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RESUMO

ELABORACAO E CARACTERIZACAO DE MEMBRANAS DE
GELATINA ELETROFIADAS MODIFICADAS COM
GLUTARALDEIDO E NANOCRISTAIS DE CELULOSE. A
gelatina ¢ um polimero obtido a partir do colageno que apresenta
diferentes caracteristicas e propriedades dependendo da fonte e método
de obtencdo. Este trabalho tem como objetivo compreender como o
tamanho da estrutura molecular da gelatina afeta o processo de
eletrofiacdo e as propriedades das membranas fibrosas (MF) e avaliar o
efeito na reticulagdo da gelatina com glutaraldeido e o reforgo mecénico
promovido por nanocristais de celulose (NCs). Foram realizadas
eletrofiacbes a partir de gelatinas com diferentes indices Bloom, 90
(GeB90), 250 (GeB250) e 280 g (GeB280) em acido acético (HAc) com
89,6 % (v/v) e com diferentes concentracbes do biopolimero. As
solucbes precursoras foram caracterizadas quanto a viscosidade e
condutividade elétrica e as MF por microscopia eletronica de varredura
(MEV) e ensaios de tragdo. Os resultados indicam que a eletrofiacdo é
melhor sucedida quando a viscosidade das solugdes tem valor entre 300
e 700 mPa s independente do tipo de gelatina utilizada. Com relagéo a
morfologia, houve aumento do diametro médio das fibras (d,,) com o
aumento da viscosidade e da condutividade elétrica das solugdes,
sugerindo que as forcas viscoelasticas superam as forcas de Coulomb.
As MF formadas a partir de GeB250 e GeB280 mostraram
comportamento elastico enquanto as formadas pela GeB90 mostraram-
se frageis. As MF de GeB280 na concentracdo de 18 % (m/v) foram
reticuladas em vapores de glutaraldeido e avaliadas quanto ao grau de
reticulagdo, durabilidade ao escoamento aquoso a 23 °C e solubilidade
em agua a 30 e 40 °C. Os resultados demonstraram que MF
aproximadamente 69 % reticuladas, apresentam-se praticamente
insolUveis em sistemas aquosos a 23 e 30 °C. Nanocristais de celulose
foram adicionados a solucdo de gelatina com concentragdes entre 1 e 4
% (m/m) e entdo eletrofiados. Os resultados obtidos por espectroscopia
infravermelho (ATR-FTIR) e analise termogravimétrica (TGA) sugerem
interacdes do tipo ligacdo de hidrogénio entre os dois polimeros e 0s
ensaios mecanicos resultaram em aumento de duas vezes no médulo de
Young.

Palavaras-chave: Eletrofiagdo de gelatina. Bionanocompdsito.
Membranas fibrosas.






ABSTRACT

PREPARATION AND CHARACTERIZATION OF
ELECTROSPUN GELATIN MEMBRANES MODIFIED WITH
GLUTARALDEHYDE AND CELLULOSE NANOCRYSTALS.
Gelatin is a polymer obtained from collagen which properties depends
on the source and production method. This study aims to understand
how some properties of gelatin affect the electrospinning process and
the fibrous membrane (FM) formed besides evaluating the crosslinking
of the FM by glutaraldehyde and the reinforce promoted by cellulose
nanocrystals. The electrospinning were performed from gelatins with
different Bloom indexes, 90 (GeB90), 250 (GeB250) and 280 g
(GeB280) in acetic acid 89.6 % (v/v) varying the polymer concentration.
Solutions were evaluated according to their viscosity and electrical
conductivity and the FM by scanning electron microscopy (SEM) and
tensile tests. Results indicate a successful electrospinning process for
viscosities found within the range of 300 to 700 mPa s, apart the type of
gelatin used. Regarding morphology, it was observed an increase in the
average diameter of the fibers with the increasing viscosity and
electrical conductivity of the solutions, suggesting that viscoelastic
forces exceed the Coulomb forces. The FM formed from GeB250 and
GeB280 showed elastic behavior as for GeB90 was brittle. The FM
GeB280, 18 wi/v%, crosslinked with glutaraldehyde vapors were
evaluated for crosslinking degree, durability to aqueous flow at 23 °C
and water solubility at 30 to 40 °C. The results showed that
approximately 69 % crosslinking became the FM practically insoluble in
aqueous systems at 23 and 30 °C. Cellulose nanocrystals (CNs), added 1
to 4 % wt to gelatin solution and electrospun suggested, by ATR-FTIR
and TGA analysis, hydrogen bonds type interactions between the two
polymers. Mechanical tests result in two-fold increase in the stiffness,
given by the Young's modulus.

Keywords: Electrospinning of gelatin. Bio-nanocomposites. Fibrous
membrane.
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1. INTRODUCAO

Entre as wvérias estruturas que tém sido recentemente
desenvolvidas na area da nanotecnologia estdo as nanofibras eletrofiadas
a partir de polimeros naturais e sintéticos, processo este que utiliza
forcas eletrostaticas para a sua fabricagdo. Embora a técnica seja
conhecida ha mais de um século, somente nos Ultimos quinze anos a
técnica ganhou maior projecdo, ndo s6 devido a sua versatilidade para
obtencdo de uma grande variedade de fibras poliméricas, mas também
devido a sua capacidade em produzir fibras consistentes com diametros
de micrémetro a nanémetro, o que é dificil de ser obtido por outras
tecnologias de fia¢do de fibras.

A técnica de eletrofiacdo consiste, basicamente, na aplicacdo de
um intenso campo elétrico entre uma gota da solucdo polimérica contida
em um capilar ou agulha, e um coletor aterrado, situado a uma distancia
finita a frente da agulha. Quando as forcas de repulsdo elétrica superam
a tensédo superficial da gota, um jato da solugdo polimérica é lancado em
dire¢do ao coletor. Durante este trajeto, o solvente evapora e as fibras
poliméricas sdo depositadas no coletor. Os parametros que influenciam
a eletrofiacdo sdo pardmetros de processo, ou seja, diferenca de
potencial aplicada, tipos de coletores, distancia entre o coletor e a ponta
da agulha e vazédo da solugdo; os pardmetros ambientais que influenciam
no processo sdo a temperatura e a umidade, enquanto que, dentre os
pardmetros de solugdo podem ser citados, a viscosidade, a condutividade
e a tensdo superficial (BHARDWAJ; KUNDU, 2010). Portanto,
produzir membranas fibrosas (MF) consistentes requer a escolha de um
solvente adequado para o polimero especifico a ser eletrofiado, bem
como o ajuste dos diversos parametros citados.

Devido as caracteristicas Unicas das MF eletrofiadas, como por
exemplo a alta relacdo da superficie:volume e a grande quantidade de
poros com tamanhos pequenos, suas aplicacbes sdo amplas. Abrange
diversos campos de aplicacdo, como em catalise, engenharia de tecidos,
protecdo de roupas, filtragdo, membranas de afinidade, bem como
diversas &reas de saude, biomédica, farmacéutica, biotecnologia e
engenharia ambiental (LUU et al., 2003; SUBBIAH et al., 2005; CUI et
al., 2006; MA; KOTAKI; RAMARKRISHNA, 2006; RAMAKRISHNA
et al., 2006; WELLE et al., 2007). Inimeros pesquisadores tém
eletrofiado com sucesso uma variedade de polimeros naturais e
sintéticos (FONG; CHUN; RENEKER, 1999; MA; KOTAKI;
RAMAKRISHNA, 2005; YOSHIMATSU et al.,, 2008; OKUTAN;
TERZI; ALTAY, 2014). No entanto, a abundancia natural de
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biopolimeros, a variedade de suas estruturas quimicas, a ndo toxicidade
e sua biodegradabilidade sdo caracteristicas que fazem desta classe de
polimeros fonte de matéria-prima de grande potencial.

A gelatina é um exemplo de biopolimero. Esta proteina, obtida a
partir da hidrolise &cida ou alcalina do colidgeno, é extraida,
principalmente, de pele ou ossos de bovinos e suinos. A origem do
colageno, além do tipo e intensidade da hidrélise, resulta na obtencao de
gelatinas com diferentes estruturas moleculares e, consequentemente,
diferentes propriedades fisico-quimicas. As MF eletrofiadas a partir de
gelatina tém sido utilizadas principalmente no desenvolvimento de
matriz extracelular artificial para engenharia de tecidos, curativos para
cicatrizacdo de ferimentos e liberagdo de farmaco.

Outro biopolimero que ganhou atencdo nos Ultimos anos é a
celulose em sua forma nanocristalina, obtida a partir da hidrolise da
celulose. Insolivel em &gua, o nanocristal de celulose (NC) é um dos
biopolimeros mais fortes e rigidos, caracteristica esta que lhe garante
aplicacdo como carga de reforco em estruturas poliméricas mais frageis.
Tem sido, além disso, utilizada em implantes biomédicos, produtos
farmacéuticos, administracdo de farmacos, entre outros (DURAN;
LEMES; SEABRA, 2012).

1.1 JUSTIFICATIVAS

A gelatina é um biopolimero facilmente obtido a partir da
hidrolise parcial do colageno com disponibilidade comercial e com
baixo custo, 0 que a torna atraente para a producdo de MF a partir da
técnica de eletrofiacdo. Pesquisadores tém eletrofiado gelatina avaliando
0 tipo de solvente utilizado (CHOKTAWEESAP et al., 2007; SONG;
KIM; KIM, 2008; SONGCHOTIKUNPAN; TATTIYAKUL;
SUPAPHOL, 2008; ZHA et al., 2012; ERENCIA et al., 2014), os
pardmetros experimentais (HUANG et al., 2004; Kl et al., 2005;
OKUTAN; TERZI; ALTAY, 2014) e tipo de gelatina quanto ao método
de hidrdlise, acida (tipo A) ou basica (tipo B) (RATANAVARAPORN
et al., 2010). Considerando a diversidade de estruturas quimicas da
gelatina e o grande potencial de aplicacdo das membranas fibrosas deste
polimero, este trabalho foi motivado a investigar, pela primeira vez, a
influencia do indice Bloom da gelatina no processo de eletrofiacdo, bem
como caracterizar as MF formadas. Mecanicamente fracas e sollveis em
agua, as membranas de gelatina eletrofiadas sdo dificeis de serem
utilizadas em aplicacbes de longo prazo. Estas propriedades tém sido
melhoradas pela adicdo de outro polimero como por exemplo, o nylon
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(PANTHI et al., 2013) e o poli (&cido 3 - hidroxibutirico) (NAGIAH et
al., 2013) ou ainda através da reticulacdo por radiacdo UV (LIN; TSAI,
2013), formaldeido (DE CARVALHO; GROSSO, 2004), glutaraldeido
(ZHANG et al., 2006), carbodiimida (STAROSZCZYK et al., 2012),
dextrano dialdeido (SCHACHT et al., 1997), genipin (PANZAVOLTA
et al.,, 2011) e transglutaminase (PIOTROWSKA et al., 2008). Neste
contexto, este trabalho prop6e incorporar nanocristais de celulose na
matriz polimérica de gelatina a fim de que, a partir das interacdes
intermoleculares geradas entre estes dois polimeros, membranas fibrosas
sejam produzidas com melhores propriedades mecéanicas e de
solubilidade em agua. Além disso, esta pesquisa buscou minimizar o uso
de glutaraldeido e estabelecer uma relagdo entre o grau de reticulacdo e
a solubilidade em agua das membranas.

1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo Geral

Avaliar as condicOes de processo para eletrofiacdo de gelatinas de
diferentes indices Bloom e o efeito de nanocristais de celulose ou
glutaraldeido nas propriedades mecanicas e na solubilidade em agua das
MF formadas.

1.2.2 Objetivos Especificos

Determinar as caracteristicas fisicas pertinentes a solucdo que
produzam as melhores condic¢Bes de eletrofiagdo para diferentes tipos de
gelatina;

Caracterizar as membranas de gelatinas de diferentes indices
Bloom; obtidas a partir do processo de eletrofiacdo, com relacdo a
morfologia e propriedades mecénicas;

Caracterizar as membranas reticuladas por glutaraldeido em
diferentes condicdes quanto a morfologia e o grau de reticulaco;

Estabelecer uma relagdo entre o grau de reticulagdo das MF de
gelatina e a durabilidade em sistemas aquosos;

Caracterizar as membranas formadas a partir do composito
gelatina/nanocristais de celulose quanto & morfologia, solubilidade,
propriedades térmicas e mecanicas.






2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 ELETROFIACAO

As primeiras observagdes acerca da técnica de eltrofiacdo foram
realizadas por Rayleigh em 1897, posteriormente estudada em detalhes
por Zeleny em 1914, chamada de “electrospraying”, e patenteada por
Formhals em 1934. O trabalho de Taylor em 1969 lancou as bases para
0 “electrospinning” que passou a ter este nome apenas por volta de 1994
(BHARDWAJ; KUNDU, 2010). A Figura 1 mostra a evolugdo da
quantidade de publicacGes relacionadas & temas de eletrofiacdo. Como
pode ser observado, passou de menos de 100 publicagBes por ano no
inicio do século XXI, para mais de 1865 em 2014. O aumento do
numero de publicacbes na éarea de eletrofiacdo é resultado do crescente
interesse no desenvolvimento de nanotecnologia e representa o grande
potencial de aplicacdo dos materiais produzidos por esta técnica.

Figura 1: Publicac®es relacionadas a temas de eletrofiacéo.
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Fonte: web of knowledge (Pesquisa realizada com a palavra “electrospinning”
ou “electrospun” no titulo).

O sistema de eletrofiacdo é composto por trés componentes
basicos: uma fonte de alta tensdo, um tubo capilar (por exemplo, uma
agulha) e um coletor aterrado (usualmente uma placa de metal). A
agulha é ligada ao polo positivo da fonte de alta tensdo e fica situado a
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frente do coletor, este conectado ao polo negativo. O processo de
eletrofiagdo envolve a aplicacdo de um intenso campo elétrico em uma
solucdo polimérica (ou o polimero fundido) através de uma distancia
finita entre a agulha e o coletor aterrado (DOSHI; RENEKER, 1995;
RENEKER; CHUN, 1996; FRENOT; CHRONAKIS, 2003). Um
esquema do sistema de eletrofiacdo € apresentado na Figura 2.

Figura 2: Sistema de eletrofiacdo composto por bomba de infusdo, seringa
equipada com agulha, fonte de alta tensdo e coletor aterrado.

Distancia entre

Seringa com
9 agulha e coletor

solucéo polimérica

Coletor
aterrado

Fonte de alta tenséo

N

Fonte: Desenvolvida pelo autor

Aplicando um campo elétrico de alta intensidade, as cargas se
acumulam na superficie da gota do polimero liquido que estd na ponta
da agulha, desestabilizando a forma parcialmente hemisférica da gota
para a forma de cone, chamada cone de Taylor, ilustrado na Figura 3
(KRIEGEL et al., 2008).

Figura 3: Representacdo esquematica da formagao do cone de Taylor

Agulhad Cone de Tayk
gulha da seringa one de Taylor Coletor

Fonte: Adaptado de Kriegel et al. (2008).
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No momento em que a for¢a elétrica repulsiva supera a tensao
superficial, um jato carregado da solucgdo € ejetado da ponta do cone de
Taylor. Uma vez que este jato é carregado, a sua trajetoria pode ser
controlada pelo campo elétrico. A medida que a solug&o viaja no ar, o
solvente evapora e uma fibra de polimero carregada é fixada
aleatoriamente no coletor. Assim, as fibras continuas séo dispostas para
formar um filme tecido ndo tecido, como mostrado na Figura 4a
(TAYLOR, 1969; YARIN; KOOMBHONGSE; RENEKER, 2001;
GREINER; WENDORFF, 2007). No entanto, quando as condicgdes
experimentais ndo estdo bem ajustadas, pode ocorrer a formacdo de
granulos, como pérolas em um fio, ou gotas como mostrado nas Figuras
4 b e c respectivamente.

Figura 4: Imagens microscopia eletronica de varredura das fibras de polimero
eletrofiados sem granulos (a), com granulos (b) e com gotas (c), obtidas por
microscopia eletronica de varredura.

o

Fonte: Fong, Chun e Reneker (1999); Mit-Uppatham, Nithitakul e Supapol
(2004).

A descricdo a respeito do processo sugere a influéncia dos
seguintes parametros sobre as caracteristicas das fibras: as propriedades
da solucdo, como viscosidade, condutividade elétrica e tensdo
superficial; varidveis de processo, como vazdo, potencial elétrico na
agulha e a distancia entre a ponta da agulha e o coletor e ainda
temperatura e umidade relativa, uma vez que estas duas Ultimas referem-
se ao processo de secagem (BHARDWAJ; KUNDU, 2010).

2.1.1 Parametros de processo de eletrofiacao
2.1.1.1 Vazao da solucdo polimérica

A vazdo da solucdo polimérica na ponta da agulha injetora
influencia a velocidade de langamento do jato e a taxa de transferéncia

do material para o meio externo da agulha. Vazdes muito elevadas ndo
sdo adequadas, pois ndo garantem o tempo necessario para a evaporacao
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do solvente (BHARDWAJ; KUNDU, 2010). Okutan; Terzi; Altay
(2014) avaliaram o efeito de alguns pardmetros experimentais na
morfologia de fibras de gelatina eletrofiadas e concluiram que o
aumento da velocidade 0,1 para ImL/h resultou em fibras mais espessas
e formacdo de granulos.

2.1.1.2 Diferenca de Potencial Elétrico no Sistema de Eletrofiacéo

A aplicacdo de elevadas diferencas de potencial elétrico na
solucdo polimérica é essencial para a formacdao das fibras no processo de
eletrofiacdo. S8o as forcas elétricas as responsaveis por gerar
instabilidade no polimero e induzir a formagcdo do cone de Taylor.
Diversos autores obtiveram resultados diferentes ao avaliar o
comportamento da diferenca de potencial elétrico na eletrofiacdo.
Homayoni, Ravandi e Valizadeh (2009) observaram que o aumento da
intensidade da diferenca de potencial elétrico resultou na diminuicéo da
espessura das fibras de quitosana. Ja Okutan, Terzi e Altay (2014)
observaram o aumento da espessura das fibras de gelatina ao aumentar a
diferenca de potencial elétrico. Entretanto, em ambas as pesquisas 0s
autores relataram melhora na qualidade de eletrofiagdo com o aumento
da diferenga de potencial elétrico, ou seja, observaram a diminui¢do da
guantidade de granulos. Alguns pesquisadores sugerem que com O
aumento das forcas elétricas, hd maior quantidade ejetada de polimero,
que contribui para a formacdo de fibras mais espessas. Outros
pesquisadores relatam que aumentando a intensidade da diferenga de
potencial elétrico o efeito de repulsdo eletrostatica € maior no jato do
fluido polimérico, o que favorece o estiramento e 0 consequente
estreitamento do didmetro da fibra (BHARDWAJ; KUNDU, 2010).
Assim, o efeito deste pardmetro na morfologia das fibras ndo pode ser
considerado de forma individual. E necessario considerar outros fatores,
como o tipo de polimero, viscosidade da solucédo, vazéo e distancia da
ponta da agulha ao coletor.

2.1.1.3 Disténcia entre a ponta da agulha e o coletor

O percurso do jato polimérico durante o processo de eletrofiacédo
inicia na ponta da agulha e termina no coletor. Portanto, é necessaria
uma distancia minima que permita a evaporacdo do solvente. Distancias
muito pequenas ou muito longas podem resultar na formacdo de
granulos. Este parametro ndo tem um efeito muito acentuado sobre a
morfologia das fibras (BHARDWAJ; KUNDU, 2010). Ki et al. (2005)
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avaliaram a influéncia da distancia da ponta da agulha ao coletor nas
caracteristicas de fios de gelatina, obtidos com o processo de
eletrofiacdo, e ndo observaram mudangas significativas na espessura das
fibras. No entanto, com o aumento da distancia muitas gotas foram
observadas no coletor.

2.1.1.4 Tipo de coletor

No processo de eletrofiacdo, diferentes tipos de coletores podem
ser utilizados como, por exemplo, grade de arame, barras paralelas,
folhas de aluminio, cilindros rotatérios, entre outros. Em comparacéao
com coletores estaticos, a utilizacdo de coletores cilindricos rotatorios
pode resultar em fibras alinhadas, diminuicdo do didmetro da fibra e
aumento da area de coleta do filme mantendo a homogeneidade da
espessura do filme. Segundo Huang et al. (2003), para obter fibras
alinhadas, é necessario que a velocidade linear do cilindro seja igual a
velocidade de voo do jato do polimero eletrofiado. Se a velocidade do
cilindro for menor do que a velocidade de voo, os fios de polimero sdo
depositados aleatoriamente. Entretanto, existe um limite de velocidade
de rotacdo, acima do qual ndo é possivel obter fibras alinhadas, ja que
rotagBes muito elevadas promovem a quebra do jato polimérico ao tocar
0 coletor.

2.1.2 Parametros de solucéo
2.1.2.1 Solvente

A obtengdo de fibras eletrofiadas a partir de solucdo polimérica
requer que o polimero apresente boa solubilidade no solvente escolhido
e que este seja volatil na temperatura de eletrofiacdo. Alta volatilidade
do solvente garante rapida separacdo de fase no processo de formagédo
das nanofibras. Além disso, o solvente influencia de forma direta nas
propriedades da solucdo, como na viscosidade, condutividade elétrica e
na tensdo superficial, provocando mudancas na morfologia das fibras
formadas (CHOKTAWEESAP et al., 2007). Pesquisadores tém avaliado
o efeito de diversos solventes na eletrofiacdo de gelatina que, embora
seja sollivel em &gua, apresenta limitacdo com este solvente devido ao
processo de gelificacdo. Solventes como fllor &lcoois apresentaram
eficiéncia na eletrofiacdo de gelatina a temperatura ambiente (HUANG
et al., 2004; CHOKTAWEESAP et al., 2007). No entanto, sua alta
citotoxicidade afeta a estrutura original da proteina (GAST et al., 2001).
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Portanto, o acido acético tem sido uma excelente opcéo para eletrofiar
gelatina (CHOKTAWEESAP et al., 2007; SONGCHOTIKUNPAN;
TATTIYAKUL; SUPAPHOL, 2008; ERENCIA et al., 2014), pois além
de eliminar o problema da gelificagdo ndo é toxico em baixas
concentracdes.

2.1.2.2 Viscosidade

A viscosidade da solu¢do polimérica desempenha um papel
importante na qualidade de eletrofiagdo. De modo geral, a viscosidade
da solucdo estd relacionada com o entrelacamento das cadeias de
moléculas poliméricas. O aumento no grau de entrelacamento das
cadeias resulta em maior resisténcia do material ao escoamento.
Solugdes de baixa viscosidade apresentam baixo grau de entrelacamento
das cadeias poliméricas aumentando a probabilidade de formacdo de
granulos ao invés de fibras. O aumento na viscosidade torna a solucédo
mais resistente ao escoamento, aumentando o tempo de relaxacdo de
tensdo, que contribui para evitar a quebra do jato durante a eletrofiacéo.
No entanto, solu¢Bes muito viscosas geram dificuldade na ejecdo do
jato. A viscosidade esta relacionada com a concentracdo da solucdo e a
massa molar do polimero. O aumento na viscosidade da solugéo resulta
no aumento da espessura das fibras (RAMAKRISHNA et al., 2005;
BHARDWAJ; KUNDU, 2010). Varios pesquisadores estudaram a
relacdo destas propriedades com a morfologia das fibras formadas por
eletrofiacdo, observando aumento da espessura das fibras com o
aumento da viscosidade da solucdo, além de detectar a presenca de
granulos e goticulas na eletrofiagdo de solugbes pouco viscosas (MIT-
UPPATHAM; NITHITANAKUL; SUPAPHOL, 2004;
SONGCHOTIKUNPAN;  TATTIYAKUL; SUPAPHOL, 2008;
GELTMEYER et al., 2013).

2.1.2.3 Condutividade elétrica

A condutividade elétrica da solugdo esta relacionada com a
guantidade de ions dissolvidos e depende do tipo de polimero e solvente
utilizados e da presenca de certas substancias como, por exemplo, sais,
acidos ou bases. Como descrito no item 2.1, para ocorrer a eletrofiagéo é
necessario fornecer a solugdo polimérica carga suficiente para que as
forcas repulsivas superem a tensdo superficial e a solugdo sofra
alongamento. O aumento da concentragdo de ions na solu¢do aumenta a
habilidade desta solugdo em transportar cargas, permitindo maior
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alongamento da solugdo e resultando em fibras mais finas
(RAMAKRISHNA et al, 2005). No entanto, Mit-Uppatham,
Nithitanakul e Supaphol (2004) observaram que a adicdo de sais na
solucdo polimérica gerou aumento da condutividade elétrica e da
viscosidade da solucdo, produzindo fibras mais espessas. O aumento na
espessura das fibras foi atribuido ao aumento das forcas viscoelasticas
que superaram as forcas de repulséo elétrica.

2.1.2.4 Tensdo superficial

A tensdo superficial da solucdo é a forca a ser vencida para que
ocorra a deformacéo da gota da solucdo na ponta da agulha. Geralmente,
0 aumento da tensdo superficial das solucGes dificulta o processo de
eletrofiacdo e gera instabilidade do jato e a formacdo de grénulos
(CHOKTAWEESAP et al., 2007). Uma vez que a tensdo superficial da
solucdo precisa ser superada pela forca elétrica repulsiva, 0 aumento da
tensdo superficial da solucdo requer aumento da tensdo elétrica para a
ejecdo dos fios poliméricos (BHARDWAJ; KUNDU, 2010).

2.1.3 Parametros ambientais
2.1.3.1 Temperatura do processo de eletrofiacéo

A temperatura do processo de eletrofiagcdo é um parametro que,
assim como a distancia entre a ponta da agulha e o coletor, contribui
para a evaporacdo do solvente. Além disso, este parametro influencia
nas propriedades da solugdo, tal como na viscosidade. Existe uma
relagdo inversa entre a temperatura e a viscosidade, o aumento da
temperatura reduz a viscosidade da solucéo e influencia na espessura das
fibras (MIT-UPPATHAM; NITHITANAKUL; SUPAPHOL, 2004).
Para a eletrofiacdo de solucdo aquosa de gelatina, a temperatura torna-se
um parametro ainda mais importante, uma vez que este polimero pode
gelificar em solugdo aquosa abaixo de 37 °C. Assim, Li et al. (2006a)
eletrofiaram com sucesso solugdo aquosa de gelatina na temperatura de
40 °C.

2.1.3.2 Umidade relativa
A umidade relativa do meio esta diretamente relacionada com a

evaporagdo do solvente durante o processo de eletrofiagdo. Pelipenko et
al. (2013) estudaram o efeito da umidade relativa na eletrofiagdo de
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diferentes polimeros e concluiram de uma maneira geral que a
diminuicdo da umidade relativa resulta em nanofibras mais espessas. Os
autores justificaram os resultados em fungdo da velocidade de
evaporacdo do solvente, ou seja, diminuindo a umidade relativa a
velocidade de evaporacdo do solvente aumenta e consequentemente a
concentracdo local da solugdo polimérica também aumenta, resultando
em aumento da viscosidade e formacéo de fibras mais espessas. Valores
mais altos da umidade relativa (de 50 a 70 %) levaram a formacdo de
um filme ao invés de fibras.

2.2 CARACTERISTICAS E PROPRIEDADES DE GELATINA E
CELULOSE

2.2.1 Gelatina

Gelatina é um polimero derivado do colageno tipo I, o qual é
extraido principalmente de peles e 0ssos de suinos e bovinos. Assim
como as demais proteinas, o colageno tipo | apresenta uma estrutura
primaria com sequéncia de aminodacidos (Gly-X-Y),, (n pode ser 337 a
343 dependendo do tipo do colageno) sendo Gly o aminoéacido glicina e
X e Y sdo comumente a prolina e hidroxiprolina, respectivamente
(Figura 5). Esta cadeia peptidica apresenta em cada uma de suas
extremidades um grupo funcional carboxila (-COOH) e uma amina (-
NH,).

Figura 5: Estrutura dos principais aminoacidos constituintes do colageno tipo I.

HO
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glicina prolina hidroxiprolina

Fonte: Desenvolvido pelo autor

A estrutura secundéria das proteinas € a forma como esta cadeia
de aminodcidos esté disposta espacialmente. A conformacdo em hélice é
consequéncia das ligagdes intramoleculares de hidrogénio, que resulta
na forma espiral da cadeia polipeptidica em torno de um eixo
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imaginario. O colageno tipo | é composto por trés destas cadeias
polipeptidicas em hélice, enoveladas umas as outras, chamada de
estrutura tripla-hélice (Figura 6).

Figura 6: Representacgdo da estrutura secundaria do coldgeno em hélice nos
modelos de bola e bastdo (a) e bola de preenchimento (b). Em (c) representacéo
da tripla-hélice.

Fonte: Cox; Nelson (2002).

Na fabricacdo de gelatina, o tratamento da matéria-prima animal
em solucdo &cida ou alcalina diluida resulta na quebra de ligagdes de
hidrogénio e das atracbes de van der Waals entre residuos imino
(prolina) de diferentes cadeias. Estas quebras desestabilizam as regides
tripla—hélice do colageno e reduzem a ordem molecular (SEGTNAN;
ISAKSSON, 2004).

Dependendo do tipo e intensidade do tratamento utilizado, o
colageno pode dar origem a diferentes tipos de gelatinas. Gelatina tipo A
é derivada do processamento acido do colageno, e gelatina do tipo B é
obtida por tratamento alcalino do colageno, resultando na diferenca do
ponto isoelétrico, sendo 7-9 para gelatina do tipo A e 4 a 5 para a
gelatina do tipo B (SAXENA et al., 2005).

Outra caracteristica importante da gelatina é o indice Bloom, ou
forca do gel, que consiste na forca requerida para que um émbolo
especifico pressione a superficie de um gel padrdo termostatizado por 4
mm sob condi¢des padrdo; quanto maior o indice Bloom, maior a forca
do gel (SCHRIEBER; GAREIS, 2007). A forca do gel é dependente,
principalmente, da proporcdo de fragdes que contenham massa
molecular de aproximadamente 100.000 g mol™, enquanto a viscosidade
é funcdo principalmente das fracbes com massa molecular de valores
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entre 200.000 e 400.000 g mol™. Por esta razdo, dependendo do método
de manufatura, gelatinas de mesmo Bloom podem ter viscosidades
bastante diferentes (SCHRIEBER; GAREIS, 2007). Bigi, Panzavolta e
Rubini (2004) relataram que, em geral, o indice Bloom é proporcional
ao teor de tripla-hélice da gelatina e a viscosidade aumenta com o
aumento das fragcOes de massa molecular mais elevada. Lai (2009)
indicou que gelatinas de alto indice Bloom tém viscosidades maiores do
gue amostras de baixo indice Bloom.

A coloracgdo da gelatina é outra propriedade que esta relacionada
as condigcdes de obtencdo a partir do colageno. Com o aumento do
tempo de reacdo, a proteina reage com tracos de carboidratos da
matéria-prima (reacdo de Maillard) e aumenta a intensidade da cor
(Figura 7). Portanto, quanto menor o indice Bloom, mais intensa é a cor
da gelatina (SCHRIEBER; GAREIS, 2007).

Figura 7: Aumento na intensidade de cor da gelatina extraida em funcéo da
etapa de extracéo.

Fonte: Schrieber e Gareis (2007).

Por ser um polimero natural, as aplicaces de gelatina tém sido
estudadas tanto pura como em compositos, principalmente nas areas de
engenharia de tecidos (AZHAR; OLAD; SALEHI, 2014), de
revestimentos comestiveis (POVERENOV et al., 2014), de adesivos
para cicatrizacdo de feridas (SHEFY-PELEG et al., 2014), de
administracdo de farmacos (PHADKE; MANJESHWAR;
AMINABHAVI, 2014), entre outras.

2.2.1.1 Reticulacdo

Desde a Gltima década, a técnica de eletrofiacdo tem estimulado
pesquisadores a produzir membranas fibrosas de gelatina (KI et al.,
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2005; SONG; KIM; KIM, 2008; RATANAVARAPORN et al., 2010;
PANZAVOLTA et al.,, 2011; ZHA et al., 2012; OKUTAN; TERZI,
ALTAY, 2014). No entanto, a estrutura de nanofibras eletrofiadas de
gelatina é sollvel em agua e mecanicamente fraca, o que pode limitar
suas aplicacdes & longo prazo. O tratamento com alguns compostos, que
resultam na reticulacdo das cadeias, é capaz de melhorar tanto a
capacidade de resisténcia a agua quanto o desempenho termomecanico
desse tipo de membrana (STEVENS, 2002).

O glutaraldeido, GTA, (Figura 8) ¢ o composto mais utilizado
para a reticulagdo devido a sua elevada eficiéncia na estabilizagdo de
materiais de colageno (KHOR, 1997), baixo custo e capacidade de
realizar a reticulagdo em um periodo de tempo relativamente curto
(ZHANG et al., 2006). O mecanismo de reticulacdo da gelatina por
GTA pode ser explicado através da reacdo dos grupos aldeido do GTA
com grupos funcionais amina livres ndo protonadas (-NH,) de lisina ou
hidroxilisina (FARRIS; SONG; HUANG, 2010). Embora outros agentes
reticulantes tenham sido estudados, visando reduzir a citotoxicidade,
estes ndo se igualam ao GTA na estabilizacdo de colageno (SUNG et al.,
1999). O risco de citotoxicidade pode ser melhorado pela reducdo da
concentracdo de solucdo de GTA (GOISSIS et al., 1999).

Figura 8: Formula estrutural do glutaraldeido.

OY\/YO
H H
Fonte: Desenvolvido pelo autor.

A quantidade de grupos amina envolvidos na reagdo de
reticulagdo pode ser determinada por espectroscopia UV-Vis utilizando
ninidrina (2,2-diidroxi-1,3-indenodiona — Figura 9). As aminas livres,
remanescentes apds a reacdo de reticulagdo, reagem com ninidrina
formando um complexo de coloragéo roxa, conhecido como purpura de
Ruhemann. A absorvancia da solucdo, medida em 570 nm, é
proporcional a quantidade de grupos aminas livres apds a reagcdo com o
agente reticulante (MARTUCCI; ACCAREDDU; RUSECKAITE,
2012; DASH; FOSTON; RAGAUSKAS, 2013).
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Figura 9: Formula estrutural da Ninidrina.
o
OH

OH
Fonte: Desenvolvido pelo autor.
2.2.2 Nanocristais de celulose

A celulose é o polimero mais abundante e onipresente na
natureza. Sua estrutura molecular é homopolissacaridica linear,
contendo de 10 a 15 mil unidades de D-glucose unidas por ligacfes
glicosidicas do tipo B1—4 (Figura 10). Vérias cadeias posicionadas lado
a lado séo estabilizadas por ligagdes intermoleculares e intramoleculares
de hidrogénio, o que lhe confere algumas caracteristicas, tais como
estrutura fibrosa, alta estabilidade térmica, resisténcia mecénica e
insolubilidade em agua.

Figura 10: Estrutura quimica da celulose.
OH

HO -0 15
OH OH
L—— n

D-glucose
Fonte: Changsarn et al. (2011).
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A estrutura da celulose pode ser desconstruida por hidrdlise. Este
processo, quando bem controlado, resulta em nanofibras de celulose
altamente cristalinas, comumente chamados de nanocristais de celulose
(NCs) (CHANGSARN et al., 2011). Um dos métodos mais utilizados
para a producdo de NCs utiliza tratamentos quimicos, como a hidrolise
acida. Acredita-se que o inicio da via hidrolitica se encontra na
clivagem, em meio aquoso, das ligagcBes glicosidicas presentes nas
regibes amorfas, gerando cristalitos individuais (DURAN; LEMES;
SEABRA, 2012). Em geral, a adicdo de acido sulfirico é o método mais
utilizado, em que, além da hidrdlise, a reacéo direta entre o 4cido e os
grupos hidroxila formam éster-sulfatos negativamente carregados
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(Figura 11). Estas cargas negativas na superficie geram repulsédo
eletrostatica entre as nanoparticulas que facilitam a dispersdo em agua
(MESQUITA, 2012).

Figura 11: Estrutura quimica dos nanocristais de celulose produzidos via
hidrdlise da celulose em &cido sulfurico.

0SOy
OH OH CH,OH Ho OH
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Fonte: Mesquita (2012).

Os NCs apresentam aspecto de raio elevado, ou seja, alta relagéo
comprimento:didmetro, com valores entre 10 e 100, sendo o didmetro
compreendido entre 4 e 25 nm, dependendo da fonte. Podem ser obtidos
a partir de fibras naturais (CAO et al., 2013), animais marinhos (SACUI
et al., 2014) e subprodutos agroindustriais (SOUZA; QUADRI, 2014).
Devido ao elevado nivel de orientacdo uniaxial, exibem modulo de
elasticidade de aproximadamente 130 GPa (CHANGSARN et al., 2011).

2.3 APLICAGCOES DE GELATINA E NANOCRISTAIS DE
CELULOSE EM ELETROFIACAO

Membranas de gelatina eletrofiadas tém sido aplicada
principalmente na &rea médica, por se tratar de um biopolimero com boa
afinidade as atividades celulares, incluindo adesdo e proliferacdo celular.
Zha et al. (2012) obtiveram boa adesdo e proliferacdo celular em
membranas de gelatina reticuladas com glutaraldeido. Li et al. (2006b)
produziram membranas eletrofiadas a partir polianilina/gelatina
reticulada com  1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)  carbodiimida e
concluiram que as fibras sdo biocompativeis, suportando a fixacéo,
migracdo e proliferacdo de células mioblasticas de ratos.

Outra possibilidade visando melhorar as propriedades das
membranas fibrosas de gelatina citadas anteriormente tem sido a
eletrofiacdo de blendas e compositos de gelatinas com outros polimeros.
Para aplicacdo em engenharia de tecido, Panthi et al. (2013)
caracterizaram e estudaram a citocompatibilidade de MF eletrofiadas a
partir do composito nylon-6/gelatina e concluiram que as membranas
com teor de 20 % (m/m) de gelatina apresentaram as melhores
propriedades mecanicas, além de boa citocompatibilidade e proliferacdo
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celular. Nagiah et al. (2013) produziram membranas eletrofiadas a partir
de solucdo de poli (&cido 3-hidroxibutirico)/gelatina e avaliaram o
crescimento de fibroblastos e queratindcitos dérmicos humanos. Os
autores concluiram que as blendas apresentaram boa estabilidade
térmica para aplicagdo em engenharia de tecido, com temperatura de
degradacdo acima de 249 °C, além de suportarem a adesdo e
proliferacdo das células estudadas, provando ter grande potencial para
regeneracdo de pele. Nguyen Thuy Ba e Lee (2012) eletrofiaram alcool
polivinilico/gelatina e diminuiram a solubilidade das fibras em agua pela
reticulacdo por tratamento em metanol. Também foi encontrado que o
material produzido é adequado para o crescimento celular. Jing et al.
(2014) eletrofiaram solucdes de gelatina/poli(carbonato de propileno)
em trifuoretanol variando o pH da solucdo pela da adicdo de acido
acético. Observaram que a adicéo do 4cido aumentou a miscibilidade de
poli(carbonato de propileno) e gelatina na solugdo, melhorando a
uniformidade e propriedades mecénicas das nanofibras eletrofiadas,
além de ndo influenciar negativamente o crescimento e proliferacdo de
células.

Nos Gltimos anos, pesquisadores tém investigado os efeitos da
incorporacdo de NC, um dos biopolimeros naturais mais fortes e rigidos,
nas propriedades mecanicas de matrizes poliméricas. Zhou et al. (2011)
obtiveram aumento de 2,8 vezes no médulo de Young de membranas
fibrosas, incorporando 20% em massa de NCs em 0Oxido de polietileno.
Huang, Liu e Yao (2011) eletrofiaram proteina de seda carregada com
NCs na faixa de 0 a 4% (m/m), resultando em aumento de 4 vezes no
maédulo de Young das membranas fibrosas e reducdo na elasticidade de
10,8 para 4,8 %. Lee e Deng (2012) produziram membranas
eletrofiadas, isotrépicas e alinhadas a partir de alcool polivinilico
reforcadas por NCs nas concentracfes de 0 a 15% em massa; 0 aumento
no maddulo de Young foi de 2,1 e 2,2 vezes para membranas isotropicas
e orientadas, respectivamente. Estes estudos mostraram que NCs
melhoraram as propriedades mecanicas das membranas electrofiadas,
sendo atribuida ao seu elevado aspecto de raio, boas propriedades
mecanicas intrinsecas e forte adesdo interfacial entre NCs e a matriz.
Cao et al. (2008) avaliaram os efeitos da incorporacdo de NCs em filmes
de amido e observaram que os filmes nanocompdsitos comparados com
aqueles de amido puro apresentaram maior resisténcia em agua, além de
melhores propriedades mecénicas. Os autores atribuiram os resultados
as semelhancas quimicas entre NCs e amido e a realizacdo de interacoes
do tipo ligacdo de hidrogénio.



3 MATERIAL E METODOS
3.1 MATERIAL

Neste trabalho utilizou-se gelatina tipo A, extraida de pele de
porco com diferentes indices Bloom, (90, 250 e 280 g), cedida pela
fabrica de gelatina Gelnex (It4 - Santa Catarina - Brasil), acido acético
glacial (C,H40,, 99,5% - P.A., Lafan), glutaraldeido (CsHgO,, 25% -
Vetec), ninidrina (CoHeO4, 99% - Vetec), etanol (C,H¢O, 99,5% - P.A.,
Synth), &cido sulfirico (H,SO4, 98% - P.A., Synth), papel filtro (J
Prolab N°. 2 - PR, Brasil) e 4gua destilada.

3.2 METODOS
3.2.1 Preparo das solugdes e suspensdes

Neste trabalho as solugdes de gelatina foram identificadas como
GeB90, GeB250 e GeB280 de acordo com o seu indice Bloom. Para o
estudo do efeito do indice Bloom na habilidade de eletrofiacdo (HE),
foram preparadas solugdes variando a concentracdo de gelatina de 18 a
32 % (m/v) para GeB90 e de 12 a 24 % (m/v) para GeB250 e GeB280
dissolvidas em &cido acético 89,6 % (v/v). Para o preparo da solucédo de
18 % (m/v) de gelatina em &cido acético 89,6 % (v/v), por exemplo,
0,5400 g de gelatina foi pesado em balanca analitica, Shimadzu
AUY?220, e adicionada em 3,0 mL de solvente (2,7 mL de HAc e 0,3
mL de agua destilada). A mistura foi agitada suavemente em agitador
magnético (MS equipamentos, TLK 48) a 40 °C por 30 minutos e,
entdo, a temperatura ambiente por 60 min para completa solubilizagéo.
O polimero e o solvente foram utilizados como recebidos, sem
purificacdo adicional. A Figura 12 mostra solucdes de GeB90, GeB250
e GeB280 18 % (m/v) em &cido acético 89,6 % (v/v).

Figura 12: Soluges de gelatina de diferentes indices 18 % (m/v) em é&cido
acético 89,6 % (v/v).
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GeB90 GeB250 GeB280
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As suspensfes de gelatina/Nanocristais de celulose foram
preparadas utilizando GeB280 18 % (m/v). As concentracdes de NCs
em relagdo ao po de gelatina foram de 0, 1, 2, 3 e 4 % (m/m), sendo as
suspensBes denominadas GeNCO, GeNC1, GeNC2, GeNC3 e GeNC4
respectivamente. Para o preparo da suspensdo GeNC1, por exemplo, 9,0
mL de HAc foram adicionados a 1,0 mL de suspensdo aquosa de NCs
1,8 % (m/v) (o processo de extracdo de NCs estd detalhado no item
3.2.3) e a mistura foi mantida sob agitacdo magnética vigorosa durante
30 minutos. Em seguida, 0,5400 g de gelatina foi adicionada a 3,0 mL
da suspensdo e agitada suavemente em agitador magnético durante 30
minutos a 40 °C e 60 min a temperatura ambiente.

3.2.2 Planejamento fatorial

Um planejamento fatorial completo 2* foi realizado com o intuito
de melhor compreender o sistema de eletrofiacdo. Para isto, foram
considerados como fatores a concentracdo de GeB280, a distancia entre
a agulha e o coletor, a diferenca de potencial elétrico e a vazdo. Para
cada fator foram escolhidos dois niveis, um inferior e um superior,
representados pelos sinais negativo (-) e positivo (+), respectivamente.
Na Tabela 1 sdo mostradas as condicfes experimentais codificadas, nos
niveis -1 e +1, utilizadas nas eletrofiacbes. Por exemplo, o fator A
corresponde a concentracdo de gelatina, na qual o nivel inferior €
representado por 9 % (m/v) e o superior por 12 % (m/v) dissolvidos em
acido acético glacial. O volume eletrofiado foi de 0,5 mL, o coletor
utilizado foi folha de aluminio, 6,0 x 6,0 cm” aterrada e os demais
pardmetros foram mantidos fixos e utilizados em todas as eletrofiagdes
deste trabalho, ou seja, o didmetro interno da agulha € de 0,723 mm,
temperatura do meio de 23,0 + 0,5 °C e umidade relativa de 55,0 + 2,0
%.

Tabela 1: Fatores e respectivos niveis utilizadas no planejamento fatorial para
eletrofiacdo de GeB280.

Fator Condicao

- +
A [GeB280] / % (m/Vv) 9 12
B Distancia agulha-coletor / cm 8 12
C Diferenca de potencial elétrico / kV 17 22
D Vazdo / uL/min 10 20

Fonte: Desenvolvido pelo autor.
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A resposta deste planejamento foi obtida de forma qualitativa,
observando a habilidade de eletrofiacdo, HE, que foi classificada em trés
grupos: ruim (R), boa (B) e excelente (E). Uma classificacdo “ruim”
significa que o jato da eletrofiacdo quebra frequentemente em pequenas
gotas ou que ocorre a dificuldade na ejecdo do jato. Em ambos os casos
pode ser observada a presenca de solvente no coletor. Classificagdo
“boa” significa formagdo de fibras com poucas gotas atingindo o coletor
e “excelente” quando nenhuma gota foi observada no coletor formando
um filme homogéneo.

O conjunto de 16 eletrofiagdes foi gerado pela combinacéo entre
2 niveis e 4 fatores apresentados na Tabela 1. Apds analise dos
resultados obtidos neste planejamento experimental, o efeito da
concentracdo de solvente sobre a HE foi avaliado. Para isto, foram
eletrofiadas solugdes de GeB280 18 % (m/v) variando a concentragdo de
acido acético de 49,8 a 99,5 % (v/v).

3.2.3 Extracao de Nanocristais de Celulose

A celulose de algoddo utilizada para preparar as suspensdes de
NCs foi obtida a partir de fibras de celulose branqueada de papel filtro
do tipo J Prolab N°. 2 (PR, Brasil). A hidrdlise foi realizada em meio
contendo &cido sulfurico seguindo a método utilizado por Dong; Revol;
Gray (1998). O papel filtro foi cortado em pedacos de (0,5 x 0,5) cm?,
adicionado em solucdo aquosa de &cido sulfurico 64 % (v/v) na
proporcdo de 1:17,5 (g/mL) e mantido sob agitacdo magnética (MS
equipamentos, TLK 48) por 60 minutos a 45 °C. Em seguida, a hidrdlise
foi interrompida, diluindo o volume da suspensdo em 10 vezes com
agua fria. As suspensdes foram centrifugadas em 10000 rpm por 10 min
(Sigma, 2K15) e o corpo de fundo foi dialisado em membranas
apropriadas (massa molecular de corte 12000-16000 Da e diametro de
poro de 25 A) em fluxo continuo de dgua durante trés dias para
neutralizacdo do pH. Apos a dialise, a suspensdo foi sonicada em sonda
ultrassdnica (Unique, disruptor) por 7 minutos para a obtencdo de
particulas dispersas e ndo agregadas.

3.2.4 Determinacdo da concentracdo de NCs

Em um vidro rel6gio previamente pesado, foram adicionados 5,0
mL da suspensdo de NCs e condicionada em estufa a 105 °C por 24 h.
Em seguida, a amostra foi armazenada em um dessecador por 24 h e
posteriormente pesada para determinacdo da massa seca. As
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concentragdes das suspensdes obtidas foram de aproximadamente 5,5 %
(m/v).

3.2.5 Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR das amostras de gelatina em pé com
diferentes indices Bloom (90, 250 e 280) foram obtidos com o
equipamento IRPrestige-21 da Shimadzu. Os ensaios de FTIR foram
realizados com nimero de onda entre 400 e 4000 cm™ usando 32
varreduras com resolucdo 4 cm™. Todas as amostras em p6é foram
preparadas na forma de discos de brometo de potassio (KBr) na
proporcdo 1:100. Para as amostras de gelatina eletrofiadas com
diferentes teores de NC e o filme de NC obtido pela técnica de preparo
“casting”, os espectros foram obtidos por espectrometro FTIR Agilent
Technologies (Cary 600 Series) no modo de refletancia total atenuada
(ATR). Cada espectro foi adquirido em célula de cristal Zn/Se por
acimulo de 30 varreduras com resolucdo de 4 cm™ e intervalo de
nimero de onda de 4.000 a 650 cm™.

3.2.6 Viscosidade

As viscosidades aparentes das soluces de gelatina eletrofiadas
foram determinadas em um viscosimetro Haake 6L plus, utilizando a
haste L3 na rotacdo de 100 rpm. Todas as medidas foram realizadas em
duplicata e com a temperatura de 23,0 + 0,1 °C.

3.2.7 Condutividade elétrica

As medidas de condutividade elétrica das solucdes de gelatina e
suspensdes gelatina/NCs eletrofiadas foram obtidas com condutivimetro
Tecnopon MCA-150. Todas as medidas foram realizadas em duplicata e
com a temperatura de 23,0 £ 0,1 °C.

3.2.8 Eletrofiagao

As solucbes e suspensdes poliméricas foram transferidas para
uma seringa de 5 mL equipada com uma agulha de diametro interno de
0,723 mm. O volume eletrofiado foi de 2 mL com vazéo de 10 uL min™,
controlada com uma bomba de infusdo (New Era Pump Systems NE-
300) e com temperatura de 23,0 + 0,5 °C e umidade relativa de 55,0 +
2,0 %. A diferenca de potencial elétrica aplicada foi de 17,0 £ 0,5kV e a
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distancia entre a ponta da agulha e o coletor aterrado (folha de aluminio,
6,0 x 6,0 cm?) foi de 17 cm. A Figura 13 (a) ilustra o sistema de
eletrofiacdo e as condigdes experimentais utilizadas. As MF eletrofiadas
foram armazenadas em dessecador para testes posteriores.

Para o estudo da reticulacdo, as MF de gelatina foram coletadas
em coletor cilindrico rotatério, ilustrado na Figura 13 (b), com o
objetivo de aumentar a area da membrana eletrofiada. As membranas
foram coletadas em folha de aluminio (9,0 x 8,0 cm?) fixada em cilindro
metélico com didmetro de 2,55 cm com rotagdo de 180 rpm. As MF
eletrofiadas foram armazenadas em dessecador para testes posteriores.

Figura 13: Sistema de eletrofiacdo e condi¢Bes experimentais utilizando coletor
estatico (a) e cilindrico rotatdrio (b).

17cm

(a) ]

Volume: 2 mL

17 cm
\

(b) Volume: 2 mL
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rotatério

N Tensdo: 17,0 = 0,5 K

Fonte: Desenvolvido pelo autor.
3.2.9 Microscopia Eletrbnica de Varredura (MEV)

A morfologia das MF de GeB90, GeB250 e de GeB280 foi
examinada em MEV (JEOL, JSM-6390LV). Para as MF de
gelatina/NCs as imagens foram obtidas por Microscopia Eletrdnica de
Varredura com Emissdo de Campo (MEV-FEG) (JEOL, JSM-6701F). O
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didametro das fibras foi determinado a partir do valor médio de 50
medidas de cada amostra, utilizando o programa Size Meter 1.1
(http://lcp.eng.ufsc.br/novoprojeto/?nav=estat).

3.2.10 Analise Termogravimétrica (TGA)

A analise termogravimétrica das MF foi realizada utilizando o
equipamento Netzsch 5TA 449 F3 Juppiter. As amostras foram
condicionadas em dessecador a 45% de umidade relativa mantida com
silica gel durante 7 dias antes dos testes; em seguida, foram aquecidas
sob atmosfera de gas nitrogénio em recipiente de alumina de 27 a 700
°C a uma taxa de aquecimento de 10 °C / min. Os resultados foram
processados pelo software Netzsch Proteus Thermal Analysis.

3.2.11 Propriedades mecénicas

As amostras submetidas ao ensaio de tensdo foram preparadas de
acordo com Huang et al. (2004) e Chen et al. (2009) e com algumas
modificag¢@es. Inicialmente, um molde feito em papel branco (5,0 x 5,0
cm?) foi cortado como mostrado na Figura 14A. Uma fita dupla face foi
colada nas areas superior e inferior de um dos lados do molde. Este foi
aderido na membrana a uma distancia de 5 mm das bordas e cortado em
pedacos retangulares (1,0 x 5,0 cm?) ao longo das linhas verticais, como
mostrado na Figura 14B. Em seguida, o papel de aluminio (coletor) foi
cuidadosamente removido, fita adesiva de face Unica foi aplicada nas
areas de pressdo e o0 molde de papel foi cortado de modo a néo interferir
nos ensaios.

Figura 14: (A) Modelo de papel usado para preparar as amostras da membrana
fibrosa para o ensaio de tragdo e (B) modelo de uma amostra para 0 ensaio de
tragdo.

A B

Fitgs dupla face

(&rep de presséo) 30 0mm

Fonte: Adaptada de Huang et al. (2004).
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Os testes de tracdo foram realizados utilizando um texturémetro
(TA. HD. Plus, Stable Micro Systems) com célula de carga de 500 N,
velocidade de deslocamento de 10 mm/min, distancia inicial entre as
garras de 30 mm e temperatura de 23 °C. Os resultados sdo a média de
pelo menos 7 medidas de cada material. As espessuras, foram
determinadas com um micrémetro digital (Digimess, IP54) com base em
10 medidas para cada membrana.

3.2.12 Reticula¢do em glutaraldeido

A reticulagdo foi realizada com membranas de GeB280 na
concentracdo de 18% (m/v) seguindo o método utilizado por Kato et al.
(1989) e por Zhang et al. (2006). Em um dessecador, colocou-se, ao
fundo, uma placa de Petri contendo 10 mL de solucdo aquosa de GTA e,
acima da porcelana perfurada, as MF de gelatina (4,0 x 4,0 cm?) a
temperatura ambiente; a seguir, as amostras foram deixadas sob fluxo de
ar em capela por duas horas e submetidas ao tratamento térmico a 100
°C em estufa para remocdo do GTA residual por 1 h. Foram avaliados 0s
efeitos da concentracdo de GTA, 0,1,0,5,1, 2,5,5, 7,5, 10 e 12,5% (v/v)
no periodo de 3 dias (4320 min) e o efeito do tempo em 45, 60, 180, 360
e 4320 minutos fixando a concentrago de GTA em 2,5 % (v/v).

3.2.13 Grau de reticulagdo

O grau de reticulacdo foi determinado por ensaios com ninidrina
(2-dihidroxi-1,3-indanodiona) (DASH; FOSTON; RAGAUSKAS,
2013). Em um tubo eppendorf, foram adicionados 5 mg de membranas
de gelatina eletrofiadas e 1,0 mL de solugdo de ninidrina 1,5 % (m/v)
em etanol, seguido de aquecimento da mistura por 25 min a 80 °C. Apos
resfriar a temperatura ambiente, realizou-se diluicdo da amostra com
agua na proporcdo 1:9 e a absorbancia Optica (A) foi medida usando
espectrometro UV/VIS (PG Instruments, T90) em 570 nm contra uma
solugdo em branco, sem membrana, que passou pelo mesmo
procedimento das membranas reticuladas. O grau de reticulacdo (GR)
foi calculado pela Equacéo (1):

GR (%) = {1' (Amembrana reticulada / Amembrana nao reticulada)} x 100 (1)



50

3.2.14 Solubilidade em 4gua

O teste de solubilidade (S) em &gua foi realizado seguindo a
metodologia utilizada por Martucci, Accareddu e Ruseckaite (2012)
com modificacbes quanto ao periodo em que as MF permaneceram
submersas e a temperatura da agua. As membranas fibrosas de GeNCO,
GeNC4 (2,0 x 2,0 cm?), além daquelas reticuladas por glutaraldeido na
concentracdo de 2,5 % (v/v), foram secas em estufa a 105 °C por 24 h.
Em seguida, as amostras foram pesadas para determinar a massa inicial
(m;) e submersas em 30 mL de agua destilada (pH ~ 6,4) sob agitagéo
suave. As amostras GeNCO e GeNC4 permaneceram submersas por 24 h
a temperatura de 25 °C, enquanto as reticuladas permaneceram por 96 h
nas temperaturas de 30 e 40 °C. Apds este periodo as amostras foram
secas novamente a 105 °C e pesadas para determinacdo da massa final
(mg). Os experimentos foram realizados em duplicata e a solubilidade foi
calculada pela Equacéo (2):

5=(1—’;—f)x1oo @)

3.2.15 Durabilidade das membranas em escoamento aquoso

As membranas de gelatina reticuladas foram avaliadas quanto a
durabilidade ao escoamento aquoso utilizando o aparato ilustrado na
Figura 15.

Figura 15: Esquema do aparato utilizado para determinacdo da durabilidade das
membranas ao escoamento aquoso.
Saida
de dgua

- membrana

Entrada
de agua

Fonte: Desenvolvido pelo autor.
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O diametro do orificio recoberto pela membrana foi de 15 mm.
Uma cénula ligada ao orificio de entrada de agua foi conectada a uma
bomba peristaltica (Masterflex, 7518-00) com vazdo de 16 mL/min. O
volume de &gua utilizado foi de 70 mL em reciclo durante 3 h a 23 °C.
As massas inicial e final das membranas foram determinadas conforme
descrito no item anterior e a durabilidade das membranas foi
determinada a partir da Equagdo (3). Todos os experimentos foram
realizados em duplicata.

D= (%) x 100 3

3.2.16 Analise estatistica

As andlises estatisticas dos resultados foram realizadas no
software Statistica 10, utilizando o teste de Tukey com nivel de
significancia a = 0,05.






4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 AVALIACAO DA HABILIDADE DE ELETROFIACAO
4.1.1 Planejamento fatorial 2*
A habilidade de eletrofiacdo (HE) da gelatina dissolvida em &cido
acético para os 16 experimentos, mostradas na Tabela 2, foram

analisadas segundo os critérios apresentados no item 3.2.2.

Tabela 2: Habilidade de eletrofiagdo para as 16 condigdes experimentais do
planejamento fatorial.

Fator A B C D

Eletrofiagdo HE
1 -(9) -(8) -(17) - (10) NFM
2 +(12) -(8) -(A7) - (10) NFM
3 -(9) +(12) -(17) - (10) R
4 +(12) +(12) -(17) - (10) B
5 -(9) -(8) +(22) - (10) NFM
6 +(12) -(8) +(22) - (10) NFM
7 -(9) +(12) +(22) - (10) R
8 +(12) +(12) +(22) - (10) R
9 -(9) -(8) -(17) + (20) NFM
10 +(12) -(8) -(17) + (20) NFM
11 -(9) +(12) -7 + (20) R
12 +(12) +(12) -7 + (20) B
13 -(9) -(8) +(22) + (20) NFM
14 +(12) -(8) +(22) + (20) NFM
15 -(9) +(12) +(22) +(20) R
16 +(12) +(12) +(22) + (20) R

A = [Ge] / % (m/v); B = Distancia agulha-coletor / cm; C = Diferenga de potencial elétrico /
kV; D = Vazio / uL/min; E = Excelente; B = Boa; R = Ruim; NMR = Nao formou membrana.
Fonte: Desenvolvido pelo autor.

Para as eletrofiagBes realizadas com distancia entre agulha e
coletorde 8 cm (1, 2, 5, 6, 9, 10, 13 e 14) ndo foi observada formacéao de
membrana (NMF). Isso pode ser explicado pela baixa porcdo de
evaporagdo do solvente, sugerindo que esta distancia néo é adequada em
combinacdo com as demais condi¢Bes. Entre aquelas realizadas na
distancia de 12 cm, os experimentos com concentracdo no nivel inferior
(3, 7, 11 e 15), além daqueles com diferenca de potencial elétrico no
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nivel superior (7, 8, 15 e 16) apresentaram muitas gotas no coletor. Os
ensaios 4 e 12 apresentaram boa HE, diferindo apenas no valor da
vazo, 10 e 20 uL/min, respectivamente. E possivel observar que houve
melhora na HE combinando os niveis superiores da concentra¢do da
solucdo e da distancia entre a ponta da agulha e o coletor com o nivel
inferior da diferenca de potencial elétrico, e que os niveis de vazéo
utilizados ndo interferem na HE para esta combinacéo.

Com base nestes resultados, realizou-se um experimento
aumentando a concentracdo de gelatina para 18 % (m/v) e a distancia
entre a agulha e coletor para 17 cm. A diferenca de potencial elétrico foi
mantida em 17 kV e a vazdo em 10 uL/min (vazdo menor garante maior
evaporacdo do solvente). O resultado obtido foi uma eletrofiacdo
excelente, sem gotas no coletor.

4.1.2 Variacdo da concentracdo de HAc

As eletrofiagbes com solucbes de GeB280 em diferentes
concentracGes de HAc foram realizadas afim de se obter a solugdo mais
diluida que resultasse em HE excelente. A Tabela 3 apresenta os
resultados obtidos variando a concentragdo de HAc de 49,8 a 99,5 %
(viv) em 18 % (m/v) de GeB280, mantendo constante as demais
condi¢des experimentais.

Tabela 3: Habilidade de eletrofiagdo para solu¢des de GeB280 18% (m/v) com
diferentes concentragdes de HAc, distancia entre agulha e o coletor de 17 cm,
vazdo de 10 pL/min e diferenga de potencial elétrico de 17 kV.

[HAC] / % (vIV)
49,8
59,7
69,7
79,6
89,6
99,5
E = Excelente; B = Boa; R = Ruim.
Fonte: Desenvolvido pelo autor.

I
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A variacdo na concentracdo de HAc de 49,8 até 69,7 % (v/v)
resultou em uma HE ruim, com 79,6 % (v/v) apresentou HE boa e com
89,6 e 99,5 % (v/v) o valor da HE foi excelente. A melhora na HE com
0 aumento da concentracdo de HAc pode ser atribuida ao aumento da
viscosidade da solucdo. Gelatina dissolvida em meio acido sofre
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protonacdo dos seus grupos amina (-NH,) e expande a estrutura tripla-
hélice aumentando a viscosidade da solu¢cdo (SONGCHOTIKUNPAN;
TATTIYAKUL; SUPAPHOL, 2008). Com isto, o0s demais
experimentos deste trabalho foram realizados em 89,6 % (v/v) de HAc.

4.2 ELETROFIACAO DE GELATINAS COM DIFERENTES
INDICES BLOOM

4.21FTIR

A Figura 16 mostra os espectros de infravermelho para as
gelatinas com diferentes indices Bloom. Os principais picos de absorcdo
estdo situados nas regifes das bandas de amidas. Amida A em 3290 ~
3306 cm™, amida B em 3062 ~ 3065 cm™, estiramento assimétrico de
CH, em aproximadamente 2935 cm, estiramento simétrico de CHs em
2875 cm™, amida | em 1660 cm™, amida Il em 1535 cm™ e amida I11 em
1240 cm™ (DHANDAYUTHAPANI; KRISHNAN; SETHURAMAN,
2010; ZHA et al., 2012).

As gelatinas de maior indice Bloom, 250 e 280 g, apresentaram
menor intensidade nas bandas de amida I, Il e I1l. A diminui¢do nestas
bandas é um indicativo de maior desordem na gelatina e esta associada
com a perda da conformacdo tripla-hélice como resultado da
desnaturacdo do colageno (FRIESS; LEE, 1996). Geralmente, gelatinas
com menor indice Bloom contém maior quantidade de componentes de
baixa massa molecular, em que o grupo funcional (C=0) poderia estar
mais exposto e tornar-se mais reativo entre as cadeias alfa. Durante a
liofilizacdo da gelatina extraida, as fragcbes de baixa massa molecular de
gelatina podem submeter-se gradualmente a renaturacéo, formando uma
rede com mais ligacBes de proteina-proteina do que as fragcdes de
elevada massa molecular (MUYONGA; COLE; DUODU, 2004).
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Figura 16: Espectros FTIR de p6 de gelatina de diferentes indices Bloom.

GeB280 —— GeB250 — GeB90
Amida |
Amida Il

Amida A

Amida B Amida 11

N e

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Absorvancia

Numero de onda (cm'l)
Fonte: Desenvolvido pelo autor.

4.2.2 Variacdo das concentragdes de GeB90, GeB250 e GeB280

A eletrofiacdo foi analisada pela variacdo da concentragdo de
gelatina de 18 a 32 % (m/v) para GeB90 e 12 a 24 % (m/v) para
GeB250 e GeB280, enquanto a concentracdo de &cido acético foi
mantida fixa em 89,6 % (v/v). A Tabela 4 apresenta os resultados da
condutividade elétrica, viscosidade aparente e habilidade de eletrofiacdo
(HE). Para todos os diferentes tipos de gelatina apresentados, a
condutividade elétrica aumentou com o aumento da concentracdo da
solucdo. Isto pode ser atribuido ao aumento na quantidade total de ions
na solucdo, uma vez que a gelatina é um polieletrélito que possui grupos
funcionais ionizaveis, como amina e carboxila, 0os quais podem ser
ionizados por agentes &cidos ou ainda hidrolisados, adquirindo cargas
positivas ou negativas (HUANG et al., 2004; SONGCHOTIKUNPAN;
TATTIYAKUL; SUPAPHOL, 2008). Para uma mesma concentracéo, o
valor da condutividade elétrica aumentou com a diminui¢do do indice
Bloom. Proteinas submetidas a meio acido, como neste caso, sofrem
desestabilizacdo da estrutura tripla hélice (KI et al., 2005) e, como
citado anteriormente, quanto menor o indice Bloom, menor é o tamanho
da cadeia polimérica, aumentando o nimero de grupos terminais
ionizaveis, como amina e carboxila.
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Tabela 4: Habilidade de eletrofiagdo, viscosidade e condutividade elétrica de
solugcBes com diferentes concentragdes de GeB90, GeB250 e GeB280 em
solugdo aquosa de acido acético 89,6 % (v/v).

[Ge]

(% miv) GeB90 GeB250 GeB280
HE Nap o HE Nap c HE Nap c
(mPa.s)  pS/em (mPa.s)  pS/em (mPa.s)  pS/em
12 - - - R 120+3  452+20 R 127+4  428+16
14 - - - B 1736 487+21 B 16616 462%15
16 - - - B 24949 515+#24 B 24111 49626
18 R  125%3 599+51 E 3104 54127 E 32413 520+24
20 B 175%5 616+44 E  492+6 550+26 E  525+18 54220
22 B 221+12 63342 E 603+20 578+30 E 66648 560+21
24 E 30747 64143 R 83414 597#33 R 95027 570+26
26 E 410+9  650+45 - - - - - -
28 E 47213 657#46 - - - - - -
30 E 528+4  661+49 - - - - - -
32 R 729+19 669+52 - - - - - -

Nap: Viscosidade aparente; o: condutividade; E = Excelente; B = Bom; R = Ruim.
Fonte: Desenvolvido pelo autor.

As propriedades viscoelasticas do fluido polimérico tém sido
identificadas como o pardmetro de solugdo mais importante a ser
considerado no processo de eletrofiacdo e esta propriedade pode ser bem
representada pela viscosidade da solugdo para indicar a habilidade de
eletrofiacdo (KI et al., 2005; RATANAVARAPORN et al., 2010). Os
valores da viscosidade para as solucOes investigadas aumentaram com o
aumento da concentracdo de gelatina. Quando comparados nas mesmas
concentracBes, os valores encontrados para GeB90 foram muito
menores do que aqueles para GeB250 e GeB280, que por sua vez
apresentaram valores similares entre 12 e 20% (m/v) (Figura 17). A
relacdo entre a viscosidade e a concentracdo da solucdo para GeB90,
GeB250 e GeB280, pode ser aproximada empiricamente pelas equagdes
exponenciais (4), (5) e (6), respectivamente.
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Figura 17: Viscosidade em funcédo da concentracdo de gelatina para solugdes de
gelatina de trés diferentes indices Bloom em solugdo aquosa de acido acético
89,6 % Vv/v.

1000 o GeB9O i
o GeB250 *
sl 4 GeB280
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400
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200 -

12 16 20 24 28 32
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Fonte: Desenvolvido pelo autor.

([GeB90]) 5

Nap = 272,9¢\ 227 ) — 4789 (R? = 0,99) 4)
([GeBZSO]) 5

Nap = 22,8¢\ o6 ) —22,7 (R?=10,98) (5)
([GeBZSO]) 5

Nap = 13,2e\ 56 ) +13,2 (R? =0,99) (6)

A HE de GeB90, GeB250 e GeB280 melhorou com o aumento da
concentracdo da solugdo, mas nas concentracdes mais elevadas a HE é
ruim. Nas concentragbes baixas, a HE ruim foi caracterizada pela
formag&o de goticulas, como resultado da baixa viscosidade da solucéo
(FONG; CHUN; RENEKER, 1999; MIT-UPPATHAM;
NITHITANAKUL; SUPAPHOL, 2004). J& nas concentracbes mais
elevadas, 0 aumento da viscosidade da solucdo polimérica dificultou a
ejecdo do jato. Embora tenha ocorrido a formacéo de fibras, observou-se
instabilidade da solugéo polimérica na ponta da agulha e frequentemente
0 jato espesso foi ejetado atingindo o coletor ainda com solvente.

E interessante observar que a HE com classificagdo excelente foi
obtida com intervalos de concentra¢do mais elevada para GeB90 do que
para GeB250 e GeB280. Para GeB90 ndo houve formacéo de membrana
entre 12 e 16 % (m/v) e as melhores concentracdes foram entre 24 e 30
% (m/v).Ja a GeB250 e a GeB280 apresentaram o melhor intervalo entre
18 e 22 % (m/v). Isto pode ser explicado pela viscosidade da solugdo,
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considerando que os presentes resultados confirmaram gque quanto maior
o indice Bloom da gelatina, maior € a viscosidade da solucéo.

Em se tratando do mesmo polimero, a massa molecular esta
associada com o tamanho da cadeia polimérica, que por sua vez afeta a
viscosidade da solucdo, ja que o tamanho da molécula determinara a
quantidade de entrelagamento das cadeias poliméricas no solvente.

Outra maneira de aumentar a viscosidade da solucdo é aumentar a
concentracdo do polimero. Similar ao aumento da massa molecular, o
aumento na concentracdo resulta em maiores entrelagamentos das
cadeias poliméricas na solucdo, que € necessario para manter a
continuidade do jato durante a eletrofiagdo (RAMAKRISHNA et al.,
2005). Com isto, analisando a habilidade de eletrofiacdo pelos valores
da viscosidade, é possivel observar que os melhores valores de
viscosidade para as gelatinas de diferentes indices Bloom s&o similares,
isto é, 307,3 a 511,7 para GB90, 322,0 a 603,0 para GB250 e 324,3 a
665,7 mPa.s para GB280.

Baseado nos resultados mostrados na Tabela 4, é dificil
estabelecer um intervalo de viscosidade preciso, mas os resultados estdo
de acordo com Songchotikunpan, Tattiyakul e Supaphol (2008), que
investigaram a eletrofiacdo de gelatina extraida de “Nile” tilapia (Bloom
328 g) em 4cido acético e concluiu que goticulas foram formadas
quando a viscosidade da solucdo apresentou valores abaixo de 336 mPa
s. Também, relataram dificuldade para eletrofiar solucdo de gelatina
com viscosidade de 994 mPa s utilizando solu¢do aquosa de &acido
acético 89,6 % (v/v).

4.2.3 Morfologia

A morfologia das MF de GeB90, GeB250 e GeB280 que
resultaram em boa e excelente habilidade de fiacdo foram analisadas por
MEV. A partir das micrografias apresentadas na Figura 18, é possivel
observar que o aumento na concentracdo de 20 para 30 % (m/v) de
GeB90 e de 14 para 22 % (m/v) de GeB250 e GeB280 resultou no
aumento no didmetro médio das fibras, passando de 257,3 para 646,2
nm, 204,3 para 588,3 nm e 222,7 para 630,1 nm, respectivamente.
Relacionando estes resultados com aqueles apresentados na Tabela 4,
verifica-se que os aumentos da viscosidade e da condutividade elétrica
das solugbes, resultaram em fibras mais espessas. Contudo, de acordo
com 0 exposto no item 2.1.2 pode-se concluir que as forgas
viscoelasticas superaram a forga de alongamento gerada pela repulséo
elétrica.
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Figura 18: Microscopia eletronica de varredura das MF obtidas a partir das
solucdes de gelatina em &cido acético 89,6 % (v/v). O indice Bloom e a
concentragdo da solucdo sdo mostrados abaixo de cada imagem (amplia¢do =
10000x, barra de esala =1 um).

GeB280 16% (259,5 + 23,7 nm)

GeB90 26% (417,3 + 29,7 nm)

’ LCME UFSC

GeB90 28% (5149 +493nm)  GeB250 2% (588 3+69,9 nm)  GeB280 22% (630,1 + 55,7 nm)

GeB90 30% (646,2 + 49,4 nm)
Fonte: Desenvolvido pelo autor.
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As Figuras 19a e 19b ilustram o diametro médio das fibras (d.,)
eletrofiadas de GeB90, GeB250 e GeB280 em func¢do da concentracao e
da viscosidade das solugdes. A Figura 19a mostra que ha uma relagéo
entre as concentragBes das solucdes e os diametros médios das fibras,
gue pode ser bem representada pelas Equagdes exponenciais (7), (8) e
(9) para GeB90, GeB250 e GeB280, respectivamente. Além disso, para
uma dada concentragdo, GeB90 apresentou fibras mais finas do que
GeB250 e GeB280, que demonstraram ser bastante compativeis uma
com a outra. Esta observacédo esté enfatizada na Figura 19a pelas linhas
verticais tracejadas no grafico e pelas imagens obtidas por MEV. A
Figura 19b mostra a relagdo dos didmetros médios das fibras em fungéo
da viscosidade na forma associada. A dispersao sugere que existe uma
relagio comum entre elas, que foi melhor aproximada pela Equacédo
linear (10). Esta afinidade entre o didmetro das fibras e a viscosidade da
solucdo de gelatina eletrofiada também pode ser observada a partir das
imagens MEV apresentadas na Figura 19b. Independente do indice
Bloom, solucBes de gelatina com valores de viscosidades proximos
geraram fibras com didmetros semelhantes.

([Gesgo])

d, =102e\ 77 ) +127,2 (R?=0,98) )
([GeBzSO])

d, =552e\ 77 ) —749 (R%=0,98) (8)
([GeBZSO])

dn =117\ 56 ) +743 (R%=094) 9)

dm = 82,3 +0,881,, (R?=10,94) (10)
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Figura 19: Diametro médio das fibras eletrofiadas a partir de GeB90, GeB250 e
GeB280 plotadas em fungéo da concentracdo (a) e da viscosidade (b) das
solucBes. Ao lado as imagens MEV das fibras de GeB90, GeB250 e GeB280
nas concentragdes ou viscosidades especificadas.
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4.2.4 Propriedades mecanicas

Os ensaios de tracdo foram realizados para avaliar as
propriedades mecénicas das MF eletrofiadas a partir de gelatina com
diferentes indices Bloom. Para realizar estes ensaios foram escolhidas as
membranas homogéneas, ou seja, aquelas que foram obtidas com
excelente habilidade de eletrofiacdo. Os valores médios da espessura, do
moédulo de Young, da tensdo maxima de tracdo e da deformacdo na
ruptura das membranas estdo resumidos na Tabela 5 e as curvas de
tensdoxdeformacao estéo ilustradas na Figura 20.

Para todos os diferentes tipos de gelatina, sdo produzidas
membranas mais espessas com concentracdes mais elevadas. O aumento
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na concentragdo gera aumento na viscosidade da solucdo, que esta
relacionada com o grau de enovelamento das cadeias de moléculas de
polimero. A andlise das espessuras das MF sugere que a partir de uma
determinada viscosidade ocorra maior estabilidade do cone de Taylor,
promovendo melhor orientacéo das fibras em dire¢éo ao coletor. Huang
et al. (2004) obtiveram comportamento semelhante, ou seja, 0 aumento
da concentragdo da solugdo de gelatina eletrofiada resultou em
membranas mais espessas. No entanto, a diferenca de espessura €
minimizada no célculo dos parametros de tensdo e deformacdo. Por
exemplo, requerer-se-4 2 vezes a carga para produzir a mesma
elongacdo se a area da secdo reta da amostra for dobrada (CALLISTER,
2007).

Tabela 5: Propriedades mecénicas das MF eletrofiadas a partir de solucdes de
gelatina de diferentes indices Bloom em &cido acético 89,6 % (V/v).

indice [Ge] e E Ormax &
Bloom (% m/v) (um) (MPa) (MPa) (%)
24 55,4+12,7 88,0+25,6 1,5+0,1 1,2+0,2
90 26 120,0+7,0  80,8+16,1 1,5+0,2 2,0£0,5
28 144,4¥11 72,0164 1,4%0,1 1,8+0,2
30 126,4+10,4 91,0123 1,6+0,1 1,6+0,3
18 48,6194  551+16,6 2,1+04  19,7#15
250 20 91,5+2,1  74,1x185 22+0,3 28,9487
22 89,5+4,1 87,9488 24+04 23,4+124
18 47,3154 49,7494 2,6%0,3  22,6%6,5
280 20 96,354  87,4x11,1 25%0,2 22,249,0
22 100,8+6,1  90,4+18,9 2,3+0,3 18,9+4,7

e: espessura média da membrana; E: Médulo de Young (MPa); omax: Tensdo méxima de tragéo
(MPa); ep: Deformacéo na ruptura (%).
Fonte: Desenvolvido pelo autor.

Para 0 mddulo de Young, a influéncia da concentragdo na
variabilidade da resposta s6 é significativa a um valor do coeficiente de
determinacdo de 0,68. No entanto, o teste de Tukey ndo mostrou
diferenca ao nivel de significancia o = 0,05, indicando que, nas
condi¢des estudadas, ndo é observada alteracdo do moédulo de
elasticidade (Tabela 6). Para a tensdo maxima de tracdo, apenas a
influéncia do Bloom ¢ significativa na variabilidade da resposta, com
valor de coeficiente de determinacdo de 0,86 (teste de Tukey
significativo para todos os valores de Bloom a p < 0,05 — Tabela 7).
Para a deformacdo na ruptura, embora os resultados da analise de
variancia ndo tenham sido globalmente significativos, foi observada
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significancia entre os valores encontrados para Bloom igual ou maior a

250 em relacdo ao de 90 (Tabela 8).

Tabela 6: Teste de Tukey aplicado para 0 médulo de Young das MF com
diferentes indices Bloom.

Bloom B90 B250 B280
82,852 71,459 75,844
B90 0,104093 0,375424
B250 0,104093 0,719367

B280 0,375424 0,719367
Fonte: Desenvolvido pelo autor.

Tabela 7: Teste de Tukey aplicado para a Tensdo maxima de tracdo das MF com
diferentes indices Bloom.

Bloom B90 B250 B280
1,519 2,220 2,467
B90 0,000128 0,000128
B250 0,000128 0,032077

B280 0,000128 0,032077
Fonte: Desenvolvido pelo autor.

Tabela 8: Teste de Tukey aplicado para a deformacédo na ruptura das MF com
diferentes indices Bloom.

Bloom B90 B250 B280
1,662 24,347 21,206
B90 0,000128 0,000128
B250 0,000128 0,315085

B280 0,000128 0,315085
Fonte: Desenvolvido pelo autor.

Estes resultados sdo ilustrados pelas curvas tensdo deformacao,
Figura 20, que evidencia que as MF eletrofiadas a partir de GeB90
apresentam comportamento fragil, enquanto as eletrofiadas a partir de
GeB250 e GeB280 comportam-se como plasticos. O alongamento das
membranas eletrofiadas de GeB250 e GeB280 foram, em média, no
minimo dez vezes maior do que as membranas de GeB90. O aumento
esta de acordo com uma maior extensibilidade dos filmes contendo
maiores quantidades de estrutura tripla hélice, a qual é proporcional ao
indice Bloom (BIGI; PANZAVOLTA; RUBINI, 2004). Em outras
palavras, com 0 aumento da massa molar, um ndmero maior de
moléculas parece “amarrar” ainda mais a estrutura do estado agregado.



65

Isto causa um aumento na flexibilidade e consequentemente aumento na

tenacidade.

Figura 20: Curvas de tensdo-deformagdo de membranas eletrofiadas a partir de

diferentes concentragdes

de GeB90, GeB250 e GeB280.
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4.3 RETICULACAO
4.3.1 Coletor cilindrico rotatorio

Os resultados apresentadados na Tabela 9 mostram que as MF
coletadas em coletor cilindrico rotatério ndo sofreram alteragcdes na
orientacdo e no didametro médio das fibras com relagdo as membranas
obtidas em coletor estético. Por outro lado, o uso do coletor cilindrico
proporcionou a obtencdo de uma membrana com dimens@es maiores,
mantendo a homogeneidade da espessura.

Tabela 9: Imagens de MEV, didmetro médio das fibras, espessura média da
membrana e dimensdes das membranas obtidas a partir de solugdo de GeB280
18 % (m/v) em &cido acético 89,6 % (v/v) coletadas em coletores estatico e
cilindrico rotatério.

Tipo de coletor Estatico

Cilindrico rotatério
o % \

Imagens MEV

i ve 809 Long UFsc.

Diametro médio das 351.0 + 41,2° 360.4 + 36,7°

fibras / nm
airi ] o 6,0% 60 0,0 %80
e/um 473 +54° 551 + 3.4°

Letras diferentes na mesma linha indicam valores significativamente diferentes pelo teste
Tukey (p< 0,05). e: diametro médio das membranas

Fonte: Desenvolvido pelo autor.
4.3.2 Morfologia

A reticulacdo de fibras de gelatina com glutaraldeido é acompanhada
por retracdo da membrana com relacdo as dimensdes iniciais, além de
mudanca na coloracdo. E observado o amarelamento da fibra, cujo tom
aumenta em intensidade com o aumento do grau de reticulagdo, como
apresentado na Figura 21. Estes dois fendmenos podem ser justificados em
funcéo da reacdo do grupo funcional aldeido do glutaraldeido com as aminas
livres ndo protonadas da cadeia polimérica de proteina. Esta reacgdo resulta na
formagdo de novas ligagdes covalentes nas moléculas de gelatina, tanto
intermolecular quanto intramolecular, com eliminacdo de moléculas de agua
(ZHANG et al., 2006; FARRIS; SONG; HUANG, 2010).
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Figura 21: Imagens das membranas de gelatina eletrofiadas. A, ndo reticulada;
B, C, D, E e F reticuladas em 2,5 % (v/v) de GTA por 45, 60, 180, 360 e 4320
min respectivamente.

*cada quadrado do papel tem 0,5 X 0,5 cm?.
Fonte: Desenvolvido pelo autor.

Além de alteracdes de ordem macroscopica, é possivel observar
pelas imagens de MEV, Figura 22, que as membranas de gelatina
eletrofiadas submetidas a reticulacdo sofrem deformacdo em suas fibras.
Segundo Zhang et al. (2006) , as MF de gelatina eletrofiadas sofrem
fusdo das fibras nos pontos de juncdo quando submetidas a ambientes
com elevada umidade (80-90%).

Figura 22: Imagens de microscopia eletrdnica de varredura das membranas de
gelatina eletrofiadas: (A) ndo reticulada e (B) reticulada em 2,5% (v/v) de GTA
por 3 dias.

Fonte: Desenvolvido pelo autor.
4.3.3 Grau de reticulacéo

A eficiéncia da reticulacdo foi quantificada por determinagdo do
grau de reticulagdo usando o ensaio com ninidrina. A Figura 23 mostra
os resultados do grau de reticulagdo calculados a partir da Equagéo (1).
Como pode ser observado, ao variar a concentracdo de GTA de 0,1 para
2,5 % (v/v), houve aumento de 75,2 + 4,1 para 92,4 + 3,2 %. Entre 2,5 ¢
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12,5 % (v/v) de GTA o grau de reticulagdo ndo apresentou variagdo
significativa, resultando em 90,3 * 3,5 % de reticulagdo para a
concentragdo mais elevada do reticulante.

Figura 23: Efeito da variacdo da concentracdo de GTA no grau de reticulagdo de
MF de gelatina reticuladas por 4320 min.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor.

O efeito do tempo na eficiéncia da reticulacdo das MF de gelatina
foi avaliado aos 45, 60, 180, 360 e 4320 minutos a concentracdo de
GTA de 2,5% (v/v). Aos 45 minutos, 21,4 + 4,6 % da membrana de
gelatina apresentou-se reticulada e em 60 minutos houve um aumento
acentuado no grau de reticulacdo, passando a 43,2 + 9,5 %, conforme
pode ser observado na Figura 24. Aumentando o tempo de exposic¢éo
das membranas ao glutaraldeido para 180 minutos obteve-se 65,4 + 6,6
% de reticulacdo e, ao dobrar o tempo de reacdo com relacdo a este
Gltimo, um aumento menos pronunciado foi observado, passando para
69,1 + 4,8 %. Ja para 4320 minutos obteve-se grau de reticulagdo de
92,4 + 3,3 %.
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Figura 24: Efeito do tempo no grau de reticulagdo das MF de gelatina mantendo
constante a concentracdo de GTA em 2,5% (v/v).
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Fonte: Desenvolvido pelo autor.
4.3.4 Solubilidade

O teste de solubilidade foi realizado para verificar a relacdo do
tempo de reticulagdo (45, 60, 180, 360 e 4320 minutos) com a
durabilidade das membranas em agua nas temperaturas de 30 e 40 °C
durante 96 h. Os resultados apresentados na Tabela 10 mostram a
diminuicdo gradual da solubilidade com o aumento do tempo de
reticulagdo em ambas as temperaturas, sendo que a membrana mais
resistente foi obtida em 4320 minutos de reticulacéo.

Na temperatura de 30 °C, embora os resultados mostram que
apenas a membrana reticulada no tempo de 4320 minutos foi insoluvel,
ndo foi observada variabilidade estatisticamente significativa das médias
obtidas para os tempos de reticulagdo de 60, 180, 360 e 4320 minutos.
Na temperatura de 40 °C, a membrana mais resistente apresentou
solubilidade de 4,7 £ 1,1%. No entanto, pode-se observar que este
resultado ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa para
aqueles obtidos nos tempos de 180 e 360 minutos.
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Tabela 10: Variacdo da porcentagem de massa solivel da membrana de gelatina
reticulada em 2,5 % (v/v) de GTA em fun¢&o do tempo de reticulagéo nas
temperaturas de 30 e 40 °C.

Tempo de reticulagdo (min)

45 60 180 360 4320

Solubilidade 17,840,5* 9,6+4,2*° 6,8+4,5*" 1,8+25° 0

a 30 °C (%)

Solubilidade  33,9+7,3* 30,315,9*° 12,6+4,2°¢ 9,0+1,9° 4,7+1,1°
a 40 °C (%)

Letras diferentes na mesma linha indicam valores sdo significativamente diferentes pelo teste
de Tukey (p< 0,05).
Fonte: Desenvolvido pelo autor.

Relacionando os resultados da Tabela 10 com o grau de
reticulacdo apresentado na Figura 24, observa-se que em 45 minutos de
exposicdo aos vapores de GTA obteve-se 21,4 + 4,6 % de reticulacdo e a
membrana apresentou 17,8 = 0,5 % de solubilidade em agua pelo
periodo de 96 h a 30 °C. A membrana que sofreu 69,1 + 4,8 % de
reticulacdo (360 minutos) torna-se praticamente insolvel em agua, ou
seja, solubilidade de 1,8 + 2,5 % nas mesmas condi¢cdes de tempo e
temperatura.

4.3.5 Durabilidade ao escoamento

A durabilidade ao escoamento das MF de gelatina, reticuladas em
diferentes tempos, foi determinada com o aparato experimental mostrado na
Figura 15, com uma vazdo de 16 mL/min por 3 h a 23 °C. Nem todas as
amostras foram testadas em consequéncia da retracdo da membrana, como
discutido no topico 4.3.2. As amostras reticuladas por 360 e 4320 minutos
apresentaram dimensdes inferiores ao orificio do instrumento utilizado no
teste de durabilidade ao escoamento, ndo sendo possivel realizar o ensaio
nesta condicdo. A Tabela 11 mostra os resultados para as demais membranas,

reticuladas nos tempos de 45, 60 e 180 minutos.
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Tabela 11: Porcentagem de durabilidade ao escoamento de membranas de
gelatina reticuladas, em 2,5 % (v/v) de GTA, em fung¢do do tempo de

reticulagéo.
Tempo de reticulagdo (min)
45 60 180 360 4320

Durabilidade a0 g 0,1 g2 9474500 g42406° - -
escoamento (%)

Letras diferentes indicam valores significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p< 0,05).
Fonte: Desenvolvido pelo autor.

Embora o grau de reticulagdo aumente significativamente nesta faixa
de tempo (Figura 24), a diferenca na durabilidade ao escoamento ndo foi
estatisticamente significativa.

4.4 EFEITO DA ADICAO DE NANOCRISTAIS DE CELULOSE
4.4.1 Morfologia

As eletrofiagBes das solucBes e suspensdes realizadas neste
estudo resultaram em MF sem granulos ou goticulas como podem ser
vistas na Figura 25 (a, ¢, e, g e i). A adicdo de diferentes quantidades de
NCs nas solugdes de gelatina ndo afetou a morfologia da superficie das
fibras, o que sugere, que nas concentra¢Bes investigadas, os NCs estdo
bem incorporados no interior das fibras. Resultados semelhantes foram
obtidos por Liu, Yuan e Bhattacharyya (2012), que investigaram 0s
efeitos da incorporacdo de nanocristais de celulose nas nanofibras
eletrofiadas de poli (&cido Itico) na concentracdo de NC de 2,5a 7,5 %
(m/m). A razdo atribuida por estes pesquisadores é que durante o
processo de eletrofiacdo os NCs, sob acdo do campo elétrico, podem ser
alinhados ao longo do eixo das fibras através de toda a fibra.
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Figura 25: MEV-FEG das membranas fibrosas: GeCNO (a e b), GeCNL1 (c e d),
GeCN2 (e e f), GeCN3 (g e h) e GeCN4 (1 e j); a, ¢, e, g, i: 10,000x%; b, d, f, h, j:
100,000x.
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O didmetro médio das fibras de gelatina pura foi de 330,9 + 29,1
nm (Tabela 12). A adigdo de NCs resultou em fibras mais espessas em
todas as concentracdes avaliadas, sendo o maior valor 434,8 + 69,9 nm,
obtido na concentragdo de 3% de NCs. Este efeito pode ser atribuido ao
pequeno aumento da concentracdo global e o consequente aumento da
viscosidade apds a adicdo de NCs nas solucdes de gelatina. No entanto,
ndo houve uma variacdo estatisticamente significativa do didmetro
médio das fibras com o aumento da concentracdo de NCs. Efeito
semelhante foi observado por Peresin et al. (2010) que afirmou néo
haver um efeito significativo entre 0 aumento do teor de nanocristais e 0
didmetro das fibras.

Tabela 12. Didmetro das fibras das correspondentes MF.

Amostra Diametro das fibras / nm
GeNCO 330,9 + 29,1°
GeNC1 432,6 + 58,2°
GeNC2 420,6 + 64,2°
GeNC3 434,8 + 69,9
GeNC4 400,8 + 49,8"

Letras diferentes na mesma coluna indicam valores significativamente diferentes pelo teste
Tukey (p< 0,05).
Fonte: Desenvolvido pelo autor.

442 ATR-FTIR

Na Figura 26 sdo mostrados o0s espectros ATR-FTIR das
membranas fibrosas com diferentes teores de NCs, além do filme de NC
puro, no intervalo de 4000 a 650 cm™. Picos de absorvancia
caracteristicos para o filme de NC foram atribuidos ao estiramento O-H
de ligacdes de hidrogénio entre 3700-3100 cm™ (~3310 cm™),
estiramento C-H em 2900 cm™ e deformacdo C-OH em 1035 cm™
(ZHOU et al., 2011). Para as MF de gelatina pura, bandas de absor¢do
tipicas foram identificadas em ~3286 cm™ (amida A), ~1640 cm™
(amida 1), ~1538 cm™ (amida 11) e ~1243 cm™ (amida 111) (SANTOS et
al., 2014). A banda em 1087 cm™ pode ser atribuida & vibragdo CO
(BENJAKUL et al., 2009). A andlise dos espectros das membranas de
compositos mostrou que a adicdo de NC causou uma pequena reducéo
nas intensidades das bandas das amidas A, I, Il e Ill, que pode ser
atribuida a um efeito de diluicdo da proteina gerado pela substitui¢do
parcial da gelatina por NC (NUNEZ-FLORES et al., 2013; SANTOS et
al., 2014). Além disso, a presenca de NC nas MF de gelatina foi
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identificada pela presenca de picos entre 1035 cm™ (C-OH do NCs) e
1087 cm™ (CO da gelatina). Este pico pode ser visto em destaque para
GeNC4 na Figura 26. Este deslocamento sugere interacfes entre 0s
grupos hidroxila e carbonila de NC e gelatina, respectivamente
(HUANG; LIU; YAO, 2011; SANTOS et al., 2014).

Figura 26: Espectro FTIR de membranas fibrosas eletrofiadas e filme de NCs.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor.

4.4.3 Propriedades térmicas

As curvas TG e DTG das MF com diferentes teores de NCs séo
mostradas nas Figuras 27 a e b, respectivamente. Parametros térmicos
da TGA como Toneet € @ temperatura na taxa maxima de perda de massa
(Tp) estdo resumidos na Tabela 13. Para GeNCO, Tt foi 279,8 °C.
Para 0 nanocomposito GeNC1 houve um ligeiro decréscimo para 278,9
°C; com o aumento no contetido de NC foi observado aumento dos
valores de Tonset, atingindo o valor maximo de 291,3 °C na concentragao
de 4 % (m/m). Em relacdo a Tp, 0 aumento do teor de NCs de 0 a 4 %
(m/m) resultou no aumento da temperatura de 318,6 °C para 340,1 °C.

Os resultados mostram que a incorporagdo de nanocristais de
celulose nas MF de gelatina melhoraram a estabilidade térmica do
material. Este resultado corrobora com a existéncia de interagGes entre
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as moléculas de gelatina e NCs, uma vez que as ligagdes de hidrogénio
restringem o0s movimentos dos segmentos de polimeros, aumentam a
cristalinidade e, por consequéncia aumentam a Tp dos compdsitos
(KUO, 2008; SHI et al., 2012).

Tabela 13. Temperatura na taxa maxima de perda de massa (Tp) € 0s
correspondentes valores dos picos onset.

Amostra Tonset / °C Tp/°C
GeNCO0 279.8 318,6
GeNC1 278,9 315,2
GeNC2 283,7 334,0
GeNC3 286,2 334,2
GeNC4 291,3 340,1

Fonte: Desenvolvido pelo autor.

Figura 27: Curvas de TG (a) e DTG (b) das MF de gelatina eletrofiadas com

diferentes quantidades de NCs.
@

100 ——GeNCO0
—— GeNC1
——GeNC2
—— GeNC3
—— GeNC4

90

80

70 |

60

Massa (%)

50 |-

40

30

20

. . . . .
200 300 400 500 600 700
Temperatura (°C)

() o1

Deriv. massa (%/°C)

2(‘)0 3(‘)0 4(‘)0 5(‘)0 6(‘)0
Temperatura (°C)
Fonte: Desenvolvido pelo autor.
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4.4.4 Propriedades mecénicas das membranas fibrosas GeNC

As MF eletrofiadas foram submetidas a ensaios de tragdo para
investigar as propriedades mecanicas, os resultados estdo ilustrados na
Figura 28. Na Tabela 14 sdo apresentados os resultados da espessura,
tensdo maxima de tragdo, médulo de Young e deformacéo na ruptura em
funcéo de diferentes quantidades de NCs. Ao aumentar o teor de NCs de
0al% (m/m)o mbdulo de Young passou de 56,7 + 14,04 para 70,6 £
13,03 MPa, ndo sendo este um aumento estatisticamente significativo.
No entanto, ao elevar a concentragdo de NCs para 2 % (m/m) o médulo
de Young passou para 116,8 + 11,1 MPa, um aumento significativo de 2
e 1,6 vezes com relacdo a GeCNO e GeCN1, respectivamente. Os
resultados obtidos para as MF de GeNC3 e GeNC4 ndo apresentaram
variag0es estatisticamente significativas em relacio a GeNC2.

Para a tensdo méxima de tracdo, a adicdo de NCs resultou em
melhores propriedades mecanicas, que atingiu um patamar entre 1 e 3%
(m/m) e diminuiu na concentragcdo mais elevada de NCs. Santos et al.
(2014) relataram que uma das vantagens de nanocompdsitos sobre
compd0sitos convencionais é que sdo necessarias cargas relativamente
pequenas de enchimento (tipicamente menos de 5% em massa) para
obtenc¢do da dispersdo em escala hanométrica do material de enchimento
na matriz, e que carga adicional pode resultar no nivelamento ou até
uma diminuicdo de algumas propriedades. Shi et al. (2012) também
observaram aumento do mdédulo de Young e da tensdo maxima de
ruptura para filmes de PLA carregados com até 5% em massa de
nanocristais de celulose. Em concentra¢Ges mais elevadas, a diminuigdo
das propriedades mecanicas foi atribuida pelo autor a uma possivel
agregacao de NCs e consequente diminui¢do da coesdo entre as fibras.

A deformacdo na ruptura, ao contrario das demais propriedades
mecénicas anteriormente mencionadas, diminuiu com o aumento do teor
de NC. Ao aumentar a quantidade de NC de 0 para 1% (m/m), a
deformacdo permanece em cerca de 23 %. A adi¢do de quantidades
maiores de NCs reduz a deformacéo para 8,7 + 1,6 % em 4 % (m/m) de
NCs. Em geral, a adicdo de NCs na solucdo de gelatina eletrofiada
resultou em MF mais fortes e mais resistentes a deformagao. Os grupos
hidroxilas abundantes na superficie dos NCs e os grupos carbonila da
gelatina podem interagir por pontes de hidrogénio. Assim, o efeito de
refor¢co mecénico pode ser atribuido a transferéncia de tenséo da gelatina
para NCs pelas ligagdes de hidrogénio entre estes dois componentes
(ZHOU; WANG; WU, 2012; SANTOS et al., 2014).
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Tabela 14: Propriedades mecénicas das MF de gelatina com diferentes teores de
NC.

Amostra e/um E (MPa) Gimax (MPa) &b (%)
GeNCO 51,8+3,8 56,7+14,0° 2,5+0,32 22,945,7*°
GeNCl1 180,845,6 70,6+13,0° 3,5+0,4° 23,8+6,1°
GeNC2 1754492 116,9+11,1°  35+0,3°  17,0¢3.8"°
GeNC3  188,2+10,2 117,3+20,4°  3,2+0,4*°  13,2+15%
GeNC4  190,0+11,3 1122+215°  2,5+0,4? 8,7+1,6°

Letras diferentes na mesma coluna indicam valores significativamente diferentes pelo teste

Tukey (p< 0,05). e: espessura média da membrana; E: M6dulo de Young (MPa); oma: Tenséo

méxima de tracdo (MPa); &,: Deformag&o na ruptura (%).

Fonte: Desenvolvido pelo autor.

Figura 28: Curvas tensdo-deformacgdo de membranas de gelatina eletrofiadas
com diferentes teores de NCs.
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Fonte: Desenvolvido pelo autor.
4.4.5 Solubilidade

As membranas fibrosas GeNC0O e GeNC4 foram submersas em
agua por 24h a 25°C para verificar o efeito da incorporacdo de NCs na
solubilidade das MF de gelatina. A Tabela 15 apresenta os resultados
em porcentagem de massa sollvel, em que pode ser observado que
GeNC4 apresentou uma diminuicdo de 8,0 % de massa sollvel quando
comparada com GeNCO.
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Embora tenham sido apresentadas evidéncias de interacdes entre
0s polimeros do nanocompdsito, esta variagdo néo foi significativamente
diferente pelo teste Tukey (p < 0,05). Este resultado pode ser explicado
pelo fato de que os NCs, sob acdo do campo elétrico, podem ser
alinhados ao longo do eixo das fibras e estdo incorporados no interior
das mesmas, como discutido no item 4.4.1. Desta forma, a semelhanca
na solubilidade é justificada ja que a camada externa da fibra é formada
apenas por gelatina, a qual é solivel em agua.

Tabela 15: Solubilidade ap6s 24h sob agitagdo suave a 25°C.

Amostra Massa soluvel / %
GeNCO0 35,9 +4,62
GENC4 29,2 +0,6°

Letras diferentes na mesma coluna indicam valores significativamente diferentes pelo teste
Tukey (p< 0,05).
Fonte: Desenvolvido pelo autor.



5 CONCLUSOES

Neste trabalho foi investigada a habilidade de eletrofiagdo de
solucbes de gelatina de diferentes indices Bloom, as propriedades
mecanicas das membranas formadas, a relacdo do grau de reticulagdo
com a durabilidade em meio aquoso além da eletrofiacdo do compdsito
GeNC e caracterizagdo das membranas. Considerando que a viscosidade
é a propriedade mais importante para obtencdo de uma eletrofiacdo de
sucesso, quanto mais baixo o indice Bloom da gelatina, mais
concentrada deve ser a solucdo para que se atinja a viscosidade ideal. Os
resultados indicaram que um intervalo de viscosidade adequado para
producdo de MF homogéneas € aproximadamente de 300 a 700 mPa s, e
que, portanto, a gelatina de indice Bloom mais alto pode ser uma
alternativa mais econdmica do que gelatina de baixo indice Bloom. As
MF de gelatina de GeB90 mostraram comportamento mecéanico
diferente daquelas obtidas com GeB250 e GeB280, sugerindo que
gelatinas de baixo indice Bloom produzem MF quebradicas, frageis,
enquanto as de alto indice Bloom produzem MF com comportamento
plastico. Com relagdo a acdo do reticulante (glutaraldeido) sobre as MF,
pode-se concluir que a partir de aproximadamente 50% de reticulacéo,
estas apresentam boa durabilidade em sistemas aquosos nas condigdes
investigadas. Admitindo que o processo de reticulagdo se inicie na
camada externa e avance para o interior das fibras, pode-se sugerir que a
reticulagdo iniciada na superficie protege a membrana, garantindo
durabilidade mesmo que esta ndo esteja 100% reticulada.

Perante as informacOes que se tem até 0 momento, este é o
primeiro trabalho a eletrofiar e caracterizar as MF de gelatina/NCs.
Embora a presenca de NCs ndo tenha gerado alteragdes na morfologia
superficial das fibras de gelatina, analisadas por SEM-FEG, o seu efeito
sobre as MF de gelatina pdde ser observado pelo aumento no didmetro
médio das fibras, nas alteragdes do espectro de FTIR e melhora na
estabilidade térmica das MF de gelatina, indicando miscibilidade entre
os polimeros através de ligacdo de hidrogénio. Além disso, a adicdo de
NCs melhorou as propriedades mecénicas, aumentando o médulo de
Young e diminuindo a elasticidade. Embora as MF contendo NCs néo
apresentem melhora tdo significativa no que concerne a solubilidade em
agua como aquelas reticuladas por glutaraldeido, este trabalho confirma
gue NC é um bom material de enchimento para melhorar as
propriedades mecénicas de gelatina, o que contribui para o avanco da
pesquisa futura na area biomédica.
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5.1 SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

NCs oxidados com periodato de sodio (NalO,) apresentam
propriedades reticulantes para materiais colagenosos (DASH; FOSTON;
RAGAUSKAS, 2013). No entanto, a reacdo de reticulacdo ndo €
favorecida em pH acido, pH este em que a solucdo de gelatina tem sido
eletrofiada. Como uma sugestéo coloca-se a substitui¢cdo do solvente por
outro de pH mais elevado e adicdo de NCs oxidados a solucdo de
gelatina a ser eletrofiada. Outra sugestdo seria substituir a gelatina suina
pela gelatina de peixe, que apresenta menor capacidade de gelificacéo,
possibilitando 0 uso do solvente agua/lHAc com maior proporcdo de
agua.

Avaliar a morfologia, por MEV, da sec¢do transversal das fibras
reticuladas por glutaraldeido e das fibras de nanocomposito GeNC.
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