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RESUMO

As nanofibras produzidas através de biopolimeros oriundos de materiais biolégicos
tém tomado espaco no ambito mundial, estes podem ter sua origem em compostos
como a proteina animal, por exemplo, as proteinas de pescado. O presente trabalho
teve como objetivo geral desenvolver nanofibras de isolado proteico de Bijupira
(Rachycentron canadum). O isolado proteico de bijupira (IPB) foi obtido utilizando
processo de variacdo de pH para solubilizar e isolar proteinas. O IPB obtido foi
caracterizado quanto sua composi¢cdo quimica proximal e suas propriedades fisico-
quimicas, estruturais e funcionais. O rendimento do IPB foi de 98,17% de proteina, em
base seca. A maior solubilidade e a maior capacidade de retencdo de agua (CRA) do
IPB foram obtidas em pH 11 e 21,9 mL.g" de proteina, respectivamente. Os perfis
eletroforéticos revelaram massas moleculares caracteristicas de proteinas miofibrilares
(miosina e actina). Os principais picos identificados pelas andlises de Espectroscopia
na Regido do Infravermelho (FTIR) sédo provenientes de ligacGes peptidicas (ligacbes
amida), como Amida I e Il. Os maiores pontos de fusdo e de degradacdo do IPB foram
de 259,1°C e 378°C, respectivamente, obtendo assim, um isolado proteico com
elevada estabilidade térmica. As nanofibras foram desenvolvidas pela técnica de
electrospinnig. Foram preparadas solugfes poliméricas utilizando 1% (p/v) de éxido de
polietileno (PEO) e 1, 2, 3, 4, 5 e 6% (p/v) de IPB. Os parametros utilizados no
processo de electrospinning como: potencial elétrico, distancia da ponta do coletor a
agulha e a taxa de fluxo da solucdo foram fixados em 16,7 kV, 15 cm, e 150 pL.h™,
respectivamente. Os efeitos do solvente e a adicdo de um biopolimero comercial na
capacidade de formacdo e morfologia das nanofibras foram estudados. Em relacdo ao
efeito do solvente na solubilizacdo das proteinas, o processo de electrospinning foi
favorecido quando utilizado o acido formico 85% (v/v), como este solvente organico
promove a formacdo de estruturas helicoidais aleatérias e, consequentemente, um
aumento no emaranhado de biopolimeros. A adi¢do do biopolimero PEO proporcionou
melhor viscosidade as solu¢bes de IPB e o desenvolvimento das nanofibras. A
morfologia analisada por Microscopia eletrbnica de Varredura (MEV) das nanofibras
obtidas com 5 e 4% (p/v) de IPB e 1% (/v) de PEO foi de 205 + 82 nm e 476 = 107,
respectivamente.
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ABSTRACT



1. INTRODUCAO

A nanotecnologia vem se destacando devido a versatilidade em suas
aplicacbes (AGARWAL et al. 2008). Nos ultimos anos, esta area vem se expandindo,
com o uso de compostos nanoestruturados desenvolvidos a partir de biopolimeros
biodegradaveis, biofuncionais e biocompativeis.

Os biopolimeros oriundos de fontes proteicas podem ser utilizados como
solugbes poliméricas para a fabricagcdo de fibras em escala manométrica, através da
técnica de electrospinnig. As nanofibras desenvolvidas por esta técnica possuem
caracteristicas Unicas, tais como grande relacdo area superficie por volume, alta
porosidade e estrutura microporosa, caracteristicas excelentes para 0 uso em
engenharia de tecidos, bioengenharia, engenharia de alimentos, biotecnologia
ambiental, bioenergia, engenharia eletrbnica e seguranca (RAMAKRISHNA et al.
2006). A morfologia das nanofibras pode ser variada ajustando os parametros do
processo de electrospinning, sendo os principais fatores as propriedades da solucéo
polimérica utilizada e os parametros do processo (CHAKRABORTY et al. 2009).

Por outro lado, proteinas ricas em musculo escuro de pescado tém seu uso
limitado devido a alta probabilidade a oxidacéo e de off - flavor. Os pescados com esta
caracteristica sdo em sua maioria transformados em produtos de baixo valor no
mercado. Portanto, a conversdo destes materiais ricos em proteina podem produzir
produtos de alto valor agregado, bem como a utilizacdo de blendas poliméricas,
utilizando proteinas naturais com polimeros organicos sintéticos € uma alternativa para
a producdo de nanomateriais, como as nanofibras (HSU, 2010).

Assim, aliando as propriedades estruturais e funcionais das proteinas, e sua
biocompatibilidade a varios biopolimeros organicos sintéticos, aprovados pelos EUA
Food and Drug Administration, pode-se desenvolver biomateriais feitos a base de
proteinas fibrosas formando principalmente nanofibras com funcdo estrutural e/ou
mecénica. Os atributos estrutural e funcional das proteinas fibrosas, como por
exemplo, a actina e a miosina sdo cada vez mais exploradas para melhorar o
desempenho dos materiais sintéticos Estas propriedades podem ser exploradas
aplicando nanotecnologia (PAIVA et al. 2006).

As nanofibras de proteinas podem servir como estruturas celulares, permitindo,

estabilizagéo, protecéo, elasticidade e motilidade de células..



Assim, o desenvolvimento de tecnologias sustentaveis para a obtencédo de
bioprodutos de origem animal, como o pescado, € uma alternativa em processos

biotecnoldgicos.

2.0BJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Desenvolver nanofibras de isolado proteico de bijupird (Rachycentron

canadum).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Extrair e isolar a proteina de bijupira (Rachycentron canadum);
» Caracterizar a composicao quimica proximal do IPB;

= Caracterizar as massas moleculares presentes no IPB;

= Avaliar as propriedades funcionais do IPB;

= Avaliar as propriedades fisico-quimicas do IPB;

= Desenvolver nanofibras de IPB;

= Avaliar as caracteristicas morfolégicas das nanofibras de IPB;
= Avaliar as estruturas moleculares das nanofibras de IPB;

= Avaliar as propriedades térmicas das nanofibras de IPB;

= Avaliar a toxicidade das nanofibras de IPB.



CAPITULO I

REVISAO DA LITERATURA



2.1 REVISAO DA LITERATURA

Este capitulo faz uma descri¢éo geral da matéria-prima, do isolado proteico
de pescado, nanotecnologia, técnica de elaboracao de nanofibras, nanofibras e suas
aplicacoes.

2.1.1 Pescado

A industria de pescado € uma fonte econémica importante para um grande
namero de paises do mundo. A proteina de pescado é uma fonte essencial de
nutrientes para muitas pessoas, especialmente nos paises em desenvolvimento.
Estima-se que em todo o mundo, um bilhdo de pessoas dependem da producéo, do
processamento e do comércio do pescado para a sua subsisténcia. (Chalamaiah et al.
2012).

A producéo de pescado varia entre 2,5 e 3 milhdes de toneladas por ano, em
particular, os peixes marinhos cultivados representaram cerca de 7% da producéo total
de pescado, embora representem apenas uma pequena fragdo do total da producéo
de pescado, eles sdo uma das principais fontes de produtos como sushi e sashimi.
(Cho et al. 2014)

De acordo com a FAO, a producdo da pesca e da aquicultura mundial
totalizou 158 milhdes de toneladas em 2012, cerca de 10 milhdes de toneladas a mais
do que 2010. A piscicultura tem uma grande promessa ha resposta a crescente
demanda por alimentos que esta ocorrendo devido ao crescimento da populacéo
mundial. Ao mesmo tempo, o consumo per capita de pescado aumentou a partir de 10
kg em 1960 para mais de 19 kg em 2012. O novo relatério também diz que o pescado
ja responde por quase 17 por cento do consumo da populacédo global de proteina - em
alguns paises costeiros e insulares que pode cobrir 70 por cento. O papel do pescado
esta em um lugar de destaque na Segunda Conferéncia Internacional sobre Nutricdo
organizado conjuntamente pela FAO e da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS).(FAO, 2014).

A industria de alimentos e a aquicultura tém sido confrontadas com o desafio
de encontrar ingredientes de proteina nutricionalmente adequados e economicamente
vidveis. A producdo de alimentos provenientes da maricultura requer formulagdes a

base de ingredientes e aditivos com rapida absorcdo para substituir as matérias-



primas escassas como as de pescado, bem como outras fontes escassas sujeitas a
flutuagdes no custo e disponibilidade (TACON, et al. 2011).

O pescado é conhecido por ser uma fonte de proteina rica em aminoacidos
essenciais (lisina, metionina, cistina, treonina e triptofano), micro e macro elementos
(célcio, fosforo, flaor, iodo), e gorduras que sao fontes valiosas de energia, vitaminas
lipossoluveis e acidos graxos insaturados que, entre outras vantagens, tem um efeito
hipocolesterolémico (USYDUS et al., 2009). Entretanto, € um dos produtos de origem
animal com maior suscetibilidade aos processos de deterioragcdo, devido a acdo de
enzimas autoliticas, pH proximo a neutralidade e a elevada atividade de agua nos
tecidos (64 a 90%), favorecendo o crescimento microbiano e elevada insaturacédo dos

lipidios favorecendo a deterioracao pela rancidez.

2.1.2 Composicédo do pescado

A composigdo da carne de pescado € muito variavel. Espécie, sexo, idade,
status nutricional e nivel de atividade do animal sdo fatores que afetam sua
composicdo (LAWRIE, 1998). Além disso, e um unico animal, a composicéo da carne
pode mudar de acordo com a area anatdémica do corte, com o processo de pos-abate,
com o armazenamento e, € claro, com a forma de cocc¢éo.

Segundo Damodaran et al. 2010, a quantidade de proteinas encontrada na
carne pescado é medida por meio da andlise total do conteldo de nitrogénio
multiplicado por 6,25, um fato baseado na média de nitrogénio encontrado na proteina
da carne. As proteinas presentes na carne de pescado sao ricas em aminoacidos
essenciais (lisina, metionina, cistina, treonina e triptofano).

A composicdo lipidica varia de acordo com a espécie e também, com o
muasculo em uma mesma espécie, especialmente quando se comparam musculos nos
guais a maioria das fibras depende do metabolismo oxidativo (musculos vermelhos)
com musculos que costumam depender do metabolismo glicolitico (muasculos
brancos). Os pescados gordos apresentam elevado nivel de acidos graxos
poliinsaturados, principalmente os da familia ©6mega-3, destacando-se o
eicosapentaendico 20:5 e o0 docosahexaendico 22:6 e estes sao considerados
benéficos para saude humana, na prevencédo de trombose e arteriosclerose, melhoria
de hiperlipidemia, redugéo da presséo arterial (JAYASINGLHE et al., 2003).



Os carboidratos sdo uma parte muito pequena da composicdo da carne
fresca (< 1%). A principal fonte de carboidrato do musculo é o glicogénio, com
pequenas quantidades de monossacarideos e metabdlitos glicoliticos.

O conhecimento da composicdo do pescado tem importancia fundamental na
aplicacao de diferentes processos tecnoldgicos, influenciando no aspecto de qualidade
da matéria-prima, bem como nos atributos sensoriais e na estabilidade do
armazenamento do produto (YEANNES e ALMANDOS, 2003).

2.1.3 Bijupira (Rachycentron canadum)

Bijupira ou cobia (Rachycentron canadum), como mostra a Figura 1, pertence a
familia da Rachycentridae. O bijupira € uma espécie de peixe pelagico, migratorio,
encontrado em mares tropicais e sub-tropicais de todo o mundo, com excec¢do do
Pacifico oriental (SHAFFER E NAKAMURA, 1998). No Atlantico ocidental é
encontrada do sul da Nova Scotia (Canada) a Argentina. No Brasil se distribui por toda
costa litoranea (do Amapa ao Rio Grande do Sul), sendo mais comum na regido
nordeste.

Figura 1 - Bijupira (Rachycentron canadum)

O bijupirA ganhou popularidade na maricultura devido ao seu rapido
crescimento e carne branca de uso versatil (SHIAU, 2007).

A pesquisa sobre as populagfes naturais de bijupird comecaram na década de
1960 nos Estados Unidos da América (FRANKS et al, 1999;. JOSEPH et al, 1964.). O
potencial do bijupira na aquicultura foi proposto pela primeira vez por HASSLER e
RAINVILLE (1975). No entanto, ja durante a década de 1970 a agricultura do bijupira

tinha comecado em uma pequena escala em Taiwan. Durante os anos de 1993-1995 a



producdo aquicola anual estava estagnada em torno de 200 toneladas com base em
capturas selvagens de alevinos (SVENNEVIG, Pers. Comm.). A primeira reproducéo
de bijupira ocorreu em Taiwan em 1994 e a reproducédo em massa foi obtida a partir de
1997 (LIAO et al., 2004).

Devido ao rapido crescimento do bijupira e sua adequacédo para producado
comercial, a aquicultura dessa espécie tem se tornado cada vez mais popular. A
pesquisa e o desenvolvimento na aquicultura de bijupira tém sido realizados em mais
de 23 paises e territérios, a metade na Regido da Asia-Pacifico.

Esta espécie tem preferéncia por temperaturas de agua entre 20 e 30° C;
migrando para o sul em busca de aguas mais quentes durante o outono e o inverno do
hemisfério norte. Na natureza pode tolerar salinidades que variam de 8 a 44,5%.. Em
condicdes experimentais, as larvas podem suportar salinidade proxima de 19%. e
existem evidéncias que os adultos conseguem se adaptar a salinidades abaixo de
22,5%0 (SHAFFER e NAKAMURA, 1998).

Em pisciculturas comerciais, as fémeas podem alcancar peso acima de 8 kg
em um ano e meio e normalmente todas ja estdo sexualmente maduras. Segundo Su
et al. (2000), fémeas provenientes do cultivo comercial em Taiwan atingem a
maturidade sexual com 15 meses. Ja o0s machos normalmente apresentam
maturidade, quando atingem 7 kg e geralmente isso ocorre no periodo de um ano.

O bijupird ndo possui diferencas morfologicas externas evidentes entre machos
e fémeas. No periodo de maturidade sexual as fémeas ficam com as listras brancas
mais pronunciadas; jA os machos maduros possuem normalmente o0 corpo mais
delgado que auxiliam na diferenciacdo sexual (SU et al. 2000). Brown-Peterson, et al.
(2001), verificaram o desenvolvimento gonadal e periodos de desova do bijupira
coletado em diferentes locais no Golfo do México e concluiram que esta espécie
apresenta similaridade para os periodos de reproducao.

Em relagéo ao habito alimentar, o bijupird é considerado uma espécie carnivora
e na fase larval se alimenta principalmente de copépodos. Na natureza os adultos se
alimentam de uma variedade de espécies de peixes, crustdceos e organismos
bentdnicos (SHAFFER E NAKAMURA, 1998). Sao peixes que se adaptam facilmente
a dieta artificial e possuem caracteristicas zootécnicas interessantes para o cultivo
intensivo. De acordo com Liao et al. (2004), as ra¢g6es comerciais utilizadas em Taiwan
possuem de 42 a 45% de proteina bruta e 15 a 16% de lipidio total, variando de
acordo com o estagio de desenvolvimento e do fabricante da racdo. No entanto, Chou

et al. (2001) destaca que as dietas disponiveis para bijupird sdo originalmente



formuladas para outras espécies marinhas, como garoupa e “seabass” e que existem
poucas informacdes sobre exigéncias nutricionais e caréncia de estudos basicos de
nutricao.

Em termos produtivos, sdo grandes as chances do bijupira se tornar téo
importante para o Brasil quanto o salm&o é para o Chile. Ele atinge seis quilos no
primeiro ano e até 15 no segundo. Em comparacdo com o salmao, € um peixe com
produtividade quatro vezes maior e com possibilidades de mercado muito maiores, ja
gue hoje existe uma demanda mundial por peixes de carne branca de qualidade,
principalmente para animais que produzem grandes filés (acima de 1 Kg de filé), como
€ o caso do bijupira.

Os principais mercados para a comercializacdo sao o norte-americano, ja que
0s EUA séo os maiores compradores de pescado brasileiro, e a Europa, que convive
com uma grande demanda por carne branca de qualidade. Outro mercado desejado
por todos € o mercado japonés, que conhece e aprecia a qualidade do bijupira
produzido na China. Outro mercado potencial é o brasileiro, hoje em ascensdo no
consumo de pescados e na busca por qualidade e sabor. Além disso, sua textura
elastica, cor branca e sabor suave fazem do bijupird um dos melhores peixes para
sashimi e outros pratos. O peixe vem sendo comercializado hoje a US$ 9/kg inteiro
fresco ou US$ 18 para o quilo de filé. No Brasil, o bijupird € comercializado por
R$13/kg inteiro fresco ou posta na Bahia e por R$ 18 no litoral norte do Rio de Janeiro

(http://jobagola.wordpress.com).

O bijupird é uma espécie de pescado com potencial global emergente para a
aquicultura marinha, devido as vantagens de rapido crescimento, menos doencas e de
alto valor nutricional (HOLTA, FAULKA, E SCHWARZ, 2007).

2.1.4 Proteinas de pescado

Segundo Gémez-Estaca et al. (2014) as proteinas musculares do pescado
sdo classificadas em trés grandes grupos: proteinas miofibrilares, sarcoplasmaticas e
estromais.

As proteinas musculares do pescado apresentam a vantagem de possuirem
elevado valor biolégico, decorrente da alta sensibilidade a hidrolise e composigéo
balanceada em aminoacidos, principalmente os limitantes em proteinas de origem

vegetal, como a metionina e a cisteina (NEVES et al. 2004).


http://jobagola.wordpress.com/

As proteinas miofibrilares constituem de 66 a 77% das proteinas do musculo
de pescado. Nesse grupo, as principais sdo: miosina (200 kDa) e actina (42 kDa), nédo
somente pela quantidade, mas também por suas propriedades funcionais. Estas
apresentam grande influéncia sobre a textura, suculéncia, capacidade de retencéo de
agua, capacidade emulsificante, entre outras (AYALA, 2001).

A miosina constitui de 50 a 60 % da fracdo miofibrilar e a actina, 15 a 20%.
Essas proteinas complexam-se, formando a actomiosina, no momento do “rigor
mortis”. Sao também responsaveis pela capacidade do pescado em reter agua, pelas
propriedades sensoriais e pela capacidade de formacéo de gel (OETTERER 2005).

Do ponto de vista alimentar, as proteinas miofibrilares sdo as principais
proteinas do musculo de pescado, medindo cada fibra 0,01 a 0,1 mm de comprimento
por 1 a 2 um d diametro. Séo proteinas soluveis em solucdes salinas de alta forca
idnica (i = 0,5) (OGAWA, 1999).

A propriedade funcional de gelificacdo das proteinas miofibrilares esta
intimamente ligada a taxa de miosina livre encontrada no musculo, influenciando na
estabilidade térmica do gel (BENJAKUL, 2001).

As proteinas sarcoplasmaticas constituem cerca de 35% das proteinas totais
do musculo e sdo sollveis em 4gua independente da forca ibnica, facilitando a
interacdo de seus sitios ativos com as moléculas de agua (REN et al., 2008).

Em menores proporcdes, seguem as proteinas reguladoras como a
tropomiosina e troponina, actinas, proteinas M, C, F, | e as proteinas de suporte
(conectivas, proteina — Z) (OGAWA, 1999).

2.1.5 Isolado proteico de pescado

O isolamento de proteina é basicamente um processo de extragdo o qual visa
obter um produto livre de interferentes. Isolados e hidrolisados proteicos de pescado,
geralmente séo obtidos pela metodologia de solubilizacdo quimica, acida ou alcalina,
ou por via enzimatica, a partir de residuos ou de pescados inteiros. Os isolados
proteicos de pescado podem ser utilizados como ingredientes funcionais em uma
ampla e crescente faixa de aplicagdo em alimentos e outros produtos (MARTINS,
2009).

Ha varias pesquisas com desenvolvimento de isolados proteicos de pescado,
por solubilizacéo proteica via acida ou alcalina. O processo de solubilizagdo &cida ou

alcalina foi desenvolvido na Estacdo Marinha da Universidade de Massachusetts,
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E.U.A. O processo utiliza o principio de que a solubilidade de um material proteico
homogeneizado em &agua € afetada pelo pH da mistura. Nas condi¢cdes extremas
acidas ou alcalinas, ococrrem fortes variacdes positivas e negativas, respectivamente,
sobre as proteinas miofibrilares e o citoesqueleto que conduz a repulsao, e interacéo
com a agua ocorrendo a solubilizacdo (NOLSOE e UNDELAND, 2009). Isto tem
demonstrado um potencial significante como um método para a maxima recuperagao
de proteinas e as proteinas recuperadas por este processo apresentam boa
funcionalidade (RAWDKUEN et al., 2009)

Kristinsson et al. (2005), relataram resultados sobre 0s processos acido e
alcalino de musculo de bagre, e obtiveram recuperacdes da proteina mais elevadas

guando comparados com o processo convencional de obtencédo de surimi.

Segundo Gémez-Estaca et al. (2014), o processo de isolar proteinas
miofibrilares, inicia com uma prévia lavagem do muasculo de pescado com agua ou
solucdes salinas muito diluidas para remover as proteinas sarcoplasmaticas, em
seguida, solubilizadas em condi¢des acidas ou basicas e centrifugada para remover as

proteinas do estroma.

z

O processo de extracdo por solubilizacdo acida ou alcalina é realizada por
solubilizacdo das proteinas em valores de pH extremos. A proteina pode ser
precipitada no ponto isoelétrico, que rende uma suspensao heterogénea, com um
rendimento de proteina bruta préximo a 200g/L (BRENNER et al. 2009).

O ponto isoelétrico € o pH onde as cargas positivas e negativas se equivalem,
ou seja, quando as moléculas naopossuem cargas positivas nem negativas em
excesso. Nesse pH a proteina ndo migra pra um pélo quando colocada em campo
elétrico. O pH em que isso ocorre depende dos pKs dos grupos ionizaveis e sera mais
alto quanto mais residuos basicos houver e mais baixo quanto mais residuos acidos
presentes, sendo que a maioria das proteinas apresenta ponto isoelétrico na faixa de
4,5 a 6,5 (SGARBIERI, 1996).

A solubilidadede uma proteina é minima no ponto isoeletrico, pois sua carga é
zero, e desaparece qualquer forca de repulsdo eletrostatica que poderia dificultar a
formacdo de precipitados (PARDI et al. 2001), as moléculas ndo se repelem, ela se
atraem formando agregados. O pH afeta a densidade de cargas e o balanco

eletrostético intra e intermolecular, modificando a habilidade da proteina em participar
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das interac¢des hidro e lipofilicas. O aumento da densidade de cargas na proteina em
pH afastados da regido do ponto isoelétrico favorece a repulsdo eletrostatica e as
interagdes proteina-agua, resultando num aumento da solubilidade (FONTANARI et al.
2007).

Uma caracteristica interessante dos processos de extracao por solubilizacédo
acida ou alcalina, € que quando o musculo é submetido a valores de pH extremos, as
proteinassdo parcialmente desdobradas. Este desdobramento parcial leva a
mudancas substanciais na parte estrutural e conformacional das proteinas, as qauis
conduzem a diferentes propriedades quando sédo recuperadas (KRISTINSSON e
HULTIN, 2003).

Batista et al. (2007), relataram que os rendimentos de isolado proteico de
musculo de sardinha obtidos por solubilizacdo acida e alcalina foram de 73% e 77%,

respectivamente.

Kristinsson e Ingadottir, (2006) investigaram os rendimentos de proteina de
tilapia (Oreochromis niloticus) e encontraram rendimento de 56% a 61% com o

processo 4cido e de 61% a 68% com o processo alcalino.

Costa et al (2003), desenvolveu isolado proteico da matriz dos exoesqueletos
de camardo rosa (Farfantepenaeus paulensis) empregando processo de extracao
alcalina, utilizando solucéo de hidréxido de sodio (NaCl) como agente de solubilizacao.

Esse autor obteve um produto com 89,02% de proteinas e rendimento de 69%.

Yongsawatdigul e Park (2004), realizaram experimentos de solubilizacdo
acida e alcalina das proteinas de musculos de pescado (peixe-escorpido),
empregando solugdes de acido cloridrico (HCI) e de hidroxido de sédio (NaCl) como
agentes acidificante e alcalinizante, respectivamente. Os maiores percentuais de
solubilidade (aproximadamente 60%) foram obtidos nos pHs 2 a 3 e nos valores de pH
de 11 a 12 e valores minimos de solubilidade no pH 5. Esses autores reportaram que
0s processos acido e alcalino sdo capazes de extrair tanto proteinas sarcoplasmaticas

como miofibrilares.

Fontana (2007) desenvolveu isolados protéicos de corvina (Micropogonias
furnieri), sendo empregada a solubilizagdo acida e alcalina, e constatou que o

rendimento do processo alcalino (55,35%) foi maior que do processo acido (46,6%).
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Freitas (2011) produziu isolados protéicos de residuos de corvina (Micropogonias
furnieri) empregando os dois processos (alcalino e acido) e obteve um maior teor
protéico (93,11%) quando utilizado o processo alcalino.

Vega (2011) conseguiu recuperar 97,87% das proteinas de corvina
(Micropogonias furnier) atraves de do método de solubilizacdo alcalina e precipitacéo
isoelétrica das proteinas.

2.1.6 Nanotecnologia

O prefixo nano é derivado da palavra grega nanos que significa “ando”. Na
acepcdo moderna desta palavra, nano € um termo técnico usado em qualquer unidade
de medida, sifnificando um bilionésimo dessa unidade, por exemplo, um nanémetro
equivale a um bilionésimo de um metro (Inm = 1/1.000.000.000 m) ou
aproximadamente a distancia ocupada por cerca de 5 a 10 atomos, empilhados de
maneira a formar uma linha. (FISHBINE, 2002). Quando o tamanho das particulas é
reduzido abaixo deste limiar, o0 material resultante apresenta propriedades fisicas e
quimicas que sdo significativamente diferentes quando comparados com as
propriedades de materiais de macroescala compostos pela mesma substancia.

A nanotecnologia € claramente uma area de pesquisa e desenvolvimento muito
ampla e interdisciplinar uma vez que se baseia em diversificados tipos de materiais
(polimeros, ceramicas, metais, semicondutores, compdsitos e biomateriais),
estruturados em escala nanométrica como nanoparticulas, nanotubos e nanofibras,
gue por sua vez sao formados a partir de &tomos ou moléculas.

Dessa forma, a sintese controlada desses nanocompostos e seu subsequente
arranjo para formar materiais e/ou dispositivos nanoestruturados constituem o0s
objetivos centrais da nanotecnologia. Essa ciéncia promete revolucionar a industria de
alimentos, desde a producdo até o0 processamento, armazenamento e
desenvolvimento de novos materiais, produtos e aplicagoes.

Essas nanoestruturas ja foram avaliadas e aplicadas em uma série de setores
da nanobiotecnologia, incluindo transporte de farmacos, formacdo de emulsoes,
imagiologia, biomateriais, seguranca alimentar, O&tica e eletrbnica, patdgenos,
biossensores, diagndéstico in vitro, engenharia de tecidos e terapia genética (MORAIS
et al., 2014).
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2.1.7 Nanofibras

Nanoestruturas unidimensionais (possuem uma dimensdo de tamanho
nanométrico) tem sido alvo de pesquisas devido a suas propriedades Unicas (LI; XIA,
2004). Nanofibras podem ser produzidas a partir de uma ampla variedade de
polimeros. Estas fibras possuem uma area superficial especifica extremamente
elevada devido a seu pequeno didmetro, e podem ser altamente porosas com
excelente interligacdo dos poros. Essas caracteristicas, mais as funcionalidades dos
préprios polimeros possibilitam que as nanofibras apresentem diversas propriedades
desejaveis para aplicacdes avancadas (FANG et al., 2008).

A producdo das nanofibras relaciona-se diretamente com a Nanotecnologia,
diversificando as suas opc¢fes e promovendo o seu desenvolvimento em diferentes
frentes.

As nanofibras sdo também interessantes pelo destaque na comunicacao entre
0 mundo da nano e o de macro escala, uma vez que os didmetros sdo observados ha
gama dos nan6metros. As nanofibras produzidas a partir de polimeros sintéticos e
naturais tém recebido maior atencdo devido a sua facilidade de fabricacdo e
capacidade de controlar sua composicao estrutural e propriedades funcionais.

As técnicas comumente utilizadas para a producdo de nanofibras sé&o
automontagem (self-assembly), molde estrutural (template synthesis), separacdo de
fase (phase separation) e deposicdo eletrostatica (electrospinning) (HUANG, et al.
2003). Dentre estas técnicas, 0 electrospinnig mostra-se a escolha mais adequada
para a producéao de nanofibras de composicao polimérica diversificada , com interiores
sélidos ou ocos, excepcionalmente longas em comprimento, uniformes no
didmetro,variando no intervalo de nanémetros a varios micrdmetros (YARIN,
KOOMBHONGSE, RENEKER, 2004).

O electrospinning foi descoberto em 1934 por Formhals, que publicou uma
série de patentes nos Estados Unidos, uma delas descrevia uma montagem
experimental para a producdo de filamentos de polimero utlizando uma forca
eletrostética. Mais tarde, o foco mudou para estudar a morfologia estrutural das
nanofibras com base numa grande variedade de sistemas poliméricos. Apesar destas
primeiras descobertas, o electrospinning quase foi esquecido até a década de 1990. A
técnica de electrospinning recuperou atencéo substancial desencadeada por um

interesse crescente no desenvolvimento de fibras ultrafinas ou estruturas fibrosas de
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varios polimeros com didmetros abaixo de submicrons ou nandmetros que podiam ser
fabricadas com este processo (WANG et al. 2013)

Em geral, o sistema de electrospinning consiste em trés componentes basicos:
uma fonte de alta tensdo em Corrente Continua (CC) ligada eletricamente a um fluido
(polimero diluido ou fundindo), um coletor (onde podem ser adicionados substratos) e
um dispositivo de infusdo (“bomba”) para realizar a injecdo do fluido armazenado
numa seringa convencional dotada de uma agulha. Na grande maioria das
experiéncias, o desempenho é consideravel, usando uma agulha metéalica e uma folha
de aluminio revestindo o coletor, o eletrodo da fonte de tensdo pode ser imerso no
fluido ou acoplado diretamente na agulha metdlica. Este processo utiliza campos
elétricos de alta tensao (5-60 kV) e baixa corrente (0,1-1uyA) para produgao de fibras
de diametro reduzido. Quando o campo elétrico € suficientemente intenso para
superar a tenséo superficial da gota que se encontra suspensa na sua extremidade do
capilar, esta se torna fortemente eletrificada, deformando-se numa forma conica (Cone
de Taylor). Sempre que a tensao ultrapassa um valor critico, as forcas eletrostaticas
priorizam a tensdo superficial do fluido e forcam a injecdo deste a partir do cone. Este
€ o0 resultado das repulsdes eletrostaticas entre as cargas do mesmo sinal na
superficie do fluido, assim como das atracdes perante as cargas de sinal oposto,
localizadas no coletor. Como o solvente evapora rapidamente durante o processo, 0
didmetro do jato é constantemente reduzido, conduzindo a formacdo de fibras
ultrafinas. Dependendo das propriedades reolégicas da solucdo e dos outros
parametros de processamento, o didmetro das fibras resultantes pode ser ajustado.
(PORTELA, 2011).

Segundo Okutan et al. (2014), o electrospinning tem sido um dos processos
mais simples, versateis e promissores para a producdo de nanofibras continuas de
polimeros sintéticos e naturais devido a manutencdo da integridade estrutural e
arranjos das fibras.

As nanofibras formadas por electrospinning possuem uma série de
caracteristicas interessantes, tais como alta porosidade, grande massa por unidade de
area de superficie, alta permeabilidade e pequeno tamanho dos poros (SAEED e
PARK, 2010).

A Figura 2 mostra uma descri¢cdo grafica do principio de funcionamento do

processo de electrospinnig.
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Figura 2 - Diagrama esquematico do equipamento de
electrospinning.
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Conede Malha de
Taylor Nanofibras

Fonte: Adaptado de PORTELA (2011)

Muitos parametros podem influenciar o processo de electrospinnig, incluindo
propriedades da solucdo (por exemplo, concentracdo, viscosidade, condutividade
elétrica, tensdo superficial, propriedades dielétricas), que regem as variaveis (por
exemplo, campo elétrico, taxa de fluxo, taxa de fluido, distAncia da placa coletora) e
parametros ambientais, tais como umidade e temperatura. A concentracdo de
polimero numa solucéo determina se ele pode ser utilizado na formacao de nanofibras
por electrospinnig, além de possuir importante influéncia na morfologia da fibra
(BHARDWAJ e KUNDU, 2010).

Geralmente, uma aumento na concentra¢do da solucdo aumenta o didmetro da
fibora e uniformidade (DEITZEL et al., 2001). O processo de electrospinnig requer
transferéncia de cargas elétricas do eletrodo para a gota da solugdo. Portanto, uma
condutividade elétrica minima é essencial para a formagdo de nanofibras. Solu¢des
com zero de condutividade ndo podem formar nanofibras. A condutividade elétrica é
afetada pelo tipo de polimero e solvente, concentracdo de polimero e temperatura.
Quando o polimero tem funcionalidade ibnica, a condutividade da solucdo é
dependente da concentragdo (ANDRADY, 2008).

A tensdo superficial € uma funcdo da solucdo e desempenha um papel
fundamental no processo de electrospinning (BHARDWAJ e KUNDU, 2010). E a
principal forca opondo-se a tensdo aplicada durante o processo e determina a

formacgdo das nanofibras (ANDRADY, 2008). As solu¢gbes com alimentacdo de baixa
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tensdo superficial produzem fibras sem gotas. No entanto, isso ndo significa que todas
as solugdes com baixa tensdo superficial possam formar fibras por electrospinnig
(BHARDWAJ e KUNDU, 2010).

A tensdo minima para produzir nanofibras aumenta com a tensado de superficie
da solucdo, mas ndo sempre linearmente. Tensdes superficiais de solucdes de
polimeros mudam com a concentragdo, composicdo quimica e temperatura
(ANDRADY, 2008).

Propriedades reolégicas, especialmente viscosidade influenciam o processo de
formacgdo das nanofibras. Solu¢gées com alta viscosidade ndo podem ser ejetadas do
capilar enquanto as solu¢gbes com baixa viscosidade ndo produzem fibras
(BHARDWAJ e KUNDU, 2010). A forca viscoelastica dentro do jato do polimero
carregado é a forca fundamental para agir contra a Repulsdo de Coulomb, que é a
principal for¢ca de alongamento depois do Cone de Taylor. Numerosos estudos tém
mostrado o efeito da viscosidade da solugdo com o tamanho da fibra, e, geralmente,
uma maior viscosidade significa maior tamanho da fibra (OKUTAN et al. 2014).

A tensao aplicada é o elemento critico do processo de electrospinning porque
fornece carga de superficie e afeta diametro das nanofibras. Geralmente o aumento de
tensdo pode levar a diminui¢cdo nos diametros de nanofibras (BHARDWAJ e KUNDU,
2010). No entanto, tensGes muito altas podem facilitar a formacdo de nanofibras com
didmetros maiores (ZHANG et al. 2005).

A taxa de alimentacdo da solucdo influencia a velocidade do jato e a taxa de
transferéncia da solucdo. Taxas baixas de alimentacdo podem inibir o processo de
electrospinnig e altas taxas de alimentacdo podem resultar fibras com gotas e
didmetro maiores, devido a indisponibilidade de evaporacdo adequada do solvente
antes de alcancar o coletor (BHARDWAJ E KUNDU, 2010).

2.1.8 Aplicagao das nanofibras

Nanofibras tém sido amplamente estudadas para diversas aplicacoes, tais
como filtragdo cicatrizagédo de feridas, andaimes em engenharia de tecidos, a entrega
de medicamentos, imobilizacdo de enzimas, biossensores, geracdo de energia,
vestuario de protecdo, a membrana de afinidade e cosmético. As aplicagbes das
nanofibras para as industrias agricolas e alimentares sao relativamente recentes em

comparagdo com 0s seus usos em outros setores (OKUTAN et al. 2014).
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A elevada relacdo de area por volume, a flexibilidade das estruturas e o
desempenho mecanico superior (por exemplo, rigidez e resisténcia a tracdo), em
comparagcdo com outros materiais conhecidos (HUANG, 2003), fazem desta técnica e
das estruturas resultantes, atrativas para um amplo numero de aplicagdes.

O desenvolvimento no conhecimento da producdo de nanofibras tem sido
potencializado as aplicacbes dessas nanofibras. Sua aplicacdo tem tomado espaco
nas ares de engenharias de alimentos, farmacéutica, biomédica, eletrbnica, entre
outras. Em todas as areas, a demanda de novos materiais tem sido desejada, e as
nanofibras podem abrir novos caminhos de pesquisas (TEO e RAMAKRISHNA, 2006).

Na &rea alimenticia, por exemplo, a nanotecnologia tem impacto em
praticamente todos os setores, incluindo alimentos, materiais de embalagens que
possuem barreiras de gas extremamente altas, propriedades antimicrobianas e
nanosensores que podem detectar microrganismos ou contaminantes quimicos em
surpreendentementes baixos niveis. Outros usos potenciais da nanotecnologia em
alimentos incluem: nanoencapsulantes para o fornecimento de nutrientes, sabores,
aromas ou pesticidas mais potentes tintas de seguranca ou nanobarcodes para
proteger contra a falsificacdo ou preservar a identidade do produto. e nanoparticulas
gue podem ser utilizadas em engenharia genética de agricultura-pecuaria. (HUANG et.
al., 2009).

Outro uso adotado na nanotecnologia é o desenvolvimento da camada
‘embalagem bioativa e inteligente”. As embalagens bioativas desempenham funcao
apos o conteudo ser embalado, interagindo com o alimento para aumentar sua vida de
prateleira, seguranca e utilizacdo. Ja as embalagens inteligentes monitoram, indicam
ou testam informacdo dos produtos ou as condicdes do ambiente que afetam a
gualidade do produto, tempo de prateleira ou qualidade.

Na éarea farmacéutica, a libertacdo de substancias através de nanofibras é
baseada no principio do aumento da taxa de dissolugdo das particulas com a area
superficial do medicamento e seu portador. Mesmo que a libertagdo controlada de
farmacos em forma de nanofibras permaneca ainda em estégio inicial, investigacdes
sdo frequentemente operadas com o objetivo de otimizar a eficiéncia do processo
(PORTELA, 2010). Face as propriedades funcionais manifestadas pela morfologia das
nanofibras de polimero, as composi¢cdes farmacéuticas podem ser concebidas para
proporcionar a libertagdo ou dissolugédo de forma rapida ou mais lenta, sustentada ou
pulsada. Uma vez que o medicamento e o material transportador podem ser

misturados entre si, os modos de associagdo destes produtos nanoestruturados
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podem ser: as substancias sdo ligadas ou suspensas na superficie transportadora, as
substancias e o portador em forma de nanofibras sdo entrelacados entre si, a fusdo do
medicamento e o material de transporte integrado num Unico tipo de fibras e o material
de suporte é produzido em forma tubular na qual as substancias sédo encapsuladas.

A engenharia de tecidos é um campo multidisciplinar que contém os principios
da engenharia e Ciéncias da vida para o desenvolvimento de substitutos biolégicos e
também para a restauracdo, manutencdo ou melhoria da funcéo do tecido. Tecidos e
orgaos-alvo incluindo pele, ossos, cartilagens, artérias, musculos, bem como coracao,
pulméo, figado e tecido. A nanofibra € um material emergente, que desempenha um
papel fundamental na engenharia de tecidos, servindo como matrizes para o
crescimento celular, proliferacdo, diferenciagcéo, e a formacgéo de tecido novo, em trés
dimensdes, devido a sua area de superficie elevada para razbes de volume e de
elevada porosidade das fibras. Uma caracteristica inerente das nanofibras é que elas
imitam as matrizes extracelulares (ECM) (isto € um composto complexo de fibroso de
proteinas, tais como o colageno e a fibronectina, e glicoproteinas) dos tecidos e
orgdos. A técnica de electrospinning permite a preparacao de nanofibras e nano-redes
em dimensdes que se assemelham as do citoesqueleto celular ou o didmetro das
fibras de colageno dentro do ECM. Durante os ultimos anos, o campo de aplicacdo
tem grande potencial na engenharia de tecidos, enzimas imobilizadas, cicatrizacdo de
feridas, vasos sanguineos artificiais, a entrega de medicamentos, e assim por diante
(WANG et al. 2013).

Polimeros naturais (por exemplo, colageno, alginato, proteina de seda, o acido
hialurénico, o fibrinogénio, sdo muitas vezes utilizados para a preparacdo de
entrelacamentos de nanofibras por causa de sua maior biocompatibilidade e bio-
funcionalidade, bem como a sua mistura com polimeros sintéticos podem melhorar a
citocompatibilidade global do entrelagamento. O colageno, por exemplo, é geralmente
utilizado como um “andaime” para as células, uma vez que torna-as um componente
importante da ECM (PHAM, SHARMA e MIKOS, 2006).

A gelatina € um polimero natural, que é derivada a partir do colageno por
controlada hidrolise, e € comumente usada para aplicagbes farmacéuticas e médicas
por causa de sua biodegradabilidade e biocompatibilidade em ambientes fisiol6gicos
(KUIJPERS et al. 2005).
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CAPITULO Il

PREPARO E CARACTERIZACAO DO ISOLADO
PROTEICO DE BIJUPIRA (Rachycentron canadum)



3.1. MATERIAL E METODOS

3.1.1 Processo tecnoldgico para obtencéo de isolado proteico de bijupira (IPB)

Para a obtencdo do IPB foram feitas extra¢cdes quimica da proteina por
mudanca de pH (ou pH shifting process), aplicando solubilizacéo alcalina.

O pescado foi limpo e eviscerado, logo apds, foi processado em separador de
carnes (High Tech, Santa Catarina, Brasil) e homogeneizado com agua destilada na
proporcao de 1:9 (p/v) a temperatura constante de 4°C durante 60 s utilizando agitador
eixo-hélice (713D, Fisatom, Sao Paulo, Brasil). Apés a etapa de homogeneizacgéo foi
realizado o processo de solubilizacdo alcalina, utilizando NaOH 1 M, onde o pH de
solubilizacdo total foi de 10,8 a temperatura de 4°C controlada por banho
termostatizado (QUIMIS, modelo 214 D2, Sdo Paulo, Brasil) durante 20 min sob
agitacdo constante. Apos essa etapa foi realizada centrifugacdo a 1524,96 x g por 20
min (HITACHI, High - Speed Refrigerated Centrifuge CR 22 GlII).

O precipitado foi descartado e o sobrenadante submetido a precipitacdo com
HCI 1 M até atingir o pH 5,8 (ponto isoelétrico) a 4°C sob agitacdo durante 20 min.
Logo apés, foi realizada nova centrifugacéo a 15240,96 x g por 20 min.

O sobrenadante foi descartado e o precipitado obtido considerado o isolado
proteico de bijupird (IPB), este foi submetido & congelamento em ultrafreezer (Indrel,

Parand, Brasil) e posteriormente liofilizado (Liotop, L108, S&o Paulo).
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Figura 3 - Fluxograma do processo usando mudanca de pH para obtencéo de isolado
proteico de bijupira (adaptado de FREITAS, 2011).
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Figura 4 - Isolado Proteico de Bijupira (IPB)

3.1.2 Caracterizacdo do IPB

3.1.2.1 Composicédo Proximal

A composicdo quimica do IPB foi realizada segundo metodologia oficial

(AOAC 2005). Todas as analises foram realizadas em triplicata.

3.1.2.2 Propriedades Funcionais

3.1.2.2.1 Solubilidade

A solubilidade do isolado proteico de bijupira foi determinada de acordo com o método
adaptado de Chalamaiah et al. (2010) e Tadpitchayangkoon et al. (2010) com variagédo
de pH (3, 5, 7, 9 e 11). Pesou-se 0,5g de amostra em um béquer de 50 mL, adicionou-
se 2mL de cloreto de sodio 0,1M e 40 mL de &gua destilada. O pH foi ajustado com
acido cloridrico 1N e hidroxido de “sodio 1N. A disperséo foi mantida sob agitacao por
30min em agitador magnético (QUIMIS, modelo 261-2), em seguida cenrifugou-se a

dispersdo a 8667xg por 20min em centrifuga de tubos (Biosystems, modelo: MPW-
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350R). O teor de proteina soluvel no sobrenadante foi determinada pelo método de
Folin-Ciocalteau de acordo com Lowry et al. (1951)

3.1.2.2.2 Determinagdo de capacidade de retencéo de agua (CRA)

A capacidade de retencdo de agua (CRA) foi determinada de acordo com o
método utilizado por Regenstein et al., (1984). Dispersdes proteicas de 1% (p/v) foram
preparadas com varia¢bes de pH (3, 5, 7, 9, 11). A disperséo foi adicionado 2 mL de
NaCl 0,1M para obtencdo de uma pasta homogénea, em seguida foi adicionada
solucdo tampédo correspondente a variacao de valor de pH até atingir volume de 40
mL. A dispersédo foi mantida sob agitacdo por 15 minutos e logo apos, centrifugada a
9000xg por 20 minutos. As proteinas sollveis presentes no sobrenadante foram
guantificadas pelo método de Bradford (1976), e descontadas do total de proteinas da

amostra original.

3.1.2.3 Determinacdo da massa molecular por eletroforese (SDS-PAGE)

A determinacao das fracGes de proteinas foi realizada por massa molecular.
O IPB obtido foi caracterizado com base no perfil de proteina usando gel de dodecil
sulfato de sédio poliacrilamida eletroforese (SDS-PAGE), de acordo com o método

descrito por Laemmli (1970).

3.1.2.4 Andlise de Espectroscopia na regido do Infravermelho com Transformada
de Fourier (FTIR)

Os espectros da amostra foram determinados utilizando o método qualitativo
por espectroscopia no infravermelho conforme ASTM E 1252, os espectros foram
registrados numa faixa de absorcdo de 4000 a 500 cm™, 32 scans e resolucéo de 4
cm™ (Spectrum 1000 Perkin Elmer, Laboratério de Materiais Poliméricos da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre/RS).
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3.1.2.5 Andlises Térmicas

3.1.2.5.1 Anédlise de Calorimetria Exploratoria Diferencial por Fluxo de Calor
(DSC)

A analise de DSC foi utilizada para determinar a temperatura de desnaturacao
das proteinas presentes no IPB, utilizando o método de determinacdo de
Temperaturas de Transicdo e Entalpias de Fusdo e Cristalizacdo de Polimeros por
Calorimetria diferencial de Varredura conforme ASTM D 3418. A temperatura no
processo variou de 20 a 300°C com vazéo de 10°C/min (DSC Q20-TA Instruments,
Laboratério de Materiais Poliméricos da Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre/RS).

3.1.2.5.2 Analise Termogravimétrica (TGA)

A degradacgédo térmica e o grau de impureza do IPB, em atmosfera inerte,
foram verificados utilizando o método TA 60 WS. A amostra de aproximadamente 5
mg foi aquecida de 25 a 500°C com aumento de 10°C/min, o gas de arraste foi
nitrogénio molecular (N,). Foram determinadas temperatura inicial de decomposicao
(Tdi), temperatura maxima de decomposicdo, perda de massa e massa residual do
IPB (DTA-TG Apparatus Shimadzu, Laboratério de Engenharia Bioquimica da
Universidade Federal do Rio Grande, Rio Grande/RS).

3.1.3 Desenvolvimento das Nanofibras

O desenvolvimento de nanofibras de IPB foi realizado pelo processo de
electrospinning, (Eletric Test Serta, Modelo: ET 5000 CC, Brasil), equipado com
energia de alta tensé@o (0 a 30 kV), como mostra a Figura 5. A solucéo preparada a
partir de IPB foi introduzida em seringa plastica de 1 mL com capilar de aco inoxidavel
de 0,45 mm de didmetro interno, estes foram dispostos na posicédo vertical, dirigidos
ao coletor e controlados digitalmente. O capilar foi conectado ao eletrodo de
polaridade positiva e o coletor (formado por uma placa de aluminio) conectado ao
eletrodo de polaridade negativa da fonte de alimentagéo de alta tenséo.

Devido a existéncia de atracdo eletrostatica entre os eletrodos, o jato da

solucéo polimérica se deposita no coletor na forma de fibras.
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As condigbes ambientais do processo de electrospinning foram mantidas
estaveis em 21°C e 60% de temperatura e umidade relativa, respectivamente.

Os parametros como, potencial elétrico, distancia da ponta do coletor ao capilar
e vazéo da solucéo foram fixados em 16,7 kV, 15 cm, e 150 pL.h™, respectivamente,
apos estudos preliminares.

Figura 5 - Equipamento de electrospinning com sistema de injecdo
(a), placa coletora (b) e fonte de alta voltagem (c).
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CAPITULO IV

DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO



ARTIGO 1

EXTRACAO ALCALINA DE PROTEINAS DE BIJUPIRA (Rachycentron canadum):
CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS, PROPRIEDADES FUNCIONAIS E
TERMICAS DA PROTEINA RECUPERADA.



EXTRACAO ALCALINA DE PROTEINAS DE BIJUPIRA (Rachycentron canadum):
CARACTERISTICAS  FiSICO-QUIMICAS, PROPRIEDADES FUNCIONAIS E
TERMICAS DA PROTEINA RECUPERADA.

RESUMO

O bijupirda (Rachycentron canadum) é uma importante espécie emergente na
maricultura brasileira. Essa espécie apresenta rapido crescimento (podendo alcangar
de 6 a 8 kg em um ano de cativeiro), boa resisténcia ao manejo e eficiente conversao
alimentar, além da grande demanda de mercado. O objetivo do estudo foi obter e
caracterizar um isolado proteico de carne mecanicamente separada (CMS) de bijupira
utilizando o processo de extragdo quimica por solubilizacdo alcalina e precipitacédo
isoelétrica. O rendimento do isolado proteico de bijupira (IPB) foi de 98,17% de
proteina e 0,42% de lipidios, em base seca. A maior solubilidade e a maior capacidade
de retencdo de agua (CRA) do IPB foram obtidas em pH 11 e 21,9 mL de agua por
grama de proteina, respectivamente. Os perfis eletroforéticos revelaram massas
moleculares caracteristicas de proteinas miofibrilares (miosina e actina). Os principais
picos identificados pelas andlises de Espectroscopia na Regido do Infravermelho
(FTIR) sé@o provenientes de ligacBes peptidicas (ligacbes amida), como Amida | e Il
Os maiores pontos de fusdo e de degradacéo do IPB foram de 259,1°C e 378°C,
respectivamente, obtendo assim, um isolado proteico estavel. O grau de pureza foi de
aproximadamente 67% (p/p). Os resultados obtidos mostram que o IPB tem grande
valor biotecnol6gico para diversas areas industriais que requerem um produto com alto

nivel proteico.

Palavras-chave: Bijupira- isolado proteico - Solubiliza¢éo alcalina.



1 INTRODUCAO

O bijupira (Rachycentron canadum) pertencente a familia da Rachycentridae é
uma espécie pelagica, migratdria, encontrada em mares tropicais e sub-tropicais de
todo o mundo, com excecdo do Pacifico Oriental (Shaffer e Nakamura, 1998). No
Atlantico Ocidental € encontrada do sul da Nova Scotia (Canada) a Argentina. No
Brasil se distribui por toda costa litoranea (do Amapa ao Rio Grande do Sul), sendo
mais comum na regido nordeste. Possui altas taxas de crescimento, alta eficiéncia de
converséo alimentar, carne de boa qualidade e uma resisténcia geral em cativeiro. Os
bijupirds s&@o cultivados em toda a Asia usando uma combinacdo de métodos de
cultura de lagoa e gaiola (LIAO et al., 2004; SUN et al., 2006). Possui emergente
potencial global para a aquicultura marinha, devido as vantagens de rapido
crescimento e alto valor nutricional (HOLTA, FAULKA, & SCHWARZ, 2007).

Os isolados proteicos de pescado séo obtidos através de solubilizacdo quimica
e precipitacdo isoelétrica da proteina, a partir de residuos ou pescados inteiros, que
podem ser utilizados como ingredientes funcionais, podendo ser aplicado em diversos
alimentos. As proteinas do musculo de pescado podem ser isoladas por solubilizacédo
em valores de pH extremos. A precipitacdo da proteina se da no ponto isoelétrico, o
gque rende uma suspensao heterogénea, com um teor de proteina préximo a 200g/L
(BRENNER, et al. 2009).

Entretanto, ndo foram encontrados dados sobre a extracdo proteica de carne
mecanicamente separada de bijupira para a obtencdo de um isolado proteico e suas
caracteristicas fisico-quimicas. Portanto, dentro desse contexto o objetivo deste
trabalho foi obter um isolado proteico de bijupira (IPB) e estudar suas caracteristicas

fisico-quimicas, estruturais e funcionais.

2 MATERIAL E METODOS

Para a extracdo das proteinas foi utilizado o pescado bijupird (Rachycentron
canadum). Os espécimes, de aproximadamente 4 kg, foram fornecidos de criadouros
NearShore de Angra dos Reis, litoral do Rio de Janeiro, Brasil. Os pescados foram
transportados vivos até a Estacdo Marinha de Aquacultura, Universidade Federal do
Rio Grande (FURG), Rio Grande/RS.
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2.1 Extracao das proteinas de bijupira

A extracdo das proteinas de bijupira foi realizada utilizando processo de
solubilizacao alcalina e precipitacéo isoelétrica das proteinas (adaptado por FREITAS,
2011).

O pescado depois de abatido foi limpo e eviscerado no Laboratério de
Tecnologia de Alimentos, logo apés, processado em separador de carnes (High Tech,
HT250 Santa Catarina, Brasil) para retirada de 0ssos e pele. Este primeiro processo
gerou uma biomassa que foi homogeneizada com agua destilada na proporcao de 1:9
(p/v) em agitador do tipo eixo-hélice (713D, Fisatom, Sado Paulo, Brasil). Todo
processo foi realizado a temperatura constante de 4°C durante 60 s. A solucado
resultante foi homogeneizada por 20 min com hidroxido de sédio (NaOH) 1M até
atingir pH de 10,8, apods, foi realizada centrifugacdo a 1524,96 x g por 20 min
(HITACHI, High - Speed Refrigerated Centrifuge CR 22 Glll). O precipitado e o
sobrenadante (lipidios neutros) resultantes da centrifugacdo foram descartados,
enquanto as proteinas solluveis foram submetidas a precipitacdo com acido cloridrico
(HCI) 1M até atingir o pH isoelétrico (5,8) das proteinas, estudados anteriormente.
Logo apods, foi realizada nova centrifugacdo a 15240,96 x g por 20 min. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado congelado em ultrafreezer (Indrel, Parana,

Brasil) e posteriormente liofilizado (Liotop, L108, Sdo Paulo).

2.2 Caracterizacdo quimica do IPB

A composicdo proximal quimica do IPB foi realizada segundo metodologia

oficial (AOAC, 2005). Todas as andlises foram realizadas em triplicata.

2.2.1 Propriedades funcionais

2.2.1.1 Solubilidade

A solubilidade do isolado proteico de bijupira foi determinada de acordo com o
método adaptado de Chalamaiah et al. (2010) e Tadpitchayangkoon et al. (2010) com
variagdo de pH (3, 5, 7, 9 e 11). Pesou-se 0,59 de amostra em um béquer de 50 mL,
adicionou-se 2mL de cloreto de sédio 0,1M e 40 mL de &gua destilada. O pH foi

ajustado com acido cloridrico 1N e hidréxido de “sodio 1N. A disperséo foi mantida sob
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agitacdo por 30min em agitador magnético (QUIMIS, modelo 261-2), em seguida
cenrifugou-se a dispersdo a 8667xg por 20min em centrifuga de tubos (Biosystems,
modelo: MPW-350R). O teor de proteina solluvel no sobrenadante foi determinada pelo
método de Folin-Ciocalteau de acordo com Lowry et al. (1951).

2.2.1.2 Capacidade de retencdo de agua (CRA)

A CRA do isolado proteico de bijupira foi determinada de acordo com o método
de Regenstein et al. (1984), adaptado. Foram preparadas dispersfes proteicas de 1%
com variacao de pH (3, 5, 7, 9 e 11). Adicionou-se a dispersdo 2mL de cloreto de
sédio 0,1M para obtencdo de uma pasta homogénea, em seguida adicionou-se a
solucdo tampao correspondente de acordo com o pH correspondente até volume de
40mL, a dispersao foi mantida sob agitacdo por 15 min e centrifugados a 8667xg por
20min. As proteinas solluveis no sobrenadante foram quantificadas pelo método de

Bradford (1976), e descontadas do total de proteina da amostra original.

2.2.2 Determinacao da massa molecular através de eletroforese em gel (SDS-
PAGE)

A determinacdo das fracdes de proteinas foi realizada por peso molecular,
utilizando uma mistura de proteinas padrdo (BenchMarke Ladder Proteina, Califérnia,
EUA), que variaram em massa molecular, de 10 a 220 kDa.

O IPB foi caracterizado com base no perfil de proteina, utilizando 10 % de gel
de dodecil sulfato de sédio poliacrilamida eletroforese (SDS-PAGE), de acordo com o

método descrito por Laemmli (1970).

2.2.3 Analise de Espectroscopia na regido do Infravermelho com Transformada
de Fourier (FTIR)

Os espectros da amostra foram determinados utilizando o método qualitativo
por espectroscopia no infravermelho conforme metodologia ASTM E 1252, os
espectros foram registrados numa faixa de absorcdo de 4000 — 500 cm™, 32 scans e
resolucdo de 4 cm™ (Spectrum 1000 Perkin Elmer, no Laboratério de Materiais

Poliméricos da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre/RS).
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2.2.4 Andlises Térmicas

2.2.4.1 Analise de Calorimetria Exploratoria Diferencial por fluxo de calor (DSC)

A andlise de DSC foi utilizada para determinar a temperatura de desnaturacao
das proteinas presentes no IPB, utilizando o método de determinacdo de
Temperaturas de Transicdo e Entalpias de Fusdo e Cristalizacdo de Polimeros por
Calorimetria Diferencial de Varredura conforme ASTM D 3418. A variacdo de
temperatura no processo variou de 20°C a 300°C com uma vazéo de 10°C/min (DSC
Q20-TA Instruments, Laboratério de Materiais Poliméricos da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Porto Alegre/RS).

2.2.4.2 Analise Termogravimétrica (TGA)

A degradacédo térmica e o grau de impureza do IPB, em atmosfera inerte, foram
verificados por meio de analise termogravimétrica utilizando o método TA 60 WS. A
amostra de aproximadamente 5 mg foi aquecida de 25 a 500°C com aumento de
10°C/min, tendo como gas de arraste nitrogénio molecular (N,). Foram determinadas a
temperatura inicial de decomposicéo (Tdi), a temperatura maxima de decomposicéo, a
perda de massa e a massa residual do IPB (DTA-TG Apparatus Shimadzu, Laboratério

de Engenharia Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande, Rio Grande/RS).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Composicao quimica proximal do IPB

Os resultados da composi¢cdo quimica proximal do bijupird e do IPB obtidos

estdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Valores médios para a composi¢ao quimica proximal da carne
mecanicamente separada de bijupird (CMSB) e isolado proteico de bijupira (IPB).

CMS CMS IPB IPB
Componente
(%)* (%)™ (%)* (%)™
i 16,8 £ 0,80 59,4+ 0,80 98,17 +
Proteinas 86,60 + 2,40
2,40
Lipidios 25,5+0,04 40,5+ 0,04 0,40+0,03 0,42+0,03
Cinzas 0,9+0,10 2,7+0,10 0,80+0,20 0,85+0,10
Umidade 66,7 £ 1,20 N.D 12,20+ 0,10 N.D

%: (p/p); *base Umida; **base seca, N.D: Nao detectado

Observando a Tabela 1, se percebe que o IPB apresentou rendimento de 98%
(p/p) de proteina em base seca. Os resultados da composicdo quimica proximal do
IPB mostram que o método de extracao alcalina promoveu uma reducdo também no
conteudo lipidico (98%).

Segundo, Kristinsson (2005) a reducao dos lipidios acontece porque esses
componentes sao separados na centrifugacdo , associados com a temperatura de
solubilizacdo de 4°C o que contribui para a separacdo da gordura durante a
centrifugacdo. A diminuicdo do conteudo lipidico no IPB pode contribuir
significativamente na reducdo da oxidacdo lipidica, aumentando a estabilidade do
produto (MARTIN, 1997).

Marquez, Mira e Neves (2004), demonstraram que uma alta concentracdo de
cinzas possa ser derivada do acumulo de NacCl (cloreto de sddio) utilizado no processo
de extracdo das proteinas. Segundo, Kristinsson e Rasco (2000), o conteudo de
cinzas normalmente é superior a 3% nos isolados proteicos, no entanto, isso nao foi

observado no isolado proteico estudado (0,85%).

3.2 Propriedades Funcionais

3.2.1. Solubilidade e Capacidade de retencéo de agua (CRA)

O gréfico abaixo mostra que a solubilidade diminuiu em valores de pH 5,0 e

7,0, provavelmente as proteinas apresentaram interacdes hidrofébicas, promovendo

assim ligagbes proteina-proteina, resultando na diminuicdo da solubilidade, enquanto
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0 aumento da solubilidade das proteinas foi observado em valores de pH 3,0, 9,0 e
11,0, pois as interagfes ibnicas promoveram ligacdes proteina-agua.

Segundo, Damodaran (2010) a solubilidade das proteinas € uma manifestacéo
termodindmica do equilibrio entre as interacfes proteina-proteina e proteina-solvente.
As principais interagfes que influenciam a solubilidade das proteinas séo de natureza
hidrofébica e ibnica. A baixa solubilidade observada préximo ao pH isoelétrico (5,8) do
IPB deve-se, principalmente, a falta de repulsdo -eletrostética, ocasionando a
agregacédo e a precipitacdo por meio de interacdes hidrofobicas das proteinas. Nos
valores de pH 9,0 e 11,0 se observou maior solubilidade das proteinas (82,57% e
100%, respectivamente), isto acontece devido a estes valores de pH estarem
afastados do ponto isoelétrico da proteina (pH 5,8), ocorrendo o efeito da variacao do
balanco ibnico das proteinas em fung¢édo do pH (MEINKE et al.1972). No entanto, vale
ressaltar que a liofilizacdo também, teve papel decisivo, pois a desnaturacao pelo calor
muda o perfil da solubilidade em funcédo do pH das proteinas.

Os valores de solubilidade estdo apresentados na Figura 1.

Figura 1- 1 -Curva de solubilidade do IPB
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Com relacdo aos valores de CRA do IPB foram observados maiores
retencbes de agua pelas proteinas em valores de pH extremos (3,0 e 11,0), com 21,9
e 19,1 mL.g'l, respectivamente. No presente estudo, o fator pH, teve influéncia na
capacidade das proteinas se ligarem as moléculas de &gua, pois os valores de pH 3,0
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e 11,0 estdo afastados do pH isoelétrico do IPB onde h& predominancia de cargas de
mesmo sinal provocando repulséo e afastamento entre as moléculas, deixando maior
espaco para ser preenchido pelas moléculas de agua, consequentemente aumentando
a CRA.

Este fendmeno acontece porque em valores de pH abaixo de 5,0 e acima de
7,0, as moléculas de 4gua se combinam com 0s grupos polares das proteinas e a
CRA tende a aumentar. Um fenbmeno contrario acontece nos valores préximos do pH
isoelétrico (pH 5,0 e 7,0), as proteinas sdao menos hidratadas, pois ha aumento das
interacdes proteina-proteina resultando em interagdo minima com as moléculas de
agua (PACHECO e SGARBIERI, 2005).

3.2.2 Determinacdo da massa molecular do IPB através de eletroforese em gel
(SDS-PAGE)

No pescado, 66 a 77 % do total de proteinas do musculo sdo miofibrilares e
20 a 25 % sdo proteinas sarcoplasmaticas. As proteinas miofibrilares possuem
importancia principalmente pelas suas propriedades funcionais, representadas
principalmente pela miosina e actina (GUND et al., 2005).

A Figura 2 mostra as bandas e suas respectivas massas moleculares das
amostras de IPB. As amostras com concentracdo 1mg/mL (1, 2 e 3) e as amostras 11,
22 e 33 com diluicdes de 2.10% 1.10% 5.10° mg/mL, respectivamente, foram
misturadas com 5uL de tampéo e corridas em gel, contendo SDS (10 mL/100 mL). Os
marcadores utilizados foram Page Ruler Prestained Protein Ladder (M1) e Color Burst
(M2).
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Figura 1- 2 -Separacao por eletroforese com marcadores de padrao de proteina (M1) e
(M2). Amostras (1), (2) e (3) de 1mg/mL de IPB, e amostras (11) 2.10 mg/mL de IPB, (22)
1.10° mg/mL de IPB e (33) 5.10° mg/mL de IPB.
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As bandas identificadas sdo caracteristicas de proteinas miofibrilares do tipo
miosina (200 kDa), actina (35kDa) e B-tropomiosina (40 kDa), comprovando a remocao
das proteinas sarcoplasmaticas durante o método de isolamento .

A banda proteica de massa molecular 200 kDa observada no presente estudo é
a principal proteina miofibrilar presente no musculo de pescado. Essa proteina é
constituida por dois polipeptideos, um de cadeia pesada de 200 kDa e outro de cadeia
leve (40 kDa) (Kristinsson, 2001). Li et al. (2014), observaram massas moleculares
semelhantes de miosina, actina e tropomiosina em musculo de corvina
(Pseudosciaena crocea).

Zavarese (2012) trabalhando com isolado proteico de corvina identificou
proteinas de peso molecular, préximo a 220 kDa (miosina), e algumas bandas entre 20
e 50 kDa, representando as fragdes proteicas B-Tropomiosina e Troponina.
Tongnuanchan et al. (2011) relataram que as cadeias de miosina e troponina de alto
peso molecular sdo as proteinas dominantes no perfil eletroforético de musculo de
Tilapia do Nilo. ,

Segundo Pires, (2008) essas proteinas tém importante aplicagdo na industria
alimenticia, pois séo responsaveis na formacgéo de géis, os quais conferem estrutura e
estabilidade a diversos alimentos.

As proteinas miofibrilares s&o responsaveis pelas propriedades de gelificagéo,

de retencdo de agua e de emulsificacdo. As proteinas sarcoplasmaticas possuem
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como uma das principais caracteristicas a capacidade de adesdo as proteinas
miofibrilares, impedindo a formacdo de gel de alta elasticidade, baixa viscosidade,
baixa capacidade de retencéo de agua e baixa capacidade de absor¢do de sabores e
corantes. Artharn et al. (2008) estudaram o efeito da propor¢cdo de proteinas
miofibrilares e sarcoplasméaticas sobre as propriedades de filmes elaborados com
proteinas de musculo de cavalinha e relataram que o aumento no teor das proteinas
sarcoplasmaticas reduziu a resisténcia a tracdo e aumentou a permeabilidade ao
vapor de agua.

3.2.3 Anédlise de Espectroscopia na regido do Infravermelho com Transformada
de Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR estdo mostrados na Figura 3. Os principais picos de
absorcdo mostram que as variagces na estrutura da amostra de IPB sao diferenciadas
pela localizagéo do pico de absor¢éo na banda do comprimento de onda caracteristico
e pela intensidade da absorcao da energia.

Figura 1- 3 -Analise de Espectroscopia no Infravermelho (FTIR) do Isolado Proteico
de Bijupira (IPB)

70

Transmitancia (%)

3413,

10 15373
1653.4

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 200

Comprimento de onda (cm-1)

37



Tabela 2 - Dados do espectro de FTIR do IPB.

Tipo de Comprimento de Transmitancia
Estiramento Onda (cm™) (%)

N-H e O-H 3413,2 19,26
C-H 2927,1 26,77
Cc=0 1653,4 14,809
NH3 1537,3 18,115
C-H 1392,4 25,513
C-H 1236,9 27,570

N-H e C-N 516,5 25,016

Os picos principais apresentaram absorcdes de grupo amina (NH,) e hidroxilas
OH nos comprimentos de onda entre 3600 a 3100 cm™, provenientes de ligacdes
peptidicas que parecem sobrepor grupos carboxilas de aminoacidos, além de outras
n&o totalmente identificadas. Pois, no comprimento de onda 3413,2 cm™, observa-se
estiramentos axiais O-H e N-H presentes em proteinas, como citado por Araujo (2001),
que em 3413,2 cm™ podem ser identificadas a primeira harménica de estiramentos
C=0. O pico na regido de 2927,1 cm™ é relativo & deformacéo axial C-H de grupos
alifaticos (CH; e CH,) que podem ser de Amida B (Ouijifard, 2013). As bandas 1653,4
cm™ compreendem as vibragcdes de estiramentos C=0, caracteristico de Amida |
(Bocker et al., 2007 e Ouijifard et al.,, 2013), com estruturas do tipo a-helicoidal,
indicando estruturas compactas (Ju e Kilara, 1998), que foram semelhantes aos
relatados anteriormente por Bertram, Kohler, Bocker, Ofstad e Andersen (2006),
enquanto o comprimento de onda de 1537,3 cm™ é caracteristico de Amida Il com
deformac&o angular de grupos NH; (Ramos, 2013). As regides entre 1392,4 cm™ e
1236,9 cm™ indicam deformac&o angular simétrica e vibracoes de ligagdes C-H, com
estiramento simétrico sem alteragdo no momento de dipolo da molécula caracteristicas
de Amida Ill. Nagarajan et al., (2012) obtiveram Amida I, Il, lll nos comprimentos de
onda 1632 cm™, 1541 cm™ e 1236 cm™, respectivamente, concordando com os
espectros encontrados no nosso trabalho.

Ahmad e Benjakul (2011) e Muyonga et al., (2004) encontraram espectros
semelhantes em isolados proteicos de peixes na gama de 1800 e 600 cm™,

caracteristicos de amida I, 1l e Ill. Com relagdo ao pico de absor¢do de 516,5 cm™,
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observa-se deformacédo angular de N-H e C-N, concordando com o0s espectros

encontrados por Silverstein et al. (2005).
3.2.4 Andlise de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A Figura 4 mostra a temperatura de transi¢do vitrea (Ty) e o0s eventos
endotérmicos que estdo relacionados com processos de ruptura de ligacdes, fuséo,
depolimerizacdo e volatilizacdo do polimero. Através da Figura 4 é possivel perceber
gue a passagem do estado vitreo para o estado amorfo inicia-se a temperatura de
81,2°C, portanto, um processo acompanhado de variacdo de capacidade calorifica da

amostra.

Figura 1- 4 - Determinacao de temperaturas de transicao e entalpias de fusédo do
isolado proteico de bijupira (IPB) por Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC).
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Os eventos endotérmicos em 129,2, 227,7 e 259,1°C séo processos de fusao,
caracteristicos de polimeros semicristalinos. Devido a distribuicdo de tamanho das
regides cristalinas presentes em macromoléculas, como as proteinas, a fusdo de um
polimero semicristalino ocorre sempre em uma faixa de temperatura € ndo em um

ponto propriamente dito. Os cristais menores fundem primeiro, logo apos, a
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temperatura, na qual desaparece totalmente a cristalinidade (fusdo do ultimo cristal) é
considerado o ponto de fusédo do polimero (259,1°C) e corresponde ao maximo pico de
fusé@o na curva de DSC.

Os resultados do IPB mostram temperaturas de transicdo mais altas quando
comparadas com proteinas de espécies estudadas por Monterrey-Quintero et al.
(2000) e Dergez et al.(2006) que encontraram temperaturas de transicdo das fracoes
proteicas em 55,6, 71,1, 53,3 e 57,8 e 65°C, respectivamente.

Park e Lanier (1989), estudando uma espécie de tilapia (Oreochromis aureus),
determinaram que a miosina desnatura a 58,3°C e a actina a 78,6°C, demonstrando a
maior estabilidade térmica das proteinas presentes no IPB.

Esses fendbmenos citados ainda séo dificeis de serem explicados, mas devem
ser consequéncias da destruicdo de certas interacbes entre as miofibrilas, que
tornavam essas proteinas mais estaveis termicamente. No entanto, com as analises
de DSC foi possivel determinar o grau de cristalinidade da amostra (88,43%),

sugerindo um composto do tipo semicristalino e de maior resisténcia térmica.
3.2.5 Analise Termogravimétrica- TGA

O comportamento térmico do IPB esta apresentado na Figura 5, onde o
termograma mostra as temperaturas inicial e final de degradacdo térmica (Ty) € a

variacado de perda de massa (A,) do IPB. Sendo observadas 4 etapas no processo de

degradacéao.
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Figura 1- 5 -Andlise termogravimétrica do isolado proteico de bijupira (IPB).
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A primeira fase de perda de massa (A.1=8,55%) foi observada sobre a
temperatura (T4) variando de 43,64 a 95,58°C até aproximadamente 204°C,
possivelmente associada com a perda de agua livre. A segunda etapa de perda de
massa (Aw,=1,38 %) ocorreu a Tq, (204-220°C), provavelmente devido a degradacéo
ou decomposicao das fracdes proteicas de menor peso molecular. Na terceira fase a
perda de massa (A.:=32,70%) ocorreu a T4z (285,32—-330,04°C). Este evento ocorreu
possivelmente devido a decomposicao de maiores fracbes proteicas. A ultima fase de
perda de massa (Aw4-23,57 %) aconteceu a Ty, (333,69-377,97°C).

Diante das informacdes do termograma pbéde-se observar uma alta resisténcia
térmica do IPB (~300°C) e um grau de impurezas de 32,37 %.

4 CONCLUSAO

A recuperacgédo proteica foi realizada com sucesso por solubilizacdo alcalina e
sua posterior liofilizagéo levou a obtencdo de proteinas recuperadas de bijupira com
elevada concentragdo proteica (98% p/p), basicamente miosina e actina e reducgao de
lipidios.

As caracteristicas estudadas do IPB obtido mostraram que se trata de um
produto proteico estavel termicamente (259°C) e com elevada funcionalidade que
pode ser utilizado como matéria-prima na producdo de géis e emulsdes de elevada

gualidade.
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NANOFIBRAS DE ISOLADO PROTEICO DE BIJUPIRA (Rachycentron canadum):
DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZAGCAO

RESUMO

Nanofibras de isolado proteico de bijupird (IPB) foram desenvolvidas utilizando a
técnica de electrospinnig. O IPB foi obtido através de extracdo por solubilizacdo
alcalina da proteina. Para o desenvolvimento foram preparadas solu¢cfes poliméricas
em diferentes concentrag6es de IPB (p/v) (1, 2, 3, 4, 5 e 6%). O biopolimero comercial
PEO foi adicionado a todas as amostras para proporcionar melhor viscosidade. As
nanofibras desenvolvidas foram analisadas em relacdo a morfologia, estruturas
moleculares e propriedades térmicas. A morfologia das nanofibras obtidas variou de
476 £ 107 nm e 205 + 82 nm. Os espectros mostraram que as nanofibras de IPB/PEO
mantiveram 0s grupos funcionais das proteinas (amina e amida), assim como a
temperatura de fusdo (73,29°C) foi muito préxima da temperatura de fusdo do
biopolimero comercial controle, PEO (73,19°C), no entanto apresentaram menor
entalpia de fusdo e perda de massa total quando comparadas com as nanofibras
controle. O processo foi desenvolvido com sucesso o0 na elaboracdo de nanofibras de

solugbes aquosas de proteinas.
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l.Introducéo

A nanotecnologia vem ganhando espaco nas areas de engenharia de
materiais, de alimentos e medicina, visto que, busca-se a obtencdo de materiais
biodegradaveis, biofuncionais e biocompativeis. Materiais nanoestruturados podem
melhorar o desempenho e a capacidade de inUmeros produtos que vém ganhando
espaco em nossa vida diaria.

As nanofibras tém atraido a atencdo nos ultimos anos, por causa de sua
forma original, propriedades funcionais e potenciais aplicagbes em muitas areas
diferentes.

A pesquisa e o desenvolvimento de nanofibras a partir de biopolimeros tém
ganhado proeminéncia nos ultimos anos devido a versatilidade em suas aplicagbes
nas mais diversas areas (AGARWAL et al. 2001).

A producdo de nanofibras pode ser realizada utilizando combinagbes de
polimeros, comumente chamadas de blendas poliméricas, estas podem ser formadas
pela juncdo de proteinas naturais e biopolimeros sintéticos. Fibras de proteinas em
escala nanométrica tém sido utilizadas em processos biologicos, servindo de suporte
para o crescimento celular, devido a sua capacidade de imitar a matriz celular (EMC),
visando a estabilizacado, protecao, elasticidade e a motilidade das células.

As nanofibras produzidas por electrospinnig possuem propriedades Unicas,
tais como grande relacdo area superficie por volume, alta porosidade e estrutura
microporosa, conferindo a estas estruturas caracteristicas excelentes para uso de
entrelacamento em engenharia de tecidos, bioengenharia, engenharia de alimentos,
biotecnologia ambiental, bioenergia, engenharia eletrbnica e de seguranca
(RAMAKRISHNA et al. 2006).

As proteinas como actina e miosina estao presentes em proteinas musculares
de pescado (GRAFAHREND et al. 2010). Por outro lado, proteinas ricas em musculo
escuro de pescado tém seu uso limitado devido a alta probabilidade a oxidagdo e de
off - flavor. Os pescados com esta caracteristica sdo em sua maioria transformados
em produtos de baixo valor no mercado. Portanto, uma alternativa para o
desenvolvimento desses biocompostos seria a utilizacdo de biopolimeros oriundos de
fonte proteica, como o muasculo de pescado escuro, visando a conversdo destes
materiais ricos em proteinas em produtos de alto valor biol6gico (HSU, 2010).

Assim, aliando as propriedades estruturais e funcionais das proteinas, e sua

biocompatibilidade a vérios biopolimeros organicos sintéticos, aprovados pelo Food
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and Drug Administration (FDA), pode-se desenvolver biomateriais feitos a base de
proteinas fibrosas formando principalmente um papel estrutural e/ou mecéanico. Estas
propriedades podem ser exploradas aplicando nanotecnologia (PAIVA et al. 2006).

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo produzir e caracterizar as
propriedades das proteinas miofibrilares do pescado de bijupira e desenvolver
nanofibras de proteinas.

2. Material e Métodos

2.1 Material

Os pescados de bijupira (Rachycentron canadum) utilizados para obtengéo do
isolado proteico foram obtidos da Estacdo Marinha de Aquacultura, Universidade
Federal do Rio Grande (FURG), Rio Grande/RS. O isolado proteico de bijupira (IPB)
foi obtido através da extracdo proteica do pescado de bijupira por solubilizacdo

alcalina e precipitacao isoelétrica.

2.2 Preparacao das solug¢fes poliméricas

As solucdes poliméricas foram preparadas em diferentes concentracfes de
IPB (2, 3, 4, 5 e 6% (p/v)), em todas as amostras foi adicionado 1% (p/v) do
biopolimero de 6xido de polietileno (PEO) de massa molecular de 900.000 g.mol™ para
proporcionar maior viscosidade a solugcdo. O solvente orgéanico utilizado foi o 4cido
férmico 85% (v/v).

As amostras foram homogeneizadas sob agitacdo constante de 12h e

temperatura ambiente de 25°C.

2.2.1 Analise de Condutividade

A condutividade das solugdes foi medida por condutivimetro digital (MCA — 150
TECNOPON).
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2.2.2 Andlise de Viscosidade

A viscosidade das amostras foram medidas utilizando um reémetro (RVDV - Il
ULTRA Rheometer Brookfield). Todas as amostras foram analisadas a temperatuta
constante de 25°C, utilizando taxa de cisalhamento de 10 velocidades.

2.3 Processo de electrospinnig

Para o desenvolvimento das nanofibras foi utilizado um ES - Eletric Test Serta
(Modelo: ET 5000 CC, Brasil), equipado com energia de alta tenséo variavel de 0 a 30
kV.

A solucao polimérica foi introduzida em uma seringa plastica de 1 mL com
capilar de aco inoxidavel de 0,45 mm de diametro interno, dispostos na posi¢éo
vertical e controladas digitalmente até o coletor. O capilar foi conectado ao eletrodo de
polaridade positiva da fonte de alimentacdo de alta tensdo (DE MORAIS et al, 2010).
Devido a forcas eletrostaticas, o jato da solucdo polimérica, carregada positivamente,
se depositou no coletor (formado por uma placa de aluminio) na forma de fibras.

As condicdes ambientais do electrospinning foram mantidas estaveis em 24°C
e 60% de temperatura e umidade relativa, respectivamente. Os parametros do
electrospinning como: potencial elétrico, distancia da ponta do coletor ao capilar e a
taxa de fluxo da solucdo foram fixados em 16,7 kV, 15 cm, e 150 pL.h?,

respectivamente.
2.4 Caracterizacao das nanofibras
2.4.3 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier - FTIR

Os espectros das nanofibras desenvolvidas foram determinados por
Transformada de Fourier com Espectroscopia de Infravermelho (FTIR) ver modelo
LACOM

2.4.4 Anadlise Calorimétrica Exploratéria Diferencial-DSC

A analise de DSC foi utilizada para determinar a temperatura de desnaturagéo das

nanofibras, para tanto, foi empregado um DSC Q20-TA Instruments. A determinagéo
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das temperaturas de transicdo e das entalpias de fusdo e cristalizacdo, com variacdo
de temperatura de 20 a 300°C, foi realizada conforme o método ASTM D 3418
(Laboratério de Engenharia Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande, Rio
Grande/RS).

2.4.5 Andlise Termogravimétrica—TGA

Para medir as propriedades térmicas das nanofibras, a estabilidade térmica foi

analisada em analisador termogravimétrico (TGA) (DTG-60H, Shimadzu),
Laboratério de Engenharia Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande, Rio
Grande/RS.

Os ensaios foram realizados no intervalo de temperatura de 30-550°C a uma
velocidade constante de aumento de temperatura de 10°C min® com um fluxo
continuo de gas nitrogénio. A perda de massa, seguindo-se a decomposicao foi
medida durante o intervalo de aquecimento. As taxas de perda foram determinadas

para comparar a massa inicial com a perda de massa.

2.4.6 Caracterizacdo Morfolégica por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As nanofibras formadas foram analisadas quanto a sua morfologia e tamanho
por meio de Microscopia Eletronica de Varredura—MEV- (JSM — 6610LV — Scanning
Electron Microscope). As analises de MEV foram realizadas no Centro de Microscopia
CEMESUL da Universidade Federal do Rio Grande, Rio Grande/RS.

O preparo das amostras foi feito a vacuo com pulverizacdo de ouro (Denton
Vacum Deskv). Todas as amostras analisadas no MEV foram realizadas com uma
tensdo de aceleracdo de 20 kV. Os diametros das fibras foram medidos por meio
Adobe Software Photoshop 7.0 a partir das micrografias em seu formato original. Pelo
menos, 40 estruturas de cada amostra, foram consideradas para se obter o diametro

médio.
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3.Resultados e Discusséao

Para a preparacao das solugbes poliméricas foi utilizado isolado proteico de
bijupira (Rachycentron canadum) liofilizado com teor de proteina de 98% (p/p). Para o
desenvolvimento das nanofibras a partir da técnica de electrospinning, foram
preparadas solu¢cdes com diferentes concentracoes de IPB, onde foram determinadas
a condutividade elétrica e viscosidade.

A proteina € um composto com forte polaridade. Existem solventes organicos
com alta polaridade disponiveis para a dissolucdo destes tipos de compostos.
Solventes organicos sdo uma alternativa para desempenhar esse papel chave no
sucesso do desenvolvimento de nanofibras por electrospinnig de biopolimeros como
as proteinas.

Em nosso estudo, o acido férmico 85% (v/v) foi eficaz para a solubilizacdo do
IPB, pois proporcionou a capacidade de dissolver e formar nanofibras. E conhecido
que acidos, como &cido formico e acido acético sdo bons solventes para proteinas
como miosina e actina. Segundo Wang et al. (2013), o acido férmico foi considerado
um bom solvente pra a fabricacdo de nano-redes.

Wongsasulak et al. (2007, 2010), estudaram o acido férmico como solvente
organico para solubilizar polimeros a base de polipeptidios. Segundo Van der Leeden
et al. (2000), o acido férmico tem a capacidade de provocar um “inchago” na estrutura
globular das proteinas, favorecendo sua dispersdo no meio liquido. As aminas e 0s
grupos funcionais carboxilicos presentes no IPB estudado podem ter sofrido uma
ionizacdo pelo acido férmico.

As solucbes poliméricas foi adicionado o PEO com o intuito de proporcionar
maior viscosidade a solucdo, jA que a viscosidade é um pardmetro chave no
electrospinning, pois estad relacionada com a extensdo do emaranhamento das
moléculas na cadeia do polimero no interior da solugdo (RAMAKRISHNA et al, 2005).
Alguns compostos ndo tém capacidade suficiente para formar fibras, nesse caso
recorre-se a outros polimeros sintéticos que sdo adicionados para melhorar essa
capacidade.

Segundo Agarwal et al (2009), esta combinacdo entre as propriedades
estruturais de polimeros sintéticos e as biofuncionalidades dos polimeros naturais sao
convenientes para o desenvolvimento de nanofibras por electrospinnig.

N&o foi observada formacao de nanofibras com as solugdes de IPB de 1,2 e

3% (p/v). A obtencdo de nanofibras aconteceu com o aumento gradual na
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concentracao de IPB, de 4 e 5% (p/v). Segundo Eda, Liu e Shivkumar (2007) durante o
processo de electrospinning de soluc¢des de polimero, a certo peso molecular, o efeito
da concentracdo sobre o processo de electrospinning pode ser observado por duas
concentracdes criticas, Ci (concentracao de transicdo entre a estrutura somente para
estrutura fibras com gotas) e Cf (concentracdo de transicdo da estrutura fibras com
gotas para estrutura fibras sem gotas). Abaixo de Ci, somente gotas sdo obtidas
devido a formacgao insuficiente de cadeias com emaranhados moleculares. Acima de
Ci, uma combinacdo de gotas e fibras é observada e quando a concentracdo €
aumentada acima de Cf fibras completas sdo produzidas. A alta importancia da
formacdo de emaranhamento das cadeias moleculares para producdo eficiente de
nanofibras a partir de electrospinning foi demonstrado por Shenoy et al.(2005).

Nos ensaios com as amostras D (Figura 2-1) e E (Figuras 2-2 e 2-3) foram
desenvolvidas nanofibras sem gotas e uniformes com diametros médios de 205+82 e
476+107 nm, respectivamente. Presumisse que essas concentracdes estdo acima de
Ci e abaixo de Cf.

A amostra F apresentou ressecamento na ponta do capilar, impedindo a
ejecdo do jato da solucdo. Segundo Zhong et al. (2002), concentracdes elevadas
provocam secagem da solucdo polimérica na ponta do capilar, ocorrendo a formacgéao
de um gel localizado, impedindo assim a formacéo de nanofibras.

Tabela 3- Diametro das fibras formadas, e resposta de viscosidade e condutividade
das solucdes utilizadas no desenvolvimento de nanofibras.

Amostra  Concentragdo  Caracteristica Didmetro  Condutividade Viscosidade

da solucédo de das fibras (nm) (mS.cm'l) (Pas)
IPB (%)
A 1 *N.D *N.D 2,76 0,88 £ 0,07
B 2 *N.D *N.D 3,40 1,15+ 0,05
C 3 *N.D *N.D 3,62 0,90 + 0,04
D 4 Fibras 476 £ 107 3,67 2,74 + 0,06
uniformes
E 5 Fibras ndo 205 + 82 5,20 1,88 + 0,01
uniformes
F 6 *N.D *N.D 4,65 **N.A

*Nao detectado
**Nao analisado
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O desenvolvimento de nanofibras foi possivel a partir das solu¢des D e E,
estas apresentaram maior viscosidade, 2,744 + 0,06 e 1,88 + 0,01, respectivamente.
Em nosso estudo as nanofibras desenvolvidas apresentaram didmetros maiores com o
aumento da viscosidade.

Segundo Ramakrishna et al. (2005), com o aumento da viscosidade, o
didametro das fibras também ir4d aumentar, devido a maior resisténcia da solugcédo ao
alongamento. A viscosidade pode ser incrementada pelo aumento da concentracéo do
polimero, resultando em ligacdes da cadeia de polimeros dentro da solugéo, o que
proporciona a continuidade do jato durante o electrospinnig (RAMAKRISHNA et al.
2005).

3.1 Caracterizacdo das Nanofibras

3.1.1 Analise morfolégica por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Figura 2- 1- (a) Imagens das nanofibras desenvolvidas com IPB: PEO (4:1)
com aumento de 5000x. (b) e (c) Imagens das nanofibras desenvolvidas com
IPB:PEO (4:1) com aumento de 10000x.
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Figura 2 - 3 - Imagens das nanofibras desenvolvidas com IPB: PEO (5:1) com
aumento de 14000x. (b) Imagens das nanofibras desenvolvidas com IPB:PEO (5:1)
com aumento de 15000x.

7/ ’*‘ g

SE 206V WD10mm S8
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Figura 2- 2 - Imagens das nanofibras desenvolvidas com IPB: PEO (5:1) com
aumento de 65000x. (b) - Imagens das nanofibras desenvolvidas com IPB:PEO (5:1)
com aumento de 6000x.
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3.1.2 Anadlise de Espectroscopia ha regido do Infravermelho com Transformada
de Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR das nanofibras de IPB:PEO, 5:1 e das nanofibras de 1%

PEO estdao mostrados na Figura 2.
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Figura 2- 4 - Analise qualitativa por FTIR de (a) Nanofibras de IPB 5% (p/v) e (b)
Nanofibras de PEO 1% (p/v)
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Na Figura 5 apresentam-se 0s espectros de absor¢cdo comparativos das
nanofibras, na faixa de 4000-500 cm™. Nesta regido, as variagbes na estrutura das
amostras sdo diferenciadas pela localizagdo do pico de absor¢do na banda do
comprimento de onda caracteristico e pela intensidade da absorgdo de energia.

Neste estudo os espectros de absorgdo foram utilizados para andlise qualitativa

e comparativa das estruturas dos nanomateriais. Foram comparados os espectros das
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nanofibras desenvolvidas com IPB 5% (p/v) e PEO 1% (p/v) e das nanofibras
desenvolvidas com PEO 1% (p/v).

Comparando os espectros obtidos das nanofibras em relacdo as frequéncias
caracteristicas dos grupos funcionais, estas podem variar muito devido as interacfes
complexas, intermoleculares e intramoleculares.

Pode-se observar que os espectros de infravermelho médio das nanofibras
possuem bandas entre 3523 e 3441 cm™ caracteristicas de grupos amina (NH.) e
hidroxilas OH, provenientes de ligacbes peptidicas. Em 1627 cm™ caracteriza
vibragdes de estiramentos C=C, C=N, NH de grupos aminoacidos (amina e amida), o
comprimento de onda de 1460 cm™ é caracteristico de compostos NO,. As regides
entre 1280 a 1240 cm™ indicam a presenca de grupos éter (C-O-C e C-OH). Os
comprimentos de onda de 960, 842 e 530 cm™ sdo caracteristicos de compostos
fosféricos, halogenados e aromaticos, respectivamente. Os espectros mostraram que
as nanofibras de IPB/PEO mantiveram os grupos funcionais das proteinas, como o0s

grupos amina e grupos aminoacidos (amina e amida).

3.1.3 Analise de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

As analises térmicas de DSC sdo importantes na caracterizacao fisica dos
compostos, pois fornece informacdes sobre a cristalinidade dos mesmos. As curvas
geradas fornecem temperatura e entalpia de fusdo dos compostos analisados.

Os valores das temperaturas e das variacdes de entalpia do nosso estudo
estdo apresentados na Tabela 4. As curvas termoanaliticas obtidas por calorimetria
diferencial de varredura (DSC) das nanofibras mostraram eventos exotérmicos (Figura
2-5)

Tabela 4 - Propriedades térmicas apresentadas pelas nanofibras desenvolvidas com
IPB/PEO e PEO (controle).

Amostra T (°C) T, (°C) T: (°C) AT (T+Ty) AH (J/g)
IPB/PEO 63,58 69,26 73,29 4,06 -101,03
PEO 59,59 68,83 73,19 -177,98

Ti: temperatura inicial; Tp: temperatura de pico; Tf: temperatura final; AT: faixa de temperatura;
AH: entalpia
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Figura 2- 5 — Curvas de temperaturas de transicdo e entalpias de fusédo das
nanofibras de (---) IPB:PEO (5:1) e (---) PEO 1% por Calorimetria Diferencial de
Varredura (DSC).
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As nanofibras desenvolvidas apresentaram altos valores de entalpia (Tabela
4). De acordo com Attama et al. (2006), um valor alto de entalpia de fusdo sugere alta
organizacdo no reticulo cristalino, isto porque a fusdo de um cristal altamente
organizado requer mais energia para superar as forcas de coesédo do reticulo cristalino
do que um cristal pouco ordenado ou amorfo.

As nanofibras com o IPB apresentaram temperatura de fusao (73,29°C) muito
préxima da temperatura de fusdo do biopolimero comercial controle, PEO (73,19°C),
no entanto apresentaram menor entalpia de fusdo quando comparadas com as

nanofibras controle (Tabela 4).

3.1.4 Analise Termogravimétrica- TGA

As curvas de degradacdo térmica das nanofibras estdo ilustradas na Figura 2-
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Figura 2- 6 - Andlise da degradacao térmica das nanofibras desenvolvidas com
IPB:PEO (5:1) e PEO (controle).
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Pode-se observar perda de massa nas nanofibras de IPB/PEO entre 215,56 a
405°C, que podem estar associadas a degradacao proteica e reducdo na estabilidade
térmica causada pela ruptura das ligacBes intermoleculares de baixa energia que
mantém a conformacdo da proteina, conforme foi observado por Brahatheeswaran et
al. (2012), ao desenvolverem nanofibras de zeina contendo curcumina.

As nanofibras desenvolvidas somente com o PEO apresentaram decomposi¢ao
entre 203 e 428,5°C. As nanofibras com IPB/PEO apresentaram perda de massa total
menor que o PEO puro, demonstrando que a hidratacdo do polimero torna a sua

estrutura mais termoestavel.

4. Conclusao

Os resultados obtidos neste trabalho apresentam-se como inovadores no
desenvolvimento de nanofibras de isolado proteico de bijupird. O processo foi
desenvolvido com sucesso 0 na elaboracdo de nanofibras de solu¢cdes aquosoas de
proteinas. Os parametros de electrospinning foram ajustados para que fosse possivel
obter um processo continuo. As solugbes de IPB incorporadas com bioplimero
comercial, o 6xido de polietileno (PEO) atingiram viscosidade suficiente para serem
utilizadas como solugdes poliméricas para a elaboracdo de nanofibras pela técnica de

electrospinnig.
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As nanofibras desenvolvidas apresentaram tamanho médio de 205 nm, bem
como altos valores de entalpia, caracterizando um composto cristalino (organizado) e

com boa estabilidade térmica (405°C).
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Fotos de Microscopia Optica

Figura ??(a) Imagens em microscopia 6ptica, sob aumento de 10 vezes e (b) 40

vezes, das fibras desenvolvidas com solu¢gdes contendo 5,0% IPB + 1,0% PEO.

76




