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RESUMO

A nanotecnologia, termo utilizado para designar a manipulacdo da matéria em
nanoescala, vem sendo considerada uma area estratégica, representando, para a industria,
o futuro do desenvolvimento de novos produtos. A elevada area superficial apresentada
pelos nanomateriais, se comparada ao volume, é capaz de torna-los atraentes e aplicaveis
em setores diversos. Na piscicultura, por exemplo, a nanotecnologia é eficaz para
desempenhar um papel fundamental no processo de nutricdo animal. O encapsulamento
de nutrientes ditos indispensaveis a alimentacdo de peixes, em nanoestruturas
poliméricas, permite solucionar problemas decorrentes da instabilidade de substancias,
guando em contato com a agua, impedindo a sua perda, para 0 meio e garantindo, assim,
que maior quantidade do nutriente seja ingerida pelo animal. Umas das técnicas passiveis
de serem empregadas tanto na producdo de nanoestruturas como no encapsulamento de
substancias € a eletrofiacdo, uma técnica simples, de facil manuseio de equipamento e
baixo consumo de solucdo, comumente empregada na producdo de nanofibras

poliméricas.

Palavras-chave: Eletrofiacdo. Nanofibras. Biopolimero. Triptofano. Encapsulamento.

Nutrientes. Piscicultura.



ABSTRACT

Nanotechnology is a term used to describe the manipulation of matter at a nanoscale and
has been considered a strategic area, representing the future of product development for
the industry. The high surface area of nanomaterials makes them attractive and applicable
in different sectors when compared to its volume. In fish farming, for example,
nanotechnology can play a fundamental role in animal nutrition. The encapsulation of
nutrients essential to fish in polymeric nanostructures can solve issues resulting from
substance instability when in contact with water, preventing their loss to the environment
and, thus, ensuring that more nutrients are used by the animal. Electrospinning can be
used for both the production of nanostructures and substance encapsulation. It is a simple
technique, with easy equipment handling and low solution consumption, commonly used

to produce polymeric nanofibers.

Keywords: Electrospinning. Nanofibers. Biopolymer. Tryptophan. Encapsulation.

Nutrients. Pisciculture.
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PRIMEIRA PARTE



1. INTRODUCAO

O termo nanotecnologia € utilizado para expressar a manipulacdo da matéria em
nanoescala (Sousa Ferreira, Do e Rangel, 2009). Considerada um setor de elevada intensidade
tecnoldgica (Piscopo, Teixeira e Biancolino, 2014), encontra-se, amplamente presente na vida
cotidiana, mudando toda a sociedade (He, Deng e Hwang, 2019).

Diferentemente do que ocorre em paises, como Estados Unidos, Japdo, China e
Alemanha, onde a nanotecnologia é considerada destaque, em decorréncia da atuacdo marcante
em grandes empresas (Piscopo, Teixeira e Biancolino, 2014), no Brasil, esta area ainda
encontra-se em estagio intermediario de desenvolvimento (Sant’anna, Alencar e Ferreira,
2013), destacando-se as pesquisas realizadas em universidades e centros de pesquisa.

O desenvolvimento de produtos a base de nanotecnoldgica é propicio a contribuir para
a geracdo de lucros na economia (Martins e Engelmann, 2016). Nas inddstrias farmacéutica e
de cosméticos, por exemplo, uma parcela do crescimento de mercado esta relacionada a
capacidade de producdo de nanomateriais com alto valor agregado (Piscopo, Teixeira e
Biancolino, 2014). Na producdo de cosméticos, o uso da nanotecnologia proporciona um
aumento na liberacdo de substancias favordveis a atuar sobre a pele. J& na indUstria
farmacéutica, vem sendo comumente empregada, em sistemas de liberacdo de farmacos, com
formulacBes ja disponiveis no mercado, como as disponiveis para o tratamento de cancer
(Kargozar e Mozafari, 2018).

A elevada éarea superficial, quando comparada ao volume, representa a principal
caracteristica apresentada pelos nanomateriais, capaz de torna-los, consideravelmente atraentes,
podendo ser aplicados nas mais variadas areas, como engenharia, satde, eletronica, entre outras.
Além disso, nanomateriais podem ser obtidos, baseados em diversas técnicas, incluindo a
eletrofiacéo, ou electrospining, em que nanofibras séo produzidas a partir da aplicacdo de uma
tenséo elevada sobre uma solugéo polimérica.

As nanoestruturas formadas apresentam aplicacdes variadas nas mais diversas areas. Na
piscicultura, por exemplo, a nanotecnologia contribui para a preservagéo de espécies cultivadas,
além disso, pode ser empregada como fonte no reconhecimento rapido de doencas, em sistemas
de liberacdo de medicamentos e vacinas, bem como contribuir para o aumento da vida de
prateleira do produto durante sua comercializagdo (Dar et al., 2019). Os nanomateriais podem,

também, ser empregados no processo de alimentacao de peixes, possibilitando maior aquisicdo
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de nutrientes considerados indispensaveis ao animal.

A piscicultura, por sua vez, compreende um setor da aquicultura, em constante expanséo
no Brasil, destinada a producdo de peixes, principalmente os de dgua doce (Dantas, G. et al.,
2017). O setor vem ganhando espaco no mercado brasileiro e sua contribui¢cdo apresenta
nameros significativos. De acordo com dados publicados no Anuario Brasileiro de Piscicultura,
edicdo 2019, no ano de 2018, o Brasil exportou 32.417 toneladas de peixes congelados, frescos
e refrigerados, alcancando uma receita de US$ 136 milhdes.

Para atender toda a producao de peixes no pais, considerando o sistema de cultivo em
tanques-rede e viveiros, é importante que os animais recebam uma alimentacdo que atenda as
exigéncias nutricionais requeridas. Peixes como a tilapia, por exemplo, necessitam de uma dieta
rica em aminoacidos essenciais, acidos graxos, vitaminas e minerais. Uma alimentacdo
balanceada, porém pode representar 40 a 70% dos custos de producdo de pescado, estando
relacionados a presenca de proteinas na composicdo das racdes, ou seja, um nutriente de
extrema importéncia no crescimento dos animais, mas de alto valor agregado (Pezzato, Barros
e Furuya, 2009).

Além da composicdo das racGes, outro ponto importante a ser considerado, durante o
processo de producdo de pescado, remete a estabilidade de racGes quando em contato com a
agua. E de suma importancia que os nutrientes, presentes na composicao alimentar, n3o sejam
perdidos para 0 meio, garantindo, assim, que eles sejam ingeridos em quantidades satisfatorias
pelos animais.

Neste contexto, o presente trabalho se propés a desenvolver nanofibras biopoliméricas,
utilizando a técnica de eletrofiacdo, destinadas ao encapsulamento do triptofano, um
aminoacido essencial, comumente presente na composi¢do de ra¢des destinadas a alimentagéo
de peixes. O encapsulamento da substdncia de interesse é uma alternativa que mantém o
material em estudo, no interior de uma matriz, impedindo que seja perdido para 0 meio. Dessa
forma, possibilita que maior quantidade da substancia que esta sendo encapsulada chegue ao
local desejado. Além disso, um estudo comparativo foi realizado, utilizando filmes
biopoliméricos, também produzidos, a partir de zeina e triptofano, de modo a avaliar o
comportamento do aminoacido quando encapsulado em estruturas com escalas diferentes. As
estruturas produzidas foram caracterizadas com base em técnicas de microscopia eletrénica de
varredura (MEV), espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR),
difracdo de raio X (DRX), analise termogravimétrica (TGA). Um estudo de liberacdo in vitro
foi acompanhado por espectroscopia no ultravioleta visivel (UV-Vis). Os resultados obtidos
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foram aplicados em modelos matemaéticos capazes de descrever a cinética de liberacdo do
material. Sendo assim, foi realizado um estudo de digestibilidade a fim de avaliar a quantidade

de aminoéacido perdida para 0 meio.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1  Nanotecnologia

A nanotecnologia esta baseada no entendimento e na manipulacdo da matéria em escala
nanométrica (Chau, Wu e Yen, 2007). Atualmente, representa um campo da ciéncia em
constante evolucdo, sendo responsavel por consideravel avanco tecnoldgico e cientifico
(Martins e Engelmann, 2016). Sua atuacdo abrange as mais diferentes areas, como ciéncia e
engenharia de materiais, eletrénica, medicina (Anisa, Abdallah e Peter, 2003), agroindustria
(Garcia, Forbe e Gonzalez, 2010), industria de alimentos e embalagens (Hamad et al., 2018),
tratamento de agua (Savage e Diallo, 2005), entre outros.

Os nanomateriais produzidos, a partir dessa tecnologia, podem apresentar diferentes
geometrias, incluindo particulas, fios e tubos (Engel et al., 2007). Dessa forma, sdo eficientes,
ao exibir diferentes propriedades, como, por exemplo, a elevada area superficial, quando
comparada ao volume, o que permite que eles sejam empregados nos mais variados setores
(Costa et al., 2012). As nanofibras, que também compreendem geometriais passiveis de serem
assumidas pelos materiais, correspondem as formas de maior interesse em funcao das inimeras
aplicacdes associadas (Reneker e Yarin, 2008). Elas podem ser obtidas, a partir da eletrofiacéo,
uma técnica simples que utiliza solugdes preparadas, com base em polimeros, sintéticos ou

naturais, para a obtencdo dos nanomateriais.

2.1.1 Nanotecnologia na Piscicultura

Na piscicultura, a nanotecnologia é considerada promissora (Ashraf et al., 2011) e
apresenta algumas aplicagdes que vao desde o tratamento de agua até a deteccédo e controle de
doencas, como também a entrega eficiente de nutrientes e medicamentos (horménios e vacinas).
A qualidade da agua, por exemplo, pode influenciar na produtividade da piscicultura. Para isso,

a utilizagdo de nanoadsorventes, nanomembranas e nanofotocatalisadores representam
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alternativas passiveis de serem empregadas a remocao de particulas e contaminantes, presentes
no meio aquatico, garantindo um ambiente propicio a criagdo dos animais (Luis et al., 2019).
A presenca de patdgenos no meio aquatico, ainda, é capaz de interferir na producéo de
pescado. A busca pela reducdo ao uso de antibidticos, capazes de ocasionar quadros de
resisténcia e acumulo de residuos no alimento, fez crescer a procura por produtos naturais
adequadas a atuarem como agentes biocidas. Oleos essenciais, como os 6leos de cravo e menta,
vém sendo amplamente utilizados na aquicultura, em razdo de suas caracteristicas atraentes,
como biodisponibilidade imediata, baixo custo e efeito colateral reduzido. Além disso, por
apresentarem um amplo espetro de acdo incluindo suas propriedades anti-inflamatorias,
antioxidantes, anticarcinogénicas e a atividade biocida, o0s 6leos essenciais sdo passiveis de
serem encapsulados, em nanoparticulas poliméricas, garantindo a preservacdo da satde animal

e, em consequéncia, reduzindo o surgimento de doencas (Luis et al., 2019).

2.2 Piscicultura

A piscicultura compreende uma modalidade de cultivo da aquicultura, destinada a
producdo de peixes, principalmente os de agua doce (Ahmed e Khan, 2004), representando uma
das areas de producdo animal que mais vem ganhando espaco no Brasil (Pezzato, Barros e
Furuya, 2009). Dados da literatura mostram que, no periodo de 2004 a 2014, a aquicultura foi
0 setor de producao de carnes que mais se destacou com crescimento médio de 8% contra 4,1%
para frangos, 5,1% para bovinos e 2,9% para suinos (Kubitza, 2015).

De acordo com o relatério publicado pela FAO (Food and Agriculture Organization),
em 2018, o Brasil esteve entre 0s principais paises produtores de pescado em agua interna.
Ainda, segundo estimativas, em 2016, a producéo no pais alcangou valores proximos a 225.000
toneladas (FAO, 2018). O Anuério Brasileiro de Piscicultura, publicado em 2019 pela
Sociedade Brasileira de Piscicultura, reporta que, no ano de 2018, o Brasil produziu 722.560
toneladas de peixes, representando um crescimento de 4,5%, se comparado ao ano de 2017,
quando a producdo de pescado atingiu 691.700 toneladas. Além disso, em virtude da facilidade
de adaptacdo a diferentes regides, a tilapia foi a espécie destaque em producdo, atingindo
400.280 toneladas, em 2018, representando um crescimento de 11,9%, em relagdo ao ano
anterior, quando sua producao atingiu 357.639 toneladas (DELLOVA et al., 2019).

Para atender toda a producao de peixes no pais, considerando o sistema de cultivo em

tanques-rede e viveiros, é importante que os animais recebam uma alimentacdo que atenda as
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exigéncias nutricionais requeridas. Peixes necessitam de uma dieta rica em acidos graxos,
vitaminas, minerais e proteinas. As proteinas, por sua vez, sdo consideradas 0s principais
constituintes organicos dos tecidos dos peixes. Quando digeridas, sdo hidrolisadas em
aminoéacidos livres que serdo, logo depois, distribuidos por meio da corrente sanguinea a 0rgaos
e tecidos, dando origem a novas proteinas destinadas ao crescimento e reproducao. Além disso,
contribuem para a formacdo de anticorpos, hormonios, enzimas, transporte de minerais, bem
como atuam como fontes de energia para peixes carnivoros (Lima, Silveira e Tuesta, 2015).

RacOes ricas em proteinas, entretanto podem representar 40 a 70% dos custos de
producdo de pescado (Pezzato, Barros e Furuya, 2009), todavia, para atender a demanda
nutricional, € importante que racdes produzidas apresentem de 28 a 50% de proteina bruta em
sua composicao, variando conforme a fase de desenvolvimento, ambiente e espécie (Andrade
etal., 2015).

Estudos vém sendo realizados, a fim de reduzir essa quantidade de proteina na ragéo,
para que ndo haja interferéncias no desenvolvimento dos animais. Como as proteinas
apresentam aminoacidos em sua composicdo, uma das alternativas propostas consiste na
suplementacéo dessas racfes com aminoacidos industriais, em quantidades adequadas, para ndo
prejudicar o desempenho do animal (Araripe et al., 2011). Furuaya e colaboradores (2005)
realizaram um experimento para avaliar a reducdo dos niveis de proteina em dietas de tilapia-
do-Nilo. Para isso, aminoécidos sintéticos foram utilizados em quantidades adequadas que
permitissem estipular um comparativo entre eles e as proteinas utilizadas na producéo de racées.
Os resultados apontam que € possivel elaborar uma racdo completa com teor de proteina
reduzido desde que a quantidade de aminoacidos, presentes na formulacdo, esteja de acordo
com o conceito adotado, para a proteina ideal, ou seja, 0 balanceamento exato de aminoacidos.

O conhecimento acerca das exigéncias nutricionais de aminoacidos, para cada espécie
de peixe, é fundamental para o desenvolvimento adequado de dietas balanceadas (Lima,
Silveira e Tuesta, 2015). Sendo assim, quando o processo de nutricdo ocorre de forma
satisfatoria, espera-se ndo apenas que 0s animais atinjam um crescimento consideravel, dentro
dos padrées de cada espécie, mas também que estejam saudaveis, ndo suscetiveis a doencgas ou

a outra adversidade, contribuindo, dessa forma, para os bons resultados da piscicultura.

2.3 Aminoacidos

Os aminoécidos sdo moléculas formadas por um carbono central ligado a grupamentos
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amina (NH2) e carboxila (COOH), um hidrogénio e um substituinte caracteristico (R),

representando uma cadeia lateral, conforme observado na Figura 1.

Figura 1 - Estrutura geral de um aminoéacido.

COO™
+ |
NH; — clza— H
R

Fonte: Do autor (2020).

Os aminoacidos constituem blocos responsaveis pela formacdo de proteinas,
classificados em essenciais e ndo essenciais, variando conforme a dieta de um dado individuo
ou animal. Os amino&cidos ditos essenciais sdo indispensaveis ao organismo, porém ndo sao
capazes de serem sintetizados pelo organismo, por isso, devem ser obtidos por dieta. Os
aminoacidos ndo essenciais, contudo sdo passiveis de sofrerem sintese pelo organismo (Li et

al., 2009). A Tabela 1 apresenta a relacdo dos aminoacidos essenciais e ndo essenciais.

Tabela 1 - Classificagdo dos aminoacidos em essenciais € ndo essenciais.

Aminoacidos Aminoécidos N&o
Essenciais Essenciais
Arginina (Arg) Alanina (Ala)
Histidina (His) Asparagina (Asn)
Isoleucina (lle) Aspartato (Asp)
Leucina (Leu) Glutamato (Glu)
Lisina (Lys) Glicina (Gly)
Metionina (Met) Serina (Ser)
Fenilalanina (Phe) Tirosina (Tyr)
Treonina (Thr) Cisteina (Cys)
Triptofano (Trp) Glutamina (GlIn)
Valina (Val) Prolina (Pro)

Fonte: Do autor (2020).

Os aminoéacidos desempenham papéis de suma importancia no organismo tanto do
homem como também dos animais. Na piscicultura, a deficiéncia dessas substancias na dieta
dos peixes provoca reducdo na eficiéncia da utilizacdo de proteinas, retarda o crescimento

animal, diminui o ganho de peso, e a eficiéncia alimentar e pode, ainda, reduzir a resisténcia a
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doencas pelo comprometimento do mecanismo de resposta imunoldgica (Andrade et al., 2015).
As exigéncias em amino&cidos essenciais pelos peixes estdo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Exigéncia em aminoacidos essenciais para o crescimento da tilapia.

Aminoécido Exigéncia (% da proteina)
Arginina 3,66
Histidina 1,50
Isoleucina 2,72
Lisina 4,47
Metionina 2,81
Fenilalanina 4,84
Treonina 3,28
Triptofano 0,88
Valina 2,44

Fonte: Andrade et al., (2015).

Embora a exigéncia de triptofano pelos peixes apresente um valor inferior, quando
comparado a outros aminoacidos essenciais, 0 aminoacido também apresenta sua contribuicdo
e importdncia a dieta animal. Sua essencialidade estd relacionada a sua contribuigdo no
crescimento normal do peixe, na sintese proteica e, também, na regulacdo de importantes
mecanismos fisiologicos (Rossi e Tirapegui, 2004). Ademais, o triptofano é, ainda, precursor
da serotonina (Figura 2a) (Lepage et al., 2003), um importante neurotransmissor presente no
sistema nervoso central (SNC), no trato gastrointestinal e em plaquetas (Martins, Silva e Gléria,
2010). No cérebro, os niveis de serotonina estdo relacionados a altera¢cbes no comportamento e
humor, na agressividade, depressdo, sono, fadiga, supressao do apetite, entre outros (Rossi e
Tirapegui, 2004). Para peixes criados em sistema de cativeiro ou tanques-rede, onde é possivel
a existéncia de uma condicdo de estresse, a suplementacao com triptofano é capaz de inibir e/ou
diminuir os sintomas decorrentes de niveis reduzidos de serotonina.

O triptofano, cuja estrutura quimica esta representada na Figura 2b, é um aminoéacido
essencial, pertencente ao grupo dos aminoacidos R-aromaticos, com cadeias laterais aromatica,

apolar e hidrofobica.
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Figura 2 - Estruturas quimicas: (a) serotonina e (b) triptofano.

HO
OH

NH, £
“0

N " NH,

(a) (b)

Fonte: Martins, Silva e Gléria (2010).

Winberg et al., (2001) avaliaram os efeitos da suplementacéo dietética de triptofano na
atividade serotoninérgica, no cérebro e 0 comportamento agressivo da truta arco-iris quando
mantida em confinamento. Os resultados evidenciaram que a suplementacao dietética com o
aminoacido triptofano, em longo prazo, pode suprimir o comportamento agressivo do peixe.
Um outro estudo realizado por Wilson e Halver (1986) sugere, ainda, que a deficiéncia de
triptofano seja apropriada a gerar deformidades anatdmicas, em algumas espécies de

salmonideos, mas ndo em outros peixes.

2.4  Processo de Encapsulamento

Antes de avaliar os beneficios que determinado nutriente pode trazer ao organismo do
homem e/ou do animal, é necessario considerar todo o processo que antecede a sua chegada ao
organismo. Quando as ragOGes sdo depositadas na agua, por exemplo, propicia que pela
instabilidade apresentada por alguns componentes, presentes na formulagdo das ragdes,
substancias sejam perdidas para o meio, mediante um processo de lixiviacdo (Wilson e Halver,
1986).

O processo de encapsulamento, conforme ilustrado na Figura 3, definido como um
processo de aprisionamento de uma substancia , denominada agente ativo, recheio ou nucleo
(Cordeiro, 2005), no interior de um dado material (Devi et al., 2017), denominado agente
encapsulante, membrana, invélucro, cépsula, fase externa ou matriz (Cordeiro, 2005),
representa um método eficaz, passivel de ser empregado em situacdes nas quais se deseja
proteger uma substancia de interesse de provaveis interferentes externos, como temperatura,

pH, luz e processos oxidativos (Cordeiro, 2005).
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Figura 3 - Modelos de estruturas encapsuladas.

Material de Revestimento .
(Liquido ou sélido) Matriz
(Solida)

Material de Nucleo Particulas
(Gasoso, liquido ou (Liquidas ou sélidas)
solido)

Fonte: Do autor (2020).

O processo de encapsulamento é capaz de promover os mais variados beneficios a
piscicultura. Microalgas sdo comumente utilizadas na alimentagdo de peixes e larvas de
mariscos, todavia contribuem para um aumento de 30% em sua producéo. (Espinoza, Nifez e
Cebrero, 1999). Uma alternativa capaz de reduzir esses custos € pela técnica de encapsulamento
das microalgas por gelificacdo idnica. Para isso, microalgas sdo encapsuladas em esferas de
alginato o que permite que elas figuem armazenadas, no escuro, por até um ano em temperatura
igual a 4°C. Apds o armazenamento, podem se multiplicar. Além disso, quando as microalgas
sdo encapsuladas, elas se alimentam de amonia e a removem do meio com a mesma eficécia
que as microalgas ndo encapsuladas (Alavarez, Espinar e Méndez, 2010).

O processo de encapsulamento também pode ser empregado na vacinagdo de peixes. O
desenvolvimento da aquacultura promoveu uma elevagdo no numero de doencas em peixes
oriundas de microrganismos diversos. A vacinagdo dos animais consiste em um método
adequado a resolver o problema, todavia, quando administrada por via oral, sua eficacia é
reduzida se comparada a outras formas de administragdo, como injecdo, imersdo ou
pulverizacdo. A eficcia da vacinagéo via oral é reduzida em consequéncia da possibilidade de
degradacédo do antigeno no trato gastrintestinal ou por interagcdo do antigeno com o alimento.
Por essa razao, é possivel o emprego de técnicas de encapsulamento do antigeno, que fica

envolto em uma matriz polimérica. O antigeno encapsulado ndo sofre degradacdo, ao passar
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pelo trato gastrintestinal, o qual, por sua vez, atua no epitélio estimulando uma resposta imune
(Alavarez, Espinar e Méndez, 2010).

Algumas das técnicas empregadas no processo de encapsulamento incluem spray
drying, spray chilling ou spray cooling, coacervacdo (Gibbs et al., 1999), gelificacdo ibnica e
eletrofiagdo. No spray drying, as substancias a serem encapsuladas sdo homogeneizadas e, em
seguida, passam a um processo de secagem por pulverizagdo. No spray chilling ou cooling, o
encapsulamento, ou a solidificacdo de particulas, ocorre a partir de um processo de resfriamento
(Oxley, 2012). A técnica de coacervacao envolve um sistema coloidal que se separa, em duas
fases liquidas, sendo uma fase continua de polimeros e uma fase densa, rica em polimeros,
também conhecida como coacervado. O coacervado, por sua vez, atua como material de
revestimento no processo de encapsulamento (Wang et al., 2018). O encapsulamento por
gelificacdo idnica consiste em um método rapido que apresenta formulacdo e procedimento
simples e de baixo custo. Est4 baseado na capacidade de polieletrélitos formarem ligacGes
cruzadas na presenca de contra-ion, dessa forma, uma solucdo polimérica carregada
negativamente podem formar ligacdes cruzadas com cations de baixa massa molar, levando a
formacdo de hidrogéis (Holkem, Codevilla e Menezes, 2015). Na eletrofiacdo, por fim, as
substancias de interesse a serem encapsuladas sdo incorporadas a solucdo polimérica. Ap6s a
formacdo das nanoestruturas, a substancia encapsulada pode encontrar-se distribuida, de forma
homogénea nas nanofibras, sem agregacao, sugerindo uma boa interacdo entre a substancia de
interesse e o polimero (Lu et al., 2017) ou pode, ainda ser encontrada, em forma de agregados,

podendo dificultar o processo de liberacéo.

2.5  Eletrofiagdo

A eletrofiacdo consiste em uma técnica simples, vantajosa, de facil manuseio de
equipamento e baixo consumo de solucgdo utilizada na producéo de nanofibras poliméricas
(Thenmozhi et al., 2017). Para isso, uma ampla gama de polimeros pode ser empregada, sejam
eles sintéticos ou naturais (Wang, Fu e Li, 2009).

O equipamento empregado, ao longo do processo, é composto por trés partes principais.
A Figura 4 reporta cada uma delas que compde o aparato de eletrofiacdo, bem como o
posicionamento que podem vir a assumir, horizontal ou vertical. A fonte de alimentacdo de alta
tensdo é considerada a parte de maior influéncia na técnica, uma vez que é responsavel por

injetar carga na solugdo polimérica que é, logo depois, estirada ao coletor de carga oposta
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(Bhardwaj e Kundu, 2010), dando origem as nanofibras. Além disso, a partir dessa fonte,
seguem eletrodos responsaveis pela sua comunicacdo com 0s demais componentes do
equipamento. Acoplado a bomba injetora tem-se um conjunto formado por uma seringa e uma
agulha, conforme ilustrado na Figura 4. Na seringa, é depositada a solucao polimérica utilizada
para a producédo das nanofibras. O coletor, plano ou rotativo, é definido como o local em que
as nanofibras produzidas s&o depositadas.

Figura 4 - Diagrama esquematico da aparelhagem utilizada na técnica de eletrofiacao.

Coletor

(a) ®) %Seringa

g Solugdo ti Solucéo Polimérica
Seringa Polimérica
| |
Il C;{m
JO0 o0
;é*—% 71 [Cataremsto_|

Coletor

Fonte: Adaptado de Bhardwaj e Kundu, (2010).

As Figuras 4a e 4b esquematizam as duas possiveis configuracdes em que o aparato de
eletrofiacdo pode ser encontrado. Quando na vertical, conforme Figura 4a, observam-se duas
forcas atuantes, sendo elas a carga do coletor e a forca gravitacional. Quando na horizontal,
conforme Figura 4b, observa-se a presenca de uma forca efetiva, obtida a partir da tensdo
aplicada, assim como uma forca atrativa oposta que atua sobre o coletor puxando as nanofibras
formadas (Thenmozhi et al., 2017).

O principio da técnica baseia-se em interacOes eletrostaticas. Sendo assim, para que
nanofibras sejam produzidas, é necessario que, a partir da fonte de alimentagdo de alta
voltagem, uma tensdo seja aplicada sobre a solucéo polimérica produzida (Thenmozhi et al.,
2017), carregando-a para fora do capilar, em direcdo ao coletor de polaridade oposta (Sill e
Recum, VVon, 2008). O polimero em solucéo, depositado no interior da seringa, é entdo forgado
a escoar pela agulha, seja por ac¢do gravitacional ou com o auxilio da bomba de infuséo (Janior,
Avila e Triplett, 2013). Quando a tenséo aplicada sobre a solucdo polimérica é elevada (~10—
30 kV), observa-se, na ponta da agulha, a formacao de uma estrutura semelhante a um cone,
denominada “cone de Taylor”’(Thenmozhi et al., 2017), conforme observado na Figura 5. Neste

ponto, o campo elétrico € responsavel por alongar o jato de solucéo, tornando-o cada vez mais
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fino, dando origem a fibras de didmetro micro ou nanométrico (Janior, Avila e Triplett, 2013).
Antes do jato de fibra que sai da seringa atingir o coletor, ocorre a evaporagdo do solvente
utilizado no processo e, depois, o recolhimento do polimero na forma de fibras (Sill e Recum,
Von, 2008).

Figura 5 - Cone de Taylor.

Capilar

Cone de Taylor

”
\

“Jato da Solugio

Fonte: Adaptada de Costa et al., (2012).

Se as forc¢as de coesdo que atuam sobre o liquido ndo forem fortes o bastante, de modo
a permitir o estiramento do material formado, em vez de fibras, serdo ejetados defeitos, em

forma de goticulas, denominados de beads, conforme observado na Figura 6.

Figura 6 - Beads formados em nanofibras poliméricas.

Fonte: Fong, Chung e Reneker (1999).

2.5.1 Parametros que influenciam a eletrofiacéo

Apesar da facilidade no uso da técnica, existem alguns pardmetros que sdo capazes de
afetar o processo de eletrofiacdo, interferindo na morfologia das fibras obtidas: os pardmetros

de solucdo, de processo e ambientais. Os parametros de solucdo estdo relacionados com a
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concentracdo do polimero, viscosidade da solucdo, condutividade e tensdo superficial. Os
parametros de processo envolvem a tensdo aplicada, distancia entre a ponta da agulha e o coletor
e a taxa de alimentacdo da bomba, também denominada vazdo. J& os parametros ambientais
estdo relacionados a temperatura e umidade do local em que as nanofibras estdo sendo
produzidas. Sendo assim, para obter melhor compreenséao, quanto a técnica de eletrofiacdo, €
importante entender a influéncia de cada um desses fatores (Haider, Haider e Kang, 2018).

a) Parametros de solucéo

A massa molar de um polimero determina as propriedades de uma solucao. Dessa forma,
é possivel que ocorram interferéncias tanto na viscosidade da solucdo preparada como no
numero de emaranhados de cadeias poliméricas formadas (Bhardwaj e Kundu, 2010). Quando
ocorre um aumento da massa molar de polimeros, observa-se a diminui¢do de sua solubilidade,
todavia observa-se um aumento em propriedades como viscosidade, flexibilidade e grau de
emaranhamento (Ghorani e Tucker, 2015). Park e Um (2018) relatam que 0 aumento na massa
molar polimérica permite a formacéao de nanofibras com maior diametro.

A condutividade de uma dada solucdo polimérica desempenha um papel importante a
producdo de nanofibras, sendo determinada pelo tipo de polimero utilizado, no decorrer do
processo, solvente empregado e disponibilidade de sais ionizaveis (Bhardwaj e Kundu, 2010).
A adicdo de sais como NaCl, KCI e KBr propicia o aumento da condutividade, o qual, por sua
vez, promove uma diminuicdo do diametro das nanofibras, levando, assim, a producdo de
nanoestruturas mais finas (Thenmozhi et al., 2017). Além disso, o0 aumento da condutividade
favorece a formagc&o de estruturas sem defeitos, ou beads (Lasprilla-Botero, Alvarez-Lainez e
Lagaron, 2018). Quando a condutividade é aumentada, excedendo o valor critico, a formacéo
do cone de Taylor é novamente interrompida (Haider, Haider e Kang, 2018).

A reducéo da tensdo superficial induz a formacdo de fibras sem defeitos (Thenmozhi et
al., 2017). Se a tenséo superficial aplicada for aumentada, as forcas de Coulomb superam as
forgas viscoelasticas, ocorrendo uma irregularidade no jato formado entre a ponta da agulha e
0 coletor metélico, promovendo a formacdo de estruturas defeituosas (Lasprilla-Botero,
Alvarez-Lainez e Lagaron, 2018).

A viscosidade da solucdo polimérica € um parametro que relaciona a concentracdo do
polimero e o tipo de solvente utilizado (Liu et al., 2017). O aumento da viscosidade promove
menor estiramento das fibras, ao longo do processo, resultando na formacdo de estruturas com
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maior didmetro (Park e Um, 2018). Esse aumento também interfere na formagéo de defeitos,
ao longo das estruturas, logo, a medida que a viscosidade da solugdo é aumentada, observa-se
a formacéo de beads nas nanofibras produzidas (Fong, Chung e Reneker, 1999). Entretanto,
guando a viscosidade de uma solucdo polimérica diminui, advém uma reducdo no
emaranhamento das cadeias poliméricas presentes, bem como no didmetro das nanofibras
formadas (Park e Um, 2018).

O aumento na concentracdo da solucdo polimérica € responsavel pelo aumento da
viscosidade, 0 que acarreta em aumento de emaranhados entre as cadeias poliméricas (Haider,
Haider e Kang, 2018). Além do mais, esse aumento promove a formacgdo de nanofibras com
menor quantidade de defeitos (Zhang e Yu, 2016). Quando a concentracdo da solucéo €
diminuida, o grau de emaranhamento das cadeias poliméricas € pequeno, proporcionando uma
instabilidade capilar na extremidade do jato. Essa instabilidade pode ocasionar um
espalhamento eletrostético (electrospraying), em vez de eletrofiacdo (Costa et al., 2012). Com
iss0, observa-se a formagéo de fibras com defeitos (Ghorani e Tucker, 2015) e de diametro mais
reduzido (Zhang e Yu, 2016).

b) Parametros de processo

A taxa de fluxo determina a quantidade de solucdo disponivel na ponta da agulha durante
0 processo de eletrofiacdo (Ghorani e Tucker, 2015). Quando a taxa de fluxo é aumentada,
verifica-se a formacdo de nanoestruturas com maior diametro (Zhang e Yu, 2016) e com
defeitos ao longo de sua extensdo (Haider, Haider e Kang, 2018). Quando a vazdo é baixa,
entretanto havera mais tempo, para que o solvente possa evaporar, promovendo, dessa forma,
a formacéo de fibras sem defeitos (Ghorani e Tucker, 2015).

O aumento da distancia de trabalho, ou seja, a distancia entre a ponta da agulha e o
coletor, permite que o solvente, empregado no processo de eletrofiacdo, sofra evaporagéo,
formando fibras sem defeitos e com diametro médio reduzido. Todavia, quando a distancia é
diminuida, ndo ha tempo suficiente, para que o solvente seja evaporado, antes que as fibras
sejam depositadas no coletor. Portanto ocorre a formacao de fibras mais densas com defeitos
presentes ao longo das estruturas (Ghorani e Tucker, 2015).

A tensdo aplicada sobre a solugé@o polimérica oportuniza gerar fibras com defeitos. Esse
fato ocorre, em virtude da diminuicdo do cone de Taylor e do aumento da velocidade do jato.

Quando a tensdo aplicada é aumentada, é possivel observar um aumento no diametro das
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nanofibras produzidas (Haider, Haider e Kang, 2018) e maior tendéncia a formacédo de defeitos
ao longo da estrutura. Além disso, em tensdes mais elevadas, observa-se que as nanofibras
produzidas apresentam um arranjo irregular o que pode ser explicado em funcdo da

instabilidade do jato no campo elétrico de alta tensdo (Ghorani e Tucker, 2015).

C) Parametros ambientais

A temperatura € capaz de aumentar a taxa de evaporacao do solvente, durante 0 processo
de eletrofiacdo, diminuindo a viscosidade da solugdo polimérica e, em consequéncia, reduz o
didmetro das nanofibras formadas (Haider, Haider e Kang, 2018).

A umidade pode reduzir o didmetro das nanoestruturas. Dessa forma, pode contribuir a
formacéo de estruturas porosas ao longo das fibras formadas. Esse fendmeno esté associado a
utilizacdo de um sistema de solventes binarios. O solvente de maior volatilidade evapora mais
rapidamente que aquele menos volatil, causando um efeito de resfriamento que resulta na
condensacédo do vapor de agua em goticulas de agua. A evaporacao dos solventes, juntamente
com a formacdo das goticulas, favorece a formacao das estruturas porosas (Haider, Haider e
Kang, 2018).

2.5.2 Aplicagéo das nanofibras

As nanofibras obtidas, a partir da técnica de eletrofiacdo, podem ser caracterizadas em
funcdo da elevada area superficial, quando comparada ao volume, e esse fato faz com que as
estruturas fibrosas nanométricas obtidas apresentem vantagens em relacao as estruturas fibrosas
convencionais (Lasprilla-Botero, Alvarez-Léinez e Lagaron, 2018). As nanofibras, por sua vez,
podem ser empregadas, nas mais variadas areas, incluindo o desenvolvimento de scaffolds,
utilizados na engenharia de tecidos, a fabricagdo de sensores, filtros, membranas, baterias,

roupas de protecdo, curativo, catalisadores, piscicultura, entre outros (Thenmozhi et al., 2017).
2.6 Polimeros
Para que nanofibras sejam produzidas, a partir da técnica de eletrofiacdo, é necessario

que solucdes poliméricas sejam preparadas. Os polimeros empregados na técnica podem ser

naturais, sintéticos ou uma mistura de ambos.
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Os polimeros sintéticos apresentam flexibilidade, durante a sintese, entretanto néo
possuem afinidade celular pela baixa hidrofilicidade. Além do mais, ndo apresentam, em sua
estrutura, locais especificos para o reconhecimento celular, o que impossibilita a sua utilizagdo
na producdo de nanofibras destinadas a aplicacdo na area medica, por exemplo. Diferente dos
sintéticos, os polimeros naturais exibem boa biocompatibilidade e funcionalidade clinica, além
de baixa imunogenicidade. Alguns apresentam, também, propriedades antibacterianas. Todas
essas caracteristicas tornam os polimeros naturais materiais promissores, considerados de
grande interesse ao desenvolvimento de sistemas de liberacdo de substancias ativas. Ainda, séo
passiveis de serem empregados ao desenvolvimento de nanofibras destinadas a aplicacdo nas
areas alimenticia e de satde. Polissacarideos, como a celulose, quitina, quitosana, dextrose e
proteinas, como colageno, gelatina e seda, sdo alguns dos exemplos mais comuns de polimeros
obtidos de fontes naturais (Hu et al., 2014).

2.7 Zeina

A zeina, cuja estrutura quimica esta representada na Figura 7, € um polimero de origem
natural, caracterizada como uma prolamina, ou seja, uma proteina solivel em éalcool, de
coloracdo amarela, extraida do endosperma do grdo de milho. E constituida, em sua maioria,
por aminoacidos de carater hidrofébico, como o acido glutdmico (21-26%), leucina (20%),
prolina (10%) e alanina (10%). Apresenta boa solubilidade em 50-90% de etanol, em cetonas
(metiletilcetona e acetona), acetamida, ésteres e glicois, mas nao em solucdes de alcool anidro
(exceto metanol). Em 40% de etanol, o processo de solubilizagdo somente ocorre quando em
presenca de altas temperaturas (Shukla, R e Cheryan, 2001).
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Figura 7 - Modelo de estrutura secundéria da proteina zeina,

Fonte: ARGOS et al., (1982).

O biopolimero é separado da farinha de glaten de milho por um processo de extracao
utilizando o isopropanol como solvente. O extrato obtido é clarificado, mediante centrifugacéo
e, posteriormente, arrefecido, levando a precipitacdo da zeina que, ap6s secagem, adquire o
formato de p6 com coloracdo amarela (Torres-Giner, Gimenez e Lagaron, 2008).

A zeina apresenta reduzido valor bioldgico, em funcdo do desequilibrio provocado pelo
alto teor de leucina e deficiéncia, em aminoécidos essenciais, como a lisina e o triptofano, o
que faz com que ela seja pobre em qualidade nutricional e necessite de suplementagdo ao ser
utilizada, por exemplo, em racGes destinadas a alimentacdo de animais. Na alimentacédo
humana, entretanto existe uma limitacdo, quanto ao uso do biopolimero, em funcdo da sua
insolubilidade em 4gua (Shukla e Cheryan, 2001).

O peso molecular, grau de polimerizacdo e estrutura quimica conferem a zeina boa
propriedade de formacdo de filmes flexiveis, mediante um processo de automontagem. Esses
filmes, por sua vez, sdo caracterizados por uma rede tridimensional estabilizada por interagdes
de hidrogénio, interacfes hidrofobicas e ligagcdes dissulfeto formadas entre as cadeias da
proteina. A automontagem permite a formagao de micro e nanoparticulas mediante a disperséo
liquido-liquido ou evaporacéo de solventes (Luo e Wang, 2014). No método de evaporacgéo de
solvente ou casting, o polimero de escolha é dissolvido em uma solugédo de alcool alifatico e,
em seguida, disperso em uma superficie plana, permitindo a evaporacdo do solvente e a
formagéo do filme. Além de flexiveis, os filmes produzidos sdo resistentes e apresentam carater
hidrofobico. Apresentam, ainda, resisténcia ao ataque de microrganismos, facilitando, dessa

forma, a formacdo de sistemas de liberacdo de farmacos e nutrientes (Corradini et al., 2014).
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Decorrente de sua boa biocompatibilidade, biodegradabilidade e natureza ndo toxica, a
zeina é considerada um material promissor a ser utilizado no desenvolvimento de produtos
destinados a saude (Lu et al., 2017). Na industria farmacéutica, por exemplo, vem sendo
empregada com a finalidade de mascarar sabores e odores indesejaveis, bem como no
revestimento de cdpsulas, aumentando a protecdo do produto formado (Shukla, R e Cheryan,
2001).

Na eletrofiacdo, o biopolimero pode ser empregado na producdo de nanofibras. Um
estudo desenvolvido por Brahathesseswaran e colaboradores (2012) registra o emprego de
nanofibras de zeina encapsuladas com curcumina, um composto polifendlico com acédo anti-
inflamatoria, antioxidante e anticarcinogénica, com aplicacdo no processo de cicatrizagdo de
feridas, promovendo, assim, a reconstrucdo do epitélio, formacdo de novos vasos sanguineos e
a migracdo aumentada de células como fibroblastos e macréfagos para o local da ferida (Sidhu
etal., 1999).

Estudos realizados por Luis (2017) reportam a utilizacdo de nanoparticulas de zeina
encapsuladas com eugenol e 6leo essencial de alho destinadas ao controle de doencas na
piscicultura. A escolha da zeina, como agente encapsulante, esta associada as caracteristicas de
solubilidade e biocompatibilidade, o que a torna adequada ao desenvolvimento de sistemas
carreadores. Quanto ao eugenol e Oleo de alho, além de apresentarem propriedades
antimicrobiana e antifingica, representam alternativa ao controle de doencas em peixes em
substituicdo a utilizacdo de substdncias quimicas capazes de ocasionar problemas de

contaminacdo ambiental e riscos a saude humana.

2.8  Sistema de Liberagédo

O processo de entrega de um nutriente ou farmaco, em seu local de agdo, é téo
importante quanto a sua atividade a determinagdo do efeito desejado. Para isso, sistemas de
liberacdo séo empregados, modulando de forma eficiente a cinética, o tempo e o local de
liberacdo, permitindo a obtencdo de uma resposta mais especifica.

O valor nutricional de um alimento para o peixe estd relacionado a quantidade de
nutrientes e energia que o animal pode absorver. Portanto a liberagéo da substancia de interesse,
apos sua administracdo no organismo, no local e tempo certos, além de essencial a piscicultura,

permite avaliar a digestibilidade das substéncias de interesse. A digestibilidade, por sua vez, é
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responsavel por descrever a fragdo do nutriente ingerido que ndo € excretada pelas fezes. Sendo
assim, quanto maior a digestibilidade, maior € a absorcéo do nutriente.

Em sistemas de liberacdo, nanofibras obtidas, a partir da técnica de eletrofiacdo, podem
atuar como agentes carreadores de substancias, como os aminoacidos, por exemplo. Esses, por
outro lado, sdo incorporados a matrizes poliméricas durante o processo de producdo de
nanofibras. Espera-se, assim, que o processo de liberagcdo do nutriente encapsulado para o meio
ocorra de forma lenta, quanto maior for a hidrofobicidade do polimero. Neste caso, 0 emprego
das nanofibras é capaz de controlar o estado de distribuicdo do aminoacido incorporado a
nanoestrutura, melhorando sua cinética de liberacdo (Hu et al., 2014).

A aplicacdo de modelos matematicos, em estudos de liberacéo de substancias, permite,
além da previsdo da cinética de liberacdo, a compreensao dos fendmenos capazes de afetar a

liberacdo da substancia de interesse (Dash et al., 2010).
2.9  Modelos matematicos

Paralelo aos varios estudos desenvolvidos com enfoque em sistemas de liberacao,
principalmente de farmacos, muitos modelos mateméticos foram criados, com o intuito de
elucidar o comportamento dos sistemas, fornecendo mecanismos de previsdo da cinética de
liberacdo da substancia de interesse, minimizando, dessa forma, a realizagéo de estudos in vitro
(Lao et al., 2011).

Os processos gue ocorrem na maioria dos sistemas poliméricos de liberacdo, bem como
em grande parte dos modelos matematicos tedricos, estdo baseados no fendmeno de difusdo. A
difusdo é definida como o movimento espontaneo de moléculas de uma &rea de maior potencial
quimico, para uma de menor potencial quimico, considerando um dado volume de fluido. Fick
foi o responsavel por introduzir uma das primeiras andlises referentes ao fenbmeno de
transporte de massa, 0 que deu origem a duas equacdes fundamentais, denominadas Leis de
Fick da difusdo. A primeira Lei de Fick (Eqg.1) descreve o processo de difusdo, em estado
estaciondrio, ou seja, quando a concentracdo dentro do volume de difusdo ndo ¢ alterada em

funcéo do tempo (Lao et al., 2011).

J=-D% Eq.(1)
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Em que J representa o fluxo de difusdo, ou seja, a quantidade de particulas que atravessa
uma determinada area, em funcdo do tempo; C é a concentracdo da espécie, dependente da
posicdo; D é o coeficiente de difusdo da substancia de interesse e x representa o plano normal
ao plano central da membrana (Lao et al., 2011).

J& a segunda Lei de Fick (Eq. 2) descreve um processo de difusdo ndo estacionario em

que a concentracgdo dentro de um dado volume sofre alteracdo em fungéo do tempo.

ac d%C

Os perfis de liberacdo podem ser descritos a partir de modelos como Korsmeyer- Peppas
e Peppas-Sahlin. O modelo de Korsmeyer Peppas é comumente utilizado, para explicar o
processo de liberacdo, quando ele ndo se encontra bem esclarecido ou quando possa estar
envolvido em mais de um tipo de liberacdo (Costa, 2002). Além disso, descreve o perfil de
liberacdo a partir de sistemas poliméricos (Lao et al., 2011). Esse modelo pode ser representado
pela seguinte Eq. 3.

wo=kt" Eq.(3)

Em que Mi/M. representa a fragdo da substéncia de interesse liberada, ao longo do
tempo t, k representa a constante da taxa de liberacdo da substancia e n representa o expoente
de difuséo (Wu et al., 2019).

O modelo de Kormeyer-Peppas é, em geral utilizado, para avaliar a liberacdo de
substancias, quando o mecanismo de liberacdo ndo é bem conhecido ou quando possa estar
envolvido mais de um tipo de liberagdo (Costa, 2002).

A equacdo, proposta no modelo de Kormeyer-Peppas, € passivel de sofrer modificagéo,
de modo a incluir o tempo de laténcia, no inicio da liberacdo da substancia de interesse, dessa
forma, é utilizada a sua verséo logaritmica, conforme Eq. 4:

M

—=k(t— tlag)n Eq. (4)

Moo

O modelo de Peppas-Sahlin, representado pela Eq. 5, é aplicado em sistemas que

possuem mecanismo andémalo com a finalidade de determinar qual o mecanismo, difusédo ou
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relaxamento € predominante no processo de liberacdo da substancia de interesse (Peppas e
Sahlin, 1989).

=L = Jgt™ + kpt?™ Eq. (5)

<)

Na Eg. 5, o termo M¢/M. representa a contribuicdo da difusdo de Fick. Ja k1 e k2
representam as constantes de difusao e relaxamento, respectivamente (Peppas e Sahlin, 1989).
Assim como no modelo de Korsmeyer-Peppas, o tempo de laténcia, no inicio da liberacdo da
substancia de interesse, também, foi incluido no modelo de Peppas-Sahlin, sendo o processo

descrito pela Eq. 6.

2L = ey (£ = tigg)™ + ka(t = tiag)®™ Eq. (6)

Moo

3. CONSIDERACOES PARCIAIS

O processo de encapsulamento representa uma técnica simples, passivel de ser
empregada em uma gama variada de setores. Na piscicultura, compreende uma alternativa
capaz de melhorar a aquisicdo de nutrientes essenciais, como 0s aminoacidos, por exemplo,
pelos animais, impedindo que essas substancias sejam perdidas para 0 meio, caso apresentem
alguma instabilidade se em contato com agua. No presente trabalho, 0 encapsulamento ocorreu,
mediante o emprego da eletrofiacdo, uma técnica simples, de facil manuseio de equipamento e

baixo consumo de solucao.
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ARTICLE 1 - ENCAPSULATION OF TRYPTOPHAN IN NANOFIBERS OBTAINED
BY ELECTROPHYING AND BIOPOLIMERIC FILMS: A COMPARATIVE
EVALUATION BETWEEN DIFFERENT SCALES APPLIED IN THE RELEASE
SYSTEM

ENCAPSULAMENTO DE TRIPTOFANO EM NANOFIBRAS OBTIDAS POR
ELETROFIACAO E EM FILMES BIOPOLIMERICOS: UMA AVALIACAO
COMPARATIVA ENTRE DIFERENTES ESCALAS EM SISTEMAS DE LIBERACAO

ABSTRACT

The acquisition of essential nutrients in satisfactory quantities is associated with the most varied
health benefits of fish, contributing to animal growth, protein synthesis, reproduction. The
instability presented by some substances present in the composition of feed allows them to be
lost to the environment. In the present work, zein nanofibers encapsulated with tryptophan were
produced by electrospinning. Zein films with tryptophan were also produced by the casting
method in order to compare the behavior of the encapsulated substance when at different scales
and how the substance release process occurs when nanofibers and film are deposited in water
and in gastric and intestinal simulation fluids. The materials produced were characterized by
scanning electron microscopy (SEM), thermogravimetric analysis (TGA) and infrared
spectroscopy by Fourier transform (FTIR). The in vitro release of tryptophan, both in water and
in gastrointestinal simulation fluids, was evaluated using a UV-Vis spectrophotometer.
Mathematical models were applied in order to evaluate the release kinetics of tryptophan,
allowing the identification of factors capable of interfering with its release. The in vitro
digestibility of tryptophan was also evaluated, so it was possible to identify the amount of the

amino acid lost to the medium, not absorbed by the animal

Keywords: Eletrospinnig, Tryptophan, release system, in vitro digestibility
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RESUMO

A aquisicdo de nutrientes essenciais em quantidades satisfatorias esta associada aos mais
variados beneficios a salde de peixes, contribuindo para crescimento do animal, sintese
proteica, reproducdo. A instabilidade apresentada por algumas substéncias presentes na
composicao de racBes permite com que estas sejam perdidas para 0 meio. No presente trabalho
nanofibras de zeina encapsuladas com triptofano foram produzidas por eletrofiacdo. Filmes de
zeina com triptofano também foram produzidos pelo método casting de modo a comparar 0
comportamento da substancia encapsulada quando em diferentes escalas e como ocorre 0
processo de liberacdo da substancia quando nanofibras e filme sdo depositados em agua e em
fluidos de simulacdo gastrico e intestinal. Os materiais produzidos foram caracterizados por
microscopia eletronica de varredura (MEV), analise termogravimétrica (TGA) e espectroscopia
no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR). A liberag&o in vitro do triptofano, tanto
em agua como em fluidos de simulacdo gastrointestinal, foi avaliada utilizando um
espectrofotdmetro UV-Vis. Modelos matematicos foram aplicados de modo a avaliar a cinética
de liberagdo do triptofano, permitindo a identificagdo de fatores capazes de interferir na
liberagdo do mesmo. A digestibilidade in vitro do triptofano também foi avaliada, logo, foi
possivel identificar a quantidade do aminoacido perdida para o meio, ndo absorvida pelo

animal.

Palavras-chave: Eletrofiacdo, triptofano, sistema de liberacdo, digestibilidade in vitro.
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1. INTRODUCTION

Fish farming comprises a constantly expanding aquaculture sector in the country
(Dantas et al., 2017) . Aquaculture was the most prominent meat production sector between
2004 and 2014, with an average growth of 8.0%, against 4.1% for chickens, 5.1% for cattle and
2.9% for pigs. Tilapia, the main aquaculture species grown in the country, presented an average
production increase of 14.2% per year in the same period (Kubitza, 2015).

To meet the production of fish in the country, considering the system of cultivation in
tanks and ponds, it is important that animals receive a diet capable of meeting the necessary
nutritional requirements. The essential amino acid tryptophan is present in the composition of
diets (Pezzato et al., 2009). Its essentiality is related to its contribution in the normal growth of
the fish, in the protein synthesis and also in the regulation of important physiological
mechanisms (Rossi and Tirapegui, 2004). In addition, tryptophan is also a precursor to serotonin
(Lepage et al., 2003), an important neurotransmitter present in the central nervous system, in
the gastrointestinal tract and in platelets (Martins, Silva and Gloria, 2010). In the brain,
serotonin levels are related to changes in behavior and mood, aggression, depression, sleep,
fatigue, appetite suppression, among others (Rossi and Tirapegui, 2004). For fish raised in a
captive system or net-tanks, where a stress condition is possible, tryptophan supplementation is
able to inhibit and / or decrease symptoms resulting from reduced levels of serotonin.

Knowledge about the stability of feed components is important. When in contact with
water, some substances may be lost to the environment (Célia et al., 2010), making it impossible
to ingest. The development of encapsulated systems is capable of allowing the loss of
substances to the environment, ensuring that more nutrients are ingested by the animals. The
encapsulation of nutrients in polymeric nanofibers obtained by electrospinning is an effective
alternative.

Electrospinning consists of a simple, advantageous technique, with easy handling of
equipment and low consumption of solution used in the production of polymeric nanofibers
(Thenmozhi et al., 2017). For this, a wide range of polymers can be used, whether they are
synthetic or natural (Wang, Fu and Li, 2009). In this work, zein nanofibers were obtained by
electrospinning.

Zein is a polymer of natural origin, characterized as a prolamine, that is, an alcohol-
soluble protein, yellow in color, extracted from the endosperm of the corn grain. It consists
mostly of hydrophobic amino acids such as glutamic acid (21-26%), leucine (20%), proline
(10%) and alanine (10%) (Shukla, R and Cheryan, 2001). The molecular weight, degree of
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polymerization and chemical structure give zein a good film-forming property. Zein is also
resistant to attack by microorganisms, facilitating the formation of drug and nutrient delivery
systems (Corradini et al., 2014). Due to its good biocompatibility, biodegradability and non-
toxic nature, it is considered a promising material to be used in the development of health
products (Lu et al., 2017).

In this context, the present work proposes to develop and characterize hydrophobic
nanofibers obtained and zein films encapsulated with the amino acid tryptophan, considered
indispensable in the fish nutrition process. Zein films with tryptophan were also produced in
order to assess the behavior of the amino acid when encapsulated at different scales. In addition
to the characterization techniques to be employed, nanostructures and films were evaluated for
the in vitro release profile of the amino acid, analyzing the efficiency of the encapsulation
process, which determined the viability of the materials production, considering the
incorporation as a future perspective of these in diets intended for feeding fish, thus contributing

to the animal nutrition process.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Materials

Zein was obtained from Sigma-Aldrich (USA), and the Tryptophan from Synth (Brazil).

Ethanol were purchased from Synth (Brazil) and water was used as solvent.

2.2 Experimental

2.2.1 Preparation of Polymer Solutions

The 30% (w/v) zein solution was prepared by dissolving it in ethanol: water at 80: 20%

(v/v) under stirring for 2 hours at room temperature, until the complete dissolution of the zein.

2.2.2 Preparation of tryptophan-zein solution
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After preparing the zein solution, as described above, 30% (w / w) tryptophan was added
to this solution. The new solution was kept under stirring for another hour.

2.2.3 Fiber spinning

For the production of nanofibers from the electrospinning technique, a voltage of 27 kV
was applied from a high voltage source (INSTRUM, model HIPOT 60.00 kV, 5.00 mA). The
system used to propel the polymeric solution out of the capillary was assisted by a flow pump
(NEW ERA BUMP SYSTEMS, model Syringe Pump AL1000) with an applied flow equal to
0.08 puL.min-1. The polymeric solution was deposited in a plastic syringe with a volume of 5.0
mL and a diameter of 0.70 mm. The syringe was attached to the pump. The working distance
was 7.50 cm. The nanofibers produced were collected on a metal plate, wrapped with aluminum
foil, forming fibrous blankets. The contact of the high voltage source with the tip of the needle
and of the source with the collector was made through electrodes. In addition, the system
formed by the pump and collector was isolated in a wooden box with a glass front opening, in
order to control the temperature and humidity of the environment. The temperature recorded
during the production process of the nanofibers varied from 26-28 ° C and the humidity, from
60-68%.

2.2.3 Biopolymeric film

For the formation of pure zein and zein films with tryptophan, the same solutions,
mentioned above, were used. The solutions were deposited on plates with a non-stick surface

and kept at room temperature for 24 hours for drying.

2.2.4 Film and fiber characterization

The morphology of the nanofibers and films was analyzed using scanning electron
microscopy (LEO EVO 40 XVP — Carl Zeiss). Samples were prepared by cutting samples of
the mats with a blade and fixed on aluminum stubs using double-sided adhesive tape and coated
with gold using a sputtering (Balzers, SCD 050). The diameter of the fiber was measured with

the aid of an image analysis software (Image J, National Institutes of Health, USA). The average
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nanofiber diameter and diameter distribution were determined from approximately 100 random
measurements using representative micrographs.

Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) data were recorded on a Nicolet 470
Nexus FTIR spectrometer. The FTIR spectrometer was purged continuously with nitrogen. A
total of 64 scans were considered with a resolution of 2 cm™. The infrared spectra were recorded
in transmission mode on thick blow spinning samples deposited on a silicon wafer.

X-ray diffraction (XRD) patterns were generated from non-woven fibrous mats using a
Shimadzu XRD-6000 Diffractometer with a Ni filtered CuKa radiation (1.54 A) at 50 kV and
20 mA. Scans were carried out from 5 to 30° (20) at a scan rate of 2°/min.

Thermogravimetric analyzis (TGA) are perfomed under a nitrogen atmosphere at a flow

rate of 50 mL/min, with a heating rate of 10°C/min and thermal variation of 50 to 600°C.

2.2.5 Assessment of tryptophan in vitro release

Approximately 25 mg of zein / tryptophan were deposited in a falcon tube with 50 mi
of the release medium (aqueous NazHCOs solution, 40 mg/L). Three test conditions have been
proposed in order to make the study as close to real conditions: a) 25°C and pH = 5.5, b) 25°C
and pH = 8.5 and ¢) 35°C and pH =5.5. In all of these conditions, the solutions were kept under
stirring at 120 rpm.

The amount of tryptophan released was assessed by sampling intermittent aliquots
(about 180 pL) collected from the medium, using a UV-visible spectrophotometer (Shimadzu,
model UV-2601) at 280 nm.

To analyze the kinetics of in vitro release data, a Korsmeyer-Peppas model (Eg. 1) and

Korsmeyer-Peppas with Tlag (Eq. 2) was used.

s = kt" Eqg. (1)
= k(t = tigg)" Eq. (2)

Where Mt/ Mo is a fraction of tryptophan released at time t, k is the release rate constant
and n is the release exponent. The n value is used to characterize different release for cylindrical

shaped matrices.
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Another model used was Peppas-Sahlin (Eq. 3) and Peppas-Sahlin with Tiag (EQ. 4)

S = eyt 4 Jept?m Eq. (3)
M
ﬁ = k.(t - tlag)m + ky(t— tlag)zm Eq. (4)

Where Mt is the concentration of released tryptophan and Moo is the concentration of
released tryptophan at equilibrium, ki and ko are constant and m is the purely fickian diffusion

exponent for a system of any geometric shape.

2.2.6 In vitro Digestibility

The in vitro digestibility test was carried out based on the methodology WANG et al.,
2010. In the first stage, 20 mg of zein encapsulated with tryptophan were deposited in 40 ml of
gastric simulation fluid produced from 5% w / v of pepsin in 0.15 M NaCl. The solutions were
acidified until reaching pH values of 1.8, 2.5 and 3.5. The test was kept under stirring at 100
rpm for 1 hour in the dark and at room temperature.

In the second stage, another 20 mg of zein encapsulated with tryptophan were deposited
in 40 ml of intestinal simulation fluid, produced from 1.5% w / v pancreatin, 0.5% w / v
amylase, 0.3 % w / v amylase, 0.3% w / v bile salts and 0.15M NaCl. The solutions were
acidified until reaching pH values of 4.5, 5.5 and 6.5. The test was kept under stirring at 30
rpm, for 5 hours in the dark and at room temperature.

The containers used to prepare the solution were covered with aluminum foil to prevent

the passage of light. The released tryptophan was quantified using a UV-Vis spectrophotometer.

3. RESULTS AND DISCUSSION

Figure 1 shows SEM images obtained for the surface and cryogenic fracture of the films

of pure zein and zein-tryptophan.
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Figure 1 - Scanning electron microscopy (SEM) images: surface of the films (a) pure zein (b)
zein-tryptophan; cryogenic fracture of the films (c) pure zein (d) zein-tryptophan.

The films of zein (Fig.1la) and zein-tryptophan (Fig.1b) presented a smooth and
homogeneous surface. The heterogeneous morphology of the cryogenic fracture surface
observed in the zein-tryptophan film is indicative of the formation of crystals. According to
Yang et al., (2015), tryptophan has the ability to crystallize and can remain concentrated in
specific regions of the produced film.

Figure 2 shows SEM images obtained for the pure zein (Fig. 2a) and zein-tryptophan
nanofibers (Fig. 2b).
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Figure 2: Scanning electron microscopy (SEM) images of nanofibers: (a) pure zein, (b) zein-

tryptophan.

The nanofibers showed uniform and homogeneous morphology. The homogeneity

maintained after encapsulation of the amino acid is an indication that there was an interaction

between the biopolymer and the amino acid.

Figure 3 shows the distribution of the nanofiber diameters. The increase in the average

fiber diameter due to tryptophan addition is similar to results found in the literature, and can be

interpreted as a success in the incorporation of essential aminoacid in the zein matrix. This

increase in diameter is associated with an increase in the viscosity of the polymeric solution,

after the incorporation of the amino acid. According to the literature, the increase in viscosity

is able to promote a lower stretching of the produced nanofibers, leading to the formation of

structures with a larger diameter.
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Figure 3 - Nanofiber diameter distribution: (a) pure zein, (b) zein-tryptophan.
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The recorded FTIR transmittance spectra of zein electrospun fibers and zein/tryptophan
are shown in Fig. 4 in the 500 — 4,000 cm™? region. The assigned peaks for zein spectra are in
agreement to the bands previously reported in literature for zein. The characteristic peaks at
3307, 1650, 1538 and 1361 cm™%, for neat zein, correspond to the NH stretching, to amide |
(C=0), amide Il (N-H bending) and amide 111 (C—N), respectively (Ansari et al., 2019). For the
tryptophan spectrum, the characteristic peaks are 3402, 3037, 1589, 1411, 1357 and 1059 cm”
! which correspond to the characteristic band of aromatic amine, to the C-O bond in aromatics,

amine 1, carbonyl and C-N bond in aromatics, respectively (Ayodhya et al., 2015).
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Figure 4 - Infrared spectra of zein, tryptophan and zein/tryptophan samples samples in the
region 4000-500 cm™.

When comparing the two spectra, it can be concluded that the presence of tryptophan
did not significantly affect the chemical structure of zein.

Both in the spectrum referring to zein powder and in the spectrum referring to
tryptophan dust, the bands of greater intensity are related to the presence of functional groups
that are able to bond to each other through peptide bonds.

The low intensity bands, observed between 3397 and 3293 cm™ can be attributed to the
interaction between zein and tryptophan. This interaction occurs through the connection
between polar groups, amine and hydroxyl, present in the structure of the amino acid, with
apolar group, amide, present in the structure the biopolymer. A change in the bands related to
amide | and amide 11 (1650 and 1538 cm™) is observed, where further investigation reveals a
zein/ tryptophan interaction, other studies report that changes in amides | and Il were associated
with the occurrence of electrostatic interactions between proteins and other groups (Yang et al.,
2019).
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Figure 5 shows the X-ray diffraction patterns of the evaluated samples. As previously
reported in the literature, both pure zein nanofibers and pure zein film have an amorphous peak
around 20 = 9° and another broad peak around 26 = 20°. The first peak, that is, the shortest peak,
represents the mean intra-helix distance of the skeleton (a-helix structure of pure zein), while
the largest peak is related to the intra-helix packing between the neighboring chains (Kayaci &
Uyar, 2012; Ping et al., 2013; Ullah et al., 2019). The pure zein powder exhibits the same
tendency in structure, this is evidence that nanofibers and zein film did not show changes in

their structure.
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Figure 5 - X ray Diffraction patterns of zein, tryptophan and zein/tryptophan samples.

Diffraction patterns for pure tryptophan, nanofibers and films encapsulated with
tryptophan were also obtained. For tryptophan powder, crystalline peaks around 20 =9.8°, 14.7
°, 19.8 °, 23.0 °, 24.7 °, 35.0 ° were observed (You et al., 2014 ). When tryptophan was
encasulated in zein nanofibers, it was possible to observe an increase in the size of the
crystallites. This result indicates that during the crystallization of zein-tryptophan nanofibers,
the stages of nucleation and growth are controlled by the interaction of the biopolymer with the
amino acid.

In addition, the formation of new crystalline structures in zein-tryptophan nanofibers,
not present in the other spectra, is possibly related to the rapid evaporation of the solvent.

Thermogravimetric analysis (TGA) was used to determine onset degradation
temperature (Tonset) for neat zein nanofibers and films and zein/tryptophan nanofibers as shown
in Figure 6.
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Figure 6 - Thermogravimetric curves for zein and zein/tryptophan samples.

Figure 6 illustrates the release behaviors of tryptophan from the nanostructured zein
membranes. It is observed that the difference between the zein/tryptophan systems releasing is
basically related to the thermal degradation of zein occurs in 2 stages. The first stage, at a
temperature of 30 — 105°C, indicates loss of water and low molecular mass (plasticizers and
volatile compound). The second stage, at a temperature of 250 — 450°C is related to protein
degradation. The changes in the protein structure, provoked by the rupture of low energy
intermolecular bonds, can promote a reduction in the thermal stability of the protein
(Brahathesseswaran et al., 2012; Corradini et al., 2004).

Figure 7 shows the values obtained in the controlled release test in water. It was
observed that the zein-tryptophan film (Fig.7b) did not release tryptophan in the first 15 minutes
of the experiment. The zein / tryptophan nanofibers showed a high percentage of tryptophan
released at the beginning of the experiment, but showed a lower percentage at the end of the
experiment. Regarding the evaluated parameters, the increase in the temperature of the
experiment also increased the amount of tryptophan released, but it is not statistically relevant.
The same behavior was observed with the increase in pH in zein / tryptophan films. Regarding
nanofibers, the same behavior was observed in relation to temperature, however, the increase
in pH led to a slightly lower amount of released tryptophan, but there was still no relevant

statistical difference.
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Figure 7 - In vitro release profile of tryptophan from zein samples: (a) zein-tryptophan
nanofibers, (b) zein-tryptophan film.

Evaluating the proposed mathematical models and observing the constants present in
Table 1 it is possible to observe, according to the value of R?, that there is a change in the
behavior of zein / tryptophan of the film to nanofiber, suggesting a change in the release
mechanism. Note that the film fits well with both the Korsmeyer-Peppas and Peppas-Sahlin
models. The nanofibers fit well with the Korsmeyer-Peppas model and showed a poor fit to the
Peppas-Sahlin model. In Korsmeyer-Peppas model, the value of n characterizes the release
mechanism of substance of interest as described in Table 1. When 0.45 < n, we have a Fickian
diffusion mechanism, 0.45 <n <0, 89 for non-Fickian transport, n = 0.89 for the transport of
case Il (relaxational) and n> 0.89 for the transport of super case Il (Dash et al., 2010, Pandey et
al., 2011).
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T=25°C pH=5,5 T=25°C pH=8,5 T=25°C pH=5,5
Model Constants [ ™ Namofiber | Film  Nanofiber | Film  Nanofiber
Korsmeyer- | | 0.84 0.09 0.59 0.09 0.37 0.05
Peppas | g 0.92 0.93 0.95 0.96 0.87 0.93
Korsmeyer- | 0.83 0.09 0.62 0.09 0.41 0.05
P eppj‘_’”"”h Tlag 200 2.00 300 300 | 2.00 2.00
lag R2 0.93 0.93 0.94 0.97 0.79 0.93
ki 0.53 351 1.02 22 2.21 332
Peppas- |k 0.01 0,03 0.00 0,05 0,03 0,07
Sahlin | m 045 0.28 045 0.45 045 0.45
R2 095 0.11 0.96 0.14 0.97 0,53
ki 0.54 2.30 1.03 22 2.24 332
Peppas- |k 0.01 0,05 0.00 0,05 -0.03 0,07
Sahlin with | m 045 0.45 045 0.45 0,45 0.45
Tiae Tlag 3.00 2.00 3.00 2.00 3.00 2.00
R2 0.95 0,02 0.97 0.08 0.98 0,64

Table 1 - Parameters of the Korsmeyer—Peppas, Korsmeyer-Peppas with Tiag, The Peppas-
Sahlin and Peppas-Sahlin with Tiag .

Fitting the release data to the Korsmeyer—Peppas and Korsmeyer-Peppas with Tlag
equation proposed that release of the tryptophan from the zein nanofibers is through Fickian
diffusion at different conditions. These results suggest that the tryptophan release from the zein
nanofibers is through diffusion. Furthermore, it occurs due to the diffusion of the dissolution
medium into the zein nanofibes, dissolution medium solubilized the tryptophan and releases it
slowly. The Peppas-Sahlin and Peppas-Sahlin with Ti,g model can analyze the contribution of
chain relaxation and the diffusional contribution to the controlled release process. Although
zein / tryptophan nanofibers did not fit well into the model, the negative values obtained for k>
should be interpreted in terms of an insignificant diffusion process compared to the relaxation
mechanism. The Peppas-Sahlin (k1 >> k2) model suggests that the release of tryptophan is
controlled by the relaxation of polymer chains.

Fitting the release data to the release of the tryptophan from the Zein film, the
Korsmeyer—Peppas and Korsmeyer-Peppas with Tiag equation proposed that release is through
non-Fickian (anomalous) transport at different conditions. The Peppas-Sahlin and Peppas-
Sahlin with Tia,g model also presented very small or negative K> values which suggests that
suggests that the release of tryptophan from the zein film is controlled by the relaxation of

polymer chains. mechanism. A good fit to the KorsmeyerePeppas (n > 0.85) and Peppas-Sahlin
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(ki>>k?) equations suggests that the release from the tryptophan from the zein film is controlled
by the polymer relaxation.

The Table 2 and Table 3 shows the values of the in vitro digestibility test for the
simulated gastric fluid and simulated intestinal fluid. It can be seen that zeina / tryptophan
nanofibers had a slight increase in tryptophan digestion in both gastric and intestinal fluid
digests in most cases, comparing the same pH conditions. This can be explained by the
increased surface area in the nanofibers, which speeds up the release process. It was not possible
to observe a relationship between the pH change and the amount of tryptophan released through
the static tests. In most cases there was no statistical difference with the pH variation, which
suggests that pH variation does not interfere with the amount of tryptophan digested.

ZLein + Tryptophan Film Zein + Tryprtophan Nanofiber
P Average Standard Statistical Average Standeard Statistical
P Weaight Deviation Test Weight Deviation Test
L8 4973 3.658 a 61,51 2.590 b
2,5 4753 3.734 a 55,98 1,751 a
3,5 53,30 0.734 a 59.87 0,751 ab
Table 2 - In Vitro Digestibility test for the simulated gastric fluid.
Zein + Tryplophan Film Zein + Tryptophan Nanofiber
P Average Standard Statistical Average Standard Statistical
P Weight Deviation Test Weight Deviation Test
55 53,94 1.084 a 54,94 2,501 a
6,5 50,21 3,725 a 652,11 0.617 b
75 37,54 4.250 a 36,26 2,826 a
Table 3 - In Vitro Digestibility test for the simulated intestinal fluid.
4, CONCLUSIONS

The eletrospinnig technology can be appropriated used to encapsulate the tryptophan in
a zein matrix, providing a release with Korsmeyer—Peppas kinect rates. The zein/tryptophan
film demonstrated good performance in amino acid encapsulation and showed good fit to the
Korsmeyer—Peppas and Peppas-Sahlin model. This study clearly indicated that zein films and
zein nanofibers can potentially be used in the controlled tryptophan distribution system. The
zein-tryptophan films have potential for application in fish farming, since there was no release

in the first 15 minutes of testing, being an important factor in fish farming.
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