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RESUMO

O termo “eletrofiagdo” vem de “fiagdo eletrostatica” e € utilizado desde a década de 90. Esta
técnica permite a formagio de fibras de dimensdes nanométricas a partir de solugdes ou
materiais fundidos. Entretanto, o principio da técnica data do século XVIII, quando foram
produzidos aerosois pela aplicagdo de altos potenciais elétricos a goticulas de fluidos. Por
apresentarem diferentes propriedades, os materiais nanométricos t€ém gerado muito interesse
na comunidade cientifica. A maioria dos trabalhos sdo feitos a partir de solugdes poliméricas,
com diferentes polimeros, solventes e pardmetros do sistema. Este trabalho foi feito a partir de
solugdes com diversas concentragdes de PHB e copolimero PE-b-PEG com particulas de prata
e solvente cloroférmio. As viscosidades das solugdes foram medidas e as mesmas foram
eletrofiadas. As mantas formadas foram caracterizadas por microscopia eletronica de
varredura. Também foi utilizado o contraste de niimero atdmico para analisar a distribuigéo
das particulas de prata nas fibras. Observou-se que as solu¢des de concentragdes mais baixas
(viscosidade mais bai‘)-(a) apresentam mais aglomerados e pouca ou nenhuma fibra, enquanto
as solugdes de concentra¢des mais altas (viscosidade mais alta) apresentam maior quantidade
de fibras € menos aglomerados. A viscosidade minima para que esta solugdo tivesse boa
formago de fibras, fixados os pardmetros do sistema (fluxo de 0,9ml/h, tensdo de 16kV e

distancia de trabalho de 15cm) é de aproximadamente 11cP.

Palavras-Chaves: Eletrofia¢do; PBH; PE-b-PEG; prata.



ABSTRACT

The term “electrospinning” comes from “electrostatic spinning” and it has been used since
the 90s. This technique allows the formation of nanometric fibers from solutions or mellts.
However, the principle of the technique dates back to the 18th century when aerosols were
produced by applying high electric potential to fluid droplets. As they have different
properties, nanometric materials have generated much interest in the scientific community.
Most of the studies are made using polymer solutions with different polymers, solvents and
system parameters. This study was made from solutions with various concentrations of PHB
and copolymer PE-b-PEG with silver particles and chloroform as solvent. The viscosities of
the solutions were measured and they were electrospinned. The membranes formed were
characterized by scanning electron microscopy. Atomic number contrast was also used to
analyze the distribution of the silver particles on the fibers. It was observed that the solutions
of lower concentrations (lower viscosity) have more agglomerates and few to no fiber, while
the higher concentration solutions (higher viscosity) have a higher amount of fibers and less
agglomerates. The minimum viscosity to this solution,so that it had good fiber formation,

fixing the system parameters (flow rate of 0,9 mi/h, voltage of 16kV and working distance of
15¢m) is about 11cP.

Keywords: Electrospinning; PHB; PE-b-PEG:; silver.
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1. INTRODUCAO

O termo "eletrofiagdo" é derivado de "fiagdo eletrostatica” e vem sendo usado recentemente
(desde aproximadamente 1994 (DOSHI, SRINIVASAN e RENEKER, 1995)). Porém, a idéia
fundamental por trds deste método é bem mais antiga e data do século 18. Em 1745, Bose
descreveu aerosodis gerados pela aplicagdo de altos potenciais elétricos a goticulas de fluidos
(BOSE, 1745). Mais tarde, em meados da década de 30, foi publicada uma série de patentes
descrevendo uma instalagdo experimental para a produgdo de filamentos de polimero usando
forga eletrostatica (ADANUR e LIAO, 1998). A partir de 1980, o processo de eletrofiagéio

ganhou mais atengfo provavelmente por causa do interesse em nanotecnologia.

Um dos principios da nanotecnologia € que a redugéo das dimensdes de um material implica
em novas propriedades. Em particulas ou filmes semicondutores, novas fungdes Opticas e
eletrdnicas aparecem. J4 em materiais magnéticos, superparamagnetismo ¢ observado (BEAN
e LIVINGSTON, 1959). Em particulas cataliticas de metal, a redugdo no didmetro para alguns
nandmetros geralmente estd relacionada a mudancas na estrutura cristalina e na topologia da
superficie. Essas mudangas tém consequéncias imediatas no comportamento de adsorgéo,
atividade catalitica e seletividade, por exemplo (DANIEL e ASTRUC, 2004). A nanoescala ¢
til também para sistemas bioldgicos, pois as dimensdes de proteinas, bactérias, virus estdo

dentro desta faixa de tamanho.

Sistemas estruturados sdo promissores para diversas aplicagdes, como o transporte e liberagdo
de drogas e agentes ativos em organismos, engenharia de tecidos, modifica¢do da superficie
de implantes e tratamento de ferida (BOUDRIOT, DERSCH, et al., 2006). Em praticamente
todas essas aplicagdes, assim como em aplicagdes microeletronicas, armazenamento de
energia, nanoparticulas e nanotubos de carbono estdo em evidéncia. Nanobastonetes de metal,
6xidos, semicondutores e nanofibras de polimeros tém ganhado importdncia apenas

recentemente (HUYNH, DITTMER e ALIVISATOS, 2002).

As aplicagdes tecnologicas do método incluem desde filtros, baterias, membranas
semipermeaveis, até liberagdo gradual de farmacos e revestimentos para pele humana

(PHAM, SHARMA e MIKOS, 2008).

Apesar de ser promissora, a técnica possui uma limitagdo: a baixa produtividade. Em geral, a

vaziio utilizada é da ordem de Iml/h para que as fibras formadas sejam homogéneas, pois
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vaz0es mais altas resultam em fibras mais grossas (LI e XIA, 2004). Além disso, é mais
comum a utilizagdo de solugSes de polimeros ao invés de polimeros fundidos, ou seja, com a

evaporagdo do solvente da solucdo, a quantidade de material obtido é ainda menor.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Eletrofiagio

A principio, a eletrofiagdio parece ser uma técnica muito simples ¢ de facil controle para a

produgdo de fibras com dimens3es na escala nanométrica.

Em um ensaio tipico em laboratério de eletrofiagdo, uma solugdo de polimero ou polimero
fundido ¢ bombeado através de um capilar com um bico ou agulha de didmetro de ordem
milimétrica (HONG, 2007). Além de transferir material, a agulha tem a fung¢do de servir como
um eletrodo, no qual um campo elétrico da ordem de 10 kV ¢é aplicado (HUANG, ZHANG e
KOTAKI, 2003). Devido a alta intensidade do campo elétrico, deve-se tomar cuidado para
ndo tocar nas partes carregadas eletricamente. A corrente que passa pelo sistema pode variar
de centenas de nanoampéres até microampéres. O substrato no qual as fibras eletrofiadas
serdo coletadas € colocado em contato com o outro eletrodo e o alinhamento dos eletrodos
pode ser tanto horizontal quanto vertical, sendo este ultimo possivel nos dois sentidos
(GREINER e WENDOREFF, 2007). A Figura 1 ilustra os componentes basicos para realizar a

eletrofiacio.
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Figura 1 - Esquema dos componentes bésicos para o processo de eletrofiagdo

Coletor Solugdo de polimero

Fontedetensio | V

[

x]}

Fonte: Adaptado de (HUANG, ZHANG e KOTAKI, 2003)

A voltagem aplicada causa, na ponta do bico ou da agulha, uma deformagio na gota da
solugdo de polimero na forma de cone. Se voltagens maiores forem aplicadas, um jato é
formado a partir da gota deformada, que se move em diregfo ao outro eletrodo e se torna mais
estirada durante o processo. Neste percurso, o solvente evapora (ou o fundido solidifica) e
fibras solidas com didmetros variando de micrdmetros até nanémetros sio precipitadas com
velocidades altas, de 40 m/s ou mais, no outro eletrodo (YARIN, KOOMBHONGSE e
RENEKER, 2001). Como ha evaporagdo do solvente, em alguns casos, é recomendado
realizar o processo em uma capela com ventilag&o, por exemplo, para evitar desconforto pelo
odor ou até mesmo riscos 4 saude devido & inalagdo dos vapores. No caso de polimero
fundido, € preciso trabalhar com temperaturas mais altas que a ambiente, além do processo
necessitar ser realizado com vécuo. Pela simplicidade de se trabalhar com solugées ao invés

de polimero fundido, estas sdo bem mais estudadas (LARRONDO e MANLEY, 1981).

Agora, com um olhar mais de perto, fica claro que o processo de eletrofiagio ¢ muito
complexo para entender. O jato, por exemplo, segue um caminho direto para o outro eletrodo
apenas por uma certa distdncia, ¢ muda sua aparéncia significantemente. O jato se move
lateralmente e forma uma série de espirais que se abrem, adquirindo a aparéncia de um cone
que se abre em dire¢do ao outro eletrodo (RENEKER, YARIN, et al., 2000). A Figura 2
ilustra a instabilidade do jato de polimero. Um outro fendmeno que eventualmente ocorre

durante a eletrofiagdo € a ramificagfio das fibras, quando um novo jato de polimero é gerado a
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partir de um jato primario, reduzindo o didmetro das fibras formadas (GREINER e

WENDORFF, 2007).

Figura 2 - Fotografia em alta velocidade evidenciando a instabilidade do jato de polimero

5 mm i

Fonte: Adaptado de (YARIN, KOOMBHONGSE e RENEKER, 2001)

E comum a formacfio de gotas no meio das fibras, como pérolas em.um cordio, também
chamadas de “beads”. Também, as fibras podem n#o ser circulares na segfo transversal, mas
apresentar-se em forma de fita. As formas e dimensdes das fibras dependem de uma série de
fatores, como propriedades do préprio polimero (massa molecular, distribui¢do de massa
molecular, temperatura de transigdo vitrea, solubilidade), assim como propriedades da solugdo
de polimero (viscosidade, viscoelasticidade, concentragfio, tensdo superficial, condutividade
elétrica). A pressdo de vapor do solvente e a umidade relativa do ambiente também podem
influenciar nos resultados. Além disso, as propriedades do substrato, a taxa de injegdo da
solugfo, o campo elétrico e a geometria dos eletrodos sdo fundamentais na formagéo das

tibras (GREINER e WENDORFF, 2007).

2.1.1. Escolha do sistema e parametros

Teoricamente, quase todos os polimeros soltiveis ou fusiveis podem ser eletrofiados, desde
que pardmetros moleculares (solubilidade, temperatura de transi¢éo vitrea, ponto de fuséo,
velocidade de cristalizagdo, pressdo de vapor do solvente, pH) e de processo (concentragéo,
condutividade elétrica, tensdo superficial, taxa de alimentagfo, distdncia entre os eletrodos €

geometria, temperatura, umidade relativa) sejam ajustados corretamente. Devido a
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complexidade da técnica, conhecimento empirico é importante, mas modelos tedricos estio
sendo cada vez mais desenvolvidos e usados para ajudar a prever as dimensoes e estruturas
das fibras. Na escolha do sistema, o tipo de polimero é geralmente a primeira consideragfo, e
€ escolhido de acordo com as propriedades desejadas nas fibras e os pardmetros da
eletrofiagiio necessarios. Na maioria dos casos, desejam-se fibras insoluveis, eletricamente
condutoras, resilientes, adesivas, seletivamente reativas, por exemplo (GREINER e

WENDOREFF, 2007).

Em geral, observam-se fibras mais uniformes e cilindricas e com didmetro maior com o
aumento da concentragéo de polimero na solugdo. A morfologia da fibra comumente pode ser
direcionada para cilindrica com uma mistura de solventes apropriada (solvente com alto ponto
de fusdo/solvente com baixo ponto de fusfio). Em baixas concentragdes, fibras mais finas sio
formadas, com gotas ao longo do eixo da fibra. Se a solugo for muito diluida, a formagio de
fibras nfo ¢ observada. A concentragio de polimero na solugdo tem forte relagdo com a
viscosidade. Liu e Hsieh notaram em seus experimentos que nas solugdes com viscosidades
muito baixas, o jato de polimero.se quebrava em goticulas, impedindo a formagio de fibras
(LIU e HSIEH, 2002). Viscosidades apropriadas de solventes variam de dezenas a centenas de
mPa.s”’. Ao aumentar a concentragdo de polimero, aumenta-se também a chance de ocorrer

entrelagamento das cadeias poliméricas (COSTA).

A formagdo de gotas pode ser evitada aumentando-se a condutividade elétrica da solugo. Isso
pode ser feito através da adi¢8o de um sal, alcool ou polimero condutor na solugfio. Ao obter
um melhor transporte de cargas na solugfo, estas ficam mais orientadas, o que promove
redugdo do didmetro das fibras também. A condutividade elétrica em solventes orgénicos

varia de 10” a 10 mSiemens.cm™ (FONG, CHUN ¢ RENEKER, 1999).

Outra maneira de evitar gotas nas fibras € reduzindo-se a tensdo superficial da solugio. Com
isso, a voltagem aplicada necessaria para a formag&o do jato é menor (COSTA). Voltagens
mais altas fazem com que mais material seja ejetado em um mesmo jato, aumentando o
didmetro das fibras (DEMIR, YILGOR, et al, 2002). A tensdo superficial de solucdes
organicas ¢ usualmente aproximadamente 30mN.m™ e pode ser alterada com a adig¢do de

agentes surfactantes (YAO, HAAS, et al., 2003).

A polaridade dos eletrodos, o uso de corrente continua ou alternada comumente ndo
influenciam muito nos resultados, porém Kessick et al.(2004) observou maiores orientagfio

(em PEO) e densidade (em carboximetilcelulose) de fibras ao usar corrente alternada. Ja em



23

outro estudo, observou-se diferentes morfologias de PA ao usar diferentes polaridades (TSAI

e SCHREUDER-GIBSON, 2003).

A distancia de trabalho ou distincia entre a agulha e o coletor pode influenciar no didmetro e
morfologia das fibras. Em geral, distidncias de trabalho maiores implicam em didmetro de
fibra menor. Vale ressaltar que se a distdncia de trabalho for muito pequena, o solvente néo

evapora, comprometendo a formagdo das fibras (SILL e VON RECUM, 2008).

Da mesma maneira, se o fluxo de solugdo for muito alto, o solvente nio evapora por
completo, pois os jatos fomados sfo mais grossos. Fluxos mais baixos geralmente produzem

fibras mais finas (LI ¢ XIA, 2004).

Embora o uso de solugdes de polimeros permita a obtengdo de fibras com didmetro
relativamente pequeno, a produtividade ¢ moderada para soluges com concentragdes entre 1
e 20%, em peso. Além disso, a evaporagiio do solvente pode impedir o processo e destruir as
fibras em desenvolvimento, formando filmes. Uma alternativa para isso seria o uso de
polimero fundido para eletrofiagfdo. Porém, isso gera fibras com didmetro médio maior que 1
micron e uma grande distribuigdo de didmetros, devido a alta viscosidade dos polimeros
fundidos. Isso requer separagfo maior dos eletrodos e, com isso, campos elétricos maiores.
Em condi¢des atmosféricas normais, os campos elétricos muito fortes oferecem perigo de
choque elétrico. Variagdo da atmosfera ¢ da umidade relativa podem influenciar no processo.

Ao realizar o processo no vacuo, permite-se a eletrofiacio com campos elétricos maiores

(LYONS, LI € KO, 2004).

Apesar de todas essas consideragdes, nio é possivel fazer recomendagdes gerais para
determinadas concentragdes e a consequente viscosidade, condutividade elétrica e tensdo

superficial, pois os valores ideais para esses pardmetros variam de sistema para sistema.

2.1.2. Aplicacdes

Devido as propriedades excepcionais das fibras nanométricas, as mantas obtidas através de
eletrofiacdo podem ser utilizadas em diversas aplicagdes. Uma das principais caracteristicas
das fibras nanométricas ¢ a alta superficie especifica. A Figura 3 mostra como a superficie

especifica varia com o didmetro das fibras.
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Figura 3 - Dependéncia da superficie especifica com o didmetro de fibra
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Fonte: (SCHREUDER-GIBSON, GIBSON, e al., 2002)

Além da superficie especifica, a resisténcia das fibras e o tamanho dos poros também sdo

influenciados pelo didmetro das fibras e sfo explorados nas aplicagdes.

2.1.2.1. Fibras ocas

Utilizando-se fibras de polimero eletrofiadas como modelo, fibras ocas podem ser formadas
através de um processo chamado de TUFT (tubes by fiber templates - tubos por modelos de
fibra). Neste processo, fibras de polimero biodegradavel ou soltivel (modelo) sdo revestidas
por polimero, metal ou outro material de interesse. Ap0s isso, ¢é feita a extragiio ou degradagiio
das fibras-modelo de polimero, formando fibras ocas, cujo interior é formado pelo negativo
das fibras modelo e possuem topologia da superficie controlada pelas mesmas. E possivel

introduzir materiais funcionais nas fibras ocas a partir das fibras-modelo. Estas fibras
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possuem razio de superficie/volume muito alta (WENDORFF, AGARWAL e GREINER). A
Figura 4 ilustra a formacfo de fibras ocas. Na parte esquerda, duas fibras modelo séo
formadas (5 e 7nm). Na parte direita, a fibra oca é formada (55nm) com a fibra de 7nm

gerando seu interior.

Figura 4 - Esquerda: Micrografia feita por MET de fibras modelo eletrofiadas. Direita: Micrografia feita por
MET de fibras ocas formadas a partir das fibras modelo

Fonte: (HOU, JUN, et al., 2002)

2.1.2.2. Filtros

Sabe-se que a filtracdo de 4gua e ar é de enorme importancia para a humanidade € que quanto
mais particulas filtradas, melhor. A eficiéncia da filtragdo depende basicamente de 3 fatores,
que sdo a porosidade (razdo do volume de poros pelo volume total), o tamanho médio de poro
(ou se necessario, a distribuicio do tamanho de poros) e a superficie especifica. Estes
parametros determinam a difusfo de fluido através das fibras e a resisténcia ao fluxo. Em
geral, é necessario que as dimensdes dos poros e canais do material filtrante sejam ajustados

de acordo com as dimensdes das particulas a serem filtradas (GREINER ¢ WENDORFF,
2007).
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Para aumentar a eficiéncia da filtragfio, pode-se aumentar a superficie especifica e diminuir o
tamanho médio de poro. Isso ¢ atingido pelo simples fato de reduzir o didmetro das fibras
(GRAHAM, OUYANG, et al., 2002). Outras alternativas incluem carregar eletrostaticamente
as nanofibras, permitindo a atragfo eletrostatica de particulas, e recobrir as fibras com algum
agente quimicamente seletivo ou filtros moleculares. Isso permite a detecgéio e filtragfio de

agentes de armas quimicas e bioldgicas, por exemplo (GRAHAM, 2002).

2.1.2.3. Téxteis

Os téxteis convencionais utilizam fibras de escala micrométrica e podem ter suas
propriedades melhoradas incorporando as nanofibras. Aplicando finas camadas das mantas de
nanofibras nos téxteis, pode-se aumentar drasticamente a resisténcia ao vento, a

permeabilidade de vapor d’agua e o isolamento térmico.

A resisténcia ao vento, por exemplo, pode ser aumentada em cinco ordens de grandeza ao
reduzir o didmetro de poro de 100 microns para 1 micron. Isso pode ser feito substituindo as
fibras convencionais de aproximadamente 10 microns por nanofibras eletrofiadas da ordem de
100nm (SCHREUDER-GIBSON, GIBSON, et al., 2002). A Figura 5 ilustra a relacfio da

resisténcia ao vento com o tamanho de poro.
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Figura 5 - Dependéncia da resisténcia ao vento com o tamanho de poro de membranas
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Fonte: (SCHREUDER-GIBSON, GIBSON, ef al., 2002)

Da mesma maneira, o isolamento térmico dos téxteis também melhora com a diminui¢do do
didmetro das fibras. Além disso, é possivel dar aos téxteis a caracteristica de
impermeabilidade a liquidos e a alimentos, a de protecdo contra bactérias (WENDORFF,

AGARWAL e GREINER).

2.1.2.4. Catalisadores

O uso de nanofibras de polimero com nanoparticulas metalicas de platina, paladio e rédio, por
exemplo, ja foi estudado. Para produzir esses catalisadores fibrosos, eletrofia-se uma solugéo
de polimero contendo sais metalicos como precursores. Em seguida, reduz-se os sais, seja
termicamente ou com um agente redutor. A vantagem de ter essas nanoparticulas metalicas é
que esses metais geralmete sfo caros e assim podemos reduzir a quantidade de metal
utilizado, mantendo a eficiéncia, pois a superficie especifica ¢ aumentada fortemente
(DEMIR, GULGUN, et al., 2004). A Figura 6 mostra fibras carregadas com particulas

metalicas cataliticas.



28

Figura 6 - Micrografia feita por MEV de fibras contendo particulas cataliticas metalicas. No canto inferior
direito: Micrografia feita por MET das particulas cataliticas

Fonte: (GREINER ¢ WENDORFF, 2007)

Também € possivel a incorporagio de enzimas nas fibras, que podem ser quimicamente
ligadas as fibras eletrofiadas ou dispersadas na solugdo que vai ser eletrofiada (XIE e HSIEH,
2003).

2.1.2.5. Aplicac¢des biomédicas

Proteinas, virus e bactérias possuem dimensdes nanométricas e a maioria dos tecidos e érgéos
¢ constituida por estruturas de nanofibras. Por isso, as nanofibras de polimero podem ser

utilizadas em diversas aplicages na medicina e farmacia (GREINER e WENDORFF, 2007).

2.1.2.5.1. Engenharia de tecidos
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A regeneragéo de tecidos € o principal objetivo nessa area, que podem ser desde cartilagens,
0sso0s e pele até¢ vasos sanguineos e tecidos do coragéo e pulmio (LANGER ¢ VACANTI,
1993). Com a utilizagfio de uma matriz suporte, € possivel a introdugdo de células tronco, que
nela migram e se proliferam de forma a reproduzir a estrutura tridimensional do tecido a ser
substituido. A matriz deve possuir biocompatibilidade, ser biodegradavel, possuir morfologia,
porosidade e resisténcia mecanica que permita reproduzir a estrutura e a fungdo do tecido da
melhor maneira possivel até que as células implantadas formem uma nova matriz (ALBERTS,

BRAY, et al., 1994).

2.1.2.5.2. Tratamento de feridas

A utilizagdo de membranas de nanofibras pode ser muito Util no tratamento de feridas,
queimaduras e escoriacdes. Estudos mostraram que as feridas sfo curadas de forma rapida e
sem complicagdes, além de evitar a formagéo de cicatrizes, ao cobri-las com uma membrana
de nanofibras de polimero biodegradavel (BOLAND, WNEK, et al., 2001) (MARTINDALE,
2000).

Adicionalmente, os poros das membranas sdo pequenos o suficiente para impedir a entrada de
bactérias, enquanto permitem a passagem de gases e liquidos. Podem ser incorporados

antissépticos e antibidticos na membrana (KATTI, ROBINDON, et al., 2004).

Foram desenvolvidos processos nos quais a membrana ¢ eletrofiada diretamente na area da

pele afetada (SMITH e RENEKER, 2001). Um aparelho portatil ¢ mostrado na Figura 7.
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Figura 7 - Aparelho portétil para eletrofiagdo de curativo para feridas. No canto superior esquerdo: fibras de PEO
eletrofiadas a partir de solugfio aquosa na médo de uma pessoa

Fonte: (GREINER e WENDORFF, 2007)

2.1.2.5.3. Transporte e liberagio de drogas

Neste tipo de aplicago, a estrutura suporte de nanofibras deve desempenhar vérias fungGes,
como proteger a droga contra decomposi¢do, controlar a liberagéio da droga da forma mais
constante possivel, permear certas membranas e liberar a droga somente no alvo correto. Em
alguns casos, pode ser necessario que haja uma maneira de iniciar a liberagdo da droga através

de um estimulo, seja ele externo ou interno (GREINER e WENDOREFTF, 2007).
As maneiras de incorporar a droga na estrutura suporte incluem:

-Droga na forma de particulas, ligadas a superficie das fibras da estrutura;
-Droga e estrutura na forma de fibras entrelagadas;

-Droga integrada ao material da estrutura para formar um unico tipo de fibra;

-Droga encapsulada em tubos do material da estrutura eletrofiados (HUANG, ZHANG e
KOTAKI, 2003).
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3. OBJETIVO

Estudar o uso de solu¢d compoésita de PHB e PE-b-PEG com particulas de prata na formagéo

de fibras por eletrofiagéo.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais utilizados

4.1.1. Prata

A prata vem sendo utilizada em areas biomédicas devido  sua agfo biocida, ou seja, que mata
0 microorganismo alvo. Existem alguns mecanismos para explicar a a¢fio da prata. Primeiro, a
prata interage com enzimas e proteinas responsaveis pela respiragfio e transporte de nutrientes
da bactéria na membrana celular e dentro da célula. Em seguida, a prata interage com o DNA,
inibindo a divisdo celular. As particulas de prata também ficam na membrana celular,
alterando sua funcionalidade (KIM, KIM, et al., 2005). Além disso, a prata é atdxica em
baixas concentragdes para o ser humano. Ao utilizar a prata na forma nanométrica, aumenta-

se a superficie especifica e consequentemente, potencializa-se sua acfio bactericida
(SANTOS, 2010).

4.1.2. PHB

O PHB ¢ o principal polimero da familia dos PHAs (poliésteres produzidos por
microorganismos a partir de vérios substratos de carbono) (BORDES, POLLET e
AVEROUS, 2009) € € o polimero biodegradavel mais conhecido. Sua produgio ¢ feita através
de um processo de fermentagfo bacteriana, o que o torna relativamente caro (CHIELLINI e

SOLARO, 1996).

O alto custo de produgo limita as aplicagdes do PHB. No entanto, por ser biocompativel, este

pode ser utilizado em aplicagdes médicas sem prejuizo por se tratar de aplicagdio de ponta
(BRITO, AGRAWAL, et al., 201 1).

Termoplastico, semicristalino, resistente a 4agua, estavel a radiagdo ultravioleta, com
propriedades mecénicas semelhantes ao do polipropileno (BASTIOLI, 2005), o PHB também
apresenta baixa permeabilidade a gases (PARRA, ROSA, et al., 2011).
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4.1.3. PE-b-PEG

Este copolimero anfifilico em bloco vem sendo utilizado em pesquisas biomédicas, mais
especificamente no tratamento de tumores através do transporte e liberagdo de drogas
(OERLEMANS, 2013). Usando micelas poliméricas com ligantes especificos, pode-se
aumentar a seletividade para células tumorais (OERLEMANS, BULT, ef al., 2010). Com
isso, consegue-se o transporte intracelular das drogas, diminuindo a toxicidade e efeitos
colaterais quando comparados com outros tipos de micelas sem um alvo especifico ou com a

quimioterapia sistémica (TORCHILIN, 2008)

4,2. Meétodos

4.2.1. Preparagio das solugdes

Foram utilizados PHB (M,, = 270000 g/mol (ALMEIDA, 2011))e PE-b-PEG (M, = 1400
g/mol e 50 % m/m de 6xido de etileno (SIGMA-ALDRICH)), ambos comprados e solidos. Os
polimeros foram dissolvidos usando-se cloroférmio como solvente e aquecendo-se em banho

de 6leo a 65°C, como mostra a Figura 8.
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Figura 8 - Solugéo no banho de éleo a aproximadamente 65°C com agitador magnético

Fonte: Autor

A essa solugéo, foi adicionada uma solugfo de prata, produzida pelo Satoru Yoshida através
do processo de Tollens modificado (WALKER e LEWIS, 2012). A Figura 9 representa o
processo utilizado para a produgéo da solugéio de prata complexada, que apds evaporagido do

solvente fornece nanoparticulas de prata metalica.

Figura 9 - Esquema da produgfio da solugfio de prata

NH,OH/H,0
+
AgC HO, — |Ag(NH,),I'|C,H,O,]—= Ag

27372
+
CH,0,

Fonte: (WALKER e LEWIS, 2012)
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As outras solugdes foram preparadas a partir desta solugdo base. A Tabela 1 mostra as
composi¢des das solugBes utilizadas no presente trabalho. As amostras foram pesadas

utilizando uma balanga analitica.

Tabela 1 - Composi¢des e concentragdes das solugdes.

Amostra | PHB PE-b-PEG | Solugdo Ag | Ag Clorof6rmio | Concentragéo de
PHB
(® (& (ml) (2 (ml)
% (g/100ml)
1 4 0,45 2,1 0,46 27 12
2 3,48 0,39 1,8 0,4 37,8 8
3 3,03 0,34 1,6 0,35 45,2 6
4 2,63 0,30 1,4 0,3 60,9 4
5 2,29 0,26 1,2 0,26 109,3 2
6 115 0,13 0,6 0,13 110,9 1

Fonte: Autor

4.2.2. Viscosimetria

Para este trabalho, foi utilizado um viscosimetro Brookfield, modelo DV-II+ Pro com auxilio
do software RheoCalc. A Figura 10 ilustra o viscosimetro e o seu funcionamento € baseado na
aplicagiio de um torque a um cilindro imerso na solug@io. Foram feitas diversas medidas em

diferentes velocidades de rotagdo para determinar a viscosidade das solugdes.
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Figura 10 - Viscosimetro Brookfield, modelo DV-II+ Pro
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Fonte: Autor

4.2.3. Eletrofiacio

O aparato utilizado para a eletrofiacdo foi montado em conjunto com Helena Oyama e
Nikolas Harada. Ela forneceu a bomba injetora e a fonte de alta tensfo elétrica, enquanto ele
forneceu a mangueira flexivel e a agulha metalica. Ambos forneceram informagdes relevantes

para o funcionamento do sistema como um todo.

O aparato consiste em uma bomba injetora, uma seringa, uma mangueira flexivel, uma agulha

metalica, um suporte para a agulha, uma placa de acrilico, papel aluminio e uma fonte de alta
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tensdo. A Figura 11 e a Figura 12 ilustram a bomba injetora e a fonte de alta tenso elétrica,

respectivamente e a Figura 13 ilustra o conjunto todo montado para a eletrofiagio.

Figura 11 - Bomba injetora

Fonte: Autor

Figura 12 - Fonte de alta tens&o

Fonte: Autor
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Figura 13 - Aparelhagem montada para a eletrofiagéo

Fonte: Autor

A tensdo aplicada foi mantida em aproximadamente 16kV e a distdncia entre a agulha e o

coletor metalico foi de 15cm. O tempo de formagio da manta foi de 10 minutos.

Apb6s a formagdo das mantas, as mesmas foram secadas em estufa para retirar a umidade e o
solvente e poder realizar ensaios de caracterizagdo. A Figura 14 ilustra duas mantas
eletrofiadas no mesmo substrato. A mancha branca na esquerda é uma manta recém-
eletrofiada e a mancha mais escura na direita é uma manta eletrofiada depois de algumas

horas. Devido a presenga de prata e exposi¢do a luz, as mantas escurecem com o tempo.
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Figura 14 - Duas mantas eletrofiadas no mesmo substrato de aluminio. A mancha branca na esquerda ¢ uma
manta recém eletrofiada e a mancha amarronzada ¢ uma manta eletrofiada apés algumas horas

Fonte: Autor

4.2.4. Microscopia éptica

As mantas foram analisadas em microscépio Optico de luz refletida, modelo Olympus BMax,
e as micrografias foram feitas com auxilio do software Micrometrics SE Premium. Com este
tipo de analise, € possivel verificar a formag&o, ou nfio, de fibras e gotas, e identificar as
dimensdes das mesmas. Evitou-se o manuseio excessivo das mantas para ndo comprometer as

fibras, por isso as mantas foram analisadas sobre o papel aluminio utilizado na eletrofiagéo.

4.2.5. Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

A microscopia eletronica de varredura consiste na irradiagdo de um fino feixe de elétrons
sobre uma 4area ou microvolume da amostra, que emite elétrons secundarios, elétrons
retroespalhados, elétrons Auger, raios-X caracteristicos, fotons, etc. Estas emiss6es fornecem
informagdes sobre a amostra como por exemplo composi¢do, topografia da superficia e
cristalografia. O microscopio eletrénico utilizado foi o Philips EDAX XL30. As amostras

foram recortadas, presas com fita adesiva sobre as 1dminas de vidro e recobertas de ouro. A

Figura 15 ilustra uma lamina contendo 4 amostras.
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Figura 15 - Lamina de vidro com 4 amostras, recobertos de ouro para analise por MEV

Fonte: Autor

4.2.5.1. Imagem por elétrons retroespalhados

Para identificar os elementos quimicos presentes na amostra, utilizou-se da analise de imagem
por elétrons retroespalhados. O sinal destes ¢ resultado de colisdes elsticas e inelasticas e ¢
proporcional ao numero atdmico dos elementos quimicos, gerando um contraste de
composicdo. Também ¢ possivel obter informagdes topograficas da amostra e pode-se

observar tanto a topografia quanto a composi¢do numa mesma imagem.

4.2.6. Analise por energia dispersiva (EDS)

Na andlise por energia dispersiva, um feixe eletrénico é incidido sobre a superficie da
amostra. Com isso, os elétrons das camadas mais internas dos dtomos so excitados, fazendo
com que mudem de niveis energéticos. Quando um elétron ocupa essa posigdo inicial, é
liberada uma energia caracteristica com comprimento de onda no espectro dos raios-x. Essa
energia pode ser medida com um detector instalado na cAmara de vacuo do MEV. Os elétrons
de cada tipo de atomo possuem energias diferentes, portanto pode-se identificar a composigéo

da amostra.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Viscosidade

Antes de realizar as eletrofia¢Ges, as amostras foram submetidas a viscosimetria. Com o
aumento da taxa de cisalhamento, observou-se diminui¢io da viscosidade - comportamento
caracteristico de fluidos pseudoplasticos - até atingir um minimo estavel. O valor minimo foi
o utilizado para a comparagfo. A Tabela 2 mostra as viscosidades de cada solugdo e a Figura
16 mostra a viscosidade em fungdo da concentragdo da solucdo. Graficos dos ensaios de

viscosimetria de cada solugdo encontram-se na se¢io ANEXOS.

Tabela 2 - Viscosidades das amostras.

Amostra Viscosidade

(cP)

1 238

2 53

3 25,6

4 11,6

5 3,6

6 1,95

Fonte: Autor



42

Figura 16 - Grafico da viscosidade em fungfio da concentragio das solugdes e curva de tendéncia
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Fonte: Autor

Através do grafico da Figura 16, observa-se que a viscosidade se comporta de forma
exponencial em fun¢do da concentragdo. Para concentra¢des muito baixas, a viscosidade se

assemelha a do cloroférmio, usado como solvente nas solugdes.

3.2. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEYV)
5.2.1. Estrutura das mantas

As amostras foram submetidas a MEV e foram obtidas diversas micrografias com diferentes

aumentos para analisar a formag&o e morfologia das fibras.

As Figuras 17-19 ilustram a manta eletrofiada a partir da amostra 1.
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Figura 17 - Micrografia da manta eletrofiada a partir da amostra 1 com 500x de aumento no MEV
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Fonte: Autor



Figura 18 - Micrografia da manta eletrofiada a partir da amostra 1 com 1000x de aumento no MEV
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Fonte: Autor
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Figura 19 - Micrografia da manta eletrofiada a partir da amostra 1 com 5000x de aumento no MEV
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Fonte: Autor

Observa-se que houve formacgdo de muitas fibras com poucas gotas e através da Figura 19

pode-se estimar um didmetro médio de fibras de mais de 1 micron.

As Figuras 20-22 ilustram a manta eletrofiada a partir da amostra 2.
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Figura 20 - Micrografia da manta eletrofiada a partir da amostra 2 com 500x de aumento no MEV

Y bz iy v =X
Amostra2

| LabMic

Fonte: Autor
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Figura 21 - Micrografia da manta eletrofiada a partir da amostra 2 com 1000x de aumento no MEV
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Figura 22 - Micrografia da manta eletrofiada a partir da amostra 2 com 5000x de aumento no MEV
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Fonte: Autor

A amostra 2 apresenta boa formacdo de fibras mais uniformes, porém apresenta gotas de

formato alongado ao longo das fibras. O didmetro médio ¢ de aproximadamente 1 micron.

As Figuras 23-25 ilustram a manta eletrofiada a partir da amostra 3.
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Figura 23 - Micrografia da manta eletrofiada a partir da amostra 3 com 500x de aumento no MEV
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Figura 24 - Micrografia da manta eletrofiada a partir da amostra 3 com 1000x de aumento no MEV
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Figura 25 - Micrografia da manta eletrofiada a partir da amostra 3 com 5000x de aumento no MEV
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A amostra 3 apresenta também apresenta muitas fibras e suas gotas t€ém o formato mais

esférico que as da amostra 2. O didmetro médio das fibras diminuiu para cerca de 0,7 micron.

As Figuras 26-28 ilustram a manta eletrofiada a partir da amostra 4.
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Figura 26 - Micrografia da manta eletrofiada a partir da amostra 4 com 500x de aumento no MEV
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Fonte: Autor
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Figura 27 - Micrografia da manta eletrofiada a partir da amostra 4 com 1000x de aumento no MEV
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Fonte: Autor
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Figura 28 - Micrografia da manta eletrofiada a partir da amostra 4 com 5000x de aumento no MEV

(| LabMicro - PMT - USP [ ——10 pm—

Fonte: Autor

A amostra 4 ainda apresenta muitas fibras, mas a quantidade de gotas ¢ muito grande. As

gotas apresentam formato esférico e o didmetro médio das fibras é de aproximadamente 0,5

micron.

As Figuras 29-31 ilustram a manta eletrofiada a partir da amostra 5.
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Figura 29 - Micrografia da manta eletrofiada a partir da amostra 5 com 500x de aumento no MEV
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Fonte: Autor
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Figura 30 - Micrografia da manta eletrofiada a partir da amostra 5 com 1000x de aumento no MEV
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Figura 31 - Micrografia da manta eletrofiada a partir da amostra 5 com 5000x de aumento no MEV
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Fonte: Autor

A amostra 5 apresenta pouca formagdo de fibras e muitas gotas. Aqui, as gotas, de formato
irregular (ndo mais de formato esférico ou elipsoidal), apresentam-se muitas vezes em forma
de aglomerados sob um filme de polimero ao fundo. O didmetro médio das fibras é de

aproximadamente 0,5 micron.

As Figuras 32-34 ilustram a manta eletrofiada a partir da amostra 6.
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Figura 32 - Micrografia da manta eletrofiada a partir da amostra 6 com 500x de aumento no MEV
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Fonte: Autor
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Figura 33 - Micrografia da manta eletrofiada a partir da amostra 6 com 1000x de aumento no MEV
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Fonte: Autor
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Figura 34 - Micrografia da manta eletrofiada a partir da amostra 6 com 5000x de aumento no MEV
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Fonte: Autor

E possivel observar através das Figura 32 € 33 uma fibra grossa e continua na manta,

provavelmente formada por uma instabilidade na saida do jato de polimero da agulha.

A amostra 6 apresenta pouca formagfo de fibras e a manta é composta basicamente por

aglomerados de gotas de polimero. O didmetro médio das fibras ¢ de cerca de 0,4 micron.

5.2.2. Presenga de prata nas mantas

Agora, as amostras 1 e 2 foram analisadas por meio de contraste de ntimero atdmico para que

a distribuigdo da prata fosse analisada. Para confirmar a presenca de prata, foram analisados
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espectros de dois pontos da amostra 2. As Figuras 35 e 36 mostram o ponto 1 ¢ o seu
respectivo espectro, enquanto as Figuras 37 e 38 mostram o ponto 2 € 0 seu respectivo

espectro.

Figura 35 - Ponto 1 da manta eletrofiada a partir da amostra 2 analisado para verificar presenca de prata

I WD | Det | M Operator
A 110.3 mm | BSE | 1000 x | LabMicro - PN

Fonte: Autor
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Figura 36 - Espectro do ponto 1 da manta eletrofiada a partir da amostra 2 mostrando a composi¢do quimica

Fonte: Autor

Figura 37 - Ponto 2 da manta eletrofiada a partir da amostra 2 analisado para verificar presenga de prata

) Det | | . Operatc Amostra?2
nm |BSE (5000 x| .LabMicro - Piv s | () ||
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Fonte: Autor

Figura 38 - Espectro do ponto 2 da manta eletrofiada a partir da amostra 2 mostrando a composi¢do quimica

Al

Au
Au Au

0.60 1.10 1.60 2.10 2.60

Fonte: Autor

No espectro do ponto 1 (ponto branco na micrografia) aparecem picos de Ag(prata),
Al(aluminio), Au(ouro) e C(carbono) predominantes. O aluminio ¢ proveniente do substrato
em que se encontra a manta; o ouro da camada depositada sobre a amostra para a realizagio

de MEV;; o carbono ¢ a prata da manta polimérica.

Ja no espectro do ponto 2, aparecem os mesmos picos do espectro do ponto 1, exceto pelo
pico de prata. Isso mostra que, de fato, a prata estd contina na manta e € representada pelas
regides esbranquigadas formadas, por sua vez, por aglomerados de particulas de dimensées

nanomeétricas.

As Figuras 39-41 ilustram a manta eletrofiada a partir da amostra 1 com contraste de niimero

atdmico, sendo que as regides mais claras nas fibras apresentam alta concentragfo de prata.
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Figura 39 - Micrografia da manta eletrofiada a partir da amostra 1 com 500x de aumento no MEV e contraste de
numero atdbmico

Fonte: Autor
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Figura 40 - Micrografia da manta eletrofiada a partir da amostra 1 com 1000x de aumento no MEV e contraste
de mimero atémico
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Fonte: Autor
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Figura 41 - Micrografia da manta eletrofiada a partir da amostra 1 com 5000x de aumento no MEV e contraste
de niimero atémico

Det | Mag Amostrad
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Fonte: Autor

Observa-se que a distribui¢do de prata nfo ¢ uniforme e hd grande concentrago nas gotas e

regides mais espessas das fibras.

As Figuras 42-44 ilustram a manta eletrofiada a partir da amostra 2 com contraste de niimero

atomico.
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Figura 42 - Micrografia da manta eletrofiada a partir da amostra 2 com 500x de aumento no MEV e contraste de
niimero atémico

ﬁp
500 x | .LabMicro - PMT - USP

Fonte: Autor
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Figura 43 - Micrografia da manta eletrofiada a partir da amostra 2 com 1000x de aumento no MEV e contraste
de niimero atémico
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Fonte: Autor
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Figura 44 - Micrografia da manta eletrofiada a partir da amostra 2 com 5000x de aumento no MEV e contraste
de mamero atémico
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Fonte: Autor

Na manta eletrofiada a partir da amostra 2, a prata também apresenta altas concentra¢des nas

gotas e regides com didmetro maior de fibra.

A andlise da morfologia das fibras obtidas das diferentes solu¢des permite atribuir a
viscosidade da solugéio o papel de principal fator responsavel neste sistema pela formagéo de
fibras (elestrospinning) ou de gotas (electrospraying). E possivel observar que com a redugéo
gradual da viscosidade da solugfio 1(238 cP) até a solugio 6 (1,95 cP), as mantas obtidas vio
apresentando fragdo crescente de goticulas as expensas das fibras, até que a partir da solugéo

6, praticamente apenas goticulas sfo obtidas.
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Observa-se, de modo geral, que as nanoparticulas de prata encontram-se aglomeradas e
apresentam-se, preferencialmente, mas nfio exclusivamente, em regides das fibras com
maiores dimensdes, nas se¢des de maior didmetro e nas gotas. Ndo estd claro se ocorre
aglomeragdo ainda na solugfio e dai a formagfio de defeitos nas fibras ou se os defeitos nas
fibras tornam mais fécil a observagfio de prata, devido & sua maior concentragdo. E possivel
também que ambos os fatos estejam contribuindo na localizagio e observagio de

nanoparticulas de prata.
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho foram preparadas solugdes estaveis contendo PHB, PE-5-PEG e complexo de
prata em diferentes concentragdes, que foram caracterizadas quanto a sua viscosidade e

submetidas a eletrofiag#o.

As viscosidades das solugGes preparadas mostraram-se proporcionais a concentragdo do PHB

presente.

Com a diminuig@o da concentragdo da solugdo utilizada na eletrofiagio, o didmetro médio das

fibras diminuiu, mas mais gotas foram observadas nas fibras.

As solugdes com concentragio menor que 4% de PHB apresentaram, apés eletrofiacdo,
mantas contendo morfologia indesejavel, pois ha pouca ou nenhuma formagio de fibras, além

de muitas gotas aglomeradas.

As nanoparticulas de prata incorporadas nas fibras foram mais facilmente observadas como

aglomerados nas gotas das fibras e em regies mais espessas das fibras.
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8. ANEXOS

8.1. Viscosidade em fung¢io da taxa de cisalhamento da amostra 1

Figura 45 - Viscosidade em fungfo da taxa de cisalhamento da amostra 1
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Fonte: Autor

8.2. Viscosidade em funcio da taxa de cisalhamento da amostra 2

Figura 46 - Viscosidade em fungdo da taxa de cisalhamento da amostra 2
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8.3. Viscosidade em fun¢io da taxa de cisalhamento da amostra 3

Figura 47 - Viscosidade em func¢fo da taxa de cisalhamento da amostra 3
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8.4. Viscosidade em func¢io da taxa de cisalhamento da amostra 4

Figura 48 - Viscosidade em fungfo da taxa de cisalhamento da amostra 4
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8.5. Viscosidade em func¢io da taxa de cisalhamento da amostra 5
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Figura 49 - Viscosidade em fungo da taxa de cisalhamento da amostra 5
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8.6. Viscosidade em funcio da taxa de cisalhamento da amostra 6

Figura 50 - Viscosidade em fungfio da taxa de cisalhamento da amostra 6
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