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RESUMO

Nanofibras sdo estruturas poliméricas que apresentam a forma de fios e espessura na ordem de
nandmetros. Sua principal caracteristica é a elevada area superficial por volume. Diversas
técnicas podem ser utilizadas para sua obtengdo, sendo a fiacdo por sopro em solucdo um
exemplo de técnica simples e barata. A encapsulagao agentes ativos ou nutrientes nas nanofibras
pode ser til na resolucdo de problemas ambientais, como a nutricdo de peixes criados em
viveiros. Umas das principais dificuldades enfrentadas na piscicultura é o alto custo de racdes
fortificadas com farinha e 6leo de peixe. Esses produtos sdo usados na formulacdo como fonte
de acidos graxos das séries n-3 e n-6, 0 que contribui para o desenvolvimento saudavel dos
peixes. Entretanto, tal pratica é insustentavel econémica e ambientalmente, visto que as fontes
marinhas de onde tais produtos sdo obtidos séo finitas. Sendo assim, o projeto visa a producéo
de nanofibras de poli(acido latico) contendo 6leo de milho e 6leo de linhaca em diferentes
proporcdes. Posteriormente, as nanofibras foram caracterizadas por Espectroscopia no
Infravermelho com Transformada de Fourier, Calorimetria Exploratoria Diferencial e
Microscopia Eletrénica de Varredura. O angulo de contato e a eficiéncia de encapsulacéo
também foram analisados. Além disso, uma racdo comum foi formulada e o perfil de liberacédo
dos nutrientes encapsulados nas nanofibras e livres nas ragfes foi estudado e comparado. Os
ensaios de liberacdo foram realizados in vitro em meio de simula¢do aquoso e gastrointestinal.
Os resultados mostraram que a encapsulacdo dos 6leos vegetais nas nanofibras de poli(acido
latico) foi bem-sucedida, ja que o espectro infravermelho comprovou a interacdo entre os
materiais de partida (bandas caracteristicas dos 6leos vegetais em 2925 e 2853 cm™ foram
observadas nas nanofibras). A analise dos eventos térmicos mostrou o efeito plastificante dos
6leos vegetais, por meio de uma breve diminuicdo da temperatura de transicdo vitrea do
poli(acido latico) (de 63°C para 61°C); também houve diminuicdo da temperatura de
cristalizacdo a frio (93°C para apx. 86°C), indicando que a adi¢do dos 6leos facilitaria o processo
de cristalizacdo. Além disso, os resultados de angulo de contato permitem afirmar que as
nanofibras sdo hidrofébicas (todas apresentaram angulo de contato maior que 90°C), o que é de
grande importancia para que os nutrientes ndo sejam liberados nos tanques de criacdo antes da
ingestdo pelos peixes. As analises de microscopia eletrdnica de varredura mostraram que todas
as nanofibras produzidas apresentaram superficie lisa e homogénea, com diametros médios
variando entre 157+49 nm e 385+133 nm. Ao comparar a liberagdo dos Oleos vegetais
encapsulados com a liberacéo dos 6leos livres na racdo, foi possivel comprovar a importancia
das nanofibras para esta aplicacdo, visto que a matriz polimérica aumenta a biodisponibilidade
dos nutrientes.

Palavras-chave: Fiagdo por sopro em solucdo. Oleo de milho. Oleo de linhaga. Liberagéo
controlada. Fluido de simulagéo gastrointestinal.



ABSTRACT

Nanofibers are polymeric structures that have the shape of threads and nanometric diameters.
These materials has a high surface-to-volume ratio as their main feature. Many techniques can
be used to its production, with solution blow spinning being an example of a simple technique
with low cost. The encapsulation of active agents or nutrients in nanofibers can be useful to
solve environmental problems, like the nutrition of farmed fish. One of the main difficulties
faced in pisciculture is the high cost of the feed fortified with fish meal and fish oil. The use of
these compounds enhances the content of fatty acids of the n-3 and n-6 series on the fishes,
which contributes to their healthy development. However, this practice is economically and
environmentally unsustainable, since these products are obtained from finite marine sources.
Therefore, the aim of this project was the production of poly(lactic acid) nanofibers containing
corn oil and linseed oil in different proportions. Posteriorly, nanofibers were characterized by
Differential Scanning Calorimetry, Scanning Electron Microscopy, and Fourier-Transform
Infrared spectroscopy The contact angle and encapsulation efficiency were also determined. A
general feed formulation was produced and the release profile of the nutrients encapsulated in
the nanofibers and free in the feed was studied and compared. The release tests were performed
in vitro in environment simulating the tank water and the gastrointestinal conditions. The results
showed that the encapsulation of the vegetable oils in the polylactic acid matrix was successful,
since the infrared spectrum proved the interaction between the substances (characteristic
vegetable oils peaks at 2925 and 2853 cm™ were seen in the nanofibers spectra), and the
encapsulation efficiency results were between 81.54+10.36% and 99.14+4.55%. The analysis
of the thermal events showed the plasticizer effect of the vegetable oils because a small decrease
in the glass transition of the polylactic acid was observed (from 63°C to 61°C); there was also
a decrease in the cold crystallization temperature (from 93°C to nearly 86°C), indicating that
the addition of oils would facilitate the crystallization process. Beyond that, the results of the
contact angle allowed to affirm that all nanofibers are hydrophobic (all presented contact angles
higher than 90°), which is important to protect the nutrients against release when in contact with
the aqueous medium. The Scanning Electron Microscopy analysis showed that all nanofibers
presented uniform morphology and smooth surface, with an average diameter between 157+49
nm and 385+133 nm. Through the comparison of the vegetable oils release from the nanofibers
(encapsulated) and from the feed (free), it was possible to verify the importance of the
nanofibers for this application since the polymeric matrix enhances the bioavailability of the
nutrients.

Keywords: Solution Blow Spinning. Corn Oil. Linseed Oil. Controlled release. Simulated
gastrointestinal fluid.
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1 Introdugéo

A nanotecnologia € entendida como o design, a caracterizagdo, a producéo e a aplicacédo de
estruturas, dispositivos e sistemas controlando forma e tamanho na escala nanométrica.
(Dowling, 2004; Kubitza, 2006)

As nanofibras sdo estruturas poliméricas que apresentam a forma de fios, sendo um exemplo
de nanomateriais. Suas propriedades fisicas e quimicas sdo muito interessantes, sendo a elevada
area superficial por volume considerada a principal delas. Isso significa que, se compararmos
um mesmo volume de fibras macroscépicas e nanométricas, as nanofibras terdo maior area
superficial. Sabe-se que quanto maior a area da fibra, maior é sua porosidade e, portanto, esta
também é uma caracteristica importante das nanofibras. Sdo essas propriedades que as tornam
atraentes para diversas aplicacbes ligadas a fendmenos de superficie, como filtracdo de
poluentes, liberacdo controlada de farmacos e recuperacéo de tecidos biolégicos. (Ramakrishna,
2005; Piscopo et al., 2015)

Uma grande vantagem de se usar nanofibras ao invés de filmes ou emuls@es, por exemplo,
€ que é de interesse das industrias que as matrizes poliméricas sejam macias, flexiveis e tenham
uma dureza moderada. As nanofibras apresentam essas caracteristicas naturalmente, enquanto
que as propriedades dos filmes precisam ser otimizadas pela adi¢do de plastificantes, que além
de aumentarem o custo do produto, geram impactos ambientais devido a sua toxicidade. 1sso
foi observado por Ghosal et al., 2018 ao comparar as propriedades mecanicas de filmes
produzidos por casting com as de nanofibras produzidas por eletrofiacdo, utilizando o0 mesmo
polimero e 0 mesmo solvente para a producdo dos dois materiais.

As nanofibras podem ser produzidas por meio de diversas técnicas, sendo a fiacdo por sopro
em solucdo uma alternativa barata, rapida e pratica para se obter estes materiais. Apos a
obtencdo, as nanofibras podem ser aplicadas na resolucédo de problemas, como na nutricdo de
peixes, por exemplo. (Medeiros et al., 2009)

A pesca é uma atividade comercial praticada ao longo de todo o territério nacional e
apresenta, portanto, elevada importancia social e econdémica.

De acordo com a FAO, o Brasil € um dos 15 maiores produtores de peixe do mundo, sendo
esta a atividade zootécnica que mais cresce no pais nos Ultimos anos. Essa pratica movimenta
cerca de R$ 5 hilhdes/ano e gera 1 milhdo de empregos diretos e indiretos, de acordo com a
PEIXE BR. (Peixe BR, 2019)

Os peixes tém algumas necessidades nutricionais para que seu crescimento, reproducao
e fungdes fisioldgicas sejam desempenhadas normalmente. Sendo assim, a racdo deve conter

proteina/aminoacidos, acidos graxos essenciais, minerais, vitaminas e fontes energéticas em



teores otimizados. Portanto, a racdo representa a principal despesa na piscicultura, pois sua
formulacdo esté diretamente relacionada a qualidade dos peixes que serdo comercializados. No
trabalho de Freitas et al., 2020 foi demonstrado que o preco da racéo, considerando o valor dos
insumos no periodo de 2017 a 2018, foi de cerca de R$3,12/kg de peixe. Assim, existe um
grande interesse na producao de ragdes que tenham baixo custo, baixo impacto ambiental e alta
qualidade nutricional. (Roubach et al., 2002)

Um dos problemas encontrados na nutricdo de peixes de cativeiro € que, por conterem
um teor mais baixo de acidos graxos da série n-3, as ragdes sdo comumente fortificadas com
farinha de peixe e 6leo de peixe. O uso desses produtos, apesar de cumprir o objetivo, é visto
como uma pratica ambientalmente e economicamente insustentavel, pois utiliza fontes
marinhas finitas como alimento para os animais produzidos na piscicultura. (Cyrino et al., 2010)

Sendo assim, é de extrema importancia encontrar uma fonte alternativa de nutrientes
que possa substituir o 6leo de peixe nas races, mantendo o valor nutricional e ao mesmo tempo
tornando a fortificagdo mais barata e ecologicamente correta.

No estudo desenvolvido por Lopes et al., 2015 foi observado que tilapias do Nilo
alimentadas com ra¢des contendo 06leo de soja durante 30 dias apresentaram alto teor de acidos
graxos da série n-3. Nesse contexto, 0s Gleos vegetais se mostram alternativas sustentaveis e
promissoras para a producéo de racdes fortificadas. (Miller et al., 2008)

O 6leo de milho e o dleo de linhaca, por exemplo, sdo ricos em &cido linoleico (dmega-
6) e acido o-linolénico (6mega-3), respectivamente. Esses acidos graxos essenciais Sao
metabolizados no organismo dos peixes, levando a formacéo dos &cidos graxos poli-insaturados
de cadeia longa, que serdo posteriormente ingeridos pelo consumidor humano.

A importancia do consumo de peixe na dieta humana e seus efeitos benéficos foram
comprovados em termos de seguranca alimentar e de combate a desnutricdo e deficiéncia de
micronutrientes em paises em desenvolvimento. (Mohanty et al., 2019) Assim, substituir o
o6leo/farinha de peixe por 6leos vegetais na formulacéo das ragdes seria uma forma de manter o
peixe como uma fonte econdmica de proteinas e 6leos saudaveis, que além de prover uma
alimentacdo balanceada, ajuda na manutencédo da satde fisica e mental.

Desse modo, o foco do projeto foi produzir nanofibras de poli(acido latico) por fiacéo
por sopro em solucdo, contendo 6leo de milho e 6leo de linhaga encapsulados, ja que estes 6leos
sdo ricos em acidos graxos essenciais para a nutricdo de peixes. Serdo empregadas técnicas de
caracterizagdo para avaliar diversos parametros das nanofibras, incluindo o perfil de liberagdo
dos agentes ativos in vitro. Assim, espera-se ter informacao suficiente para definir se este sera

um produto viavel para aplicacdo na fortificacdo de ragdes para a piscicultura.



2 Objetivos
Este projeto tem como objetivo a encapsulacdo de 6leo de milho e éleo de linhaca em
nanofibras biocompativeis que serdo produzidas por meio da técnica de fiacdo por sopro em
solucdo. Espera-se obter um produto que possa ser aplicado na piscicultura para a fortificacao
de racBes por meio da liberagdo controlada de &cidos graxos essenciais.
2.1 Objetivos Especificos
e Ultilizar a técnica de fiacdo por sopro em solucdo para produzir nanofibras de poli(acido
latico) contendo diferentes concentracfes de 6leo de milho e 6leo de linhaga;
e Caracterizar a morfologia das nanofibras por Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV);
e Caracterizar o comportamento térmico das nanofibras por Calorimetria Exploratéria
Diferencial (DSC);
e Estudar as interacBes entre o poli(acido latico) e os 6leos vegetais por meio da
Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR);
e Auvaliar a hidrofobicidade das nanofibras por meio da técnica de angulo de contato;
e Auvaliar a liberagdo controlada dos &cidos graxos de interesse em fluidos que simulem o

trato gastrointestinal de peixes e 0 ambiente aquatico.



3 Referencial Tedrico
3.1 Poli(acido latico)

Em 2016, a producdo mundial de polimeros obtidos a partir de fontes ndo-renovaveis,
como petréleo, atingiu cerca de 396 milhdes de toneladas. (Geyer et al., 2017) Grande parte
dessa producéo ¢ introduzida no ecossistema na forma de lixo industrial. O que encoraja 0 uso
desses polimeros pelas industrias é o baixo custo e alta velocidade de producéo, aliados a uma
ampla faixa de comportamentos que podem atender as mais diversas aplica¢6es. Por outro lado,
também existem vérias desvantagens, incluindo: uso de fontes ndo-renovaveis, aumento do
preco do petréleo nas ultimas décadas, preocupacdo ambiental devido a sua degradacdo e
incineracdo contribuirem para o aquecimento global, e risco de que seus mondémeros e
oligbmeros tdxicos migrem para 0s materiais comestiveis, infectando o consumidor.
(Jamshidian et al., 2010; Nampoothiri et al., 2010)

O poli(acido latico) (PLA) é um poliéster (Figura 1) biodegradavel que pode ser usado
como uma alternativa sustentavel aos produtos derivados de petrdleo. Esse polimero pode ser
produzido em larga escala por meio da fermentacdo de agucares de fontes renovaveis como
cana-de-acucar e amido de milho.

O poli(acido latico) foi descoberto em 1700 pelo quimico suico Scheele, mas so foi
sintetizado pela primeira vez por Carothers em 1932, na DuPont. A sintese de PLA exige um
controle rigoroso das condic¢Oes de temperatura, pressdo e pH, uso de catalisadores e longo
tempo de polimerizacdo. Pode ser preparado por meio de diferentes processos de polimerizagédo
do &cido latico, incluindo: policondensacéo, polimerizacdo por abertura do anel, polimerizacéo
enzimatica e desidratacdo azeotrépica. (Jamshidian et al., 2010; Farah et al., 2016; Herrero-
Herrero et al., 2018; Singhvi et al., 2019)

Por ser classificado como Geralmente Reconhecido Como Seguro (GRAS) pela United
State Food and Drug Administration (FDA), é seguro para ser aplicado em diversas areas.
(Nampoothiri et al., 2010; Herrero-Herrero et al., 2018)

Figura 1 - Estrutura quimica do poli(acido latico).
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3.1.2 O mon6mero

O 4cido latico (acido 2-hidroxipropiénico) é o acido carboxilico mais abundante na
natureza. Pode ser produzido a partir de produtos ou residuos da industria de alimentos (milho,
amido, sementes de algod&do) por meio de sintese quimica ou fermentacao. A obtencdo por meio
da fermentacdo causa menos impactos ao meio ambiente, além de ser mais barata e altamente
especifica, produzindo apenas o L-(+)-&cido latico ou o D-(-)-acido latico (Figura 2)
opticamente puros. Também pode ser obtido a partir de fontes microbianas como bactérias e
fungos, na presenca de uma fonte de carbono. (Gupta et al., 2007; Nampoothiri et al., 2010;
Singhvi et al., 2019)

Figura 2 - 1sdbmeros 6pticos do &cido latico.

L-acido latico D-acido latico

Fonte: Do autor

3.1.3 Propriedades

O poli(acido latico) apresenta célula unitaria ortorrombica, em que 0s trés eixos
cristalogréaficos sdo mutuamente perpendiculares (a = B =y = 90°) e cada um apresenta um
comprimento diferente (a # b # ¢) como mostra a Figura 3. (Minaetal., 2014) O PLA apresenta
morfologia esferulitica, caracterizada pelo crescimento radial das fibrilas cristalinas a partir de
um ndcleo, levando a formacao de agregados cristalinos, também conhecidos como esferulitos.
A unido de uma série de esferulitos forma os dominios esferuliticos, como mostra a Figura 4.
(Silva, 2009)

Figura 3 — Célula unitaria ortorrdmbica.
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Fonte: Do autor



Figura 4 — As fibrilas do polimero crescem a partir de um nucleo individual, formando
agregados conhecidos como esferulitos. A unido de varios esferulitos gera
dominios esferuliticos ao longo de toda a estrutura cristalina, caracterizando
a morfologia do poli(4cido latico).

Fibrilas Esferulitos

Dominios esferuliticos

Fonte: Adaptado de Silva, 20009.

O PLA apresenta resisténcia a tracdo acima de 20 MPa, médulo de elasticidade acima
de 3 GPa e atoxicidade. (Silva et al., 2014) Suas propriedades de barreira incluem:
permeabilidade a oxigénio (1,21x10*® kg.mm2s™.Pal); permeabilidade a agua (1,75x104
kg.mm2.st.Pa); e permeabilidade a dioxido de carbono (2,77x101 kg.mm2.s1.Pat). (Castro-
Aguirre et al., 2016) Além disso, o PLA é moldavel, permitindo sua aplicacdo em diferentes
formatos, incluindo scaffolds, nanofibras, filmes e nanoparticulas. (Jamshidian et al., 2010;
Nampoothiri et al., 2010; Tyler et al., 2016)

O poli(L-acido latico) e o poli(D-acido latico) séo estruturas semicristalinas. PLLA,
PDLA, PDLLA diferem em relacéo a taxa de degradacéo, propriedades fisicas e mecéanicas. O
polimero puro de um dos estereoisdmeros tende a ser cristalino, enquanto que PDLLA apresenta
regides amorfas. (Nampoothiri et al., 2010; John et al., 2019; Singhvi et al., 2019)

Os cristais de poli(acido latico) podem crescer em 3 posi¢des estruturais denominadas
formas a, ff e y. Elas sdo caracterizadas por apresentarem diferentes conformacdes de hélice e
simetria, que se desenvolvem dependendo do tipo de tratamentos térmico e/ou mecanico que
receberam. (Jamshidian et al., 2010; Nampoothiri et al., 2010)

Caracteristicas fisicas como densidade, capacidade de aquecimento e propriedades
mecanicas, térmicas e reoldgicas do PLA sofrem influéncia da temperatura de aplicacdo. Acima
da temperatura de transicao vitrea (Tg), 0 PLA amorfo sofre transi¢cdo do estado vitreo para um
estado maleavel, se comportando como um fluido viscoso se 0 aquecimento continuar. Abaixo
da Tg, 0 PLA se comporta como um sélido rigido. Abaixo de -45°C (temperatura de f-
transicdo), o PLA se comporta apenas como um polimero fragil. Assim, podemos dizer que a

variacdo da temperatura pode afetar as propriedades mecanicas do material, podendo



caracterizar um plastico elastico e flexivel ou um material duro e forte. (Shetty and Shetty,
2019; Singhvi et al., 2019)
3.1.4 Modificagbes

Algumas propriedades do PLA, como baixa temperatura de transicdo vitrea, baixa
estabilidade térmica e baixa ductilidade podem ser otimizadas por meio da polimerizagdo com
outros mondmeros ou da formacgéo de blendas com outros polimeros. Tais processos também
podem contribuir para a reducdo do custo de producao. (Jamshidian et al., 2010; Nampoothiri
et al., 2010; John et al., 2019)

O PLA geralmente é misturado com amido para formar blendas que aumentam sua
biodegradabilidade e reduzem seu custo. Recentemente, plastificantes como polietilenoglicol e
monoésteres de glicose foram usados para aumentar a flexibilidade e a resisténcia ao impacto
do PLA. (Jamshidian et al., 2010; Nampoothiri et al., 2010; Nofar et al., 2019)

O polimero também pode ser aprimorado pela adi¢do de nanocompdsitos, melhorando
propriedades de tensdo e flexibilidade, diminuindo a permeabilidade a gas, aumentando a
temperatura de deformacdo e aumentando a taxa de biodegradabilidade do PLA puro.
(Jamshidian et al., 2010; Somord et al., 2016)

Uma outra possibilidade é o uso de aditivos, que influenciam a morfologia cristalina do
polimero, podendo ser usados para controlar propriedades fisicas e mecanicas especificas,
fornecendo sitios de nucleagdo para que a cristalizacdo se inicie. (Farah et al., 2016; Scaffaro
etal., 2018)

3.1.5 Degradacao

A degradacdo de polimeros ocorre principalmente por meio da cisdo de ligacoes
quimicas nas cadeias principais ou nas cadeias laterais das macromoléculas. Na natureza, a
degradacdo polimérica é induzida por ativacdo térmica, hidrolise, atividade enzimatica,
oxidacdo, fotolise ou radidlise.

Parametros como umidade, temperatura, pH, salinidade, presenca ou auséncia de
oxigénio e o fornecimento de diferentes nutrientes tem efeitos importantes na degradacdo de
polimeros por microrganismos. Por isso, essas condi¢fes devem ser consideradas quando a
biodegradabilidade do material é testada. O processo também depende das caracteristicas
fisicas e quimicas do polimero, incluindo morfologia, forga mecanica, tolerancia térmica,
porosidade, ligacdes reticuladas, pureza, reatividade quimica e resisténcia a radiacdo
eletromagnética. (Nampoothiri et al., 2010; Castro-Aguirre et al., 2016; Elsawy et al., 2017)



A pirdlise, decomposi¢do quimica de uma substancia condensada por meio de
aquecimento, € um método que pode ser usado para tratar o poli(acido latico) e converter os
residuos em combustivel. (Nampoothiri et al., 2010; Castro-Aguirre et al., 2016)

A degradacdo intramolecular ocorre por meio do ataque de uma base ao carbono do
grupo éster, seguido pela hidrdlise da ligacéo éster (Figura 5). Assim, novas moléculas de baixa
massa molar sdo produzidas, levando a reducdo do grau de polimerizagdo do PLA.
(Nampoothiri et al., 2010; Elsawy et al., 2017)

Figura 5 — Hidrdlise do poli(&cido latico) em meio basico.
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Fonte: Do autor

solos e adubo. Segundo a ASTM D6400-04, um plastico biodegradavel ¢ “um plastico que
degrada devido a acdo de microrganismos de ocorréncia natural como bactérias, fungos e
algas”. A degradacdo do PLA ocorre em duas etapas: primeiramente, a hidrolise leva a cisdo
aleatdria e ndo-enzimatica das cadeias contendo grupos éster, reduzindo a massa molar; na
segunda etapa, a massa molar é reduzida até que o &cido latico e oligbmeros de baixa massa
molar sejam naturalmente metabolizados por microrganismos, gerando dioxido de carbono e
agua. A biodegradacéo desse polimero e seus derivados é geralmente realizada por esterases,
proteases e lipases secretadas pelos microrganismos. Em humanos e animais, o PLA é
inicialmente degradado por hidrélise e os oligdmeros soltveis formados sdo metabolizados
pelas células. (Jamshidian et al., 2010; Nampoothiri et al., 2010; Farah et al., 2016; Elsawy et
al., 2017)

A degradacdo térmica do PLA se inicia em temperaturas mais baixas que sua

temperatura de fusdo (130-180°C), o que o configura como um polimero termicamente instavel.




Ao atingir a temperatura de fuséo, a taxa de degradacdo aumenta rapidamente, facilitando o
processo de cisdo aleatoria das cadeias principais. (Farah et al., 2016; Sonchaeng et al., 2018)

Sob condicgbes tipicas de uso, 0 PLA é muito estavel e mantém sua massa molar e
propriedades fisicas por anos, podendo ser usado em produtos duraveis como roupas. (Farah
etal., 2016)

3.1.6 Aplicagdes

O poli(acido latico) preenche varios requisitos necessarios para gque seja usado como
embalagem, como: firmeza, claridade, propriedades de barreira a sabor e aroma, baixa
temperatura de vedacdo. Além disso, podem ser utilizados antioxidantes ou agentes
antimicrobianos que podem migrar da matriz do PLA para o alimento para prolongar seu tempo
de prateleira. (Jamshidian et al., 2010; Nampoothiri et al., 2010; Farah et al., 2016; Scaffaro et
al., 2018)

Por ser biodegradavel também pode ser empregado na producdo de bolsas de
compostagem, embalagem de alimentos e talheres descartaveis. Na forma de fibras pode ser
usado como estofado, toldos, produtos de higiene feminina e fraldas. Desafios para a aplicacao
do PLA em areas nao-medicinais envolvem a necessidade de diminuir o custo de sua fabricacdo
para 1 délar por quilo ou menos, e a dificuldade de obter propriedades de barreira e propriedades
mecanicas tdo boas quanto as de polimeros sintéticos, mantendo a biodegradabilidade.
(Nampoothiri et al., 2010; Chen et al., 2016; Sonchaeng et al., 2018)

O PLA é um material com grande potencial para ser aplicado na medicina devido ao
fato de ser biodegradavel, biocompativel, biorreabsorvivel e por poder ter suas propriedades
mecanicas, estruturais, quimicas e de degradacao alteradas especificamente para o uso desejado.
Alguns exemplos de aplicagdes s&o: parafuso de interferéncia no joelho e no tornozelo, pinos
para juncdo de ligamentos, parafuso para fixacdo do o0sso cranio-maxilo-facial, suturas
cirurgicas, implantes e sistemas de liberacdo controlada de agentes ativos. (Jamshidian et al.,
2010; Zhang et al., 2017; Sonchaeng et al., 2018; John et al., 2019)

3.2 Fiagao por sopro em solugdo

As nanofibras sdo estruturas em escala nanomeétrica, caracterizadas por terem diametros
muito pequenos, comprimentos longos, alta area superficial por volume e poros pequenos. Sao
estruturas continuas e possuem alta resisténcia e flexibilidade, propriedades que s&o
aperfeicoadas pela reducdo a nanoescala. As nanofibras podem ser preparadas a partir de uma
série de materiais, como: polimeros sintéticos, polimeros naturais, nanomateriais
semicondutores e nanocompdsitos. Além disso, podem ser sintetizadas pelas mais variadas

técnicas, como auto-montagem, sintese via rota sonoquimica, sopro por fusdo, eletrofiacéo e
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fiacdo por sopro em solucdo. Tendo tantas varidveis, as nanofibras produzidas possuem
caracteristicas diferentes, permitindo sua aplicacdo nas mais diversas areas. (Silva et al., 2015;
Da Silva Parize et al., 2016; Kenry and Lim, 2017)

A eletrofiacdo é uma das técnicas mais usadas na producdo de fibras. O sistema €
formado por trés partes principais: uma regido de alimentac&o, um coletor e uma fonte de alta
tensdo. As fibras sdo geradas quando a solucao polimero-solvente é submetida a um alto campo
elétrico e, nesse processo, geralmente sdo utilizados solventes clorados ou fluorados altamente
toxicos. Além disso, a deposicdo € geralmente lenta, com taxas em torno de 1 mL por hora.
Diante dessas informacdes, a fiacdo por sopro em solugéo, desenvolvida por (Medeiros et al.,
2009), surgiu como uma técnica alternativa, com vantagens como: taxa de deposicdo
aproximadamente 10 vezes mais rapida, ndo precisa de um campo elétrico, pode ser
implementada com materiais baratos e portateis, possibilidade de aplicacdo in situ. (Daristotle
et al., 2016; Xu et al., 2016; Vilches et al., 2019; Saleem et al., 2020)

Na fiacdo por sopro em solucdo, o aparelho utilizado consiste de uma fonte de gas
comprimido, um regulador de pressdo, uma bomba de injecdo, uma matriz de fiacdo de bicos
concéntricos e um coletor (Figura 6). (Daristotle et al., 2016; Rempel et al., 2019)

Figura 6 - Aparato utilizado na fiagdo por sopro em solucéo.
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Fonte: Rempel et al., 2019
A técnica consiste em bombear a solugdo polimérica através do bico interno em uma
corrente de gas pressurizado que passa através do bico externo. Quando a tensdo superficial
gerada pela solugdo polimérica é superada pelas forcas aerodinamicas provenientes do gas

pressurizado, fluxos da solucao polimeérica séo lancados ao coletor. Durante o trajeto, o solvente
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evapora formando fibras que, dependendo das condigdes de processamento, podem ser de micro
ou nanoescala. (Silva et al., 2015; Xu et al., 2016)

O sistema de fiacdo pode ser otimizado de duas formas: trocando a bomba de injecéo
por um aerografo comercial, e utilizando um sistema portatil de gas de alta pressdo, composto
por uma garrafa de gas comprimido que pesa apenas 284 gramas e atinge pressbes de
aproximadamente 0,6 MPa. (Dias et al., 2019; Gao et al., 2020)

O processo ocorre em apenas uma etapa, pois 0 gas comprimido é responsavel tanto por
acionar a extrusdo da solucdo polimérica quanto por evaporar o solvente de acordo com a
distancia de trabalho. Assim, a deposic¢do ocorre sem a necessidade de processos secundarios
como secagem, resfriamento ou limpeza. (Li et al., 2020)

E um processo biocompativel. Isso foi comprovado pelo estudo de Behrens et al., 2014,
que fiou uma solucdo de PLGA em acetona diretamente sobre células sem alterar sua
viabilidade. Isso ocorre porque, mesmo que o solvente seja toxico em altas proporcdes, ele
evaporara antes da deposic¢do da fibra, mantendo-a aplicavel em humanos e animais.

A geracdo das fibras depende da massa molar do polimero, concentracao e viscosidade
da solucéo e de parametros do processo como pressdo de arraste do gas, distancia de trabalho,
volatilidade do solvente e vazdo da solucdo. Essas variaveis influenciam diretamente na
formagé&o do jato produtor de fibras, na morfologia e no diametro das mesmas. (Da Silva Parize
et al., 2016; Daristotle et al., 2016; Vilches et al., 2019)

A viscosidade da solucdo é dependente da concentracdo do polimero e, portanto,
solucdes mais viscosas tendem a gerar fibras com diametros maiores. Considerando a
viscosidade, existem 3 estados em que a solucéo pode se encontrar, e estes afetam diretamente
a formacdo das fibras. No regime diluido, a concentracao de polimero é muito baixa e, por isso,
a probabilidade de existir interacdo entre as macromoléculas ¢ muito pequena. Quando a
concentracdo de polimero na solugdo aumenta, a distancia média entre as cadeias poliméricas
diminui e, portanto, estas passam a interagir. Esse estado é denominado regime semi-diluido,
no qual a sobreposicdo das moléculas leva a concentragédo critica (c*), condicéo ideal para a
fiacdo. No regime concentrado, hd uma alta concentracdo de polimero em solucdo e a alta
interacdo entre as cadeias leva a formagéo de emaranhados durante a fiagdo. (Silva et al., 2015;
Daristotle et al., 2016; Rempel et al., 2019)

O valor da concentracdo critica pode ser estimado por meio da Equacéo 1:

. 63/2M,,
 (8Ng(R2))3/2

1)
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Onde: My = massa molar média, Na = NUmero de Avogadro, R = Distancia de ponta a ponta
para o sistema solvente-polimero

Assim, o solvente escolhido deve dissolver o polimero acima da c*. A concentracdo da
solucdo polimérica deve ser maior que c* para permitir a formacgdo das fibras e eliminar
completamente a formacdo de defeitos, visto que o comportamento viscoelastico da solugéo
melhora a estabilidade do jato durante o processo. (Silva et al., 2015; Daristotle et al., 2016)

Essa técnica, portanto, permite o desenvolvimento de materiais que podem ser
produzidos em larga escala e comercializados para aplicacdo em liberacdo controlada de
agentes ativos (Sharifi et al., 2016), engenharia de tecidos (Tomecka et al., 2017) e curativo
para regeneracéo de tecidos (Gao et al., 2020), por exemplo.

A contribuicdo das nanofibras em diferentes areas depende exatamente dos avangos em
inovacOes, que cada vez mais satisfazem a demanda de varios setores. Sendo assim, € preciso
dar a devida atencdo aos métodos que tém sido desenvolvidos com foco em uma produgdo em
maior escala e com maior grau de eficiéncia. A fiagcdo por sopro em solucdo se mostra como
uma estratégia emergente para este fim, a medida que o mercado de nanofibras se expande.
(Saleem et al., 2020)

3.3 Sistemas de liberagéo controlada

Antes de 1950, todos os farmacos eram comercializados na forma de pilulas ou cépsulas
que liberavam o agente ativo imediatamente ap6s contato com agua, sem nenhum controle da
cinética de liberacdo. Em 1952, Smith Klein Beecham introduziu a primeira formulacdo de
liberacdo controlada, capaz de manter o controle da concentracdo do composto de interesse
durante 12 horas. (Yun et al., 2015)

Assim, pode-se dizer que os sistemas de liberacéo controlada foram desenvolvidos para
prolongar o tempo de liberacdo do agente ativo, aumentar sua biodisponibilidade, melhorar sua
absorcdo, reduzir a probabilidade de degradacdo prematura, manter a concentracdo do
composto no organismo e controlar a localizacdo temporal e espacial das moléculas in vivo.
(Swarbrick, 2013; Jiang et al., 2018)

A liberacdo do analito pela matriz polimérica pode ocorrer de trés maneiras: difusao,
erosdo e dilatacdo. No mecanismo de liberacdo por difusdo, o agente ativo esta envolvido por
uma membrana polimérica ou disperso uniformemente em um sistema matricial. Quando o
sistema entra em contato com o meio, suas cavidades sdo preenchidas pelo liquido de
dissolugdo. Assim, o analito é dissolvido e, posteriormente, ocorre sua difusdo do interior do

sistema para 0 meio circundante. Esse processo pode estar relacionado a gradiente de
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concentracdo, aplicacdo de campos elétricos ou estresse da matriz polimérica. (Siepmann et al.,
1999; Siepmann and Siepmann, 2012)

No processo de erosao, a liberacdo ocorre devido a degradacdo da matriz, sendo assim,
a taxa de liberac@o depende da cristalinidade do polimero. (Bizerra and Silva, 2016)

No processo de ativacdo por solvente, a liberagdo pode envolver o processo de dilatacéo
do polimero. Neste mecanismo, 0 agente ativo esta dissolvido ou disperso em uma matriz
polimérica hidrofilica. Quando em contato com o meio de dissolucdo, ocorre a absorcéo de agua
através dos poros do sistema, levando ao intumescimento das cadeias poliméricas. A medida
em que a concentracdo de agua na matriz aumenta, ocorre uma diminui¢do das interaces
poliméricas intermoleculares, aumentando o espago entre as cadeias e, consequentemente,
aumentando a difusdo do analito. Por fim, ocorre a desintegracao total do sistema e completa
liberacdo do agente ativo. (Lopes et al., 2005) Também pode haver a liberacdo especifica por
meio da acdo de enzimas caso 0 composto de interesse esteja covalentemente ligado ao
polimero.

A liberacdo controlada de moléculas ativas é um processo que pode ser aplicado em
diversas areas, como: farmacéutica (Frizzell et al., 2017), agricola (Chen et al., 2018),
cosmeética (Dai et al., 2012) e quimica (Ji et al., 2019). E diferentes estimulos podem ser
aplicados para induzir a liberagcdo, como variacao de pH (Roozbahani et al., 2017), temperatura
(Shao et al., 2018) e estimulos bioldgicos (Jiang et al., 2018).

O uso de polimeros biodegradaveis é excelente para esse tipo de aplicacdo, pois é
desejavel que o material introduzido no organismo seja degradado apds a liberacdo completa
do agente ativo. Assim, os residuos formados serdo metabolizados por meio do ciclo de Krebs
ou excretados na urina, tornando desnecessaria a retirada do material por meio de intervencGes
cirurgicas. (Barbanti et al., 2005) Outra vantagem do uso de polimeros é que sua morfologia
pode ser alterada, permitindo que a liberacdo seja controlada de acordo com o grau de
cristalinidade e estabilidade mecénica do mesmo. (Liu et al., 2016)

Essa tecnologia tem sido melhorada progressivamente nas Ultimas décadas. O
desenvolvimento de sistemas baseados em nanotecnologia representa uma alternativa eficaz
para aumentar a biodisponibilidade dos agentes ativos. (Jiang et al., 2018; Bruneau et al., 2019)

Como exemplo de sistema de liberagdo controlada que empregou nanomateriais
produzidos a partir de polimeros biodegradaveis e biocompativeis, pode-se citar o desenvolvido
por John et al., 2019, no qual o tamoxifeno foi encapsulado. Este composto € um modulador do

receptor de estrogénio que, apesar de apresentar boa biodisponibilidade oral, esta associado a
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toxicidade a longo prazo. Para aumentar a concentracdo do farmaco no local do tumor e evitar
efeitos colaterais devido a sua toxicidade, o composto pode ser encapsulado e absorvido de
forma controlada. No trabalho citado, nanoparticulas de poli(acido latico-co-acido glicélico) —
PLGA - foram usadas para encapsular o tamoxifeno e os resultados mostraram que a liberacéo
ocorreu de forma controlada durante um longo periodo e o farmaco foi bem absorvido pela
célula do cancer de mama in vitro. O uso de tamoxifeno encapsulado em nanoparticulas de
PLGA resultou em diminuicdo da hepatoxicidade e nefrotoxicidade, além de reduzir
significativamente o tamanho do tumor de cancer de mama em ratos. (Herrero-Herrero et al.,
2018)

Tendo em vista os avangos significativos na ciéncia de alimentos, sistemas de liberagao
controlada tém sido desenvolvidos para aumentar a biodisponibilidade e a estabilidade de
nutrientes. (Feng et al., 2016) Os beneficios a saide promovidos por nutracéuticos hidrofobicos
ndo sdo tdo disseminados devido a sua baixa estabilidade quimica, baixa solubilidade em &gua
e baixa biodisponibilidade. O desenvolvimento de matrizes alimentares pode suprir esses
desafios, pois impede a degradacdo das moléculas ativas, aprimorando sua biodisponibilidade
e, consequentemente, sua absorcao. (Chen, X. et al., 2018) Na administracdo oral, a matriz
polimérica é responsavel por aumentar o tempo de retencdo do composto biologicamente ativo
e protegé-lo contra 0 meio acido do estdmago, para que a liberagdo ocorra apenas no intestino
(estimulada por variagéo de pH). (Taheri and Jafari, 2019)

A encapsulacdo de 6leo de peixe € um bom exemplo da aplicacdo de sistemas de
liberacdo controlada na industria alimenticia. Este composto traz varios beneficios para o
organismo, pois apresenta uma gama de propriedades interessantes que auxiliam na prevencéo
de doencas autoimunes, no controle da glicemia e no funcionamento neuroldgico, por exemplo.
(Nichols et al., 2014) Entretanto, ndo € um composto muito utilizado em alimentos devido a
seu forte odor e rapida deterioracdo. No trabalho desenvolvido por Ghorbanzade et al., 2017
foi realizada a encapsulacdo de 6leo de peixe em nanolipossomas, posteriormente utilizados
para fortificar a formulagao de iogurtes. Os resultados mostraram que, apds 21 dias, o iogurte
fortificado com os nanolipossomas ainda apresentava 12% de acido eicosapentaenoico (EPA)
e 57% de acido docosaexaenoico (DHA) em sua composic¢do. Ja o iogurte que continha o 6leo
de peixe livre (ndo-encapsulado), ap6s o mesmo periodo, apresentava apenas 6% de acido
eicosapentaenoico (EPA) e 27% de &cido docosaexaenoico (DHA) em sua composi¢do. Além
disso, o iogurte contendo os nanolipossomas apresentou caracteristicas sensoriais bem
parecidas com as da amostra controle, provando que a nanoencapsulagéo evita alteragdes no

sabor e odor do alimento.
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Apesar de tantas vantagens, o caminho para a comercializacdo de produtos baseados em
sistemas de liberacdo controlada constituidos por polimeros biodegradaveis ainda é longo. E
preciso que o polimero escolhido ja tenha sido amplamente caracterizado e que seu perfil de
degradacéo seja bem conhecido. Além disso, a presenca de contaminantes como antioxidantes,
estabilizantes e mondmeros residuais pode comprometer a aplicabilidade do material. Por isso,
antes da introducdo no mercado, o produto precisa passar por inimeros testes para que sua
aprovacao seja regulada pelos 6rgéos oficiais. Sendo assim, para chegar as prateleiras, o sistema
deve atender tanto os requisitos da engenharia de materiais quanto os requisitos biologicos,
medicinais e das agéncias de fiscalizacdo. (Valério et al., 2019)

3.4 Acidos graxos essenciais e Piscicultura

Peixes sdo uma importante fonte de minerais, incluindo iodo e selénio, e vitaminas como
A, D e E. Além disso, sdo ricos em &cidos graxos poli-insaturados de cadeia longa,
principalmente &cidos eicosapentanoico (EPA, 20:5 n-3) e docosaexanoico (DHA, 22:6 n-3)
que tem beneficios bem conhecidos em uma variedade de patologias humanas, incluindo
doencas cardiovasculares e inflamatorias, e um importante papel no desenvolvimento
neuroldgico. (Costa and Fattori; Galuch et al., 2018; Mohanty et al., 2019)

Esses compostos ndo sdo sintetizados por vertebrados, devido a auséncia das enzimas
a-12 e a-15 dessaturase. Sendo assim, precisam ser supridos por meio da ingestdo de acidos
graxos poli-insaturados como o acido a-linolénico e o acido linoleico, que sdo convertidos nos
acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa biologicamente ativos. Estes desempenham
papel estrutural como componentes de membranas celulares, podem atuar como reservatorio
energético e reguladores do metabolismo. (Tocher, 2015; Chen, Cuiying et al., 2018; De
Carvalho and Caramujo, 2018)

Devido a sua importancia para manter o funcionamento normal do organismo, os acidos
graxos poli-insaturados de cadeia longa das familias n-3 (6mega-3) e n-6 (émega-6) tém sido
alvo de varios estudos que buscam esclarecer suas funcdes e as reacfes envolvidas em sua
formagdo e metaboliza¢do. O acido a-linolénico, inserido na familia n-3, apresenta uma
estrutura com 18 carbonos e 3 insaturacGes separadas por grupo metil, com a primeira
insaturagdo no terceiro carbono. Ja o &cido linoleico, inserido na familia n-6, apresenta uma
cadeia de 18 carbonos, com 2 insaturac6es separadas por grupo metil, sendo a primeira no sexto
carbono. A enumeracdo dos carbonos da cadeia, nesses casos, € feita a partir do grupo metil
terminal, como mostra a Figura 7, pois 0s acidos graxos com caracteristicas comuns sdo

agrupados em familias. O nome de cada familia se refere ao nimero do primeiro carbono da
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estrutura que contém insaturacdo (familia n-6 e n-3, por exemplo). (Martin et al., 2006; De
Carvalho and Caramujo, 2018)

Figura 7 - Representacdo da estrutura quimica dos acidos linoleico e a-linolénico.

o)
16 14 12 10 9 7 6 4 2
18
HO 1
17 15 13 " 8 5 3
Acido linoleico (n-6)
o)
16 14 12 10 9 7 6 4 3
;
18
HO
17 15 13 1" 8 5 2

Acido a-linolénico (n-3)
Fonte: Do autor

Os &cidos graxos das familias n-6 e n-3 competem pelas enzimas envolvidas nas reagdes
de dessaturacéo e alongamento da cadeia. Embora essas enzimas tenham maior afinidade pelos
acidos da familia n-3, a conversdo do acido o-linolénico em acido graxo poli-insaturado de
cadeia longa é fortemente influenciada pelos niveis de acido linoleico na dieta. (Emken et al.,
1994; Chen, Cuiying et al., 2018) Assim, a razdo entre a ingestdo diaria de alimentos fontes de
acidos graxos n-6 e n-3 assume grande importancia na nutricdo humana. (Martin et al., 2006)

Evidéncias sugerem que os seres humanos evoluiram em uma dieta com uma proporc¢éo
n-6 /n-3 de 1:1, enquanto que as dietas modernas tem uma proporcao de 20-25:1. Considerando
os papéis fundamentais desses compostos em controlar e regular o metabolismo lipidico e,
especialmente, a resposta imune/inflamatoria, o desequilibrio de &cidos graxos poli-insaturados
das séries n-6 e n-3 na dieta é critico. (Simopoulos, 2002; Tocher, 2015)

Nesse contexto, o peixe, como uma fonte econdmica e rica em nutrientes, poderia ser
usado para prover uma alimentacdo balanceada e ajudar na manutencdo da salde fisica e
mental. (Mohanty et al., 2019; Ramalho Ribeiro et al., 2019)

A industria de pesca contribui para o desequilibrio ambiental (algumas espécies estdo
ameacadas de extin¢do, enquanto ha superpolucédo de outras) e, por isso, a pratica tem sido cada
vez mais fiscalizada. Além disso, a maioria das espécies ndo se reproduz durante todo o ano, e
nem todas as regides tém acesso a areas de pesca que garantam um bom retorno. Para superar
tais obstaculos, uma maior quantidade de peixes tem sido criada por meio da aquicultura e
piscicultura. (Tocher, 2015; Ramalho Ribeiro et al., 2019; Oddsson, 2020) De acordo com a
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Associacao Brasileira de Piscicultura, o Brasil produziu 722.560 toneladas de peixes de cultivo
em 2018, com crescimento de 4,5% em relacdo as 691.700 toneladas do ano anterior. (Peixe
BR, 2019)

A Organizacao das Nagdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FAQO) define a
piscicultura como “criagdo de peixes sob controle humano”, o que envolve cuidados como
alimentacdo regular e protecéo contra predadores. Também implica em propriedade particular,
publica, governamental ou corporativa do produto cultivado. (Boison and Turnipseed, 2015)

Um problema a ser contornado é o baixo teor de acidos graxos de 6mega-3 em peixes
de cativeiro, quando comparados aos peixes que crescem naturalmente em oceanos, rios e lagos.
(Simopoulos, 2002) Os animais marinhos acumulam esses componentes por meio da cadeia
trofica, com algas e fitoplanctons sendo os produtores primarios; enguanto que 0s animais
cultivados precisam obter os nutrientes a partir de outras fontes. (Gualda et al., 2018)

Tradicionalmente, as racfes sdo fortificadas com farinha de peixe e 6leo de peixe.
Apesar de serem uma boa fonte de acidos graxos poli-insaturados de &mega-3, 0 uso desse tipo
de produto € ambientalmente insustentavel, visto que € dependente de fontes marinhas finitas
obtidas por meio de pesca. Como 0s recursos sao limitados, o preco do 6leo de peixe aumenta
significativamente de acordo com a Lei da Oferta e Procura, tornando a pratica inviavel
economicamente. (Tocher, 2015; Chen, Cuiying et al., 2018)

Sendo assim, estudos tém sido feitos com o objetivo de aumentar o teor de &cidos graxos
essenciais nos tecidos musculares de peixes cultivados, utilizando racdes com ingredientes
alternativos e mais sustentaveis. Esse objetivo pode ser alcancado por meio do uso de sementes
e Oleos ricos em acidos graxos poli-insaturados. (Lopes et al., 2015)

Oleos vegetais sdo alternativas viaveis, pois, além de sua producéo ser mais sustentavel
e barata, ndo contém dioxinas e poluentes. Em geral, a substitui¢do total ou parcial do 6leo de
peixe por Gleo vegetal ndo tem efeitos prejudiciais no desenvolvimento de uma variedade de
peixes, podendo até levar a uma melhora em seu crescimento. (Teoh and Ng, 2016; Chen,
Cuiying et al., 2018)

No trabalho de Teoh and Ng, 2016, foi mostrado um ganho de peso de mais de 1000%
em tilapias alimentadas com 6leo de canola por 75 dias (peso inicial: 8,93 g, peso final: 107,04
), tendo pouca diferenca de crescimento em relagdo aos animais alimentados com 6leo de peixe
(peso inicial: 8,93 g, peso final: 125,21 g). Apesar da perda de massa em torno de 18,17 g, 0
uso de uma matéria-prima mais barata (6leo de canola — R$9,00/L; éleo de peixe — R$190,90/L)

equilibra os gastos e os lucros, evitando prejuizos na producgdo. Assim, este estudo comprova
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que a dieta alternativa reduz os custos e é eficaz para o crescimento e desenvolvimento dos
peixes.

Em relacdo aos consumidores, ha interesse em comprar produtos da piscicultura
melhorados com compostos que promovem a salde, mesmo que 0S precos sejam mais altos.
Resultados de Ramalho Ribeiro et al., 2019 mostraram que 52% dos consumidores
concordaram com a fortificagdo, 27% discordaram e 21% se mantiveram neutros. Além disso,
de acordo com o estudo, acidos graxos de dmega-3 e antioxidantes foram os nutrientes de maior
interesse por parte dos consumidores. Portanto, o investimento em alimentos funcionais se
mostra uma oportunidade promissora, com um mercado receptivo e em crescimento.

3.5 Degradagéo enzimética de polimeros

Biopolimeros sdo materiais que sofrem mudancas em sua estrutura quimica em
condi¢des ambientais especificas, causando perda significativa de suas propriedades fisicas e
mecanicas. (Gross and Kalra, 2002) Durante o processo de biodegradagéo, a quebra da cadeia
polimérica é mediada por uma atividade bioldgica, gerando produtos que sdo facilmente
eliminados pelo metabolismo. (Chandra and Rustgi, 1998; Shimao, 2001)

Quando expostos a fluidos corporais, as alteracGes nas propriedades dos materiais sao
resultado das interacGes quimicas, fisicas, mecénicas e bioldgicas entre o polimero e 0 ambiente
circundante. Sendo assim, entender os mecanismos de degradacdo do polimero (cinética,
identificacdo dos produtos de degradacdo, mudancas nas propriedades) é de grande importancia
para selecionar e produzir material para aplicacGes especificas, visto que o processo de
degradacdo afeta varios eventos como crescimento celular, regeneracdo de tecidos, liberacdo
de compostos ativos e resposta inflamatoria. (Azevedo and Reis, 2005)

No caso de sistemas de liberacdo controlada, por exemplo, o polimero deve sofrer
degradacdo sob condicdes fisiologicas e liberar lentamente o composto encapsulado. Sendo
assim, o polimero escolhido deve apresentar um perfil continuo de perda de massa para garantir
que o tratamento seja eficaz. (Birnbaum and Brannon-Peppas, 2003)

O mecanismo mais comum de degradacédo de biopolimeros é a hidrélise, em que ocorre
a quebra das liga¢Ges quimicas na cadeia polimérica por meio do ataque de moléculas de agua,
formando oligbmeros e, posteriormente, monémeros. (Williams and Zhong, 1994) Essas
reacOes podem ser catalisadas por enzimas conhecidas como hidrolases, uma classe que inclui
proteases, esterases, glicosidases e fosfatases. (Santerre et al., 1994; Shalaby and Park, 1994)

A degradacéo catalisada por enzimas geralmente segue um mecanismo de erosdo da
superficie, principalmente quando o polimero é altamente cristalino e hidrofébico. Devido a

grande massa molar da molécula, a enzima ndo consegue penetrar a estrutura altamente
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empacotada de certos polimeros, fazendo com que a catéalise enzimatica ocorra somente na
interface polimero-solugdo. A medida em que ocorre a fragmentacdo da superficie, a agdo
enzimatica aumenta, visto que ha aumento da area superficial. Entretanto, 0 mecanismo de
degradacdo enzimética depende de varios fatores como composicdo quimica, grau de
homogeneidade e técnica de processamento. (Gopferich, 1997; Domenek and Ducruet, 2016)

Para prever o desempenho dos polimeros biodegradaveis em situaces clinicas,
geralmente sdo realizados testes in vitro. De fato, 0 uso de solucdes de degradacdo compostas
por agua-tampdao-enzima pode ajudar na compreensdo de alguns aspectos envolvidos no
processo de degradacdo dos biomateriais, visto que as enzimas e outras espécies reativas estardo
presentes no ambiente in vivo. (Khandare et al., 2012) Entretanto, considerando a complexidade
dos fluidos bioldgicos, € comum encontrar diferencas nos resultados quando 0 mesmo material
é estudado in vitro e in vivo. Tais diferencas sdo relacionadas as propriedades intrinsecas de
cada biomaterial e aos sistemas in vitro usados para simular as condigdes in vivo. Ainda assim,
esses resultados sdo de grande importancia para prever a taxa de degradacdo do polimero e
planejar uma abordagem para os estudos clinicos. (Agrawal and Athanasiou, 1997; Mainil-
Varlet et al., 1997)

3.5.1 Degradacdo enzimatica do poli(acido latico)

Em 1981, David Franklin Williams descobriu a possibilidade de degradar o PLA em
acido latico por meio de acdo enzimatica. (Williams, 1981) Nesse estudo, ele mostrou que a
proteinase K, obtida a partir de Tritirachium album, e a pronase, obtida a partir de Streptomyces
griseus, eram capazes de quebrar a matriz polimérica do poli(acido latico) a 37°C.
Posteriormente, descobriu-se que a PLA-depolimerase, uma enzima bacteriana, também era
capaz de degradar o PLA. (Tsuji and Muramatsu, 2001)

A proteinase K, uma endopeptidase, é a enzima mais estudada na hidrolise enzimatica
do poli(acido latico). (Liu et al., 2000) Watanabe et al., 2007 estudou a degradacdo enzimatica
do PLA de alta massa molar por meio da acéo da proteinase K comercial, tratando uma emulséo
do polimero com a enzima durante 5h. Apos esse periodo de incubacédo foi possivel observar
que 60% do material havia sido degradado. Entretanto, Tsuji and lkarashi, 2004, ndo
observaram degradacdo do PLA cristalino catalisada por essa mesma enzima, indicando que as
regides cristalinas sdo altamente resistentes a degradacdo quando comparadas as regioes
amorfas.

Apesar da proteinase K ser a enzima mais utilizada para catalisar a degradacgdo do PLA,

uma enzima com maior eficécia ja foi descoberta. Esta enzima, purificada a partir da levedura
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de Cryptococcus sp., é similar a uma cutinase e degradou completamente o PLA de alta massa
molar. (Cairns et al., 2011)

E importante salientar que a degradagio enzimatica do PLA leva & formagdo de novas
moléculas de baixa massa molar, reduzindo gradativamente o grau de polimerizacdo. Esses
residuos de degradacdo, por serem menores, sdo metabolizados pelo organismo e excretados na
urina. (Kulkarni et al., 1966)

3.5.2 Atuacao enzimatica em acidos graxos

Os acidos graxos das familias n-6 e n-3 séo obtidos por meio da dieta ou produzidos
pelo organismo a partir dos acidos linoleico e a-linolénico, pela agdo de enzimas elongase e
dessaturase. As elongases atuam adicionando dois &tomos de carbono a parte inicial da cadeia,
e as dessaturases agem oxidando dois carbonos, dando origem a uma dupla ligacdo com a
configuracdo cis.(Chen, Cuiying et al., 2018)

Por meio de uma série de etapas enzimaticas envolvendo principalmente as acil
dessaturases A-5 e A-6, as elongases Elovl5 e ElovI2 e uma B-oxidacdo, o acido linoleico e o
acido a-linolénico podem ser bioconvertidos em acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa
da familia n-6 (&cido araquidénico) e da familica n-3 (&cido eicosapentaenoico e
acido docosahexaenoico), respectivamente (Figura 8). (Sprecher, 2000)

De acordo com a literatura, em alguns peixes como tilapia e salméo, a eficiéncia e a
afinidade da A-6-dessaturase é dependente da disponibilidade e da competicdo entre o0s
substratos. Sendo assim, em peixes em que a afinidade pelo acido a-linolénico (ALN) é maior
do que pelo &cido linoleico (AL), uma dieta com alta proporcdo ALN/AL poderia bloguear ou
diminuir a atividade da enzima no AL, levando a fornecimento excessivo de acido a-linolénico.
O contrario ocorreria no metabolismo de peixes em que a afinidade da enzima pelo &cido
linoleico é maior, alimentados com uma dieta rica nesse acido graxo. (Teoh and Ng, 2016)

Por outro lado, Emery et al., 2013 sugeriu que a atividade da alfa-6-dessaturase em
substratos n-3 e n-6 é independente e que hd nenhuma ou minima competicao entre os substratos

em truta arco-iris.

Figura 8 — Esquema da biossintese de acidos graxos poli-insaturados de cadeia
longa da série n-6 e n-3
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Adicionalmente, a o-4-dessaturase foi recentemente isolada e funcionalmente
determinada em tilapia do Nilo, por (Oboh et al., 2017), sugerindo a existéncia de uma rota
alternativa para biossintese de DHA e EPA.

Sendo assim, estudos para avaliar e compreender melhor a regulacdo da biossintese de
acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa em diferentes espécies sao importantes para

fornecer conhecimento sobre a atuagéo desses lipidios no metabolismo.
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4 Materiais e métodos

As nanofibras de poli(&cido latico) com e sem os Gleos vegetais foram produzidas por
fiacdo por sopro em solucdo. Posteriormente, foi realizada a caracterizacdo por MEV, FTIR,
DSC e Angulo de Contato. As ragdes contendo os 6leos vegetais livres foram produzidas com
0 auxilio de um moinho do tipo extrusora. O perfil de liberacdo dos 6leos foi avaliado em agua
e em fluido de simulagdo gastrointestinal, permitindo o estudo da viabilidade do processo e da
provavel eficacia de sua implantacéo nas racdes de peixes, para que estes recebam os nutrientes
necessarios de forma economicamente e ambientalmente sustentavel.

4.1 Materiais

O poli(&cido latico) (Nature Works, 3251 D, 66KDa, CAS number 9051-89-2) foi usado
como matriz biopolimérica na producao das nanofibras. O éleo de milho (marca Lizza) e o 6leo
de linhaca (marca Pazze), adquiridos no comércio local, foram os encapsulados escolhidos para
a realizacdo do processo por serem ricos em Omega-6 e Omega-3, respectivamente. O
cloroférmio (Synth, CAS number 67-66-3) foi o solvente utilizado no preparo das solucées. O
corante lipofilico Sudam Il (Exodo Cientifica, CAS number 85-86-9) foi utilizado para
acompanhar o perfil de liberacdo dos 6leos vegetais. Os ingredientes necessarios para produzir
a racdo foram adquiridos no comércio local.

4.2 Aparato de fiagéo

Para realizar a fiagdo das fibras, foi montado um sistema como o mostrado na Figura 9,
contendo um aparelho de injecdo da solucao polimérica, um regulador de pressdo e um coletor.

Foi utilizado o compressor da marca CHIAPERINI, modelo MC 12 BPV de 150 litros.
Para a injecdo da solucéo foi utilizada uma bomba de vazdo da marca NEW ERA PUMP
SYSTEMS, modelo Syringe Pump AL1000 e uma seringa de vidro com volume de 20 mL. Um
cilindro horizontal rotativo, recoberto com folha de aluminio, foi utilizado para coletar as
nanofibras. Tanto o sistema injetor quanto o coletor foram mantidos no interior de uma caixa
de madeira fechada com vidro na parte frontal, possibilitando o controle da umidade (40-50%)
e da temperatura (em torno de 30°C) com o auxilio de uma lampada incandescente refletora
(TOVALIGHT E.27) ao longo de todo o processo.
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Figura 9 - Sistema de fiacdo por sopro em solugdo para producdo das nanofibras
durante o projeto.

Fonte: Do autor

4.3 Metodologia
4.3.1 Preparo da solucédo de poli(acido latico)

Em um béquer, foram adicionados 20 mL de cloroférmio e 12% (m/v) de poli(acido
latico). O béquer foi vedado com papel aluminio e fita crepe e a mistura foi mantida sob agitacdo
a temperatura ambiente durante 40 minutos, para a completa solubiliza¢do do biopolimero.
4.3.2 Preparo da solucéo contendo 0leo vegetal

As solucBes contendo os dleos vegetais foram preparadas variando a proporcao de 6leo
de milho e 6leo de linhaca, como mostra a Tabela 1.

Tabela 1 - Proporcdo entre 6leo de milho e dleo de linhaca usada na formulagdo das
solucBes de poli(acido latico) que, posteriormente, passaram pelo processo
de fiac&o por sopro em solucao.

Oleo de milho (%)  Oleo de linhaga (%)

Cod. Amostra

OM:OL -100:0 100 0
OM:OL —75:25 75 25
OM:OL - 50:50 50 50
OM:OL - 25:75 25 75
OM:OL - 0:100 0 100
Nanofibras de PLA 0 0

Fonte: Do autor
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Existem estudos que indicam que a proporgéo ideal de 6mega-3 e 6mega-6 na dieta seja
de 1:1. (Tocher, 2015) Tendo isso em vista, as propor¢des exibidas na Tabela 1 foram
escolhidas para que, posteriormente, seja possivel definir se razdes diferentes dos 0leos
influenciam na nutricdo dos peixes.

Ap0s a solubilizacdo do poli(acido latico), ao mesmo béquer foi realizada a adigéo de
50% (m/m) da mistura de 6leos desejada, sendo esta proporcao escolhida por ser considerada
como a maior quantidade de dleo passivel de ser encapsulada sem prejudicar o processo de
fiacdo (solucdo muito viscosa geraria fibras com defeitos). A solucdo foi mantida sob agitacédo
e a temperatura ambiente por mais 15 minutos, mais uma vez vedando o béquer com papel
aluminio e fita crepe. Também foram adicionados 0,125% (m/m) de Sudam I1l, um corante
comumente utilizado para deteccdo de lipidios, o que facilitara 0 acompanhamento do processo
de liberacdo dos compostos ativos mais adiante. A solucdo foi mantida sob agitacdo por mais
15 minutos e, posteriormente, transferida para uma seringa de vidro de 20 mL previamente
higienizada com cloroférmio para que se desse inicio ao processo de fiacéo.

4.3.3 Producéo das nanofibras

Inicialmente, os parametros de fiacdo ideais para producdo das nanofibras foram
definidos, sendo eles: diametro da seringa— 19,30 mm; vazdo — 6,00 mL/h; distancia de trabalho
— 20 cm; distancia entre o bocal e a seringa — 4 mm; pressdo — 1,70 atm; umidade — entre 40 e
50%. Ap6s definidas as condicbes experimentais, cada amostra sera fiada a temperatura
ambiente durante 3 horas e posteriormente caracterizada. (Bonan et al., 2017; Nepomuceno et
al., 2018)

4.3.4 Eficiéncia do processo de encapsulamento

A eficiéncia do encapsulamento € definida como a porcentagem do composto ativo que
foi aprisionada com sucesso no interior da nanoparticula. (Piacentini, 2016) No caso, refere-se
a quantidade de 6leo vegetal que foi encapsulada nas nanofibras. Para determinar esse valor, é
preciso, inicialmente, construir uma curva de calibracéo. Para isso, 0,003 g de Sudam 111 foram
solubilizados em 10 mL de cloroformio. A partir desta solucdo foram preparadas 7 soluctes
diluidas, com a concentragdo do corante variando de 4,25x10® mol/L até 4,25x10° mol/L. As
absorbancias foram lidas com o auxilio de um espectrofotémetro ultravioleta-visivel (UV-Vis)
em comprimento de onda igual a 513 nm.

Para determinar a eficiéncia de encapsulacao, 0,03 g de nanofibra foram solubilizadas
em 10 mL de cloroférmio para analise no UV-Vis em comprimento de onda igual a 513 nm.
Esse processo foi realizado em 5 regides diferentes de cada nanofibra (extremidades e centro)

e as leituras foram feitas em triplicata.
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Assim, a eficiéncia do processo sera calculada como mostrado na Equacéo 2.
EE (%) = Zx100% 2)
I

Onde: Ce = Concentracdo de Sudam 111 encapsulado na nanofibra (média das 5 regides)

Ci = Concentracdo de Sudam Il inicialmente adicionada as nanofibras
4.3.5 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

O MEV é um aparelho que pode fornecer informacdes sobre a morfologia e
identificacdo de elementos quimicos de uma amostra sélida, sendo um dos instrumentos mais
versateis utilizados na analise de caracteristicas microestruturais. (Dedavid et al., 2007)
Inicialmente, as nanofibras foram fixadas no porta-amostra (stubs) com fita adesiva de carbono
(dupla-face). Posteriormente, as amostras foram recobertas com uma camada de ouro e
analisadas utilizando o Microscépio Eletrénico de Varredura LEO EVO 40 XVP (Carl Zeiss)
com sistema de microanalise de raios X da Bruker (Quantax EDS) e criosystem (Gatan). Cerca
de 100 pontos aleatdrios foram analisados em diferentes regides das nanofibras para se obter o
didmetro médio e a distribuicdo de diametro, com o auxilio do software IMAGEJ. (Severo et
al., 2016)

4.3.6 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

As técnicas de espectroscopia vibracional sdo relativamente simples, reprodutiveis, ndo
destroem o material e exigem uma quantidade minima de amostra, sendo, portanto, ferramentas
importantes para o estudo da estrutura de polimeros. Por meio da FTIR € possivel obter
informacdes sobre os grupos funcionais, tipos de ligacdo e conformacdo molecular. (Talari et
al., 2017) Sendo assim, a técnica foi utilizada para detectar a presenca de 6leos vegetais nas
matrizes de poli(acido latico), comparando os espectros das nanofibras com os dos 6leos e do
polimero puros.

Cerca de 10 mg de cada amostra foram destacados e transferidos para o porta-amostra.
Os espectros no infravermelho foram avaliados realizando um total de 32 varreduras a uma
resolugdo de 4 cm, na faixa de comprimento de 4000 a 400 cm™, em atmosfera de nitrogénio,
utilizando a técnica de ATR. (Carrasco et al., 2010) Os dados foram obtidos com o auxilio de
um espectrofotdbmetro Nicolet 470 Nexus e tratados no software Origin 8.5.

4.3.7 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

A calorimetria exploratéria diferencial é uma das técnicas mais usadas na ciéncia de

polimeros para realizagdo de analises térmicas. Por meio desta técnica é possivel determinar

quantitativamente a energia liberada ou absorvida na forma de calor por uma amostra quando
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comparada a uma referéncia durante uma transicao térmica especifica, como transicao vitrea ou
a fusdo. Essa técnica tem diversas aplicagdes para materiais poliméricos, como: determinacéo
da pureza, controle de qualidade, grau de cristalinidade, capacidade térmica, condutividade
térmica e estabilidade térmica e oxidativa. (Guo, 2016) Tendo isso em vista, as nanofibras, o
6leo de milho e o dleo de linhaga serdo avaliados por meio da DSC, permitindo estudar como
a interacdo entre o biopolimero e os 6leos afeta as propriedades fisicas e/ou quimicas dos
materiais.

As analises foram realizadas utilizando entre 4 e 5 mg de amostra, seladas em cadinho
de aluminio e aquecidas de 20°C a 180°C (nessa regido os eventos térmicos referentes a
transicdo vitrea, cristalizagdo a frio e fusdo do PLA poderiam ser visualizados), a uma taxa de
aquecimento de 10° C/min, em atmosfera de nitrogénio (50 mL/min). (B&halek et al., 2014)
4.3.8 Angulo de contato

Nesta técnica, a adi¢cdo controlada de uma gota de agua sobre o material de interesse
permite a analise da hidrofobicidade ou hidrofilicidade da amostra por meio da medida dos
angulos da parte mais superficial da gota que interagem com a superficie do material. A técnica
pode ser realizada com outros liquidos além da &gua, com o mesmo objetivo de avaliar a
interacdo superficial. (Almeida D. and William, M., 2017)

A molhabilidade de uma superficie depende do equilibrio termodinamico entre um
sistema de trés fases: sélido, liquido e vapor (Figura 10). Assim, o &ngulo de contato representa
uma medida quantitativa do processo de molhabilidade. (Luz et al., 2008)

Figura 10 - Angulo de contato em um sistema de trés fases.

Yv
&

= Va1

Fonte: Luz et al., 2008
O angulo de contato entre uma gota de um liquido com uma tenséo superficial conhecida
e uma superficie solida depende da relacdo entre as forcas adesivas e as forgas coesivas do
liquido. Sendo assim, a energia de superficie é definida como a diferenca entre as energias das
especies na superficie e no interior do material. (Silverstein, 1993)
Como a ragéo dos peixes € jogada na agua, espera-se que as nanofibras mantenham sua
integridade no meio aquatico e, portanto, a medida do angulo de contato é de extrema

importancia para o projeto.
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Em uma placa de vidro foi adicionado um pedaco denso de nanofibra (sem destacar do
papel aluminio) do mesmo tamanho da placa. O material foi colocado abaixo de uma agulha
hipodérmica, realizando-se a injecéo da gota séssil sobre 0 mesmo. O angulo da gota de dgua
sobre a nanofibra foi medido imediatamente, 5 segundos e 60 segundos apés a aplicacéo.
(Designation, A. D 724 89) Para cada amostra foram realizadas 4 repeti¢cGes. As imagens e 0
valor dos angulos foram obtidos com o auxilio do Gonidmetro Kruss Drop Shape Analyzer —
DSA25.

4.3.9 Producao das racoes

Para analisar as diferencas entre o perfil de liberacdo das nanofibras e de uma racéo
convencional, e avaliar se a encapsulacdo dos 6leos vegetais realmente traz beneficios a
nutricdo do peixes, foi produzida uma formulacdo simulando a ragdo comumente utilizada para
alimentar peixes onivoros na fase de crescimento (grupo de peixes mais cultivado no mundo)
composta por: 45% farelo de soja, 34,8% farinha de milho, 11,5% gluten de milho 60, 5% 6leo
de milho/éleo de linhaca, 1,5% fosfato bicalcico, 1,5% suplemento mineral e vitaminico, 0,5%
cloreto de sddio, 0,19% DL-metionina e 4gua até adquirir a consisténcia adequada. Além disso,
0,125% do marcador quimico Sudam Il foram adicionados a mistura para possibilitar a
avaliacdo do perfil de liberacdo dos Oleos vegetais nos meios de simulagdo. Todos 0s
ingredientes foram pesados individualmente, misturados em uma bacia, pelletizados com o
auxilio de um moinho tipo extrusora (Adamo) e o produto foi desidratado em estufa por 24
horas a 50°C. (Pontes et al., 2010) Ao todo, 6 amostras de racdo foram obtidas, sendo que cada
uma continha as proporc¢des de 6leo de milho/dleo de linhaca propostas na Tabela 1.

4.3.10 Ensaios de liberagéo controlada

A encapsulacdo dos 6leos vegetais tem como principal objetivo a protecdo das
substancias de interesse, permitindo a liberacdo dos nutrientes apenas no trato gastrointestinal
dos peixes. Assim, a absorcdo sera mais efetiva e, consequentemente, os beneficios da ingestao
dos Gleos seréo otimizados, pois ndo havera perdas para o meio.
4.3.10.1 Construcdo da curva analitica

O primeiro passo para acompanhar a liberacdo dos compostos ativos é a construgédo de
uma curva de calibragdo. Para isso, 0,003 g de Sudam Ill foram solubilizados em 10 mL de
agua contendo 100 puLL de Tween 80 (usado para garantir a solubilizacdo do Sudam Il em meio
aquoso). A partir desta solucdo foram preparadas 7 solucGes diluidas, com a concentragdo do
corante variando de 5,68x10° mol/L até 8,52x10°° mol/L. As absorbancias foram lidas com o
auxilio de um espectrofotdmetro ultravioleta-visivel (UV-Vis) em comprimento de onda igual
a 534 nm.
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4.3.10.2 Liberagdo em meio aquoso

Cerca de 0,03 g de nanofibra foram colocados em um Erlenmeyer contendo 3 mL de
agua, 1% (v/v) de Tween 80 e NaHCOs (40 mg/L) para mimetizar a concentragdo de ions
presentes nos tanques de criacdo. (Andrade et al., 2015) O recipiente foi incubado a 25°C, pois
entre 24-28°C é que 0s peixes apresentam apetite maximo e, portanto, é a temperatura na qual
0s viveiros sdo geralmente mantidos. (Lourenco et al., 1999) O pH do meio foi mantido
préximo a 7,0, visto que a faixa de pH desejavel nos viveiros se da entre 6,0-9,0, com valores
maiores ou menores causando aumento do estresse dos peixes e até a morte. (Lourenco et al.,
1999) O ensaio foi realizado a 120 rpm. (Wang et al., 2017) Esse processo representa o preparo
de uma aliquota que sera analisada no UV-Vis (534 nm). Para cada nanofibra foi preparada
uma aliquota para ser retirada da incubadora apés: 5, 10, 14, 30, 45, 60, 90, 120, 150 e 210
minutos. Por fim, uma curva do perfil cinético de liberacdo foi construida, na qual cada ponto
representa a média de trés ensaios.

O mesmo experimento foi realizado para as ra¢cdes contendo os 6leos vegetais livres em
sua formulacdo. Foram utilizados 0,025 g de cada amostra de racdo contendo as diferentes
proporcoes de 6leo de milho e 6leo de linhaga e o restante do experimento se deu como descrito
no paragrafo anterior.

Além da avaliacdo da liberacdo dos compostos ativos em agua, é preciso analisa-los
quanto a liberacdo no trato gastrointestinal. Para isso, as condicdes fisioldgicas dos peixes
foram mimetizadas em ensaios in vitro para que fosse possivel obter mais informacgdes sobre o
comportamento das nanofibras quando em contato com fluidos de simulacdo gastrica e
intestinal. Esse ensaio é essencial para que se entenda o mecanismo de liberacdo dos 6leos
vegetais, possibilitando um vislumbre sobre as reagdes de degradacéo que ocorrem no polimero
e, principalmente, permitindo deduzir o que se deve esperar quando o produto for aplicado in
Vivo.
4.3.10.3 Liberacéo em fluido de simulagéo gastrico

Para avaliar o perfil de liberacdo dos acidos graxos em fluido gastrico, um ensaio in
vitro foi realizado. A solucéo de simulagdo gastrica foi preparada da seguinte forma: em um
Erlenmeyer foram adicionados 7 mL de uma solucdo de NaCl (0,15 M) contendo 5% (m/v) de
pepsina e 1% (v/v) de Tween 80; a solucéo foi posteriormente acidificada com HCI até atingir
pH igual a 2,0. O Erlenmeyer estava envolto por papel aluminio durante o preparo para evitar
a passagem de luz e, por fim, foram adicionados 0,2 g de nanofibra ao fluido de simulagéo
géstrica. A solucdo foi mantida em incubadora por 1 hora, a 25°C e 100 rpm. (Wang et al.,
2010)
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Esse processo foi feito em triplicata para as 5 amostras de nanofibras contendo os
compostos ativos e a presenca de lipidios em solu¢do foi acompanhada no UV-Vis em
comprimento de onda igual a 534 nm. Por fim, uma curva do perfil cinético de liberacéo foi
construida.

O ensaio descrito nos paragrafos anteriores também foi realizado para as 6 amostras de
racGes contendo diferentes proporcdes dos Oleos vegetais livres em sua formulagéo.
4.3.10.4 Liberacéo em fluido de simulacgéo intestinal

Para avaliar o perfil de liberacdo dos acidos graxos em fluido intestinal, um ensaio in
vitro foi realizado. A solucdo de simulacéo intestinal foi preparada da seguinte forma: em um
Erlenmeyer foram adicionados 7 mL de uma solugdo de NaCl (0,15 M) contendo 1,5% (m/v)
de pancreatina, 0,5% (m/v) de amilase, 0,3% (m/v) de sais biliares e 1% (v/v) de Tween 80; 0
pH da solucéo foi posteriormente corrigido para 6,0. O Erlenmeyer estava envolto por papel
aluminio durante o preparo para evitar a passagem de luz e, por fim, foram adicionados 0,2 g
de nanofibra ao fluido de simulacdo intestinal. A solugdo foi mantida em incubadora por 5
horas, a 25°C e 40 rpm. (Wang et al., 2010)

Esse processo foi feito em triplicata para as 5 amostras de nanofibras contendo os
compostos ativos e a presenca de lipidios em solucdo foi acompanhada no UV-Vis em
comprimento de onda igual a 534 nm. Por fim, uma curva do perfil cinético de liberacdo foi
construida.

O ensaio descrito nos paragrafos anteriores também foi realizado para as 6 amostras de
racdes contendo diferentes proporcoes dos 6leos vegetais livres em sua formulacao.

4.3.11 Avaliacgdo da cinética de liberagéo

Sempre que se desenvolve um sistema de liberacdo controlada, é preciso garantir que o
composto ativo seja liberado de modo adequado. Para isso, varios modelos cinéticos tem sido
descritos, nos quais a quantidade de substancia liberada (Q) é funcdo do tempo decorrido de
ensaio (t). A escolha do modelo que melhor explica o processo de liberagdo deve levar em
consideragdo: a avaliacdo do coeficiente de determinacgdo (R?), que deve ter um valor o mais
proximo de 1; a aleatoriedade da distribui¢do dos desvios resultantes do ajuste de cada modelo;
o0 valor da soma dos quadrados dos desvios, que deve ser pequeno ou nulo. (Costa, 2002) Tendo
isso em vista, o perfil de liberagdo dos nutrientes encapsulados nas nanofibras de poli(acido
latico) seré analisado por meio dos seguintes modelos cinéticos: cinética de ordem zero, cinética
de ordem um, modelo de Higuchi, modelo de Korsmeyer-Peppas e 0 modelo Logistic 3.

O modelo cinético de ordem zero pode ser usado para descrever a liberacdo de

compostos ativos encapsulados em varios tipos de sistemas, como comprimidos matriciais e
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formas revestidas. Sistemas com esse perfil sdo caracterizados por liberarem a mesma
quantidade do composto por unidade de tempo, sendo excelente para aplicacdes que exigem
liberacdo prolongada. A equacdo 3 representa esse comportamento matematicamente:

t = Qo + Kot 3)

Onde: Qt = Quantidade do composto ativo que foi liberada no tempo t;
Qo = Quantidade inicial do composto na solucdo (geralmente, Qo = 0);
Ko = Constante de liberagéo de ordem zero.

Assim, nas condicdes estabelecidas, o grafico de liberacdo x tempo sera linear. (Costa, 2002)

Nos sistemas que seguem o perfil cinético de ordem um, a liberacdo do composto é
proporcional a quantidade de substancia que ainda se mantém encapsulada. Ou seja, ao decorrer
do tempo, a porcentagem liberada diminui, pois a fracdo de material no interior do sistema €

cada vez menor. Matematicamente, o modelo é definido como mostrado na equagao 4:
ln Qt - ln Qo + Klt (4)

Onde: Q¢ = Quantidade do composto ativo que foi liberada no tempo t;

Qo = Quantidade inicial do composto na solucao;

K1 = Constante de liberacdo de ordem um
Assim, espera-se obter um grafico linear de In de liberacdo x tempo. (Gibaldi and Feldman,
1967; Wagner, 1969)

O modelo de Higuchi trata da liberacdo de compostos incorporados em matrizes semi-
solidas e/ou solidas. A partir dele foram obtidas relacdes matematicas para representar
particulas homogeneamente dispersas em uma matriz uniforme, que se comporta como meio
de difusdo. O modelo engloba sistemas matriciais homogéneos planos, homogéneos esféricos,
granulosos planos e granulosos esféricos, podendo ser representado de forma geral pela equagéo
5:

fe = Kyt'/? )

Onde: Kn = Constante de liberagéo de Higuchi
Sendo assim, o grafico de liberagdo x raiz quadrada do tempo sera linear. (Higuchi, 1961;
Higuchi, 1963)

O modelo Korsmeyer-Peppas € geralmente usado para formulagdes poliméricas, quando

0 mecanismo de liberacdo ndo é bem conhecido ou quando mais de um mecanismo pode estar
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envolvido. E representado matematicamente pela equacdo 6: (Korsmeyer and Peppas, 1983;

Korsmeyer et al., 1983)

wo=at (6)

Onde: Mt/M = fracdo do composto ativo liberada ao longo do tempo t;

a = Constante cinetica que incorpora caracteristicas estruturais e geométricas do sistema;
n = Expoente de liberacéo;
Essa equacdo tem sido modificada para incluir o tempo de laténcia (Equacéo 7)(Ford et

al., 1987; Harland et al., 1988) ou uma liberacdo inicial rapida (Equacéo 8)(Ford et al., 1991).

—b = a(t - D" @
i; =at"+b ®)

O modelo cinético Logistic 3 é geralmente usado para matrizes poliméricas constituidas
por polimeros altamente degradaveis, que apresentam perfil de liberacédo sigmoidal. Neste caso,
0 mecanismo de liberacdo envolve a erosdo do polimero e o sistema se caracteriza por uma
dispersio heterogénea do analito na matriz. (Avramov and Sestak, 2015; Focke et al., 2017) A
Equacdo 9 representa 0 modelo cinético Logistic 3 que, quimicamente, descreve uma reacao de

autocatalise que ocorre em temperatura constante: (Zhang et al., 2010)

1
Y = Ymax * 1te-k—a) 9)

Onde: y = fracdo liberada no tempo x

Ymax = quantidade maxima liberada em um tempo infinito;
K = fator de formato

X = tempo (minutos)

o = tempo em que Y = %2 Ymax
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5 Resultados e Discusséo
5.1 Obtencéo das nanofibras

Todas as solucbes foram fiadas nas condicBes ideais pré-definidas na metodologia
(4.3.3) e, ao fim do processo, obteve-se uma manta de nanofibras sobre o papel aluminio,
podendo esta ser facilmente destacada, como mostra a Figura 11.

Figura 11 - Nanofibra de PLA (2,4 g) contendo sudam III (0,003 g), 938 uL da mistura
6leo de milho e 6leo de linhaga (75:25), produzida nas condigdes definidas

no topico 4.3.3.

) /,‘ "x\

Fonte: Do autor

E notavel, pela analise da Figura 11, que diferentes regides da nanofibra apresentam
concentragfes diferentes dos agentes ativos. Isso acontece porque o jato é direcionado
diretamente para o meio do coletor, o que faz com que essa area apresente um acumulo das
substancias que compdem a solugéo.

5.2 Eficiéncia do processo de encapsulacéo

Sabe-se que nem toda a quantidade de agentes ativos adicionada a solugédo é de fato
aprisionada nas nanofibras. Sendo assim, para garantir resultados mais confidveis é preciso
considerar a quantidade real dos compostos de interesse que foi encapsulada. A Tabela 2 mostra
a eficiéncia do processo de encapsulamento para cada uma das amostras fiadas.
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Tabela 2 - Eficiéncia de encapsulacdo das nanofibras de poli(acido latico) contendo
diferentes proporcGes de Oleos vegetais obtidas por fiagdo por sopro em

solucdo.
Amostra Eficiéncia de
encapsulacao (%)

OM:OL - 100:0 99,14+4,55?
OM:OL - 75:25 94,06+9,472b¢
OM:OL - 50:50 81,54+10,36"
OM:OL - 25:75 85,07+4,722b¢
OM:OL — 0:100 97,32+11,092°¢

*QOs dados seguidos pela mesma letra sdo estatisticamente iguais por meio da analise de
variancia (ANOVA) com nivel de significancia de 0,05.
Fonte: Do autor

Estatisticamente, as Unicas diferencas encontradas foram entre a eficiéncia de
encapsulacdo de OM:OL (50:50) quando comparada a de 6leo de milho (OM) e a de 6leo de
linhaga (OL), o que pode indicar que a amostra com menor eficiéncia de encapsulagdo
apresentard um burst inicial mais evidente do que o das outras formulacdes. Este
comportamento foi observado no trabalho de Wang et al., 2012, em que a baixa eficiéncia de
encapsulacdo (9,76+0,57%) de amoxicilina em nanofibras de poli(acido latico-co-acido
glicolico) dopadas com laponita levou a maior dispersao do agente ativo para 0 meio quando
comparadas a encapsulacdo em nanofibras de poli(acido latico-co-acido glicélico).

De maneira geral, estes resultados estdo de acordo com os ja observados na literatura
para a encapsulacdo em nanofibras. No trabalho de Stramarkou et al., 2020, a eficiéncia de
encapsulacdo do 6leo essencial de alecrim em nanofibras de poli(acido latico) produzidas por
eletrofiacédo foi de 90,18+1,77%, enquanto que a mesma encapsulacédo realizada por meio da
técnica de extrusdo gerou pellets com eficiéncia de encapsulacdo igual a 68,77+1,41%. O
encapsulamento ser mais eficiente em nanofibras do que em outros tipos de matrizes se deve
exatamente as suas propriedades diferenciadas, como elevada area superficial por volume,
responsaveis por reduzir a quantidade dos compostos de interesse que podem estar presentes na
superficie do material.

5.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A Microscopia Eletronica de Varredura fornece imagens de alta resolugéo da superficie

de uma amostra, sendo de grande importancia para o estudo da morfologia dos materiais. Na

Figura 12 estdo representadas as imagens de MEV obtidas para todas as nanofibras produzidas
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neste trabalho, e € possivel perceber que todas apresentaram morfologia uniforme e superficies

lisas.

Figura 12 - Microscopia Eletronica de Varredura das nanofibras contendo:

(a) OM:OL - 100:0, (b) OM:OL - 75:25, (c) OM:OL - 50:50,

(d) OM:OL - 25:75, (e) OM:OL - 0:100, (f) Nanofibras de PLA.
| Il

Zoom = 10.000x

£ zoom = 10.000x

. Zoom =5.000x

Zoom = 10.000x

Fonte: Do autor

As micrografias foram retiradas de varias regides diferentes das amostras e, com 0

auxilio do software Image J, o didmetro de cerca de 100 nanofibras foi medido em cada manta

produzida, possibilitando o calculo do diametro médio, como mostrado na Tabela 3.
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Tabela 3 - Diametro médio e desvio padrdo das nanofibras de PLA contendo 6leos
vegetais produzidas por fiagdo por sopro em solucéo.

Amostra Diadmetro médio (nm)
OM:OL - 100:0 168+522
OM:OL - 75:25 209+56"
OM:OL - 50:50 385+133°
OM:OL - 25:75 257+83¢
OM:OL - 0:100 157+49°

Nanofibras de PLA 167+462

*QOs dados seguidos pela mesma letra sdo estatisticamente iguais por meio da analise de
variancia (ANOVA) com nivel de significancia de 0,05.
Fonte: Do autor

De acordo com a analise estatistica, o didmetro das nanofibras de poli(acido latico) ndo
foi afetado pela incorporacédo de 6leo de milho e 6leo de linhaca puros. Entretanto, a adicdo das
misturas entre os 6leos levou a um aumento do didmetro médio, como é possivel observar na
Tabela 3. A relagdo entre a viscosidade da solugéo e o didmetro nas fibras obtidas por fiagéo
por sopro em solucdo ja foi observada em diversos trabalhos, como no de Santos et al., 2016 e
no de Vilches et al., 2019. Esse comportamento indica que as solu¢bes contendo diferentes
proporcdes dos 6leos vegetais apresentaram maior viscosidade, gerando fibras com diametros
maiores.

Por meio da comparacdo entre os valores da Tabela 2 e da Tabela 3 pode-se presumir
que o diametro das nanofibras ndo interfere diretamente no processo de encapsulamento, visto
que didmetros maiores ndo estdo necessariamente associados a maior eficiéncia de
encapsulacao.

5.4 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A caracterizacao por infravermelho possibilita a analise das interacdes intermoleculares
e identificacdo de grupos quimicos dos componentes formadores da amostra. Os espectros dos
Oleos vegetais e das nanofibras com e sem os dleos foram obtidos a uma resolugéo de 4 cm™,
na faixa de comprimento de 4000 a 400 cm™. Os resultados principais estdo mostrados na Figura

13, divididos por regides.
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Figura 13 - Espectro infravermelho das nanofibras de PLA contendo 6leo de milho e 6leo de
linhaca em diferentes proporc¢des e dos 6leos vegetais puros. (a) Regido de 3050 a
2800 cm™ (b) Regido de 1900 a 1600 cm™ (c) Regi&o de 1300 a 950 cm™.

a)

e OM:OL 100:0
OM:OL 75:25
= OM:OL 50:50
e OM:OL 25:75
e OM:OL 0:100
e OM:OL 0:0
Oleo de linhaga
Oleo de milho 2925

T T T T
3050 3000 2950 2900

Comprimento de onda (cm™)

b)

= OM:OL 100:0
OM:OL 75:25
= OM:OL 50:50
e OM:OL 25:75
e OM:OL 0:100
e OM:OL 0:0
Oleo de linhaga
Oleo de milho

T T T T v T T T T '
1900 1850 1800 1750 1700 1650 1600

Comprimento de onda (cm'1)
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= OM:OL 100:0
OM:OL 75:25

e OM:OL 50:50
OM:OL 25:75

e OM:OL 0:100 1181

e OM:OL 0:0

Oleo de linhaga 1082

Oleo de milho

T T T T T T T T
1300 1250 1200 1150 1100 1050 1000 950

Comprimento de onda (cm'1)
Fonte: Do autor

Proximo a 3000 cm™? (Figura 13.a) pode-se observar a banda referente ao estiramento
assimétrico de CHjs para todas as nanofibras e para os 6leos puros. Em 2925 cm™ encontra-se a
banda referente ao estiramento simétrico de CH, e em 2853 cm™ a banda referente ao
estiramento assimétrico de CH, (Figura 13.a), ambas caracteristicas dos 6leos de milho e
linhaca. Estas duas bandas ndo sdo observadas nas nanofibras que ndo contém os 6leos vegetais,
sendo, portanto, uma regido que evidencia o encapsulamento dos 6leos. Todas as amostras
apresentaram uma banda proxima a 1747 cm™ (Figura 13.b), referente ao estiramento C=0 do
grupo éster do poli(acido latico) e do grupo carboxila dos dleos vegetais. Todas as nanofibras
apresentaram uma banda em 1181 cm (Figura 13.c) referente ao estiramento assimétrico COC
e bandas em 1128 cm™, 1082 cm™ e 1043 cm™ (Figura 13.c) referentes ao estiramento simétrico
COC, sendo essas quatro bandas caracteristicas do poli(acido latico). Os Gleos apresentaram
uma banda em 1159 cm (Figura 13.c) referente ao estiramento CO. (Kister et al., 1998; Kang
etal., 2001; Drumond et al., 2004; Wang et al., 2008; Carrasco et al., 2010; Abreu, 2013; Weng
etal., 2013)

A partir da analise destas regides do espectro de infravermelho, é notavel que as
nanofibras produzidas apresentam tanto bandas caracteristicas do poli(acido latico) quanto
bandas caracteristicas dos Oleos vegetais, indicando que houve interagdo entre 0os materiais
durante o processamento e, consequentemente, comprovando a encapsulacdo dos Gleos.

Algumas regides foram omitidas da discussao, mas estdo disponiveis no Anexo A.
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5.5 Calorimetria Exploratdria Diferencial

A Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) permite a analise dos eventos térmicos
pelos quais o material passa quando submetido a um certo fluxo de calor, fornecendo
importantes informacdes sobre transformacdes fisicas e/ou quimicas sofridas pela amostra.
(Schick, 2009) A Figura 14 mostra o termograma obtido para cada amostra.

Figura 14 - Termograma dos eventos térmicos sofridos pelas nanofibras produzidas quando
submetidas a aquecimento (de 20 a 180°C).
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Fonte: Do autor

O processo de fusdo (Tm) € caracterizado por um pico endotérmico (absorcdo de
energia), enquanto que o de cristalizacdo a frio (T¢) é caracterizado por um pico exotérmico
(liberagdo de calor), sendo ambos considerados transi¢cbes de primeira ordem. Ja a transicéo
vitrea (Tg) é caracterizada por um deslocamento da linha base, refletindo uma transicdo de
segunda ordem. (lonashiro et al., 2005)

Por meio das curvas de DSC também sdo obtidos os valores das entalpias de fuséo
(AHm) e de cristalizacdo a frio (AHc), sendo que estes foram utilizados para calcular o grau de

cristalinidade (Xc) das nanofibras, como mostrado na equagéo 10:

.100 (10)

AHy— AH.
AHS

Onde A H,y, representa a entalpia do PLA 100% cristalino (93 J/g). (Harris and Lee, 2008)

X (%) =

Todos esses resultados estdo descritos na Tabela 4.
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Tabela 4 - Valores das transi¢Bes térmicas para todas as amostras.

Nanofibra T, (°C) T (°C) AH:(J/g) Twm(°C) AHn(@J/g) X (%)
PLA 63 93 7,5 167 40,6 35,6
OM:OL -100:0 61 86 2,8 167 29,1 28,3
OM:OL - 75:25 62 86 34 167 26,4 24,7
OM:OL —-50:50 61 84 2,6 167 23 21,9
OM:OL - 25:75 62 86 3,2 167 27,3 25,9
OM:OL - 0:100 62 85 2,0 167 28,4 28,4

Fonte: Do autor

Segundo a literatura, a Ty do poli(acido latico) encontra-se entre 60 e 65°C. (Cuiffo et
al., 2017) Sendo assim, a Ty observada para as nanofibras esta de acordo com a teoria. Nota-se
que a adicdo dos 6leos vegetais levou a uma pequena diminuigdo da Ty em todos os casos. Esse
comportamento era esperado, visto que os 6leos de milho e de linhaga atuam como
plastificantes e, por isso, levam ao espacamento das cadeias macromoleculares e aumento da
mobilidade da fase amorfa; consequentemente, menor energia € requerida para que o polimero
passe para o estado borrachoso. (Callister Jr, 2002; Solarski et al., 2005) Essa alteragéo discreta
no valor da T4 também foi observada por Orue et al., 2018 ao estudar como a adi¢do de 6leo de
linhaca afeta as propriedades térmicas do PLA. Em seu artigo, os autores mostram uma
diferenca de aproximadamente 4°C entre a amostra pura (55,5°C) e a blenda contendo 20% de
6leo vegetal (51,26°C).

As nanofibras contendo 6leos vegetais apresentaram uma T. menor do que a nanofibra
pura. Isso indicaria que a adi¢éo dos 6leos facilitou o processo de cristalizacédo a frio, devido ao
aumento da mobilidade das cadeias e a um provavel aumento no grau de orientacdo
macromolecular das nanofibras durante o processo de fiacdo, permitindo que o PLA se
cristalizasse a frio em temperaturas mais baixas. (Chieng et al., 2014) Entretanto, 0 que se nota
é uma diminuicdo na quantidade de cristais formados (AHc) ao se adicionar os 6leos vegetais,
independente da proporcdo utilizada. Esse comportamento pode caracterizar uma certa
imiscibilidade entre o PLA e os 6leos de milho e de linhaga que, aliada a baixa cinética de
cristalizacdo do PLA, levou a formacao de fibras menos cristalinas; como visto por Righetti et
al., 2019.

O valor da temperatura de fusdo esta de acordo com o observado por Zhou et al., 2006
ao estudar nanofibras de PLA produzidas por eletrofiacdo (Tm = 167,1 °C). Essa regido de
temperatura corresponde a fusdo dos cristais da forma a. (Furuhashi et al., 2006) Nao foram
observadas alteracdes na temperatura de fusdo das nanofibras produzidas, indicando que a
adicdo de oOleo vegetal ndo afeta o arranjo das cadeias de PLA na estrutura cristalina.

(Kaavessina et al., 2015)
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As transi¢bes térmicas do oleo de milho e do 6leo de linhaca puros ndo foram
observadas, como mostra a Figura 15. Essas substancias apresentam uma cOmposi¢cao
extremamente complexa e as transi¢des relacionadas a cristalizacdo e mudanca de fase nao
podem ser visualizadas nessa faixa de temperatura, visto que ocorrem apenas em temperaturas
abaixo de 0°C, como mostrado por Lopes, 2009. Em seu estudo sobre o dleo de linhaca,
identificou um pico exotérmico em -74°C, que foi atribuido a cristalizacdo dos acidos graxos,
e dois picos endotérmicos em -40 e -30°C, relacionados as transicdes de fases sofridas pelos
acidos graxos que constituem o 6leo. Além disso, a degradacdo do material so foi observada a
400°C. O comportamento do 6leo de milho foi analisado por Tan and Che Man, 2000, que
observou valores negativos para as temperaturas de cristalizacdo (-44,6°C) e de transi¢édo de
fase (-26,7°C). Além disso, esse Oleo vegetal sofre degradacdo apenas em temperaturas acima
de 300 °C. (Dweck and Sampaio, 2004)

Figura 15 - Gréafico de DSC para o 6leo de milho e 6leo de linhaca puros durante
tratamento térmico de 20 a 180°C.

Oleo de milho
-2 —— Oleo de linhaga

Fluxo de Calor (mW)

— T —T T T T
20 40 60 80 100 120 140 160 180

Temperatura (°C)
Fonte: Do autor
5.6 Angulo de contato
A determinacdo do angulo de contato dos materiais é de grande importancia para se
obter informagdes sobre o comportamento da amostra quando em contato com um fluido, como
agua. ldentificar a hidrofobicidade, por exemplo, € essencial nos casos em que espera-se manter

a integridade do material mesmo ap0s longos periodos em meio aquoso. (Almeida, D. and
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William, M., 2017) A Tabela 5 mostra todas as maneiras nas quais o fluido pode se comportar
quando injetado em uma superficie.

Tabela 5 — Comportamento do fluido quando em contato com o material de interesse.

Angulo de contato 0 <10° H <90° 0 > 90° 0> 150°

Forma da gota — A_ n

Comportamento Super-hidrofilico ~ Hidrofilico Hidrofébico  Super-hidrofébico
Fonte: Ferreira, 2013

Tendo isso em vista, uma gota séssil foi injetada sobre cada nanofibra para se medir o
angulo de contato imediatamente, 5 segundos e 60 segundos apés a aplicacdo, realizando 4
repeti¢des. As imagens fornecidas pelo Gonidmetro Kruss Drop Shape Analyzer apds 1
segundo de contato estdo mostradas na Figura 16.

Figura 16 - Representacdo do comportamento de uma gota de agua ao entrar em contato com a
superficie da nanofibra: (a) OM:OL — 100:0, DP =7 3,0°; (b) OM:OL — 75:25,
DP =7 7,4° (c) OM:OL - 50:50, DP = *1,9; (d) OM:OL — 25:75, DP = * 3,2°;
(e) OM:OL - 0:100, DP = * 3,5°; (f) Nanofibras de PLA, DP = * 5,5°. Os angulos

mostrados equivalem ao valor médio das quatro repeticdes.
*DP = Desvio Padréo
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Fonte: Do autor

E notéavel que todas as amostras sdo hidrofobicas, visto que o angulo de contato para
todas as nanofibras foi superior a 90°. Esse comportamento era esperado, visto que a interagdo
entre as cadeias poliméricas e os 6leos vegetais (majoritariamente compostos por acidos graxos

— cadeias longas de carbono contendo um é&cido carboxilico em sua extremidade)
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provavelmente levou a um arranjo estrutural que impede a intera¢do das hidroxilas com o meio
externo, favorecendo a formacdo de ligagdes de hidrogénio no interior da prépria cadeia. Assim,
a auséncia de hidroxilas livres na cadeia levaria a uma diminuicdo do contato entre 0 meio polar
e a superficie das nanofibras (interacdo fraca), levando ao comportamento hidrofobico.
(Coutinho and Canuto, 1997)

Como os 6leos apresentam composicOes diferentes, pode-se observar uma pequena
variacdo de angulo de uma amostra para outra. I1sso se deve ao fato de que cada 06leo interage
de uma forma com as cadeias poliméricas, resultando em nanofibras com particularidades em
sua superficie.

Para a aplicacdo pretendida, € importante que a interacdo entre a nanofibra e a agua se
mantenha fraca por certo periodo de tempo, garantindo que os 6leos vegetais permanecerao
encapsulados quando em meio aquoso. Assim, a Tabela 6 mostra uma comparacdo entre a
média dos valores de angulo de contato imediatamente e 60 segundos apds a injecdo da gota

d’agua sobre a superficie do material de interesse.

Tabela 6 - Angulo observado ap6s 60 segundos de contato entre o fluido e a nanofibra.

Amostra Angulo médio (°) Angulo médio (°)
imediatamente apos a injecao 60 segundos apds a injecdo

OM:OL - 100:0 109,7+3,0 109,9+2,7
OM:OL —75:25 117,3+7,4 116,7+7,4
OM:OL - 50:50 106,7+1,9 106,3+1,8
OM:OL - 25:75 114,5+3,2 107,8+3,4
OM:OL - 0:100 108,3+3,5 1145427
Nanofibras de PLA 114,7+45,5 114,6+4,8

*Qs dados seguidos pela mesma letra sdo estatisticamente iguais por meio da analise de
variancia (ANOVA) com nivel de significancia de 0,05.
Fonte: Do autor

A comparacéo entre os resultados da Tabela 6 mostra que ndo ha variacéo significativa
no angulo ap6s 60 segundos de contato entre a superficie e a gota de agua. Isso significa que a
estrutura das nanofibras sera mantida mesmo em meio aquoso.

Edith and Six, 2006 encontrou um valor de angulo de contato igual a 96° para filmes
de PLA. Isso mostra que a producdo de materiais em escala nano também possibilita a
otimizagdo de propriedades como a hidrofobicidade. (Baji et al., 2014) Esse comportamento
pode ser explicado pelo modelo de Cassie-Baxtel, segundo o qual a alta porosidade da estrutura
leva a0 aumento da quantidade de bolsas de ar entre as fibras e, assim, o0 a&ngulo de contato da

agua com a superficie sera maior, pois a gota terd mais facilidade para atingir o equilibrio.
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(Cassie and Baxter, 1944) Jiang et al., 2004 observou esse comportamento ao estudar o
poliestireno; em seu projeto, o angulo de contato dos filmes foi igual a 95°, enquanto que o das
nanofibras produzidas por eletrofiacdo foi igual a 140°.

Sendo assim, os resultados estdo de acordo com a literatura e pode-se afirmar que todas
as nanofibras produzidas apresentam grande potencial para a aplica¢do, pois ndo havera
interacdo significativa com a &gua e, consequentemente, o polimero ndo sofrera hidrolise.
Portanto, os Oleos vegetais ndo serdo liberados no meio aquatico, mas sim no trato
gastrointestinal dos peixes, como desejado.

5.7 Ensaios de liberacao controlada
A liberacéo dos compostos ativos foi acompanhada em trés solucgdes de simulagéo: meio

aquoso, fluido gastrico e fluido intestinal.

5.7.1 Perfil de liberacé@o dos nutrientes em meio aquoso simulado (in vitro)

As matrizes poliméricas foram colocadas em contato com um meio aquoso simulando
as condicGes dos tanques de criacdo (in vitro) durante 210 minutos. Com o auxilio do
complemento DDSolver (Zhang et al., 2010) no Excel, varios modelos cinéticos foram testados
para auxiliar na deteccdo de qual se adequaria melhor ao perfil de liberag&o observado em meio
aquatico. Entre os modelos cinéticos de ordem zero (R? negativo), ordem um (R? negativo), de
Higuchi (R? negativo), de Korsmeyer-Peppas (R? igual a 0,664+0,083) e Logistic 3 (R? igual a
0,729+0,076), o ultimo foi o que melhor correspondeu a cinética de liberacdo dos Oleos
vegetais.

A Figura 17 mostra a porcentagem das substancias de interesse que foi liberada das
nanofibras durante a imersdo no meio aquoso e o ajuste ndo-linear desse perfil de liberacdo em

relacdo ao modelo cinético escolhido.
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Figura 17 - Liberacdo dos 6leos vegetais encapsulados nas nanofibras durante 210
minutos em contato com 0 meio aquoso simulando as condigdes dos
tanques de criacdo (25°C e pH 7,0). Dados ajustados de acordo com o
modelo cinético Logistic 3.
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Sistemas que seguem este modelo cinético sdo caracterizados por uma liberagdo
exponencial no inicio e, como ha uma dependéncia entre a quantidade liberada e a quantidade
de analito j& presente no meio, a liberacdo diminui gradativamente até parar completamente.
(Focke et al., 2017)
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Este modelo é adequado para explicar a cinética de liberacdo de sistemas constituidos
por polimeros altamente degradaveis, em que o analito ndo se dispersa na matriz de forma
homogénea. (Delfour, 2012) Este é exatamente o caso das nanofibras produzidas, visto que o
poli(acido latico) € um polimero que se degrada rapidamente por hidrdlise e, como observado
nos testes de eficiéncia de encapsulacdo, diferentes regibes da mesma nanofibra tém
concentragcdes diferentes do composto de interesse, apresentando, portanto, um perfil
heterogéneo.

Com estas informac6es, pode-se supor que a liberacao dos 6leos vegetais se da por meio
de um processo de erosdo da matriz polimérica, que se inicia bem lentamente na superficie e
aumenta gradativamente devido a autocatalise. (Focke et al., 2017)

A Tabela 7 mostra os pardmetros ajustados do modelo cinético Logistic 3.
Estatisticamente, o parametro o foi diferente apenas para a nanofibra contendo 6leo de milho.
Isso se deve ao fato desta ter sido a Ginica amostra em que a liberacdo maxima ocorreu apés 210
minutos em contato com o meio aquoso simulado, o que concorda com a maior eficiéncia de
encapsulacdo desta amostra (Tabela 2). Todas as outras nanofibras produzidas tiveram
liberacdo méxima apds 150 minutos de incubacéo. Isso explica porque a nanofibra contendo
oleo de milho tem maior valor de a.

Tabela 7 - Parametros do modelo cinético Logistic 3 para as nanofibras contendo
diferentes proporcdes de dleos vegetais produzidas por fiagdo por sopro em

solucdo.
Amostras Parametros
Ymax k a R?
OM:OL — 100:0 44,40 0,016 61,672 0,750°
OM:OL —75:25 38,11 0,015 25,08° 0,769%¢
OM:OL —50:50 52,64 0,013 32,01° 0,619¢¢
OM:OL — 25:75 30,73 0,010 13,22 0,690¢
OM:OL —0:100 30,97 0,012 12,75° 0,816¢

*QOs dados seguidos pela mesma letra sdo estatisticamente iguais por meio da analise de varidncia
(ANOVA) com nivel de significancia de 0,05.
Fonte: Do autor

O perfil de liberacdo das racdes formuladas com 6leo de milho e 6leo de linhaca livres
tambem foi avaliado (Figura 18). Neste caso, ndo foi possivel encontrar um modelo cinético
que se adequasse ao comportamento observado experimentalmente. Todos os modelos testados
apresentaram uma variagio muito grande nos valores dos parametros e R? extremamente baixos
(abaixo de 0,441).
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Isso pode estar associado ao fato de que para produzir uma ragdo que nutra
adequadamente varias espécies de peixes, sdo necessarios aproximadamente 40 nutrientes
essenciais, incluindo: aminoacidos, acidos graxos, vitaminas, minerais, proteinas, lipideos e
carboidratos; que sdo compostos que precisam estar presentes em quantidades especificas para
garantir uma dieta bem equilibrada. (Lall, 1991; Hamre et al., 2013) Como a formulacéo é
muito complexa, essa gama de substancias provavelmente impacta diretamente no
comportamento de migracéo dos 0leos vegetais.

Figura 18 - Liberacdo dos 6leos vegetais adicionados a formulacdo da racdo durante 210
minutos em contato com o meio aquoso simulando as condi¢des dos tanques de
criagéo (25°C e pH 7,0).
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Ainda assim, a comparacao entre o perfil de liberacdo das nanofibras e da racdo é muito
importante. Na Figura 19, pode-se perceber que as nanofibras foram capazes de reter os
compostos de interesse com muito mais eficiéncia do que as rages contendo os 6leos livres.
Este resultado comprova que a encapsulacdo dos agentes ativos foi bem-sucedida e,
principalmente, confirma que a proposta de aplicar nanofibras na piscicultura para fortificacéo
de ragdes é promissora, ja que quanto menor for a liberacdo em &gua, maior sera a quantidade
de nutrientes disponivel para ser absorvida no organismo dos peixes.

Figura 19 - Comparagdo entre a quantidade méxima de 0leos vegetais liberada pelas nanofibras
e pelas ragcdes em meio aquoso simulando as condi¢6es dos tanques de criacao.
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E importante ressaltar que, nos tanques de criacio, a racdo ndo deve ficar em contato
com a 4gua por mais de 10 minutos. (Senar, 2019)

Como mostrado na Tabela 8, entre 14-21% do total encapsulado nas nanofibras foi
liberado nos primeiros 10 minutos de experimento. Esse comportamento pode ser explicado ao
se fazer um paralelo com o trabalho de Karuppuswamy et al., 2015, no qual foi observado que
quanto maior € a razdo polimero/encapsulado, mais rapida é a liberagdo inicial. No caso do
trabalho citado, uma proporcao de apenas 5% (m/m) entre o polimero e 0 composto de interesse
resultaram em uma liberacdo de cerca de 20% ap6s 1 hora de experimento. No trabalho aqui
desenvolvido, a proporcdo entre o PLA e os 6leos vegetais € de 50% (m/m), o que
potencializaria ainda mais esse efeito. Isso ocorre porque, como a quantidade de agente ativo é
bem grande, parte dele pode estar na superficie da manta polimérica, sendo facilmente
dispersada no meio. (Lopes et al., 2005a) Por outro lado, a liberacdo das substéncias
encapsuladas depende de fatores relacionados & degradacdo do polimero e, por isso, é
caracterizada como mais lenta e estavel. (Kim and Burgess, 2001) Nota-se que a amostra com
menor eficiéncia de encapsulacdo (OM:OL — 50:50) foi a que liberou a maior quantidade de
Oleos vegetais na agua (Figura 19), o que faz sentido se pensarmos que quanto menor for a
quantidade de nutrientes encapsulada, maior sera a fragdo livre na superficie da matriz
polimérica.

Para todas as amostras de racdo, entre 12-51% do total de nutrientes foi liberado nos
primeiros 10 minutos de experimento. I1sso possivelmente se deve ao fato da ragdo ser composta

por Vvérias substancias higroscépicas e hidrofilicas e, por isso, uma rapida erosdo dos pellets
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ocorre quando estes entram em contato com a agua. Essa répida erosao leva & uma migracao
acelerada da fracdo apolar que compdGe a formula¢do como, por exemplo, 0s éleos vegetais.
Sendo assim, eles sdo dispersos no meio aquatico antes da ingestdo pelos peixes.

Tabela 8 - Comparacao entre a quantidade de 6leos vegetais liberada das nanofibras e
das racOes ap0s 10 minutos em contato com 0 meio aquoso simulando as
condigdes dos tanques de criacéo.

Porcentagem de nutrientes liberada ap6s 10

minutos em meio aquoso (in vitro)

Amostra Nanofibra Racéo
OM:OL - 100:0 14,13+0,69 23,54+2,12
OM:OL - 75:25 17,38+2,04 24,8442,76
OM:OL - 50:50 21,11+1,44 14,37+2,68
OM:OL - 25:75 16,20+0,38 12,214+0,62
OM:OL - 0:100 15,02+2,14 51,44+2,81

Fonte: Do autor
5.7.2 Perfil de liberacdo dos nutrientes em meio de simulagdo gastrointestinal (in vitro)
Posteriormente, a liberacdo dos 6leos vegetais encapsulados nas nanofibras e livres nas
racGes foi avaliada em fluidos de simulacdo géstrica e intestinal e os resultados estdo mostrados

na Figura 20.
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Figura 20. Comparacao da digestibilidade in vitro das nanofibras e das ragdes contendo 6leos
vegetais. (a) O experimento foi realizado mantendo as amostras em contato com
fluido de simulacdo gastrica durante 1 hora. (b) O experimento foi realizado
mantendo as amostras em contato com fluido de simulacdo intestinal durante 5
horas.
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*Os dados seguidos pela mesma letra sdo estatisticamente iguais por meio da analise de variancia
(ANOVA) com nivel de significancia de 0,05.
Fonte: Do autor

Ao analisar os dados dos gréaficos apresentados acima, é notavel que a encapsulagdo foi
eficiente e que os nutrientes serdo devidamente liberados quando em contato com as enzimas
presentes no trato gastrointestinal dos peixes. A liberacdo mais significativa no fluido de
simulacdo intestinal € um resultado promissor, visto que a absor¢éo da maioria dos nutrientes
ocorre no intestino, sendo posteriormente passados para a corrente sanguinea e distribuidos por
todo o organismo. (Pacha, 2000)
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De acordo com a andlise estatistica realizada com o auxilio do software PAST(Hammer
et al., 2001), as nanofibras contendo 6leo de milho, 6leo de milho:6leo de linhaca (75:25) e
0leo de milho:6leo de linhaca (25:75) apresentaram a mesma porcentagem de liberacdo no
fluido gastrico. Ja no fluido intestinal, a amostra contendo 6leo de milho:6leo de linhaga (25:75)
teve a mesma porcentagem de liberagcdo que as amostras contendo éleo de milho:6leo de linhaca
(75:25) e oOleo de milho. Esses resultados mostram que, mesmo com diferentes eficiéncias de
encapsulacdo e diferentes diametros, as nanofibras podem ter eficacias semelhantes.

A amostra com maior eficiéncia de encapsulacdo (OM:OL — 100:0) foi a que liberou a
maior quantidade de dleos vegetais no fluido intestinal (Figura 20.b), indicando que a matriz
polimérica protege os agentes ativos de forma eficaz, garantindo uma liberacéo induzida pela
variacao de pH.

E importante considerar os resultados obtidos nos ensaios de liberacdo em fluido de
simulacdo géstrica e intestinal que foram realizados com a racdo contendo os éleos vegetais
livres. A andlise da Figura 20 nos permite observar, mais uma vez, o sucesso da encapsulagéo;
visto que as nanofibras liberaram menor quantidade dos compostos de interesse e houve menos
variacdo da fracdo liberada de uma amostra para outra; enquanto que para as racoes a liberacédo
chegou a quase 100% em alguns casos (Figura 20.a — Amostra OM:OL — 50:50) e, mesmo a
Unica variavel da formulacdo sendo a proporcdo entre os 6leos vegetais, ndo foi possivel
observar um padréo de liberagéo entre as racdes.

Isso indica que a racdo apresenta certa heterogeneidade (possivelmente maior que a das
nanofibras), e que a composi¢do quimica da fracdo oleosa das racdes impacta diretamente na
liberacdo dos nutrientes apolares. Essa suposi¢do nos mostra uma grande desvantagem do uso
das ragcdes comuns: a auséncia de uma camada protetora faz com que grande parte dos nutrientes
seja liberada no meio aquoso; sendo assim, uma pequena quantidade chega ao trato
gastrointestinal dos peixes, afetando ndo apenas seu crescimento e desenvolvimento, mas
tambem seu valor nutricional.

No trabalho de Costa et al., 2014, tilapias do Nilo foram alimentadas com ragdes
contendo fontes de 6leos variadas (6leo de linhaca, de peixe, de soja e de oliva) e, apesar das
diferentes formulacGes terem resultado em padrdes similares de desenvolvimento e crescimento
dos peixes, € interessante avaliar que o peso final das cobaias teve um desvio padréo bem alto
(para dleo de linhaca o peso final foi de 213,88 * 35,31 g). Sendo assim, a encapsulacéo dos
oleos vegetais nas nanofibras seria de grande valia, pois a protecdo fornecida pela camada
polimérica somada & liberacdo controlada garantiria que todos os peixes recebessem a mesma

quantidade de nutrientes, diminuindo a variabilidade do peso da produgéo.
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Tendo isso em vista, € notvel que a encapsulacdo de nutrientes evita a perda dos
compostos para 0 meio aquoso, 0 que reduz os custos da producéo e a polui¢do dos recursos

hidricos, além de otimizar a nutricdo dos peixes.
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6 Concluséo

A técnica de fiacdo por sopro em solugdo se mostrou simples e eficaz para producao de
nanofibras de poli(acido latico) contendo 6leos vegetais. Os resultados de caracterizacéo
comprovaram que a encapsulacdo foi eficiente e que as fibras formadas apresentaram
morfologia uniforme, didmetro na faixa de nandmetros e comportamento hidrofébico, como
esperado. A liberacdo dos agentes ativos foi caracterizada pelo modelo cinético Logistic 3,
indicando que a matriz polimérica sofre um processo de erosdo que possibilita a migracao
controlada dos nutrientes no trato gastrointestinal dos peixes.

As racdes contendo os 6leos vegetais livres ndo apresentaram um perfil de liberacao
padronizado. Sua formulagcdo complexa e a auséncia de uma camada protetora facilitou a perda
dos compostos de interesse para 0 meio aquoso, fazendo com que menos nutrientes chegassem
ao trato gastrointestinal dos peixes. Tal comportamento de liberacdo prejudica o
desenvolvimento e crescimento dos peixes, levando prejuizos aos piscicultores.

Sendo assim, a partir deste trabalho fica claro que a encapsulacdo de dleos vegetais em
nanofibras € uma maneira promissora de se fortificar racdes aplicadas na piscicultura, pois, ao
reduzir perdas para 0 meio aquatico e aumentar a biodisponibilidade dos agentes ativos, garante
a manutencdo da nutricao dos peixes de forma mais barata e ecoldgica.

Além disso, é importante salientar que varios 6leos vegetais sdo ricos em acidos graxos
essenciais das familias n-3 e n-6 e, sendo assim, esse trabalho pode ser usado como referéncia
para novos estudos com diferentes fontes nutricionais e matrizes poliméricas; possibilitando a

otimizacdo do sistema de liberacdo aqui proposto e avaliacdo de seu perfil in vivo.
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Apresentacédo e analise das regides do espectro de infravermelho que foram omitidas no

topico 5.4 da se¢do de Resultados e Discuss&o.

Figura 21 - Demais regides do espectro de infravermelho das nanofibras de PLA contendo
diferentes proporcdes de 6leo de milho e 6leo de linhaca e dos 6leos vegetais puros.
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Fonte: Do autor

Todas as amostras apresentaram uma banda préxima a 1453 cm™ (Figura 21.a), referente
a deformagcéo assimétrica de CHs. As nanofibras apresentaram bandas em 1382 e 1359 cm'™
(Figura 21.a), referentes a deformacdo simétrica e assimétrica de CH e CHs. Também observa-
se uma banda proxima a 955 cm™ (Figura 21.b) referente ao balango de CHs em todas as
nanofibras. As amostras de 6leo vegetal puro e de nanofibras contendo os 6leos vegetais
apresentaram banda em 913 cm? (Figura 21.b) referente a presenca de alcenos
monossubstituidos. Essa banda nao foi observada na nanofibra de PLA sem o0s 6leos vegetais.
Com excecdo dos 6leos vegetais puros, todas as demais amostras apresentaram banda em 868
cm (Figura 21.c), referente ao estiramento C-COO da fase amorfa e em 754 cm™ (Figura 21.c)
referente a deformacdo C=0O que representa dobramento da fase cristalina do PLA. Os 6leos
vegetais puros apresentaram banda em 722 cm (Figura 21.c) referente ao estiramento e rotagéo
dos grupos alifaticos CH». (Kister et al., 1998; Kang et al., 2001; Drumond et al., 2004; Wang

et al., 2008; Carrasco et al., 2010; Abreu, 2013; Weng et al., 2013)
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