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ABSTRACT 

ELECTROSPUN ZEIN FIBERS AS CARRIERS TO STABILIZE ()

EPIGALLOCATECHIN  GALLATE 

Ying  Li  Advisor:  Dr. LoongTak  Lim 

University of Guelph,  2009 

In this  research,  a method  was  developed  to continuously  electrospin  zein

ethanol polymer solutions  into ultrafine zein fibers. Scanning  electron  microscopy 

results  showed  that  the  morphology  of  zein  fibers  was  affected  by  aqueous 

ethanol  concentration,  zein  concentration,  and  the  applied  voltage.  The 

electrospun  zein  fibers  were  tested  to  encapsulate  ()epigallocatechin  gallate 

(EGCG),  a green  tea  polyphenol,  under  optimal  electrospinning  conditions.  Zein 

fibers  aged  at  0%  RH  for  1  day  were  found  to  achieve  an  enhanced  EGCG 

retention  (>  98%)  in  fibers  when  they  were  submerged  in  water.  Fourier 

transform  infrared  spectroscopy  results  showed  that  hydrogen  bonding  and 

hydrophobic  interactions  were  the  major  contributors  involves  in the  stabilization 

of EGCG  in zein fibers. The stability of EGCG  in various aqueous solutions  (pH 4 

 9, 4    100 °C) was evaluated  by  using high performance  liquid  chromatography 

to  determine  the  kinetics  of  degradation  and  epimerization  reactions  of  EGCG. 

Pseudo firstorder  degradation  kinetic models were developed for both  reactions, 

of  which  the  rate  constants  increased  as  the  temperature  and  pH  increased. 

Overall, the electrospun zein fibers enhanced considerably  the stability of  EGCG. 

Potentially,  the  electrospun  zein  fibers  may  be  used  as  a  carrier  to  stabilize  the 

fortified  EGCG  in food. 
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1  INTRODUCTION 

Food processing  techniques are  important for  rendering many foods safe for 

consumption  and  for  imparting  desirable  changes  such  as  protein  denaturation, 

textural  softening  and  aroma  generation.  Nevertheless,  various  food  processing 

methods can also  induce the degradation of bioactive compounds  (micronutrients 

and  nutraceuticals)  in  foods,  especially  those  compounds  that  are  sensitive  to 

oxygen,  water  and  heat  (Mckillop  and  others  2002;  Nguyen  and  others  2003; 

Akanbi  and  Oludemi  2004;  Nisha  and  others  2005).  Food  products  can  be 

fortified  to  make  up  for  the  expected  process  loss,  but  the  added  active 

compounds  may  react  with  other  food  components,  potentially  reducing  overall 

nutritional  and  organoleptic  qualities  (Salgueiro  and  others  2002;  Xia  and  Xu 

2005).  The  bioavailability  of  these  active  compounds  can  also  be  affected  by 

their  binding  with  the  food  matrix,  the  form  of  nutrient  derivative  available,  and 

the  gastrointestinal  conditions  that  the  compounds  are  subjected  to  (Ristow  and 

others  1982;  Hurrell  1997; Brouwerand  others 2001;  Basu and  Donaldson  2003). 

To  circumvent  these  problems,  the  fortified  active  compounds  often  need  to  be 

protected,  using  techniques  such  as  spraydrying  microencapsulation,  extrusion 

encapsulation,  fluidized  bed  coating,  coacervation,  spray  chilling,  molecular 

inclusion  using  pcyclodextrin,  protein  precipitation,  liposome  entrapment  and 

hydrogel  entrapment  (Gibbs  and  others  1999;  Remondetto  and  others  2004; 

Yuliani  and  others  2004).  These  methods  typically  produce  capsules  of  several 

microns to millimeters  in size. 
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Electrospinning  is  a  process  that  uses  electric  fields  to  spin  fibers  with 

diameters  ranging  from  hundreds  to  tens  of  nanometers.  Because  of  their  sub

micron  diameter  and  large  surfacetovolume  ratio,  electrospun  fibers  tend  to 

exhibit  enhanced  interactions  with  their  surrounding  medium,  making  them  an 

ideal  material  for  sensors,  controlled  release  systems,  enzyme  immobilization, 

and tissue engineering applications  (Huang and others 2003; Ko 2003;  Li and Xia 

2004).  Because  heat  is  absent  during  electrospinning  and  the  process  is 

relatively  simple,  electrospun  fibers  may  serve  as  innovative  carriers  to  deliver 

bioactive  components  in foods.  In the  present  study, we  exploit  the  hydrophobic 

properties  of  zein  and  an  electrospinning  technique  to  stabilize  ()

epigallocatechingallate  (EGCG),  a  plant  polyphenol  found  mainly  in  tea.  Zein 

was  chosen  for  this  study  because  it  is  a  prolamin,  which  is  insoluble  in  water 

due to the presence of  large amount of hydrophobic  amino acid  residues such as 

leucine,  proline,  alanine, and  phenylalanine  (Gianazza and others 2003).  In high

moisture  foods,  waterinsoluble  fibers  are  expected  to  be  more  optimal  for 

protecting  the  encapsulated  compound  than  fibers  electrospun  from  water

soluble  polymers.  On the other  hand,  EGCG was chosen  for  this  study due to  its 

antioxidative  properties,  antimicrobial  activities,  and  health  benefits  (Landis

Piwowar and others 2007). 

Proteins  have  been  known  to  interact  strongly  with  polyphenol  through 

hydrogen  bonding  and  hydrophobic  interactions.  Madhan  and  others  (2005) 

reported that although there were no major changes  in the secondary structure of 

collagen after treatment with catechin,  the treated collagen  resisted  solubilization 
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in  urea and  shrinkage  upon exposure  to elevated  temperatures.  They  suggested 

that  hydrogen  bonding  and  hydrophobic  interactions  are  the  driving  forces 

contributing  to the stabilization  of collagen by catechin.  Siebert and others  (1996) 

showed  that  heating  gliadin  samples  in  the  presence  of  polyphenol  led  to  an 

increase  in  haze,  and  speculated  that  hydrophobic  interaction  played  a  more 

important  role than hydrogen bond.  In the study  involving the  interaction  between 

EGCG  and  human  serum  albumin,  Maiti  and  others  (2006)  postulated  that 

hydrophobic  interaction  is more prominent during  initial association, while van der 

Waals  interactions  and  hydrogen  bonding  are  important  for  stabilizing  the 

complex.  EGCG  is  not  stable  under  alkaline  conditions  and  may  undergo 

oxidation,  polymerization  and  epimerization  during  thermal  processing  (Zhu  and 

others  1997;  Sang  and  others  2005;  Wang  and  others  2006;  Yilmaz  2006).  In 

view of the propensity of protein to  interact with polyphenols, we hypothesize  that 

encapsulating  EGCG  in  electrospun  zein  fibers  may  result  in  enhanced  EGCG 

stability. 

Using  EGCG  as  a  model  bioactive  compound,  the  objectives  of  this  study 

were to develop a method to electrospin zein fibers to encapsulate  EGCG, and to 

evaluate the stability of the encapsulated  EGCG  in water.  Here, we  introduced an 

inverted  electrospinner  setup  to  enable  continuous  spinning  of  zein  fibers  and 

evaluated  the  morphology  of  electrospun  zein  ultrafine  fibers  using  various 

solution  parameters  and  process  conditions.  We  also  conducted  preliminary 

studies  to  determine  the  stability  of  EGCG  in  zein  fibers  in  an  aqueous  model. 

EGCG  in zein electrospun fiber may  result  in enhanced  EGCG stability. 
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2  LITERATURE  REVIEW 

2.1  Electrospinning 

Electrospinning  is  a  process  that  uses  an  electric  field  to  control  the 

formation  and  deposition  of  polymeric  fibers  whose  diameters  range  from  micro 

(10"6m)  to  nanoscale  (10"9m).  In  a  typical  electrospinner  setup  (Figure  1),  the 

polymer  solutions  are electrospun  by using  the  stainless  steel  spinneret which  is 

attached to the positive electrode of a direct current  (DC)  power supply, while  the 

collector plate  is grounded. The spinneret  is connected through tubing to a plastic 

syringe  containing  the  polymer  solution,  which  is  fed  by  means  of  an  infusion 

pump. As the voltage  is increase to the critical  level, the polymer solution  is jetted 

as  a  stream  of  fiber  through  the  Taylor  cone,  when  the  electrostatic  charge 

accumulated  on  the  surface  of  the  Taylor  cone  overcomes  the  tension  of  the 

polymer  solution.  Due to  the  rapid evaporation  of  solvent  from  the  polymer  jet,  a 

solidified  polymer  is  formed  and  drawn  into  a  continuous  thin  fiber  as  it 

undergoes  whipping  motion  in  the  air.  As  the  fiber  continues  to  deposit  on  the 

collector  plate,  a  nonwoven  fibrous  mat  is  formed  (Reneker  and  others  2000; 

Matthews and others 2002; VegaLugo and  Lim 2008b;  Li and others 2009). 
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Figure 1  Electrospinning process and setup (Li and others 2009). 

The  effects of  processing  conditions  and  solution  properties  on  electrospun 

fibers  have  been  summarized  by  VegaLugo  and  Lim  (2008a)  in  Table  1.  As 

shown,  the  properties  of  solution,  electrospinning  conditions  and  ambient 

parameters  all  significantly  contribute  to  the  properties  of  the  resulting 

electrospun  fibers  such  as  morphology,  diameter,  and  their  mechanical 

characteristics.  One  of  the  most  important  factors  influencing  the  diameter  of 

electrospun  fibers  is viscosity,  which  is  related  to  polymer  molecular  weight  and 

solution  concentration.  For  example,  as  the  viscosity  of  solution  increases,  the 

diameter  of  fibers  becomes  larger,  the  beads  become  bigger  and  their  shape 

changes  from  rotund  to  spindlelike  (Fong  and  others  2002;  Zhang  and  others 

2005;  VegaLugo  and  Lim  2008a).  The  voltage  applied  to  the  spinneret  also 

plays  a  role  in  affecting  the  morphology  of  electrospun  fibers.  It  has  been 
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reported  that  increasing  the  applied  voltage  results  in decreased  stability  of  the 

solution  jet,  which,  in  turn,  increases  the  amount  of  beads  formed  and  fiber 

diameter  (Deitzel  and  others  2001).  The  longer  the  spinneretcollector  distance, 

the  greater  the  occurrence  of  beads  on  the  collector  because  the  field  strength 

then  exceeds  its  optimal  value  (Megelski  and  others  2002;  Jarusuwannapoom 

and  others  2005).  In  some  circumstances,  the  increased  distance  leads  to 

smaller  diameter  fibers  since  there  is a  longer  wiping  time  for  the  solution  to  be 

stretched  before  it  is  deposited  on  the  target  (Reneker  and  others  2000;  Zhao 

and others 2004; Ayutsede and others 2005). 
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Table 1 - Factors affecting the properties of electrospun fibers (Vega-Lugo and 

Lim 2008a). 

Electrospun 

fibers  Factors effects  References 

properties  (polymeric  system) 

Morphology  Rapid  rate  of  evaporation  Fong and others  (1999) 
resulted  in ribbon  like fibers. 

(6 Nylon  in HFIP and  DMF) 

Diameter  Larger  diameter  is  related  to  Ramakrishna  and others 
higher solution  concentration  (2005) 

Huang and others  (2003) 

Higher  dielectric  constant  is  Son and others  (2004) 

related to thinner  diameter  (PEO  in chloroform,  ethanol, 
DMF and water) 

Higher  applied  voltage  related  to  Demir and others  (2002) 
larger  diameter.  (polyurethane  in DMF) 

Higher  temperature  produced 
more uniform fibers 

Presence of  Increase  in  viscosity  and  Fong and others  (2002) 

beads  conductivity  reduced  the  (PEO  in water) 
formation of beads 

Ramakrishna  and others 
(2005) 

Deposition  rate  Higher  temperature  related  to  Demir and others  (2002) 

of micro higher  deposition  rate  of  micro (polyurethane  in DMF) 

nanofibers  nanofibers 

Formation of  Low  viscosity  in  the  polymer 
droplets  solution  promoted  the  formation 

of droplets  (the viscosity  range  in 
which  the  polymer  solution  is 
spinnable  depends  on  the 
polymer) 

Fong and others  (2002) 

(PEO  in water) 

Huang and others  (2003) 
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2.2  Electrospun  Fibers and Their  Applications 

Although  Formhals  first  patented  the  method  of  electrospinning  in  1934,  it 

has  not  received  much  attention  until  recently  (Miyoshi  and  others  2005). 

Because  of  their  submicron  diameter  and  large  surfacetovolume  ratio, 

electrospun  fibers  tend  to  exhibit  enhanced  interactions  with  their  surrounding 

medium,  making  them  an  ideal  material  for  biosensors,  controlled  release 

systems,  enzyme  immobilization,  wound  dressings,  nanocomposites  for  dental 

restoration  and  tissue engineering  applications  (Zong and others 2002;  Ko 2003; 

Huang  and  others  2003;  Li  and  Xia  2004;  Zhang  and  others  2005;  Chew  and 

others  2006).  In  this  area,  some  researchers  have  already  reported  how 

electrospinning  can  be  used  to  fabricate  scaffolds  of  synthetic,  biodegradable 

polymers  (Stitzel  and  others  2001).  Matthews  and  other  coworkers  have 

successfully  adapted  the  method  to  produce  tissueengineering  scaffolds 

composed  of  collagen  fibers  (Matthews  and  others  2002).  A  variety  of 

electrospinning  experiments  have  been  carried  out with different  kinds  of  protein 

such  as  wheat  protein,  zein  protein  and  soy  protein,  at  different  solution 

concentrations  to  illustrate  the  interplay  between  protein  structure  and  the 

characteristics of the electrospinning  process  (Yao and others 2007). 

One of the most  important applications of electrospun fiber  is as a carrier  for 

medically  active  compounds  in  drugs.  For  instance,  Kim  and  other  researchers 

adopted  the  electrospun  poly  (lactidecoglycolide)  fiber  as  a  carrier  for 

hydrophilic  cefoxitin  sodium,  an  antibiotic  drug.  The  drug  was  successfully 

incorporated  and  released  from  nanofiberous  scaffolds  without  the  loss  of 
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structural  integrity  or  change  in functionality  (Zong  and  others  2002).  Chew  and 

others demonstrated  that the electrospinning  process could be used effectively  to 

encapsulate  different  bioactive  agents  (Chew  and  others  2006).  In  their  study, 

they  adopted  drugencapsulated  electrospun  fibers  for  controlled  release  of  low 

molecular  weight  drugs,  plasmid  DNA,  proteins  and  glycosaminoglycan  salts.  In 

another  study,  biodegradable  poly(Llactic  acid)  (PLLA)  electrospun  fibers  were 

applied  as  a  carrier  for  the  controlled  release  of  various  surfactants  (cationic, 

anionic and nonionic) and typical drugs,  rifampicini  (Zeng and others 2003). 

In our  present  study,  a similar  electrospinning  technique  will  be  adopted  to 

produce fibers as a carrier for  incorporating  a polyphenol nutraceutical to  improve 

its  stability  through  physical  immobilization  and  chemical  interaction  with  a 

biopolymer. 

2.3  Zein  Protein 

Due  to  the  high  ratio  of  nonpolar  amino  acid  residues  and  lack  of  basic 

amino  acids,  prolamin  proteins,  such as corn zein and wheat gliadin,  are  soluble 

in  aqueous  alcohol,  but  not  in  water.  This  makes  them  an  ideal  carrier  for 

encapsulating  bioactive  agents  in  high  moisture  food  products.  As  one  of  the 

common  components  in food,  the  use of  alcohol  as a solvent  for  electrospinning 

is  also  advantageous  because  it  can  vaporize  readily  from  the  fiber  as  the 

polymer jet  takes flight  in the air, forming  dry and solid fibers  upon arriving  at  the 

collection target. Therefore, corn zein was chosen for our  research. 
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2.3.1  Structure of protein 

Generally,  proteins  are  characterized  by  their  threedimensional 

organization  as  primary,  secondary,  tertiary,  and  quaternary  structures. 

Secondary  structure  in  proteins  consists  of  local  interresidue  interactions 

mediated  by  hydrogen  bond  and  hydrophobic  interactions.  The  most  common 

secondary  structures are ahelices and  (3sheets (Fersht  1999). 

Zein  is in the class of prolamin from corn, and  is an abundant  protein  in corn 

gluten  meal,  a  coproduct  of  corn  wet  milling  (Shukla  and  Munir  2001). 

Biologically,  zein  is  a  mixture  of  proteins  varying  in  molecular  size  (Mr  17,000= 

27,000).  It  is  classified  into  a,  |3,  y.  and  8  zeins  according  to  their  solubility  in 

alcohol.  Its solubility  in alcohol  is mainly  due  to  a zein which  represents  in  more 

than  70%  of  the  total  zein  (Mejia  and  others  2007).  Zein  has  a  large  amount  of 

hydrophobic  residues  such  as  leucine,  proline,  alanine,  and  phenylalanine 

(Gianazza and others  1977), which explains  its significant hydrophobic  properties. 

Because.it  is  insoluble  in water,  most  structural  studies  are  performed  in  alcohol 

solutions.  Forato  and  others  demonstrated  that  the  secondary  structure  of  zein 

prepared  with  and  without  solubilization  in  alcohol,  when  analyzed  in  the  solid 

state  by  FTIR  and  solidstate  13CNMR  and  by  circular  dichroism  (CD)  in  an 

alcohol  solution,  was  not  affected  by  alcohol  solubilization  (Forato  and  others 

2003).  When  dissolved  in aqueous  alcohol,  the  protein  is  known  to  be  rich  in a

helical  content  (50   60%)  with  turn  or  random  coil configurations  comprising  the 

remaining  structure  (Argos  and  others  1982).  The  amide  I and  II  bands  are  the 

two  most  prominent  vibrational  bands  of  the  protein  backbone.  Mejia  and  other 



researchers  investigated  the  formation  of  a  helices  and  (B sheets  by  examining 

the  amide  I  region  of  1700    1600  cm"1  by  using  Fourier  Transform  IR  (FTIR) 

spectroscopy,  which  was  due  almost  entirely  to  the  C=0  stretch  vibrations.  The 

amide  II  band  in  1600    1500  cm"1 was  derived  mainly  from  NH  bending  and 

from the  CN  stretching  vibrations.  Their  conclusions  are  in the agreements  with 

the findings from  Krimm  and  Bandekar  (1986),  Ismail and others  (1992),  Jackson 

and Mantsh  (1995) and  Panick and others  (1999). 

2.3.2  Function and applications of zein  protein 

Zein  is  industrially  interesting  due  to  its  ability  to  form  tough,  glossy, 

hydrophobic  greaseproof  coatings  and  their  resistance  to  microbial  attack. 

Potential applications  of zein  include use  in fiber,  adhesive,  coating,  ceramic,  ink, 

chewing  gum  and  biodegradable  plastics  (Shukla  and  Munir  2001).  Zein  has  the 

additional  benefits  of  being  renewable  and  biodegradable  and  has  also  been 

used  in  the  pharmaceutical  industry  to  coat  capsules,  protect  drugs,  control 

release  and  mask  of  flavors  and  aromas  (Shukla  and  Munir  2001).  Zein 

microspheres  have  been  investigated  for  use  as  carriers  to  protect  drugs  from 

stomach  acid  (Yao  and  others  2007).  Dong  and  other  researchers  reported  that 

zein  films  as  matrices  show  excellent  ability  to  provide  the  proliferation  and 

attachment  for  both  human  liver  cells  and  murine  fibroblast  cells,  indicating  that 

zein  is a promising  biomaterial with  good  biocompatibility  for  the development  of 

tissue  engineering  (Dong  and  others  2004).  Because  zein  is  hydrophobic,  it  has 

been  used  in the food  industry  as a moisture  barrier  for  candies,  rice, dried  fruits 

and nuts. Zein has been  investigated for use as a structural material  in  packaging 
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applications  because  of  its  filmformation  properties.  In  particular,  zein  forms 

tough  and  glossy  films  and  coatings  resistant  to  microbial  attacks  which  can 

function as an oxygen,  lipid and moisture  barrier. Zein has also been  investigated 

for  its fiber forming  properties  (Miyoshi and others,  2005). These  studies  suggest 

that zein  is a promising biomaterial which can be applied  in various  areas. 

2.3.3  Electrospinning  of zein  protein 

Various  proteins  have been previously  electrospun  into fibers  such as  whey 

protein,  soy  protein,  zein  protein,  collagen  and  fibrinogen  (Matthews  and  others 

2002;  Woerdeman  and  others  2005;  Yao  and  others  2007;  VegaLugo  and  Lim 

2008b).  The  potential  of  these  fibers  have  been  demonstrated  in  biomedical 

applications,  such  as  tissue  scaffolds  and  homeostatic  products  (Huang  and 

others  2001;  Woerdeman  and  others  2005;  Zhang  and  others  2005). 

Woerdeman  and others demonstrated  the ability  to electrospin  wheat  gluten  with 

native  and  denatured  protein  at  different  concentrations,  and  illustrated  the 

interplay  between  protein  structure  and  the  fluid  dynamics  of  the  electrospinning 

process  (Woerdeman  and  others  2005).  They  explained  that  fiber  formation  by 

electrospinning  is  because  of  the  entanglements  between  the  chains  and  the 

presence  of  reversible  junctions  in  the  protein,  in  particular,  the  breaking  and 

reforming  of  disulfide  bonds  that  occur  via  a  thiol/disulfide  interchange  reaction 

(Woerdeman  and others 2005). Also,  Li and other  coworkers  chose collagen  and 

elastin  to  electrospin  the  fibers,  two  of  the  key  structural  proteins  found  in  the 

extracellular  matrices  of  many  tissues.  These  proteins  are  important  modulators 

for  the  physical  properties  of  any  engineered  scaffold,  affecting  cellular 



attachment, growth and  responses to mechanical stimuli  (Woerdeman  and others 

2005).  Huang  and  coworkers  were  the  first  to  electrospin  collagen  scaffolds  for 

wound  dressing  (Huang  and  others  2001).  Shortly  thereafter,  Matthews  and 

Boland  described  electrospinning  of  collagen  and  elastin  fibers  for  preliminary 

vascular  tissue  engineering  (Matthews  and  others  2002;  Boland  and  others 

2004). 

As a prolamin, zein  is relatively more hydrophobic  than many other  proteins, 

which  is  insoluble  in water  due  to  the  presence  of  large  amount  of  hydrophobic 

amino  acid  residues  such  as  leucine,  proline,  alanine,  and  phenylalanine 

(Gianazza  and  others  2003).  Some  experiments  of  electrospinning  zein  protein 

have  been carried out  to  illustrate  interaction  between  protein  properties  and  the 

characteristics  of  the  electrospining  process.  Aqueous  ethanol  has  been 

identified  as  the  solvent  of  choice  for  the  electrospinning  of  zein  because  of  its 

evaporation during the electrospinning  process. Yao and coworkers  reported  that 

polymer  solutions with a zein concentration  ranging  from  10 to 50%  (w/v)  and  30% 

(v/v)  of water  in ethanol were  electrospun  individually  in an  electric  field  from  12 

to 20 kV to produce fibers  (Yao and others 2007).  In the electrospinning  process, 

the  zein  aqueous  ethanol  solution  in  the  20  ml_  plastic  syringe  was  injected  to 

create  a charge  imbalance  through Taylor  cone with  a tip diameter  of  0.6 mm  at 

a  rate  of  6  ml_/h and  placed  towards  the  collection  target,  approximately  10  cm 

from  the  needle  tip.  The  whole  process  of  electrospinning  was  carried  out  at 

room temperature  (Yao and others 2007). 
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Figure 2 - Average diameters of zein fibers electrospun from aqueous ethanol 

solutions of different zein concentrations with an ethanol/water ratio of 70:30 (v/v) 

in an electric field of 2 kV/cm (Yao and others 2007). 

The  electrospinning  of  zein  fibers  exhibited  a  concentration  dependent  on 

the  diameters  of  the  final  fibers  produced.  The  average  diameters  of  zein  fibers 

electrospun  from  10  to  50%  (w/v)  polymer  solution  are  shown  in  Figure  2.  The 

results  indicate  that  the  fiber  diameter  dramatically  increase  with  the  rise  of  zein 

concentration.  The  increase  of  zein  concentration  in aqueous  ethanol  raises  the 

solution  viscosity,  which  facilitates  the  formation  of  fibers.  In this  study,  the  most 

significant  factor  found  to  control  the  diameters  of  fiber  in  the  electrospinning 

process  is the concentration of zein protein  solution. 

2.4  ()Epigallocatechin Gallate,  EGCG 

Green tea has attracted much attention  in recent years, due to  its  anticancer, 

antibacterial  and  antiaging  activity  in  various  biological  and  pharmaceutical 
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studies.  The  beneficial  effects  of  green  tea  are  attributed  to  its  polyphenol 

components,  namely  tea  catechins  (Wang  and  others  2008).  In  the  class  of 

polyphenols,  catechins  belong  to  the  group  of  flavonoids  called  flavan3ols. 

Catechins  in  a  polyphenolic  group  are  known  to  have  potential  antioxidant 

activities  beneficial  to  human  health  in  treating  vascular,  viral,  gastrointestinal, 

microbial  and  inflammatory  diseases  medically  (Haslam  1989).  Currently, 

catechins  have  been  used  to  improve  food  products  as  a  functional  ingredient 

and  dietary  supplements,  as  an antimicrobial  agent  in food  products,  as  chemo

preventive  and  anticarcinogenic  agents,  as  a  nature  antioxidant  in oils  and  fats 

to  inhibit  lipid oxidation,  and as a supplement  for animal  feeds  to  improve  animal 

health and  products  protection  (Katiyar  and others 2000; Yilmaz 2006).  Although 

green  and  black  teas  have  a  high  content  of  catechin,  catechins  degrade  during 

the  fermentation  process  of  black  tea,  and  its  degradation  depends  on  the 

fermentation  temperature  and  pH  (Obanda  and  others  2001).  The  oral 

bioavailability  of  catechins  is  low  at  less  than  5%  (Baba  and  others  2001; 

Catterall  and  others  2003).  The  halflife  of  catechins  is  short  because  of  strong 

systemic clearance  (Cai and others 2002). 

15 



OH  OH 
v! 

HO 

OH 
OH 

Degradation 
>  HO.  OH 

.OH 

OH 

HO  OH 

{)GCG  {)EGCG  ()EGC 

Figure 3 - Schematic representation for epimerization and degradation of EGCG 

(Wang and others 2008). 

Catechins  have  been  mainly  identified  as  epicatechins,  including  ()

epigallocatechin  (EGC),  ()epigallocatechin  gallate  (EGCG)  and  so  on.  These 

compounds  can  convert  to  their  epimers  which  are  nonepicatechins,  i.e.  ()

gallocatechin  gallate  (GCG)  and  ()gallocatechin  (GC),  respectively  (Wang  and 

others  2008).  EGCG  is  the  most  abundant  in  green  tea,  which  has  been  linked 

with  many  health  benefits.  Epidemiologic  studies  indicate  that  green  tea 

consumption  is  associated  with  cancerpreventative  effects.  ()EGCG  is  the 

most abundant  and biologically  active catechin with  respect  to anticancer  activity 

in  several  human  cancers  (LandisPiwowar  and  others  2007).  However,  ()

EGCG  is  relatively  unstable  under  neutral  or  alkaline  conditions  and  could  be 

rapidly degraded,  involving deprotonation  of hydroxyl groups on the phenol  rings, 

which  could  be  modified  through  biotransformation  reactions  (Zhu  and  others 

1997;  Chen  and  others  2001;  LandisPiwowar  and  others  2007).  Moreover, 

Wang  and  others  showed  that  the  degradation  and  epimerization  occurred 

simultaneously  (Figure  3),  and  both  reactions  complied  with  firstorder  reaction 

and their  rate constants  followed Arrhenius  equation,  using  Matlab  programming 
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(Wang and others 2008).  Based on these  references,  kinetic  studies  of  EGCG  in 

various aqueous systems should be done. 

Therefore,  electrospinning  fibers  as  a  carrier  for  catechins,  as  a 

micronutrient,  would  provide  an  alternative  way  to  potentially  resolve  these 

problems. This technology  may  improve and  increase the stability of catechins  at 

high  temperatures  and  pH  values  during  food  processing,  food  packaging  and 

storage.  Highperformance  liquid  chromatography  (HPLC)  is  an  important 

method for testing the concentration of EGCG (Wang and others 2003). 

2.5  Nature of PolyphenolProtein  Interactions 

Protein  and  polyphenolic  compounds  interact  and  combine  to  form  soluble 

complexes.  As  reported  by  Asano  and  coworkers,  peptides  and  proteins 

containing  proline  formed  an  interaction  when  combined  with  polyphenolic 

compounds,  while  synthetic  polypeptides  and  proteins  lacking  proline  did  not 

(Asano  and  others  1982).  Polypeptides  with  a  greater  percentage  of  proline 

tended  to  form  more  interaction.  Protein  molecules  which  are  held  together  by 

polyphenolic  compounds  act as bridges through noncovalent  interactions.  Asano 

and  coworkers  concluded  that  the  complexes  are  held  together  by  some 

combination  of  hydrogen  and  hydrophobic  bonding  (Asano  and  others  1982). 

Outtrup  and  coworkers  also  investigated  the  involvement  of  peptides  containing 

proline  and  found  a  greater  interaction  with  higher  proline  content  (Outtrup  and 

others  1987).  The  interactions  between  polyphenols  and  proteins,  is  helpful  for 
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forming  protein fibers providing good stability for polyphenol  both during and after 

the electrospinning  process. 

Early  research  in  which pep tides  and  polyphenols  were  combined  in  a 

model  system  of  a  pH  4.02  potassium  phosphate  buffer  suggested  that  the 

amount  of  interaction was  related  to  both  protein  and  polyphenol  concentrations 

(Siebert and others  1996). They set up a model system made up of a  polypeptide 

(gliadin)  and  a  polyphenolic  compound  (catechin)  combined  in  0.02  M  (pH  4.2) 

phosphate  buffer at 25, 80, or  100 °C for  30min. Their  results showed that as  the 

polyphenol  concentration  increased  at  a  fixed  level  of  protein,  the  interaction  at 

first  increased;  till  the  interaction  reached  a  plateau,  and  then  declined.  The 

same  behavior  occurred  at  fixed  polyphenol  levels  as  the  protein  concentration 

increase.  The  concentrations  of  both  protein  and  polyphenol  and  their  ratios  all 

have strong effects on the amount of  interaction  produced. 

Figure 4 shows that a plateau  is reached when either  the gliadin or  catechin 

concentration  increase  while  the  other  is  held  constant.  In  the  experiment,  the 

peak  is  reached  when  the  concentrations  of  gliadin  and  catechin,  are  500  and 

750 mg/L respectively  in 0.02 M (pH 4.2)  potassium phosphate buffer and  heated 

for  30  min  at  80  °C  (Siebert  and  others  1996).  In the  other word,  the  amount  of 

interaction  formed  depends  on  the concentrations  of  protein  and  polyphenol  and 

on  their  ratio.  The  greatest  interaction  is  produced  when  the  number  of 

polyphenolic  bonds equals  the number  of protein  binding  sites. A  model  in which 

interactionactive  proteins  have  a  fixed  number  of  polyphenol  binding  sites  at  a 

given temperature accounts for this behavior  (Siebert and others  1996). 



Figure 4 - Interaction produced when various concentrations of gliadin and 

catechin were combined in 0.02 M (pH 4.2) potassium phosphate buffer and 

heated for 30 min at 80 °C (Siebert and others 1996). 

Temperature  is  the  one  of  the  most  important  factors  in  the  interaction 

between  protein  and  polyphenol.  The  greater  amount  of  interaction  observed 

upon  heating  protein  at  higher  temperatures  suggest  that  hydrophobic  binding  is 

important  in  the  interaction  between  proteins  and  polyphenols.  The  higher 

temperatures  used  may  contribute  more  hydrophobic  sites  either  kinetically  or 

possibly  by  breaking  hydrogen  bonds  and  unraveling  the  protein  structure  to  a 

greater  extent.  Since  hydrophobic  groups  tend  to  be  concentrated  in  the  interior 

of watersoluble  proteins  and one  of the  more  likely  mechanisms  for  the  protein

polyphenol  interaction  is  hydrophobic  bonding,  it  is  likely  that  more  hydrophobic 

(polyphenol  binding) sites could be exposed by heating  (Siebert and others  1996). 
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3  JUSTIFICATION AND  OBJECTIVES 

Although electrospinning  technology  has been applied  in various areas  such 

as  medicine  and  textiles,  the  use  of electrospinning  for  protecting  micronutrients 

in food process applications  has not been  reported  in the  literature.  However,  it is 

obvious that electrospinning  is a promising technique for forming fibers.  Recently, 

several  studies  have  shown  that  protein  can  be  spun  into  fibers,  including  silk 

fibroin,  collagen,  gelatin,  wheat  gluten,  and  zein,  using  the  electrospinning 

technique  (Jin  and  others  2002;  Miyoshi  and  others  2005;  Buttafoco  and  others 

2006).  This  technique  provides  an opportunity  of  spinning  zein  protein  fiber  as a 

carrier for stabilizing  EGCG. 

In this study, we  hypothesize the electrospun  zein fibers  can be used  as  an 

effective carrier to stabilize EGCG. The objectives of this project are as follows: 

•  Optimize  the  electrospinning  process  setup  and  conditions  for  spinning  zein 

protein  fibers; 

•  Investigate  the  interaction  between  protein  structure  and  physicochemical 

characteristics of electrospun  fiber; 

•  Study  the effects  of  EGCG  on  the electrospun  zein fibers  and  determine  the 

efficacy of zein fibers for stabilizing  EGCG; 

•  Study the degradation kinetics of EGCG  in aqueous model  systems; 

•  Develop and validate kinetic models for EGCG degradation  reactions. 
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4  ELECTROSPINNING  OF ZEIN PROTEIN  FIBERS 

4.1  Introduction 

Recently,  electrospinning  has  received  a  great  deal  of  attention  as  a 

convenient  method  for  producing  fibers  with  submicron  in  diameters.  The 

electrospinning  process  is  an efficient,  practical  and  rapid  method  for  producing 

the  fibers  ranging  in  size  from  microns  down  to  a  nanometer  or  less.  Matthews 

and  other  coworkers  have  successfully  produced  tissueengineering  scaffolds 

composed  of  collagen  fibers  (Matthews  and  others  2002).  A  variety  of 

electrospinning  experiments  have  been  carried  out with  different  kinds  of  protein 

such  as  wheat  protein,  zein  protein  and  soy  protein,  at  different  solution 

concentrations  to  illustrate  the  interplay  between  protein  structure  and  the 

characteristics  of the electrospinning  process  (Yao and others 2007). 

Zein  is  a  class  of  prolamin  from  corn,  and  is  an  abundant  protein  found  in 

corn gluten  meal,  a coproduct  of corn wet  milling  (Selling  and  Sessa 2007).  Zein 

possesses  an additional  benefit  of  being  renewable  and  biodegradable  and  has 

also  been  used  in  the  pharmaceutical  industry  to  coat  capsules,  provide 

protection,  control  release  of  active  ingredients  and  mask  flavors  and  aromas 

(Shukla  and  Munir 2001). Also, zein microspheres  have been  used as carriers  to 

protect  drugs  from  stomach  acid  (Yao  and  others  2007).  Because  zein  is 

hydrophobic,  it  has  been  used  in  the  food  industry  as  a  coating  material  for 

candies,  rice,  dried  fruits  and  nuts.  Zein  has  also  been  investigated  for  use  as  a 

structural  material  in  packaging  applications  because  of  its  film  forming 

properties  of  film  formation.  In  particular,  zein  forms  tough  and  glossy  films  or 



coatings  that  are  resistant  to  microbial  attack.  A  zein  coating,  therefore,  can 

function as an oxygen,  lipid and moisture barrier. Zein has also been  investigated 

for  use as a fiber  (Miyoshi  and  others  2005).  These  findings  suggest  that  zein  is 

a promising biomaterial that can be applied  in various  areas. 

In  this  research,  due  to  the  high  ratio  of  nonpolar  amino  acid  residues  and 

lack  of  basic  amino  acids,  prolamin  proteins,  such  as  corn  zein,  are  soluble  in 

aqueous  alcohol,  an  appropriate  solvent  for  electrospinning.  Using  alcohol  as  a 

solvent  for  electrospinning  is  important  because  as  a  solvent  it  can  vaporize 

readily  from  the  fiber  as  the  polymer  jet  takes  flight  in  the  air,  forming  dry  and 

solid fibers  upon  loading on the collection target. Also ethanol  is considered  to be 

a solvent for food  applications. 

The  scanning  electron  microscopy  (SEM)  produces  a  vivid  and  seemingly 

threedimensional  picture  of  a  specimen  surface  over  a  wide  range  of 

magnification  (Hayat  1978).  It  routinely  operates  between  the  magnification 

range of a stereo  light microscope  up to  100,000 fold, with a resolution  limit of 2.5 

nm  (Hoppert  2003).  The  SEM  uses  a focused  electron  beam  to  scan  across  the 

specimen  surface.  The  diameter  of  the  focused  beam  on  the  specimen  surface 

determines  the  resolution  of  the  image.  The  structure  of  the  sample  must  be 

stable after exposure to the electron beam and also to the vacumm  conditions.  In 

order  to  obtain  good  images  of  most  nonconductive  specimens,  the  sample 

must  first  be  covered  with  a  thin  metal  coating.  This  increases  conductivity  and 

the  secondary  and  backscattered  electron  emission,  and  also  reduces  thermal 
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damage  (Hoppert  2003).  SEM  has  been expensively  to  study  the  microstructure 

of biological material  (Hayat  1978). 

In this  study,  the  electrospinning  method  was  used  to  produce  zein  protein 

fibers.  Scanning  electron  microscopy  has  been  used  to  determine  the 

morphology  of  the  electrospun  fibers.  The  main  focus  was  to  determine  the 

factors that  influenced the morphology  and diameter of the electrospun  fibers. 

4.2  Materials 

Zein  was  purchased  from  SigmaAldrich  (St.  Louis,  Mo.,  U.S.A.)  and  was 

used  as  received,  without  further  purification.  Ethanol  of  100%  purity  was 

supplied  by  Commercial  Alcohols  (Brampton,  Ont.,  Canada).  Fiberforming 

solutions  were  prepared  by  dissolving  zein  powder  (10  to  30%  w/w)  in  various 

aqueous  ethanol  solutions  (60  to  90%  w/w  ethanol)  at  room  temperature  under 

magnetic  stirring until the protein completely  dissolved. 

4.3  Methods 

Zein  solutions  were  electrospun  at  a  0.3  mL/h  feed  rate  using  a  20gauge 

blunt  end  stainless  steel  spinneret  which  was  attached  to  the  positive  electrode 

of  a  direct  current  (DC)  power  supply  (Ormond  Beach,  Fla.,  U.S.A.).  The 

spinneret  was  connected  through  Teflon  tubing  to  a  3  mL  plastic  syringe 

containing  the  zein  solution.  The  solution  was  fed  to  the  spinneret  by  means  of 

an  infusion  pump  (Figure  1). When  the  power  supply  was  set  above  the  critical 

voltage of ~ 12 kV, the charge buildup  in the pendant droplet at the spinneret  tip 
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caused  the  zein  solution  to  eject  towards  the  grounded  collector  which  was 

positioned at  10 cm from the spinneret tip. As the polymer jet took flight  in the air, 

the  solvent  evaporated  rapidly,  forming  solidified  fibers  on  the  collector.  To 

prevent  the  spinneret  tip  from  blocking  due  to  evaporation  of  solvent,  a  holder 

containing  ethanol was  attached  around  the tip  of  the  spinneret.  This  provided  a 

blanket  of  ethanol  vapor  around  the  Taylor  cone  structure,  thereby  enabling 

continuous fiber  spinning. The fibers were collected on an aluminum foil  attached 

on  the  surface  of  the  collector.  All  electrospinning  experiments  were  carried  out 

at 21 ± 2 °C. 

Morphology  of electrospun  fibers 

The  morphology  of  the  electrospun  fibers  was  examined  using  a  scanning 

electron  microscope  (SEM)  (Hitachi  S570,  Japan)  after  sputtercoating  the 

samples  with  gold  under  vacuum.  All  SEM  evaluations  were  conducted  at  an 

accelerating  voltage  of  10  kV.  Diameters  of  the  electrospun  fibers  were 

measured  using  ImagePro  Plus 6.1 software (Media Cybernetics,  Bethesda,  Md., 

U.S.A.).  For  fiber  diameter  determination,  100  measurements  were  taken  from 

each  micrograph. 

4.4  Results and  Discussions 

Previous  study  have  been  reported  that  the  diameter  and  morphology  of 

electrospun  zein  fibers  were  strongly  affected  by  a  number  of  processing 

parameters,  such  as  polymer  concentration,  aqueous  ethanol  concentration, 

applied  DC  voltage,  the  distance  between  spinneret  and  collector,  and  the 



solution  flow  rate  (Miyoshi  and  others  2005;  Yao  and  others  2007;  TorresGiner 

and  others  2008).  Similar  to  those  studies,  the  electrospun  fibers  from  the 

present  study  mainly  adopted  ribbonlike  structures  with  morphologies  and 

diameters  that  were  strongly  affected  by  protein  concentrations  and  aqueous 

ethanol  concentrations;  however,  within  the  range  of  voltage  tested,  the  change 

in  electric  field  strength  did  not  result  in  significant  modifications  of  fiber 

morphology. 

4.4.1  Effects of zein protein  concentration 

Figure  5  shows  the  scanning  microscopy  images  of  zein  polymer 

electrospun  at  15  kV  in  70%  ethanol  at  various  zein  concentrations  (10    30% 

w/w).  As  the  concentration  of  zein  protein  solution  increased,  the  diameters  of 

nanofibers  increased.  Moreover,  the  morphology  changes  from  beads  to 

ribbonlike  nanofibers.  At  the  lowest  zein  concentration  tested  (10%,  w/w), 

electrospraying  occurred,  producing  droplets  instead  of fibers.  Unlike other  dilute 

polymer  solutions  reported  elsewhere  which  exhibit  round  to  oval  solid  spheres 

(Zong and others 2002; Jun and others 2003;  Huang and others 2004; Wang  and 

others  2005),  the  droplets we  observed  here appeared  to  possess  an outer  skin 

which  imploded  inwards  as the  solvent evaporated  (Figure  5A). This  observation 

provides  indirect  evidence  that  the  ribbon  morphology  may  be  caused  by  the 

formation of "garden hose" structures which collapse to form  ribbons as they  land 

on the collector target. This hypothesis  seems to agree well with the  observations 

by Woerdeman  and  others  (2005)  on  their  crosssection  micrographs  of  ribbon

shaped  electrospun  wheat  gluten  fibers  spun  using  1,1,1,3,3,3hexafluoro2



proponol  as  the  solvent.  The  electrospinning  of  zein  fibers  exhibited  a 

concentration  dependent  on  the  diameters  of  the  final  fibers  produced  (Yao  and 

others  2007).  At  20%  (w/w)  polymer  concentration  and  higher,  continuous  fibers 

were observed, with concomitant  increases  in diameter and thickness as  polymer 

concentration  increased  (Figure  5B  and  5C).  The  formation  of  continuous  fibers 

at  higher  polymer  concentrations  can  be  attributed  to  the  increased  molecular 

chain  entanglement,  which  prevented  the  polymer  jet  from  breaking  up  into 

droplets.  The  increased  polymer  concentration  also  led  to  an  increased 

interaction  between  the  polymer  and  solvent,  thereby  reducing  the  propensity  of 

the polymer solution to form droplets under the  influence of surface tension of the 

solvent. 

Figure 5 - SEM images of zein fibers electrospun at 15 kV in 70% ethanol at 

various zein concentrations. A: 10% zein (276 ± 26 nm); B: 20% zein (386 ± 32 

nm); C: 30% zein (462 ± 43 nm). 

The  results  from  Figure 6  indicated  that  the  fiber  diameter was  dramatically 

increased  with  an  increase  in  zein  concentration.  At  higher  zein  concentration, 

the  average  diameter  was  thicker  than  that  at  lower  concentration.  In  this 
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research,  solution  concentration  was  showed  to  be  one  of  the  most  significant 

factors controlling the fiber diameter  in the electrospinning  process. 
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Figure 6 - Average diameters of zein fibers electrospun from different zein 

concentrations dissolved in 70% aqueous ethanol (w/w) under an electric field of 

4.4.2  Effects of aqueous ethanol  concentration 

Figure  7  shows  SEM  images  of  fibers  electrospun  at  15  kV  from  20%  zein 

dissolved  in  various  aqueous  ethanol  concentrations  (60  to  90%).  As  the 

concentration  of  aqueous  ethanol  concentration  increased,  the  diameters  of 

fibers  increased,  from  369  ±  32  nm  to  683  ±  62  nm  (Figure  8).  Fiber  diameters 

tended  to  become  smaller  when  a  lower  ethanol  concentration  (60%)  was  used 

(Figure  7A). A  higher  concentration  of ethanol  (90%)  resulted  in the formation  of 

larger  fibers with  less consistent  morphology  (Figure  7D).  Increasing  the  ethanol 

concentration  should  lower  the volume  charge density  of the  polymer jet  (Theron 

15 kV. 
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and  others  2004),  thereby  inducing  greater  whipping  instability  and  producing 

smaller fibers.  However,  this effect was counteracted  by the  increased volatility of 

the  solvent  and  the  greater  tendency  for  the  polymer  solution  to  solidify  and 

prevent  fiber  drawing.  Based  on  these  findings,  ethanol  concentrations  of  60  to 

70%  were  judged  to  be  the  optimal  for  electrospinning  of  20%  (w/w)  zein 

solutions. 

Figure 7- SEM images of zein fibers electrospun at 15 kV at 20% zein dissolved 

in various ethanol concentrations. A: 60% ethanol (369 ± 32 nm); B: 70% ethanol 

(402 ± 37 nm); C: 80% ethanol (518 ± 47 nm); D: 90% ethanol (683 ± 62 nm). 
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Figure 8 - Average diameters of zein fibers electrospun from polymer solutions 

of different ethanol/ water ratios of 60:40; 70:30; 80:20; 90:10 (w/w) under an 

electric field of 15 kV. 

4.4.3  Effects of applied electric  field 

According  to the  references,  there  is another significant  factor  impacting  the 

fiber diameter  in the electrospinning  process  (Miyoshi  and  others  2005;  Yao  and 

others  2007;  TorresGiner  and  others  2008).  In  contrast,  within  the  range  of 

voltage  tested  (15  and  20  kV),  as  the  electric  field  decreased,  the  diameter  of 

fibers  became  slightly  smaller.  Overall,  the  change  in  electric  field  strength  did 

not result  in significant modifications of fiber morphology  (Figure 9). 
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Figure 9 - SEM images of 20% zein polymer dissolved in 70% ethanol 

concentration at various voltages. A: 15 kV (347 ± 27 nm); B: 20 kV (311 ± 23 

nm). 

4.5  Conclusions 

In  this  study,  an  inverted  spinneret  setup  was  adopted  for  continuous 

electrospinning  of  zein  fiber.  The  morphology  of  the  resulting  fibers  was  mainly 

affected by the aqueous ethanol concentration,  zein protein concentration,  and to 

a  lesser  extent,  the  electric  field  strength.  The  optimal  condition  for  forming 

beadless fibers was found to be 20% protein, 70% alcohol, and  15 kV. 
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5  EFFECTS OF EGCG ON ZEIN  FIBERS 

5.1  Introduction 

Previously, zein protein  has been successfully  and continuously  electrospun 

into  protein  fibers  by  a developed  method  under  various  conditions.  Overall,  the 

optimal condition  for  forming  beadless  fibers was  found  to  be 20%  protein, 70% 

alcohol, and  15 kV for the further  study. 

As explained,  proteins  have been known to  interact strongly with  polyphenol 

through  hydrogen  bonding  and  hydrophobic  interactions.  Madhan  and  others 

(2005)  reported  that  although  there  were  no  major  changes  in  the  secondary 

structure  of  collagen  after  treatment  with  catechin,  the  treated  collagen  resisted 

solubilization  in  urea  and  shrinkage  upon  exposure  to  elevated  temperatures. 

They  suggested  that  hydrogen  bonding  and  hydrophobic  interactions  are  the 

driving forces contributing  to the stabilization of collagen by catechin.  Siebert  and 

others  (1996) showed  that  heating gliadin samples  in the presence of  polyphenol 

led to an  increase  in haze, and speculated that hydrophobic  interactions  played a 

more  important  role than  hydrogen  bonding.  In the study  involving the  interaction 

between  EGCG  and  human  serum  albumin,  Maiti  and  others  (2006)  postulated 

that  hydrophobic  interaction  is  more  prominent  during  initial  association,  while 

van der Waals  interactions and hydrogen bonding are  important for stabilizing  the 

complex.  EGCG  is  not  stable  under  alkaline  conditions  and  may  undergo 

oxidation,  polymerization  and  epimerization  during  thermal  processing  (Zhu  and 

others  1997; Sang and others 2005; Wang and others 2006; Yusuf 2006).  In view 

of  the  propensity  of  protein  to  interact  with  polyphenols,  we  hypothesize  that 
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encapsulating  EGCG  in  zein  electrospun  fiber  may  result  in  enhanced  EGCG 

stability. 

Using  EGCG  as  a  model  bioactive  compound,  the  objectives  of  this  study 

were  to  determine  the  effects  of  EGCG  on  protein  fibers  and  to  evaluate  the 

stability of the encapsulated  EGCG  in zein fibers  in an aqueous  model. 

5.2  Materials 

Zein  was  purchased  from  SigmaAldrich  (St.  Louis,  Mo.,  U.S.A.)  and  was 

used  as  received,  without  further  purification.  Ethanol  of  100%  purity  was 

supplied  by  Commercial  Alcohols  (Brampton,  Ont.,  Canada).  Purified  EGCG 

powder,  extracted  from  green  tea,  was  donated  by  Mitsui  Norin  Co.,  Ltd. 

(Fujieda,  Japan).  Acetic  acid  and  acetonitrile  were  purchased  from  Fisher 

Scientific  (Ottawa,  Ont.,  Canada).  Fiberforming  solution  containing  20%  (w/w) 

EGCG  was  prepared  by  first  dissolving  EGCG  in  70%  (w/w)  aqueous  ethanol, 

followed  by dispersing zein powder to give 20%  (wA/v) zein  solution. 

5.3  Methods 

5.3.1  Electrospinning 

EGCGcontaining  solution was electrospun as described  in section 4.3.1. 

5.3.2  Morphology  of electrospun  fibers 

Freshly  spun  fibers  were  examined  using  a  scanning  electron  microscope 

(SEM) as described  in section 4.3.2. 
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5.3.3  HPLC  analysis 

Analysis  of  EGCG  was  performed  in  a  HPLC  (2695/2696  Waters,  Milford, 

Mass.,  U.S.A.)  equipped  with  a  photodiode  array  detector  and  a  C18  reversed 

phase  column  (150  mm  *  3.9  m/ 4  pm, Waters).  Mobile  phases  consisted  of  2% 

(v/v) acetic acid  in water  (eluent A) and  100% acetonitrile  (eluent  B),  respectively. 

The  isocratic  system  was  run with  88%  eluent A  and  12%  eluent  B. The  sample 

injection  volume  was  20  pL.  The  flow  rate  was  at  0.8  mL/min  and  EGCG  was 

detected at 275 nm after an elution time by  10 min. 

The  standard  EGCG  was  stored  at  30 °C  in  the  freezer.  The  calibration 

curve  (Figure  33)  was  constructed  by  diluting  EGCG  solution  to  yield  the  final 

concentration  of  0.02,  0.04,  0.06,  0.08  and  0.10  mg/mL,  which  are  based  on  the 

precalculated  concentration  of  EGCG  encapsulated  in  the  fibers.  Calibration 

curves  were  linear  with  the  coefficients  of  determination  (R2)  close  to  unity 

0.9994 for EGCG.  Based  on the  EGCG  standard  calibration,  the concentration  of 

EGCG (c)  encapsulated  within  the  electrospun  fibers  was  determined.  The 

amount of EGCG encapsulated  in fibers  (WEgcg) was calculated as  followed: 

Wegcg, =c*L  (Equation  5.1) 

where L  is  the  total  volume  of  ethanol  and  water  for  dissolving  zein  fibers  and 

precipitating  zein protein,  respectively.  The  initial amount  of EGCG  present  in the 

fibers  (WEGCGo) was  calculated  by multiplying  the weight  of electrospun  fibers (Wf) 

with the percentage of EGCG containing  in the fibers, described  as  followed: 
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^EGCG„ ~ Wf X 

W ' " EGCG„ 

w +w 
-x 100% 

Zein EGCGn 

(Equation  5.2) 

The  percentage  of  residual  EGCG (p) was  calculated  as  the  ratio  of WEGcg, 

to WEGcgo  in the following  formulation, 

W 
p%= __ECCGi

 x 100% 
W, 

(Equation 5.3) 
EGCG„ 

5.3.4  EGCG extraction and  determination 

To  determine  if  zein  fibers  were  capable  of  immobilizing  and  protecting 

EGCG  in  an  aqueous  environment,  about  0.8  mg  of  EGCGcontaining  fibers 

(supported  on  the  aluminum  foil)  were  submerged  in water  (4  ml_; 20  ± 2  °C)  in 

separate  beakers  to elute the "extractable"  EGCG from the fibers  (Figure  10).  At 

20, 40 and 60 min, water was decanted from each beaker and followed with  70% 

aqueous alcohol  (10 mL) to dissolve the fibers. The zein protein was  precipitated 

from  the  solution  by  adding  water  (5  mL)  gradually  over  60  min  duration.  The 

resulting  suspension  was  centrifuged  at 4,000  x g for  5 min to  settle  the  protein. 

The supernatant was then filtered through a 0.45  |jnn nylon filter and analyzed  by 

HPLC. 
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Figure 10  Schematic representation of EGCG extraction process. 

To  study  the  aging  and  relative  humidity  (RH)  effected  on  the  stability  of 

EGCG,  the  fibrous  mats  were  held  at  21  °C  immediately  after  spinning,  within 

hermetically  sealed  glass  jars  containing  either  desiccant  or  saturated  NaCI 

solution  to  provide  0 and  75%  RH  conditions,  respectively  (Figure  11).  Samples 

were  retrieved  from  the  glass jars  and  tested  after  1, 2 and  3 days  to  determine 

EGCG  concentrations  as described  above.  The  freshly  spun  fibers  (day  0)  were 

also tested and served as controls.  Residual  EGCG  remaining was calculated  as 

the  ratio  of  the  encapsulated  EGCG  in  fibers  divided  by  the  calculated  EGCG 

based on the amount added  in the formulation  (Equation  5.3). 
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Electrospun EGCG-containing fibers 

0 % RH at 21°C 75 % RH at 21°C 
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Recovery of EGCG 

Figure 11 - Schematic representation of effects on EGCG aging and humidity 

process. 

5.3.5  Fourier transform  infrared (FTIR) evaluation 

Infrared  analysis  of  electrospun  fibers was  conducted  using  an  IRPrestige

21  FTIR  spectrometer  (Shimadzu  Corporation,  Kyoto,  Japan)  equipped  with  a 

total attenuated  reflection accessory  (Pike Technologies,  Madison, Wis.,  U.S.A.). 

Prior to testing each sample, a measurement was taken of air as the  background. 

IR  spectra  were  collected  at  room  temperature  for  zein  fibers  with  and  without 

EGCG using 30 averaged scans at 4 cm"1  resolution.  Curve fitting was  performed 

using  Grams/32  spectral  analysis  software  (Galactic  Industries  Corporation, 

Salem,  N.H.,  U.S.A.).  The  Gaussian  method  was  used  to  fit  spectra  for  zein 

fibers  (with and without EGCG)  in the  region of  1780 to  1480 cm"1. The bands for 

EGCG  were  fitted  using  the  Lorentzian  function  because  of  their  sharper  peak 

shape. The  positions of  the  underlying  bands were determined  from  the  second

derivative of the  respective  spectrum. 
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5.3.6  Statistical  Analysis 

All  the  reactions were  performed  in at  least  triplicate,  and  the  average  data 

were  presented  as  means  ±  standard  deviations.  An  analysis  of  variance  single 

factor test was used to examine the significance at the P < 0.05 confidence  level. 

5.4  Results and  Discussion 

5.4.1  Effects of EGCG on morphology  of zein  fibers 

Electrospun  zein  fibers  with  and  without  EGCG  had  similar  ribbonlike 

morphologies,  although  EGCGcontaining  fibers  tended  to  be  larger  in  width, 

which  was  caused  by  the  additional  EGCG  incorporated  (Figure  12A  and  12B). 

We  observed  that  the  fibrous  mats  congregated  when  they  were  immersed  in 

water,  likely  due  to  zein  hydrophobicity  towards  the  surrounding  water. 

Electrospun zein fibers with and without  EGCG  resisted the solubilization after 30 

min  immersion  in water.  However,  the  EGCGcontaining  fibers  became  larger  in 

diameter  after water  immersion  probably  because  of  the  increased  swelling  due 

to the  interaction of EGCG with water  (Figure  12C and  12D). 
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Figure 12 - SEM images of electrospun fibers (20 % zein; 70% w/w ethanol) 

before and after immersion in water for 30 min. A: zein fibers before water 

immersion (386 ± 32 nm); B: zein + EGCG before water immersion (472 ± 46 

nm); C: zein fibers after water immersion (457 ± 38 nm); D: zein + EGCG after 

water immersion (631 ± 56 nm). 

5.4.2  Previous stability study of EGCG  in zein  fibers 

The  effects  of  aging  time  and  relative  humidity  (RH)  on  percent  residual 

EGCG  remaining are summarized  in Figure  13. The plots  level off with  increasing 

extraction  time,  indicating  that  the  majority  of waterextractable  EGCG  eluted  in 

about  60  min.  Submerging  fibers  in water  immediately  after electrospinning  (day 
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0,  without  aging)  resulted  in  about  82%  remaining,  implying  that  a  considerable 

amount  of  EGCG  was  lost  in  the  water.  In  contrast,  fibers  aged  for  1,  2  and  3 

days  at  0%  RH  exhibited  almost  complete  (~  98%)  residual  EGCG  remaining 

percentage.  Furthermore,  within  the  3day  aging  period,  little  difference  in 

percent  residual  EGCG  was  observed.  This  suggested  that  interaction  between 

zein  and  EGCG  continued  to  evolve  after  the  fibers  were  spun,  possibly  due  to 

the  secondary  structural  changes  of  zein  that  facilitated  the  interaction  between 

EGCG and zein. 
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Figure 13 - Effects of aging, relative humidity, and extraction time on percent 

residual EGCG from electrospun zein fibers after immersing in water for up to 60 

min. 

In  contrast,  when  the  fibers  were  aged  at  75%  RH,  much  lower  EGCG 

recoveries  (66   73%) were  obtained.  Samples  tested  at time  0  (not subjected  to 

RH  treatment)  exhibited  lower  total  EGCG  as  aging  time  increased,  indicating 
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that  the  EGCG  might  have  been  progressively  degraded  with  aging  time  at  the 

elevated  RH condition. At  0%  RH,  hydrogen  and  hydrophobic  interactions  of  the 

aromatic  rings  of  EGCG  molecule  with  the  hydrophobic  residues  of  zein,  may 

have  developed  which  effectively  resulted  in  the  EGCG  not  being  extractable  in 

water  during  subsequent  immersion  (Hammel  and  others  2004;  Madhan and 

others  2005).  At  75%  RH,  the  presence  of  moisture  appeared  to  hamper  these 

hydrophobic  interactions  from  establishing,  resulting  in  a  greater  EGCG  loss  in 

water,  although  substantial  amounts  of  EGCG  (66  to  73%)  were  retained  within 

the  fiber  after  prolonged  exposure  to  water  (curves  leveled  off).  Here,  we 

speculated  that  at  elevated  RH,  the  hydrophilic  EGCG  might  have  preferentially 

interacted  with  water  present  in  the  free  volume  of  the  fiber,  thereby  causing  a 

greater tendency for EGCG to elute during the water extraction  step. 

5.4.3  FTIR  analysis 

According  to  the  references,  the  amide  I  and  II  bands  are  the  two  most 

prominent vibrational  bands of the protein  backbone.  The  most  sensitive  spectral 

region to  the  protein  secondary  structural  components  is the  amide  I band  (1700 

  1600  cm1),  which  is  due  almost  entirely  to  the  C=0  stretch  vibrations.  The 

amide  II  band  (1600    1500  cm"1),  in  contrast,  is  derived  mainly  from  NH 

bending  and  from  the  CN  stretching  vibrations.  Amide  I is generally  believed  to 

consist  of  a  number  of  underlying  bands  related  to  the  secondary  structure  of 

protein:  intermolecular  0sheets  at  1695   1685 cm"1,  intramolecular  (3sheets at 

1684    1670  cm"1,  (3turns  at  1668    1660  cm"1,  ahelices  at  1659    1648  cm"1, 

random  coil  at  1645   1640  cm"1,  intramolecular  (3sheets  at  1640   1630  cm"1, 



and  intermolecular  |3sheets  at  1625    1610  cm"1  (Krimm  and  Bandekar  1986; 

Ismail and others  1992; Jackson and Mantsch  1995; Panick and others  1999). 

FTIR spectra for freshly spun zein fibers,  spun  EGCGcontaining  fibers,  and 

EGCG  powder  are shown  in Figure  14. The  position  of the amide  I band  for  zein 

shifted  from  1651  to  1649  cm"1 when  EGCG  was  added.  Similarly,  the  amide  II 

band  also  shifted  from  1537 to  1535 cm"1. These  shifts  implied  that  the  vibration 

for  C=0  and  NH groups  of the  polyamide  backbone were weakened  due to  the 

presence  of  EGCG.  An  increased  intensity  was  observed  on  the  shoulder  of 

amide  I  around  1640    1620  cm"1,  which  is  related  to  (3sheet  structures. 

Unfortunately,  the  interpretation  of  this  region  is  confounded  by  the  presence  of 

EGCG  (Figure  14B)  and  the  increased  intensity  cannot  be  related  to  (3sheet 

structures.  Nevertheless,  the  band  located  around  1650  cm"1, which  is  relatively 

free  from  EGCG  interference,  increased  in  intensity  when  EGCG  was  added, 

indicating  that  ahelix  and  random  coil  fractions  increased,  perhaps  due  to  the 

disruption  of  EGCG  for  (3sheet  formation  during  drying.  An  increase  in 

intermolecular  |3sheet  has  been  reported  when  zein  is  dried  from  aqueous 

alcohol solution (Mizutani and others 2003;  Mejia and others 2007). 
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Figure 14 - Representative FTIR spectra for zein fibers alone (A), EGCG 

powder (B), and zein fibers with 20% EGCG (C). The spectra for fiber samples 

were taken immediately after electrospinning before aging (at day 0). The fitted 

curves were based on the peak positions determined from second-derivative of 

the spectrum followed by Gaussian curve fitting for protein and Lorentzian fitting 

for EGCG. 

The  IR  spectra  for  zein  and  EGCGcontaining  zein  fibers  conditioned  at 

different  RH  are  summarized  in  Figure  15.  In  the  absence  of  EGCG,  aging  of 

fibers at 0%  RH caused  the amide  I and  II bands  to shift to higher  wavenumbers 

(Figure  15A), which  may  be due to the  loss of  residual moisture during  the 3day 

period.  At  75%  RH,  no  detectable  shift  was  observed  when  the  same  samples 

were  aged  (Figure  15B).  In  the  presence  of  EGCG,  aging  at  0%  RH  resulted  in 

many  spectral  changes  (Figure  15C).  The  presence  of  EGCG  resulted  in 
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considerable  amide  I  and  amide  II  peak  shifts  to  lower  frequencies,  indicating 

that  C=0  and  NH  groups  may  have  been  involved  in  hydrogen  bonding  with 

EGCG.  The  deconvoluted  spectral  data  for  Figure  15C  are  presented  in  Figure 

16,  showing  that  intensities  of  shoulders  around  1610  cm"1  increased  with  time 

which  can  be  attributed  to  the  increased  intermolecular  and  intramolecular  13

sheet  structures  (peak  area  increased  from  31  to  36%  of  the  secondary 

structures for Amide  I). The band  located at the shoulder of amide  II around  1518 

cm"1 band also  increased with a concurrent  shift  to  lower wavenumbers  as  aging 

time  increased.  This  band  has  been  assigned  to  the  tyrosine  CC  rings  vibration 

(Arrondo  and  Goni  1999;  Jung  2000;  Meersman  and  others  2002).  The  shift  of 

this  band  to  lower  wavenumber  implied  that  the  tyrosine  side  group  (OH)  may 

have  been  involved  in  hydrogen  bonding  interaction  with  EGCG  or  neighboring 

side  groups  due  to  the  increased psheet  structures.  These  observations 

suggested  that  the  secondary  structure  of  protein  were  altered  due  to  the 

interaction  with  EGCG,  further  supporting  the  hypothesis  that  the  enhanced 

EGCG  retention  observed  under  dry  condition  (Figure  13)  was  not  due  to  the 

conformational  change  of  zein  alone,  but  was  caused  by  the  cooperative 

interaction of zein with  EGCG. 
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Figure 15 - FTIR spectra for zein and EGCG-containing zein fiber aged in 0% or 

75% RH conditions at 21 ±2 °C. A: zein fibers at 0% RH; B: zein fibers at 75% 

RH; C: zein + EGCG fibers at 0% RH; D: zein + EGCG fibers at 75% RH. 

Interestingly,  at  75%  RH  (Figure  15D),  the  presence  of  EGCG  did  not 

induce  observable  changes  on  both  amide  I  and  II  bands,  implying  that  aging 

under  elevated  humidity  did  not  induce  substantial  changes  in  protein 

conformation.  Under  this  condition,  the  preferential  interaction  of  C=0  and  NH 

with  the  absorbed  water  might  have  precluded  the  EGCG  from  interacting  with 

these  groups.  This  observation  also  suggested  that  hydrogen  bonding  between 

EGCG  and  zein  was  important,  at  least  initially  during  dry  treatment,  for 

facilitating  the subsequent  changes  in zein secondary  structures which  enhanced 
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the  EGCG  retention within  the zein fiber when  immersed  in water.  Such  changes 

may  result  in  the  development  of  hydrophobic  interactions  between  benzene 

rings  of  EGCG  and  hydrophobic  amino  acid  residues  of  zein  and/or  physical 

encapsulation  of  EGCG  within  the  zein  fiber.  The  latter  hypothesis  is  based  on 

the  observations  that  75%  RH  condition  did  not  induce  protein  conformational 

changes  (Figure  15D),  but  the  fibers  still  retained  about  67%  of  EGCG  after  60 

min  immersion  in water  (Figure  13; 75% RH, day 3). 

1651  | 

Wavenumber  (cm1) 

Figure 16 - FTIR spectra and deconvolved bands for EGCG-containing zein 

fibers aged in 0% RH conditions for 3 days at 21 ±2°C. 
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5.5  Conclusions 

In  this  study,  the  zein  fibers  resisted  solubilization  in  water,  although 

swelling  and  plasticization  were  apparent  after  the  water  treatment.  The  efficacy 

of  zein  fibers  was  tested  for  stabilization  of  a  green  tea  polyphenol,  ()

epigallocatechin gallate  (EGCG),  by incorporating  the EGCG  in zein  fiberforming 

solutions.  Both  relative  humidity  and  aging  time  after  spinning  were  important  in 

determining  the  stability  of  EGCG  upon  subsequent  contact  with  water.  Freshly 

spun  fibers  were  less  effective  at  immobilizing  the  EGCG  upon  immersion  in 

water  (82%  remaining  percentage)  as  compared  to  fibers  that were  aged  at  0% 

relative  humidity  for  at  least  1  d  (>  98%  remaining  percentage)  before  water 

immersion.  FTIR  spectra  and  curve  fitting  suggested  that  hydrogen  bonding, 

hydrophobic  interactions,  and  possibly  physical  encapsulation  are  involved  in 

enhancing  the  retention of EGCG  in zein fibers  that are  immersed  in water.  More 

studies are currently  underway to  characterize  the stability  of EGCG  immobilized 

in zein fibers under various conditions typically encountered  in food  products. 
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6  THE  STABILITY  OF  EGCG  ENCAPSULATED  IN  ELECTROSPUN  ZEIN 

FIBERS 

6.1  Introduction 

Tea  catechins,  polyphenol  components  extracted  from  green  tea,  have 

received  increased  attentions  over  the  past  few  years,  due  to  their  strong 

antioxidative  activity  which  has  been  associated  with  the  prevention  of  diseases 

such  as  heart  disease  and  cancers  (Higdon  and  Frei  2003;  Zaveri  2006;  Wang 

and  others  2008).  The  main  catechins  identified  in  green  tea  are  ()

epigallocatechin  (EGC),  ()epigallocatechin  gallate  (EGCG),  which  can  be 

converted  to  their  ()gallocatechin  gallate  (GCG)  and  ()gallocatechin  (GC) 

epimers,  respectively  (Wang  and  others  2008).  The  chemical  structures  of 

epicatechins  and  nonepicatechins  differ  at  the  2  and  3  positions.  The  epimer 

adopts 2R, 3R  (2,  3c/s,), while  the  nonepimer 2S, 3R  (2,  3-trans) configurations 

(Figure  17). The three adjacent  hydroxyl  (Miyoshi and others)  groups at  positions 

C3',  4'  and  5'  on  the  B  ring  of  ()EGCG,  ()EGC,  ()GCG  and  ()GC  are 

effective  in scavenging  free radicals. Moreover,  catechins with gallate group at C

3  have stronger  scavenging  effects than  nongallate  catechins  (Salah and  others 

1995; Chen and Chan 1996; Basu and Donaldson 2003; Wang and others 2008). 

The  stability  of  catechin  is  pH  and  temperature  dependent.  In  alkaline 

solutions  (pH  >  7),  tea  catechins  are  very  unstable  and  degraded  almost 

completely  within  a few  minutes. Whereas  in acidic  solutions  (pH  < 4),  catechins 

are  relatively  more  stable  (Zhu  and  others  1997;  Chen  and  others  1998;  Wang 

and  others  2008).  The  degradation  of  catechins  is  mainly  affected  by 



temperature,  media  in  which  it  is  exposed  to  and  oxygen  (Wang  and  others 

2008).  Wang  and  others  summarized  that  the  degradation  and  epimerization  of 

tea  catechin  could  occur  simultaneously  during  thermal  processing.  Besides 

degradation  and  epimerization  commonly  observed  at  high  temperature, 

catechins  have  also  been  found  to  degrade  slightly  at  ambient  temperature 

(Wang  and  others  2008).  Also,  Zhu  and  others  have  elucidated  the  absorption 

mechanism  of  dietary  green  tea  catechins  (GTCs)  in  the  intestine  of  rats  and 

their  freeradical  scavenging  capacity  at  various  pH  conditions.  They  further 

studied  the  stability  of  these  GTC  isomers  in  acidic  pH  of  stomach  and  slightly 

alkaline  intestinal  conditions.  For  the  conditions  between  pH  4  to  8,  they 

concluded that the  lower pH had greater stability  (Zhu and others  1997). 
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Figure 17   Chemical structures of green tea catechins: (-)-epigallocatechin 

gallate (EGCG), (-)-gallocatechin gallate (GCG), (-)-epigallocatechin (EGC) and 

(-)-gallocatechin (GC) (Wang and others 2008). 
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EGCG,  the  most  abundant  and  biologically  active  compound  in  tea 

catechins,  has  been  extensively  studied  for  its  antioxidant  activities  related  to 

disease  prevention from carcinogeninduced  skin,  lung, forestomach,  esophagus, 

duodenum,  liver  and  colon  tumors  in  rodents  (Zimeri  and  Tong  1999).  However, 

its  stability  can  be  affected  by  a  number  of  deleterious  factors,  such  as  pH, 

temperature,  oxygen  and  UV  light  (Chen  and  others  2001;  Sang  and  others 

2005).  Some  researchers  have suggested that  EGCG solutions  can be  stabilized 

by  using  metal  scavengers  (e.g.,  ethylenediaminetetraacetic  acid,  EDTA), 

antioxidants  (e.g. ascorbic  acid),  maintaining  a pH below  or close  to neutral,  and 

by  keeping  the  temperature  cold  (below  4  °C)  during  storage  (Wang  and  others 

2006).  Chen  and  others  demonstrated  that  the  presence  of  ascorbic  acid  may 

prevent  the  degradation  and  epimerization  of  EGCG  in  the  intestine  where  the 

pH  is  neutral  or  slightly  alkaline  (Kiatgrajai  and  others  1982).  They  also 

concluded  that  ascorbic  acid  did  not  increase  the  total  GTCs,  but  it  reduced  the 

rate of EGCG degradation  (Chen and others  1998). 

Our  previous  results  showed  that  EGCGcontaining  electrospun  fibers 

resisted  solubilization  in  water,  and  that  the  maximal  EGCG  retention  in  water 

was  achieved  when  the  zein  fiber  was  aged  for  at  least  1 day  at  0%  RH.  This 

section focuses on determining  if the electrospun  fibers are effective  in  stabilizing 

EGCG  in  model  solutions  with  acidic,  neutral  and  alkaline  conditions  at 

refrigerated  and thermal  processing  conditions. The  EGCGcontaining  zein  fibers 

were  tested  in  models  solutions  at  pH  3,  5,  7  and  9  to  simulate  different  pH 

conditions found  in food  products. The thermal stability of encapsulated  EGCG  in 



zein  fibers  was  also  evaluated  at  4,  25,  60,  and  100  °C  to  replicate  various 

thermal  processing  and  storage  conditions.  Overall,  the  specific  objectives  were 

to determine the stability of EGCG  in complex aqueous model system, to  conduct 

the degradation  reaction of EGCG encapsulated  in electrospun zein fibers and to 

investigate  the  rates  for  formation  of  the  degraded  compounds,  as  a function  of 

pH and  temperature. 

6.2  Materials 

Zein  was  purchased  from  SigmaAldrich  (St.  Louis,  Mo.,  U.S.A.)  and  was 

used  as  received,  without  further  purification.  Ethanol  of  100%  purity  was 

supplied  by  Commercial  Alcohols  (Brampton,  Ont.,  Canada).  GCG  and  EGC 

standards  were  purchased  from  SigmaAldrich  (St.  Louis,  Mo.,  U.S.A.).  Purified 

EGCG  powder,  extracted  from  green  tea, was  donated  by  Mitsui  Norin  Co.,  Ltd. 

(Fujieda,  Japan).  Ascorbic  acid,  formic  acid,  acetonitrile,  disodium  hydrogen 

phosphate  (Na2HP04)  and  hydrochloric  acid  (HCI)  were  purchased  from  Fisher 

Scientific  (Ottawa,  Ont.,  Canada).  Potassium  hydrogen  phthalate  (KHP)  and 

sodium  hydroxide  (NaOH)  were  purchased  from  SigmaAldrich  (St.  Louis,  Mo., 

U.S.A.). 
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6.3  Methods 

6.3.1  Electrospinning 

EGCGcontaining  zein  solution,  containing  20%  (w/w)  zein  with  20%  (w/w, 

in  zein)  EGCG  dissolved  in  70%  (w/w)  aqueous  ethanol,  was  electrospun  as 

described  in section 4.3.1. 

6.3.2  Morphology  of electrospun  fibers 

Freshly  electrospun  fibers  were  examined  using  a  scanning  electron 

microscope  (SEM) as described  in section 4.3.2. 

6.3.3  Preparation of the aqueous  model  systems 

Four  different  buffer  solutions  were  prepared:  pH  3,  potassium  hydrogen 

phthalate  (KHP,  0.1  M)  and  hydrochloric  acid  (HCI,  0.1  M);  pH  5,  KHP  (0.1  M) 

and  sodium  hydroxide  (NaOH,  0.1  M);  pH  7,  disodium  hydrogen  phosphate 

(Na2HP04,  0.1 M) and HCI (0.1 M); pH 9, Na2HP04  (0.1 M) and  HCI (0.1 M). 

6.3.4  Experimental  design for stability  studies 

A 4 x 4 full factorial experiment was conducted  to study the effect of pH and 

temperature  on  the  stability  of  EGCG.  The  EGCG  containing  fibers were  placed 

in  a  vial  and  submerged  in  the  model  aqueous  solutions  (pH  3,  5,  7  or  9)  as 

outlines  in section  6.3.3  and exposed  to  constant  temperature  (4, 25,  60 or  100 

°C).  For  the  heat  treatment  at  60  and  100  °C,  the  sealed  vials  containing  the 

fibers  were  heated  in  constant  temperature  water  baths  (Haake  W26  Thermo 
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Fisher  Scientific, Waltham,  Mass.,  U.S.A.)  without  mechanical  shaking  at 60  and 

100  ±  0.5  °C. After  the  thermal  treatments,  the  vials were  immediately  removed 

and  placed  in  an  ice  bath  for  90  seconds  to  cool  to  4  °C.  In  order  to  prevent 

further  degradation  of  EGCG,  ascorbic  acid  as  an  optimal  agent  was  added  to 

reduce pH of the solution  to 3 before dissolving  zein fibers  by adding ethanol.  In 

order  to  replicate  the  stability  of  EGCG  at 4  and  25  °C,  the  solutions  containing 

fibers  were  stored  at  4  and  25  °C  without  heat  treatment.  The  extraction  and 

analysis  of  EGCG  encapsulated  in  the  fibers  were  performed  under  ambient 

conditions. 

6.3.5  HPLC analysis 

Analysis  of  ()EGCG and  its degraded  compounds  was  performed  using  a 

HPLC equipped with a photodiode array UV detector  (2695/2696 Waters,  Milford, 

Mass.j  U.S.A.)  and  a  C18  reversed  phase  column  (150  mm  x  3.9  m/  4  |jm, 

Waters,  state,  country).  The  HLPC  was  equipped  with  an  autoinjector  and 

controlled  at  20 ±  1  °C. The  mobile  phases were  0.1%  (v/v)  formic  acid  in  water 

(eluent  A)  and  100%  acetonitrile  (eluent  B)  used  at  a  constant  flow  rate  of  0.8 

mL/min. The elution gradient  applied was:  0  1 0  min,  10%  B;  1 0  3 0  min,  linear 

gradient  from  10 to  30%  B; 30   40  min,  30   60%  B; 40    45  min  60   10%  B; 

45   55 min  10% B. The elution time for a single  run took 55 min and the  postrun 

time was  10 min. The sample  injection volume was 20  pL.  Detection was  carried 

out  at  275  nm wavelength.  Retention  times  for  ()EGC,  ()EGCG  and  ()GCG 

were 6.6 min,  17.1 min and  19.2 min,  respectively  (Figure  18). 
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Figure 18 - HPLC profile of EGC, EGCG and GCG standards was detected at 

274.5 nm respectively. 
s 

HLPC grade pure standards of ()EGC, ()EGCG and  ()GCG were  freshly 

prepared  in  aqueous  solution.  Five  concentrations  of  each  standard  solution 

were  made  at  0.02,  0.04,  0.06,  0.08,  and  0.10  mg/mL.  Calibration  curves  for  the 

three  standards  were  linear  with  the  coefficients  of  determination  (R2)  close  to 

unity  (see Appendix  in Section  10). 

The amount  of  EGCG encapsulated  within  the fibers  (W E GCG) are  calculated 

by subtracting  exactable  EGCG  (WEGcGe) from  the total  (residual  and  extractable) 

EGCG  (WEGCGr) determined  as  the  following  extractable  process.  The  equations 

are described as followed: 

(Equation  6.1) 
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(Equation 6.2) 

(Equation  6.3) 

L6 = (Lx +L2+L4+L5)-L (Equation 6.4) 

unlike  preliminary  stability  study,  where L3  is  the  determined  volume  for 

extractable  EGCG, L6  is the volume of remaining extractable and  residual  EGCG, 

which  is  subtracted  the  determined  volume  of  extractable  EGCG  (L3)  from  the 

total volume  of aqueous  solutions  (buffer  solution with  the  range  of pH4   9  (Z/), 

ascorbic  acid  for  preventing  further  degradation  after  treatments  (L2),  aqueous 

ethanol for dissolving zein  fibers  (L4) and water  for  precipitating  zein protein (L5). 

The procedure  is shown  in Figure  19. WEGCG0  is the  initial amount of EGCG  added 

in the  polymer  solution,  calculated  by multiplying  the weight of electrospun  fibers 

with percentage of EGCG containing  in the fibers, as shown: 

therefore,  the  percentage  of  residual  EGCG  (p)  is  calculated  as  the  ratio  of  the 

determined  weight  of  EGCG  (WEGCG,) divided  by  the  calculated  weight  of  initial 

EGCG ( WEGCG„)  based on the amount added  in the formulation, 

W ' 
= egcg^  x looo/0 

j  i 

( W, 
w, EGCG0 

(Equation  6.5) 

W 
p% =

 EGCG' x 1 0 0 % 
W RR

 EGCG, 

(Equation 6.6) 
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The calculation  procedures  for  determinations  of  EGCG degraded  products 

including  GCG,  EGC  and  etc.,  are  the  same  as  the  calculation  methodology  for 

encapsulated  EGCG  in  fibers  and  exactable  EGCG  from  fibers.  Also,  EGCG 

powders  and their  degraded  compounds  as the controls are processed  the  same 

procedures  of  various  treatments,  including  extraction,  HPLC  determination  and 

calculation  as  the  process  of  EGCG  samples  described  above.  The  percentage 

of  EGCG  controls  and  their  degraded  constitutes  are  calculated  as  ratios  of  the 

determined weight of EGCG controls divided by the weight of  initial EGCG  added 

in the  formulation. 

6.3.6  EGCG extraction and  determination 

Results  from  the  preliminary  stability  study  presented  in  Section  5 

suggested that maximal  EGCG  retention  in fiber was achieved  in water when  the 

zein  fibers  were  aged  for  at  least  1  day  at  0%  RH.  Thus,  the  same  aging 

treatment  was  used  before  subjecting  the  fibers  to  this  stability  study.  To 

evaluate  the stability  of the encapsulated  EGCG,  aged fibers were submerged  in 

solutions  of  various  pH  ranging  from  4  9  and  treated  at  4    100  °C.  After  the 

treatments,  pH values  of  solutions  were  decreased  to  3 by adding  ascorbic  acid 

to  prevent  further  degradation.  Then,  the  resulting  supernatant  with  EGCG  was 

examined  by  HPLC  for  "extractable  EGCG". To determine  the  mixture  fraction  of 

"residual"  and  the  rest  of  "extractable"  EGCG,  the  zein  fibers  were  dissolved  in 

aqueous ethanol,  followed  by adding water  gradually  to  precipitate  the zein.  The 

whole process was schematically  represented  in Figure  17.  In order to  release all 

the  EGCG, the resulting solution was centrifuged,  filtered, and analyzed by  HPLC. 



The  EGCG  remaining was  calculated as a  ratio of  the determined  EGCG  divided 

by  the  amount  of  EGCG  used  in  the  formulation  (Equation  6.5).  All  the 

experiments  were  performed  in  at  least  triplicate,  and  data  were  presented  as 

means ± standard  deviations. 

Fibers 

Thermal 
treatments at 

4100°C 

l  > 

Ascorbic 
acid, I,2 

Extractable EGCG, 

W.v/v.v 

Aqueous solutions at 
49 pH, Z, 

Add ethanol, l,4 

HPLC, Lt 

Extractable & Residual EGCG, 

Figure 19 - Schematic representation of EGCG extraction process for the 

stability study. 

6.4  Results and  Discussions 

6.4.1  pH effects on EGCG stability 

The degradation of fiberencapsulated  EGCG  increased with  increasing  pH. 

At  pH 9,  there was  more  than  80%  EGCG  loss after  300  minute  treatment  when 

held  at  under  ambient  conditions.  However,  the  unencapsulated  EGCG  control 

samples  dropped  close  to  0  after  300  minute  exposure  to  pH  9  solution  (Figure 

20A).  By contrast,  the  residual  EGCG  in aqueous  system at  pH 7 was 40%  after 
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exposure for 2 day  (Figure 20B). The enhanced degradation of EGCG  is believed 

to  be  caused  by  the  protonsemiquinone  free  radicals  occurring  at  neutral  or 

alkaline  pH,  making  it  more  susceptible  to  degradation  and  deformation  (Wang 

and others 2006). 

In  acidic  solution  (pH  5),  the  percentage  of  EGCG  remaining  in  the  fibers 

was  60%,  which  was  considerably  higher  than  in  the  alkaline  solution  (Figure 

20C).  Similar  observations  were  reported  by  other  researchers  in  other  non

encapsulated  systems  (Yoshioka  and  others  1991;  Komatsu  and  others  1992; 

Zhu  and  others  1997;  Zimeri  and  Tong  1999).  At  pH  3,  the  stability  of  the 

encapsulatedEGCG  was  further  enhanced,  resulting  in  greater  than  90% 

retention  after  exposure  for  up  to  2  days.  However,  about  40%  of  the 

unencapsulated  EGCG  control  was  degraded  under  the  same  condition.  The 

stability  observations  show that  EGCG was vulnerable  to degradation  at  ambient 

condition  in  aqueous  solution  of  pH  ranging  from  3  to  9.  However,  higher 

amounts  of  EGCG  were  recovered  than  controls  in  solutions  with  various  pH, 

respectively,  when  the  polyphenol  was  encapsulated  in zein fiber,  indicating  that 

electrospun  zein fiber  could  improve  the stability  of  EGCG. The  degradation  rate 

of  EGCG was  increased with an  increase of pH. The  higher  the  pH values of  the 

medium, the greater the amount of EGCG that degraded. 

The  stability  data  show  that  EGCG  was  vulnerable  to  degradation  at 

ambient  conditions  in aqueous solution of pH  ranging from  3 to 9. However,  high 

amounts  of  EGCG  were  recovered  when  the  polyphenol  was  encapsulated  in 

zein  fiber  and  tested  under  the  same  condition,  indicating  that  electrospun  zein 



fiber  could  improve  the  stability  of  EGCG.  The  degradation  rate  of  EGCG  was 

increased with an  increase of pH (Figure 20). 

Figure 20 - Remaining percentage of residual EGCG encapsulated by 

electrospun zein fibers at  25  °C in various pH, compared to percentage of 

controls. A: pH  9; B: pH  7; C; pH 5 and D: pH 3. 

6.4.2  Temperature effects on EGCG stability 

Temperature  is  one  of  the  factors  that  affect  the  stability  of  EGCG.  Figure 

21 compared  the  stability  of  EGCG encapsulated  by electrospun  zein  fibers  with 

unencapsulated  control  samples  in  pH  7  aqueous  solution  at  different 

temperatures.  As  shown,  the  degradation  of  EGCG  increased  with  increasing 
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temperature.  At  4  °C,  75%  EGCG  was  retained  when  the  polyphenol  was 

encapsulated  in electrospun  zein fibers  for  up to 2 days, whereas  all  EGCG  was 

degraded at 100 °C within  1 hour. 

In  Figure  21D,  about  60%  of  EGCG  (control)  was  lost  when  immersed  in 

solution  with  pH  7  for  4  days  at  4  °C.  In  contrast,  EGCG  encapsulated  in  zein 

fibers  remained  75%  for  the  same  period  at  4  °C.  At  ambient  temperature  (25 

°C),  almost  half  of  the  encapsulated  EGCG  in  zein  fibers  was  retained.  On  the 

other  hand,  only  about  15% of  the  unencapsulated  EGCG was  recovered  under 

the  same  condition  (Figure 21C). At  70 °C and  after  1.5 hours  of exposure  in pH 

7  buffer  solution  (Figure  21B),  although  EGCG  in  both  the  encapsulated  and 

control samples were completed  lost, the amount of  residual  EGCG  in fibers  was 

about  twice as compared to the controls,  indicating the EGCG stabilizing effect of 

the  electrospun  zein  fibers.  In  Figure  21A,  EGCG  was  completely  degraded  at 

100 °C  in the solution with pH 7, suggesting that the higher temperature  adopted, 

the  greater  the  degradation  reaction.  This  led  us  to  speculate  that  the  thermal 

treatment  would  mainly  cause  the  epimerization.  The  observation  was  in  the 

agreement  with  Chen  (Chen  and  others  2001).  And  also,  no  significant 

differences between the percentages of EGCG encapsulated  in fibers and  EGCG 

controls,  both  treated  in  aqueous  system  with  pH  7  at  100  °C.  After  two  hours 

treatments,  there were  no or  little amounts of EGCG observed  and all the  EGCG 

was  totally  degraded  in  solution  with  pH  7,  this  observation  was  possibility 

caused  by the fact that EGCG corresponding  epimers, degraded compounds  and 

other diffused substitutes,  were  simultaneously  produced  during  processing.  The 



degradation  of  EGCG encapsulated  in fibers  might  be  related  to epimerization  of 

EGCG  to  GCG,  degradation  to  other  compounds,  and  diffusion  from  the  fibers 

into the surrounding  solution. 

Figure 21 - Remaining percentage of residual EGCG encapsulated by 

electrospun zein fibers in aqueous system with pH 7 at  different  temperature, 

compared to the percentage of controls. A: 100 °C; B: 60 °C; C: 25 °C and D: 4 

°C. 

6.4.3  EGCG  epimerization 

The  percentage  of EGCG  remaining  and the percentage  of GCG formed  for 

the  encapsulated  and  control  samples  under  different  RH  and  temperature 
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conditions  are  summarized  in  Figure  22. As  shown,  the  rates  of degradation  for 

EGCG  encapsulated  in  zein  were  slower  as  compared  to  the  control  samples, 

indicating  that  the  electrospun  zein  fibers  did  improve  the  stability  of  EGCG. 

While  the  encapsulated  EGCG  decrease  with  time,  an  increase  of  GCG  was 

detected.  For  the  unencapsulated  EGCG  control  samples,  its  epimerization 

resulted  in  the  formation  of  GCG  which  first  increased  to  a  maximum 

concentration  and then declined  (Figure 22B,  D and  F). The presence  of  maxima 

in  GCG  profiles  indicated  that  the  nonepimer  was  also  susceptible  to 

degradation  in  the  aqueous  solution.  This  epimerization  trend was  similar  to  the 

observation occurred  in the solution with pH 5 at  120 °C  in the  report by Seto and 

others  (1997).  In general,  the  lower  initial  rate of GCG formation and the  absence 

of  maxima  in  the  GCG  profile  appeared  to  suggest  that  the  electrospun  zein 

fibers  stabilize  not  only  EGCG  but  also  its  GCG  epimer  GCG  under  the  tested 

conditions. 

The  effect  of  temperature  on  the  epimerization  reaction  is  evident  when 

comparing  Figure 22B and Figure 22D. Here, higher concentrations of GCG were 

detected  within  the  first  90 min  of exposure  in pH  9 solution  at  100 °C  than  at  4 

°C,  indicating  that  the  higher  the  temperature,  the  faster  the  epimerization  of 

EGCG to GCG.  Moreover,  the  maximal  concentration  occurred  sooner  at  100 °C 

(~ 25  min)  as  compared  to 4°C  300  min).  This  led  us  to  believe  that  thermal 

treatment  can  accelerate  both  the  conversion  of  EGCG  to  GCG,  as  well  as  the 

degradation  of  GCG.  This  observation  is  in  the  agreement  with  Chen,  Komatsu, 

Xu, Wang and others  (Komatsu and others  1992; Chen and others 2001; Xia  and 



Xu  2005;  Wang  and  others  2006).  Moreover,  in  Figure  22B,  around  3%  GCG  of 

total  EGCG  applied  to  fibers  was  still  epimerized  from  EGCG  encapsulated  in 

fibers at 4 °C, suggesting  that the epimerization  of EGCG could still take  place at 

refrigeration temperature,  although at much  lower  rate. 

The  effect  of  pH  can  be  observed  by  comparing  Figure  22D  and  F.  As 

shown,  at  the  same  temperature  (100  °C),  higher  amounts  of  GCG  were 

observed  in  the  solution  with  pH  9  than  pH  3.  Also,  the  GCG  profile  for  the 

control  sample  reached  the  maximal  concentration  earlier  and  degraded  faster 

for  pH  9  solution  than  pH  3  at  the  same  temperature.  These  results  suggested 

that  elevated  pH can accelerate  the epimerization,  as well  as  the  degradation  of 

the GCG epimer. 
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Figure 22 - Percent remaining of residual EGCG and its epimer, GCG, in 

electrospun zein fibers as compared with the percentage of EGCG control and its 

epimer under various pH and temperature conditions: A: EGCG at pH 9 and 4 °C; 

B: GCG at pH 9 and 4 °C; C: EGCG at pH 9 and 100 °C; D: GCG at pH 9 and 

100 °C; E: EGCG at pH 3 and 100 °C and F: GCG at pH 3 and 100 °C. 
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6.4.4  EGCG  degradation 

The  residual  profiles  of  EGCG  and  EGC  in electrospun  zein  fibers,  as  well 

as  the  unencapsulated  control  samples  are  compared  in  Figure  23.  As  shown, 

higher  temperature  and  pH  (100  °C,  pH  9)  increased  the  rates  of  EGCG 

degradation,  while  low  temperature  and  low  pH  (4  °C,  pH  3)  enhanced  the 

stability  of  EGCG. At  the  same,  by  contrast,  an  increase  of  EGC  was  observed. 

Similar  to  the  GCG  formation  profiles  (Figure  22),  within  the  time  frame  of  the 

experiment,  a  continual  increase  of  EGC  was  observed  in  zein  fibers,  while  a 

maximum was observed  for  the  unencapsulated  samples  (Figure 23B,  D and  F). 

The  depletion  of  GCG  at  greater  incubation  times  for  the  controls  implies  that 

EGC  was  also  susceptible  to  degradation  in the  aqueous  solution,  The  fact  that 

EGC  continued  to  accumulate  in  zein  fibers  (within  the  time  frame  of  the 

experiment)  suggested  that  the  electrospun  zein fibers  not only  reduced  the  rate 

of degradation  of  EGCG  but  also  protected  EGC  from  further  degradation  under 

the experimental  conditions. 
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Figure 23 - Percent remaining of residual EGCG encapsulated by electrospun 

zein fibers and its degraded compounds, EGC, compared to the percentage of 

EGCG control and its degraded compounds in various conditions. A: EGCG 

under pH 9 at 4 °C; B: EGC under pH 9 at 4 °C; C: EGCG under pH 9 at 100 °C; 

D: EGC under pH 9 at 100 °C; E: EGCG under pH 3 at 100 °C and F: EGC 

under pH 3 at 100 °C. 
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6.4.5  Diffusion of EGCG into the aqueous  solution 

Figure 24 shows  the  percent  profiles  of  residual  EGCG  in fibers  and  EGCG 

diffused  into  the  aqueous  solution  with  pH  7  at  60  and  100  °C.  As  shown  in 

Figure  24  and  Figure  25,  the  concentrations  of  encapsulated  EGCG  decreased 

with  increasing  time,  while  the  amount  of  EGCG  diffused  from  the  fibers 

increased  with  time  to  a  maximum  concentration  and  then  declined  with  time  in 

the  aqueous  solutions.  Moreover,  the  times  when  the  maximal  EGCG  occurred 

were  temperature  dependent;  increasing  temperature  caused  the  maximum 

EGCG  concentration  to  take  place  sooner;  the  EGCG  released  reached  a 

maximum  concentration  of 28.96%  at  10 min  and  then  decreased  to  8.73%  at 1 

hour  for  pH  7  solution  at  100  °C.  By contrast,  at  lower  treatment  temperature  of 

60  °C, 23.95%  of diffused  EGCG was  detected  at  30  min  and  then  degraded  to 

15.20%. This  implies  that  the depletion  of  EGCG  in the fiber  can be attributed  to 

at  least  two  mechanisms.  One  mechanism  was  related  to  the  degradation  while 

EGCG  was  immobilized  in the  fiber,  and  the  second  mechanism  was  caused  by 

the  leaching  of  EGCG  into  the  aqueous  solution.  The  higher  temperature 

employed  not  only  enhanced  the  diffusion  of  EGCG  into  the  solution,  but  also 

speeded  up  the  degradation  of  the  unprotected  EGCG.  The  increased  diffusion 

and  rate  of  degradation  for  EGCG  at  elevated  temperature  may  be  a  result  of 

disruption of hydrogen bonds acting  between zein polymer and  EGCG  molecules. 
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Figure 24 - The percentage of residual EGCG encapsulated by electrospun zein 

fibers (A) and EGCG diffused from fibers into the aqueous solution (B) at pH 7 at 

two  temperatures. 

The  effects  of  pH  on  the  residual  EGCG  in zein  fibers  and  EGCG  diffused 

into  the  aqueous  solutions  at  60 °C  were  illustrated  in  Figure  25.  At  pH  9,  the 

concentrations  of  encapsulated  EGCG  decreased  with  increasing  time,  while 

EGCG  in the  solution  increased  to  a maximum  concentration  and  then  declined 

with  increasing  time.  However,  at  pH  5,  the  EGCG  diffused  into  the  solution 

appeared  to  plateau  off  with  increasing  time,  suggesting  that  EGCG  was  more 

stable  under  the acidic  conditions.  Based  on the observed  greater  rate of  EGCG 

release  from  the  fiber  at  pH  9 than  pH  5  (as depicted  by  the  greater  initial  slope 

of the concentration  profiles for pH 9), we can conclude that the release of  EGCG 

from the electrospun zein fibers was  pHdependent. 
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Figure 25 - The percentage of residual EGCG encapsulated by electrospun zein 

fibers (A) and diffused EGCG from fibers (B) at 60 °C in aqueous system with pH 

5 and 9. 
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6.5  Conclusions 

In  this  study,  the  stability  of  EGCG  encapsulated  in  electrospun  zein  fiber 

and  EGCG degraded products were evaluated  by applying the elution gradient  in 

HPLC.  In  conclusion,  the  stability  of  zein  fiberencapsulated  EGCG  was 

enhanced  as  compared  to  the  unprotected  controls.  Based  on  the  experimental 

observations,  the  main  degradation  of  EGCG  encapsulated  in  fibers  were 

epimerization  from  EGCG  to  GCG,  degradation  to  degraded  compounds  and 

diffusion  loss  from  fibers  into  the  aqueous  solutions.  The  encapsulated  EGCG 

samples  were  vulnerable  to  alkaline  pH  and  elevated  temperature  conditions. 

The  degradation  of  EGCG  encapsulated  in electrospun  zein  fibers was  found  to 

increase  with  increasing  pH.  Moreover,  the  higher  the  temperature,  the  greater 

the  rate of degradation  reaction.  Furthermore,  it was observed  that  epimerization 

and  degradation  reactions  took  places  simultaneously  in  the  aqueous  system, 

and  the  stability  of  EGCG  encapsulated  in  electrospun  fibers  in  aqueous 

solutions was strongly dependent on pH and  temperature. 

Although  the  stability  of  EGCG  encapsulated  in  electrospun  zein  fibers  as 

carriers  in  aqueous  systems  has  been  shown  significantly  improved,  to  further 

investigate this  research,  kinetic model and rate constants of reaction kinetics  are 

needed. 
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7  KINETIC MODELLING  OF EGCG  DEGRADATION 

7.1  Introduction 

In  Chapter  6,  we  observed  that  the  stability  of  EGCG  in  electrospun  zein 

fibers was affected by temperature  and pH.  In this section, a mathematical  model 

was  developed  to  predict  the  epimerization  and  degradation  kinetics  of  EGCG 

under different pH and temperature  conditions that are commonly  applied  to  food 

products. 

It  is well  documented  that  epimerization  and degradation  due  to  loss  of  the 

gallate group are the  main  reactions  that  contribute  to the degradation  of  EGCG. 

Moreover,  the  epimerization  and  degradation  followed  pseudo  firstorder 

reactions  and  that  the  relationship  of  rate  constants  to  temperature  for  these 

reactions  followed  the  Arrhenius  equation  (Zimeri  and  Tong  1999;  Wang  and 

others 2006; Wang  and  others  2008). Wang  and other  researchers  reported  that 

the  degradation  and  epimerization  of  tea  catechins  can  take  place 

simultaneously  during  thermal  processing  (Wang  and  others  2006).  Moreover, 

the  degradation  of  tea  catechins  was  found  to  follow  first  order  kinetics  (Zimeri 

and  Tong  1999).  The  temperature  and  pHdependent  relationships  of  rate 

constant  were  adequately  modeled  by  the  Arrhenius  equation.  A  mathematical 

model  that  relates  the  rate  constant  to  temperature,  pH  was  developed  and 

validated.  Komatsu  and  others  (1992)  studied  the effects  of  pH and  temperature 

on  reaction  kinetics  of  catechins  in  a  green  tea  infusion  (Komatsu  and  others 

1992).  They  found  that  the  apparent  first  order  reaction  proceeded  in  slightly 
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acidic  media  under  sterilization  conditions,  and  the  turning  point  temperature  on 

an Arrhenius plot was observed at 82 °C. 

Although  a  number  of  articles  have  been  published  on  the  degradation 

kinetics of  EGCG,  no  research  has been done  to date on modeling  the  kinetic  of 

degradation  for  zein  fiberencapsulated  EGCG  in  aqueous  solution  over  a  wide 

temperature  range.  The  objectives  of  our  study  were:  (1)  to  develop  the 

preliminary  mathematically  kinetic  model  for  understanding  the  degradation  of 

EGCG  modified  in  electrospun  zein  fibers,  (2)  to  determine  the  degradation 

kinetics  of  EGCG  as  a  function  of  pH  and  temperature  in  aqueous  model 

solutions,  (3)  to  establish  the  rate  constants  for  epimerization  and  degradation 

reactions,  and  (4)  to  calculate  and  analyze  the  activation  energies  of 

epimerization,  degradation and diffusion  reactions. 

7.2  Methods and  Materials 

The  loss  of  encapsulated  EGCG  in  zein  fibers  is  expected  to  take  place 

based  on  three  mechanism,  namely  epimerization  to  GCG,  degradation  to  non

gallate  EGC,  and diffusion from  the fibers  into the  surrounding  aqueous  solution. 

Also,  we  hypothesize  that  EGCG  undergoes  epimerization  to  GCG.  Moreover, 

both EGCG  and GCG could  be degraded  via  the  loss of the gallate group  during 

treatments.  These  models  of  EGCG  degradation  are  shown  schematically  in 

Figure 26.  In this  representation,  the  rate constant for the epimerization  of  EGCG 

to  GCG  nonepimer  was  represented  by ki. k2  is  the  rate  constant  for  the 

diffusion  of  EGCG  from  fibers  into  the  aqueous  solution  and  fo  represented  the 
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rate constant of EGCG degradation  in the solution.  Since the chemical  structures 

of  EGCG  and  GCG  only  differ  slightly  between 2R, 3R  (2,  3c/s,  epistructure) 

and 2S, 3R  (2,  3-trans,  nonepistructure)  (Figure  17),  it  is assumed  that  the  rate 

constants  of  degradation  of  EGCG  and  GCG  structures  were  similar.  Here, kyi 

represented  the  degradation  rate  constant  for  both  GCG  and  EGCG  within  the 

fibers, while ky0  is the  rate constant of degradation of both GCG and EGCG  in the 

solution.  In  this  model,  the  assumptions  are  the  reactions  are  only  degradation 

and  epimerization  of  EGCG;  the  reactions  are  onedirectional;  the  diffusion  of 

degraded products are not considered due to no or little amount. 

Inside Fiber  Outside Fiber 

Epimerization 

Degradation 

Degradation 
Diffused 

Degraded 

Compounds 

Degraded 

Compounds 

EGCG (yG) 

GCG(z0) 

Figure 26- Schematic representation of EGCG reactions. 
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7.2.1  Modeling  Approach 

Since  the  degradation  of  EGCG  followed  firstorder  kinetics  (Zimeri  and 

Tong  1999;  Wang  and  others  2006),  the  reaction  can  be  described  by  the 

following  equation: 

where x  is the concentration  of EGCG at time t, x0  is the  initial  concentration, k is 

the  rate  constant  of  EGCG  degradation  or  epimerization.  Based  on  the 

assumption  mentioned  above,  the  rate  constants  Arof the  degradation  of the  total 

EGCG  and  GCG  could  be  obtained  from  the  slope  of  a  bestfitted  straight  line 

plotted ln(x/x0) against time t.  It was assumed  that  the  rate constants k follow  the 

Arrhenius equation as described  below, 

Where A  is  the  frequency  factor, Ea  is  the  activation  energy, R  is  the  ideal  gas 

constant,  and T is the temperature  in  Kelvin. Ea and A  could  be determined  from 

the slope and  intercept of the bestfitted straight  line of ln(k) versus  1/7 plot. 

In our  kinetic  modeling,  both epimerization  and degradation were  taken  into 

account,  because  they  occurred  simultaneously  (Wang  and  others  2006). 

Assuming  the  degradation  reactions  follow  pseudo  first  order  kinetics,  the 

reactions can be described as follows: 

ln(x/ x 0 ) = -kt 
(Equation  7.1) 

(Equation  7.2) 
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y;=-(k,+k2+kyi)yi (Equation 7.3) 

z/ = kiyl - kyoz.  (Equation  7.4) 

y0'  =   f e  + kyo )y0  + Kyi  (Equation 7.5) 

zo = k3yo-
kyozo  (Equation  7.6) 

where yt\ z,\ y<?  and zQ' were  the  rate  of  change  for yt  (concentration  of  EGCG 

encapsulated  in  zein  fibers),  z,  (concentration  of  GCG  produced  that  was 

immobilized within the fibers), y0  (concentration  of EGCG diffused from fibers  into 

the solution) and za (concentration of GCG produced from the EGCG diffused  into 

the solution),  respectively. 

y"= ~{kx +k2+ kyik'  (Equation 7.7) 

rearranging equation 7.7 to 

y"+{kx +k2 +kyi)yi
}
= 0  (Equation 7.8) 

Those are secondorder ordinary differential equations derived from equation 7.3. 

d 

Set r -  —— = v,', the formulas above  lead to 
d, 

r ^ + \ + k 2 + ky)x r = 0  (Equation 7.9) 
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therefore,  r, = (&, +k2+ k ), r2=0.  Its solution  (Spivak 2006) can be described 

as: 

v, = C, exp(r.f) + C, exp(r,f) /r_ „ 
•r<  1  1  '  2  '  (Equation 7.9) 

y,' = C.r. exp(r^) + C9r9 exp(r^) _ . _ _ 1 1  F V  1  7  2 2  F V  2  7  (Equation 7.10) 

where  C/  and C2  were  the  rate  constants  to  be  determined  by  the  initial 

conditions.  Note that when t = 0, yt  (0)  =  100, z, (0)  = 0, y0  (0)  = 0 and zo(0)  = 0. 

Substituting  these  into equation 7.10 gives: 

C , + C 2 = 1 0 0 ... 1  2  (Equation  7.11) 

C 2 ~ 1 0 0  C l  (Equation  7.12) 

substituting  the  above  into  equation  7.3  and  7.10  and  taking t  =  0,  the  two 

constants can be derived as: 

1  '  2  (Equation  7.13) 

substituting r,  and  C;  into  equation  7.4,  a  mathematical  model  for  predicting  the 

concentration of EGCG encapsulated  in zein fibers  is obtained: 

v — 100 exp(- (k, + k . ) t ) F V  v  1  2  y i J  '  (Equation  7.14) 
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Similarly,  the  model  equations  for  the  concentration  of  EGCG  diffused  from 

fibers  into  the  solutions  (y0)  and  concentration  of  GCG  produced  from 

encapsulated  EGCG  in  fibers  (Zimeri  and  Tong)  can  be  derived  as  Equations 

7.15 and 7.16,  respectively: 

y °  = (k +k )-(k{
2+k +k  + k l +kyl)

t)-QXA-(k2+kyi)t\ 

(Equation  7.15) 

Z /  =
 (1°°^ ) ky> ^ ~ e X P ( " ^ +k2+ kyi  ) ' ) ] 

(Equation  7.16) 

To  determine  the  specific  rate  constants  of h, k2  and kyl,  the  Matlab 

programming  output  is decribed  in Appendix  10.4 section. 

7.2.2  Fitting of kinetic models to experiment  data 

Matlab 7.0 Nonlinear  regression analyses were conducted  using  Matlab  7.0 

(The  MathWorks  Inc.,  Natick,  Ma.,  U.S.A.)  to  model  the  degradation  reaction 

kinetics  and  estimate  the  rate  constants  for  epimerization  (ki),  degradation  (kyi) 

and diffusion  (k2) of EGCG encapsulated  in fibers. The detailed  procedure  for  the 

model fitting  and  rate constants  determination  for  treatments  in aqueous  solution 

with  pH  7  at  100  °C  is given  as  an  example  in Appendix  10.4  section.  Microsoft 

Excel  program  applied  linear  regression  analysis  for  firstorder  degradation  of 

EGCG  encapsulated  in  electrospun  zein  fibers  at  various  temperatures  in 
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aqueous  solutions,  where  the  goodness  of fit was evaluated  by the coefficient  of 

determination  (R2). 

7.3  Results and  Discussions 

7.3.1  Verification of the pseudo firstorder  kinetics for the degradation  of 

EGCG encapsulated  in fibers 

According  to  equation  7.1,  the  rate  constants  (ki + k2 +  kyi) of  encapsulated 

EGCG  degradation  at  different  temperatures  can  be  obtained  by  plotting  ln(x/x0) 

vs t, where x  is the total  concentration  of  EGCG determined  from fibers and x0  is 

the  amount  of  EGCG  added  into  the  formulation.  Thus,  straight  lines  are  shown 

in  Figure  27.  It was  found  that  rate  constant k  of  EGCG  degradation  increased 

with  increasing  of  temperature.  High  values  of  coefficients  of  determination  (R2, 

0.8531    0.992)  were  obtained  for  all  regressions  indicating  the  assumption  that 

degradation  of  EGCG at  temperatures  form 4    100 °C  indeed  followed  the  first

order  kinetics. 
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Figure 27   Arrhenius plots of apparent first-order degradation of EGCG 

encapsulated in electrospun zein fibers at various temperatures in aqueous 

solutions with pH 9. 

7.3.2  Rate constant of EGCG  epimerization 

Figure  28  shows  the  Arrhenius  plots  for  ki  in  aqueous  solution  under 

different pH conditions,  as compared  to the  EGCG controls. These  plots  showed 

that  the  epimerization  reaction  was  enhanced  with  increasing  temperature  and 

pH.  The  bestfit  lines  of  samples  encapsulated  in  fibers  and  controls  with 

relatively  high  values  of  R2  in  the  range  of  0.9799    0.9948,  and  the  values  of 

RMSE  are  relatively  low  in  the  range  of  0.85  to  2.51,  suggesting  that  activation 

energy  indeed  remains  unchanged.  The epimerization  of  EGCG encapsulated  in 

fibers  and  unprotected  control  both  follow  the  firstorder  kinetics  at  various 

temperatures,  the  results  are  in agreement  with  the  report  of Wang  and  others, 

but  they only  report on  the epimerization  of  EGCG  (unprotected  controls)  (Wang 

and others 2008).  It  is noteworthy that  ki values for encapsulated  EGCG for  pH 3 
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and  5 at 4  °C are  not  reported  in  Figure 28  because  no or  negligible  amounts  of 

GCG  were  detected.  This  suggests  that  EGCG  encapsulated  in  electrospun 

fibers are stable  in acidic aqueous solution and  lower temperature.  Moreover,  the 

slopes  for  the  control  sample  plots  are  larger  than  those  of  the  encapsulated 

EGCG  plots,  implying  that  the  epimerization  reaction  was  slower  in  the 

encapsulated  samples  than  the  controls.  This  indicated  that  the  electrospun 

fibers  improved  the  stability  of  EGCG  in  the  aqueous  systems,  which  was 

consistent with the discussion  in previous  section. 

1/T(K) 

Figure 28 - Arrhenius plots of the rate constants (ki) for epimerization reactions 

of EGCG immobilized in electrospun fibers in aqueous system under different pH 

conditions. 
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7.3.3  Rate constant of EGCG  degradation 

The  Arrhenius  plots  in  Figure  29  describe  that  degradation  reactions  of 

EGCG  and  GCG  enhanced  with  increasing  temperature  and  pH.  The  slopes  for 

degradation  plots  of encapsulated  EGCG  are  less than  EGCG  controls,  implying 

degradation  reaction  is  faster  in  the  controls  than  in  the  encapsulated  samples. 

As  shown,  the  values  of  rate  constant  ky  for  encapsulated  EGCG  and  GCG 

(samples)  degradation  in  solution  with  pH  3  and  5 at  4  °C  are  not  described  in 

the  figure  29,  possibly  because  no  or  little  amounts  of  corresponding  degraded 

compounds  detected,  suggesting  that  EGCG  encapsulated  in electrospun  fibers 

are  stable  in  the  acidic  aqueous  solution  at  lower  temperature.  Moreover,  the 

bestfit  lines of samples with  relatively  high values of  R2  in the  range of 0.9714  

0.9866,  and  the  values  of  RMSE  are  relatively  low  in  the  range  of  0.85  to  2.51, 

suggesting  degradation  of  EGCG  and  GCG  immobilized  in electrospun  fibers  in 

the  aqueous  model  solutions  followed  the  pseudofirst  order  kinetics.  Again,  the 

observations  provided  evidence  that  the  electrospun  fibers  improved  the  stability 

of EGCG  in the aqueous  systems. 
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Figure 29 - Arrhenius plots of the rate constants for the degradation reactions of 

EGCG + GCG immobilized in electrospun fibers in aqueous system under 

different pH conditions. 

7.3.4  Rate constant of EGCG  release 

Figure  30 describes  Arrhenius  plots  of  the  rate  constants  (k2)  of  the  EGCG 

diffused from electrospun fibers  in aqueous system  under different pH  conditions. 

As  shown,  higher  pH  has  higher  rate  constant  of  EGCG  release  from  fibers, 

implying  that  the  release  of  EGCG  from  zein  fiber  is  pHdependent.  This 

interactive  effect  may  be  beneficial  for  promoting  the  release  of  EGCG  from  the 

fiber  in  the  intestinal  condition  when  the  pH  is  more  alkaline.  Moreover,  higher 

temperature  influenced  the  diffusion  of  encapsulated  EGCG  from  fibers  in  the 

solutions,  indicating  that  high  temperatures  might  cause  physical  damage  and 

the  hydrogen  bonds  between  zein  fiber  and  EGCG  could  be  broken  during 

thermal  treatments. 
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Figure 30 - Arrhenius plots of the rate constants (k2) of the EGCG diffused from 

electrospun fibers in aqueous system under different pH conditions. 

7.3.5  Activation  Energy 

Table  2  lists  the  activation  energy  (Dousseau  and  Pezlet  1990) 

corresponding  to  the  reaction  kinetics  of  EGCG  encapsulated  in  fibers  and 

EGCG controls,  computed  according  to Arrehnius equation.  The example  for  the 

calsulation  procedure  is given  in the Appendice  10.7 section. The values of Ea for 

the  degradation  of total  (EGCG  + GCG),  the  epimerization  from  EGCG  to  GCG, 

and  diffusion  from  fibers  were  61.86,  38  and  52.51  kJ/mol,  respectively. 

Moreover,  for  the  EGCG  controls,  the  values  for  activation  energy  were  54.86 

and  32.74  kJ/mol  for  epimerization  and  degradation  of  EGCG  +  GCG 

respectively.  However,  these  results  do  not  support  the  report  from  Wang  and 

others,  who  stated  that  the  resulting  values  of  Ea for  the  degradation  of  total 
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catechins  (EGCG  and  GCG)  and  epimerization  from  EGCG  to  GCG were  42.78 

and  117.59  kJ/mol  respectively.  These  differences  are  possibly  due  to  the  fact 

that the  reversible epimerization  reaction was considered  in their  model. 

As  discussed  in  Chapter  6,  the  reaction  rates  of  degradation  and 

epimerization  of  EGCG  was  shown  to  increase  with  an  increase  of  pH.  Here,  it 

was  further  demonstrated  that  the  rate  constants  were  pHsensitive  while  the 

activation energy of all the  reactions  remained essentially  unchanged with  carried 

compositions  in  the  solutions.  For  a  more  definitive  conclusion,  further  research 

is  needed  to  confirm  if  similar  conclusions  could  be  drawn  using  a  wide 

temperature  range. 
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Table 2 - Activation energy (Dousseau and Pezlet) for reaction rate constants of 

EGCG encapsulated in fibers and EGCG controls in pH 3 - 9 aqueous systems 

at various temperatures, ranged from 4-100 °C. 

Aqueous  solution  Encapsulated  sample 

in fibers 

Unencapsulated 

controls 

A: Epimerization from EGCG to GCG. 

pH 3  61.34  kJ/mol  54.84  kJ/mol 

pH5  61.34  kJ/mol  54.86 kJ/mol 

pH7  61.86  kJ/mol  54.81  kJ/mol 

pH9  61.71  kJ/mol  54.31 kJ/mol 

B: Degradation of total EGCG and  its degraded  compounds. 

pH 3  38.55  kJ/mol  32.59 kJ/mol 

pH5  38.27  kJ/mol  32.73  kJ/mol 

pH7  38.00  kJ/mol  32.91 kJ/mol 

pH9  37.38  kJ/mol  32.74  kJ/mol 

C: Diffusion of EGCG from fibers. 

pH 3  52.22  kJ/mol  — 

pH5  52.38  kJ/mol  — 

pH7  52.51  kJ/mol  — 

pH9  52.57  kJ/mol  — 
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7.3.6  Turning  point temperature  in the  reaction kinetics of EGCG 

Figure  31  combines  the  Arrhenius  plots  of  the  rate  constants  for 

epimerization  from  EGCG  to  GCG  encapsulated  in  fibers  (ki  indicated  as  grey 

line)  and  degradation  of  EGCG  and  GCG  (ky  indicated  as  black  line),  and  also 

controls  are  demonstrated  as  well.  Notably,  there  is  a  crossing  point  where  the 

two  lines  crossed  over,  indicating  that  the  epimerization  and  degradation  occur 

simultaneously  and  the  dominance  of  epimerization  and  degradation  reactions 

changes  with  the  temperature.  As  shown,  the  rates  of  the  reactions  alter  their 

order  at the crossing  points.  For  instant,  there  is a crossing  point observed  at 94 

°C, as shown  in Figure 31A. When the processing temperature  is below this  point, 

degradation  reaction  of  EGCG and GCG encapsulated  in fibers trends to  prevail, 

the  rate  constants k for  reactions  of  EGCG  in aqueous  system with  pH 3 can  be 

levelled  as ky  >  /c?. When  the  processing  temperature  increased  to  94  °C  and 

above,  epimerization  from  EGCG  to  GCG  became  a  more  dominant  reaction. 

Similar  trend was  observed  for  the  encapsulated  EGCG  sample,  except  that  the 

turning  point  shifted  to  a  lower  temperature  at  80  °C. The  higher  the  pH  applied 

to  the  solution,  the  lower  the  temperature  where  the  turning  points  occurred, 

indicating that pH affected the order of EGCG degradation  reactions. 

85 



 6 

 8 

10 

 1 2 

pH3 

controls, 80 °C 

A 

samples, 

94 °C 

% 

14 

0.0025 

0 

 2 

4 

 6 

0.003  0.0035  0.004 

pH7 

^ -8 

 1 0 

12 

14 

samples, 

75 °C 

0.0025  0.003  0.0035 

1/T(K) 

0.004 

0 

 2 

4 

 6 

 8 

 1 0 

 1 2 

14 

pH5 

controls, 77 °C 

samples 

84 "C 

0.0025  0.003  0.0035 

pH9 

0 

-2 

4 

 6 

-8 

-10 

-12 

14 

0. 

controls, 68 °C 

0.004 

0.003  0.0035  0.004 

1/T<KJ 

Figure 31 - Arrhenius plots of rate constant (ki) for the epimerization of from 

EGCG to GCG in pH 3 - 9 aqueous systems at various temperatures, ranged 

from 4-100 °C. 

7.3.7  Predictive  data 

Figure 32 shows the predicted  (solid  lines)  and experimental  data  (symbols) 

of  EGCG  encapsulated  in  zein  fibers  under  different  temperature  and  pH 

conditions.  The  RMSE  between  the  modeled  and experimental  data  ranged  from 

0.85  to  2.51,  and  the  coefficients  of  determination  R2  were  all  above  0.95 

indicating  that the  model described  the experimental  results well. The  developed 
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kinetic  models  showed  good  agreement  between  the  experimental  results, 

indicating  that within  the  experimental  conditions  presented  in the  present  study, 

the derived  models described the degradation  kinetics of EGCG quite well. 

200 400 
Time, min 

600 800 

i  i  i 
200  400  600 

Time, min 

Figure 32 - Modeled and experimental values of residual EGCG in various 

aqueous systems. RMSE ranged from 0.85 to 2.51 and R2 > 0.95. 
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7.4  Conclusions 

In  conclusion,  the  stability  of  EGCG  in  aqueous  system  was  successfully 

modeled,  covering  a  wide  range  of  temperature  from  4  to  100  °C.  The 

mathematical models for predicting the concentration of EGCG during  processing 

were  developed.  The  modeled  values  fitted  the  experimental  results  well. 

Epimerization  and  degradation  of  EGCG followed  pseudofirst  order  kinetics  and 

the  rate constants  for  the  reaction  kinetics were  temperature  and  pH  dependent. 

Moreover,  higher  pH  and  temperature  caused  a  higher  rate  of  EGCG  release 

from  fibers,  implying  that  the  release  of  EGCG  from  zein  fiber  is  pHdependent. 

This  interactive effect may  be beneficial  for  promoting  the  release of EGCG  from 

the fiber  in the  intestinal condition when the pH  is more alkaline.  It is worth  noting 

that  the  turning  points  were  identified  when  the  reaction  lines  crossed  over, 

indicating  that  the  epimerization  and  degradation  occurred  simultaneously  and 

the  dominance  of  epimerization  and  degradation  reactions  changes  with  the 

temperature.  The  reaction  rates altered  their  order  at the  crossing  points. As  the 

processing  temperature was below this  point, degradation  reaction of  EGCG  and 

GCG encapsulated  in fibers trended to prevail; When above this temperature,  the 

epimerization  reaction  could  be  more  profound  compared  to  other  reactions. 

Higher  pH  applied  to  solution,  the  lower  turning  points  occurred,  indicating  that 

pH  affected  the  order  of  EGCG  degradation  reactions.  Based  on  the  turning 

points,  it  is  possible  to  manipulate  the  reaction  rates  of  the  epimerization  from 

EGCG  by  adjusting  the  temperature  of a  processing  so  that  a desired  treatment 

applied to the  product. 



The  developed  kinetic  models  showed  good  agreement  between  the 

models  predicted  values  and  the  experimental  results  under  all  experimental 

conditions. The  results with high values of R2 and  low values of RMSE  suggested 

that  the  models  were  valid  and  of  high  quality.  Therefore,  the  methodology  and 

results of this study may provide a useful method for future  research  in assessing 

the  stability  of  EGCG  encapsulated  in  electrospun  zein  fibers  during  various 

processing,  particularly  involving with food  product. 
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8  CONCLUSIONS AND  FUTURE  WORKS 

This  study  developed  a  method  to  electrospin  zein  protein  fibers  and 

investigated  the  interaction  between  protein  structure  and  EGCG,  aimed  at 

enhancing the stability of EGCG in aqueous model systems. 

To  optimize  the  electrospinning  process,  an  inverted  spinneret  setup  was 

adopted  for  continuous  electrospinning  of zein  ultrafine  fiber. The  morphology  of 

the  resulting  fibers  was  mainly  affected  by  the  aqueous  ethanol  concentration, 

zein  protein  concentration,  and  to  a  lesser  extent,  the  electric  field  strength 

tested.  The  optimal  condition  for  forming  beadless  fibers  was  found  to  be  20% 

protein, 70% alcohol, and  15 kV. 

Chapter  5  summarized  that  the  zein  fibers  resisted  solubilization  in  water, 

although swelling and plasticization were apparent after the water treatment.  The 

efficacy  of  zein  fibers  was  tested  for  stabilization  of  a green  tea  polyphenol,  ()

epigallocatechin  gallate  (EGCG), by  incorporating  the  EGCG  in zein  fiberforming 

solutions:  Both  relative  humidity  and  aging  time  after  spinning  were  important  in 

determining  the  stability  of  EGCG  upon  subsequent  contact  with  water.  Freshly 

spun  fibers  were  less  effective  at  immobilizing  the  EGCG  upon  immersion  in 

water  (82%  remaining  percentage)  as  compared  to  fibers  that  were  aged  at  0% 

relative  humidity  for  at  least  1  d  (>  98%  remaining  percentage)  before  water 

immersion.  FTIR  spectra  and  curve  fitting  suggested  that  hydrogen  bonding, 

hydrophobic  interactions,  and  possibly  physical  encapsulation  are  involved  in 

enhancing the  retention of EGCG  in zein fibers that are  immersed  in water.  More 
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studies are currently  underway to characterize  the stability  of  EGCG  immobilized 

in zein fibers under various conditions typically encountered  in food  products. 

To  further  determine  the  stability  of  EGCG  encapsulated  in  zein  fibers, 

aqueous solutions at different pH values  (3   9) were chosen as a model  system, 

covering a wide  range of temperature from 4 to  100 °C. Compared  to the  controls, 

higher  amount  of  remaining  EGCG  were  observed.  In  general,  the  stability  of 

EGCG  encapsulated  in  electrospun  zein  fibers  as  carriers  in  aqueous  systems 

was  significantly  improved.  The  degradation  of  EGCG  encapsulated  in 

electrospun  zein fibers was found  to  increase with an  increase of pH. The  higher 

pH adopted,  the greater  the degradation  reaction. The  alkaline  solution with  high 

pH  causes  the  degradation  and  deformation.  EGCG  increased  their  proton

semiquinone  free  radicals  at  neutral  or  alkaline  pH,  leading  it  to  be  more 

susceptible  to  degradation  and  deformation.  However,  at  pH3,  the  stability  of 

EGCG encapsulated  in fibers was determined  to  be high  remaining  percentage  (> 

90%)  after  2  days.  The  lower  the  pH  values  of  the  medium,  the  less  the 

percentage  of  EGCG  degraded.  Effect  of  temperature  on  stability  of  EGCG  can 

to  be  considered  as  another  significant  factor  in  the  present  study.  EGCG 

degradation  was  increased  with  a  rise  in  temperature.  The  higher  temperature 

adopted,  the  greater  the  degradation  reaction.  The  degradation  of  EGCG 

encapsulated  in  fibers  is  related  to  epimerization  from  EGCG  to  GCG, 

degradation  to  related  compounds  and  diffusion  from  fibers.  Furthermore,  it was 

shown th at  epimerization  and  degradation  took  places  simultaneously  in  the 

aqueous  system  at  various  temperatures.  Both  reactions  of  EGCG  were 



vulnerable  to  alkaline  pH  and  elevated  temperature  conditions.  Diffusion  of 

EGCG from electrospun  fibers was  influenced by temperature  and pH as well. As 

a  result,  the  higher  the  pH and  temperature  applied  to  solutions,  the  greater  the 

amount of EGCG diffused from the fibers  into the test aqueous  solutions. 

To  further  investigate this  new technology,  kinetic  model  and  rate  constants 

of  reaction  kinetics  is  necessary.  The  mathematical  models  for  predicting  the 

concentration  of  EGCG  during  processing  were  developed.  The  modeled  values 

fitted  the  experimental  results  well,  epimerization  and  degradation  of  EGCG 

followed  pseudofirst  order  kinetics  and  the  rate  constants  for  the  reaction 

kinetics  were  temperature  and  pH  dependent.  Moreover,  higher  pH  and 

temperature  caused  the  higher  rate  constant  of  EGCG  release  from  fibers, 

implying  that  the  release  of  EGCG  from  zein  fiber  is  pHdependent.  This 

interactive  effect  may  be  beneficial  for  promoting  the  release  of  EGCG  from  the 

fiber  in  the  intestinal  condition  when  the  pH  is  more  alkaline.  Turning  points  of 

reaction  were  identified  when  the  dominance  of  epimerization  and  degradation 

switched  with  the  temperature.  The  reactive  rates  of  the  reactions  altered  their 

dominance  at  the  crossing  points.  When  the  processing  temperature  was  below 

this  point,  degradation  reaction  of  EGCG  and  GCG  encapsulated  in  fibers 

trended  to  prevail;  while  above  this  temperature,  the  epimerization  reaction  was 

dominant.  The  higher  the  pH applied  to the  tested  solution,  the  lower  the  turning 

point  temperature  occurred,  indicating  that  pH  affected  the  dominance  of  EGCG 

degradation  reactions. Thus,  it  is possible  to manipulate  the  reaction  rates of  the 
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epimerization  from  EGCG  by adjusting  the temperature  of a processing  so that a 

desired treatment applied to the  product. 

The  developed  kinetic  model  showed  good  agreement  between  the  model 

predicted  values  and  the  experimental  results  under  all  experimental  conditions. 

The  results  with  high  values  of  R2  and  low  values  of  RMSE  suggested  that  the 

models were valid and of high quality. Therefore,  the  methodology  and  results  of 

this  study  may  provide  a  useful  method  for  future  research  in  assessing  the 

stability  of  EGCG  encapsulated  in  electrospun  zein  fibers  during  various 

processing,  particularly when  involved with food  products. 

Overall, the main goal of stabilizing  EGCG by emcapsulating  it  in zein  fibers 

has  been  achieved.  However,  there  are  still  a  number  of  unanswered  questions 

that  still  need  to  be  explored.  The  followings  are  recommendations  for  further 

studies: 

•  This  study  successfully  worked  on  electropsinning  zein  protein  ultrafine 

fibers  and  considering  the  effects  of  main  spinning  factors  such  as  zein 

concentration,  aqueous  ethanol  concentration  and  applied  DC  voltage. 

However,  other  factors  should  be considered  as well,  such as flow  rate  of 

polymer  solution,  distance  between  collector  and  needle  tip,  temperature 

and  relative  humidity.  Although  there  were  limited  references  related  to 

electrospin zein fibers at the time when experiments  started, future  studies 

need  to  consider  these  factors  which  are  expected  to  influence  the 

morphology of spun fibers. 
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Based on the stability  study  in Chapter  5, the optimal  condition  for  forming 

beadless  fibers  was  found  to  be  20%  protein,  70%  alcohol,  and  15  kV. 

Although  this  optimal  condition  could  produce  beadless  fibers,  other 

condition might  improve the stability of EGCG as well, such as  microsized 

droplets  (Figure 5A) and fibers with beads  (Figure 7D).  It will be  necessary 

to apply these conditions for stability study  in the future study. 

According the  references  related to the amide  I and  II bands of protein,  the 

position  of  the  ahelices  and  (3sheets  was  well  described.  However,  the 

curve  fittings  of  EGCG  and  the  secondary  structure  of  electrospun  zein 

protein  fibers  were  not  studied.  In  order  to  improve  the  results,  further 

study of curve fitting should be done. 

EGCG  has  strong  antioxidative  activity  in  relation  to  protection  against 

carious diseases, and also this antioxidative activity  is  structuredependent 

(Wang and others 2008). EGCG might undergo complex  reactions such as 

oxidation,  polymerization  and  epimerization  during  thermal  processing. 

Therefore,  oxidation  reaction  should  be  considered  as  one  of  the 

degradation  reactions for EGCG.  However,  because the kinetic model was 

too  complicated  to  solve  and  no  research  articles  were  published  for 

EGCG encapsulated  in fibers, future studies  in these areas are  needed. 

From  the  predictive  model  in  Figure  26,  all  the  reactions  in  the  present 

research  were  determined  as  irreversible.  However,  the  results  of 

degradation  kinetic  of  EGCG were  not  in the  agreements  with  the  reports 



by  Wang  and  others,  possibly  due  to  the  reversible  epimerization  were 

applied  in their model (Wang and others 2008). 

EGCG  were  susceptible  to  formation  of  a  semiquinone  free  radical  in 

alkaline  solution,  indicating  that  the  freeradical  scavenging  capacity  of 

EGCG  increased  with  increasing  pH  because  at  neutral  or  alkaline  pH, 

EGCG  increased  their  proteindonating  potential  and  became  easier  to 

form  the  corresponding  semiquinone  free  radicals  (Yoshioka  and  others 

1991).  The  adjacent  hydroxyl  group  at  C5'  on  the  ring  of  EGCG  was 

vulnerable,  as a  result  ECG could  be formed  in the  neutral or alkaline  pH. 

Therefore,  for  the  future  study,  GCG,  ECG,  CG,  EGC  and  GC  should  be 

included as degraded products  in the kinetic model. 

Based  on  the  observed  data,  the  electrospun  zein  fibers  are  expected  to 

find  application  in some  food  products.  Further  testing  in food  products  is 

needed to elucidate their efficacy and  robustness as an encapsulant. 
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10  APPENDICES 

10.1 Calibration Curve of EGCG  Degradation 
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Figure 33 - Calibration curve of EGCG standard  was linear over the range of 

0.02-0.1 mg/mL. 

10.2 Calibration Curve of GCG  Degradation 
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Figure 34 - Calibration curve of GCG standard. 
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10.3 Calibration  Curve of EGC  Degradation 
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Figure 35- Calibration curve of EGC standard. 

10.4Matlab  Program  for model fitting and  rate constant  determination 

Matlab  7.0  applying  nonlinear  regression  was  used  to  model  the 

degradation  reaction  kinetics  and  estimate  the  rate  constants  for  epimerization 

(ki),  degradation  (kyi)  and  diffusion  (k2)  of  EGCG  encapsulated  in  fibers.  In  the 

Mfile programming,  the function equation  is shown as  followed, 

beta and x  are  the  variables,  representing  a series  of  rate  constants  k and  time  t 

respectively.  It  is  assumed  that beta( 1)  is  equal  to  the  total  values  of ki + k2 + kyi, 

therefore  the equation 7.14  is simplified  to 

yi = EGCG(beta, x ) (Equation  10.1) 

(Equation  10.2) 
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The  detailed  programming  output  for  the  model  fitting  and  rate  constants 

determination  for  treatments  in  aqueous  solution  with  pH  7  at  100  °C  as  an 

example  is described as following  below, 

»  yi7100 

100.0000  67.9800  47.4500  23.2600  1.7400  0.0200  0 

0  3  5  10  30  60  130 

»  beta0=[0,0] 

betaO = 

0  0 
»  [beta,r,J]=nlinfit(x,y,'EGCGyi',betaO) 

beta = 

0.1627 
0 

0 
2.7978 

1.5522 
0.7521 
0.3555 
0.0008 

0.0000 

J = 

0  0 
195.5466  0 
245.0108  0 
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240.1211  0 
41.5348  0 
1.1501  0 
0.0001  0 

»  [YY,delta]=nlpredci('EGCGyi',x,beta,r,J) 

YY = 

100.0000 
65.1822 
49.0022 
24.0121 
1.3845 
0.0192 
0.0000 

delta = 

0 

2.1506 
2.6946 
2.6408 
0.4568 
0.0126 
0.0000 

»  plot(x,y,'k*',x,YY,'black') 
»  xlabel('\bf Time,  min') 
»  ylabel('\bf  Percentage,  %') 
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Output  is, 

100t 

90 

80; 

70 

60 

50 
+ 

40 

30 

20 r 

10 h 

0  20  40  60  80  100  120  140 

Matlab  7.0  applying  nonlinear  regression  was  used  to  model  the  degraded 

GCG  and  EGC  from  EGCG  encapsulated  in  fibers  in  the  same  way  as  the 

programming  as described above. To estimate the  rate constants for ki, ky, and k2, 

k, + k2+ ky,  is 0.1627  resulting  from  the  output  example.  Substitute  it to  Equation 

7.15, following  on 

*
 =

 +<:'°r
20.1627[eXp(01627*')eXp(fe 

100&2 

" T c 

y>>  (Equation  10.3) 

and  assuming beta(2) represents k2 and beta(3) equals  to k2+  ^  in the  modelling 

programming, and substituting  them  into Equation  10.3 as shown as followed, 

110 



= 100* beta(2) , , , t;)] 

After  running  the  program  by  applying  Equation  10.4,  as  a  result, k2  is 

0.0785  and k2 + kyi  equals  to  0.1049,  then ki  and kyi  come  out  to  0.0578  and 

0.0264,  respectively. 

And  then, to ensure the correct values,  it  is assumed  that beta(4)  and beta(5) 

represent kt  and k, + k2,  respectively,  by  inputting  total  value  of kt + k2 + kyi into 

Equation 7.16,  resulting as shown  in Equation  10.5, 

z, = 1 0 0
 *

 b e t a { A )
 [exp(0.0578) - exp(- 0.1627 * /)] 

b e t a ( 5 )  (Equation  10.5) 

Finally,  the  rate constants for ku k2 and kyi for treatments  in aqueous  solution 

with pH at 100 °C are estimated,  and  results are shown  below, 

'£ ,=0.0578 

k2 = 0.0785 

kyi = 0.0264 

The estimations for the  resulting  rate constants of all the treatments shown  in 

Figure 28  31 were followed the same procedure as described as above. 
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10.5  Activation  energy 

The  rate constant k is affected by the temperature and this dependence  may 

be represented  by the Arrhenius  Equation: 

k = A  e x p (  Ea /RT)  (Equation 7.2) 

where the preexponential  factor A  is assumed  to be independent of  temperature, 

R  is the gas constant, and T the temperature  in K. Taking  the natural  logarithm of 

this equation gives: 

a  v  J  (Equation  10.6) 

rearranging  it, when C represents a constant, 

\nk = -(EJ R)*(yT)+C y a 7 VT'  (Equation  10.7) 

These  equations  indicate  that  the  plot of Ink vs. 1/T is a straight  line, with a 

slope  of -EJR.  These  equations  provide  the  basis  for  the  experimental 

determination  of Ea. To  calculate  the  energy  activations  for  all  the  treatments  in 

this  study,  the  procedure  for  treatment  in  aqueous  solution  with  pH7  at  various 

temperatures as an example  is described as followed, 

As  resulted  from  the  previous  section,  the  rate  constant  for  epimerization 

(ki)  is  determined  at  277K  and  373K  are  0.00005748  and  0.05780067, 

respectively.  Let ki  and k2  be  the  rate  constants  determined  at T\  and T2, 

respectively. Then substitute them  into two  equations: 
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In kx = ln A-Ea /(.RT,) 
(Equation  10.8) 

Ink2 = ln A-Ea /(RT2) 
(Equation  10.9) 

From these, you should be able to derive the following  relationships, 

In —  =    — 
R TXJ (Equation  10.10) 

Further,  it  is given, 

T ^ R ^ 

T2-Tx kx (Equation  10.11) 

(373K) * {211K) * 8.314472 J /(K * mol) ^ 0.05780067 

(373 - 211)K 0.00005748 

= 61.86 KJ/mol 

Therefore,  the  corresponding Ea  for  the  epimerization  of  EGCG 

encapsulated  in fibers  is  61.86  KJ/mol.  The  same  procedures  for  estimations  of 

energy activations were applied to all the  treatments. 
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10.6  Stability  Data 

Table 3 - Remaining percentage of residual EGCG encapsulated by electrospun 
zein fibers in aqueous system with pH 3-9 at different temperature, compared to 
the percentage of controls. 
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Table 4 - Remaining percentage of epimerized GCG from EGCG encapsulated 
by electrospun zein fibers in aqueous system with pH 3 - 9 at different 
temperature, compared to the percentage of GCG epimerized from EGCG 
controls. 
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Table 5 - Remaining percentage of degraded EGC from EGCG encapsulated by 
electrospun zein fibers in aqueous system with pH 3-9 at different temperature, 
compared to the percentage of EGC degraded from EGCG controls. 
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