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Resumo. A área de engenharia de tecidos tem sido impulsionada pelo desenvolvimento de biomateriais visando recriar um ambiente natural para melhorar o crescimento celular. O processo de eletrofiação tem despertado interesse por ser uma técnica atraente para a produção de nanofibras poliméricas. Neste trabalho foi estudada a eletrofiação de soluções de gelatina com polivinilpirrolidona (PVP), dissolvido em água deionizada e ácido acético à temperatura ambiente em diferentes composições. As soluções foram caracterizadas através de medições de tensão superficial, condutividade elétrica e propriedades reológicas das soluções. Ao aplicar uma tensão elevada para a agulha metálica, as fibras foram recolhidas sobre o substrato. A tensão aplicada foi fixada em 29,1 kV e a distância entre o capilar e o coletor foi ajustada para 10 cm. A morfologia resultante foi avaliada por microscopia eletrônica de varredura (MEV) e os resultados obtidos foram discutidos baseados nas propriedades das soluções e condições de processamento. Foi observado que o diâmetro final das fibras pode ser ajustado a partir do pH das soluções variando a concentração de ácido acético, devido à sua influência nas propriedades reológicas e elétricas das soluções.
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1.
INTRODUÇÃO


A engenharia de tecidos é um campo multidisciplinar que visa a regeneração dos tecidos através do uso de biomateriais (A. Kulkarniet al, 2012). O processo de eletrofiação desempenha um papel importante para a fabricação de scaffolds fibrosos de biomateriais naturais com diâmetro de fibras em dimensões submicrométricas e nanométricas. Tais materiais, como proteínas (gelatina, colágeno e fibroína de seda) e polissacarídeos (quitosana, ácido hialurónico e celulose) visam imitar componentes da matriz extracelular, sendo considerado como uma arquitetura promissora, pois apresenta estrurtura fibrosa com diâmetros em escala nanométrica (Garg, K., Bowlin, G.L., 2011 & A. Kulkarni et al, 2012). 

A eletrofiação (electrospinning) é um processo de fabricação de fibras nanométricas contínuas com uma ampla variedade de aplicações nas áreas biomédica, têxtil, eletrônica, de sensores, dentre outras (Garg, K., Bowlin, G.L., 2011). Basicamente, quatro componentes são necessários para o processo: uma fonte de alta tensão, um tubo capilar, que pode ser uma agulha de pequeno diâmetro, uma bomba de infusão e uma placa coletora aterrada. A alta voltagem é necessária para criar um jato de solução de polímero eletricamente carregado para fora do capilar. O campo elétrico aplicado induz o carregamento sobre a superfície do líquido, que gera um campo de tensões eletrostáticas no fluido, induzindo à formação do jato polimérico. A característica do jato formado a partir de forças eletrostáticas é o seu diâmetro reduzido devido à formação do cone de Taylor na saída do capilar e às instabilidades de escoamento durante a trajetória do jato até a placa coletora. Antes do jato atingir a placa coletora, ocorre a evaporação do solvente e o polímero, na forma de fibras, é coletado como uma rede de fibras não-tecido (non-woven) (A. Kulkarni et al, 2012, S.Y. Chew et al, 2006). 
Neste trabalho, a eletrofiação de blendas de gelatina com polivinilpirrolidona (PVP) para a fabricação de nanofibras foi investigada. A gelatina é um derivado do colágeno, adquirida por desnaturação da estrutura tripla hélice. Devido às semelhanças entre gelatina e colágeno e também à sua origem natural, este se tornou um polímero atraente para aplicações na engenharia de tecidos. Scaffolds de gelatina obtidos por eletrofiação têm sido utilizados para tais aplicações como a cicatrização de feridas, aplicações dérmicas e regeneração de tecidos nervosos, cartilaginosos e ósseos (C.M. Yamazaki et al, 2010). 
Poli(vinil pirrolidona) (PVP) é um polímero sintético, solúvel em água, biocompatível, hemocompatível e há muitos anos tem sido aplicado como biomaterial. O PVP interage com uma grande variedade de materiais hidrofílicos e hidrofóbicos, tem propriedades semelhantes às de uma proteína devido à sua estrutura de pirrolidona e apresenta toxicidade muito baixa e pouca imunogenicidade e antigenicidade . O PVP é usado em uma ampla variedade de aplicações, como dispositivos médicos destinados à implantação no corpo humano e como um substituto do plasma (F. Hassouna et al, 2009). 
Neste estudo, foi investigada a eletrofiação de blendas de gelatina/PVP a partir de soluções de ácido acético/água. Foi avaliado o efeito da concentração de ácido acético nas propriedades das soluções e na morfologia das fibras. O uso do ácido acético nas soluções garantiu a obtenção de soluções com propriedades adequadas para eletrofiação.  Verificou-se que os diâmetros médios das nanofibras resultantes variam em função da composição do solvente. As propriedades das soluções avaliadas foram viscosidade, tempo de relaxação, tensão superficial, condutividade elétrica e pH. A morfologia das membranas foi avaliada por Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV).
2.
EXPERIMENTAL
           Gelatina (tipo B de pele bovina, Sigma Aldrich), PVP (MM= 360,000, Sigma Aldrich), ácido acético (CH3COOH, 99,7%, Ecibra) e água deionizada, foram misturados em diferentes proporções em peso, sem qualquer tratamento ou purificação adicional. As quatro soluções foram preparadas variando a proporção de água/ácido acético por dissolução em 9,2% em massa de gelatina e 7,4 % em massa de PVP. Todas as soluções foram agitadas durante 2 horas (Agitador Nova Ética, Modelo 114), a 26 0C e processadas no mesmo dia do preparo da mesma. As soluções foram preparadas adicionando-se o ácido acético em água, em seguida a gelatina e posteriormente o PVP gradualmente. 
            O sistema de eletrofiação utilizado neste estudo foi constituído por uma seringa de 10 mL e agulha de 0,55mm de diâmetro interno, com uma bomba de infusão (KDScientific, Modelo KDS-100), uma fonte de alta tensão (Testtech) e uma placa coletora aterrada.  As soluções foram fiadas a uma tensão positiva de 29,1-29,2 kV, com uma distância da ponta da agulha ao coletor de 10 cm, a uma vazão de 1 mL / h. Todos os procedimentos de eletrofiação foram realizados  a 26 ° C.  
           O pH das soluções foi determinado utilizando um pHmetro digital (Modelo DM-22) e a condutividade elétrica utilizando um condutivímetro digital (Modelo DM-32) ambos da Digimed. A tensão superficial foi medida utilizando um Tensiômetro Kruss (Modelo K -12) e a viscosidade aparente foi determinada utilizando um viscosímetro por vibração (Vibro Viscometer - Modelo SV 10). Para cada solução, valores médios dessas propriedades foram calculados a partir de pelo menos três medições. 
As propriedades reológicas foram medidas utilizando o reômetro Haake RS1, com cone e geometria de placas PP35Ti (tamanho da abertura de 35 mm), obtendo-se dados a cada segundo. Todas as medições foram realizadas a uma temperatura de 25°C. O tempo de relaxação característico foi estimado pelo ponto de cruzamento das curvas de G´ e G´´ no ensaio reológico em regime oscilatório. A viscosidade em função da taxa de cisalhamento foi obtida em ensaio em regime permanente para taxa de cisalhamento até 100s-1.   
A morfologia das fibras de gelatina/PVP foi avaliada por microscopia eletrônica de varredura (MEV) utilizando um equipamento ZEISS (Modelo Evoma-15). Para a observação pelo MEV, às amostras foram revestidas em ouro utilizando um equipamento Sputter Coater, Bal-Tec (Modelo SCD-O5O). Os diâmetros médios das fibras foram determinados por análise das imagens de MEV, utilizando o programa de análise de imagens ImageJ, onde foram medidos os diâmetros de 50 fibras de cada amostra escolhidas aleatoriamente. 
3. RESULTADOS
A Tabela 1 apresenta as propriedades das soluções obtidas através das medições de pH, tensão superficial, condutividade elétrica k, viscosidade aparente a e tempo de relaxação , para diferentes concentrações de ácido acético, assim como o diâmetro médio das fibras obtidas. Nota-se que, com o a diminuição da concentração de ácido acético, o pH e a condutividade elétrica aumentaram, como esperado. Pode-se também observar que a viscosidade da solução diminuiu com a diminuição da concentração de ácido acético. No caso da tensão superficial, pode-se observar que houve um aumento desta propriedade com a diminuição da concentração de ácido acético, porém essa variação foi pequena. Somente para a solução 4, onde foi observado um maior aumento desta propriedade. O aumento da tensão superficial também era esperado devido à alta tensão superficial da água. 
Tab. 1 – Propriedades das soluções e diâmetros médios das fibras obtidas por eletrofiação.
	Número
	Ác. Acético/
água (wt%)
	pH
	 (mN/m)
	k (µs/cm)
	a(Pa.s)
	( (s)
	Diâmetro (nm)

	1
	74,0/9,3
	1,61
	31,06
	429,2
	2,18
	5,6.10-3
	597,7 (116,4)

	2
	64,8/18,5
	1,89
	33,25
	658,1
	2,03
	7,3.10-3
	534,5 (175,3)

	3
	46,3/37,0
	2,33
	33,43
	1138,7
	0,98
	9,5.10-3
	196,7 (41,5)

	4
	37,0/46,3
	2,54
	38,04
	1406,7
	0,96
	9,7.10-3
	142,1(46)


A Figura 3 mostra as imagens obtidas por MEV das fibras de gelatina/PVP. Pode-se observar que os diâmetros menores de fibras foram obtidos em concentrações mais baixas de ácido acético, dentro da faixa estudada.
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Fig. 1 - Micrografia das fibras de gelatina/PVP obtidas por eletrofiaçã, com diferentes concentrações de ácido acético em % de peso: 1 (74%), 2 (64,8), 3 (46,2) e 4 (37,0).
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Fig. 2 Curvas de viscosidade em função da taxa de cisalhamento das soluções com diferentes concentrações de ácido acético em % de peso. A legenda indica as curvas das amostras 1 a4.
Pode-se observar pelos resultados apresentados que o ácido acético favorece a eletrofiação, pois ele promove a redução da tensão superficial da solução, pois a tensão superficial de ácido acético é ~ 28,8 mN / m (S.O. Han et al, 2008).  A menor tensão superfícial alcançada neste estudo foi de ~ 31 mN /m, que foi realizado através da adição de 74% em peso de ácido acético a um teor 9,2% de água em peso (Tabela 1). Sabe-se que a alta tensão superficial de uma solução inibe o processo de eletrofiação, pois favorece a quebra do jato em gotículas. Assim, a eletrofiação em solventes contendo água é dificultada devido à baixa taxa de evaporação de água e a sua tensão superfícial extremamente elevada (~ 74,2 mN / m) (S.O. Han et al, 2008). Conforme apresentado na Tabela 1, a tensão superficial manteve-se com pequena variação com a diminuição da concentração de ácido acético, porém, para todas as soluções os valores de tensão superficial tiveram valores baixos. Conforme mostra a Figura 1 e a Tabela 1, essa variação na tensão superficial não teve influência significativa na desestabilização do jato durante o processo, pois para todos os casos foram obtidas fibras uniformes.
No caso deste trabalho, as propriedades medidas que determinaram o diâmetro final das fibras foram a viscosidade e a condutividade elétrica. Como se podem observar na Tabela 1, menores concentrações de ácido acético dentro da faixa estudada acarretaram em menor viscosidade e maior condutividade elétrica, o que favorece a obtenção de fibras de diâmetros reduzidos (T. Uyar, F. Besenbacher, 2008). À medida que a concentração de ácido acético aumenta, a viscosidade da solução aumenta; por conseguinte, as fibras são mais espessas. O aumento do diâmetro das fibras é devido a uma maior resistência da solução viscosa ao alongamento, durante o processo de eletrofiação. Além disso, o caminho do jato é reduzido uma vez que a instabilidade do jato (bending instability) é menor em viscosidade mais elevada (T. Uyar, F. Besenbacher, 2008). O efeito da condutividade elétrica também agiu no sentido de reduzir o diâmetro final das fibras. Como esperado, quanto maior a condutividade elétrica, maiores serão as tensões eletrostáticas agindo na solução e, consequentemente, o estiramento do jato durante o processo será mais intenso. Assim, o efeito combinado da diminuição da viscosidade com o aumento da condutividade elétrica fez com que as fibras obtidas a partir da solução 4 apresentasse diâmetros menores. 
O diâmetro médio das fibras ficou na faixa de 142 -597 nm e diminuiu com a diminuição da concentração de ácido acético. As micrografias por MEV revelam, para todos os casos, a formação de uma rede densa de fibras com uma morfologia cilíndrica, sem a presença de defeitos, como estrutura de contas (beads) que são comumente observados em nanofibras obtidas por eletrofiação.
Na Tabela1 os dados experimentais demonstram que as fibras obtidas a partir das soluções com menor viscosidade apresentam fibras com diâmetros menores, modelo também encontrado nos dados experimentais de R. Jancˇic´ and R. Aleksic´, 2000. Este modelo mostra que fibras com diâmetros menores podem ser obtidas a partir de soluções com menor valor de viscosidade. A forma das curvas de viscosidade na Figura 2  mostra claramente a diminuição da viscosidade com a diminuição da concentração de ácido acético. Este aumento da viscosidade provoca uma maior resistência do jato, instabilidade e uma rápida solidificação do polímero,  levando a formação de fibras mais grossas.( L.V. Schueren et al, 2012).
A Figura 2 mostra que as soluções apresentaram uma pequena diminuição nos valores da viscosidade com o aumento da taxa de cisalhamento, caracterizando um comportamento pseudoplástico. Pela Tabela1, pode-se observar que os valores de tempo de relaxação permaneceram na mesma ordem de grandeza para todas as amostras.
5.
CONCLUSÕES
            Neste trabalho foi investigado o efeito da concentração de ácido acético na eletrofiação de blendas de gelatina/PVP a partir de soluções aquosas contendo ácido acético. A partir dos resultados obtidos, foi possível constatar que, dentro da faixa estudada, concentrações menores de ácido acético promoveram a formação de fibras com menores diâmetros. Portanto, a presença de ácido acético tem um efeito significativo sobre a morfologia e o diâmetro médio das nanofibras obtidas, nas mesmas concentrações de polímeros e quando os parâmetros de eletrofiação são mantidos constantes. Isto ocorre, devido à forte influência do ácido acético na viscosidade e na condutividade elétrica da solução. 

         Observou-se que soluções com condutividade elétrica mais alta e viscosidade menor resultaram em fibras com diâmetros menores. As nanofibras exibiram morfologia cilíndrica e foram aleatoriamente distribuídas em uma esteira fibrosa, apresentando estruturas uniformes.
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Abstract.  The area of tissue engineering has been driven by biologically inspired biomaterials to recreate a natural environment to enhance cell growth. The electrospinning process has attracted interest as an attractive technique for producing nanofibers of polymer blends. The electrospinning setup consists of three main parts: a metallic needle, a sink and a source of high voltage. In this work was the solution for electrospinning the solution of gelatin and polyvinylpyrrolidone (PVP) dissolved in deionized water and acetic acid at room temperature in different compositions. The solutions were characterized by measurements of surface tension, electrical conductivity and rheological properties of the solutions. By applying a high voltage to the metal needle, the fibers were collected on the substrate. The applied voltage was set at 29.1 to 29.2 kV and the distance of the electrode-collector was adjusted to 10 cm. The resulting morphology was evaluated by scanning electron microscopy (SEM) and the results were discussed based on the properties of solutions and processing conditions. It was observed that the final diameter of the fibers can be adjusted from pH varying the concentration of solutions of acetic acid due to its influence on the electrical and rheological properties of the solutions.
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