potencial inovador, devido a
diversidade de uso e aplicacdo devido sua biocompatibilidade com os diversos tipos de
polimeros e solventes. Considerada uma técnica de baixo custo de manutencdo, além da
praticidade para obtencdo de nanomateriais como as nanofibras. Tal técnica se fundamenta,
principalmente, no uso de solucbes poliméricas nas quaisspodaebmeter uma forca
aerodinamica, sob pressdo e taxa de vazdo controladas, capazes de evaporar o solvente
promovendo uma for¢ca de arraste formadora de material polimérico extensivel, adashama
nanofibras.

Neste estudo, o interesse pelas embalagens alimenticias tem sido a principal motivacéo
para a realizacdo das pesquisas através do uso da nanotecnologia, em especial no uso da:
nanofibras poliméricas. A técnisalution blow spinnindgSBS)se apresentou como o aporte
de inovacdo tecnolégica na obtencdo dos nanomateriais para potencializar o nicho de
aplicabilidade. Sendo assim, uma area de interrelacédo entre alimentos e materiais. Para o estudc
e obtencdo de materiais para uso em embalainenticias para promocéo da extensdo da
vida util e/ou manutencéo da qualidade dos produtos alimenticios. Dessa forma, o presente
estudo foi realizado em duas etapas:

()] desenvolver nanomaterial bioativo com potencial aplicacdo em alimentos como um
tipo de embalagem ativa, através da substituicdo do tolueno por 6leo de laranja
(solvente verde);

(1 obter nanofibras com acdo halocrémica para meios com diferentes niveis de pH,
aquoso ou gas, através da incorporacdo de indicador universal de pH. Além do
estudo @ potencial uso como sensor indicador da qualidade visual de volateis

acidos em vinho.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Solution Blow Spinning (SBS): fundamentos

No final do século XIX, a obtencdo de fibras sintéticas ocorria através da fiacdo Umida
(wet spinningy e fiacdo a secodfy spinning. Essas técnicas necessitavam de solucdes
poliméricas com viscosidade definida (MEDEIROS et al., 2009). O principio para a técnica de
solution blow spinningSBS), em traducéo livre: fiagcdo por sopro em solug@adeu no inicio
da década de 1950, com Van A. Wente, o qual obteve fibras, na ordem de 300 nm, utilizando
uma extrusora, auxiliado com jato de ar quente em alta velocidade, o qual promovia o
estiramento do polimero fundido e depositava na superficiendeoletor, originando uma
manta ndo tecida capaz de coletar particulas radioativas da atmosfera (ELLISON et al., 2007).
Outra técnica que veio a corroborar para o desenvolvimento da técnica SBS foi a eletrofiacao
(electrospinniny que, nos anos 90, muitpesquisadores apresentaram interesse pela técnica
devido a obtencao de materiais submieroanomeétrico

Na eletrofiacéo, os principais principios para obtencdo das nanofibras, surgiram através
da juncdo das pesquisas realizadas por John Zeleny, emaladl avaliou a influéncia da
forca elétrica sobre a superficie de liquidos o qual teve sua superficie alterada (ZELENY, 1914);
e, em 1964, Sir Geoffrey Taylor observou que fluidos viscosos condutores quando submetidos
a forca elétrica e diferenca det@acial, formam finos jatos ou goticulas, através da formacao
de um cone chamado cone de Taylor (TAYLOR, 1969).

A técnicaelectrospiningpara obtencao de fibras, por exemplo, apresenta um processo
complexo devido as influéncias proporcionadas pelos tipawateriais, design e parametros
de operacdo (DOSHI; RENEKER, 1995; THOMPSON et al., 2007). No processo de
electrospinning, faze necessario que haja modificacdo na superficie do fluido (tensdo
superficial) submetida a um campo elétrico (DOSHI; RENEKERS). A superacado da tensao
superficial na soluc&o polimérica por uma forca elétrica repulsiva, associado ao cone de Taylor
formado pela solugdo polimérica carregada, sua trajetoria é direcionada e controlada pelo
campo elétrico (CASASOLA; THOMAS; GEORGDOU, 2016; DOSHI; RENEKER, 1995).
A distancia de trabalho aplicada entre o inicio da ejecdo da solugcdo e o coletor
metalico/condutor, o solvente € evaporado no percurso (EFKERE et al., 2018; THOMPSON et
al., 2007). Embora seja considerada uma técnica noiorel, ha desvantagens relacionadas
ao elevado custo (obtencao e manutencéo) e alto risco associado, tendo em vista o uso de alta

voltagem (quilovolts).
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Nas ultimas décadas, a técnica SBS foi desenvolvida e aprimorada através da juncao e
adaptacdes daécnicas e principios da fiagcdo por sopro de Van A. Weslec&rospinningde
modo analogo ao proposto por Zeleny e TayloFigura 1 apresenta a esquematizacédo da

técnica SBS para obtencéo das nanofibras.

Figurali Representacédo detalhada do sistema de solution blow spinning (SBS) na obtencao
de fibras: (A) jato de gas pressurizado; (B) solucao polimérica ejetada com o auxilio
de uma bomba de ejecao; (C) distancia de trabalho para completa evaporacdo do
solventeg, (D) coletor rotativo (mas pode ser aplicado sobre superficie fixa).

B

Fonte: Do autor (2019).

Segundo Medeiros et al. (2009), o processo de obtencéo de fibrassamométricas)
pela técnica SBS sdo controladas, principalmente, pelos seguirdesepas, como: forca
aerodinamica no centro do jato do gas pressurizagd\getc.), podendo estar ou ndo isento
de umidadeKigura 1A); viscosidade da solucdo polimérica através da interacdo polimero
solvente Figura 1B); e, distancia d&abalho Figura 1C).

A formacéo das fibras ocorre devido a superacédo das tensdes superficiais da solucéo
polimérica, pelas forcas de arraste aerodinamico (MEDEIROS et al., 2009) sob o
emaranhamento das cadeias poliméricas, culminando na formacao dasl$toraambém
ocorre quanto ao tamanho da cadeia polimérica e sua extensibilidade (DARISTOTLE et al.,
2016). Essa correlacdo entre tamanho de cadeia, grau de emaranhamento e forga aerodinamice
é diretamente proporcional, quanto maior for o emaranhamantadeia polimeérica, maior
sera a forca aerodindmica aplicada para promover uma maior extensibilidade da fibra sobre o
coletor.

A viscosidade da solucéo polimérica, ou perfil reoldgico, é considerada um parametro
importante de obtencdo das nanoestrut@taayés do estudo das solu¢des quanto a interacao

solventepolimero. Esta interacdo € apresentada através dos parametros de solubilidade de
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HildebrandHansen que podem influenciar diretamente na formagé&o das fibras poliméricas e
sua morfologia (AISSOU etl., 2017).

A formacao de um fino jato cbnico, o qual é lancado sobre a superficie do coletor (fixo
ou rotativo) Figura 1D) que, auxiliado pela distancia de trabalho aplicada, ocorre a maxima
ou completa evaporacao do solvente. No final do percursoece@oleta apenas do material
seco. Diferentemente da técnietetrospinning o SBS ndo necessita de uma superficie
condutora elétrica, sendo uma vantagem de aplicacdo da técnica as diversas areas do
conhecimento técniecientifico.

A Figura 2 demonstra @assea-passo de formacgdo do jato polimérico para formacgéo
da fibra, associando os parametros de vazdo da solucdo polimérica, forca aerodindmica

(pressao) e distancia de trabalho para coleta do material sobre o coletor.

Figura2 i Etapas de formacao do jato conico de uma solucdo polimérica: (a) ponta da agulha
a qual serd ejetada a solugcdo polimérica; (b) solucdo polimérica sendo ejetada
(formacéo da gota); (c) aplicacdo do gas de arraste (pressdo muito baixa); (d)
correcdo da presio do gas de arraste (inicio da formagédo do cone de Taylor); (e)
formacédo do cone de Taylor (condicao ideal); (f) aplicacao de alta pressao (presséo
muito superior a tensédo da solucéo).

Fonte: Do autor (2019).

A técnica do SBS apresenta vantagens em relacélecirospinning Segundo a
literatura, 0 SBS € uma técnica de baixo custo através da substituicdo das forcas elétricas pela
forca aerodindmica do gas pressurizado; apresenta rapida e alta produtividaciencaterial
devido a possibilidade de aumento na taxa de ejecéo da solugdo polimérica fiduminh
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! para mL.mint ou mL.h?) e uso de maior diversidade de solventes (MEDEIROS et al., 2009,
2014). Além disso, permite a deposi¢cdo das nanofibras sobiquer tipo de superficie e
material, enquanto a técnicalectrospinning necessita, obrigatoriamente, de um
coletor/superficie que conduza eletricidade e solventes que possam interagir com 0 processo
através da constante dielétrica (DARISTOTLE et al.,6204EDEIROS et al., 2009, 2014;
OLIVEIRA et al., 2011). Parize et al. (2016a) obtiveram diferengcas na morfologia, quanto ao
diametro, das fibras de poli(acido latico) (PLA) obtidas por SBS, utilizando diferentes
solventes: cloroformio (260 a 970 nm), diffeetrbonatoi DMC i (240 a 650 nm) e
hexafluorpropen® HFP1 (220 a 470 nm).

Daristotle et al. (2016) e Oliveira et al. (2011) observaram que existem trés parametros
considerados determinantes no processo de obtencao das fibras através da técnicfl)do SBS
parametro reoldgico da solucao polimérica (por exemplo, viscosidade/concentracao); (1) vazao
da solucéo polimérica; e, (Ill) pressao de arraste (pressdo do gas pressurizado). Associado a
esses parametros, a massa molecular do polimero €, tambéide@ma um importante fator
de influéncia no processo de obtencéo das fibras (DARISTOTLE et al., 2016). Tais parametros
influenciam na morfologia das fibras (por exemplo, diametro médio), em conjunto ao aumento
da concentracdo da solucdo polimérica (MEBRES et al., 2009; SILVA; OLIVEIRA,
MEDEIROS, 2015a).

O parametro da viscosidade (ou concentracdo) da solucao polimérica é considerado o
mais importante e de maior influéncia na determinacdo da morfologia das fibras. Quando a
viscosidade baixa ocorre formacao de poucas fibras, fibras mais finas e mubeexl snias
com o aumento da viscosidade, aumesataa produtividade e a espessura das fibras e os
A b e asdsréduzidos e incorporados as fibras devido as forgas de tenséo superficial superiores
(OLIVEIRA et al., 2011; PARIZE et al., 2016b). @sb e a shacansideradas modificacdes
na morfologia linear e uniforme das fibras, com modificaces fusiformes em formato de contas,
promovendo heterogeneidade nos diametros das fibras (SILVA; OLIVEIRA; MEDEIROS,
2015b).

Outro fator que pode vir a influenciar no diéno das fibras é a vazdo da solucéo
polimérica (taxa de ejecdo da solugdo ou taxa de alimentacdo), mas esses valores sofrem
alteracOes de acordo com o tipo de interacéo polis@vente durante o preparo das solugdes
(OLIVEIRA et al., 2011). Segundo pasgas, em taxas de alimentacdo mais altas, podem vir a
provocar interrupcdo no fluxo continuo. Enquanto as baixas taxas podem promover a
instabilidade do jato (OLIVEIRA et al., 2011; PARIZE et al., 2016b). Parize et al. (2016b)

observaram que valores muliaixos da taxa de alimentacao da solucao polimérica, promovem
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o corte no fluxo de alimentacao (obstrugéo da agulha), assim como vazdes muito altas, geram
a for ma- «o ddreo pphoetttaioru | as (i

A variacdo da pressdo do gas de arraste pode infreno diametro da fibra
(OLIVEIRA et al., 2011). Esses autores demonstram que em pressdes reduzidas o diametro das
fibras aumenta, mas o fluxo de alimentacao € interrompido. No entanto, quando esta presséo é
alta, ocorre uma reducao no diametro dasdibra aumento da taxa de evaporacao do solvente.
Segundo Parize et al. (2016b), em seus experimentos foram observados que pressées muito
baixas ndo promoviam uma forca motriz que superasse a tensao superficial da solucéo
polimérica, ocasionando em falhasformacéo das fibras.

De modo geral, ndo é possivel realizar uma analise individualizada dos parametros
citados acima, pressao do gas de arraste e a taxa de alimentacdo da solucédo polimérica. Tais
parametros sao estudados conjuntamente, pois se complatam disso, dependem
diretamente da concentracdo da solucdo polimérica, ou seja, das propriedades reoldgicas da
solucao poliméricas e demais parametros do processo mencioRiggoa ().

Infelizmente, a técnica SBS pode ser influenciada por fatoregataisicomo umidade
relativa, temperatura ambiente, pluviosidade, ambiente de fiacdo como a turbuléncia do gas
pressurizado dentro do ambiente de fiacdo, caso seja um ambiente de area restrita. Tais fatores
podem ser considerados desvantagens da técnicdg@@oderem ser facilmente controlados.

As nanofibras obtidos por SEBigura 3) representam um novo campo de estudo a ser
explorado quanto as aplicacdes, principalmente na area alimenticia. A biocompatibilidade dos
materiais poliméricos e biopoliméricésonsiderada um fator importante, quanto aos niveis de
interacdo materiadlimento, seja de forma direta ou indireta. Além disso, as propriedades
mecanicas e de barreiras sao fatores primordiais associado a qualidade das embalagens de us

alimenticio, paa promoc¢ao e manutencao da qualidade.
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Figura3i Manta de nanofibras de poliestireno obtida pela técnica de solution blow spinning.

Fonte: Do autor (2019).

2.2 Aplicacdes tecnologicas das nanofibras

A nanotecnologia tem sido considerada uma area de constante crescimento em pesquisa
e desenvolvimento de novos materiais nanoestruturados ou nanomateriais. Os nanomateriais
tem apresentado grande potencial de aplicacdo em diversas areas, como: g\hkata.,
2018) biomedicina(HAQUE et al., 2017)construcao civilfAZEVEDO; GLEIZE, 2018)
cosméticodBARBIEUX; PADULA, 2018) e agronegécigSCOTT; CHEN; CUI, 2018)A
definicdo classica para nanomateriais consiste em uma ou mais dimensdes do st@jarial e
em escala nanométrica, ou seja, um ou mais dimensfes externas estejaléftremnil
( POTOL NI K masz$&adefjnicio pode ser adaptada de acordo com a organizacao,
agéncia e comités para a qual se destina o prqRAWCHER et al.,, 2014)Segundo
pesquisadores, 0s nanomateriais podem ser classificados além da variacdo na nanoescala, ma
no numero dalimensdes relacionadas aos elementos estruturais do nanomaterial €m zero
dimensional (0D): nanoparticulas e nanodispersfes; unidimensional (1D): nanofibras e
nanotubos; bidimensional (2D): filmes e revestimentos com espessura nanometrica; e,
tridimensional (3D): formacédo de interfaces entres as demais dimen§ieRQUEIRA,
VICENTE; PASTRANA, 2018)

As mantas nanoestruturados, podem ser obtidas pelas mais diversas técnicas de fiagao,
como: electrospinningDOSHI; RENEKER, 1995)solution blow spinning(MEDEIROS et
al., 2009)airbrush spray(SRINIVASAN et al., 2011)bubbleelectrospinning CHEN et al.,
2014) rotary jet spinnindGONZALEZ et al., 2017) as quais vem sendo estudadas devido suas
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potenciais aplicagBes em diversas areas como téxtil, eletrbnmeonsbranas hidrofébicas e
filtrantes (nanofiltracdo e osmose inversa), biossensores e embalagens para alimentos e suporte
para a engenharia de tecidos dentre outras areas (DARISTOTLE et al., 2016).

A técnicaelectrospinningé considerada convencional ma das mais utilizadas por
diversos grupos de pesquisa para produgcdo de nanofibras. A obtencdo de nanofibras ocorre
através da diferenca de potencial entre a solugcdo polimérica ejetada e o coletor (material
condutor elétrico) (DOSHI; RENEKER, 1995; EFKERE al., 2018). A solucdes devem
apresentar caracteristicas dielétricas a fim de promover um aumento da mobilidade das cargas
na solugao de eletrofiagéo, favorecendo o fluxo do material em diregéo ao coletor (COSTA et
al., 2012). Varios grupos de pesquisalem o potencial tecnologico de aplicacdo das
nanofibras eletrofiadas como nanomateriais funcionais. Por exemplo, as nanofibras eletrofiadas
podem monitorar a variacdo de condutividade e constante dielétricas durante o processo de
sorcao de determinadasalitos (COSTA et al., 2012).

Kendouli et al. (2014) obtiveram nanofibras a base de acetato de celulose, utilizando a
eletrofiacdo com N,Mlimetilformamida (DMF) incorporadas com nanoparticulas de prata
(Ag). Utilizaram um potencial de 25 kV em uma distia de trabalho de 20 cm. Esses autores
indicam potencial aplicagédo do nanomaterial como agente filtrante e em eletroquimica.

Na area da engenharia de tecidos, varias pesquisas tém sido desenvolvidas a fim de
avaliar a biocompatibilidade do nanomatejumito de sistemas organicos. Cooper, Bhattarai e
Zhang (2011) desenvolveram nanofibras alinhadas de quitosana (7% m/v em acido
trifluoroacéticoi THF) e policaprolactona (PCL) (12% m/v em 2;&jfuoroetanoli TFE),
utilizando 22 kV a uma distancia de @@, sobre uma superficie horizontdlF°). O material
obtido apresentou um potencial regenerativo e de proliferacéo de células nervosas.

Outros grupos de pesquisas nha area biomédica, vem desenvolvendo materiais
biocompativeis nanoestruturados para aplicab n fi v eéspedificamente, nas areas dérmicas
humanas com inflamacdes (XUE et al., 2014). Blendas de PCL/gelatina incorporada com
metronidazol (30% m/m) (XUE et al., 2014) e potencial acdo regenerativa da pele de ratos,
utilizando aelectrospinningar a v ® s d a corechnej bdliaandd emafaxa de ejecéo
de 1 mL.h, sobre uma distancia de 20 cm e uma otimizacdo de alta voltagerh2dkVg
obtendo fibras com didmetros entre 430 a 1100 nm.

Poornima e Korrapati (2017), através da técratectospinning obtiveram fibras
ficoreshelb de quitosana/PCL com incorpora-«o de
concentra-»escor(é®@ slvu-deesqgufi t osana &Iimel9I08&6

(15% m/v de PCL em diclorometano:etand!:1), forma eletrofiadas com parametros fixos de
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0,2 mL.h e 0,4 mL.h, respectivamente, com um potencial elétrico de 25 kV e distancia do
coletor de 112 cm.

Com o avanco da tecnologia na area da inovagdo de nanomateriais, novas técnicas vém
se destacalo quanto a reprodutibilidade, versatilidade quanto ao uso de material polimérico e
diferentes solventes, além do baixo custo e producdo em grande escala em relacdo a técnica de
electrospinning TUTAK et al., 2013).

Segundo estudos, mantas nanofibrosesjyzidas porirbrush spray(denominacao
similar a técnica SBS, a qual utiliza os mesmos principios), tem apresentado alta
reprodutibilidade, além de intera¢cdes no crescimento de células huarsset al. (2013)
avaliaram o crescimento de células dgir@ma, em mantas de nanofibras de diferentes
polimeros obtidas pa@irbrushsob os seguintes parametros fixos: 241 kPa a 20 cm de distancia,
e solventes: (i) 8% (m/v) de PS, 0,61 mL.1in5% (m/v) depoly(desaminotyrosylyrosine
ethyl ester carbonate), pDTEc, 0,31 mL.ihi5% de poli(DL-4cido latico), PDLLA, 1,15
mL.min%; e, 4% (m/v) de PCL, 0,82 mL.minOs autores obtiveram os seguintes didmetros
médios: 1.949 nm, 677 nm, 125 nm, 231 nm, resg@Tinte; e, observaram crescimento
celular nas mantas de nanofibras a partir do 17° dia.

Bonan et al. (2015) conseguiram encapsular 6leo de copaiba em nanofibras obtidas
através da blenda de PVP/PLAZ0% m/m de polivinil pirrolidona em 12% (m/v) de igaido
latico em cloroférmio:acetoni 3:1) pela técnica do SBS. Os autores utilizaram uma vazéo
polimérica de 120 pL.mik sob presséo de 2,4 kPa e uma distancia de trabalho de 200 mm. A
manta obtida apresentou diversidade no diametro das fibras (8234anfin) e atividade
antimicrobiana para microrganismo Gram positi&taphylococcus aureusOs autores
sugerem que a manta de fibras de PVP/PLA por SBS tem um uso em potencial para aplicagbes
biomédicas.

Paschoali et al. (2017) através do SBS desenwtvenanofibras da blenda de
PLA/PEG mantendo em 12% (m/v), aplicando uma vaz&o de 7,2%mdob presséo de 2,4
kPa a uma distancia de 18 cm, temperatura de 21 °C e 35% UR. Os autores obtiveram fibras
com diferentes didmetros (diametro médio de 400 nrb}ergaram a fixacdo e mobilidade das
células dendritica sobre as fibras, comprovando a biocompatibilidade entre as células e os
biomateriais.

Silva et al. (2019) sintetizaram fibras ocas 1D de i@k@ela técnica SBS para Foi
utilizado uma pressdo de QWPa, taxa de ejecdo de 3 mit.b uma distancia de trabalho de

60 cm. Os autores obtiveram fibras na faixa deZ®0nm, com superficie tubular rugosa, com
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potencial aplicagdo como eletrocalisadores de metais de transicéo para reacédo de evolucao de
oxigéno (OER), apresentando baixo custo de obtencéao.

Deneff e Walton (2019) obtiveram compdsitos de fibras portadoras de MOF (estruturas
metaisorganicas), utilizando a técnica SBS, com distancia fixa de 35 cm e variacdo na
concentracdo do PS de 10 a 20% (nmpw@sséo do gés de 10 a 30 Psi e taxa de ejecdo, 30 a 120
mL.h. Os autores obtiveram didmetros médios de 590 a 2510 nm. Além disso, observaram que
a concentracdo da solucao polimérica foi considerada o parametro mais critico na obtencéo de
diferentes difnetros médios.

Tan et al. (2019), através da técnic SBS obtiveram membranas nanofibrosas de diacetato
de celulose (CDA), poli(acrilonitrila) (PAN) e poli (fluoreto de vinilideno) (PVDF), para
aplicacdo em mascaras de filtros multicamadas. Os autores me@erdapram os parametros
utilizados da técnica, mas concluiram que a membrana de PAN apresentou maior desempenho
de filtragdo, com um fator de qualidade de 0,052 @permeabilidade ao ar aceitavel. Além
disso, os autores apresentam a técnica SBS coovag@o tecnoldgica, com potencial de
projecdo e construcdo de materiais permeaveis, membranas para areas diversas.

As nanofibras poliméricas, independente da técnica utilizada, sdo bastante estudadas na
area de engenharia de tecido. Ao que tange a afliean alimentos, ndo foram encontradas
pesquisas de aplicacao direta sobre o alimento e suas avaliagfes de interacdo direta ou indireta
na extensao da vida util do produto.

Atualmente ndo ha relatos na literatura quanto ao uso de nanofibras nas éareas
alimenticias, seja de forma direta com o alimento ou, indireta associado as embalagens
alimenticias. Dessa forma, esta pesquisa visa promover o aumento do nicho de aplicacdo das

nanofibras poliméricas no setor alimenticio.

2.3 Embalagem para alimentos

As embalagens sdo apresentadas como um suporte para 0 armazenamento, protecao.
Estas sdo consideradas fungfes primarias. Além disso, as embalagens sdo responsaveis pela
vendas do produto, através da apresentacdmyaut do produto no local ao qual coi
acondcionamento para a procura do consumidor final. Segundo a literatura, proteger o alimento
representa a principal funcéo das embalagens, no que diz respeito a manutencao da qualidade
do produto armazenado (REALINI; MARCOS, 2014; YAM; LEE, 1995).

O sistema da embalagens visa a formacdo de barreiras aos agentes externos

(ambientais). Esse busca por minimizar as altera¢des do produto armazenado na ordem quimica,
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fisica (sensorial), bioquimicas e bioldgica, além de promover estabilidade na vida util no
alimento(AZEREDO; FARIA; AZEREDO, 2000; LEE; RAHMAN, 2014).

A estabilidade do alimento na ordem sensorial e nutricional € a maior preocupacéo dos
pesquisadores. O processo de interacdo dos materiais da embalagem com o produto embaladc
ndo é consideradseguro, a ndo ser quando for objetivado tal interacdo. Neste caso, surgem as
embalagens inovadoras: ativa e inteligente. Através da incorporacdo de substancias bioativas
e/ou componentes que promovam o aumento das funcionalidades das embalagens. Existem
diferentes tipos de embalagens, em diferentes formatos, com comportamentos distintos em
relacdo a essa interacdo com os alimentos, por exemplo: vidro, metélica, polimérica, celuldsica
e composta (AZEREDO, 2012).

Os avancos tecnoldgicos vém promovendo aaeglies nos conceitos para embalagem
alimenticia. Tais avancos A tendéncia desses avanc¢os para as embalagens de alimentos é.
principalmente, tornéas funcionais ao que concerne a incorporacdo de novas tecnologias,
promovendo a ampliagdo das fun¢bes priagarDu seja, a inser¢cdo de novas propriedades
como a interacdo segura e proposital da embalagem com o alimento (embalagem ativa) e, a
interacdo direta com o consumidor, através da exposic¢ao de informacdes importantes quanto a
qualidade e manutencdo da dadatle do produto embalado (embalagem inteligente)
(REALINI; MARCOS, 2014).

2.3.1 Embalagens ativas

As embalagens ativas sao definidas como sendo um avango nas propriedades das
embalagens tradicionais, devido interacbes com o alim&ESTUCCIA et al., 2010). Ou
seja, além das caracteristicas passivas das embalagens tradicionais, as embalagens sax
consideradas ativas quando interagem com o alimento acondicionado, absorvendo ou
controlando gases, retendo ou liberando compostos queleomi qualidade e/ou promovam
a extensdo da vida util do alimento, aumentando assim a estabilidade (CERQUEIRA;
VICENTE; PASTRANA, 2018; RESTUCCIA et al., 2010).

Os sistemas de embalagens ativas vém sendo estudado e apresentado na literatura ha
algumas déadas. Tais sistemas buscam por avancar no conceito de embalagem passiva,
incrementando a importancia da interacdo da embalagem a protecdo de alimentos e bebidas
durante a distribuicdo e estocagem dos produtos (AZEREDO; FARIA; AZEREDO, 2000; BAI
et al., 209; REALINI; MARCOS, 2014; YAM; LEE, 1995).
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O desenvolvimento das propriedades ativas das embalagens estd associado a
incorporacdo de substancias ou materiais (bio)ativos as embalagens ou uso de saches ao
sistema. Dessa forma, as condi¢cdes de acondicemtando alimento sdo alteradas e as
propriedades de permeacdo e/ou concentracdo dos gased eroa d s (espace@ entre o
alimento e a embalagem) (LEE; RAHMAN, 2014). Preservar a qualidade e prolongar a vida
atil (" s h e | )fdo drodutoe ppomovendo uma imaseguranca alimentar e manutencdo das
qualidades sensoriais do produto sdo vistos como objetivos para obtencédo de produtos com
caracteristicas préoximas dsi n n dAZERE®O; FARIA; AZEREDO, 2000; LEE;
RAHMAN, 2014).

Realini e Marcos (2014) apresentaremplos de embalagens ativas que exemplificam
0 conceito descrito: absorvedores de umidade, acdo antimicrobiana e antioxidante, emissor de
gas carboénico dentre outros diferentes tipos de embalagens ativas funcionais.

A aplicacdo de diferentes concentiag de gases OCO e Nb) ou mesmo a retirada
destes, através da modificagdo da atmosfera interna da embalagem, correspondeu ao primeiro
passo para a pesquisa das embalagens ativas (AZEREDO; FARIA; AZEREDO, 2000; YAM,;
LEE, 1995).

A modificacao da atmdsra interna da embalagem promove a inibicdo do crescimento
microbiano durante a etapa de armazenamento de alimentos considerados p&eppedisi
et al . (2016) conseguiram estender a vida
modificacdoda atmosfera (60% GG 40% N). Os autores conseguiram manter a qualidade
sensorial e a seguranca do produto final por 14 dias.

A incorporacao de substancias naturais como lipidios, éleos essenciais e 6leos resinosos
(ou vegetais), na incorporacao dedtividade (antimicrobiano, antioxidantes) nas embalagem
para alimentos, vem sendo estudado no meio acad@miatdfico, principalmente na
elaboracéo de filmes e revestimentos (AZEREDO, 2012; ROMERO et al., 2016).

Siripatrawan e Vitchayakitti (2016) obsaram que a incorporacdo de propolis em
filmes de quitosana promoveu aumento nas propriedades mecanicas (tensao e deformacao) do
material, reducédo da permeabilidade ao vapor de agua e alta barreira ao oxigénio. Além disso,
apresentou resultados satisfaiérno potencial antioxidante e agcédo antimicrobiana para
Staphylococcus aureus

Em outro ambito, Romero et al. (2016) avaliaram o potencial antifUngico da natamicina
(do grupo macrolideo polieno, produzido naturalmente [@taptomyces natalengespéies

relacionadas, durante processo fermentativo) em filmes aplicados em queijos. Os autores
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observaram um aumento na barreira ao vapor de dgua e na resisténcia & punctura do material.

Estes, por sua vez, evidenciaram agéo antimicrobiaraasuhda albicase Aspergillus niger
Munteanu et al. (2014), obtiveram nanofibras de PLA/Ag/vitamina E (10%, m/v) na

forma de manta nacido, e observaram acdo antioxidante e antimicrobiana. Este material,

obtido através da técnica eectrospinnindDP = 15 kV), &ixa de alimentacdo de 1€,Z.min

1a 10 cm de distancia do coletor, apresentou agéo bioativa antimicrobiarEsplaesichia

coli, Listeria monocytogenessSalmonella Typhymurium e, 94% de acdo antioxidante.

Qualitativamente, ao colocar a mantmofibrosa sob macés minimamente processadas, pode

se observar um retardo oxidativo promovido pela enzima polifenol oxidase (PPhO) por um

periodo de 10 dias.

2.3.2 Embalagens inteligentes

As embalagens inteligentes podem ser consideradas como patelidagens ativas,
mas diferem quanto a ndo interacdo com o alimento (BlJI et al., 2015). Este tipo de embalagem,
promove indicacdes visuais de qualidade, desintegracéo e contaminacao do produto, através do
monitoramento visual quanto a seguranca do alimjesrientando, assim, o consumidor para
uma tomada de decisdo adequada (BIJI et al., 2015; LEE; RAHMAN, 2014).

As industrias de alimentos, veem os sistemas de embalagem inteligente como um
auxiliador no monitoramento e indicacdo da qualidade dos atsyembs quais sdo aplicados
os sistemas HACCP (Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle) e Analise de Qualidade
e Pontos Criticos de Controle (QACCP), utilizados para detectar alimentos inseguros,
potenciais riscos de seguranca e saude e promsivatégias para reducéo e/ou eliminacao de
suas ocorréncias (BlJI et al., 2015).

Os sistemas das embalagens inteligentes incluem os indicadores (tempo e temperatura,
integridade do alimento e frescor); cédigos de barras e etiquetas de identificagdo por
radiofrequéncia (RFID); sensores (biossensores, sensores de gas baseados em fluorescéncia
quimicos), etc. (LEE; RAHMAN, 2014; REALINI; MARCOS, 2014; RESTUCCIA et al.,
2010).

Segundo a literatura, os sensores podem ser definidos como um dispositivo utilizado
para detectar, qualificar e/ou quantificar componentes quimicos (particulas, gases) especificos
ou nao (BIJI et al., 2015). Os nanomateriais (nanoparticulas, nanofibras, nanotubos,
nanocristais, etc.) sdo aplicados em sensores quimicos devido suastexqeimpriedades

elétricas e mecanicas (sensores eletroquimicos), associado a grande area superficial e alta
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porosidade (DING et al.,, 2010; VANDERROOST et al.,, 2014). O desenvolvimento de
nanossensores tem apresentado uma crescente demanda na pesqoisuaearacteristica
ultrassensivel, em areas como ambiental, inspecao e diagndsticos de alimentos e medicamentos.
dentre outras aredBING et al., 2010).

Agarwal et al. (2012), incorporaram diferentes combinac¢des de indicadores universais
de pH: vermelb de metila, verde de bromocresol, azul de bromotimol, vermelho de fenol e
fenolftaleina.Para formacdo das nanofibras eletrofiadas de Nyl¢h9% m/m em &acido
férmico) foi utilizado 25 kV a 10 cm de distancia (agutidetor). Os autores obtiveram um
didmetro médio das nanofibras de-80 nm e ndo observaram modificacdo na morfologia das
nanofibras ou alteragdes no potencial halocrémico nas nanofibras indicadoras.

Khattab et al. (2017), desenvolveram uma manta nanofiborosa com potencial
halocrémico reversel, formada por poliacrilonitrila (PAN , 0,1 a 5% m/v) dissolvido em DMF
e acidificado com acido acético glacial até pH 6; e tricianofuhéar@zona (TCHH) através
da técnica de SBS. As nanofibras foram obtidas com ar pressurizado a 0,5 bar, 60 cm de
distancia (agulh&oletor) sob vazédo constante de 8 mL/h. A manta nanofibrosa apresentou alta
sensibilidade as modificacdes do pH do meio (vapor ou aquoso). Os autores propuseram 0 Uso
do sensor halocromico nanofibroso de PAGIH-H para detec¢do de aminaaradnia.

As inovagfes tecnoldgicas aplicadas as embalagens de alimentos surgem como resposta
aos desafios impostos pela sociedade moderna devido as necessidades por alimentos de
qualidade (sensorial e nutricional) e seguros (REALINI; MARCOS, 2Megse contexto, a
nanotecnologia tem sido utilizada para incorporar propriedades ativas aos sistemas de
embalagens (AZEREDO, 2012).
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3 CONSIDERACOES GERAIS

De maneira geral, a pesqussamostrou dgrande contribuicdo para o meio académico
cientifico quanto aos aspectos de inovacgao tecnoléggatapas para o alcance do objetivo
proposto foram instauradas de forma eficaz, apresentando o grande potencial das mantas
nanofibrosas poliméricas como inovacgdes tecnoldgicas para a area de embdilagetisias.

A técnica desolution blow spinnindSBS) é considerada uma nova tecnologia com
potencial inovador. A técnica apresenta vantagens em relacdo a técnica convencional de
electrospinning como o baixo custo de producgéo, a elevada produtividadmaterial em
contrapartida ao pouco tempo de producgao, os baixos riscos de acidente na manipulagéo do
equipamento. Além da versatilidade quanto ao uso de polimeros, solventes e aplicacao sobre
superficies diversas. No entanto, 0 SBS apresenta aindasaldnameiras a serem superadas,
como o ndo controle das condi¢cbes ambientais (umidade relativa, temperatura, pluviosidade,
etc.) que podem afetar o processo de obtencdo dos nanomateriais.

No entanto, mais pesquisas sdo necessarias sobre a utilizacanafdsas obtidas por
SBS na area de alimentos, a fim de comprovar a viabilidade e promover o aumento no nicho de
aplicacdo desses materiais, como no uso em embalagem ativa e inteligente.

Os resultados obtidos nesta pesquisa servirdo de conhecimericaimspiragao para
pesquisas futuras. Na literatura de ndo ha relatos de aplicacdo da nanotecnologia em alimentos,
ao que se refere as nanofibras gmution blow spinningaplicadas na area de alimentos, seja
direta ou indiretamente. Além disso, nd@sehece no mercado atual materiais comerciais que

utilizem as nanofibras para alimentos, seja na forma direta ou indireta.
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The ecofriendly solvents are highly promisingurbstitute process from synthetic solvents. In

food industries, bioactive nanofibers can be used to encapsulate and deliver natural substances.
In this report, we extend the applicability of orange oil to obtain polystyrene nanofibers by
solution blow spining. The effect of green solvent on rheological behavior of polystyrene
solutions was evaluated and associated with changes in morphological aspects of the
nanofibers.
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ABSTRACT

Solution blow spun (SBS) polystyrene (PS) nanofibers were produced2fe3@ wt.% PS
solutions using toluene (industrial solvent) and orange oil (green solvent). The latter being
composed of Blimonene (97.06%) as determined by gas chromatograpEss spectroscopy.

The rheological behavior and volatility of the solvents aolgrper solutions were correlated

with fiber morphology, accessed by scanning electron microscopy. Thermal analysis was used
to determine the thermal behavior of fibers. The antimicrobial activity of orange oil was tested
for potential applications of thggsn mats in active food packaging. Results showed that the
nanofibers spun from orange oil solutions had average diameters of 306 + 74 nm as opposed to
441+ 110 nm for toluene. Moreover, when compared with fiber spun from toluene solutions,
orange oil yilded more flexible fibers with slightly lower contact angles and better
antimicrobial properties due to the presence of residual oil confirmed by Ftansform

infrared spectroscopy.

INTRODUCTION

Polymer nanofibefs have been largely used in applicaso ranging from biomedical
applications such as in tissue engineering, regenerative meédicame antiinfective
membranesto military and food industries. Moreover, they can be used to encapsulate and
deliver natural antimicrobial active substanceshsag essential oils and phytoconstituents to

replace synthetic ones, therefore, being of great interest to pharmaceutical and food pfoducts.

Orange oil is a byproduct of the citrus juice industry produced in large quantities, since orange
is the mostproduced and consumed fruit in the worl@range oil has been used in food,
cosmetics, and pharmaceutical industries due to its flavor, fragrance and antimicrobial®activity.
According to the European Commission, a variety of essential oil componebtsgmagsed as

flavorings in food since they possess no risk to human health. Amongst them is limonene which
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is generally recognized as safe (GRAS) for its-taxic potential (LRo > 5 g kg*).2° In this

sense, limonene can be used to reduce effects otdomgexposure to solvents such as toluene

that can damage the central nervous and reproductive systems, causing respiratory diseases anc
cancer® This is especially true in polymer processindustries where toluene is largely used

as a solvent for paints, resins and adhesives.

Terpenes have been used as green solvents to polystyrene, especially limonene and cymene
due to their capacity to dissolve polystyr&h€ and their high potentiahs substitute of
petrochemical solvents, including-hexane, ethyl ketone, acetone, toluene, glycol etRéts.
Limonene has been used to produce PS nanofibers by electrospii§imgf, to the best of our
knowledge this is the first time it has baged by solution blow spinning , an alternative to
other fiberforming technique, including electrospinning, to produce micro and nanofibers of
polymers and ceramitaue to advantages such as larger production rates and reducédtosts.
Furthermore, BS requires a rather simple apparatus by replacing high voltage with a
pressurized source of gas exiting a specially designed nozzle, through which a polymer can be
injected to form fibers that are drawn by aerodynamic forces towards the collector, atich c

be a rotating drum, a living tissue or any collecting syst&hRrevious studies have reported

the use of nanofibrous mats of electrospun nanofibers of polystrféres sorbents for the
extraction of polar compound$,determination of nicotine ircigaretteg?® and filtration

media®*

In this report, we extend the applicability of solution blow spinning to obtain polystyrene
nanofibers using orange oil, green solvent. For comparison purposes, PS nanofibers were also
produced using toluene as solvérdthis is the first report comparing the effect of a green
solvent (orange oil) to obtain PS nanofibers. The applicability of this green solvent in solution
blow spun nanofibers is not obvious because of the significant differences in the processing

methal, solution properties and viscoelastic behavior of PS solutions in toluene and orange oil.
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EXPERIMENTAL

Materials

Polystyrene (Mw = 1.9xT0y mol?) used in the production of nanofibers was purchased from
SigmaAldrich (St. Louis, USA). Toluene (ACS reagent grade, LS Chemicals, Mumbai, USA)

and orange oil (SigmAldrich, St. Louis, USA) were used to prepare polymer solutions.

Characterization of spinning solution

The rheological parameters of polymer solutions were measured using an MCR rotational
rheometer (Physica MCR301, Anton Paar, Germany) at 20 °C. Polymer solution viscosity was
measured between 1 and 108. ©scillatory single frequency timeweep curves were
performed at angular frequency range from 0.5 to 500 tamha strain deformation at 1%. All

measurements were carried out in triplicate, and their mean and standard deviation reported.

Solvent composition and volatility analyses

Orangeoil composition was determined by gas chromatographgs spectroscopy (G@S)
using a model G&Z890B/MSD5977A quadrupole GC (Agilent, Santa Clara, CA, USA).
Helium was used as the carrier gas at a flow of 1.0 mL*ramd constant linear velocity of
368 cm st. Samples were heated from 70 °C to 180 °C at a heating rate of 4 ¢Camihfrom
180 °C to 250 °C at 10 °C min The identification of the compounds was performed by
comparing the mass spectra fragmentation patterns with the NIST Mass SPeeireth

Program (Version 2.0).

The evaporation rate of the solvents and polymer solutions was estimated by thermogravimetric
analysis (TGA) using a Q500 thermogravimetric analyzer (TA instruments, USA).
Approximately 1015 eL of solvent was kept at 25 °@nder nitrogen at a flow rate of 10 mL

min't and the weight loss recorded as a function of fime.
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Microbial tests: solvents and nanofibers mats

Antimicrobial Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal
Concentration (MBC) were deterngid according to Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) standard protocol M®62° against Granpositive Staphylococcus aureus
(ATCC 25923) and GramegativeEscherichia coliATCC 25922). From the antimicrobial
activity of nanofibrous mats was applied the agar-diffiusion testing developed second CLSI

protocol through the standard MB.2°

Radial fungal growth was performed according Plascehaiameaet al?’ using two bod
deteriorating fungi:Alternaria alternata(CCT 1250) andPenicilium expansumThis test

evaluated the sensitivity of fungal growth in relation to orange oil spread over the agar surface.
Fiber Spinning Method

Polystyrene solutions (20, 25 and 30 wtWeye prepared with toluene and orange oil at room
temperature (227°C). Nanofiber mats were obtained by an SBS apparatus that consists of a
source of compressed air (Schulz, model 10VL2BI®, Santa Catarina, Brazil) at 140 kPa,

an injection pump (NEB00, New Era Pump Systems, NY, USA) equipped with a glass syringe
(FLURAN F-5500A, Ismatec, Wertheim, GER) operating at a feed rate of 7 +harfd a
spinning nozzle with a protrusion length of 0.2 mm. Fibers were collected at 400 rpm at 15 cm

from the noza and placed in a desiccator under vacuum for three days.

Characterization of solution blow spun nanofibrous mats

A model JSM 6701F fielemission scanning electron microscope (F&EM, JEOL, USA)

was used to obtain micrographs of the wamven nanofibersSamples were previously gold
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coated using a SCD 050 Baéc sputter coater (BalzersAG, Liechtenstein). Average fiber
diameters were measured using ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA)

software from at least 100 measurements fromaantyl selected fibers.

Infrared spectra were recorded using a model Vertex 70 Fourier transform infrared (FTIR)
spectrophotometer (Bruker, Germany). Spectra were recorded on the attenuated total
reflectance (ATR) mode by summing 32 scans at a spectral framg&000 to 400 crhand a

resolution of 4 cr.

Solution blow spun mats were also characterized by thermogravimetric analysis (TGA) and
differential scanning calorimetry (DSC). TGA experiments were performed on a model Q500
thermogravimetric analyzer Al Instruments, USA) to study the thermal decomposition of
nanofibrous mats.-50 mg samples were heated from 25 to 600 °C with rate at 10 °€ min
under nitrogen atmosphere at 50 mL thiBSC measurements were performed on a Q100 (TA
Instruments, USA). A0 mg samples were placed in sealed pans and heated under nitrogen
atmosphere at 50 mL mirfrom 25 °C to 180 °C at 10 °C minAll samples were subjected to

two temperature cycles, the first cycle was used to erase thermal history and the second one to

determine §values.

Contact angle (CA) measurements were performed on nanofibrous mats using a CAM 101
goniometer (KSV Instruments) equipped with camera CCD (model -B@D). 9¢L water
droplets were pipetted onto nanofibrous mats and the contact angle measured with fthe aid o
the KSV CAM 2008 software at different locations on surface of spun mats. At least five

measurements were recorded. Experiments were carried out at room temperature and 55% RH.

Statistical Analyses
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Statistical analyses were carried out using Statistit@ (StatSoft. Inc., 2011). Data analyses
were performed using ongay analysis of variance (ANOVA). Tukey test with a significance

level set to p < 0.05 was used to analyze differences between groups.

RESULTS AND DISCUSSION

Characterization of spinning sdutions

Previously reported studies show how the evaporation rate (ER) of solvents impart on the
morphology of polymeric nanofibers obtained by solution blow spinffifitne ER calculated
from the slope of mass loss (evaporation) curves revealed significant differences when

comparing polymer solutions in the different concentration and solvents used (Figure 1).
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Figure 1. Evaporation rates &S solutions with (a) toluene ai) orange oil.

The ER of pure solvents (toluene and orange oil) is higher than for solutions containing PS due
to polymersolvent interactions. Moreover, the evaporation rate of PS/toluene solution is much
higherthan PS/orange oil solution. The increase in polymer concentration leads to a decrease
in ER. This can be attributed to the higher molar mass-tfiBnene (136.24 g md), the

major component of orange oil, as compared to toluene (92.14%.mMohighe interaction
between PS and toluene is expected since the Hildebtansen solubility parameter for
toluene (18.16 MPZ) is closer to PS (22.45 MP3 than limonene (16.38 MP3.13
According to Hildebrand theory, a good solstdvent interaction amirs when the difference

in solubility parameter is the minimum possibié3An increase in evaporation rate of solutions

can result in pore and thicker fiber formation due to rapid solvent evaporation at the surface of
the polymer jet® As shall be seerthe low evaporation rate of orange oil promoted coalescence

of the fibers to some extent due to the presence of residual solvent evidenced by FTIR.
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Apparent viscosities as a function of polymer concentration are shown in Figure 2, for shear

rates between 1 and 108 at 25 °C for toluene (Figure 2a) and orange oil (Figure 2b).
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]—e— 25 wt.% PS/toluene
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Figure 2. Apparent viscosity of PS solution in (a) toluene @jdrange oll.
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Toluene and orange oil exhibit a Newtonian behavior with apparent viscosity of 0.4 and 0.9
mPa.s, respectively, independent of the shear rate. For toluene solutions (Figure 2a), the lowest
PS concentration of 20 wt.% exhibited a Newtonian behavior with eppeiscosity of about

0.2 Pa:s. The 25 wt.% solution presented two distinct regions: a typical Newtonian plateau with
apparent viscosity of 0.4 Pa.s, at lower shear rate, and a pseudoplastic region, at high shear
rates, where sheamduced orientation opolymer chains overcomes Brownian movement.
However, for the highest PS concentration of 30 wt.%, a slightly pseudoplastic behavior was
observed. For orange oil solutions (Figure 2b), the 20 wt.% solution showed a Newtonian
behavior (0.4 Pa.s), and the @bd 30 wt.% solutions showed a pseudoplastic behavior. The
concentration of polystyrene in toluene and orange oil plays an important role in the rheological
behavior. Moreover, for a given polymer concentration and shear rate, the apparent viscosity of
toluene is lower than orange oil. Comparing these solvents, viscosity can be related to-polymer
solvent affinity in which higher affinity leads to more extended nanofibers since chains occupy

a larger relative volum®. As a result, the overlap concentratieiower for PS/orange oil.

The dynamic oscillatory sweep tests evaluated the rheological behavior of the polymer solutions
providing information about the storage ( G
toluene (Figure 3a) and orange oil(fig e 3 b) on GO&6 (el astic) and
solutions by oscillatory frequency sweep mw
higher than toluene (Figure 3), which may help create a more stable extensional flow during

the spinning procss.
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In general, under oscillatory conditions, polystyrene solutions presented a higher loss modulus

than the storage modulus for all concentrations. Despite exhibiting a typical viscoelastic
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behavior, all solutions were more viscous than elastic in the freguange investigated.
Storage Modulus (Go6) increased in magnitud
both the solvents. The orange oil solutions presented high magnitude in relation to the toluene
solutions. This behavior suggests that clesnip the relatively solutichke behavior to an
elasticlike behavior?® This transition are related to changes in sohmtymer interactions

and thus in entangled structure and excluded volume. Similar results were observed for loss
modul us ¢@u@ad.) AsiPB coRcentration increased, a sollifiento an elastidike

change in behavior took plaé&This transition is related to changes in solveolymer
interactions and thus to the entangled structure and excluded volume. Similar results were

observed for | oss modulus (Go0) in Figure 3.

G666 > GO s u g g-tke bebhadior prévailed inahe loweq ftequdncy range, while a
solidl i ke behavior (GO6 > GO 8Fordraoge kil sgutions; the lass  h i
modul usag Gabwaws higher than storage modul
viscoelastidike behavior for all solutions. No crossover point between storage and loss
modulus could be observed within the frequency range tested. Thislikpildehavior can
facilitate the solution flow during fiber spinning process. At all frequencies, the storage
modul us ( Go6) i s higher for orange than for

solutions have a higher viscous response that can make the solutigetblavere stable.
Chemical composition of orange oil

GC-MS analysis of orange oil show six major compounds (Table 4dmbnene being the
major compound (97.06%), and the minor befiagyrcene (1.33%), {U-pinene (0.76%), L
b-pinene (0.35%)-3-carene (0.33%) and citronellal (0.18%). A similar chemical compositi
are reported in the literatufé233:34 Other studies reported thelllnonene content in orange

peels varying from 90% to 97%%34
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Table 1. Chemical composition of orange oil determined by-KaS.

Constituent® Ehem'ca' Rt° (min)  KI¢ RId A% e
ormula
L-U-pinene CioH16 3.86 941 936 0.76
L -b-pinene CioH1e 4.52 980 977 0.35
b-myrcene CioHie 4.80 994 993 1.33
U-3-carene Ci0H16 5.13 1012 1010 0.33
D-limonene CioHie 5.61 1035 1031 97.06
b-citronellol C10H180 8.67 1158 1154 0.18

Total 100.00

aList of components imascending order of RI.
P Rt (retention time).

°KI' (Kovatsod index) calculated using Adams dat a
4RI (retention index) measured relative talkanes (C68C24) on the noolar DB5MS column.
¢ Relative percentage of components obtained for the peak area.

The MIC and MBC results for orange ailgainst foodborne pathogens (mg Hlare,
respectively, 190 and 380 mg nhfor Staphylococcus aure&TCC 25923), and 24 and 96
mg.mL? form Escherichia coliATCC 25922). The bacteriostatic and bactericidal effect of
orange oil againsB. aureusand E. coli can be observed below. Other studies reported an

effective action of orange oil against Gramsitive and Graamegative bacteria, but at slightly

lower concentration®

While PS nanofibrous mats spun from toluene did not show any microbial inhjliteds spun

from orange oil had an antimicrobial activity when in direct contact with the culture medium
due to the presence oflilnonene and other minor compourf$®Ac cor di ng et o 00
al.®3, the differences found in inhibition results are doehte structure of the bacterial cell,

variability of orange oil compounds and their synergistic effect.
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Figure 4. Radial growth rate foA. alternataandP. expansurnm orange oil by the spread plate

method. The deceleration phase may be due diadhene and minority compounds of orange
oil. Reference diameter = 23 mm.

Figure 4 shows the antifungal activity of orange oil solvent can avoid spreading of fungi
commony found in fruits and posgtarvest vegetables. This figure shows that the inhibition
growth was significant foA. alternataas compared to the control (growth without orange oil).
After 96 h, the inoculated fungi were significantly different (p < 0.05hwespect to control.
However, forP. expansumo growth difference was observed when it was subjected to orange
oil. This indeed happened becatseexpansuns a pathogen of citrus fruit§. The antifungal
activity of D-limonene againstrichophytonrubum(dermat ophytic nail infectioAjand yeasts

(Sacchadomyceserevisiag are also reported in other studfés.
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Characterization of solution blow spun nanofibrous mats

The morphology of polystyrene solution blow spun nanofibrous mats produced from toluene
and orange oil solutions is shown in Figdreand the mean fiber diameter and distribution in

Table 2.

20 wt.%

/
:

25 wt.%

30 wt.% 30 wt /./ 74 / \ X >

Figure 5. SEM micrographs of PS fibers mats obtained by SBS using (a) toluene and (b
oil at different polymer concentrations.
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Table 2. Average diameter of newoven fibers with mean values + standard deviation.

. Average diameter (nm)
PS concentration (wt.%)

Toluene Orange oil
20 357 + 6% 144 + 23
25 456 + 100° 327 + 88
30 510 + 167 447 £ 112
Di fferent superscripted small |l etters denote signific

It can be observed in Figure 5 that the nanofibrous mats obtaineddiwene solutions were
rougher (white arrows in Figure 5a) than for the ones produced from orange oil (Figure 5b).
This observation can be explained due the higher evaporation rate of toluene (Figure 1). Non
fibrous areas observed in PS/orange oil carsbe@ated with its low evaporation rate causing

wet fibers and/or beads to smash as they reach the collector surface, forming a continuous

film. 39

Figure 5 shows the changes in nanofiber morphology as a function of polymer concentration.
Since nanofibersra produced as a consequence of the polymer chain entanglements and high
viscoelastic forces that overcome the surface teffSiaha given polymer concentration the
differences in fibemorphology can be attributed to differences in rheological behgrigure

2 and Figure 3) and to solvent evaporation rate (Figure 1). Viscoelastic properties played an
important role in fiber morphology formation since high evaporation rates decrease residual
solvent and eliminate coalescence of polymer fibers. Interechetween polymer and solvent

can be associated to fiber formation mechanism. Despite the higher viscosity of the PS/orange
oil solutions, nanofibers with smaller diameters were obtained as compared to toluene (Table
2) because the lower orange oilevapwt i on r ate overcomes the vi
allowing fibers to stretch even further across the working distance and thus reducing their

diameterg142
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In order to know the role polystyreiselvent interactions played in nanofibers formation, FTIR
spectra of the individual components (PS, toluene and orange oil) were measured@arddom

to that of spun nanofibers. These spectra are shown in Figure 6.
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Figure 6. FTIR spectra of PS nanofibers spun from (a) toluene and (b) orange oil.



