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RESUMO

RODRIGUES, Murilo Alison Vigilato. Fibras ultrafinas de coldgeno e gelatina:
solventes benignos para a produgcdo de potenciais biomateriais biomiméticos por
fiacdo por sopro em solugdo. 2023. Tese (Doutorado em Quimica) - Instituto de
Quimica de Séao Carlos, Universidade de Sao Paulo, Sdo Carlos, 2023.

O principal constituinte da matriz extracelular (MEC) de diversos tecidos € o colageno,
proteina biodegradavel, biocompativel e promotora de regeneragéo tecidual. Uma
alternativa promissora na produgao de MEC artificiais, scaffolds, envolve a produgao
de fibras nanométricas ou submicromeétricas, dimenséo das fibras naturais de MEC de
muitos tecidos. Um método para producéo de fibras ultrafinas denominado fiagao por
sopro em solugao (SB-Spinning) permite a producao de fibras com altas taxas de
alimentacéao e deposicéo in situ. Fibras ultrafinas de colageno ja foram produzidas por
eletrofiacao, contudo, ndo ha ainda relatos da producéo de fibras de colageno tipo |
por SB-Spinning. Portanto, esta pesquisa visou produzir fibras ultrafinas de colageno
e gelatina (polimero resultante da desnaturagao do colageno também empregado em
biomateriais) pela técnica de SB-Spinning usando solventes que mantenham a
integridade dos polimeros e avaliar os efeitos dos parametros usados na produgéo
sobre a morfologia destas fibras. Colagenos de diferentes fontes foram obtidos,
caracterizados e comparados, sendo selecionado o colageno de pele de tilapia para
os testes de fiagcdo em fungédo de sua melhor solubilidade em solventes benignos. A
preservacdo da hélice tripla do colageno de peixe foi confirmada por calorimetria
exploratéria diferencial (DSC), espectroscopia na regido do infravermelho e
eletroforese em gel (SDS-PAGE), identificando inclusive o colageno obtido como
sendo do tipo I. Estudos reoldgicos foram usados para orientar a obtengao de solugdes
fiaveis e fibras submicrométricas de gelatina e colageno foram produzidas a partir de
solugdes de acido acético 90%. Com planejamentos fatoriais os parédmetros mais
influentes sobre o didametro médio destas fibras foram determinados: a concentracao
e a pressdo para a gelatina e a concentragdo e a distadncia de trabalho para o
colageno. A otimizacao do didmetro das fibras visando sua minimizagao foi capaz de
produzir fibras de 188 e 313 nm para gelatina e colageno, respectivamente. Por fim,
as fibras foram caracterizadas por DSC e SDS-PAGE para avaliar sua estabilidade

apos processamento por SB-Spinning.

Palavras-chave: colageno, gelatina, fiagao por sopro em solucéo, reologia



ABSTRACT

RODRIGUES, Murilo Alison Vigilato. Ultrafine collagen and gelatin fibers: benign
solvents for the production of potential biomimetic biomaterials by solution blow
spinning. 2023. Tese (Doutorado em Quimica) - Instituto de Quimica de Sao Carlos,
Universidade de Sao Paulo, Sao Carlos, 2023.

The main constituent of extracellular matrix (ECM) of various tissues is collagen, a
biodegradable and biocompatible protein with excellent regenerative properties. A
promising way for the production of artificial ECM, called scaffolds, involves the
production of nanometric or submicrometric fibers, dimension of the natural fibers
found in the ECM of many tissues. The method of production of ultrafine fibers called
solution blow spinning (SB-Spinning) allows the production of fibers with high feed
rates and in situ deposition. Ultrafine collagen fibers have already been produced by
electrospinning, however, there are no reports of the production of type | collagen fibers
by SB-Spinning. Therefore, this research aims to produce ultrathin collagen and gelatin
(a polymer resulting from collagen denaturation and also used in biomaterials) fibers
by SB-Spinning using solvents that preserve the integrity of the polymers and to
evaluate the effects of the parameters used in fibers production on the morphology of
these fibers. Collagen from different sources were obtained, characterized and
compared, and collagen from tilapia skin was selected for the fibers production due to
its better solubility in benign solvents. The preservation of the fish collagen triple helix
was confirmed by differential scanning calorimetry (DSC), infrared spectroscopy and
gel electrophoresis (SDS-PAGE), even identifying the collagen obtained as being of
type |. Rheological studies were used to guide the obtainment of spinnable solutions
and gelatin and collagen submicrometric fibers were produced from 90% acetic acid
solutions. Using factorial design the parameters with the greatest effects on the
average diameter of these fibers were determined: the concentration and pressure for
gelatin and the concentration and distance of work for collagen.The optimization of the
diameter of the fibers aiming at its minimization was able to produce fibers of 188 and
313 nm for gelatin and collagen, respectively. Finally, the fibers were characterized by
DSC and SDS-PAGE to evaluate their stability after processing by SB-Spinning.

Keywords: collagen, gelatin, solution blow spinning, rheology
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1. INTRODUGAO

A engenharia de tecidos € uma ciéncia interdisciplinar aplicada a
regeneracao ou substituicdo de 6rgaos ou tecidos. Portanto, essa ciéncia depende do

desenvolvimento de novos materiais para produgao de tecidos ou 6rgaos funcionais.

Um tecido biolégico € composto basicamente de células parenquimais e
mesenquimais (células funcionais e de suporte, respectivamente) em meio a uma
matriz extracelular (MEC). Uma estratégia recentemente usada na engenharia de
tecidos é a de mimetizar a MEC, visando se aproximar ao maximo da composicao e
arquitetura de cada tecido vivo. Para isso, alguns scaffolds, estruturas desenvolvidas
para atuar como suportes que facilitem o crescimento e a proliferagao de células, sao
desenvolvidas como MEC artificiais, buscando promover interagdes do tecido artificial
com o organismo implantado que evitem o reconhecimento deste material como
estranho e promovam uma resposta das células que resulte na adesao, proliferacao

e diferenciacao celular (Barnes et al., 2007; Elamparithi; Punnoose; Kuruvilla, 2016).

O principal constituinte da MEC de diversos tecidos é o colageno, proteina
de origem animal com fung¢des estrutural, de promover resisténcia a deformacgéo, de
prevenir falhas mecanicas nos tecidos que compde e de transmitir sinais biolégicos
para células responsaveis por fungdes especificas (Salvatore et al., 2020; Kola¢na et
al., 2007).

Para producdo de scaffolds ha diversos métodos a serem empregados,
como liofilizagao, prototipagem rapida (impressao 3D), casting, entre outros, contudo,
uma alternativa muito abordada recentemente tem sido o uso de técnicas de producéao
de fibras nano e submicromeétricas, ja que séo estas as dimensdes de fibras naturais
encontradas na MEC de diversos tecidos. A dimensao destas fibras proteicas (50 a
500 nm de diametro) contribui para sua interagdo com as células (tipicamente com 10
a 100 ym), pois sendo até 2000 vezes menor que estas, um contato direto das células
com diversas fibras é permitido. Dentre as técnicas de producao de fibras em escala
micro € nanométrica, podem ser citadas a automontagem, a separagao de fases, a
eletrofiacao e, mais recentemente, a fiagao centrifuga e a fiagéo por sopro em solugao
(Barnes et al., 2007; Oliveira et al., 2014; Stojanovska et al., 2016).

Além das técnicas de automontagem e separagao de fases apresentarem

baixo rendimento, os polimeros que podem ser preparados nestas técnicas sao
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limitados (Barnes et al.,, 2007). Como resultado, muitas pesquisas envolvendo a
producao de scaffolds por eletrofiagcdo podem ser encontradas (Lu; Guo, 2018; Sell et
al., 2009). A técnica de fiagado por sopro em solugéo (no inglés Solution Blow Spinning,
SB-Spinning) se assemelha em alguns aspectos a eletrofiagdo, porém utiliza um gas
pressurizado em substituicao a um campo elétrico para promover a formacao de fibras

poliméricas (Medeiros et al., 2009; Kumar; Sinha-Ray, 2018).

Apesar de apresentar semelhangas com a técnica de eletrofiagdo, a SB-
Spinning apresenta algumas vantagens sobre essa técnica, como o fato de permitir a
producao de fibras com maiores taxas de alimentagdo, o que implica em uma maior
facilidade de escalonamento da produgao e na possibilidade de deposicéao in situ das
fibras produzidas sobre tecidos bioldgicos, ja que neste processo de fiagdo ndo sao
utilizadas correntes elétricas de alta tensao para formar as fibras. Além disso, os
solventes utilizados na técnica de SB-Spinning ndo sao limitados aqueles que
apresentam alta constante dielétrica, o que permite testes com um numero ainda
maior de solventes (Daristotle et al., 2016; Medeiros et al., 2009; Santos et al., 2016).
Algumas das desvantagens da SB-Spinning em comparagao a eletrofiagcao, por outro
lado, sao o didmetro das fibras, que tende a ser maior e uma menor capacidade de
controlar a reprodutibilidade e o alinhamento das fibras produzidas por esta técnica
(Dadol et al., 2020; Khan; Hassan, 2021).

Portanto, é de grande interesse para as areas envolvidas com a produgcido
de scaffolds que seja avaliada a capacidade de se produzir fibras nano ou
submicrométricas de colageno por meio da técnica de SB-Spinning, buscando um
sistema de solvente adequado para um posterior uso destas fibras como um
biomaterial que mantenha a integridade da estrutura natural do polimero. Além disso,
€ importante compreender a correlacdo entre os diversos parametros de producao

sobre o diametro, a morfologia e as propriedades das fibras produzidas.
1.1. Proteinas colagenosas: do colageno a gelatina

Em humanos, 30% das proteinas que compdem seu corpo sao proteinas
colagenosas, 0 que corrobora o motivo do colageno ser considerada a proteina
estrutural mais abundante em tecidos de origem animal. As proteinas colagenosas
sdo um grupo com 29 tipos, todas compostas por moléculas triméricas com uma

estrutura primaria baseada na repeticdo do padrao Glicina-X-Y, isto €, com uma glicina
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se repetindo a cada trés aminoacidos e com os aminoacidos prolina e hidroxiprolina
ocupando frequentemente as posigcdes X e Y, respectivamente. Este padrdo de
repeticdo € o responsavel pela formacdo das hélices triplas, elemento estrutural
caracteristico da familia de proteinas do colageno, embora nédo seja observado
apenas nestas (Kolacna et al., 2007; Ryglova; Braun; Suchy, 2017; Salvatore et al.,
2020).

Para ser considerada uma proteina colagenosa, a proteina deve possuir ao
menos um dominio de hélice tripla em sua molécula, ser capaz de formar agregados
supramoleculares e ser produzida dentro de alguma matriz extracelular (Ricard-Blum;
Ruggiero; Rest, 2005). Além disso, de acordo com a composi¢ao de cadeias hélice
alfa, a proteina pode ser classificada como um homotrimero, isto €, com trés cadeias
de hélice a idénticas, ou como um heterotrimero, quando possuir apenas duas cadeias
iguais e uma diferente (Kola¢na et al., 2007). Os grupos laterais dos aminoacidos
localizados nas posi¢cdes X e Y nas moléculas de colageno sao dispostos na superficie
das hélices triplas, o que resulta na capacidade desta proteina de promover interagoes
laterais com outras moléculas, permitindo assim a formagdo dos agregados

supramoleculares encontrados nas MEC (Ricard-Blum; Ruggiero; Rest, 2005).

O colageno pode ser considerado uma molécula hidrofilica, por possuir
aminoacidos acidos, basicos e hidroxilados em maior quantidade que os lipofilicos,
fator diretamente relacionado a reconhecida histocompatibilidade deste polimero. Em
contrapartida, os aminoacidos prolina e hidroxiprolina representam, em conjunto, 25%
dos aminoacidos da molécula, sendo estes os responsaveis por formar as partes mais

rigidas das cadeias de colageno (Ryglova; Braun; Suchy, 2017).

Os tipos de colageno mais abundantes em tecidos adultos como a pele, os
0sSs0s € 0s musculos séo os colagenos do tipo | ((a1)202) e do tipo Il ((a1)3), que
representam, respectivamente, cerca de 80% e 10% do colageno encontrado no corpo
humano (Kolacna et al., 2007; Ryglova; Braun; Suchy, 2017). O colageno tipo | se
apresenta na forma de fibras alongadas e sua unidade, o tropocolageno, é composta
por trés cadeias polipeptidicas do tipo hélice a com cerca de 1000 aminoacidos de
comprimento (300 nm) estabilizadas por ligagdes de hidrogénio entre aminoacidos de
glicina e hidroxiprolina de cadeias adjacentes, interagdes intermoleculares do tipo de

van der Walls e também ligagdes covalentes (Huang et al., 2001; Zeugolis et al., 2008).
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A formacao de agregados destas unidades de hélice tripla leva a formacao de fibrilas,
que por sua vez formam as fibras e, entao, os feixes de fibras do colageno (Figura 1).

Figura 1 - Padrdo de organizagao das fibrilas e fibras de colageno do tipo I.
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Fonte: adaptado de Mescher, 2013.
O arranjo molecular das unidades de colageno resulta em um padrao

estriado das fibrilas de colageno conhecido como faixas de periodo-D, que se repetem
a cada 67 nm. Este padrao é perceptivel em analises com algumas técnicas de
microscopia, como a microscopia eletrdnica de transmissao, a microscopia eletrénica
de varredura por transmissdo e a microscopia de forga atdmica (Elamparithi;

Punnoose; Kuruvilla, 2016; Zeugolis et al., 2008).

O tecido de onde é extraido o colageno determina sua organizagao
estrutural, que podera ser, por exemplo, altamente anisotrépica no caso de ser
extraido de tenddes ou pouco interconectado, se extraido de peles, pois a funcao
exercida pela proteina determinara seu arranjo estrutural, e consequentemente, suas
propriedades mecéanicas, o que podera influenciar também no rendimento dos
processos de extragao da proteina. Espécies diferentes também costumam produzir
colagenos com diferengas, inclusive na estrutura primaria. Um exemplo é o colageno
de pele de peixe, que apresenta menores quantidades de hidroxiprolina em sua

composigao, o que resulta em uma menor resisténcia térmica, uma vez que este
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aminoacido esta diretamente relacionado com a estabilizacdo da hélice tripla
(Ryglova; Braun; Suchy, 2017; Yamamoto et al., 2015; Zhang et al., 2020).

Enquanto material para aplicagdes em engenharia de tecidos, o colageno
€ reconhecido por ser biodegradavel, reabsorvivel, apresentar excelente
compatibilidade celular e promover regeneragédo tecidual, sendo estas atividades
bioldgicas diretamente relacionadas a estabilidade de sua estrutura de hélice tripla
(Kola¢na et al., 2007; Salvatore et al., 2020; Yamada et al., 2014). A habilidade do
colageno de promover adesdo e proliferacdo celular pode ser explicada por sua
habilidade em interagir com receptores localizados na superficie das células, como as
integrinas a2B1, a1B1, a1081 e a11B1 (DeFrates et al., 2018).

A sintese do colageno (Figura 2) se inicia dentro de fibroblastos,
osteoblastos e condroblastos, em seus ribossomos, com a producdo de cadeias
precursoras de folhas alfa, as pré-pré-cadeias a. Seus dominios N-terminais, que
servem de sequéncia sinalizadora, sdo eliminados em seguida, ao serem liberados no
reticulo endoplasmatico rugoso, gerando as pro-cadeias a. Neste, algumas lisinas e
prolinas sdo hidroxiladas, das quais algumas sdo também glicosiladas com glicoses
ou glilcosil-galactoses. Depois disso ocorre a juncdo de trés dessas cadeias com a
formacgao de ligagdes dissulfeto na porgéo C-terminal, seguida da formacéao da hélice
tripla, resultando nas moléculas de procolageno, que quando ja fora das células tém
finalmente as extremidades C- e N-terminais do pré-peptideo clivadas, formando o

tropocolageno (Harvey; Ferrier, 2012; Ryglova; Braun; Suchy, 2017).

A extragao do colageno é feita por meio de hidrélise acida ou pelo uso de
enzimas proteoliticas e uma vez extraido, pode ser convertido em diferentes formas,
como po, pasta, filmes, folhas, esponjas, flocos, solugdes ou suspensdes, por meio
de sua ressolubilizagdo ou suspensao seguida de diferentes processos, dentre eles a
liofilizagdo ou a secagem por casting (Salvatore et al., 2020; Zeugolis et al., 2008).
Independentemente do método de extragcdo e da forma obtida, sob condigdes
apropriadas é possivel se obter colageno com a preservacdo do padrédo estriado

caracteristico das faixas de periodicidade D, estrutura nativa do colageno em MEC.
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Figura 2 - Sintese do colageno do tipo I.
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Fonte: Universidade de Sao Paulo, 2022.

Em sua forma natural o colageno é encontrado como fibras insoluveis ou
pouco soluveis, devido ao fato de suas fibrilas serem estabilizadas por interagoes
intermoleculares e ligagdes quimicas cruzadas, estando esta solubilidade também
relacionada a maturidade do tecido. Para aumentar sua solubilidade é necessario
isolar esta proteina por meio de tratamentos que, de modo geral, se iniciam com a

remog¢ao, quando necessario, de gorduras (com detergente ou alcool butilico, por
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exemplo), seguido da remocdo de proteinas nao colagenosas e de calcio com
solucdes de NaOH e EDTA (mais comum em extragdes a partir de 0ssos ou escamas),
respectivamente, e entdo sua extracdo em algum acido ou com o0 uso de enzimas
como a pepsina e a tripsina. Este processo segue com etapas de filtragao,
centrifugacao e dialise, além de sua liofilizacao, etapa que garante a obtencédo de uma
forma mais duravel de colageno quando comparado com suas solugdes, bem como
de um material que pode ser facilmente convertido a outra forma apds
ressolubilizagdo. A necessidade de diversas etapas para a obtencdo de colageno leva
a perdas durante seu processamento e reducao do rendimento deste processo. Desta
forma, fontes de colageno compostas por materiais que requeiram tratamentos mais
brandos, como as peles de peixe, tendem a necessitar de menos etapas de obtencao
e resultar em maiores rendimentos e economia de reagentes e outros recursos,
guando comparado com fontes de animais mamiferos, por exemplo. A solubilidade do
colageno apéds tratamento dependera da concentragdo de sais em suas solugdes, ja
gue o aumento da forga ibnica das solucdes leva a precipitagao das proteinas pelo
aumento das interacdes hidrofobicas e, também, da concentragéo de ions hidrogénio
em solucdo, ja que estes facilitam o acesso de moléculas de agua as fibrilas de
colageno, favorecendo seu intumescimento e, consequentemente, sua solubilidade
(Ryglova; Braun; Suchy, 2017; Salvatore et al., 2020; Yamada et al., 2014).

Nas extragdes com a enzima pepsina ocorre a clivagem de reticulagbes
apenas nos telopeptideos C- e N-terminais (Figura 3), regides nao helicoidais,
resultando em um derivado do colageno denominado atelocolageno (Hsieh;
Periasamy, 2020; Zeugolis et al., 2008). Contudo, a estes telopeptideos é atribuida a
responsabilidade por manter o alinhamento da cadeia na forma de hélice tripla, o que
sugere que a acido da enzina durante as extracées ndo deve ocorrer em todos os
telopeptideos, ja que os materiais extraidos por este processo também preservam sua
capacidade de automontagem espontanea in vitro sob condi¢bes apropriadas
(Ryglova; Braun; Suchy, 2017; Siddiqui et al., 2013).
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Figura 3 - Representagéo das fibrilas de colageno do tipo | com destaque para os telopeptideos N e

C-terminais.

Telopeptideos N-terminais Telopeptideos C-terminais

Fonte: adaptado de Hlaing e Compston (2014).

Ao expor o colageno a tratamentos térmicos acima de sua temperatura de
desnaturagdo ocorre o rompimento de ligacdes de hidrogénio e covalentes em tal
numero que acontece a desestabilizacao irreversivel da estrutura de hélice tripla,
resultando em gelatina. Previamente a este processo de desnaturacido térmica é
necessario intumescer a fonte de proteina e nessa etapa pode ser usada uma solugao
acida ou alcalina, dependendo do grau de reticulagdo do material. Fontes menos
reticuladas sao tipicamente intumescidas com solugdes acidas, resultando em uma
proteina com ponto isoelétrico (pl) entre 6,0 e 9,0 classificada como tipo A; materiais
mais reticulados s&o tratados com solug¢des basicas, resultando na gelatina do tipo B,
com pl entre 4,8 e 5,2. Ao fim deste processo é obtida uma mistura de polipeptideos
de cadeias q, B e v, isto é, formados por cadeias simples ou por duas ou trés cadeias
a covalentemente reticuladas, respectivamente (Benjakul; Kittiphattanabawon, 2019;
DeFrates et al., 2018; Grand View Research, 2020; Hanani, 2016; Ryglova; Braun;
Suchy, 2017).

As gelatinas comerciais podem ser classificadas também quanto a forga do
gel que produzem, apresentando valores de Bloom de 50 a 300. De acordo com esta
classificagao, as gelatinas podem ser de alto (> 220), médio (de 150 a 220) ou baixo
(< 150) Bloom, sendo esta propriedade diretamente relacionada a massa molar da
proteina, que pode variar de 15 a 400 kDa (Benjakul; Kittiphattanabawon, 2019;
Hanani, 2016).

Este produto da desnaturagdo do colageno também €& uma proteina de
interesse para a engenharia de tecidos, pois apesar de nao apresentar 0 mesmo

desempenho que o colageno em aplicagdes biomédicas, ainda apresenta
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biodegradabilidade e biocompatibilidade, além de maior disponibilidade comercial e
baixo custo, ja tendo inclusive demonstrado atividade cicatrizante, auxiliando na
regeneracao tecidual. A principal desvantagem da gelatina enquanto biomaterial € sua
solubilidade em a&agua, propriedade que afeta seu desempenho em sistemas
biolégicos, compostos de meios aquosos, o que resulta em uma rapida degradacéao e
absorcdo da mesma, muitas vezes comprometendo as fungdes do dispositivo que a
proteina compde. No entanto, assim como o colageno, a gelatina pode ser reticulada
por meio de diversos agentes reticulantes para ganhar estabilidade e resistir aos
efeitos da temperatura e da composigao do local de aplicagéo (DeFrates et al., 2018;
Ryglova; Braun; Suchy, 2017; Zhang et al., 2009) sem a perda de sua
biodegradabilidade (Chen et al., 2022; Ko et al., 2017).

Embora seja dificil quantificar com precisdo o tamanho do mercado
internacional de colageno e as cifras que este material movimenta, bem como sua
taxa de crescimento, seu uso em diversas areas & um forte indicio da relevancia
econdmica desta proteina. Se estima que em 2018 mais de US$ 620 milhdes foram
movimentados mundialmente no comércio deste polimero natural, valor que em 2023
pode chegar a quase US$ 900 milhdes. No entanto, o custo desta matéria-prima varia
de acordo com sua aplicagdo, ja que aplicagbes mais nobres vao necessitar de
maiores taxas de pureza, mais controle do processo de extracao e, eventualmente,
fontes menos disponiveis. Para exemplificar esta diferenga, o colageno usado em
aplicagdes alimenticias custa, em média, menos de US$ 100 por quilograma,
enquanto para aplicagdes médicas pode chegar a faixa de US$ 5.000 a US$ 50.000

por quilograma (Salvatore et al., 2020).

No caso da gelatina, muito empregada nas industrias alimenticia (como
agente estabilizante, espessante, gelificante, de clarificagéo, formador de filmes, entre
outros), farmacéutica e biomédica (principalmente para fabricagdo de capsulas,
curativos para feridas e suplementos), cosmética (em condicionadores, xampus e
batons, por exemplo) e fotografica (como agente gelificante para suspencgao de sais
de prata), seu mercado global em 2019 era de aproximadamente 620 mil toneladas,
chegando a movimentar 3,2 bilhdes de dolares em 2020, com custo variando entre
US$ 8 e 500 por quilograma (Benjakul; Kittiphattanabawon, 2019; Grand View
Research, 2020).
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1.2. Fibras ultrafinas de colageno

Devido a vasta gama de aplicagbes do colageno, como nas areas
alimenticia e nutracéutica, cosmética, na engenharia de tecidos, dentre outras, o
numero de estudos publicados empregando este polimero € cada vez maior
(Salvatore et al., 2020; Silva et al., 2014). Quando focamos nos relatos da produgao
de fibras ultrafinas usando esta proteina, ainda é possivel encontrar diversos
trabalhos, sendo a maioria produzida por eletrofiacao, técnica mais empregada para
producao de fibras nano ou submicrométricas (Bahria, 2017; Lu; Guo, 2018; Santos
et al., 2020).

Alguns destes trabalhos séo listados na Tabela 1, destacando o tipo e fonte
do colageno, solvente empregado e didmetro das fibras produzidas, entre outras
informagbes. A anadlise das informag¢des contidas na Tabela 1 permite algumas
conclusdes a respeito da producgao de fibras ultrafinas de colageno por eletrofiagcao.
Primeiramente, fica evidente que apenas os colagenos dos tipos |, Il e Il sdo usados
para este fim, com uma predominancia do colageno do tipo |. Estes trés tipos de
colageno fibrilares sdo os mais abundantes em tecidos animais, o que explica seu uso
(Dong; Lv, 2016).

E possivel notar que diversas fontes sdo usadas para extrair o colageno
aplicado na producéao de fibras por eletrofiagdo, embora a maioria dos estudos use
como fontes de extracdo os tecidos de mamiferos. No entanto, ha dois trabalhos que
empregam tecidos de peixes como fonte de colageno, uma tendéncia mais recente
que visa contornar os raros, porém existentes, transtornos envolvidos com o uso de
colagenos extraidos de alguns mamiferos, como a chance baixa (em torno de 3% da
populagao) de despertar alguma reagao imune, ou de transmitir zoonoses como as do
grupo das encefalopatias espongiformes bovinas. Para além dessa questado de saude,
fatores culturais também impulsionam o crescimento no uso de fontes de origem
aquatica para a extragao de colageno, como no caso de comunidades hindus, judias
e mugulmanas, que podem evitar o uso de materiais desenvolvidos com colagenos de

fontes bovinas ou suinas (Salvatore et al., 2020; Silva et al., 2014).
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Tipo Fonte Blenda Solvente Concentragao Diametro (nm) Vazao (mL/h)  Autores
| Pele de tilapia . HFP 8% 310 £ 117 1,0 Zhonetal,
Peixe HAc/DMSO o Elamparithi
' (Heliosorb®) - (93/7) 10% 2001100 0,60 ctal, 2016
Caudas de Luo et al.,
| o - HFP/HACc (1/1) 9,1% 363 + 148 1,0 2018
| Pele de bezerro PLA HFP I/PLA (1:7) 8% 1670 + 410 05a15 eBtaarl”egé‘zS?
| Pele de bezerro L CH/PTHF HFP licopolimero (1:9) 5,0% 444 + 67 1,0 Jiang et al.,
copolimero 2018
I/PCL (3:1) 115 + 39 .
| Pele bovina (85 %a) HAC I/PCL (1:1) 130 + 38 0,70 gth;krz%ﬂg'
I/PCL (1:3) 148 £ 30 .
Tendbes de PEO o Huang et
| caudas deratos (900 kDa) HCl PEO/ 1% 100 - 150 6.0 al., 2001
PHBV/6xido TFE/ cloroférmio o Zine et al.,
| Pele de bezerro de grafeno (111) 16% 400 - 500 1,0 2017
| Pele de bezerro PHBV HFP I/PHBV (3:7) 6% 495 + 92 1,0 ;’Yagg fé
Pele de bezerro 1 (5,2%) 100 £ 40 Matthews
LIl eplacenta - HFP 1(2,5%) 250 + 150 5,0 ot ol 2002
humana 1 (3,75%) 390 + 290 .
Pele de bezerro 11,9% 100 + 40
L e placenta Elastina HEP 16,2% 4600 + 2100 20-80 Boland et
’ hFl)Jmana (EL) 1 '5,2% 250 + 150 SO al., 2004
I/NI/EL (2:2:1) 5,2% 490 + 220
yy Pele fetal de PDO HEP (I/N1)/PDO (1:9) (3,75%/6,25%) 210 £ 110 80 Barnes et
bezerro (/I1Y/PDO (3:7) (3,75%/6,25%) 340 £ 140 ’ al., 2015
Articulacdes de o Barnes et
l fetos bovinos ) HFP 3,75% 180 + 69 2,0 al., 2007
| Cartilagem de ] P 2,5% 110 + 90 20 Mg‘éﬁgﬁgs;
frango 6,25% 1750 £ 900 ’ 2003 ’

Fonte: autoria prépria.
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Outra vantagem no uso destas fontes para extracao de colageno € o fato
de muitas serem consideradas residuos da industria pesqueira, como escamas, pele
e barbatanas, que ao contrario da pele bovina - que pode ser usada na produgéo de
couro, por exemplo - sdo usadas em aplicacbes menos nobres, como na producio de
ragao animal, quando nao sao descartadas (Mahboob, 2015). A tilapia, por exemplo,
peixe a partir do qual tem se tornado comum a extragéo de colageno (Sun et al., 2017;
Yamamoto et al., 2014; Yamamoto et al., 2015; Yan; Qin; Li, 2015; Zhou et al., 2016)
possui um mercado global que vem crescendo nos ultimos trinta anos a uma média
de 11 % ao ano, tendo sido avaliado em US$ 11 bilhdes em 2017, com uma produgao
estimada de cerca de 6 milhdes de toneladas. No mesmo periodo o mercado brasileiro
cresceu em média 14 % ao ano, chegando a produzir aproximadamente 600 mil

toneladas avaliadas em US$ 1,5 bilhdo no ano de 2017 (Barroso; Mufioz; Cai, 2019).

Mesmo sendo menos estabelecidos comercialmente, a seguranga e os
beneficios dos colagenos de fontes aquaticas ja foram comprovados, nao
apresentando citotoxicidade, reagdes intracutaneas ou toxicidade sistémica aguda
(Yamamoto et al., 2014). Fibras nanométricas de colageno de tilapia produzidas por
eletrofiacdo ja inclusive demonstraram acelerar a cicatrizagéo de feridas em ratos,
induzindo a proliferacdo e diferenciagdo de queratindcitos durante o processo de
reepitelizagdo e apresentando bons resultados de intumescimento e molhabilidade,

propriedades essenciais a materiais para cicatrizagéo de feridas (Zhou et al., 2016).

Além de ser eletrofiado isoladamente, € comum a producgao de fibras de
blendas de colageno com polimeros sintéticos, dentre eles polidioxanona, PDO
(Barnes et al., 2015), acido polilatico, PLA (Barrientos et al., 2017), poli(éxido de
etileno), PEO (Huang et al., 2001), policaprolactona, PCL (Chakrapani et al., 2012) e
poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato), PHBV (Wang et al., 2016; Zine; Sinha,
2017) ou naturais, como a quitosana (Chen et al., 2010) e a elastina (Boland et al.,
2004), entre outros. Nos estudos de Chakrapani e colaboradores (2012), que
produziram blendas de colageno com PCL empregando como solvente o acido acético
(HAc), e de Huang et al. (2001), que combinou a proteina com PEO em solugbes
diluidas de acido cloridrico (HCI), os polimeros sintéticos foram essenciais para a
producao de fibras nanométricas, ja que na auséncia destes nao foi possivel formar
fibras ou estas foram produzidas de modo irregular. Em alguns casos essas blendas

sdo produzidas por eletrofiagcdo coaxial, isto é, usando agulhas concentricamente
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posicionadas para que sejam produzidas fibras com nucleo de um polimero e exterior
de outro (Bahria, 2017; Chakrapani et al., 2012).

Os dados da Tabela 1 permitem observar que a dimensdo das fibras
eletrofiadas de colageno ou de suas blendas varia da escala nanométrica a alguns
micrémetros e que ha uma relagao direta entre o aumento do didametro das fibras com
o aumento da concentracdo das solugdes eletrofiadas, conforme demonstrado por
Matthews e Boland (2003) e Boland et al. (2004). Além disso, outros materiais podem
ser incorporados a estas fibras para agregar ou reforgar algumas propriedades, como
o Oxido de grafeno, uma forma oxidada de folhas de grafeno com atividade

antimicrobiana (Zine; Sinha, 2017).

Quanto aos solventes empregados na produgédo de fibras de colageno por
eletrofiacao, o 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFP) € o solvente mais usado, um
fluoroalcool, assim como o 2,2,2-trifluoroetanol (TFE). Contudo, estes solventes sao
considerados potencialmente téxicos, corrosivos e de alto custo (Arafat et al., 2015;
Barros et al., 2020; Elamparithi; Punnoose; Kuruvilla, 2016). Zeugolis e colaboradores
(2008) demonstraram que fibras de colageno tipo | produzidas por eletrofiagao com
HFP e TFE nado apresentam a estrutura de periodo-D, demonstram menores
temperaturas de desnaturacdo e as mantas constituidas de fibras eletrofiadas com
esses solventes se mostraram soluveis em agua, todos indicios da desnaturacdo do
colageno durante seu processamento, resultando em gelatina. Estes solventes
fortemente polares podem afetar o arranjo microfibrilar do colageno por meio do
rompimento de diversas interacdes intermoleculares, preservando, contudo, sua
estrutura proteica secundaria, alteracédo evidenciada por espectroscopia na regido do
infravermelho por Luo e colaboradores (2018). De modo controverso, Matthews et al.
(2002) relataram a preservagao do padrao estriado do colageno em fibras produzidas
por eletrofiagdo usando suspensdes de colagenos dos tipos | e lll em HFP e

reticuladas com glutaraldeido.

Uma estratégia estudada para resolver o problema com a solubilidade
destas fibras produzidas com fluoroalcoois foi sua reagdo com agentes reticulantes,
dentre eles vapor de glutaraldeido (GT) e solugbes de genipina (GP) ou de cloridrato
de N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida com N-hidroxisulfossuccinimida (EDC-
sNHS). Embora facilmente soluveis em agua e solu¢gdes aquosas como o tampéao

fosfato-salino, apds reticulagdo as mantas de colageno demonstraram apresentar
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estabilidade em meio aquoso por pelo menos dois meses. Todas as mantas
favoreceram a adesdo e proliferacdo de células da linhagem celular MC3T3-E1
(precursoras de osteoblastos), embora as fibras reticuladas com as solugbes de GP
ou EDC-sNHS tenham apresentado aumentos em seu didametro e as reticuladas com

vapor de GT uma redugao nao significativa desta medida (Luo et al., 2018).

A estratégia usada por Arafat e colaboradores para contornar o problema
da solubilidade destas fibras foi usar a técnica de fiagdo umida, uma técnica
desenvolvida pela industria téxtil, para produzir fibras de colageno. Contudo, apesar
de terem obtido fibras estaveis em solugdes aquosas por pelo menos uma semana e
com a preservagao quase completa de suas hélices triplas, seu didametro ficou em
torno de 100 um (Arafat et al., 2015). Outra estratégia empregada foi a substituicao
dos ja comumente usados fluoroalcoois por solventes aquosos na eletrofiacao desta

proteina, assunto abordado na Secéo 1.4.
1.3. Fibras ultrafinas de gelatina

A gelatina também é uma proteina muito empregada no desenvolvimento
de biomateriais e de materiais para a area de alimentos e nutracéutica (Benjakul;
Kittiphattanabawon, 2019). Quando usada na forma de fibras ultrafinas, a técnica mais
empregada para producao de mantas a base de gelatina é a eletrofiagdo, assim como
no caso do colageno. Estas nano, submicro ou microfibras foram estudadas em
aplicagdes na liberagdo de farmacos, reconstrucdo Ossea, em curativos e na
odontologia (Aldana; Abraham, 2017; Lu; Guo, 2018). Alguns destes trabalhos sao
listados na Tabela 2, destacando o tipo e fonte da gelatina, o solvente empregado e o

diametro das fibras produzidas, entre outras informagdes.

E possivel notar que ha um predominio de trabalhos usando a gelatina do
tipo A, obtida de pele suina, possivelmente pelo fato desta ser obtida de fontes com
colageno menos reticulado (Noor et al.,, 2021), o que pode contribuir para sua
solubilidade. Além disso, a gelatina do tipo B apresenta pl em uma faixa de pH
ligeiramente acida, préxima ao valor do pH de algumas solu¢gdes empregadas para
solubilizar a gelatina para eletrofiagéo, o que pode contribuir para precipitagao desta

proteina e, portanto, para sua menor solubilidade.
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Tipo Fonte Blenda Solvente Concentragao D'?r'::)t ro X;‘Eﬁ:’) Autores
15% 39+6 Saadat:
20% 143 £ 33 Emam-
A Pele suina - HAC(aq) (70%) 25% 234 + 34 0,1 Djomeh;
30% 367 + 40 Askari,
35% 550 + 82 2021
B Bovina - HAC/AcEt/agua 8-11% 47 — 145 0,06 ?(?:19 ?2'3'(;‘;3;
7% 74 £ 16
8% 76 + 14
. L o 9% 90 + 19 Kietal.,
Pele suina - Acido férmico (98%) 10% 131 £ 13 2005
11% 145 £ 19
12% 169 + 33
A Pele suina _Acido Agualetanol (9:1) 4.5-15% 200 - 240 3,6 Lietal,
hialurénico ’ ’ 2006
, 14% 20070 '
A Pelesuina | MoC  HAce (90%) GIMEC (691 14% 0.1 70 0,4 B:;?“zegf 2!
5,0% 790
G/PCL (1:4) 5,0% 520
A Pele suina PCL (80 kDa) HFP GIPCL (2:3) 5,0% 890 1,0 ';longgzezt
G-PCL (core-shell) 5,0% 780
PCL-G (core-shell) 5,0% 650
i TFE 1178 + 119 Feng et al.,
A Pele suina PCL (80 kDa) TFE/MAG (99.9: 0,1) G/PCL (1:1) 10% 440 + 63 2,0 29012
B P . . o Wang et
ele bovina PHBV HFP G/PHBV (3:7) 6% 510 + 86 2,0 al.. 2016

Fonte: autoria prépria.
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Ratanavaraporn et al. (2010) produziram fibras ultrafinas de gelatinas dos
tipos A e B por eletrofiacao empregando acido formico como solvente e notaram que
a gelatina do tipo A produz solugbes mais viscosas (para concentragdes entre 20 e
40%, faixa em que foi possivel obter fibras uniformes e sem beads, esferas presentes
nas fibras também conhecidas como contas) e com menor condutividade elétrica; os
autores relatam ainda que apos reticular estas fibras o grau de reticulagao das fibras
de gelatina do tipo B foi maior para todos os tratamentos testados, exceto para a
reticulacdo por meio de plasma acoplado indutivamente pulsado. Uma vez que que o
tratamento por plasma foi o Unico processo de reticulacido testado que nado depende
do teor de grupos carboxilicos nas cadeias de gelatina, esses resultados foram

associados ao maior teor de grupos -COOH presentes na gelatina do tipo B.

As atividades bioldgicas da gelatina e do colageno foram comparadas em
um estudo desenvolvido por Wang et al. (2016), no qual eles eletrofiaram PBHV puro
e na forma de blendas contendo 30% em massa de colageno, gelatina ou queratina,
outra proteina. Os resultados obtidos com células da linhagem NIH 3T3 (fibroblastos
embrionarios de camundongos) indicaram que embora a adesdo celular tenha
ocorrido em todas as fibras, a presenca das proteinas melhorou os resultados de
proliferacdo e viabilidade celular, com melhores resultados para as fibras contendo
colageno e depois nas com gelatina, o que refor¢ca os beneficios destas proteinas na
producao de biomateriais. Fibras de blendas contendo gelatina ja foram produzidas
com outros polimeros naturais, como o acido hialurénico (Li et al., 2006) ou matriz
extracelular de cérebro de ratos decelularizada, um material rico em

glicosaminoglicanos (Baiguera et al., 2014).

Blendas de gelatina com polimeros sintéticos como a PCL também foram
produzidas por eletrofiagdo (Feng et al., 2012; Longo et al., 2022.). Ao notar que a
partir de 30% de PCL em relagdo a massa de gelatina levava a precipitagédo de
gelatina em solugdes de TFE, Feng et al. (2012) estudaram o efeito de estabilizagao
destas solugdes com a inclusdo de HAc em quantidades minimas (0,1; 0,2 ou 0,3%)
e observaram que com apenas 0,1% deste acido orgéanico ja é possivel produzir
solucdes de gelatina/PCL (1:1) sem separacao de fases; estas solugdes acidificadas
ainda apresentaram reducao do pH, da viscosidade, da tensdo superficial e dos
didmetros das fibras produzidas, além de uma aumento dos valores de condutividade

das solugdes e de elasticidade e resisténcia a tragdo das fibras obtidas.
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Além das blendas convencionais, fibras ultrafinas de gelatina podem ser
produzidas com outros polimeros na forma de fibras concéntricas por eletrofiagdo
coaxial. Longo e colaboradores (Longo et al., 2022) avaliaram as diferengas entre
fibras produzidas a partir de blendas de gelatina com PCL de modo convencional, isto
€, misturando diretamente os dois polimeros (com 20 ou 40% de gelatina) e por
eletrofiagcao coaxial, mudando o polimero que compunha o interior e o exterior da fibra.
Primeiramente foi observado que a adigéo da gelatina diminuiu a cristalinidade das
fibras de PCL de modo proporcional ao teor de gelatina, mas mais notaveis foram as
alteracbes observadas nas propriedades mecanicas destes materiais; as fibras
produzidas diretamente a partir das misturas de gelatina/PCL apresentaram aumentos
no valor da deformacao na ruptura, enquanto as fibras concéntricas apresentaram
uma reducao neste valor, independente de qual polimero compunha o interior das
fibras. Este efeito de aumento da elasticidade das fibras foi associado a uma boa
compatibilidade entre os dois materiais quando misturados em solucéo, o que deve
ter aumentado a mobilidade das cadeias poliméricas, resultando em sua maior

deformabilidade.

Os dados da Tabela 2 permitem notar que embora seja possivel obter fibras
nanométricas de gelatina, isso ocorre apenas em pequenas concentragdes, ja que
com o aumento da concentragao das solugdes fibras mais espessas sédo obtidas (Ki
et al., 2005; Li et al., 2006; Saadat; Emam-Djomeh; Askari, 2021). A formagao de fitas
em vez de fibras para solu¢des concentradas de gelatina em acido férmico foi relatada
por Ratanavaraporn et al. (2010) (com 50 ou 60% de gelatina) e por Wang et al. (2011)
(acima de 20% do polimero); este efeito foi associado a formagao de fibras ocas
devido a alta volatilidade do solvente, seguido de seu colapso, resultando na abertura
destas estruturas. Wang et al. (2011) ainda relatou a formacéo de nanoteias, fibras
mais finas e estruturadas como redes bidimensionais com um arranjo semelhante ao
de teias de aranha, obtidas sob condi¢des controladas, isto €, na presenca de NaCl,

baixa umidade relativa e usando acido férmico como solvente.

Uma alternativa para agregar ou reforgar algumas propriedades as fibras
ultrafinas de gelatina é a incorporacéo de compostos ativos, como o extrato de casca
de roma (Saadat; Emam-Djomeh; Askari, 2021), rico em compostos com atividades
antioxidante e antibacteriana ou outros agentes antibacterianos (Rujitanaroj; Pimpha;

Supaphol, 2008) ou antifungicos (Lakshminarayanan et al., 2014). Saadat, Emam-
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Djomeh e Askari (2021) encapsularam extrato etandlico de casca de roma em fibras
nano ou submicrométricas de gelatina e conseguiram com isso aumentar sua
biodisponibilidade, conservando uma maior quantidade de extrato apds digestédo
estomacal ou intestinal simuladas. Lakshminarayanan et al., 2014 testaram a
incorporacédo de cinco farmacos antifungicos aprovados pela US Food and Drugs
Administration em fibras de gelatina, obtendo com alguns destes farmacos mantas
antifungicas e nao toxicas. Ja Rujitanaroj, Pimpha e Supaphol (2008) produziram
nanoparticulas de prata - reconhecidas por sua acido antibacteriana - nas préprias
solugdes de gelatina por simples adi¢gao de nitrato de prata; as nanoparticulas foram
formadas ao longo do tempo apds adigao nas solugdes e quando em meios aquosos
foram liberadas das fibras de gelatina, promovendo atividade contra Pseudomonas

aeroginosa, Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

Visando aliar as propriedades promissoras destas fibras aos beneficios da
aplicagao in situ destes materiais, um dispositivo portatil foi desenvolvido para
aplicagao na cicatrizagao de feridas. Chen et al. (2021) criaram um dispositivo por
impressdao 3D com o qual produziram fibras submicrométricas de PLA/gelatina e
testaram seu desempenho no reparo de feridas cutaneas em ratos. Além das mantas
de PLA/gelatina nao terem apresentado citotoxicidade, estas preservaram a atividade
celular de fibroblastos cultivados in vitro aumentando sua proliferacao. Por fim, os
autores reportaram uma completa recuperagao das feridas cutdneas no grupo tratado
com as mantas de nanofibras, enquanto no grupo controle a recuperacéao foi apenas

parcial, reforcando a aplicabilidade desta tecnologia na cicatrizagao de feridas da pele.

Ja Xue et al. (2013) usou mantas eletrofiadas de gelatina/PCL e condrécitos
para produzir materiais tridimensionais cartilaginosos com forma tridimensional. Os
autores partiram de um molde em liga de titdnio com formato de orelha para depositar
mantas de gelatina/PCL e condrécitos alternadamente, formando uma estrutura
multicamada composta de 15 camadas poliméricas. Em seguida este material foi
mantido por duas semanas em cultura celular e entdo implantado no subcutaneo de
um rato por mais seis semanas sem o molde de titanio. Por fim o material obtido foi
analisado por analises histolégicas confirmando a formacédo de uma cartilagem com
certa elasticidade e preservando sua forma, apresentando um indice de similaridade

acima de 91% em relagdo ao molde usado.
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Ao contrario do colageno, os solventes aquosos sdo mais empregados na
producao de fibras ultrafinas de gelatina que os fluoroalcoois (Tabela 2), o que pode
estar relacionado com a maior facilidade de solubilizar altas concentragdes de gelatina
nestas solugdes, uma vez que, diferente do colageno, a gelatina é soluvel mesmo em
agua. Apesar desta vantagem no uso de solventes mais seguros, a solubilidade da
gelatina torna necessario para a maioria de suas aplicacbes que se reticule os
materiais a base de nanofibras de gelatina. Em virtude desta necessidade, diversos
metodos podem ser encontrados, dentre eles métodos quimicos, usando agentes
reticulantes mais comuns como glutaraldeido ou opg¢des mais seguras como a
geninipina e até mesmo métodos de reticulagdo por irradiagdo ou com o uso de
tratamento térmicos (Campiglio et al., 2019; Panzavolta et al., 2011; Sisson et al.,
2009).

Embora eletrofiagdo seja a técnica mais empregada na produgéao de fibras
ultrafinas de gelatina, algumas mantas deste polimero ja foram produzidas usando a
fiagdo umida (Tronci et al., 2015) ou a fiagdo por sopro em solugéo (Greenhalgh et al.,
2017; Vilches et al., 2019). Nas Segdes 2.4 e 2.5 as fibras de gelatina produzidas com
solventes benignos por eletrofiagdo e por SB-Spinning, respectivamente, serao

abordadas.
1.4. Solventes benignos na producao de fibras ultrafinas

O uso de solventes menos toxicos e mais seguros, também denominados
solventes verdes ou benignos € uma preocupacao atual nas mais diversas areas,
tanto pela preocupacdo com a saude das pessoas envolvidas nos processos
produtivos que empregam tais solventes, quanto por seus impactos ambientais e
pelos custos com a possivel necessidade de etapas posteriores de purificacdo de
produtos. Essa ultima preocupagao se faz ainda mais relevante na produgao de
biomateriais, pelo risco de danos mais diretos a saude de individuos ja debilitados. No
caso da producao de nanofibras de colageno, vimos que ha uma preocupagao mais
particular envolvida, o risco de destruicdo da estrutura nativa desta proteina e perda
de algumas de suas propriedades (Liverani; Roether; Boccaccin, 2017; Pinto; Ribeiro;
Machado, 2019). Neste sentido, diversos trabalhos tém se atentado a busca de
solventes benignos para produgéao de fibras ultrafinas de colageno e gelatina. A seguir,

alguns resultados nesta area sdo apresentados.
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A producgado de fibras ultrafinas por técnicas como a SB-Spinning e a
eletrofiacao dependem de diversos parametros das solugbes empregadas, dentre eles
a concentracdo do polimero, a viscosidade da solugdo e a taxa de evaporagado do
solvente e, no caso da eletrofiagcdo, um dos parametros mais relevantes é a tensao
superficial, visto que esta deve ser superada pelo potencial elétrico aplicado para que
os jatos de solugao sejam formados, iniciando o processo de produgéao das fibras (Xue
et al., 2019). Visando substituir os fluoroalcoois comumente empregados na produgao
de fibras protéticas por eletrofiacdo, um sistema de solventes composto por agua, HAc
e acetato de etila (AcEt) foi empregado por Song, Kim e Kim (2008) variando as
proporgdes destes trés solventes. Embora solugbes com menos de 20% de agua
tenham se mostrado imisciveis com a inclusdo de AcEt, o HAc e o AcEt levaram a
reducao da tensédo superficial das solugbes de gelatina, ja que possuem valores de
tensao superficial menores que o da agua. Além disso, o uso de solventes contendo
um teor de AcEt igual ou superior ao de HAc levou a gelificagdo de suas solugdes,
enquanto solugdes sem AcEt sé produziram fibras sem a formacédo de beads com

solventes contendo mais de 80% de HAc.

Visando manter a integridade do colageno durante a eletrofiagdo, um
solvente composto por HAc e dimetilsulféxido (DMSO) foi testado com sucesso por
Elamparithi, Punnoose e Kuruvilla (2016), produzindo fibras submicrométricas com a
preservacao do padrao D do colageno tipo I. Este material ainda se mostrou capaz de
promover o crescimento de células cardiacas, indicio de um bom material para

aplicacdo na area de biomateriais para tecido cardiaco.

Como ja mencionado, uma vantagem da gelatina com relagao ao colageno
no que diz respeito a sua solubilizagdo em solventes benignos é o fato desta ser
soluvel em agua, diferentemente do colageno, soluvel em solugdes aquosas desde
que na presenga de acidos. Contudo, solugdes de gelatina em agua apresentam uma
dificuldade para uso na eletrofiagdo devido a sua gelificagdo em temperatura
ambiente. Uma solugdo encontrada por alguns autores para esta limitagao foi o
aquecimento destas solugdes para liquefazer a gelatina. Li et al. (2006) produziram
fibras nanométricas de gelatina e de gelatina/acido hialurbnico em solvente
agualetanol por eletrofiagcdo sem a formagdo de beads por meio do ajuste de
concentracao das solugdes e pelo uso de aquecimento do ambiente da eletrofiagao a

40°C. Ja Zhang et al. (2009) relatam a obtencao de fibras ultrafinas de gelatina em
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agua por eletrofiagéo variando a concentragédo de gelatina (30 a 40% em massa) e a

temperatura de operagao do sistema (35, 40, 45 ou 50°C).

Mais recentemente foi relatada a producao de fibras nanométricas de
atelocolageno grau clinico por meio da técnica pneumatospinning, na qual é
empregado um aerografo, instrumento usado comumente na produgao de pinturas,
no que se parece com uma variagao da técnica de fiacao por sopro em solugao, pois
o equipamento utiliza o mesmo principio da SB-Spinning, com a desvantagem de que
no aerografo ndo ha controle da vazao da solugao polimérica ou do didmetro interno
da agulha. No estudo, solugdes aquosas de HAc (20 a 50%) foram usadas, produzindo
fibras de 200 nm, contudo, os autores relatam que tal material ndo é estavel em meio
aquoso sem a prévia reticulagcdo com genipina (Polk et al., 2018), provavelmente pelo

fato de terem usado atelocolageno, um derivado hidrossoluvel do colageno.
1.5. Fiagao por sopro em solugao

Na técnica de SB-Spinning o fornecimento de uma solugao polimérica é
feito por meio de seringas com o uso de uma bomba de inje¢cdo até uma matriz de
fiacdo, na qual é injetado externamente ao polimero um gas pressurizado (ar,

nitrogénio, ar sintético, oxigénio ou argbnio, por exemplo), conforme ilustra a Figura 4.

Figura 4 - llustragéo do sistema utilizado na técnica de fiagdo por sopro em solugao.

Medidor de presséo m
0
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ressurizado 3 ' \
. C S « S| )
Matriz de fiacio ! ;

e

Bomba de injecio

Fonte: adaptado de Medeiros et al. (2009).
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Inspirada nas técnicas de eletrofiacdo e fiacdo a sopro por fuséo, a SB-
Spinning foi uma técnica desenvolvida por pesquisadores da Embrapa Instrumentacgéo
e tem as vantagens de nado usar alta tensao, permitir o uso de solventes com baixa
constante dielétrica e demonstrar versatilidade para a escolha dos coletores, ja que
permite a deposigao de fibras sobre qualquer superficie, inclusive na deposicao in situ
em aplicagdes no campo biomédico (Daristotle et al., 2016; Gao et al., 2021; Jia et al.,
2021; Medeiros et al., 2009; Medeiros et al., 2014; Santos et al., 2020).

A matriz de fiagdo empregada na técnica SB-Spinning é composta de dois
bocais concéntricos, sendo que pelo bocal interno ocorre a passagem da solucéo
polimérica e pelo externo é fornecido o gas pressurizado (Figura 5). A passagem de
um gas pressurizado para um ambiente de pressdo atmosférica leva a uma rapida
conversdo dessa variagdo de pressdo em energia cinética, responsavel pelo
langamento da solugao de polimero até o coletor quando essa energia supera a tensao
superficial da solugéao utilizada. Durante o percurso da solugao até o coletor, que pode
ser localizado em frente, abaixo ou mesmo acima dos bicos concéntricos, o solvente
usado deve ser evaporado, resultando na formacao de fibras que se depositam para
formar uma malha de nao-tecido (Daristotle et al., 2016; Medeiros et al., 2009; Santos
et al., 2020).

Figura 5 - Representacéo dos bicos concéntricos pelos quais passam o gas e a solugéo polimérica

na fiagdo por sopro em solugéo, destacando as regides de diferentes pressdes do gas.

Fluxo de gas

Solucdo polimérica

Inteface gds/solucdo

Fonte: adaptado de Medeiros et al. (2009).
Desde seu desenvolvimento em 2009, o numero de artigos que utilizam a

fiacdo por sopro em solugdo vem aumentando, chegando a publicar anualmente
dezenas de trabalhos desde 2013 com uma expectativa de aumentos ainda mais

expressivos para os proximos anos, conforme a técnica se difunde, se destacando



39

pelas vantagens sobre a eletrofiacdo, atualmente a técnica mais empregada para

producao de fibras ultrafinas (Dadol et al., 2020).

Durante a produgéo das fibras por SB-Spinning, varios parametros de
producao, como didmetro interno da agulha, vazao de solugao polimérica, pressao de
trabalho do gas e distancia do coletor, bem como propriedades intrinsecas das
solugdes poliméricas, isto é, a concentragao do polimero e o solvente empregado e
parametros ambientais, como temperatura e umidade relativa do ar, devem influenciar
o diametro e a morfologia das fibras produzidas. Portanto, para cada sistema
polimero-solvente é necessario que sejam avaliadas as influéncias de todas estas
variaveis sobre a producao das fibras, ou ao menos das que mais afetam a morfologia
e as propriedades destes materiais (Gao et al., 2021; Oliveira et al., 2014; Parize et
al., 2016).

Buscando a producéo de nanofibras de gelatina de grau alimenticio, Liu et
al. (2017) testaram gelatinas de duas fontes distintas, pele porcina e pele de peixe
solubilizadas em solugdes aquosas de HAc para producgéao de fibras ultrafinas por SB-
Spinning. A gelatina de pele de peixe de alta massa molar permitiu a produgéo de
fibras nanométricas independente da concentragao e dos parametros de operacao do
sistema de fiacdo, enquanto a gelatina porcina, que foi testada em diferentes massas
molares (100, 150 e 225 Bloom) n&o produziu fibras em nenhuma das concentragdes
e condicOes testadas. Os autores relacionaram o tratamento mais brando usado na
obtencdo de gelatina de peixe e, consequentemente, uma maior preservagao de
algumas fibras de colageno nativo nesta gelatina a capacidade de formacao de
emaranhamentos nestas solu¢gdes que proporcionam a esta gelatina a capacidade de

formar fibras.

Assim como para as fibras eletrofiadas, € comum incorporar compostos
ativos as fibras produzidas por SB-Spinning para melhorar ou incorporar algumas
propriedades. Fibras ultrafinas de gelatina de pele de peixe foram produzidas com
cinamaldeido (Liu et al., 2018b) ou carvacrol (Liu et al., 2018a), dois compostos
antimicrobianas, por meio de solugbes em HAc e foram avaliadas quanto a sua
atividade contra Escherichia coli, Salmonella enterica e Listeria monocytogenes. Além
de terem apresentado um aumento de seu didmetro com a incorporagdo dos
compostos ativos, a atividade dos materiais obtidos foi diretamente influenciada pelo

teor de cinamaldeido ou carvacrol adicionados.
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Visando produzir fibras hibridas inorganicas/orgéanicas pelo método de SB-
Spinning nos modos convencional e criogénico para possiveis aplicagdes biomédicas,
Greenhalgh e colaboradores (Greenhalgh et al., 2017) produziram fibras
micrométricas de gelatina derivada de pele porcina com tetraetoxissilano,
conseguindo obter inclusive fibras porosas no caso das amostras produzidas

criogenicamente.

Apesar da vantagem da SB-Spinning sobre a eletrofiagdo com relagao a
produtividade, para producao industrial de fibras ultrafinas é necessario que seja
promovido o0 escalonamento deste processo. Neste sentido alguns autores se
preocuparam em estudar a montagem de sistemas compostos por muitas agulhas e
avaliar como evitar ou corrigir problemas que podem surgir nesses arranjos de maior
capacidade produtiva (Jia et al., 2021; Kolbasov et al., 2016), de modo semelhante ao

ocorrido com a eletrofiagdo (Santos et al., 2020).

Explorando a vantagem da versatilidade na deposi¢céo de fibras por SB-
Spinning, um dispositivo portatil foi desenvolvido por Gao et al. (2020) para producgao
de fibras ultrafinas de alguns polimeros sintéticos (PVP, PCL, PMMA e PVB). Os
autores substituiram neste dispositivo os convencionais compressores de ar usados
para produgao ar pressurizado por uma garrafa de ar pressurizado comercial (com
284 g e pressao de quase 90 psi) e conseguiram completar a hemostasia de um figado
em ambiente de cirurgia minimamente invasiva por meio da fiagdo de uma cola médica

que contem PMMA.

Embora o uso da técnica de fiagcdo por sopro em solucdo de modo
estabelecido na medicina ainda possa ser algo distante, podemos considerar este
estudo como mais um passo no avango para o uso das nanofibras de colageno e
gelatina na area médica de modo ndo experimental, uma vez que estes sdo polimeros
reconhecidos como seguros para aplicagdes biomeédicas e avancos no sentido de
tornar portatil esta tecnologia podem aumentar o interesse por desenvolver
alternativas comerciais que usem essa tecnologia. Para tanto, € necessario também
conhecer fontes destas proteinas e solventes que permitam seu uso para producgao
de fibras por SB-Spinning, bem como os principais fatores que afetam a morfologia e

as propriedades das fibras produzidas com estes dois importantes polimeros naturais.
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2. JUSTIFICATIVA
A evolugdo da engenharia de tecidos depende da busca por novos
materiais, que pode comecar pelo uso de novas abordagens na concepgédo de
scaffolds, como é o caso da biomimetizagdo. Para a mimetizagado da MEC da maioria
dos tecidos é necessario se dominar a habilidade de produzir fibras nanométricas de

colageno.

Além de ser encontrado em diferentes tipos, a fonte de extracdo do
colageno pode influenciar propriedades desta proteina como sua estabilidade térmica
e solubilidade. A escolha do solvente empregado para solubilizagdo do polimero
também é de extrema importancia, pois afeta as propriedades do material obtido apds

processamento e até mesmo sua capacidade de produzir fibras.

Embora existam diversos relatos da produgao de fibras nanométricas de
colageno por eletrofiagdo, apenas alguns destes obtém fibras insoluveis em agua
mesmo sem reticulagao. Além disso, por meio da técnica de SB-Spinning, uma técnica
que apresenta diversas vantagens na producédo de fibras em comparagdo com a
eletrofiacdo, ndo ha relatos da producgéo de fibras nanométricas de colageno, o que
motiva o estudo da capacidade de produzir tais fibras por meio da fiacdo em sopro por
solugdo com o uso de solventes que garantam a preservagao do colageno e de suas

propriedades de interesse as aplicagdes biomédicas.
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3. OBJETIVOS

Objetivo geral

Esta pesquisa visou a produgéao de fibras ultrafinas de colageno e gelatina

pela técnica de fiagcdo por sopro em solugdo com o uso de solventes benignos e,

posteriormente, a avaliagdo do efeito de parametros de produgao sobre a morfologia

e as propriedades destas fibras, na tentativa de mimetizar a matriz extracelular.

Objetivos especificos

Para atender aos objetivos gerais desta pesquisa foram definidos os

seguintes objetivos especificos:

Extrair colageno de fontes bovina e de peixe e caracterizar estes

materiais;

Selecionar o colageno mais indicado para uso na fiagdo por sopro

em solucao
Selecionar um solvente benigno adequado para a fiagdo de
colageno e gelatina por SB-Spinning;

Caracterizar o comportamento reolégico das solugdes de colageno
e gelatina a fim de orientar a obtencdo de solugdes capazes de

formar fibras por SB-Spinning;

Produzir e caracterizar fibras ultrafinas de colageno e gelatina por
SB-Spinning;
Compreender a correlagao entre as diversas variaveis que afetam a

producao das fibras com suas dimensdes e propriedades;

Comparar as propriedades das fibras de colageno e gelatina

produzidas por SB-Spinning.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Obtenc¢ao do colageno

Foram utilizadas duas fontes para extragdo de colageno, tenddes bovinos
(Bos taurus) e pele de tilapia (Oreochromis niloticus). Os tenddes utilizados foram
doados pela Casa de Carnes Qualidade (Sao Carlos) e as peles de tilapia pelo Pesque

Pague Moinho (Sao Carlos). Ambos foram embalados e estocados a -20°C até o uso.

O colageno de tenddes bovinos foi extraido conforme método previamente
relatado por Horn, Martins e Plepis (2009). Os tendbes foram imersos em NaCl
(Merck) 0,9% e depois agua deionizada, os residuos de outros tecidos foram
removidos e as fibras de tendao desfiadas com o auxilio de um bisturi. O excesso de
umidade foi removido e os tenddes desfiados imersos em uma solugao alcalina por
24 h a temperatura maxima de 25°C em recipiente semiaberto com eventuais
agitacdes. Esta solugao alcalina continha sais (sulfatos e cloretos) e hidroxidos de
metais alcalinos e alcalinos terrosos, sendo um procedimento estabelecido no Grupo
de Bioquimica e Biomateriais (IQSC-USP). O material obtido foi filtrado em peneira e
suspenso em outra solugdo contendo sulfatos e cloretos de Na*, K* e Ca2*, na qual
permaneceu por 6 h. Em seguida uma série de lavagens com acido bérico (J.T.Baker®)
3%, agua deionizada e acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA, Mallinckrodt) 0,3%
a pH 11,0 (trés vezes por 2 h cada) foram procedidas. Finalmente, lavou-se este com
agua deionizada até pH constante e igual ao da agua usada. O material resultante,
colageno bovino extraido por tratamento alcalino (CB) foi liofilizado em liofilizador
Modulyo® (Edwards, Grupo de Bioquimica e Biomateriais do IQSC-USP) a -50°C e

triturado.

O tratamento enzimatico do colageno bovino foi feito por um procedimento
adaptado de Kittiphattanabawon et al. (2015), descrito a seguir. Em um béquer foram
adicionados 2,0 g de colageno bovino e 50 mL de acido acético (J.T.Baker®) 0,5 mol
L-'. A mistura foi agitada e armazenada a 4°C durante a noite. Em seguida foram
adicionados 100 mg de pepsina (de mucosa de estdbmago de porco, Sigma, 1:60000,
2240 U mg' de solido) solubilizada em 10 mL de acido acético 0,5 mol L-'. A mistura
foi agitada e armazenada a 4°C por 24 h. Foram adicionados mais 40 mL de acido
acético 0,5 mol L-" a mistura, obtendo uma solugéo de colageno a 2% (massa/volume).

A solucao foi neutralizada com NaOH (Panreac) 0,5 mol L', centrifugada por trés
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vezes a 3000 g por 15 min a 15°C e seu precipitado liofilizado, resultando no colageno

bovino enzimaticamente tratado com pepsina (CBE).

A extragao do colageno de peles de tilapia foi feita por solubilizagédo acida,
seguindo um procedimento reportado por Yan, Qin e Li (2015) com algumas
modificacbes. As peles de tilapia foram imersas em NaCl 0,9% enquanto eram
removidas manualmente suas escamas e os residuos de carne, gorduras e
pigmentos. Em seguida foram imersas novamente na solugéo salina (2 h) e depois em
agua deionizada e entdo em solugdo de NaOH 0,25% na proporgédo de 1:20
(massa/volume) por 12 h a 4°C com eventuais agitagdes, repetindo o procedimento
com NaOH. Apds isso a lavagem foi feita com agua deionizada até a neutralidade e
as peles tratadas foram liofilizadas. A extragdo do colageno da pele de peixe foi feita
por solubilizagdo em acido acético pH 2,0 na propor¢géo de 3:100 (massa/volume).
Apds 4h a 4°C o material ja intumescido foi homogeneizado (2 h) e armazenado a 4°C
durante a noite. A solugao foi filtrada em malha de 200 Mesh (abertura de 0,07 mm),
neutralizada com NaOH 2,0 mol L' e liofilizada. Apos dialise (limite de exclusdo de
1000 Da) contra agua deionizada até condutividade constante e nova liofilizagao foi

obtido o colageno de peixe extraido por solubilizagao acida (CP).

Além das amostras mencionadas, duas amostras comerciais de colageno
bovino grau alimenticio foram testadas, os colagenos em p6 (CBAp) e em flocos (CBAy)
da NovaProm, doados pela pesquisadora Anny Manrich, da Embrapa Instrumentacéo
(Sao Carlos). Na Tabela 3 sdo mostradas proteinas colagenosas usadas nesta

pesquisa e as siglas usadas para definir as mesmas.

Tabela 3 — Amostras de proteinas estudadas e suas siglas.

Proteina Sigla

Colageno bovino extraido por tratamento alcalino CB

Colageno bovino enzimaticamente tratado com pepsina CBE

Colageno bovino grau alimenticio em p6 CBA,
Colageno bovino grau alimenticio em flocos CBA«
Colageno de peixe extraido por solubilizagdo acida CP
Gelatina (Sigma®) G

Fonte: autoria propria.
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4.2. Espectroscopia na regiao do infravermelho com Transformada de
Fourier (FT-IR)

Para confirmar a estrutura das amostras de proteinas estas foram
analisadas por FT-IR. Os colagenos bovino e de peixe foram solubilizados em acido
acético (pH 3,0) e secos em fluxo de ar, formando filmes. A gelatina teve seu espectro
obtido por adicdo de uma solugdo de gelatina em pastilha de silicio e posterior
secagem sob fluxo de ar. Para eliminar a umidade, as amostras foram mantidas em
dessecador a baixa pressdao na presenca de NaOH) por no minimo 24 h. Os
espectros foram obtidos em espectrofotdmetro Shimadzu IR Affinitu-1 (Central de
Andlises Quimicas Instrumentais, IQSC/USP) no intervalo de 4000 a 400 cm™ com
resolucdo de 4 cm™! e 16 varreduras acumuladas no caso da gelatina e com resolugéo

de 4 cm-! e 64 varreduras no caso das amostras de colageno.
4.3. Calorimetria exploratoéria diferencial (DSC)

Para avaliar a desnaturacao térmica das amostras de colageno e de suas
fontes, amostras sélidas de colageno bovino e de peixe, bem como da pele de peixe
apos tratamento alcalino, do tendao bovino desfiado e do colageno bovino tratado com
pepsina foram hidratadas com agua deionizada e em seguida o excesso de umidade
foi removido com papel de filiro. Amostras de massa conhecida (18 a 20 mg) foram
seladas em suporte de aluminio e as medidas foram feitas de 25 a 110°C com razao
de aquecimento de 10°C min' em equipamento DSC-2010 da TA Instruments (Grupo
de Bioquimica e Biomateriais do IQSC-USP). O gas de arraste utilizado foi ar sintético,

com fluxo de 80 mL min-'.

Ja para verificar a influéncia do processamento for SB-Spinning sobre os
polimeros naturais, gelatina em po, colageno de peixe e fibras ultrafinas de colageno
e de gelatina foram hidratadas em dessecador contendo uma solugdo saturada de
NaCl (umidade relativa de 70%) por 24 h e analisadas em um calorimetro exploratorio
diferencial modelo Q100 da TA Instruments (Embrapa Instrumentagéo). Amostras com
uma massa conhecida (de 6 a 12 mg) foram seladas em suportes de aluminio ndo
herméticos e as medidas foram feitas de 25 a 110°C com uma razao de aquecimento

de 10°C min-' e fluxo de ar sintético de 50 mL min-".
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4.4. Preparo das solugoes poliméricas

A gelatina utilizada foi do tipo A, de pele porcina (Sigma®, 300 Bloom: 50
a 100 kDa). As solugdes de gelatina em agua, agua/etanol 9:1 (v/v) e agua/etanol 1:1
(v/v) foram preparadas em diferentes concentragcdes (Tabela 19) por aquecimento a
40 = 1°C por 30 min sob agitacdo magnética em frascos fechados. As amostras
solubilizadas em solu¢des aquosas de acido acético (90% em massa) e acido férmico
(98%) foram preparadas por meio de agitacdo magnética em frascos fechados a

temperatura ambiente. As solugbes foram armazenadas a 4°C.

As solugbes de colageno bovino e de peixe em acido acético
(pH 3,0)/etanol 1:1 (v/v), acido acético (pH 3,0)/etanol 2:1 (v/v) e acido acético
(pH 2,0)/etanol 2:1(v/v) foram preparadas em diferentes concentracdes (Tabela 20)
por agitacdo magnética da solugao e da proteina em frascos fechados até completa
solubilizagcdo do material a temperatura ambiente. Solu¢des de colageno de peixe em
acido acético/agua 9:1 (massa/massa) foram preparadas do mesmo modo. As

solugdes foram armazenadas a 4°C.

O colageno tratado com pepsina foi solubilizado a 1% (massa/massa) em
acido acético (pH 3,0)/etanol 1:1 (v/v), enquanto as amostras de colageno comercial
foram adicionadas a solucdo de acido acético (pH 3,0)/etanol 3:1 (v/v) nas

concentracdes de 1, 2 e 4% (massa/massa).

Durante o preparo das solugcdes foram determinadas as solubilidades das
amostras de colageno em diferentes solventes para identificagdo das amostras mais
viaveis para uso na producao de fibras por fiagdo por sopro. As amostras foram
preparadas conforme mencionado acima com aumentos gradativos de 1% na
concentragao da proteina. Apos agitagao, a solubilidade do colageno era avaliada
visualmente, pela identificacdo de solugcdes homogéneas como sinal de sua completa

solubilizagéo.

Blendas de colageno de pele de tilapia com polietilenoglicol (Sigma, 200
kDa) foram preparadas pela mistura de solugbes destes polimeros em &cido
acético/agua 9:1 (massa/massa) de forma a obter as concentragbes de 2% (9:1
massa/massa), 3,5% (9:1 massa/massa) e 6,5% (9:1 massa/massa). As blendas
foram armazenadas a 4°C. A mistura visa avaliar a possibilidade de se combinar um

polimero sintético com o colageno para produgéo das fibras, estratégia que pode ser
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usada na busca pelo controle de propriedades das fibras como sua morfologia,

didmetro e taxa de degradacao.
4.5. Caracterizagcao reoldgica das solugoes

Exclusivamente para a analise reolégica dos efeitos do etanol sobre as
solugbes foram preparadas solugdes de colageno de peixe com diferentes
concentragdes de etanol (Panreac). Inicialmente foi preparada uma solugéo a 3%
(massa/massa) de colageno em acido acético (pH 3,0). Esta solugéo foi diluida a 2%
(massa/massa) com a adigao de acido acético (pH 3,0) ou misturas desta solugdo com
etanol em propor¢des tais que resultaram em amostras com 0, 20 e 30% de etanol.
As amostras foram analisadas logo em seguida. A caracterizagcdo reolégica das
solugbes de colageno de peixe em acido acético (pH 3,0)/etanol com diferentes
concentracdes de etanol foi feita em geometria cone placa de acgo inoxidavel de 20
mm, angulo de 2° e gap de 69 um. Os ensaios de oscilagdo a 20°C foram feitos a 1
Hz na faixa de tenséo de oscilagao de 0,05 a 100 Pa, para determinacéo da regiao
viscoelastica linear (RVL), do mddulo elastico na deformagéo critica (G’rvL), do ponto
de fluxo (1, deformagao na qual G’=G”) e seu correspondente mddulo (Gf) e do fator
de perda (tand). Uma varredura de temperatura na faixa de 15 a 50°C a uma taxa de
aquecimento de 5°C min', 1,0 Hz e 2% de deformacgdo foi feita em fungdo da
viscosidade complexa. Os ensaios de fluxo foram realizados de 0,1 a 100 s*! e os de
recuperacgao (creep) foram feitos pela aplicagédo de uma tenséo de 1,0 Pa por 120 s

seguida da recuperacéao por 180 s, ambos a 20°C.

Para estudar o efeito da acidez, solu¢gdes de colageno de peixe (3%
massa/massa) foram preparadas por agitagdo em solugbes de HAc nas
concentragdes de 2,5; 5,0; 10, 20, 40 e 80% (massa/massa), enquanto solugdes de
gelatina (5% massa/massa) foram preparadas por agitagdo em solugbes de HAc nas
concentragdes de 2,5; 5,0; 10, 30, 60 e 90% (massa/massa). As solugdes foram
armazenadas durante a noite (4°C) e analisadas em seguida. As amostras contendo
2,5; 5,0 e 10% de HAc foram analisadas com a geometria cone placa de acgo inoxidavel
de 20 mm, angulo de 2° e gap de 69 um, enquanto para as amostras com 20, 30, 40,
60, 80 e 90% de HAc foi empregada a geometria cone placa de ago inoxidavel de 60
mm, angulo de 0°30’ e gap de 15 um. Os ensaios de oscilagao foram feitos a 20°C e

1 Hz na faixa de tensao de oscilagao de 0,1 a 500 Pa, para determinag¢ao da RVL, do
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G’rvL, do 1f, deformacao na qual G'=G” e seu correspondente modulo (Gf) e do tand.
Uma varredura de temperatura na faixa de 15 a 45°C a uma taxa de 5°C min' e 1,0
Hz foi feita em funcéo da viscosidade complexa, estabelecendo-se para as amostras
de colageno 5% de deformagao quando analisadas em geometria de 20 mm e 40%
para as demais; enquanto para as amostras de gelatina a deformacao foi estabelecida
como 0,3% independente da concentracdo de HAc. Os ensaios de fluxo foram
realizados de 0,5 a 100 s™' a 20°C e os de varredura de frequéncia de 0,1 a 100 rad s

Ta 20°C com as mesmas deformacgdes dos ensaios de varredura de temperatura.

Para analisar o efeito da concentragcéo de polimero sobre a viscosidade de
amostras de colageno de peixe e de gelatina, solu¢cdes nas concentragdes de 5, 10 e
15% em acido acético/agua 9:1 (massa/massa) foram caracterizadas em geometria
cone placa de aco inoxidavel de 60 mm, angulo de 0°30’ e gap de 15 ym a 20°C. Os

ensaios de fluxo foram feitos de 0,5 a 100 s'.

A caracterizagao reoldgica de todas as solugdes foi feita em reémetro de
deformacdo controlada AR-1000N da TA Instruments (Grupo de Bioquimica e
Biomateriais do IQSC-USP). A temperatura foi controlada por sistema Peltier com
variacao de 0,1°C ligado a banho circulatério modelo FS18 (Julabo). Todos os ensaios

foram feitos em triplicata.
4.6. Fiacao por sopro das solugoes poliméricas

Os testes de producdo das fibras foram feitos em um equipamento de
fiacdo por sopro em solugdo da Embrapa Instrumentagao, sob supervisdo do Dr. Luiz
Henrique Capparelli Mattoso. A agulha (didmetro interno de 0,5 mm) foi posicionada
2 mm além do bocal exterior através do qual o ar pressurizado flui. A pressao do ar foi
controlada com o uso de um regulador de pressado, enquanto o fornecimento de
solugéo polimérica foi controlado com uma bomba de seringa (KD Scientific, modelo
780101, Holliston, EUA), ambos ajustados de acordo com o experimento. O coletor foi
localizado a uma distancia de trabalho do bocal definida e variavel e variou de acordo
com o experimento. Nos casos em que foi usado um cilindro giratério, este teve sua
velocidade de rotacao controlada a 180 rpm. A temperatura de fiacao foi de 23 £ 2° C,
enquanto o ar pressurizado foi utilizado a 21°C, exceto quando aquecido com 0 uso

de um sistema de aquecimento de ar comprimido.
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Primeiramente as solugbes foram vertidas em uma seringa de vidro de
20 mL conectada a uma agulha por uma mangueira Tygon®. Apds retirada do excesso
de bolhas na seringa e na mangueira o sistema foi montado e procedeu-se a purga
de uma aliquota da amostra até que se estabelecesse um equilibrio no fornecimento
do jato polimérico e, entdo, foram iniciados os testes de fiacdo. Os polimeros foram
coletados em folhas de aluminio. Coletores diferentes foram testados buscando a
superficie que resultasse em um melhor rendimento na coleta das fibras. As amostras
coletadas foram analisadas em microscopio o6tico digital para triagem das amostras

antes de analise por microscopia eletrbnica de varredura.
4.7. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As fibras tiveram sua morfologia e didmetro analisados por MEV em
microscopio eletrénico de varredura da marca JEOL, modelo JSM-6510/GS (Embrapa
Instrumentacdo) com 10 kV a 10 mm de distancia de trabalho. O recobrimento das
amostras foi feito com ouro em uma metalizadora. O didmetro médio das fibras foi

medido por meio do software ImageJ.
4.8. Eletroforese em gel de poliacrilamida

A determinacao das massas molares (MM) das amostras de colageno de
peixe e de gelatina foi feita por eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil
sulfato de sédio (SDS-PAGE), técnica descrita por Laemmli (1970). Primeiramente

foram preparadas as solugdes empregadas na técnica, como descrito a seguir.

Tampao do gel de resolucdo (TR): foram dissolvidos em 40 mL de agua

deionizada 12,12 g de tris(hidroximetil)aminoetano (Sigma®) seguido do ajuste do pH
para 8,8 com HCI (Panreac). A solugéo foi transferida para baldao volumétrico de 50 mL

e o volume completo, confirmando em seguida o pH. O tampé&o foi armazenado a 4°C.

Tampado do gel de empilhamento (TE): 12,12 g de tris(hidroximetil)-

aminoetano foram dissolvidos em 40 mL de agua deionizada. O pH da solugéo foi
ajustado para 6,8 com HCI, completando o volume em seguida (50 mL) e checando

novamente o pH. O tampao foi armazenado a 4°C.
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EDTA (0,2 mol L"): foram pesados 3,72 g de EDTA.2H20 e solubilizados

em 40 mL de agua deionizada. O pH foi ajustado para 7,0 com NaOH, completando o

volume em seguida (50 mL). A solucao foi armazenada a 4°C.

Acrilamida/bis-acrilamida (AB): foram pesados 30 g de acrilamida (Merck)
e 0,8 g de N,N-metileno-bisacrilamida (Merck) e solubilizados em 100 mL de agua
deionizada. Em seguida foi adicionado 1 g de carvéo ativado (Reagen) a solugéo,

seguido de agitagao por 10 min e filtracdo. A solugao foi armazenada a 4°C.

Tampao da amostra (TA): 1,5 g de dodecil sulfato de sodio (SDS, Merck)
foi solubilizado em aproximadamente 7,5 mL de agua deionizada. Acrescentou-se a
solucdo 2,35 mL da solucgédo de Tris-HCI pH6,8; 0,75 mL de EDTA 0,2 mol L"; 0,5 mL

de solugéo de azul de bromofenol (Merck) 0,5% (massa/volume) e 7,5 mL de glicerol

(Sigma). Agitou-se até completa homogeneizagéo e o volume foi completo (25 mL)

com agua deionizada. O tampao foi armazenado a 4°C.

Solucdo da amostra: foram preparadas amostras de colageno de peixe e

gelatina e de suas fibras (3 mg mL-") em acido acético (pH 3,5). Em um microtubo tipo
eppendorf foram colocados 50 uL de TA e 100 uL da solucdo da amostra, aquecendo
a 100°C por 3 min.

Tampao superior dos eletrodos a pH 8,3: foram pesados 0,5 g de SDS,
1,515 g de tris(hidroximetil)aminoetano e 0,362 g de EDTA e solubilizados em 400 mL

de agua deionizada. Foram acrescentados 7,2 g de glicina (Sigma) seguido de

agitacdo. Ajustou-se o pH para 8,3 e o volume foi ajustado (500 mL) com agua

deionizada e o pH checado novamente. A solugéo foi armazenada a 4°C.

Tampéo inferior dos eletrodos a pH8,3: 1,515 g de tris(hidroximetil)-

aminoetano, 0,5 g de SDS e 0,362 g de EDTA foram solubilizados em 400 mL de agua
deionizada. Apds ajustar o pH para 8,3 e o volume foi ajustado (500 mL) com agua

deionizada. O pH foi checado novamente o a solugéo foi armazenada a 4°C.

Persulfato de amdnio: 0,1 g de persulfato de aménio foi solubilizado em 1,0

mL de agua deionizada e a solugao foi imediatamente usada.

Em seguida foi procedida a preparacao das placas de vidro, que
inicialmente foram lavadas com detergente, secas e limpas com acetona. Sob a placa
com uma borda saliente foi depositada uma fina camada de vaselina nas bordas,

sobre as quais foi colocada outra placa de vidro, resultando em uma regido para
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formagao do gel. As placas foram presas com garras e presas no suporte para

formacgao do gel sobre uma tira de nylon para vedacao.

Foram preparados entdo os géis de resolugédo (7%) e de empilhamento
(5%). O gel de resolugao foi preparado pela mistura de 1,5 mL de TR, 1,87 mL de AB,
80 uL de EDTA 0,2 mol L', 4,43 mL de agua deionizada, 50 uL de persulfato de
amoénio 10% e 10 uyL de tetrametiletienodiamina (TEMED, Sigma). O gel de
empilhamento foi preparado misturando-se 0,25 mL de TE, 0,6 mL de AB, 40 uL de
EDTA 0,2 mol L', 3,05 mL de agua deionizada, 30 pL de persulfato de aménio 10% e
5 pL de TEMED.

O gel de resolugéo foi adicionado lentamente pela lateral da placa
levemente inclinada com o uso de uma pipeta Pasteur evitando formacao de bolhas
até a altura de 8 cm. O volume da placa foi completo com agua deionizada e
permaneceu em repouso por 4 h para polimerizacdo. Retirou-se a agua entre as
placas e acrescentou-se o gel de empilhamento. Colocou-se o pente de nylon na parte
superior das placas que permaneceram em repouso por no minimo 3 horas para a

polimerizacao do gel.

Como referéncias de massa molar utilizou-se um conjunto de padrbes de
massa molar Sigma composto de aprotinina bovina (6500 g mol-'), a-lactoalbumina
bovina (14200 g mol"), inibidor de tripsina (20000 g mol'), anidrase carbdnica bovina
(29000 g mol"), gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase de coelho (36000 g mol-1),
ovoalbumina de galinha (45000 g mol-'), desidrogenase glutdmica de figado bovino
(55000 g mol') albumina de soro bovino (66000 g mol-'), fosforilase B de musculo de
coelhos (97400 g mol'), B-galatcosidase de E. coli (116000 g mol-') e miosina de
coelho (200000 g mol").

As condigbes da eletroforese foram inicialmente de 20 mA e 75 V até as
bandas alcangarem o gel de resolugao. A partir deste ponto a corrente € aumentada
para 25 mA. Ao final da eletroforese o gel foi fixado com uma solugéo de fixagao (SF)
de metanol:agua:HAc (5:4:1) por durante a noite e as zonas correspondentes as
proteinas foram reveladas com corante Azul de Coomassie Brilhante R-250 (Sigma)
01% em SF por 1 h. O excesso de corante foi removido com acido acético 7%, e, por
fim, o gel foi seco entre duas folhas de celofane com uma solucdo de
metanol:glicerol:agua (30:3:67). A intensidade de cada banda foi determinada por

densitometria 6tica a partir de fotografia dos géis com uso do software ImagedJ.
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4.9. Analise estatistica

Os dados de reologia foram submetidos ao teste Shapiro-Wilk para
confirmar a distribuicdo normal dos valores analisados, sendo entdo empregada a
analise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey para encontrar diferencas

significativas entre os dados, utilizando como nivel de significancia o valor de 5%.
4.10. Design experimental para otimizagao do diametro das fibras
4.10.1. Planejamento Fatorial 24

Apods selecdo das fontes de colageno e do solvente usados na produgao
das fibras por SB-Spinning foi empregada a ferramenta de planejamento fatorial para
verificar quais variaveis mais afetam o didmetro das fibras produzidas e como estas
variaveis influenciam esta variavel resposta. Quatro variaveis foram avaliadas
inicialmente (Tabela 4): um parédmetro da solugéo (concentragéo do polimero) e trés
parametros do processo (vazao da solugao polimérica, distancia de trabalho e pressao
do gas).

Tabela 4 — Variaveis usadas no planejamento fatorial 24 e seus niveis (codificados e valores reais)
aplicados na avaliagdo sobre o didmetro médio das fibras produzidas por SB-Spinning.
Niveis

Variavel Simbolo

-1 0 1

Concentragao (%) X1 12 13,5 15

Vazéo (mL h") X2 6 9 12
Pressao (psi) X3 30 45 60
Distancia (cm) X4 30 35 40

Fonte: autoria proépria.

Como foram estudadas quatro variaveis em um experimento 24 (resultando
em 16 experimentos) mais uma triplicata do ponto central (para calculo do erro), foram
efetuados 19 experimentos para cada polimero. As fibras de gelatina e de colageno
foram produzidas a 25,6 £ 2,4 °C e 46 = 14% de umidade relativae a 25,4 £+4,2°C e
57 £ 13% de umidade relativa, respectivamente. A matriz com os experimentos feitos

pode ser vista na Tabela 5.
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Tabela 5 — Matriz do planejamento fatorial 24 utilizado na avaliagdo dos efeitos dos parametros de
processo e de solugéo sobre o didmetro médio das fibras produzidas por SB-Spinning.

N Concentracao X2 Vazao 3 Presséao Disténcia
(%) (mL/h) (psi) (cm)
1 1 12 -1 6 -1 30 -1 30
2 1 15 -1 6 -1 30 -1 30
3 -1 12 1 12 -1 30 -1 30
4 1 15 1 12 -1 30 -1 30
5 -1 12 -1 6 1 60 -1 30
6 1 15 -1 6 1 60 -1 30
7 -1 12 1 12 1 60 -1 30
8 1 15 1 12 1 60 -1 30
9 -1 12 -1 6 -1 30 1 40
10 1 15 -1 6 -1 30 1 40
1 -1 12 1 12 -1 30 1 40
12 1 15 1 12 -1 30 1 40
13 -1 12 -1 6 1 60 1 40
14 1 15 -1 6 1 60 1 40
15 -1 12 1 12 1 60 1 40
16 1 15 1 12 1 60 1 40
17 0 13,5 0 9 0 45 0 35
18 0 13,5 0 9 0 45 0 35
19 0 13,5 0 9 0 45 0 35

Fonte: autoria proépria.

O planejamento fatorial e a analise de suas respostas foram feitos no
programa Statistica® 13, com analise de variancia (ANOVA) seguida do teste Tukey

empregando p < 0,05 como limite de significancia.
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4.10.2. Delineamento composto central

As variaveis identificadas como significativas sobre o diametro médio das
fibras foram usadas para construir superficies de resposta por meio de metodologia
baseada no delineamento composto central. Para o colageno foi feito ainda um
planejamento fatorial do tipo estrela (Figura 6) com as duas variaveis que mais
influenciaram o didmetro médio destas fibras no planejamento fatorial 24, a
concentracao (X1) e a distancia de trabalho (X4). Neste planejamento foram
estudadas as variaveis X1 e X4 em um experimento 22 (quatro experimentos) mais
quatro experimentos em niveis abaixo e acima dos limites anteriores (-v2 e v2) e uma
triplicata do ponto central, totalizando 11 experimentos para cada polimero.

Figura 6 — Planejamento fatorial “estrela” usado para obter as superficies de resposta das variaveis

concentragdo e distancia de trabalho sobre o didmetro das fibras de colageno.

&
J24 =
2 1= | m
=
£
)
[1h]
=0 ] @ m
4]
'C
=
«
o
0 —]1- [} ]
g u
| T T | T o
_J2 -1 0 1 2
Concentracdo

Fonte: autoria propria.

As fibras de colageno foram produzidas com pressao de 60 psi e vazao de
12 mL h', a 26,0 + 3,6 °C e 56 + 12% de umidade relativa. A matriz com os

experimentos feitos nesta etapa pode ser vista na Tabela 6.
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Tabela 6 — Matriz do planejamento fatorial “estrela” utilizado na avaliagdo dos efeitos das variaveis X1

e X4 sobre o didametro médio das fibras de colageno produzidas por SB-Spinning.

N X1 Concentracdao (%) X4 Distancia (cm)
1 -1 12 -1 30
2 1 15 -1 30
3 1 12 1 40
4 1 15 1 40
5 0 13,5 0 35
6 O 13,5 0 35
7 0 13,5 0 35
8 -2 11,4 0 35
9 2 15,6 0 35
10 0 13,5 2 28
1 0 13,5 V2 42

Fonte: autoria proépria.

Assim como na etapa anterior, o planejamento estrela e a analise de suas

respostas, bem como as superficies de resposta foram feitos no programa Statistica®

13 e os modelos gerados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) para

determinar sua significancia, seu coeficiente de determinagdo (R2?) e sua falta de

ajuste.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizagao dos colagenos e gelatina

5.1.1. Colageno de tendao bovino

O colageno de origem bovina (Figura 7A) apresentou aparéncia de flocos
brancos e pode ser também denominado colageno anidnico, em fungao do tratamento
que ele recebeu promover a desamidagdo de cadeias laterais de aminoacidos
asparagina ou glutamina, o que resulta na formagao de cargas negativas (Bet; Goissis;
Lacerda, 2001) interessantes para aplicagbes bioldgicas, ja que estas cargas estao
diretamente relacionadas a adesao celular. Bet e colaboradores (2001) relatam que
para um tratamento por 24 h, como o empregado neste caso, é esperado o aumento

de 31 % 2 cargas negativas por tropocolageno.

Figura 7 — Colageno bovino (A) aniénico e (B) tratado com pepsina.

Fonte: autoria proépria.

A Figura 7B apresenta o atelocolageno, obtido apos tratamento enzimatico
do colageno bovino anidnico e visualmente muito semelhante a este. Ao tratar o
colageno bovino com pepsina, o objetivo era obter um material mais soluvel em
solventes aquosos - em virtude da baixa solubilidade do colageno bovino - sem perder
a integridade estrutural da proteina, indicada também por sua estabilidade térmica.

Uma vez que a estabilidade térmica do colageno é uma variavel indicativa
da preservacdo de sua estrutura nativa e de sua associagcdo em estruturas
supramoleculares com, por exemplo, outras proteinas, as curvas DSC das amostras
de colageno e de suas fontes foram usadas para avaliar as mudangas observadas, de

acordo com os processamentos aos quais foram submetidos por meio da
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determinagdo de suas temperaturas de desnaturacdo (Td). A Figura 8 apresenta o
perfil da curva de aquecimento para o colageno de tendao bovino, na qual pode ser
observado o evento térmico que indica sua desnaturacgao.

Figura 8 - Curva DSC para o colageno de tenddo bovino obtida em atmosfera de ar sintético com

razdo de aquecimento de 10°C min-'.
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Fonte: autoria proépria.

Os valores de Tq obtidos por DSC para as diferentes amostras de colageno
e seus materiais fonte estdo reunidos na Tabela 7. As amostras de colageno de origem
comercial ndo foram analisadas por DSC por ndo serem soluveis nos solventes

testados.

Tabela 7 — Temperaturas de desnaturagdo nas amostras de colageno e de seus materiais fonte
determinadas por DSC.

Material Ta (°C)
Tendao bovino limpo desfiado 73
Colageno de tendao bovino 65

Colageno bovino enzimaticamente tratado 52 e 68
Pele de tilapia 63

Colageno de pele de tilapia 50

Fonte: autoria propria.

Ao comparar os resultados obtidos por DSC entre as duas amostras de
colageno bovino e uma amostra do tenddo utilizado para extragdo da proteina
percebeu-se que houve sucessivas redugdes na temperatura de desnaturagao térmica

do colageno apds os processamentos por hidrolise alcalina e com a enzima pepsina.
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A reducdo da temperatura de desnaturacdo do tenddo para o colageno bovino
anidnico pode estar relacionada a remocdo de outras proteinas associadas ao
colageno na constituicdo da MEC, o que reduz a estabilidade de sua estrutura nativa.
Ja a reducdo da Tq apds tratamento enzimatico pode estar associada a quebra de
reticulagées nos dominios nao helicoidais do colageno, que também possuem um
papel na estabilizacdo da estrutura de hélice tripla (Zhang et al., 2020). Apesar desta
reducdo na estabilidade térmica da proteina, o resultado indica de que a hidrdlise
alcalina ocorreu de modo controlado, pois uma amostra de colageno completamente
desnaturada, gelatina, ndo apresentaria tal evento térmico. Outro trabalho do Grupo
de Bioquimica e Biomateriais do IQSC-USP ja relatou para colagenos obtidos de
tendao bovino por hidrdlise alcalina durante 24 h uma Tq de 59,9°C (Horn; Martins;
Plepis, 2009). A diferenga observada nos valores de T4 pode estar relacionada a
diversos fatores, como diferencas na idade ou raga dos animais dos quais se extraiu

o colageno.

Acreditamos que devido a uma baixa homogeneizagédo da mistura reacional
a agao da pepsina sobre o colageno ocorreu predominantemente nas regidées mais
expostas e acessiveis de suas fibras, resultando em uma desnaturagao térmica da
proteina em duas etapas, o que explicaria a observacdo de dois eventos térmicos
durante a analise por DSC (Tabela 7). A primeira T4 deve estar ligada a
desestabilizacdo estrutural das moléculas de colageno cujas reticulagdes nos
telopeptideos foram clivadas e a segunda T4 as moléculas que nao foram acessadas
pela enzima e, portanto, mantiveram as reticulagcoes presentes nas regides N- e C-

terminais da proteina.

Ao testar a solubilidade das amostras de colageno bovino com e sem
tratamento com pepsina, foi observado que a enzima ndo aumentou a solubilidade da
proteina nos solventes testados (Tabela 8). Este fato, somado a redugédo d
estabilidade térmica observada com o tratamento, levaram a abandonar este material

nos testes seguintes.
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Tabela 8 — Solubilidade das amostras de colageno em diferentes solventes.

Colageno Solvente Solubilidade (%)

Bovino, grau HAc (pH 3,0) <1,0
alimenticio (flocos) HAc (pH 2,0) <1,0
Bovino, grau HAc (pH 3,0) <1,0
alimenticio (po) HAc (pH 2,0) <1,0
HAc (pH 3,0) 1,0

Bovino aniénico
HAc (pH 2,0) 2,0
HAc (pH 3,0) 1,0

Atelocolageno
HAc (pH 2,0) 2,0
HAc (pH 3,0)/etanol (1:1) 1,0
HAc (pH 3,0)/etanol (2:1) 2,0
HAc (pH 3,0) 2,0

Pele de tilapia
HAc (pH 2,0)/etanol (2:1) 2,0
HAc (pH 3,0) 3,0
HAC(aq) 90% 15

Fonte: autoria propria.

O espectro na regido do infravermelho para a amostra de colageno bovino
€ mostrado na Figura 9, onde podem ser vistas as bandas caracteristicas desta
proteina. Em 3327 cm-! pode ser observada a banda de amida A, que nesta regido do
espectro indica estiramento N-H na presenca de liga¢cdes de hidrogénio e em 2957
cm' a banda de amida B é associada a estiramentos assimétricos CH2. A banda de
amida | (1653 cm) indica estiramento do grupo carbonila acoplado a um grupo
carboxila, a de amida Il (1558 cm-') dobramento N-H e estiramento C-N e a de amida
Il (1238 cm') a combinagdo de estiramento C-N com dobramento N-H (Sun et al.,
2017)
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Figura 9 - Espectro na regido do infravermelho do colageno bovino aniénico.
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Fonte: autoria proépria.

5.1.2. Colageno de pele de peixe

A etapa de extracdo do colageno de pele de peixe em solugbes acidas
apresentou um rendimento de 90,4 + 7,1% com relagdo a massa de pele de tilapia
seca apos tratamento com NaOH, indicando um alto rendimento da solubilizagao
acida. Vale ressaltar que esse rendimento cairia muito em relacao a pele de tilapia in
natura, pois uma fracao significativa de seu peso é composto de agua, a qual é
removida apos tratamento alcalino e liofilizagdo. O colageno apresentou coloragéo
esbranquicada e aspecto esponjoso (Figura 10). Durante os testes de solubilizagao
(com solugdes de acido acético pH 3,0 a 2,0) este colageno demonstrou como
vantagens um intumescimento mais agil em comparagdo com o colageno bovino e a

producao de solugbes mais homogéneas.
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Figura 10 - Colageno obtido de pele de peixe por solubilizagédo acida liofilizado.

Fonte: autoria prépria.

A Figura 11 apresenta os espectros obtidos por FT-IR para o colageno de
pele de tilapia integro e para uma amostra deste colageno que foi aquecida acima de
50°C (sua temperatura de desnaturagao) por 12h enquanto em solugéo para promover
a desnaturagao da proteina. Por meio do aquecimento da amostra de colageno,
pretende-se obter mais uma evidéncia da preservacao da estrutura do colageno de
peixe durante sua extracdo, agora por meio de FT-IR corroborando os resultados de
DSC e de SDS-PAGE, apresentados na seg¢éo 5.2.

Figura 11 - Espectro FT-IR do colageno de peixe (—) integro e (—) aquecido acima de 50°C.
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Fonte: autoria prépria.
As bandas caracteristicas do colageno e da gelatina (Se¢édo 5.1.4), ja

descritas para o colageno de tendao bovino também foram encontradas nas duas

amostras e estdo organizadas na Tabela 9.
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Tabela 9 — Bandas encontradas nas amostras de colageno de peixe por FT-IR.
Amida A Amida B Amida | Amida Il Amida lll

(cm™) (cm™) (cm™) (cm™) (cm™)
Colageno integro 3319 2938 1659 1551 1238
Colageno aquecido 3314 2938 1653 1541 1238

Fonte: autoria proépria.

Além das bandas citadas na Tabela 9, uma banda em 1456 ou 1458 cm-!,
para o colageno integro e o aquecido, respectivamente, pode ser observada e se
refere a vibragdes do tipo dobramento de CH. Esta banda pode ser usada no calculo
da razé&o entre as absorbancias da banda de amida Ill e a sua (A123s/A1456), resultando
em um valor que indica a preservacgao da hélice tripla do colageno (Muyonga; Cole;
Duodu, 2004). Quanto mais proximo de 1,0 for o valor desta razdo, mais preservada
deve estar a hélice tripla, e para as amostras analisadas a razao foi de 0,98 para o
colageno integro e de 0,91 para a amostra aquecida, o que serve como evidéncia da

preservagao da estrutura nativa do colageno apés sua extragao.

A preservacao da hélice tripla do colageno de pele de tilapia foi confirmada
também pela analise por DSC, na qual foi determinada a Tq de 50,3°C. A pele de
tilapia tratada com NaOH apresentou Td de 63°C, superior a temperatura da transi¢cao
observada para o colageno. Assim como no tendao bovino, essa maior estabilidade
do colageno em matrizes complexas deve estar relacionada a sua associagcdo com

outras proteinas em estruturas quaternarias estabilizadas por diversas interacoes.
5.1.3. Colageno bovino grau alimenticio

As duas amostras de colageno grau alimenticio ndo se mostraram soluveis
nas solugdes testadas (Tabela 8), gerando suspensdes em todas as concentragdes
avaliadas e, portanto, ndo foram caracterizados por DSC ou FT-IR e foram eliminadas
dos testes de fiacdo. Estes materiais foram caracterizados por Wolf e colaboradores
(Wolf; Sobral; Telis, 2009), que afirmam que apos tratamento da pele bovina, ocorre
a trituragdo e separagao por tamanho, gerando o p6 na fragdo de menor tamanho e
os flocos como particulas mais grossas. Os autores relataram valores maximos de
solubilidade em solugdes a 2% nos valores de 52,5% para a amostra em pé (pH 2,0)

e de 11% (pH 3,0) para a amostra em fibras, corroborando com estes resultados.
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5.1.4. Gelatina

A Figura 12 apresenta o espectro obtido por FT-IR para a gelatina. As
bandas caracteristicas do colageno, encontradas nos colagenos bovino e de peixe
também foram encontradas no espectro da gelatina. Em 3320 e 2958 cm-! estéo,
respectivamente, as bandas de amida A e B, enquanto as bandas de amida |, Il e lll
sdo observadas em 1657, 1552 e 1240 cm!, respectivamente. A razao A1240/A1452 para
a gelatina foi de 0,88 e, portanto, ainda menor que o valor observado para o colageno
de peixe apds aquecimento, mostrando que a degradagao da hélice tripla na gelatina
€ ainda mais intensa que a obtida pelo aquecimento do colageno de peixe nas
condicbes estudadas. Isto pode ser explicado pelo fato dos processos de produgao
da gelatina tipo A usar solugdes de acidos fortes como os acidos cloridrico e sulfurico,
além de aquecimento na faixa de 50 a 60°C ou proéximo a temperatura de ebulicdo
dessas solugdes, em alguns casos (Gelatin Manufacturers Institute of America, 2012).

Figura 12 - Espectro no infravermelho da gelatina.

100

80

60 -

ancla

40 4

% Transmit

20

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Ntmero de onda (cm™)

Fonte: autoria propria.

A gelatina também foi caracterizada por eletroforese em gel (Figura 13,
Secgao 5.2), o que permitiu perceber que embora nesta proteina ainda haja residuos
de cadeias alfa com massas molares préximas as das cadeias a1 e a2 do colageno
de peixe, este polimero é caracterizado por uma distribuicao ampla de massas
molares, devido a fragmentagdo do colageno durante seu processamento para

producdo da gelatina.
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5.2. Selecao da amostra de colageno

Nos solventes em que a solubilidade dos colagenos bovino e de peixe
foram testados (acido acético (pH 3,0)/etanol 1:1 (v/v), acido acético (pH 3,0)/etanol
2:1 (v/v), acido aceético (pH 2,0)/etanol 2:1(v/v), acido acético (pH 3,0) e acido acético
(pH 2,0)) a solubilidade maxima obtida foi a 3% (em massa) para o colageno de peixe
e 2% para o colageno bovino, ambos com as solugées de menor pH. Vale destacar
ainda que o colageno bovino produziu solugdes viscosas com grumos que dificultaram
sua passagem pela agulha de fiagdo. Devido as vantagens do colageno de peixe em
relacéo a solubilidade e homogeneidade das solugdes, este foi 0 colageno escolhido

para os testes de fiagao.

A maior solubilidade observada para o colageno de peixe deve estar
relacionada ao menor teor de hidroxiprolina na proteina em comparacido com
amostras bovinas, conforme observaram alguns autores (Sun et al., 2017; Yamada et
al., 2014; Yamamoto et al., 2015). Contudo, o proprio processo de extragdo de
colageno, feito por dissolugdo em solugdes acidas diluidas da pele de peixe tratada,
contribui para tal propriedade. O procedimento usado produz o que na literatura é

denominado de colageno soluvel em acido.

Buscando caracterizar a amostra de colageno de peixe, fonte escolhida
para os testes de fiagao, a proteina foi caracterizada por SDS-PAGE para elucidacao
do perfil de distribuicdo de massas molares de suas proteinas. O gel obtido (Figura
13) apresenta as bandas a2 e a1, uma intensa banda (8 e diversas bandas menos
intensas denominadas de y. As bandas a referem-se as hélices-a de colageno
isoladas e sua relagdo determinada por densitometria foi de 2,05, o que sugere o
trimero ((a1)202), evidéncia da extragcao de colageno tipo I. As bandas 3 e y se referem
a dimeros e trimeros ndo dissociados de hélices-a, respectivamente (Hofman et al.,
2012; Sun et al., 2017).
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Figura 13 — Eletroforese em gel dos padrdes de massa molar (A), da gelatina (B) e do colageno de

peixe (C).
(A) (B) (C)
kDa Y
¥
— ol
116 — —_— e
a9y = - -
66 — - -

=55 — | E—

Fonte: autoria propria.

A partir dos valores dos fatores de retengao (distancia das bandas no gel)
das proteinas do padrao de massas molares conhecidas foi construida uma reta a
partir da qual foram determinadas as massas molares médias das bandas a1 e a2 do
colageno de peixe: 131 £ 1 e 118 + 2 kDa, respectivamente. Embora seja tipicamente
atribuida ao tropocolageno uma massa molar de 300 kDa, estes valores um pouco
acima de 100 kDa para cada cadeia a sdo muito semelhantes aos reportados na
literatura para amostras de colageno tipo | extraido de pele de tilapia, como os valores

de 132 e 119 kDa, respectivamente referentes as cadeias a1 e a2 (Zhou et al., 2016).
5.3. Caracterizagao reolégica das solugoes

Para escolha dos solventes empregados na solubilizacdo do colageno
foram comparadas propriedades como a temperatura de ebuli¢do (Te) e a presséo de
vapor (Pv) de solventes ja empregados na produgao de fibras de colageno e gelatina
por eletrofiagdo (Tabelas 1 e 2), cujos valores estao listados na Tabela 10. Contudo,
em busca de solventes benignos para uso nesta aplicagédo, a seguranga também foi
considerada nessa selecao, baseando-se na analise de riscos como a inflamabilidade

e a toxicidade.
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Tabela 10 — Propriedades fisico-quimicas de diferentes solventes.

Solvente T. (°C) P, (kPa)
DMSO 189 0,08 (25°C)
Acido acético 118 2,1 (25°C)
Acido férmico 101 5,7 (25°C)
Agua 100 3,2 (25°C)
Etanol 78 7,9 (25°C)
Acetato de etila 77 12 (25°C)
THF 74 7,1 (20°C)
Cloroférmio 61 26 (25°C)
HFP 59 21 (22°C)
HCI 51 4,7 (25°C)

Fonte: PubChem (National Institutes of Health, 2017)

A alta volatilidade e a facilidade de solubilizar o colageno do HFP
resultaram no grande numero de pesquisas que podem ser encontradas com este
solvente na producdo de fibras de colageno e gelatina por eletrofiagdo. Em
contrapartida, este solvente apresenta riscos a saude do usuario, custo elevado, além
dos riscos a estrutura nativa do colageno ja mencionados anteriormente. Portanto,
para definir o solvente a ser empregado neste estudo, a Te e a Py foram as
propriedades definidas para serem comparados, ja que estas medidas indicam a

facilidade com a qual um solvente se volatiliza

Por apresentar maior Te € menor Py dentre todos os solventes elencados,
o DMSO foi o primeiro solvente desconsiderado para este fim. O cloroférmio, o THF e
o acido cloridrico foram descartados em virtude de seus riscos quimicos, a toxicidade
aguda de ambos e a suspeita de causar cancer do primeiro. Em algumas situacdes
foi testado o emprego de aquecimento do ar usado na fiagdo ou da atmosfera do
equipamento de producdo das fibras e, portanto, o acetato de etila também foi
desconsiderado para uso como solvente por ser altamente inflamavel, um risco
potencializado em processamentos que usam calor. Deste modo, restaram o etanol,
a agua e os acidos formico e acético para testar como solventes para os polimeros

testados.
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5.3.1. Efeitos do etanol sobre solugdes de colageno em acido acético

As primeiras solugbes de colageno de pele de tilapia testadas foram
solubilizadas a 2,0 % em solugdes diluidas de acido acético (pH 3,0) com etanol (0O,
20 ou 30 % em volume no solvente), visando aumentar a taxa de evaporagéo do
solvente durante a fiacdo. Contudo, altas concentracdes de etanol na composicao do
solvente (acima de 30%) provocavam a precipitagdo do colageno, o que motivou o
estudo reoldgico de solugdes de colageno com diferentes concentragdes deste alcool,

na tentativa de avaliar a viabilidade do uso de etanol.

Inicialmente foram avaliados os modulos elastico e viscoso (G’ e G”,
respectivamente) em funcédo da deformacdo e da tensdo oscilatéria (Figura 14). A
regiao viscoelastica linear foi definida como 2%, valor empregado nas medidas de
viscosidade complexa em fungdo da temperatura. Todo material viscoelastico
apresenta uma resposta a tensdes que esta entre a de um solido elastico e a de um
liquido viscoso e a analise reoldgica de solugdes poliméricas ou polimeros fundidos
permite caracterizar o perfil de deformagcdo de um material e correlacionar este
comportamento com sua composicéo e estrutura, por exemplo.

Figura 14 - Modulos G' e G" em fungéo da deformagéo (A) e da tens&o oscilatéria (B) para amostras

de colageno de peixe (2,0 %) em acido acético pH 3,0 com diferentes concentragdes de etanol.
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Fonte: autoria propria.

Os valores de deformacao ao fim da regido viscoelastica linear (RVL), do
modulo elastico nesta deformacgao critica (G’rvL), do ponto de fluxo (1r, deformagao na
qual G’=G”) e seu correspondente modulo (Gr) e do fator de perda (tand) para as

solugdes com diferentes teores de etanol sdo apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 — Valores dos parametros extraidos do ensaio oscilatorio para as amostras de colageno de
peixe (2,0 %) em acido acético pH 3,0 com diferentes teores de etanol.

0% etanol 20% etanol 30% etanol

RVL (%) 7,69 + 6,672 2591 +£0,50° 11,66 + 0,26°
G'rv. (Pa) 230,6 +69,42 17,87 +0,82° 10,35+ 1,00°

11 (%) 123,0+21,02 80,79+7,13°® 40,41+0,73°
Gt (Pa) 61,9+ 11,42 12,53 £ 0,20° 4,58 £ 0,20°
tand 0,29 + 0,072 0,76 + 0,04° 0,51 +0,03°

Fonte: autoria prépria. Valores com a mesma letra sobrescrita (a-c) ndo séo significativamente
diferentes (p=0,05).

Para todas as concentragdes de etanol foi observado um perfil tipico de
materiais com comportamento de fluidos predominantemente sdlidos, isto é, com
G’>G”, caso em que o as deformacdes ocorridas mediante uma tensdo sdo mais

elasticas que viscosas, evidente também pelas medidas de tand. O fator de perda
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(tan®) é calculado pela relacdo G”/G’ ao fim da RVL e esta relacionado com a
habilidade de um material amortecer uma tensdo. Como para todas as amostras
tand < 1, estas sao consideradas fluidos predominantemente elasticos. Mas é
possivel notar também que a adigdo de etanol aumenta o valor de tand, o que indica
que a predominancia de G’ sobre G” esta diminuindo, isto &, esta ocorrendo um

aumento do carater de liquido viscoso nas solugdes de colageno.

A adicao de etanol na faixa de 20% aumentou a deformagéo da solugao de
colageno frente a aplicagao de uma tensao, visivel pelo aumento da RVL, contudo,
este efeito foi perdido com o aumento da concentracao do solvente testado. Esta
capacidade do etanol de enfraquecer as interagdes nas redes poliméricas do colageno
foi observada novamente ao comparar os valores de G’rvL, Tr € Gf, das amostras com
diferentes concentragdes do alcool. Todas estas variaveis foram significativamente
reduzidas com a adicdo de etanol e estes pardmetros indicam, respectivamente, a
tensao aplicada para que se perca a relagao linear entre tensédo e deformacao (efeito
relacionado a mudangas nao reversiveis na microestrutura dos fluidos), a tenséo a
partir da qual ocorre uma inversao do comportamento das solugdes, passando a ser
predominantemente o de um liquido viscoso e a deformagao dos fluidos no momento
desta inversdo do perfil de comportamento reoldgico. De modo geral, a perda de
estabilidade do fluido com adi¢ao de etanol indica que o solvente deve estar reduzindo

interacdes intermoleculares que estabilizam a proteina em solucao.

O estudo da viscosidade complexa (|n*|) em funcéo da temperatura (Figura
15) permite observar alteragbes na capacidade das solugdes de resistir ao
escoamento sob cisalhamento e na desnaturacdo do colageno em decorréncia da

adicao de etanol.
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Figura 15 - Viscosidade complexa para as solugbes de colageno de pele de tilapia (2,0 %) em acido

aceético pH 3,0 com diferentes concentragdes de etanol em fungdo da temperatura.
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Fonte: autoria propria.

A primeira evidéncia de desestabilizacdo do colageno pelo etanol é a
reducdo gradativa de viscosidade entre 15 e 30°C em oposi¢do a amostra sem o
alcool, que apresenta viscosidade constante neste intervalo. Os valores de Tq e
viscosidade complexa a 20°C (|r]*|20°C) estdo na Tabela 12.

Tabela 12 - Valores de Td e viscosidade a 20°C para as amostras de colageno de pele de tilapia
(2,0 %) em acido acético pH 3,0 com diferentes teores de etanol.

0% etanol 20% etanol 30% etanol
7,00 34,5 + 0,3 31,5+ 0,3 35,1 + 0,5
Il (Pas) 4444840 317+003® 0,70 £0,01°

Fonte: autoria prépria. Valores com a mesma letra sobrescrita (a-b) ndo séo significativamente
diferentes (p=0,05).

As reducgbes drasticas de viscosidade com adigdes de etanol evidenciadas
pelos dados da Tabela 12 sdo mais um indicio da desestabilizacdo do colageno, pois
este efeito € comumente resultado de reducbes de massa molar, por exemplo, por
despolimerizagcéo ou da redugao na formacgédo de emaranhados, evento resultante da
reducido de interacdes intermoleculares na macromolécula. Por outro lado, as

mudancas de Td com a adi¢ao de etanol ndo se mostraram constantes, apresentando
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uma redugao significativa no valor a 20% de etanol e se mantendo inalterado com
30% de etanol. Corroborando estes resultados, Gopinath et al. (2014) relataram que
a baixas temperaturas (5°C) concentragbes de até 40% (v/v) de etanol ndo afetaram
a estabilidade da hélice tripla do colageno, contudo, a temperaturas proximas de 34°C

sua estrutura se tornou altamente instavel termodinamicamente na presenca do
solvente.

Os perfis de viscosidade em funcédo da taxa de cisalhamento para estas
solugdes sao mostrados na Figura 16. Assim como nos ensaios reolégicos anteriores,
a observacao das curvas de viscosidade revela uma redug¢do da viscosidade com o
aumento da concentracao de etanol.

Figura 16 - Viscosidade em fungéo da taxa de cisalhamento para solugbes de colageno de pele de

tildpia (2,0 %) em acido acético pH 3,0 com diferentes concentragdes de etanol.
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Fonte: autoria propria.
Para quantificar as mudangas observadas as curvas foram ajustadas ao
modelo da Lei das Poténcias, de Ostwald-de-Waele (Equagao 1), onde k é o indice
de consisténcia do fluido, n é o indice de comportamento do fluido, y é a taxa de

cisalhamento e t a tensdo cisalhante.

7 = ky™ (1)
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Os valores de k, n e da viscosidade a 1 Hz (n++z) estdo na Tabela 13, sendo
k diretamente relacionado com a viscosidade da solu¢éo e o valor de n usado para

classificar o tipo de comportamento observado para o fluido.

Tabela 13 - Valores de k, n e viscosidade a 1,0 Hz para as amostras de colageno de pele de tilapia
(2,0 %) em acido acético com diferentes teores de etanol.

0% etanol 20% etanol 30% etanol
k (Pas) 92,0+ 8,72 5,07 + 0,28 1,48 + 0,24°
n 0,1091 0,4043 0,4906

n (Pas) 90,8 +6,72  4,91+0,14> 235+0,47°
Hz

1

Fonte: autoria prépria. Valores com a mesma letra sobrescrita (a-b) ndo séo significativamente
diferentes (p=0,05).

A reducdo na resisténcia ao escoamento perceptivel na Figura 16 se
mostrou confirmada pela redugao nos valores de k e ni+; com a adicdo de etanol.
Todas as amostras demonstraram comportamento pseudoplastico (n<1), o que
significa que estes materiais apresentam reducao da viscosidade com o aumento da
taxa de cisalhamento, comportamento tipico de solugdes poliméricas ou polimeros

fundidos. Pode-se notar para n que seu valor aumentou com a adi¢cao de etanol,

aproximando mais o comportamento das amostras ao de um fluido newtoniano.

Os ensaios de recuperagao, representados pelo grafico da amostra com

20% de etanol pode ser observado na Figura 17.
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Figura 17 - Grafico de recuperacao em fungéo do tempo para a solugéo de colageno de pele de

tildpia (2,0 %) em acido acético pH 3,0 com 20% de etanol.
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Fonte: autoria propria.
Durante estes ensaios uma tensao constante é aplicada e a deformacéao é
medida até que esta seja cessada, verificando entdo a recuperacédo da deformacéao

pelo material. Os valores de deformagdo maxima (Dmax) € taxa de recuperagéo (Tr)
para as diferentes amostras estdo na Tabela 14.

Tabela 14 — Valores de Dmax € Tr para as amostras de colageno de pele de tilapia (2,0 %) em acido
acético pH 3,0 com diferentes teores de etanol.

0% etanol 20% etanol 30% etanol
Drmax 0,05 + 0,012 0,98 + 0,04° 11,2+ 0,3¢
T: (%) 54,8 + 11,62 37,3 +0,5° 2,48 +0,18°

Fonte: autoria prépria. Valores com a mesma letra sobrescrita (a-c) ndo séo significativamente
diferentes (p=0,05).

Os ensaios mostraram a obtencdo de um material mais facilmente
deformavel e com menor recuperacido da deformacdo com a adicao do etanol. Este
resultado vai de encontro aos resultados de tand, que apontam para um aumento do

maodulo viscoso em relacéo ao elastico com a adicdo do alcool.

Todos estes resultados indicaram que a adigao de etanol afeta fortemente
as propriedades reoldgicas das solugdes de colageno em acido acético (pH 3,0),
reduzindo suas interagdes intermoleculares, temperatura de desnaturacéo,

recuperagao viscoelastica e viscosidade. As propriedades reoldgicas das solugdes
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poliméricas afetam diretamente sua capacidade de produzir fibras, portanto, o uso de
etanol para este fim pode contribuir para a obtencao de fibras por SB-Spinning, ja que
além de sua maior volatilidade em comparacdo a agua e ao acido acético, este
solvente parece diminuir as interagdes entre as cadeias de polimero, resultando em
solugcdes mais facilmente deformaveis e fluidas, facilitando o fornecimento da solugéo
através da agulha e a formacao dos jatos que devem resultar nas fibras ultrafinas.
Contudo, seu uso deve ser limitado a concentragdes de até 30% na solubilizagao de

colageno, visando preservar suas propriedades e a homogeneidade de suas solugdes.
5.3.2. Efeitos da acidez sobre solugées de colageno e gelatina em HAc

Ao testar a fiagao por SB-Spinning de solugdes de colageno e gelatina com
diversos solventes (Segao 5.4), dentre eles acido formico (98%), acido acético (pH 2,0
ou 3,0, com ou sem etanol), além de dgua e agua/etanol exclusivamente para gelatina
- todos sem sucesso na obtencédo de fibras - percebeu-se que algumas solugbes
apresentavam certas vantagens durante a fiagdo no que se refere a facilidade de

transferéncia da seringa para a agulha e na formagao de jatos estaveis.

As solugdes de gelatina em agua e em agualetanol, por exemplo,
apresentaram a dificuldade de gelificar em temperatura ambiente, impossibilitando
sua transferéncia até a agulha. Ja ao comparar as solugdes de acido acético a pH 2,0
ou 3,0 com a solucao de acido férmico 98% notou-se que com o aumento da acidez
das solugdes havia um ganho de fluidez e da homogeneidade das solugdes, o que
resultava em uma maior facilidade de transporte até a agulha e na estabilizagdo dos
jatos. Como a literatura reporta uma possivel degradacao da gelatina em acido férmico
com o passar do tempo (Ki et al., 2005), decidiu-se por avaliar os efeitos da acidez do
solvente sobre as propriedades reologicas das solugdes de colageno e gelatina
empregando solugdes aquosas de acido acético. Inicialmente os modulos elastico (G’)
e viscoso (G”) foram avaliados em funcédo da deformacgéo e da tensao oscilatoria e

sdo mostrados nas Figuras 18 e 19, para o colageno e a gelatina, respectivamente.
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Figura 18 - Médulos G' (m) e G" (0) em fungao da tensdo oscilatéria (A) e da deformagao (B) para
amostras de colageno de pele de tilapia (3,0 %) em solugdes com diferentes concentragbes de acido

acético.
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Figura 19 - Médulos G' (m) e G" (o) em fungéo da tensdo oscilatéria (A) e da deformagéo (B) para

amostras de gelatina (5,0 %) em solugdes com diferentes concentragdes de acido acético.
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Com o aumento da concentragdao de HAc foi observada a transicdo de

materiais predominantemente elasticos (G'>G”), isto €, com comportamento mais

proximo ao de sdlidos, para materiais com o comportamento tipico de liquidos, ou

seja, predominantemente viscosos (G”>G’) para ambos os polimeros. Este efeito foi

acompanhado de uma brusca reducao nos valores dos médulos e do estreitamento
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da RVL com o aumento da acidez, sobretudo para as amostras com 30% de HAc ou
mais, culminando com o desaparecimento da RVL nas amostras de colageno e
gelatina com 80 e 90% de acido acético, respectivamente. Estes resultados séo todos
indicios da reducdo nas interagbes intermoleculares e dos emaranhamentos
envolvendo as moléculas destas proteinas. Os valores dos parametros obtidos pela
analise destas curvas para as amostras com 2,5 a 10% de HAc estdo reunidos na
Tabela 15. Como as demais amostras apresentaram RVL muitos estreitas ou
inexistentes nas faixas de tensao estudadas e seus valores diferem muito pouco entre

si, optou-se por focar a atengdo nas amostras menos acidas neste ensaio.

Tabela 15 — Valores dos parametros extraidos dos ensaios oscilatorios para as amostras de colageno
de pele de tildpia (3,0 %) e gelatina (5,0 %) em fung&o da concentragéo de &cido acético.
HAc (%) RVL (o/o) G’ruL (Pa) tand Ts (%) G (Pa)

2,5 122+58 29380 0,20 + 0,04 9516 11129
Colageno 5,0 31,8+35 11,125 0,77+005 137+x72 76+0,5

10 54,7+6,1 0,73+0,03 23+03 - -

2,5 221+0,13 815+83 0,062+0,0056 58+3 191 £ 23
Gelatina 5,0 286+063 219+30 0,100+0,004 43419 74084

10 8,05+0,82 8,84+1,82 0425+0,010 541+54 49%1,0

Fonte: autoria proépria.

Para todas as amostras com exce¢ao do colageno em 10% de HAc o fator
de perda tand (G”/G’ ao fim da RVL) foi menor que 1, indicando o comportamento de
um fluido elastico para as amostras menos acidas. Contudo, é possivel notar que a
acidificagdo destas solugdes leva a aumentos gradativos deste parametro, como ja
indicado anteriormente pela mudanca do comportamento mais elastico das solugdes
menos acidas para um comportamento tipico de liquidos. A acidificacao das solucdes
leva ainda a aumentos nos valores de deformacao ao fim da RVL com redugdes de
seu modulo elastico, G'rvi, resultados associados a uma redugéo da forga dos géis

(Naji-Tabasi; Razavi, 2017) formados por estas solucdes.

A caracterizagéo reolégica em fungédo da frequéncia de oscilagédo é uma
boa ferramenta para determinar se um fluido se comporta como uma solugéo
concentrada, diluida ou como um gel, pois a variagédo desta frequéncia permite

analisar as amostras sob deformagdes com diferentes tempos de relaxamento. A Fig.
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20 apresenta os modulos G’ e G” em fungao da frequéncia angular para as amostras

de colageno e gelatina com diferentes concentragbes de HAc.

Figura 20 - Modulos G' () e G" (o) em fungdo da frequéncia angular de oscilagdo para amostras de

(A) colageno de pele de tilapia 3,0 % e (B) gelatina 5,0 % em solu¢des com diferentes concentracdes

de acido acético.
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Frequéncia angular (rad s™")

Os graficos em fungéo da frequéncia permitem a classificagdo das solugdes

por meio da determinagao do ponto de entrecruzamento entre os médulos G’ e G”
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(Lai; Li; Li, 2008). Para tanto, os valores de frequéncia onde ha a inversdo dos
modulos, indicando a transicdo de um material mais liquido para um material mais

elastico sao indicados na Tabela 16.

Tabela 16 — Classificacdo das amostras de colageno de pele de tilapia (3,0 %) e gelatina (5,0 %) em
funcéo da concentragdo de HAc pelos resultados dos ensaios de frequéncia de oscilagao.

HAc (%) G’=G” (rad s™) Classificacao

2,5 <01 Gel

5,0 1,1+£0,2 Solugao concentrada

10 1,3+ 0,1 Solugao concentrada
Colageno

20 >100 Solugéo diluida

40 >100 Solugao diluida

80 >100 Solugéo diluida

2,5 <0.1 Gel

5,0 <0.1 Gel

10 9.18 £1.72 Solugao concentrada
Gelatina

30 71+10 Solugao concentrada

60 >100 Solugéo diluida

90 >100 Solugao diluida

Fonte: autoria proépria.

As amostras de colageno em 2,5% de HAc e as amostras de gelatina com
2,5 ou 5,0% do acido se comportaram como géis (G'>G” para toda a faixa de
frequéncia analisada), enquanto as amostras com 5,0 e 10% para o colageno e 10 e
30% para a gelatina apresentaram um perfil de solu¢des concentradas, isto €, com a
inversdo de G’ e G” na faixa de frequéncia de oscilagdo analisada. As demais
amostras foram classificadas como solug¢des diluidas, pois para estas G”>G’ durante
toda a analise, isto é, se comportam tipicamente como liquidos independente das
mudangas no tempo de relaxamento das medidas. Estes resultados corroboram a
hipétese de o acido acético estar atuando na reducéo das interagdes intermoleculares
e emaranhamentos nas solugdes, pois aumentos na sua concentracao levam a

mudancgas semelhantes as observadas com a diluicdo de solugdes poliméricas.

As Figuras 21 e 22 apresentam os graficos de viscosidade complexa (|n*|)
em funcéo da temperatura e da viscosidade em fungéo da taxa de cisalhamento para

as solugdes de colageno e gelatina, respectivamente.



Figura 21 — Viscosidade para as solugbes de colageno de pele de tilapia (3,0 %) em diferentes
concentragdes de acido acético em fungéo (A) da temperatura e (B) da taxa de cisalhamento.
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Figura 22 — Viscosidade para as solugbes de gelatina (5,0 %) com diferentes concentragbes de acido
acético em fungao (A) da temperatura e (B) da taxa de cisalhamento.
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Fonte: autoria propria.
As curvas em funcéo da taxa de cisalhamento foram ajustadas ao modelo
de Lei das Poténcias, de Ostwald-de-Waele (Equagéo 1) e os valores de viscosidade

complexa a 20°C (n*20°c), k € n, bem como de Tq estdo listados na Tabela 17.
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Tabela 17 — Valores de k, n e viscosidade complexa a 20°C para as amostras de colageno de pele de
tildpia (3,0 %) e gelatina (5,0 %) em funcéo da concentracdo de acido acético.

HAc (%) Td (°C) N*20.c (Pa s) k (Pas) n
2,5 33,6+0,2 21,1+1,9 49,6 +1,3 0,240
5,0 32,9+0,2 1,8+0,1 7,31+ 0,09 0,349
10 30,0+0,6 0,125+ 0,005 0,28 £ 0,02 0,668
Colageno
20 - 0,0196 + 0,0001 0,019 = 0,001 0,973
40 - 0,0232 + 0,0002 0,0282 +0,0001 0,978
80 - 0,049 + 0,002 0,057 + 0,001 0,956
2,5 34,1 13948 79,916,0 0,3036
5,0 31,9+0,6 27,1+3,5 19,7+1,6 0,2915
10 34,3+0,1 1,00£0,11 1,1240,26 0,6050
Gelatina
30 - 0,020+£0,001 0,0216£0m0004 0,9946
60 - 0,029+0,001 0,0298+0,0007 0,9982
90 - 0,037+0,001 0,0342+0,0009 0,9981

Fonte: autoria propria.

Embora também denominada Td (temperatura de desnaturagéo), esta
medida obtida por reologia estd mais ligada a quebra de liga¢gdes de hidrogénio e
outras interagbes que podem até levar a formacado de cadeias com organizagao
aleatodria do que ao rompimento de ligagcdes cruzadas que ocorre nas analises por
DSC (Jeevithan et al., 2014; Lewandowska; Szulc; Sionkowska, 2021), o que permite
que se observe este tipo de evento térmico mesmo para amostras de gelatina. Assim
como observado para a adi¢cao de etanol, o aumento da acidez dos solventes (de 2,5
a 10% de HAc) estudados levou a redugao na Td para as duas proteinas, com uma
recuperagao do valor inicial pela amostra de gelatina em 10% de acido acético. Com
solugdes mais acidas este comportamento de reducdo da viscosidade com o
aquecimento sequer € observado, 0 que pode indicar que nestas concentragdes de
HAc, interacbes como ligagcdes de hidrogénio ja tenham sido todas (ou em sua

maioria) suprimidas pelas interagdes do polimero com o solvente.

Os valores de n*x-c e k diminuiram com o aumento da acidez até a

concentracdo de 20% para ambos os polimeros. Acima dessa concentragdo os



83

valores de n*20°C e k voltaram a aumentar, embora com diferengas muito menores
qgue as observadas entre as amostras menos acidas. A reducgéo dos valores de n*2o°c
e k observada entre as amostras com 2,5 e 10% de HAc pode estar relacionada a
uma completa eliminacido das estruturas terciarias do colageno e da destruicdo das
porcdes helicoidais da gelatina em virtude da elevada concentracédo de acido. Ja o
aumento de n*x°c € k a partir de 40% pode ser explicado pela maior viscosidade do
HAc (1,12 cP) em relagdo a agua (1,002 cP). Uma vez que as interagdes
intermoleculares entre as moléculas de colageno ou gelatina ndo sdo mais as
interacbes preponderantes, a resisténcia do fluido em escoar tende a ser
consequéncia do solvente empregado, explicando o efeito observado. Por fim, é
possivel notar pelos valores de n que com o aumento da acidez as solugdes
caracteristicamente pseudoplasticas (n<1) passam a ter um comportamento mais
proximo ao de um fluido newtoniano (n=1), uma confirmacado da supressido das

interagdes intermoleculares destes polimeros.

Este conjunto de ensaios evidenciou a importante influéncia da acidez dos
solventes sobre as propriedades reoldgicas das solugdes de colageno e gelatina. A
classificacdo destas solugbes por ensaios de frequéncia permitiu afirmar que as
solugdes de colageno e gelatina com a partir de, respectivamente, 20 ou 60 % de HAc
devem ser solugdes mais indicadas para processamentos nos quais se requer uma
alta fluéncia da amostra, como nas técnicas de producao de fibras ultrafinas, nas quais

uma solugao precisa ser fornecida por meio de injegdo em uma fina agulha.

Por fim, embora os efeitos do etanol tenham se assemelhado em muitos
pontos aos efeitos do acido acético sobre as propriedades reoldgicas destas solugoes,
aumentos no teor de etanol levaram a precipitagdo do colageno, conforme
mencionado anteriormente. Por outro lado, 0 aumento da acidez das solu¢des nao sé
contribuiu para o aumento da fluidez das solu¢gdes como aumentou a solubilidade dos
polimeros, o que levou a escolha do acido acético 90% como o solvente usado para

producao das fibras.
5.3.3. Efeitos da concentragao sobre solugdes de colageno e gelatina em
acido acético 90%

Tendo encontrado um solvente que permite a solubilizacdo de
concentragcdes maiores do colageno, os efeitos da concentragao desta proteina e da

gelatina sobre a fluidez de suas solugbes foram testados. Os perfis de viscosidade em
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funcao da taxa de cisalhamento para as solugdes de colageno de pele de tilapia e de

gelatina em HAc 90% sao mostrados na Figura 23.

Figura 23 - Viscosidade das solu¢des de colageno (m) e gelatina (A)a (m/A) 5, (m/A)10 e (m/A)
15% em HAc 90%.
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Fonte: autoria propria.

A analise das curvas da Figura 23 revela que o aumento na concentragao
dos polimeros aumenta a viscosidade das solucdes, o que é esperado em fungao do
aumento na probabilidade de formacdo de emaranhamentos com o aumento do
numero de macromoléculas em solucdo. Fica evidente também que a viscosidade das
solugdes de colageno é sempre maior que a das solugdes com a mesma concentracao
de gelatina, o que pode estar relacionado a interagdes mais fortes entre o solvente
com colageno que com a gelatina, ja que nesta concentragao de acido a formacgao de
emaranhados e interagdes intermoleculares nas proteinas € esperado que ocorra em
menor magnitude que as interacdes dos polimeros com o solvente (Se¢ao 5.3.2). As
curvas de viscosidade foram ajustadas ao modelo de Lei das Poténcias (Equacgéao 1)

e os valores de k e n sao apresentados na Tabela 18.
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Tabela 18 — Valores de k, n e ni1z para as amostras de colageno e gelatina em HAc 90%.

Concentragao (%) k (Pas) n
5 0,033 £ 0,001 1,00
Gelatina 10 0,149 £ 0,004 0,995
15 0,532 £0,018 0,974
5 0,123 £ 0,014 0,964
Colageno 10 0,808 + 0,039 0,911
15 2,38+0,01 0,953

Fonte: autoria proépria.

A analise dos dados da Tabela 18 confirma a reducao de viscosidade com
a redugdo da concentragdo dos polimeros observada pelas curvas, ja que a diluigao
destas solucdes também levou a reducdes nos valores de k. Além disso, é possivel
observar que todas as amostras apresentaram perfil muito préximo ao de fluidos
newtonianos (n=1), isto &, indicando que estas solug¢des praticamente nao apresentam

variacao de viscosidade em funcao da taxa de cisalhamento.

Preocupado com os possiveis efeitos de degradagéo a longo prazo destas
solugdes, a estabilidade dos polimeros em solucao foi avaliada acompanhando a
variagao da viscosidade em fung¢ao do tempo e é apresentada na Figura 24. Amostras
com 10% de colageno ou gelatina foram armazenadas a 4°C e apds equilibrio térmico
com a temperatura ambiente suas viscosidades foram medidas, usando o valor de

viscosidade a 1 s*! de taxa de cisalhamento para construgdo dos graficos a seguir.
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Figura 24 - Viscosidade em fung¢éo do tempo de estoque a 4°C para as amostras a 10% em HAc

90% de (m) colageno e (A) gelatina.
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Fonte: autoria proépria.

A Figura 24 evidencia que os polimeros apresentaram redugcédo da
viscosidade em funcédo do tempo de estoque, com redugcbes mais severas sendo
observadas para o colageno, o qual apresenta perda de estabilidade ja apos um dia
de estoque. Ki et al. (2005) reportaram efeito similar para solugdes de gelatina em
acido férmico, o que relacionaram a uma degradagado do polimero. Redugdes de
viscosidade podem estar ligados, por exemplo, a supressao de interagdes, a diluigdo
ou a reducdo da massa molar, o que aconteceria por despolimerizacido das

macromoléculas. De todo modo, buscando minimizar os efeitos observados com o
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estoque destes polimeros em solugdo de HAc 90% se estabeleceu o protocolo de
preparar as solugdes usadas para producao das fibras na noite anterior a SB-Spinning
com o uso ja pela manha, limitando seu tempo de estoque ao periodo de 18h desde

o inicio da solubilizacido das proteinas.
5.4. Fiagao por sopro em solugao

Embora parte dos desafios encontrados na producgao de fibras de colageno
e gelatina por SB-Spinning tenham sido reportados nas Sec¢bes 5.2 e 5.3 ao justificar
o colageno e o solvente escolhidos para este fim, as diferengas de solubilidade,
homogeneidade e propriedades reoldgicas das solugdes nao foram os Unicos fatores
considerados para excluir algumas solu¢des. Em vista da diversidade de parametros
envolvidos neste processamento, dentre os quais, solvente, tipo e concentracao do
polimero, condi¢des de processamento como vazao da solugdo polimérica, pressao e
distancia de trabalho, temperatura do gas usado, dentre outros, varias condigdes de
fiacdo foram testadas com solugbes que viriam a ser desconsideradas posteriormente

para as amostras de gelatina (Tabela 19).

Tabela 19 — Testes de fiagdo por sopro em solugéo feitos com as solu¢des de gelatina.
Concentragdo Vazao Pressao Distancia

Solvente Desfecho
(%) (mL/h)  (psi) (cm)
Agua 4,6, 8,10 18, 36 30, 60 20 Solugéo gelifica e nao fia
Agualetanol 12,18, 30, 45, Solugéo gelifica e nao fia
4,8,10, 12 20
(9:1) 30, 36 60 mesmo com ar a 32°C
Agualetanol 30, 50,
15 1,2a6 20, 25, 30 Nao fia
(1:1) 60, 70
Acido 1,8a 30, 60,
10 15, 25 Nao fia
férmico 7,2 90
HAc/agua Solvente volatiliza
15 18,36 30, 60 20 _ o
(9:1) parcialmente e nao fia
HAc/agua 3,6a
10, 15 30 25 Produz fibras
(9:1) 10,8
HAc/agua 3,6a
5 30 25 Nao fia
(9:1) 10,8

Fonte: autoria prépria.
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As primeiras solu¢gdes de gelatina testadas quanto a sua capacidade de
fiacdo por SB-Spinning foram as solugbes aquosas, com concentragdes de 4 6, 8 e
10%, a uma distancia de trabalho de 20 cm e valores de presséo de 30 ou 60 psi, com
vazdes de 18 ou 36 mL h'. Em todas as condi¢bes testadas nao foi possivel obter
fibras de gelatina e a primeira dificuldade encontrada com estas solugdes foi sua
gelificacéo ao resfriar abaixo de 37°C, ja que nestes casos o fornecimento de solugao
era interrompido, uma vez que o aumento na forga do gel em virtude da gelificagao da

gelatina impedia o movimento do émbolo pela bomba de injegao.

Quando testada enquanto fluida, todas as amostras resultaram na
formacgao de goticulas de solugao, indicando uma baixa volatilizagao do solvente.
Zhang et al. (2009) reportaram a eletrofiagdo de solugdes aquosas com 30 a 40% de
gelatina (25 kDa) por meio do uso de um sistema aquecido de fiagdo, no qual todo o
ambiente da camara de fiacdo era aquecido a 35-50°C. Estes autores podem ter tido
sucesso na fiagao principalmente em virtude da temperatura empregada, uma vez que
nestas condi¢des, tanto a fluidez da gelatina quanto uma mais facil volatilizagdo do

solvente podem estar sendo alcangadas.

Ja as solugdes de gelatina em agual/etanol (9:1 v/v) foram testadas nas
concentracoes de 4, 8, 10 e 12%, com distancia de trabalho de 20 cm, a valores de
pressao de 30, 45 ou 60 psi e vazao de 12, 18, 30 ou 36 mL h-'. Em todas as condigbes
testadas também nao foi possivel obter fibras. Assim como para as solugdes aquosas,
as dificuldades encontradas para estas solugdes foram a gelificacdo da gelatina e a
dificuldade em volatilizar o solvente. Li e colaboradores (2006) produziram fibras de
gelatina por eletrofiagdo empregando este solvente com uso de um sistema de
aquecimento. Um sistema de aquecimento de ar foi testado na tentativa de melhorar
a volatilizagdo do solvente, contudo, apesar de na saida da agulha o ar pressurizado
alcangar 32°C, com sua expansao a temperatura do gas era reduzida rapidamente,

de modo a n&o alterar os resultados obtidos com estas solugdes.

Buscando melhorar a volatilizacdo do solvente durante a fiagéo, foi testada
uma solugdo com 15% de gelatina em um solvente com mais etanol, usando
agual/etanol (1:1 v/v) com distancias de trabalho de 20, 25 ou 30 cm a valores de
pressao de 30, 50, 60 ou 70 psi e taxas de alimentagdo de 1,2 a 6 mL h' (1,2; 1,5;
1,8; 2,4; 3,6 e 6,0). A adicédo de etanol em maior concentragao facilitou o manuseio da

solugédo, reduzindo o aumento de viscosidade com o resfriamento da solugéo devido
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a gelificagdo. Porém, mesmo com a maior concentragcdo de etanol, para todas as

condicbes testadas também nao foi possivel obter fibras de gelatina.

Ki et al. (2005) reportaram a eletrofiacdo de gelatina usando acido férmico
como solvente em um estudo onde indicam, inclusive, a capacidade deste solvente
de impedir a gelificagdo da gelatina como uma vantagem no seu uso, uma vez que
facilita sua manipulagdo sem a necessidade de aquecimento da solugdo. Contudo,
este solvente pode levar a degradacdo de solugcbes do polimero, conforme ja
mencionado anteriormente na Secdo 5.3.3. Portanto, uma solu¢cado 10% de gelatina
em acido formico foi testada com distancia de trabalho de 15 ou 25 cm, a valores de
pressao de 30, 60 ou 90 psi e taxas de alimentagao de 1,8; 3,6; 5,4 ou 7,2 mL h-'. Em
nenhuma das condigdes testadas obteve-se fibras de gelatina. Apds estoque das
solucdes por 10 dias a 4°C os testes foram repetidos para investigar se a possivel
degradacéao ocasionada pelo acido férmico afetaria sua capacidade de produzir fibras,

porém, tal teste também nao resultou na obtengao de fibras de gelatina.

Uma solugéo 15% de gelatina em acido acético/agua (9:1 v/v) foi testada
com distancia de trabalho de 20 cm, a valores de pressdo de 30 ou 60 psi e taxas de
alimentagéo de 18 ou 36 mL h'. Em nenhuma das condi¢des testadas foi possivel
obter fibras de gelatina, contudo, notou-se a deposi¢cao de uma solugdo mais viscosa
no coletor durante os testes, o que poderia indicar uma concentracdo da solugéo
durante os testes e, portanto, uma volatilizacdo parcial do solvente. Os testes foram
repetidos com uma distancia de trabalho de 25 cm, a presséo de 30 psi e vazéo de
3,6; 7,2 ou 10,8 mL h''e nessas condigdes de maior distancia de trabalho e menores
vazoes foi possivel obter fibras, embora eventualmente houvesse variagdes no jato
de solucdo polimérica. As mesmas condi¢des foram testadas para amostras com 5 e
10% de colageno, resultando em formacéo de fibras no caso da amostra com 10% do
polimero. Detalhes sobre as fibras obtidas com estas solugbes sao apresentados na
Secdo 5.4.2.

Os resultados obtidos na fiagao da gelatina indicaram que para produzir
fibras ultrafinas por fiagcdo por sopro em solugdo s&o necessarias solugdes
concentradas, portanto, uma maior solubilidade é uma propriedade fundamental para
a aplicacao aqui estudada. Embora o colageno de peixe tenha sido o que apresentou
melhores resultados de solubilidade e que resultou em solu¢gées mais homogéneas,

uma amostra de colageno de tendao bovino tratado com pepsina também foi testada
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antes da extracado do colageno de peixe e os resultados dos testes de fiagdo por SB-

Spinning sado apresentados na Tabela 20.

Tabela 20 — Testes de fiagdo por sopro em solucdo feitos com as solugdes de colageno.
Concentragdo Vazdao Pressdao Distancia

Colageno Solvente . Desfecho
(%) (mL/h)  (psi) (cm)
Jato
HACaq3 0/etanol 2,5, 20, 30, instavel,
CBE 1,0 25
(1:1) 10, 20 60 com
grumos
Jato
HACaq3 0/etanol 3,6a 30,45, _
CP 0,5a2,0 25 instavel,
(2:1) 20 60 o
nao fia
CP HAc (pH 2,0) 3 2a9,6 30,60 25 Nao fia
36e
CP HAc 90% 5 - 10 25 Nao fia
Muito
3,6a
CP HAc 90% 15 10.8 10, 20 25 viscosa,
’ nao fia
0,5a Produz
CP HAc 90% 10 10 10a 30
7,2 fibras

Fonte: autoria prépria. CBE — colageno bovino enzimaticamente tratado com pepsina; CP — colageno
de peixe extraido por solubilizagdo acida. HACaq,0) — solugdes aquosas de acido acético a pH 3,0;
Inicialmente solugbes de colageno bovino tratadas com pepsina foram
testadas na produgcdo de fibras por SB-Spinning, contudo, devido a falta de
homogeneidade das solugdes, jatos instaveis eram obtidos em virtude de grumos
presentes nestas solucdes impossibilitarem um fornecimento ininterrupto e uniforme

da solucédo polimérica.

Em seguida, solugbes com 0,5; 1 e 2% de colageno de peixe solubilizados
em acido acético (pH 3,0)/etanol 2:1(v/v) foram testadas em diversas condicdes
também sem sucesso na obtencao de fibras. Percebeu-se entdo que a solubilidade
baixa do colageno nessas solugdes poderia ser uma limitagdo, motivo pelo qual se
decidiu usar solventes sem etanol (ja que o alcool leva a precipitagdo de colageno em

concentracdes acima de 2%).
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Apos falhar em obter fibras com uma solugao de colageno de peixe a 3%
em acido acético (pH 2,0) testada em diversas condi¢cdes de vazao e pressao, decidiu-
se diminuir a concentracdo de agua usada nos solventes, aumentando a acidez das
solugdes, uma vez que os resultados da Sec¢éao 5.3.2 indicaram um aumento da fluidez
das solucbdes de colageno e gelatina com o aumento da concentracdo de acido
acético, levando inclusive a uma transicdo de solugbes com comportamento

caracteristico de géis para solugdes com carater de solugdes poliméricas diluidas.

Solugbes de colageno a 5 e 15% em acido acético 90% foram entéo
testadas com distancia de trabalho de 25 cm, a diversos valores de pressao e vazao.
Ambas as amostras ndo produziram fibras, no entanto, para a amostra mais diluida
nao ocorreu a volatilizacdo do solvente, enquanto a amostra mais concentrada
apresentou dificuldade de formar um jato estavel que projetasse o polimero devido a

sua alta viscosidade.

Uma outra solugéo de colageno em HAc 90%, com concentragéo de 10%
foi entdo testada com pressoées de 10 psi, vazao de 0,5 a 7,2 mL h-' e distancia de 10
a 30 cm do coletor. Esta solugao resultou na formacgao de jatos parcialmente estaveis,
porém com formacéao de fibras e mais detalhes sobre suas caracteristicas podem ser

encontradas na Secéo 5.4.3.
5.4.1. Selegao do coletor para deposigcao das fibras

Uma grande vantagem da fiagdo por sopro em solugao sobre a eletrofiagao
€ sua versatilidade na deposicdo das fibras que produz, pois por ndo necessitar
depositar estas fibras sobre um coletor carregado eletricamente, teoricamente permite
sua deposicao sobre qualquer superficie. Dois tipos de coletor comumente usados
nas técnicas de producgao de fibras ultrafinas s&o apresentados na Figura 25, o coletor
do tipo cilindrico (Figura 25A) e o coletor cilindrico com hastes (Figura 25B), ambos
coletores que podem ter sua rotacdo controlada por um motor ao qual podem ser

acoplados.
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Figura 25 — Coletores dos tipos (A) cilindrico e (B) cilindrico com hastes para deposi¢ao das fibras
ultrafinas produzidas por SB-Spinning. Em azul pode ser visto o motor que controla sua rotagao.

Fonte: autoria proépria.

O primeiro coletor testado foi o do tipo cilindrico, 0 mais comumente
empregado na produgao de fibras ultrafinas. A manta obtida com este coletor, bem
como as fibras espalhadas que se formam fora do mesmo podem ser observados na

Figura 26.

Figura 26 — Fibras de gelatina depositadas por SB-Spinning sobre um coletor do tipo cilindrico.

Fonte: autoria prépria.
Conforme pode ser observado na Figura 26, embora as fibras se depositem

sobre este coletor, ha um grande volume de fibras que se formam logo atrds do
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mesmo e por todas as superficies da camara onde sao fiadas as solugdes. Visando
aumentar a produtividade das fibras por meio da reducao do espalhamento das fibras
o coletor composto por hastes foi testado e as fibras coletadas com este podem ser

observadas na Figura 27.

Figura 27 — Fibras de gelatina depositadas por SB-Spinning sobre um coletor cilindrico com hastes.

Fonte: autoria proépria.

Embora a formagdo de fibras fora do coletor tenha sido reduzida
substancialmente com o uso do coletor com hastes, uma grande dificuldade
observada apods fiagao neste tipo de coletor diz respeito a remogéo das fibras, pois
estas se encontram diretamente fixas sobre as hastes, o que leva a destruicdo das
mantas quando se tentar armazena-las. Entdo o coletor da Figura 28 foi testado,

visando facilitar a remocao das fibras apds sua deposig¢ao sobre a folha de aluminio.

Figura 28 — Fibras de gelatina depositadas por SB-Spinning sobre hastes revestidas com aluminio.

Fonte: autoria prépria.
O coletor da Figura 28 foi testado fixo a uma placa de isopor com uma

cavidade ao fundo, a qual deveria atuar redirecionando o fluxo das fibras para a folha
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de aluminio, aumentando sua deposicao e, portanto, o rendimento da fiagdo. Contudo,
como pode ser visto na Figura 29, o isopor de fato ajudou a redirecionar o jato das
fibras, porém, ndo sobre a folha de aluminio entre as hastes, mas sim, para a formacao

de fibras sobre o isopor que se estendiam para fora da cavidade.

Figura 29 — Fibras de gelatina depositadas por SB-Spinning sobre hastes revestidas com aluminio,

com destaque para a formacgao de fibras atras do coletor.

Fonte: autoria prépria.
O coletor com isopor ao fundo permitiu um ganho consideravel no
aproveitamento das fibras de gelatina produzidas por SB-Spinning, permitindo

produzir mantas como a mostrada na Figura 30.

Figura 30 - Manta de gelatina produzida por SB-Spinning usando um isopor ao fundo do coletor.

Fonte: autoria prépria.
Embora o coletor com isopor tenha levado ao maior rendimento durante a

fiacao por sopro de solugdes de gelatina, a caracterizagéo de fibras quanto a seu
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didametro por MEV é facilitada quando sua deposi¢cao ocorre sobre alguma superficie

plana, como folhas de aluminio ou papel manteiga.

Tendo em vista a necessidade de caracterizar estas fibras por microscopia
eletrénica de varredura para determinacao de seus didmetros médios, distribuicdo de
didmetro e orientagdo, algumas superficies foram testadas para a deposi¢cao das
fibras de colageno e gelatina usando o coletor cilindrico, o coletor que apresentou
maior deposicao sobre as folhas de aluminio. As superficies testadas além das folhas
de aluminio foram papel manteiga e celulose bacteriana (cedidas pelo Prof. Hernane
da Silva Barud, da Universidade de Araraquara - UNIARA). Ao observar que sobre o
papel manteiga e a celulose bacteriana a deposicéo das fibras proteicas ultrafinas foi
muito limitada, decidiu-se por seguir usando o papel aluminio como material de

recobrimento para o coletor cilindrico sob rotacao.
5.4.2. Fibras ultrafinas de gelatina

As fibras produzidas com a solugdo contendo 15% de gelatina em acido
acético 90% com uma distancia de trabalho de 25 cm, pressao de 30 psi e vazao de
3,6; 7,2 ou 10,8 mL h' foram caracterizadas por MEV e as imagens obtidas s&o

mostradas na Figura 31.

Embora as fibras obtidas tenham se mostrado regulares e sem a formagao
de beads em meio as fibras, algumas gotas de polimero podem ser observadas, o que
pode ter ocorrido em funcéo da instabilidade do jato de solugdo formado durante a
producao das fibras. Além disso, as fibras de gelatina se formaram com direcoes
aleatérias, sem um eixo preferencial de deposicao que indique o alinhamento das
fibras. Normalmente aplicagbes que exigem uma orientagdo preferencial das fibras
usam altas velocidades de rotagéo (acima de 1000 rpm) para obter fibras com algum
grau de anisotropia, propriedade esta que pode ser reforcada com maiores
velocidades de rotagdo (Sensini et al., 2021).
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Figura 31 - Fibras de gelatina (15% em HAc 90%) a (A) 3,6 mL h-', (B) 7,2 mL h-" e (C) 10,8 mL h".
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Fonte: autoria proépria.

Os diametros das fibras ultrafinas de gelatina foram medidos com uso de
um software de tratamento de imagens (Imaged) e um grafico de distribuigao foi
construido para cada amostra (Figura 32). Os diametros médios calculados para as
fibras produzidas a 3,6; 7,2 e 10,8 mL h-' foram, respectivamente, 740 = 299 nm, 909
+ 326 nm e 814 + 278 nm.
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Figura 32 - Graficos de distribuicao de didmetro das fibras de gelatina (15% em HAc 90%) obtidas a
(A)3,6 mLh", (B)7,2mL h'e(C)10,8 mL h'.
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Fonte: autoria prépria.
Embora o didmetro médio destas amostram tenha sido proximo, é possivel

observar que amostras com didmetros mais variados foram obtidas a menores vazdes

para esta concentragcéo do polimero.

Visando a redugao do didmetro das fibras solugdes de gelatina a 5 e 10%
(HAc 90%) foram também testadas com distancia de trabalho de 25 cm, presséo de
30 psi e taxas de alimentagdo de 3,6; 7,2 e 10,8 mL h'. As amostras mais diluidas
nao produziram fibras em nenhuma das condigcbes testadas. As fibras obtidas com a

solucéo de gelatina a 10% podem ser observadas na Figura 33.
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Figura 33 - Imagens obtidas por MEV das fibras de gelatina (10% em HAc 90%) a (A) 3,6 mL h™',
(B)7,2mL h'e (C) 10,8 mL h".
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Fonte: autoria prépria.
Foram medidos os diametros das fibras e um grafico de distribui¢cao foi

construido para cada amostra (Figura 34). Os didmetros médios calculados para as
fibras produzidas a 3,6; 7,2 e 10,8 mL h-" foram, respectivamente, 192 + 56 nm, 175 %
64 nm e 196 + 113 mn. As amostras analisadas por MEV revelaram fibras regulares e
com a presenga de poucas esferas, o que pode indicar um ganho de estabilidade do

jato polimérico com a redugéo da concentragao de polimero.
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Figura 34 - Graficos de distribuicao de didmetro das fibras de gelatina (10% em HAc 90%) obtidas a
(A)3,6 mLh", (B)7,2mL h'e(C)10,8 mL h'.
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Fonte: autoria propria.

Os graficos da Figura 34 evidenciam que aumentos na vazao da solugao
polimérica levam ao aparecimento de fibras de maior didmetro (a partir de 400 nm).
Uma consideravel reducido no didmetro das fibras foi obtida apenas pela reducéo na
concentracao para 10% e, embora a amostra a 5% de gelatina ndo tenha produzido
fibras, outras solugdes com concentracao entre 5 e 10% podem ser testadas na

tentativa de reduzir ainda mais o diametro das fibras.

Para todas as solugdes e vazdes testadas as fibras obtidas apresentaram
orientagao aleatoria, no entanto, as amostras de gelatina a 10% resultaram em fibras
apresentando curvas e menos tensionadas quando comparadas com as amostras a
15% de gelatina. Além disso, a reducdo da concentragdo de gelatina diminuiu

significativamente o didmetro das fibras.
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5.4.3. Fibras ultrafinas de colageno

Solugdes contendo 10% de colageno de pele de tilapia em acido acético
90% foram testadas com distancia de trabalho de 20 cm, a 10 psi de pressao e com
vazdo de 3 ou 6 mL h' As fibras produzidas foram analisadas por microscopia

eletrénica de varredura e as imagens obtidas sdo mostradas na Figura 35.

Figura 35 - Imagens obtidas por MEV das fibras de colageno de pele de tilapia (10% em HAc 90%) a
(A)3mLh'e(B)6 mLh.

Fonte: autoria proépria.

O diametro médio das fibras de colageno foi de 543 + 242 nm para a
amostra fiada a vazdo de 6 mL h' e de 542 + 185 nm para a amostra produzida a
3 mL h'. Nesse caso, apesar de a vazao nao ter impactado no diametro médio das
fibras, as mantas produzidas com maior vazdo apresentaram fibras com maiores
didametros, entre 900 e 1600 nm (Figura 36).
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Figura 36 - Graficos de distribuicdo do didmetro das fibras de colageno de pele de tilapia (10% em
HAc 90%) obtidas a (A) 3mL h''e (B) 6 mL h'".
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Fonte: autoria proépria.

A principal dificuldade encontrada com as fibras de colageno esta
relacionada a sua coleta, pois estas tendem a se espalhar pela cabine de fiagcéo, se
acumulando sobre o coletor ainda com mais dificuldade que as amostras de gelatina
(Secao 5.4.1). Testes com os mesmos coletores testados para a gelatina foram feitos
sem melhoras na coleta da mante de colageno, portanto, assim como no caso da
gelatina, o coletor do cilindrico revestido com folhas de aluminio foi usado, ja que este

facilita sua caracterizagao por MEV.
5.4.4. Fibras ultrafinas de colageno/PEO

Buscando avaliar a possibilidade de produzir fibras de blendas de colageno
com polimeros sintéticos, foi testada a capacidade uma blenda colageno/PEO de
produzir fibras de por SB-Spinning com solugdes a 2% (9:1 massa/massa), 3,5% (9:1
massa/massa) e 6,5% (9:1 massa/massa) em acido acético 90%. Os testes foram
feitos com uma vazao de 3,6 ou 6,0 mL h™', pressdo de 10 ou 30 psi e a uma distancia

de 20 ou 25 cm do coletor.

O PEO foi escolhido por ser um polimero empregado na produgéo de
biomateriais e por ser hidrofilico, permitindo assim sua solubilidade nos mesmos

solventes que os usados para o colageno.

A solugao mais diluida (2,0%) nao produziu fibras, enquanto a solugdo com
3,5% de polimeros produziu algumas poucas fibras espalhadas pela capela, mas sem
depositar sobre o coletor. A solucao de 6,5%, no entanto, resultou em fibras em todas

as condi¢bes testadas, produzindo jatos mais estaveis a 10 psi de presséo e
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3,6 mL h' de vazao. As fibras produzidas nestas condi¢cdes a 25 cm de distancia do
coletor sdo demonstradas na Figura 37.

Figura 37 — Imagens obtidas por MEV das fibras de uma blenda CP/PEO (9:1) produzida com uma
solugao 6,5% em HAc 90%.
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Fonte: autoria prépria.

A adicao de uma pequena quantidade do polimero sintético (10%) permitiu
a obtencdo de fibras com menor concentracdo de polimero. O grafico com a
distribuicdo de diadmetro das fibras é apresentado na Figura 38. O didmetro médio
destas fibras foi de 359 + 99 nm, o que indica que a combinagdo com o polimero
sintético levou a uma redugao do diametro médio das fibras de colageno, o que pode
ser resultado das interacdes entre os dois polimeros ou influéncia da menor

concentracao da solucgao.

Figura 38 - Grafico de distribuicao de diametro das fibras de colageno de pele de tilapia/PEO (9:1).
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Fonte: autoria proépria.

A tendéncia de reducdo do didametro das fibras com a reducdo da
concentracao da solugao polimérica ja foi observada para fibras de colageno de frango

obtidas por eletrofiacdo de solugées em HFP, com uma reducao do didmetro médio
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das fibras de 1,75 ym para 110 nm ao reduzir a concentracao das solugdes de 6,25
para 2% (Matthews; Boland, 2003). Resultado semelhante foi reportado para as fibras
de gelatina reportadas na Secgédo 5.4.2, onde uma redugdo de 15 para 10% na
concentragao da proteina diminuiu o didmetro médio das fibras de 740 para 192 nm a

uma vazao de 3,6 mL h-'.

Além de resultar na redugéo de didmetro médio, a blenda de colageno com
PEO levou a produgéo de fibras em uma faixa mais restrita de didmetros, entre 100 e
600 nm, o que corrobora a percepcao de que a formagao de blendas pode ser uma
opcao viavel na obtencao de fibras de colageno mais uniformes e de menor didmetro.
Assim como observado para as fibras ultrafinas de gelatina e de colageno, a
orientacdo das fibras nesta manta foi aleatéria, sem alinhamento preferencial em

nenhuma direcao.
5.5. Design experimental para otimizagao do diametro das fibras

Ao perceber a influéncia de parametros como a vazao e a concentracao
sofre a morfologia e o didmetro das fibras produzidas, decidiu-se analisar a influéncia
dos parametros de produgcao sobre a morfologia das fibras de colageno e gelatina.
Dentre os parametros que potencialmente afetam o didmetro das fibras podem ainda
ser citados a pressao do gas usado, a distancia de trabalho, o solvente usado, além

da umidade relativa e temperatura durante o processamento dos polimeros.

Uma ferramenta que pode auxiliar na compreensdo dos pardmetros que
mais afetam o didmetro das fibras produzidas por SB-Spinning e que permite ainda a
otimizacao desta medida com a necessidade de um numero reduzido de experimentos
€ o planejamento fatorial (Parize et al., 2016). Por meio desta ferramenta é possivel
fazer uma triagem das variaveis mais relevantes para uma variavel resposta, conhecer
as interacdes entre estas variaveis e refinar o modelo representativo das relagoes
entre as variaveis estudadas, permitindo inclusive a construgdo de superficies de
respostas, graficos que relacionam as diversas variaveis estudadas a resposta

avaliada (Breitkreitz; Souza; Poppi, 2014).

O primeiro passo na construgcao destas estratégias analiticas envolve
definir quais variaveis serao estudadas e quais seus valores limites. Como no caso
em questdo nao é possivel variar o solvente empregado e ha uma grande dificuldade

em controlar a temperatura e a umidade relativa durante o processamento por SB-
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Spinning, as variaveis escolhidas (Tabela 4) para se estudar foram a concentragao do
polimero em solugao (X1), a vazao destas solugdes (X2), a pressao do ar (X3) usada

e a distancia de trabalho (X4).

Ja a escolha dos valores limite para as variaveis estudadas no
planejamento fatorial envolveu estudar em quais condigbes era possivel produzir
fibras controlando cada variavel independentemente das demais. Para exemplificar,
temos a seguinte situagao: solugbes com concentragdo menores que 12% (valor
definido como o nivel -1 para a variavel X1) produziam fibras, porém, devido a menor
viscosidade destas solugdes, em valores de pressao de 60 psi (valor de nivel +1 para
a variavel X3) ou maiores, sua vazao (variavel X2) ndo podia mais ser controlada pela
bomba de injegdo quando esta variavel era definida no nivel -1 (6 mL h-'), sendo entao
fornecida a vazdes maiores que a programada na bomba de injecao pela propria
diferenca de pressado entre o gas usado e a pressdo atmosférica, que forgcava a

solucao polimérica através da agulha.

Os valores da média e mediana, bem como a diferenga entre estas duas
medidas para o didametro das fibras de colageno e gelatina produzidas nas condi¢des
estabelecidas na Tabela 5 podem ser encontradas na Tabela 21. Para indicar a
distribuicdo do diametro destas fibras, além do valor do quinto decil (mediana) séo
apresentados os valores do primeiro e do nono decis (10° e o 90° percentis,
respectivamente), da média, do desvio padrdao, do coeficiente de variacdo e do
numero de fibras medidas em cada condi¢ao nas Tabelas A1 e A2 para a gelatinae o

colageno, respectivamente.

Tabela 21 — Valores da média, mediana e da diferenga entre estas duas medidas para o didmetro de
fibras de gelatina e colageno produzidas por fiagdo por sopro em solugéo.

Gelatina Colageno
N Média Mediana Diferenga Média Mediana Diferenga
(nm) (nm) (%) (nm) (nm) (%)
1 375,14 371,98 0,84 523,03 502,39 3,94
2 632,96 650,55 -2,78 747,25 706,50 5,45
3 385,06 300,41 21,98 465,33 460,67 1,00
4 702,19 676,20 3,70 620,00 540,59 12,81

5 335,63 329,44 1,84 406,95 382,67 5,97
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Gelatina Colageno

N Média Mediana Diferenga Média Mediana Diferenga

(nm) (nm) (%) (nm) (nm) (%)
6 593,60 552,74 6,88 575,97 537,60 6,66
7 304,61 275,68 9,50 462,22 423,59 8,36
8 508,18 490,53 3,47 539,07 513,27 4,79
9 355,65 344,57 3,12 438,45 411,15 6,23
10 660,47 618,44 6,36 773,72 717,48 7,27
11 317,18 293,06 7,61 483,22 466,12 3,54
12 617,42 575,43 6,80 738,99 705,65 4,51
13 386,07 342,14 11,38 579,49 532,83 8,05
14 547,11 480,70 12,14 726,16 617,80 14,92
15 254,32 254,53 -0,08 551,15 499,80 9,32
16 564,11 505,08 10,46 707,92 617,80 12,73
17 421,76 397,41 577 420,40 399,86 4,88
18 493,81 475,87 3,63 426,72 393,90 7,69
19 417,77 410,33 1,78 428,39 410,21 4,24

Fonte: autoria propria.

Normalmente um unico valor de variavel resposta é determinado para cada
experimento em um planejamento fatorial, contudo, neste caso, a variavel resposta
que se busca estudar € medida a partir de um conjunto de fibras, pois uma mesma
condicao de fiagao resultara em uma manta composta de fibras cujo didmetro seguira
uma distribuicao de valores. Para se certificar de que o valor médio do didmetro destas
fibras é representativo de cada condi¢ao testada a mediana destas medidas também
foi calculada e comparada com o valor das médias. Pode-se notar que para a grande
maioria das amostras a diferenca entre as duas medidas é menor que 10% e que nos
casos onde esta diferenga € maior, ndo ultrapassa 22%. Isto indica que as mantas
produzidas apresentam uma distribuicdo normal de didmetros quase simétrica, com
uma pequena tendéncia de distorgao para a direita (isto €, para valores maiores); com

excegcao de duas amostras de gelatina que apresentaram diferengcas negativas,
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portanto, com mediana maior que a média e, portanto, levemente deslocadas para
valores menores de didmetro. A partir destes resultados se mostra viavel usar o valor
médio dos didmetros como a variavel resposta representativa do didmetro das fibras

no planejamento fatorial.
5.5.1. Planejamento Fatorial 24

A analise do diagrama de Pareto obtido para as fibras de gelatina (Figura
39) confirma a expectativa baseada nos resultados da Secdo 5.4.2 de que a
concentracao fosse uma variavel estatisticamente significativa sobre o didmetro médio
destas fibras - sendo a variavel que mais afeta esta medida - assim como a presséo,
ja que para ambas p > 0,05. Embora ambas as variaveis tenham afetado
significativamente a variavel resposta, a concentragado apresentou valor positivo e a
pressado valor negativo do efeito estimado, o que significa que enquanto maiores
valores de concentragdo aumentam o didmetro médio das fibras de gelatina,
aumentos da pressao reduzem o diametro médio destas fibras, relagcdes semelhantes
as reportadas por Monsores et al. (2022) para fibras de polietileno produzidas por SB-
Spinning.

Figura 39 — Diagrama de Pareto obtido para os resultados do planejamento fatorial 24 do diametro

médio das fibras de gelatina.
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Fonte: autoria proépria.
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Por outro lado, a vazdo e a distancia de trabalho ndo se mostraram
estatisticamente significativas sobre a variavel resposta nos intervalos analisados,
assim como a curvatura. Este ultimo resultado indica que um modelo linear é capaz
de representar a relagao entre as variaveis estudadas sem falta de ajuste (Breitkreitz;
Souza; Poppi, 2014), indicio corroborado pela analise do grafico de valores
observados contra valores preditos (Figura 40).

Figura 40 — Grafico de valores preditos contra valores observados para os resultados do

planejamento fatorial 24 do diametro médio das fibras de gelatina.
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Fonte: autoria proépria.
A partir do modelo gerado podemos construir a superficie de resposta para
o diametro médio das fibras de gelatina em fungdo da concentragcao e pressao, as

duas variaveis estatisticamente significativas (Figura 41).
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Figura 41 — Grafico de superficie de resposta para os resultados do planejamento fatorial 24 do
didmetro médio das fibras de gelatina em fungéo das variaveis significativas.
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Fonte: autoria prépria.
As superficies de resposta do didmetro em fungao da concentragao ou da
pressao em relagdo as demais variaveis podem ser encontradas nas Figuras A1 e A2,

respectivamente.

Ao usar o modelo gerado para otimizar a variavel resposta dentro dos
intervalos testados, buscou-se minimizar o didmetro médio das fibras de gelatina.
Como condigao 6tima foram indicados os valores de -1, +1, +1 e +1 para as variaveis
X1, X2, X3 e X4, respectivamente, isto €, na condicdo de menor concentragao e
maiores vazao, pressao e distancia de trabalho, com um valor previsto de 270,74 nm.
Ao produzir fibras de gelatina por SB-Spinning nessas condi¢gdes em triplicata foram
obtidos os didmetros reportados na Tabela 22.
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Tabela 22 - Valores dos percentis, média, desvio padrao e coeficiente de variagédo para o didmetro
de fibras de gelatina produzidas por SB-Spinning nas condic¢des 6timas.

Amostra P10 (nm) P50 (nm) P90 (nm) Média(nm) DP(nm) CV (%) n

1 122,9 164,9 265,8 186,2 74,0 39,7 91

2 115,2 169,3 2794 187.,0 68,9 36,8 171

3 117,3 167,3 292,7 191,56 80,4 42,0 135
Média - - - 188,2 29 1,5 3

Fonte: autoria prépria. P10, P50 e P90 sdo o 1°, 5° e 9° decis, respetivamente; DP — desvio padrao;
CV - coeficiente de variagao; n - nimero de fibras medidas.

O valor real do diametro médio determinado apds fiagao nas condicdes
otimizadas foi 30% menor que o previsto, o que pode ser interpretado como um indicio
das limitacbes na previsibilidade do modelo; provavel resultado da falta de controle
sobre variaveis que também podem afetar significativamente o processamento dos
polimeros, como a temperatura e a umidade relativa. Para ilustrar este ponto, as
amostras fiadas durante o planejamento fatorial da gelatina foram produzidas a
temperatura média de 25,6 + 2,4 °C e 46 + 14% de umidade relativa, enquanto as

amostras otimizadas foram produzidas a 27,7 £ 0,7 °C e 62 * 2% de umidade relativa.

No caso do colageno, o diagrama de Pareto obtido para suas fibras (Figura
42) também confirma a expectativa baseada nos resultados obtidos para as fibras de
gelatina de que a concentracao fosse estatisticamente significativa sobre o didmetro
médio de suas fibras, sendo também a variavel que mais afeta esta medida. A
distancia de trabalho, a curvatura e as interagdes entre duas variaveis X1*X3 e X3*X4

também foram significativas, ja que para todas estas p > 0,05.
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Figura 42 — Diagrama de Pareto obtido para os resultados do planejamento fatorial 24 do diametro

médio das fibras de colageno.
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Fonte: autoria prépria.

As duas variaveis independentes que afetam significativamente a variavel
resposta, concentracdo e distancia de trabalho apresentaram valores positivos de
efeito estimado, o que significa que quanto maiores seus valores, maior sera o
didmetro médio das fibras de colageno. Por outro lado, a pressao e a vazao nao se
mostraram estatisticamente significativas sobre a variavel resposta nos intervalos
analisados e apresentaram valores negativos de efeito estimado. A superficie de
resposta gerada para as variaveis significativas pode servir dentro do intervalo

avaliado e, portanto, pode ser vista na Figura 43.
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Figura 43 — Grafico de superficie de resposta para os resultados do planejamento fatorial 24 do
diametro médio das fibras de colageno em fungao das variaveis significativas.
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Fonte: autoria propria.

Como a curvatura se mostrou significativa. optou-se por construir um
delineamento composto central para a partir deste construir um modelo quadratico
capaz de representar a relacdo entre as variaveis estudadas, embora a analise do
grafico de valores observados contra valores preditos (Figura 44) indique uma boa

capacidade de predicao do modelo construido com estes dados.
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Figura 44 — Grafico de valores preditos contra valores observados para os resultados do

planejamento fatorial 24 do didmetro médio das fibras de colageno.
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Fonte: autoria propria.

5.5.2. Delineamento composto central

As variaveis X2 e X3 (nao significativas estatisticamente sobre a variavel
resposta) foram definidas em seus niveis +1 para o planejamento estrela em virtude
de seus valores de efeito estimado serem negativos. Os didmetros das fibras de
colageno produzidas por SB-Spinning nas condi¢gdes do planejamento fatorial estrela

(Tabela 6) séao reportados na Tabela 23.

Tabela 23 - Valores dos percentis, média, desvio padrao e coeficiente de variagédo para o didmetro
de fibras de colageno produzidas por fiagdo por sopro em solugéo.
N P10 (nm) P50 (nm) P90 (nm) Média(nm) DP(nm) CV (%) n

1 313,6 423,6 680,9 462,2 182,7 39,5 102
2 343,1 513,3 752,9 539,1 184,2 342 79
3 336,9 499,8 820,9 551,1 2339 42,4 74
4 454,2 617,8 1037,5 7079 290,7 41,1 85
5 291,9 399,9 578,5 420,4 125,2 29,8 100
6 279,7 393,9 611,3 426,7 158,3 37,1 98
7 2943 410,2 588,7 428,4 131,1 30,6 104
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N P10 (nm) P50 (nm) P90 (nm) Média(nm) DP(nm) CV (%) n

8 462,2 683,0 1079,5 770,6 438,5 56,9 104
9 145,4 219,3 325,5 236,1 98,9 41,9 201
10 230, 331,8 595,4 383,3 178,5 46,6 164
11 189,1 303,3 605,6 354,1 190,7 53,9 147

Fonte: autoria prépria. P10, P50 e P90 sédo o 1°, 5° e 9° decis, respetivamente; DP — desvio padréo;
CV - coeficiente de variagéo.

O diagrama de Pareto obtido para o planejamento estrela do didmetro

médio das fibras de colageno é mostrado na Figura 45.

Figura 45 — Diagrama de Pareto obtido para os resultados do planejamento fatorial estrela do
didametro médio das fibras de colageno.
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Fonte: autoria proépria.

Novamente a concentracgao foi a variavel que mais afetou o didametro médio
das fibras, com efeito linear e quadratico estatisticamente significativos, assim como
ja observado anteriormente para fibras de PLA produzidas por SB-Spinning
(Wojasinski; Pilarek; Ciach, 2014). Para a distancia foi observado apenas um efeito
linear significativo sobre a variavel resposta. Além disso o fator que representa a
interacdo entre as variaveis X1*X4 foi também significativo (p > 0,05.). A partir do

modelo quadratico gerado pudemos construir uma superficie de resposta para o
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diametro médio das fibras de colageno em fungao da concentragao e distancia de
trabalho (Figura 46).

Figura 46— Grafico de superficie de resposta para os resultados do planejamento fatorial estrela do

didametro médio das fibras de colageno.
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Fonte: autoria propria.

Ao empregar este modelo quadratico para minimizar o didmetro médio das
fibras de colageno foram indicados os valores de +0,71 e -1,41 para as variaveis X1
e X4, respectivamente, como condicdo 6tima, com um valor previsto de 364,52 nm;
as variaveis X2 e X3 foram definidas em seus niveis +1 em virtude de seus valores de
efeito estimado serem negativos. Ao produzir as fibras de colageno por SB-Spinning

nessas condi¢cdes em triplicata foram obtidos os diametros reportados na Tabela 24.
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Tabela 24 — Valores dos percentis, média, desvio padrao e coeficiente de variagéo para o didmetro
de fibras de colageno produzidas por SB-Spinning nas condi¢des étimas.

Amostra P10 (nm) P50 (nm) P90 (nm) Média(nm) DP (nm) CV (%) n

1 211,6 281,2 427,3 305,9 97,0 31,7 83
2 221,0 307,6 488,9 337,1 123,1 36,5 91
3 177,8 280,8 415,2 295,6 115,3 390 74
Média - - - 312,9 21,6 6,9 3

Fonte: autoria prépria. P10, P50 e P90 sdo o 1°, 5° e 9° decis, respetivamente; DP — desvio padrao;
CV - coeficiente de variagao; n - nimero de fibras medidas.

O valor do diametro médio das fibras de colageno produzidas nas
condi¢des otimizadas foi 14% menor que o previsto, 0 que novamente pode ser
interpretado como indicativo das limitagdes na previsibilidade do modelo. Contudo,
vale destacar que neste caso o erro foi menor que o observado para a otimizagao das
fibras de gelatina. O efeito da falta de controle sobre a temperatura e a umidade
relativa pode ter novamente contribuido para estas divergéncias entre o valor previsto
e 0 observado, ja que as amostras fiadas durante o planejamento fatorial estrela do
colageno foram produzidas a temperatura média de 26,0 £+ 3,6 °C e 56 + 12% de
umidade relativa, enquanto as amostras otimizadas foram produzidas a 26,0 + 0,4 °C

e 74 = 5% de umidade relativa.
5.6. Caracterizagao das fibras ultrafinas de colageno e gelatina

As curvas DSC das fibras de gelatina e coldgeno produzidas por SB-
Spinning e de seus materiais prévios ao processamento, a gelatina tipo A e o colageno
tipo | de pele de tilapia sdo mostradas na Figura 47. As curvas para as amostras de
gelatina e suas fibras ndo apresentam eventos térmicos que indiquem a desnaturagao
térmica destas proteinas, enquanto o colageno e suas fibras ultrafinas apresentam
eventos endotérmicos que indicam Tq nos valores de 42 e 54°C, respectivamente. O
valor de Td do colageno de peixe foi menor do que o valor determinado na etapa de
selecdo dos materiais, 0 que pode ser resultado de uma variagcdo em virtude de
sazonalidades por se tratar de um produto de origem natural e esta amostra foi obtida
de animais diferentes dos usados no inicio da pesquisa, mas também por degradacgao

com o longo tempo de estoque, cerca de dois anos.
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Figura 47 - Curvas DSC para o colageno de peixe, gelatina e suas fibras produzidas por SB-Spinning

obtidas em atmosfera de ar sintético com razdo de aquecimento de 10°C min-".
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Fonte: autoria propria.
Vale ressaltar o indicio de preservacdo da estrutura do colageno apos

processamento indicado pela desnaturacao térmica observada por estas analises
para as fibras ultrafinas de colageno. O uso de solventes benignos preparados pouco
tempo antes de seu processamento visando evitar os eventos reportados na Secao
5.3.3 de reducéao da viscosidade em funcao do tempo de estoque de solugdes dos

polimeros em acido acético 90% pode ter levado a esse resultado.

Para confirmar a preservagao da estrutura nativa do colageno as fibras de
colageno e gelatina foram caracterizadas por eletroforese em gel e as bandas obtidas

podem ser visualizadas na Figura 48.
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Figura 48 — Eletroforese em gel dos padroes de massa molar (A) e das fibras de gelatina (B) e de

colageno (C) produzidas por SB-Spinning. Em destaque s&o mostradas as bandas discretas, porém

visiveis apenas nas fibras de colageno.
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Fonte: autoria prépria.

O gel obtido para as amostras de colageno apresentou bandas az, ai e f3
com uma intensidade muito menor que a observada para as amostras previamente ao
processamento por fiagdo por sopro em solugdo. Embora tenha apresentado estas
bandas discretas o gel ainda se mostrou diferente do obtida para as fibras de gelatina,
0 que indica que apenas uma degradagao parcial do colageno pode ter ocorrido,

corroborando a identificagdo de T4 para estas amostras.
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6. CONCLUSAO
Apds obter colageno do tipo | de diferentes fontes, caracterizar estes
materiais e selecionar a fonte e os solventes mais indicados para produgdo de
solugdes fiaveis por fiagdo por sopro em solugédo, fibras ultrafinas de colageno e de
gelatina puderam ser produzidas. Enquanto o colageno de pele de tilapia foi
selecionado sobretudo por sua melhor solubilidade, o solvente benigno escolhido foi

a solugdo aquosa de acido acético (90%).

Para guiar o processo de definicao de solventes, polimeros e concentragao
foi muito Util o uso da reologia, a qual permitiu conhecer mais sobre os efeitos de cada
modificacdo nas solugdes de fiagdo. Quanto as fibras produzidas, para conhecer os
efeitos da concentragao dos polimeros e de pardmetros do processamento sobre suas
dimensdes o planejamento fatorial se mostrou uma ferramenta analitica interessante,
gue nao apenas permite identificar as variaveis mais relevantes, como também
otimizar processos e representar graficamente as relagdes entre os parametros

estudados e a variavel resposta.

Por fim, foi possivel obter evidéncias da preservacao da estrutura nativa do
colageno por meio dos resultados de DSC e SDS-PAGE, embora outros testes ainda
podem ser feitos, os quais estdo indicados na segdo seguinte. Esta preservagao
parcial da hélice tripla nas fibras de colageno mostra que estas fibras diferem das
obtidas com as solugbes de gelatina, indicando que o acido acético é capaz de
preservar, ainda que parcialmente, a estrutura nativa do colageno durante a produgéo

de fibras ultrafinas por fiagdo por sopro em solugao.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Infelizmente as restricées sanitarias necessarias ao combate da pandemia
de SARS-CoV-2 vividas durante parte significativa dos anos de 2020 e 2021 afetaram
o funcionamento normal das instituicbes de pesquisa envolvidas nesta pesquisa, a
USP de Sao Carlos e a Embrapa Instrumentacéo, o que atrasou muitas das etapas
previstas para esta pesquisa e ainda impossibilitou a execu¢do de algumas destas,
como a caracterizagdo por microscopias de forga atdmica (AFM) ou eletrénica de
transmissao (TEM) para confirmacéao visual da preservagao dos padrées de banda d
nas fibras de colageno processadas por fiagdo por sopro em solugéo, a caracterizagao
das mantas de colageno quanto a sua solubilidade em agua e os ensaios de

citotoxicidade, adesao e proliferagao celular.

Portanto, em funcao das promissoras aplicagdes vislumbradas com estes
materiais se incentiva fortemente que outras caracterizagcdes sejam feitas nestes
materiais como forma de conhecer mais suas propriedades e confirmar sua
estabilidade em meios aquosos; e caso necessario, estudar métodos seguros e

efetivos de promover sua reticulagao.

De acordo com os resultados nestes testes pode ser encorajador o
desenvolvimento de testes em modelos animais de regeneragdo tecidual visando
futuras aplicacdo na area de curativos avangados e de biomateriais para

preenchimento cutaneo.
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9. ANEXOS

Tabela A1 — Valores dos percentis, média, desvio padrao e coeficiente de variagdo para o didmetro
de fibras de gelatina produzidas por fiagao por sopro em solugéo.

N

P10 (hm) P50 (nm) P90 (nm) Média (hm) DP (nm) CV (%)

n

1

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

221,62
320,86
213,96
406,40
215,47
376,16
183,24
332,59
227,69
397,85
220,17
409,74
262,47
351,60
151,48
295,31
247,24
267,16

261,04

371,98
650,55
300,41
676,20
329,44
562,74
275,68
490,53
344,57
618,44
293,06
575,43
342,14
480,70
254,53
505,08
397,41
475,87

410,33

525,20
919,39
577,89
921,95
479,86
803,48
454,33
722,96
511,11
891,53
433,21
850,70
622,20
894,27
330,73
921,39
588,78
698,69

572,66

375,14
632,96
385,06
702,19
335,63
593,60
304,61
508,18
355,65
660,47
317,18
617,42
386,07
547,11
254,32
564,11
421,76
493,81

417,77

119,81
217,69
256,78
309,61
112,80
281,64
106,94
174,58
123,73
272,84
109,57
203,34
154,16
214,56
73,63
267,89
131,23
196,18

128,93

31,9
34,4
66,7
441
33,6
47,4
35,1
34,4
34,8
41,3
34,5
32,9
39,9
39,2
29,0
475
31,1
39,7

30,9

44

62

61

69

62

83

88

74

59

60

49

105

65

54

80

67

67

53

81

128

Fonte: autoria prépria. P10, P50 e P90 sdo o 1°, 5° e 9° decis, respetivamente; DP — desvio padrao;
CV - coeficiente de variagao; n - nimero de fibras medidas.
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Tabela A2 — Valores dos percentis, média, desvio padrdo e coeficiente de variagcao para o didmetro
de fibras de colageno produzidas por fiagdo por sopro em solugéo.

N

P10 (hm) P50 (nm) P90 (nm) Média (hm) DP (nm) CV (%)

n

1

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

330,45
486,71
287,97
363,23
279,90
389,36
313,60
343,14
289,02
471,67
346,42
475,42
385,73
399,41
336,92
454,22
291,94
279,75

294,27

502,39
706,50
460,67
540,59
382,67
537,60
423,59
513,27
411,15
717,48
466,12
705,65
532,83
617,80
499,80
617,80
399,86
393,90

410,21

687,98
1050,59
643,71

901,36
573,68
726,13
680,86
752,91

558,50

1123,26
623,32
997,75
809,90
1049,54
820,95
1037,49
578,50
611,26
588,75

523,03
747,25
465,33
620,00
406,95
575,97
462,22
539,07
438,45
773,72
483,22
738,99
579,49
726,16
551,15
707,92
420,40
426,72

428,39

201,77
239,54
142,23
317,73
126,38
237,97
182,74
184,17
207,54
261,37
163,33
228,73
185,03
397,07
233,86
290,74
125,23
158,29

131,10

38,6
32,1
30,6
51,2
31,1
41,3
39,5
34,2
47,3
33,8
33,8
31,0
31,9
54,7
42,4
41,1
29,8
37,1

30,6

71

82

65

78

74

79

102

79

85

80

62

75

71

63

74

85

100

98

104

Fonte: autoria propria. P10, P50 e P90 sdo o 1°, 5° e 9° decis, respetivamente; DP — desvio padrao;
CV - coeficiente de variagéo; n - numero de fibras medidas.
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Figura A1 — Superficie de resposta para o planejamento fatorial 24 do diametro médio das fibras de

gelatina envolvendo a concentragdo em fungéo das variaveis néo significativas estatisticamente.
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Figura A2 — Superficie de resposta para o planejamento fatorial 24 do didametro médio das fibras de

gelatina envolvendo a presséo em fungao das variaveis nao significativas estatisticamente.
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