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O desenvolvimento de nanofibras € um processo de interesse industrial e cientifico devido as suas potenciais aplica¢des
para engenharia de tecidos. A adicdo de compostos com propriedades bioativas, como a microalga Spirulina pode
proporcionar melhores caracteristicas as nanofibras para uso em engenharia de tecidos. O objetivo deste trabalho foi
verificar o potencial de desenvolvimento de nanofibras de 6xido de polietileno (PEO) com incorporagdo da microalga
Spirulina. A adi¢io de biomassa as nanofibras melhorou a condutividade (mdximo 6,26 mS cm™) e a viscosidade (entre
0,37 e 0,60 Pa s) durante o processo de electrospinning. O diametro das nanofibras com adi¢do de biomassa nio
apresentou diferenga (p < 0,05) das nanofibras desenvolvidas a partir da solug¢do padrdo contendo 4,0% de 6xido de
polietileno. PEO pode ser substituido por 35,0% de biomassa microalgal, formando nanofibras sem gotas e com
diametro médio 107 £ 12 nm, podendo ser aplicadas na drea médica e de alimentos.
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The Development of bioactive nanofibers with the incorporation of microalga Spirulina.

The development of nanofibers is a process of industrial and scientific interest due to its application in tissue
engineering. The addition of compounds with bioactive functions, such as the microalga Spirulina, can provide the best
characteristics of the nanofibers for use in tissue engineering. The aim of this work was to verify the potential for the
development of nanofibers made of polyethylene oxide (PEO) with the incorporation of microalga Spirulina. The
addition of biomass to the nanofibers improved the conductivity (maximum 6.26 mS cm™") and viscosity (between 0.37
and 0.60 Pa s) for the electrospinning process. The nanofiber diameter formed with the solution of the addition of
biomass did not show a significant difference (p < 0.05) in comparison with the standard solution with 4.0%
polyethylene oxide. The PEO can be a substitute for 35.0% of biomass forming nanofibers without droplet with an
average diameter of 107 +/-12nm, for possible use in medical and food areas.
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Introducao

O desenvolvimento de nanofibras € um processo de interesse industrial e cientifico devido
as suas potenciais aplicagdes em nanocompostos, embalagens para alimentos, materiais para roupas,
biosensores para alimentos, nanoeletronicos, membranas hidrofébicas, membranas filtrantes,
nanocatélises e suportes para engenharia de tecidos (SOMBATMANKHONG et al. 2006).

O electrospinning emprega forgas eletrostaticas para produzir nanofibras com didmetros

variando de 10 nm a 10 um. Alguns estudos sdo direcionados aos efeitos das condi¢des do



electrospinning na morfologia das fibras formadas. A influéncia da concentracdo do polimero,
solvente, adicdo de sal, voltagem, vazao da solugdo e distincia do capilar ao coletor na estrutura das
nanofibras, tém sido estudadas utilizando 6xido de polietileno (PEO).

O PEO € um polimero que apresenta baixo custo e biocompatibilidade com tecidos e
células, podendo ser utilizado em aplicacdes biomedicinais, como no desenvolvimento de curativos.
PEO pode ser utilizado em adicdo a outros polimeros, biocompostos ou microrganismos com
fungdes especificas, auxiliando na formacdo de nanofibras uniformes (SAFI et al. 2006). A
incorporagdo de compostos bioativos a nanofibras produzidas para uso na medicina, pode auxiliar o
desenvolvimento das células, proporcionando eficiente crescimento e aumentando a resisténcia
celular a condi¢des adversas.

A Spirulina é uma microalga certificada pelo FDA (Food and Drug Administration) como
GRAS (Generally Recognized As Safe), podendo ser utilizada como alimento ou farmaco sem
oferecer riscos a saude. Esta microalga tem sido produzida em grande escala para uso como
alimentos e como fonte de produtos farmacéuticos e bioquimicos, podendo ser utilizadas também
como fertilizante e energia. Devido ao seu conteido nutricional rico em proteinas, dcidos graxos
essenciais, vitaminas e minerais as microalgas t€m sido estudadas nos EUA, Japao, India e Franca
para producdo de alimentos no combate a desnutricdo. No sul do Brasil, as margens da Lagoa
Mangueira, uma planta piloto produz 50 kg/més de Spirulina para enriquecimento de alimentos,
distribuidos na merenda de criancas da regido.

Estudos clinicos sugerem que compostos presentes na biomassa de Spirulina apresentam
fungdes terapéuticas, como os polissacarideos com efeito anti-inflamatério, acidos graxos com
propriedades antibacterial e antifingica (BOROWITZKA, 1995) e Calcium Spirulan citado como
responsavel por inibir metdstase pulmonar em humanos, prevenindo adesdo e proliferacio de
células tumorais. Outras caracteristicas foram atribuidas a biomassa de Spirulina, como redugdo do
colesterol no sangue, inativacdo parcial da replicacdo de HIV-1 em células de humanos
(HIRAHASHI et al., 2002), estimulo do sistema imunoldgico e lactobacilos intestinais, reducio de
hiperlipidemia, obesidade e dos efeitos da radiacdo, drogas e metais pesados (COSTA et al. 2004).

O presente trabalho teve como objetivo verificar o potencial de desenvolvimento de

nanofibras de 6xido de polietileno com incorporagdo de biomassa de Spirulina.

Experimental
Microrganismo e pré tratamento da biomassa

A microalga utilizada neste estudo foi Spirulina LEB 18 (Arthrospira LEB 18) isolada da

Lagoa Mangueira no sul do Brasil localizada entre o Oceano Atlantico e a Lagoa Mirim (entre as
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latitudes 32°32°05°’S e 33°31°57°’S) (MORAIS et al. 2008). Esta microalga foi cultivada na planta
piloto localizada as margens da Lagoa Mangueira em 3 biorreatores tipo raceway de 10.000 L cada.

A biomassa microalgal foi colhida, utilizando filtro de 200 wm. A biomassa colhida foi
concentrada em prensa hidraulica e extrusada. Apds extrusdo a biomassa foi seca a 50°C durante 4

h em secador de bandejas, moido em moinho de bolas, embalada a viacuo e armazenada.
Preparacdo das solucdes para electrospinning

Solugdes de 6xido de polietileno (PEO) (900.000 g mol™) e biomassa de Spirulina LEB 18
sob diferentes concentracdes e proporcdes foram preparadas utilizando dgua como solvente. As
amostras foram homogeneizadas em agitador magnético durante toda noite a temperatura de 21°C.
Nas amostras SP1 a SP5 a concentra¢ao de PEO (4,0%, p/v) foi mantida constante e a concentracao
de biomassa foi incrementada. Nas amostras SP6 a SP12 a concentracdo de PEO na solugdo foi
substituida pela biomassa. Foi realizado electrospinning em amostra contendo somente PEO para

ser utilizada como padrao.

Processo de electrospinning

No processo de electrospinning as solucdes foram injetadas através de capilar com
diametro 0,45 e 0,7 mm. O eletrodo de polaridade positiva foi conectado a extremidade do capilar e
o isolamento foi conectado ao coletor de aluminio. As distancias estudadas entre a extremidade do
capilar e o coletor foram de 140 a 200 mm. O potencial elétrico aplicado variou de 6,3 a 31,3 kV. A
vazdo da solucdo foi entre 0,7 e 3,5 UL min™', controlado através de bomba ligada 2 pipeta. Todos

os experimentos foram conduzidos a temperatura de 21°C.

Caracterizacdo das nanofibras

A morfologia das nanofibras foi observada em microscépio eletronico de varredura (SEM)
(Jeol JISM-7500F, Alemanha). A média do diametro das nanofibras foi determinada pela medida de
30 diferentes pontos através das imagens do SEM. Os diametros das nanofibras foram avaliados
pela andlise de varidncia (ANOVA) e teste de Tuckey para comparacdo entre médias dos diametros
com nivel de significancia de 95% (p < 0,05).

A viscosidade aparente e a condutividade das solu¢des foram determinadas através de
viscosimetro (Haake PK100, Alemanha) e condutivimetro digital (Inolab, Alemanha),

respectivamente.
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Resultados e Discussao

Nas amostras SP1 a SP5, em que a concentracdo de PEO foi mantida em 4,0% e a
concentracdo de biomassa microalgal de Spirulina LEB 18 variou de 1,3 a 12,0%, verificou-se
aumento da condutividade da solu¢do a medida que a concentragdao de biomassa foi incrementada.
A condutividade variou de 0,0012 mS cm'l, na amostra contendo 4,0% PEO e 1,3% biomassa
microalgal, chegando ao maximo 6,26 mS cm'l, na solu¢do com 4,0% PEO e 12,0% biomassa.

O mesmo comportamento foi observado nas amostras SP6 a SP12, onde o polimero foi
gradativamente substituido pela biomassa microalgal e a concentragdo final da solugdo foi 4,0%. A
menor condutividade foi 0,0002 mS cm’ na solu¢ao contendo 3,8% PEO e 0,2% biomassa
microalgal, e a maxima 0,0019 mS cm'l, contendo 1,8% PEO e 2,2% biomassa.

As amostras SP3, SP4 e SPS5, que possuem as maiores concentragdes de biomassa
microalgal, apresentaram os maximos valores de condutividade (2,82; 4,71; 6,26 mS cm™,
respectivamente), comparadas as amostras com menores concentracdes de biomassa. LU et al.
(2006) obtiveram o mesmo comportamento quando desenvolveram nanofibras adicionando alginato
de sédio ao PEO, aumentando a condutividade de 2,43 a 4,16 mS cm’.

Neste estudo, a condutividade variou em func¢io da concentra¢do de biomassa adicionada a
solucdo. A amostra padrdo contendo somente 4,0% PEO, apresentou a menor condutividade,
comparada as solu¢des com adi¢do de biomassa (0,00007 mS cm™).

O aumento da condutividade proporciona incremento das cargas durante o electrospinning.
Para o desenvolvimento de nanofibras uniformes, sem formagdo de gotas, é necessdrio que o
processo seja continuo. Entretanto, deve haver cargas suficientes para que as forgas repulsivas
aplicadas a solug¢do possam superar a superficie de tensdo. A repulsdo das cargas na superficie da
solucdo também prorporciona o alongamento da mesma, melhorando a formacdo de nanofibras
(RAMAKRISHNA et al. 2005).

As amostras SP1 a SP5, que possuiam concentracdo constante de PEO, apresentaram
incremento da viscosidade com aumento da concentragdo de biomassa microalgal, variando entre
0,44 Pa s, na solucdo contendo 1,3% de biomassa, e 0,92 Pa s quando houve adicdo de 12,0%
biomassa microalgal. As amostras com substituicio de PEO pela biomassa resultou em reducao da
viscosidade da solucdo.

A concentragdo da solucdo afeta diretamente a qualidade de nanofibras desenvolvidas pelo
método de electrospinning. A baixa viscosidade em solucdes pouco concentradas proporciona
formacdo de gotas nas nanofibras. O aumento da concentracio causa incremento na viscosidade da
solu¢do devido ao melhoramento na malha da cadeia molecular, mantendo a continuidade do jato

durante o electrospinning (WANG et al. 2008). As amostras SP11 (1,8% PEO e 1,8% biomassa
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microalgal) e SP12 (1,8% PEO e 2,2% biomassa microalgal) apresentaram baixas viscosidades
(0,20 e 0,33 Pa s, respectivamente) o que influenciou a formacdo de nanofibras com gotas.
Nanofibras com gotas possuem menor tensdo de quebra comparadas as fibras uniformes, e portanto,
menor resisténcia (LU et al. 2006), desta forma sua utilizacdo se restringe a aplicacdes em que ndo é
necessario essa caracteristica, como transporte de drogas no organismo.

As amostras SP3 e SP4, que possuiam as mdximas concentracdes de biomassa microalgal
e, conseqiientemente, maior viscosidade, apresentaram nanofibras com didmetros 107 = 13 nm e
110 * 10 nm, respectivamente. LU et al. (2006) através do processo de electrospinning utilizando
solucdes contendo sdédio alginato e PEO na razdo 2:1 e 1:1 (correspondente as amostras SP3 e SP4
deste trabalho), obtiveram fibras com didmetro 117 e 228 nm, respectivamente. Fibras com menores
diametros apresentam razdo superficie-drea maior, proporcionando adesdo, migracdo e proliferaciao
celular (CHOI et al. 2004).

As amostras SP9 e SP10, em que houve substituicdo de 25,0 e 35,0% de biomassa por
PEO, apresentaram diametros 105 £ 18 nm e 107 £ 12 nm, respectivamente (Figura 1). Segundo
SAFI et al. (2006), solucdes contendo alginato de s6dio e PEO nas razdes 50:50 e 30:70, foram
formadas fibras uniformes, sem gotas e com diametros de 99,1 e 109,0 nm, respectivamente.

A amostra padrdo contendo apenas 4,0% PEO ndo apresentou diferenca significativa (p >
0,05) no diametro das nanofibras das amostras SP3, SP4, SP9 e SP10, mostrando que a adi¢do de

biomassa microalgal ndo prejudica o diametro das fibras.
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Figura 1: Microscopia eletronica (SEM), sob aumento de 22.000 vezes, das nanofibras desenvolvidas com solu¢des contendo 3,0% o6xido de

polietileno e 1,0% biomassa microalgal de Spirulina LEB 18 (a); e 2,6% 6xido de polietileno e 1,4% biomassa microalgal de Spirulina LEB 18 (b).

Conclusoes

O didmetro das nanofibras da amostra padrdo contendo 4,0% PEO ndo apresentou
diferenca significativa (p > 0,05) do diametro das nanofibras com adi¢do de biomassa. A reducdo da

quantidade de polimero para adicio de biomassa microalgal proporciona viscosidade e
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condutividade adequados para o processo de electrospinning, apresentando valores entre 0,37 e 0,60
Pa s de viscosidade e condutividade méxima 6,26 mS cm™'. PEO pode ser substituido por 35,0% de
biomassa microalgal, melhorando a qualidade do processo, reduzindo custos com polimero e
desenvolvendo nanofibras bioativas que podem ser utilizadas, principalmente, na drea médica e

alimenticia e com didmetro de 107 £ 12 nm.
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