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RESUMO - A eletrofiagdo € uma tecnologia em que forgas elétricas sdo aplicadas em
polimero fundido ou em solugdo para a fabricacdo de fibras ultrafinas com didmetros na
faixa de nanémetros a submicrometros. As membranas formadas apresentam alta relagéo
da superficie:volume e alta densidade de poros. Nanofibras de gelatina foram preparadas
com sucesso por eletrofiagdo usando como solvente acido acético. Em seguida as
membranas (4x4 cm?) foram reticuladas com solucdo aquosa de glutaraldeido (GTA)
2,5% nos tempos de 45, 60, 180 e 360 minutos. Estas foram avaliadas quanto ao grau de
reticulacdo, determinado atraves de ensaios com ninidrina, além da solubilidade e
durabilidade ao escoamento, ambos em meios aquosos a 25°C e quantificados por
gravimetria. Para membranas reticuladas em 360 minutos obteve-se um grau de
reticulacdo de 66,5t1,9 % resultando em 98,2+25 % de membrana insolivel. Na
avaliacdo da durabilidade das membranas em escoamento aquoso obteve-se 94,7+5,0%
para membranas reticuladas por 180 minutos.

1. INTRODUCAO

A eletrofiacdo é uma técnica em que um intenso campo elétrico é aplicado em um polimero
liguido (em solucdo ou fundido) através de uma distancia finita entre um capilar e um coletor
aterrado. Como resultado, fibras ultrafinas com didmetros entre nandmetros a sub-micrometros sao
fabricadas (HUANG et al., 2003; DOSHI et al., 1995; FRENOT and CHRONAKIS, 2003). O sistema
de eletrofiacdo é composto por trés componentes basicos: uma fonte de alta tensdo, um tubo capilar e
um coletor aterrado. O capilar € ligado ao polo positivo da fonte de alta tensdo e fica situado a frente
do coletor, este conectado ao polo negativo.

A técnica da eletrofiacdo tem sido reconhecida como um método eficiente para a fabricacdo de
estruturas fibrosas em nanoescala (HUANG et al.,, 2003). As fibras formadas apresentam
caracteristicas unicas e que as diferenciam das fibras regulares, como por exemplo, alta relacdo da
superficie para volume e alta densidade de poros com tamanho pequeno. Com poros menores e
superficies maiores do que o usual, as nanofibras provenientes da eletrofiacdo tém sido aplicadas com
sucesso em diversas areas como nanocatalise, engenharia de suporte de tecidos, protecdo de roupas,
filtracdo, além de serem Uteis nas areas biomédicas, farmacéuticas, de biotecnologia e de engenharia
ambiental (LUU et al., 2003; SUBBIAH et al., 2005; CUI et al., 2006; RAMAKRISHNA et al.,
2006; WELLE et al., 2007; KHIL et al., 2003; KIM et al., 2003).
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Existe uma grande gama de polimeros usados na eletrofiacdo capazes de formar nanofibras,
entre eles estdo os polimeros sintéticos e os naturais, sdo exemplos deste Gltimo as proteinas (OHGO
et al., 2003; WNEK et al., 2003), os acidos nucleicos (FANG and RENEKER, 1997) e os
polissacarideos (SON et al., 2004a,b). Nos udltimos anos, tem se obtido com grande sucesso
eletrofiacdo de proteinas principalmente provenientes de coladgeno, gelatina, elastina e fibras de seda.
(ZHANG et al., 2005, 2006; ZHONG et al., 2006). A partir do coladgeno do tipo I, a proteina mais
abundante no corpo humano, pode-se obter gelatina através de desnaturacdo térmica ou degradacao
fisica e quimica (HUANG et al., 2004; Kl et al., 2005; CHOKTAWEESAP et al., 2007). Devido ao
seu baixo custo e sua excelente biocompatibilidade e biodegradabilidade em ambientes fisiologicos, a
gelatina é comumente utilizada nas areas alimenticia, fotografica, cosmetoldgica, farmacéutica e
aplicacbes médicas. No entanto, a estrutura de nanofibras eletrofiadas de gelatina é solivel em 4gua e
mecanicamente fraca, o que limita suas aplicagfes. Para uma aplicagdo a longo prazo, uma membrana
de nanofibras de gelatina eletrofiada deve ser reticulada, com a finalidade de melhorar tanto a
durabilidade em &gua quanto o desempenho termomecanico (ZHANG et al, 2006). A reticulacdo pode
ser feita por aplicacdo de compostos quimicos como o glutaraldeido (ZHA et al., 2012), genipina
(MADHAVAN et al., 2010), entre outros. Glutaraldeido (GTA) e de longe o mais amplamente
utilizado devido a sua elevada eficiéncia na estabilizacdo de materiais de colageno (KHOE, 1997). A
reticulagdo de materiais colagenosos a base de GTA reduz significativamente a biodegradacéo,
tornando estes materiais biocompativeis e ndo trombogénicos, enquanto preserva a integridade
biologica, forca e flexibilidade. GTA ¢é também facilmente disponivel, de baixo custo e capaz de
realizar a reticulagio em um periodo de tempo relativamente curto. Embora outros agentes
reticulantes tenham sido relatados na literatura com a finalidade de reduzir a citotoxicidade, estes ndo
podem se igualar ao GTA na estabilizacdo de colageno (SUNG et al., 1999). O risco de citotoxicidade
pode ser minorado através da reducdo da concentracéo de solucdo de GTA (GOISSIS et al., 1999) ou
tratamento minucioso antes do uso. O objetivo deste trabalho foi fabricar fibras de gelatina
eletrofiadas e avaliar o grau de reticulacdo em diferentes tempos além de verificar a solubilidade e a
durabilidade ao escoamento das mesmas em agua.

2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

2.1. Preparo da solucao

A solucdo de gelatina suina tipo A (bloom 280), gentilmente cedida pela Gelnex, foi preparada
na proporcdo de 18% (m/v) de gelatina em solucdo de 90% (v/v) de &cido acetico. A solucdo
permaneceu sob agitacao suave durante 90 min.

2.2. Eletrofiacédo

As membranas eletrofiadas foram coletadas em folha de aluminio (8x16 cm?) colocada a uma
distancia de 17 cm da agulha com voltagem de 17 kV e temperatura de 22+1°C. O volume da solucéo
eletrofiada foi de 2 mL a uma velocidade 10 pl/min. As nanofibras eletrofiadas foram armazenadas
em dessecador para testes posteriores.

Area tematica: Engenharia de Materiais e Nanotecnologia 2



mEQ 19 a 22 de outubro de 2014
Florianopolis/SC

Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica

2.3. Reticulagdo

A reticulacdo foi realizada em dessecador, colocando-se ao fundo uma placa de petri contendo
10 mL de solucéo aquosa de GTA 2,5% e acima da porcelana perfurada, as membranas fibrosas de
gelatina (4x4 cm?) & temperatura ambiente. As membranas permaneceram no dessecador em
diferentes tempos, 45, 60, 180 e 360 minutos; a seguir as amostras foram deixadas sob fluxo de ar em
capela por duas horas, e submetidas a tratamento térmico a 100°C em estufa para remocdo do GTA
residual. Esta Ultima etapa realga parcialmente a reticulacéo.

2.4. Grau de reticulacao

O grau de reticulagdo foi determinado por ensaios com ninidrina (WU et al., 2011). Em um tubo
eppendorf, foram adicionados 5 mg de membranas de gelatina eletrofiadas e 1,00 ml de solugéo de
ninidrina em etanol 1,5% (m/v), seguido de aquecimento da mistura por 25 min a 80 °C. Depois de
resfriar até a temperatura ambiente, realizou-se diluicio com &gua e a absorbancia dptica (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 foi calculado pela Equagéo (1):

Grau de retiCUIaan(%) = {1 - (Amembrana reticulada / Amembrana nao reticulada)}X100 (1)
2.5. Teste de solubilidade
As amostras reticuladas foram pesadas, submersas em agua e mantidas em banho termostatico

com agitacdo suave por um periodo de 96h, na temperatura de 25°C. Em seguida as amostras foram
secas em estufa a 100°C e pesadas novamente.

2.6. 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 1.

Saida
de dgua

_/I
— membrana

Entrada
de dgua

Figura 1. Esquema do aparato utilizado para determinacdo da durabilidade das membranas ao
escoamento aquoso.
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O diametro do orificio recoberto pela membrana é de 15mm. Uma canula ligada ao orificio de
entrada de dgua foi conectada a uma bomba peristaltica (Masterflex, 7518-00) com vazédo de 15,8
mL/min. Apo6s 3h de exposicdo ao fluxo de agua a 25°C, as membranas foram secas em estufa a
100°C por 1 hora. A durabilidade das membranas foi determinada registrando-se as massas das
mesmas antes e ap0s submetidas ao escoamento aquoso. Todos 0s experimentos foram realizados em
duplicata.

3. RESULTADOS

3.1. Reticulagéo

Ao reticular as fibras de gelatina com glutaraldeido, uma retracdo da membrana com relagdo as
dimensdes iniciais foi observada (Figura 2). Isto pode ser justificado em funcdo da reacdo do grupo
funcional aldeido do glutaraldeido com as aminas livres ndo protonadas da cadeia polimérica de
proteina. Esta reacdo resulta na formacdo de novas ligacdes covalentes nas moléculas de gelatina,
tanto intermolecular quanto intramolecular, com eliminacdo de moléculas de a4gua (FARRIS et al.,
2010).

Figura 2: Imagens das membranas de gelatina eletrofiadas. (a) ndo reticulada; (b) e (c)
reticuladas em 2,5% de GTA por 45 e 360 minutos respectivamente.

Com o objetivo de determinar a eficiéncia da reacéo entre glutaraldeido e gelatina nas condictes
estabelecidas, a quantidade de aminas livres que ndo reagiram nas amostras reticuladas foi
determinada por espectrofotometria através de ensaio com ninidrina. O grau de reticulacdo foi
calculado pela comparacdo das amostras reticuladas com o padrdo sem reticulacdo. Em 45 minutos,
19,6+4,6 % da membrana de gelatina reticulou, ja em 60 minutos houve um aumento acentuado no
grau de reticulagdo, passando para 48,5+3,4 % conforme pode ser observado na Figura 3.
Aumentando o tempo de exposicdo das membranas ao glutaraldeido para 180 minutos obteve-se
62,1+4,4 % de reticulagdo e ao dobrar o tempo de reagdo com relagdo a este ultimo, um aumento
menos pronunciado foi observado, passando para 66,5+1,9%. Ja para 4320 minutos (72h) obteve-se
grau de reticulagdo de 94,0£0,3%.
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Figura 3: Variacdo do grau de reticulagdo em funcdo do tempo de reacao.

3.2. Solubilidade

Levando em consideracdo que as membranas de gelatina s@o sollveis em &gua e que a
reticulacdo tem por objetivo torna-las resistentes ao meio aquoso, foi realizado o teste de solubilidade
para verificar a relacdo entre o grau de reticulacdo e a porcentagem em massa de membrana insolivel
em agua por 96 h a 25°C. Os resultados (Tabela 1) mostram um aumento gradual da insolubilidade,
sendo que a partir de 180 minutos ndo se observa variabilidade estatisticamente significativa no
mesmo. Desta forma, considerando uma relacdo custo/ beneficio adequada, 180 minutos é um tempo

suficiente para obter um grau de reticulacdo que produza membranas suficientemente insollveis para
a aplicacdo desejada.

Tabela 1 - Variacdo da porcentagem de massa insoluvel da membrana de gelatina reticulada em
funcdo do tempo de reticulacéo

Tempo / min
45 60 180 360 4320
Massa 82,2+0,5° 90,4+4,2° 03,2+4,5"¢ 08,2+2 5°¢d 100+0°¢

insolavel / %
*Letras diferentes indicam que os valores sdo significativamente diferentes pelo teste de Duncan (p< 0,05).

Relacionando os resultados da Tabela 1 com o grau de reticulacdo apresentado na Figura 3,
observa-se que 19,6 % de reticulacdo apresentam 82,2% de insolubilidade em &gua pelo periodo de
96 ha 25 °C, e que a membrana 62,1% reticulada torna-se praticamente insolivel em agua (93,2% em
massa) nas mesmas condic¢des de tempo e temperatura.
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3.3. Durabilidade ao escoamento aquoso

Em consequéncia da retragdo da membrana, discutida no item 3.1, a amostra reticulada no
tempo de 360 minutos apresentou dimens@es inferiores ao orificio do instrumento utilizado no teste
de durabilidade ao escoamento, ndo sendo possivel realizar o ensaio nesta condigdo. A Tabela 2
mostra os resultados para as demais membranas, reticuladas nos tempos de 45, 60 e 180 minutos,
submetidas ao escoamento aquoso com fluxo de 15,8 mL/min por 3h a 25°C. Embora o grau de
reticulagdo aumente significativamente nesta faixa de tempo (Figura 2), a diferenca na durabilidade
ao escoamento ndo foi estatisticamente significativa.

Tabela 2- Variacdo da porcentagem de durabilidade ao escoamento da membrana de gelatina
reticulada em funcdo do tempo de reticulacéo

Tempo / min
45 60 180 360
Durabilidade ao 88,8+1,9° 94,745,0% 94,242 6° -

escoamento (%)
*Letras diferentes indicam que os valores sdo significativamente diferentes pelo teste de Duncan (ps< 0,05).

Destes resultados pode-se concluir que a partir de aproximadamente 50% de reticulagéo, as
membranas de gelatina apresentam alta durabilidade em sistemas aquosos nas condicGes investigadas.
Admitindo que o processo de reticulacdo das membranas inicie na camada externa e avance para o
interior das fibras, pode-se sugerir que a reticulacdo iniciada na superficie protege a membrana,
garantindo durabilidade mesmo que esta ndo esteja 100% reticulada.

4. CONCLUSOES

Este trabalho mostra a durabilidade a sistemas aquosos de membranas de gelatina eletrofiadas
reticuladas com glutaraldeido. O aumento no tempo de exposicdo das membras ao reticulante gera
aumento no grau de reticulacdo, sendo possivel observar que, mesmo ndo estando totalmente
reticuladas, as membranas apresentaram alta durabilidade ao escoamento aquoso, atingindo valores
acima de 90% de sua integridade. Ao que nos concerne, este é o primeiro trabalho em que membranas
de gelatina eletrofiadas e reticuladas, sdo avaliadas quanto ao escoamento aquoso. Os resultados
apresentados sugerem possiveis aplicacdes para estas membranas nas areas de filtracdo e engenharia
de tecidos.
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