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Resumo:

Com a emergéncia da nanotecnologia tornou-se critico estudar as propriedades de novos compostos,
em particular os aminoacidos em escala nanométrica porque estes apresentam propriedades unicas ou

propriedades realcadas comparativamente aos mesmos em escala macrométrica.

Este projeto visa desenvolver e estudar as propriedades dos materiais biologicos, em particular de
aminodacidos, com potenciais propriedades piezoelétricas. Trata-se de compostos cristalinos com
momentos dipolares permanentes e elevados que estao relacionados com propriedades fundamentais de
conectividade entre ossos, dentes, vertebras e tenddes do corpo humano. Apresentam vantagens
comparativamente com o0s materiais piezoelétricos inorganicos normalmente utilizados porque sao
facilmente processados, tém boa solubilidade em diversos solventes, sdo transparentes, facilmente

decompostos e amigos do ambiente.

As solucdes preparadas s&o de Polivinil alcool (PVA), Oxido de polietileno (PEO) e Polivinilpirrolidona
(PVP), todos fornecidos pela Sigma-Aldrich. A incorporacdo dos aminoacidos foi efetuada em
percentagens distintas em peso para se tentar atingir a maior incorporacao possivel deste nas fibras sem
alterar as suas propriedades fisicas iniciais e atingir o maximo de realce das propriedades em estudo. As
solucdes foram produzidas utilizando como solvente agua destilada porque esta apresenta-se como o
melhor solvente para os materiais a utilizar, nao alterando as suas propriedades e com um elevado

rendimento na dissolucao dos mesmos.

As nanofibras foram obtidas por electrospinning que é uma técnica de baixo custo, flexivel para a
sintese de fibras a partir de polimeros e com uma elevada compatibilidade com a formacao de guias de
onda para optoeletrénica. Esta € uma técnica em crescendo e ja com elevadas aplicacdes no campo da
engenharia de tecidos, biossensores, filtracdo, revestimentos de feridas, sistemas de distribuicao de

farmacos e imobilizacdo de enzimas.

A caracterizacdo morfologica e estrutural das nanofibras produzidas efetua-se através das técnicas de
MEV e DRX. A verificacdo da piezoeletricidade foi levada a cabo na Universidade de Aveiro com recurso a

técnica de PFM.
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Abstract:

With the rise of nanotechnology it is critical to study the properties of new compounds, particularly the
amino acids in a nanometric scale because these compounds demonstrate unique properties or

highlighted properties when compared to those in a macrometric scale.

The objective of this project is to develop and study the properties of biological materials, particularly
amino acids, with potential piezoelectric properties. These are crystalline compounds with molecular
dipolar moments which are permanent and in a high number and are among the fundamental properties
of connective tissues reported for bones, teeth, vertebrate tendons, which might be related to the

presence of a large number of charged amino acids.

These organic compounds have advantages when compared to the piezoelectric inorganic materials
which are normally used, because they are easily processed, they have good solubility in several solvents,
are transparent, easily decomposed and environmentally friendly. The prepared solutions are composed of
Polyvinyl Alcohol (PVA), Polyethylene Oxide (PEO) and Poly (vinylpirrolidone) (PVP) supplied by Sigma-
Aldrich. The incorporation of the amino acids was done on a distinct rate of weight in order to achieve the
highest possible incorporation of it on fibers without modifying their initial physical properties and to
highlight the properties being studied as much as possible. The solutions were prepared using distilled
water as a solvent because it is the least harmful solvent for the materials being used, not modifying its

properties and with a high yield on their dissolution.

The nanofibers were obtained by the electrospinning technique which is a low cost technique, flexible
for the synthesis of fiber from polymers and with a high compatibility with the formulation of wave guides.
Electrospinning is a globally rising technique already applied on several fields such as tissue engineering,

biosensors, filtration, wound dressing, drug distribution systems and enzyme’s immobilization.

The morphological and structural characterization of the produced nanofibers was performed through
techniques such as SEM and XRD. The piezoelectric characterization was made in Aveiro University using

the PFM technique.
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Motivacao

A analise de materiais a uma escala nanométrica tem vindo a adquirir papel de destaque na
investigacao, visto que o seu comportamento pode ser distinto quando comparado com 0 mesmo numa
escala macromeétrica. Os aminoacidos em particular revelam um comportamento de particular interesse
guando se apresentam em solucao aquosa, visto que se encontram na forma zwitterénica ou polarizada.
A sua producao via electrospinning permite a total evaporacdao do solvente e consequente
enclausuramento dos cristais nesta forma, tornando-se assim uma potencial fonte de energia. Atualmente
esforcos tém sido levados a cabo de forma a tentar obter formas de energia mais limpas e virtualmente
inesgotaveis de forma a proteger o nosso meio ambiente e o ser humano, como tal, a captacao de
energia & uma area de investigacao recente na qual se obtém energia via fontes externas tais como
energia edlica ou solar e a possibilidade dos revestimentos de fibras apresentarem propriedades

piezoelétricas enquadra-se nesta area de trabalho.

Na tentativa de tentar potenciar ao maximo estes avancos e de forma a dar continuidade a outros
estudos que incidiram nas potencialidades de aminoacidos tais como a glicina, diversos aminoacidos
foram selecionados de forma a compreender o seu potencial por comparacdo com 0 composto

ferroelétrico mais conhecido, o sal de Rochelle.

Objetivos

No contexto deste trabalho pretende-se estabelecer os parametros de producdo de fibras com
polimeros sollveis em agua com incorporacao de L-alanina, DL-alanina, L-arginina e tartarato de sodio e
potassio, apelidado de sal de Rochelle. Posteriormente é pretendida uma caracterizacao das propriedades
morfolégicas e estruturais e apds consolidacdo dos resultados obtidos adaptar a sua producao a técnica
de near-field electrospinning que permite idealmente uma menor percentagem de polimero e uma melhor

orientacao. Como tal os objetivos especificos sao:

e Producao de fibras pelo processo de electrospinning convencional dos diversos aminoacidos;
e (aracterizacao das fibras obtidas pelas técnicas de MEV, DRX e PFM;

e (Co-montagem do sistema de nearfield electrospinning e a sua otimizacéo.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO

O crescente aumento na procura de energias limpas e biocompativeis € um ponto fundamental para a
sustentabilidade do ser humano. A possibilidade de permitir obter energias limpas e idealmente
inesgotaveis permite sustentar pequenos dispositivos eletrénicos de baixo consumo e poderia até a titulo
de exemplo suplantar a necessidade da utilizacao de baterias potencialmente nocivas para o organismo
como é o caso dos pacemakers, na qual a bateria dura aproximadamente entre 6 e 10 anos. A
possibilidade de obter um substrato filamentar que permite a producdo de energia por simples acédo

mecanica podera permitir a substituicdo das baterias ou pelo menos prolongar a sua duracao.

O recurso a polimeros e aminoacidos biocompativeis conjugados na forma de fibra oferece alguma
liberdade para as suas aplicacdes. Os aminoacidos quando se apresentam no estado solido e cristalino
sao neutros, contudo, a dissolucdo em agua permite que estes se encontrem em forma zwitterdnica,
ficando polarizados e a sua producéo por electrospinning com recurso a uma matriz polimérica permite a
sua orientacdao ao longo da fibra dos cristais e por forca da rapida evaporacao do solvente, o seu

enclausuramento no estado que apenas seria possivel em solucao.

Atualmente ja sao realizados estudos em diversos aminoacidos e efetivamente ja foi sugerida a
possibilidade de estes se comportarem como materiais ferroelétricos, sendo esta posicao discutida no

decorrer deste trabalho.

No decorrer deste trabalho, a proporcdo dos compostos vai ser variada de forma a verificar para que
composicao se obtém resultados mais notérios e as amostras sao coletadas num substrato de vidro,
esterilizado, colocado na zona do coletor em cima de uma folha de papel vegetal para permitir uma
melhor dispersao das fibras por toda a amostra e prevenir que estas se depositem nas zonas em que o

coletor estaria exposto.

A analise das fibras produzidas incide na sua morfologia, ao nivel do seu diametro, porosidade,
presenca de cristais no seu exterior e orientacao dos cristais no seu interior, por analise dos planos
difratados. A caracterizacao incide ainda na confirmacado do confinamento dos cristais no interior da fibra

na sua forma polar e a presenca da componente ferroelétrica e piezoelétrica.

Finda a caracterizacdo e a producado das fibras, com recurso a técnica de near-field electrospinning é
teoricamente possivel realcar ainda mais os efeitos obtidos, visto que a orientacdo induzida nas fibras é
superior, participando no processo de montagem experimental do equipamento, verificando as

dificuldades inerentes ao seu desenvolvimento e posterior utilizacao.
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Esta dissertacao foi desenvolvida ao longo de quatro capitulos, sendo este o capitulo 1, no qual foi

descrito o contexto, o tema e 0s principais objetivos.

O capitulo 2 incide na revisao bibliografica, apresentando um enquadramento para a técnica de
producdo e respetivos parametros suscetiveis de induzir alteracdes ao processo e os fundamentos
teoricos da producéo de fibras por near-field electrospinning, considerando as diferencas para o processo
convencional. Os polimeros e 0s compostos a incorporar sdo ainda descritos, assim como o seu

comportamento.

De forma breve sdo abordadas as técnicas de caracterizacdo necessarias, e é apresentada uma breve

descricao dos fendmenos esperados, mediante caracterizacao.

No capitulo 3 ¢ abordado o procedimento experimental, incluindo a caracterizacdo das amostras
obtidas, comparacado dos resultados mediante as diferentes matrizes poliméricas para cada composto.
Este capitulo inclui ainda a interpretacdo dos resultados obtidos com recurso a técnica de PFM de forma

a enquadrar as fibras produzidas.

No capitulo 4 sado apresentadas as conclusdes retiradas ao longo da producéo assim como as
dificuldades obtidas no desenrolar do estudo experimental. Apresentam-se ainda propostas de trabalhos

futuros, considerando os resultados obtidos.
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CAPITULO 2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

A presente revisao bibliografica pretende fundamentar o trabalho de investigacdo desenvolvido.
Neste capitulo pretende-se enquadrar o trabalho desenvolvido nesta dissertacdo no enquadramento
cientifico desenvolvido até a data na area do electrospinning, estudo dos aminoacidos e as suas

potenciais propriedades. Serdo ainda abordados os fundamentos da técnica de near-field electrospinning.

2.1 Electrospinning

O electrospinning ¢ uma técnica de producéo de fibras na escala nanométrica de baixo custo e
extremamente versatil, que permite a incorporacdo de outros materiais nos polimeros formadores de
fibras, sendo idealmente estes enclausurados no seu interior. O impacto e desenvolvimento desta técnica
podem ser acompanhados pela evolucdo do numero de publicacdes nesta area através do motor de
busca Scopus que foi obtido utilizando a palavra-chave “electrospinning’ que regista um aumento

significativo todos os anos como se pode verificar no grafico seguinte:
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Figura 1 - Pesquisas com palavra-chave "electrospinning" [7]

Tecnicamente o electrospinning € um processo que utiliza um campo elétrico elevado para
retirar de um fluido polimérico, por acao de forcas electroestaticas, um filamento de reduzida espessura e
com didmetro esperado na ordem dos nandmetros. E aplicada uma pressdo constante na seringa que
contem a solucdo polimérica, que se encontra a uma distancia fixa do coletor, induz-se uma diferenca de
potencial entre a seringa e o coletor na ordem dos kV e enquanto a solucao vai abandonando a seringa,

vai evaporando o solvente.
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Mais detalhadamente o processo de electrospinning ocorre quando o campo aplicado transforma
a gota formada na ponta da agulha em cone de Taylor. Quando a forca elétrica se torna maior do que a
tensao superficial, da-se a formacao de um jato e o cone é estavel se a viscosidade e a tensao superficial
geradas forem adequadas o que torna o jato estavel. As fibras recolhidas no coletor tém uma orientacéo
aleatoria na imagem seguinte mas a orientagao ou alinhamento das fibras pode ser induzido com recurso

a um coletor em rotacao, dependendo da aplicacao pretendida.

= Seringa

E | Solugdo polimérica
’/; §§— ; /A —1

Coletor

Figura 2 - Esquema tradicional de producio de fibras e respetivas fibras

O processo pode ser efetuado na vertical ou horizontal, sendo que no ambito desta dissertacdo
apenas foi utilizada a direcao vertical. Recorrendo a este método, é possivel obter nanofibras de uma
diversidade de polimeros que ja se encontram aplicadas em areas tais como a filtracdo por membranas,

ramo biomédico, engenharia téxtil, entre outras [1].

A primeira descricdo do processo remonta a 1902 e ¢ da autoria de J.F. Cooley que descreveu e
patenteou um método por ele descrito como obter um fio com recurso a uma fonte de alta tensao e foi ja
consolidado o conhecimento de que a solucdo necessitava de uma viscosidade minima para possibilitar o
processo. O primeiro equipamento patenteado de electrospinning remonta a 1934 e a sua patente foi da
autoria de Formhals. Foi possivel produzir através de um equipamento experimental mais complexo que
recorria a um deposito de solucdo e uma roda dentada parcialmente imersa que se encontrava em

rotacdo e com carga aplicada como ilustra a figura seguinte:
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Gerador de alta
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Figura 3- Esquema de producao do primeiro equipamento de electrospinning patenteado [5]

Aqui a acdo das forcas eletroestaticas induz a formacéo dos filamentos poliméricos sendo que o

nome electrospinning advém da utilizacdo da referida forca [2,3].

O desenvolvimento teodrico que serviu de base para o processo foi demonstrado por Sir Geoffrey
Ingram Taylor no ano de 1969 e consiste na modelacdo matematica do cone formado que se pode

verificar na seguinte ilustracao:
(A) (B) (C)

Solucio
polimérica

Cone de Taylor

Cargas induzidas pelo
e campo elétrico aplicado

Gota.

e Formacio da fibra

Figura 4- Esquema de formacao do cone de Taylor

Aqui em (A) representam-se as cargas superficiais induzidas na solucao polimérica pelo campo
elétrico, em (B) ocorre o alongamento da gota e em (C) a deformacao da gota na forma do cone de Taylor

devido as interacdes de repulsdo entre cargas. O jato inicia-se nesta fase da ponta do cone [4,5].

2.2 Variaveis do processo

Existem diversos parametros que influenciam a processabilidade de fibras por electrospinning,

Mituppatham et a/. [5,6] dividiu-os em trés categorias como se pode ver na tabela 1.
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Tabela 1 - Variaveis do processo

Solucao Processo Ambientais
Concentracao Potencial eletrostatico Temperatura
Viscosidade Forca do campo elétrico Humidade
Tenséao superficial Forma do campo Pressao
Condutividade Distancia agulha/coletor Fluxo da atmosfera
Constante dielétrica Taxa de alimentacéo Composicao da atmosfera
Volatilidade do solvente Diametro interno da agulha

Velocidade de rotacao do coletor

2.2.1 Parametros de solucao

Como foi referido anteriormente para se produzir fibras por electrospinning é necessario colocar
na seringa uma solucao polimérica com uma dada viscosidade para permitir a formacdo do processo.
Como tal, diferentes polimeros requerem diferentes solventes e toleram a sua dissolucdo em diferentes
percentagens o que implica alteracdes nos parametros utilizados. Quando se aumenta a concentracdo da
solucdo, estamos a aumentar a sua viscosidade e consequentemente a aumentar o didmetro das fibras

como se pode ver na figura seguinte:
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Figura 5- Variacao do diametro médio das fibras em funcao da concentracio de polimero [7]

Como os polimeros sao na sua maioria ndo condutivos os ides carregados na solucao polimérica
promovem uma elevada influencia na formacdo do cone de Taylor e remocao da fibra. Estes ides
aumentam a capacidade de transporte de cargas do jato, o que o sujeita a uma maior tensdo devido ao
campo aplicado. Shin ef a/. [8] concluiu que a estabilidade do processo numa solucado de PEO é superior
devido a uma maior condutividade do polimero utilizado. Quanto mais condutora for a solucéo polimérica

mais facilmente se consegue recolher as fibras no coletor, quer sejam orientadas ou com sentido
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aleatorio. Lee et a/. [9] observou que o0 aumento da condutividade elétrica da solucao induz uma melhoria
do rendimento do processo e Zong et al. [10] verificou que a presenca de sal na solucdo também
promove aumento de rendimento demonstrando o efeito dos ides na morfologia e didmetro das fibras.
Descobriram que a adicdo de sais idnicos a solucao diminui a formacdo de aglomerados de fibras e

permite a producéo de fibras de tamanhos mais diminutos, entre 200 e 1000nm.

O solvente presente em solucao tem igual importancia na estabilidade do processo. Alguns dos
fatores com maior impacto sdo a concentracado, viscosidade, tensao superficial, ponto de ebulicdo, a sua
condutividade, constante dielétrica e a sua capacidade de dissolver perfeitamente o polimero, assim
como sais ou no ambito desta dissertacdo os aminoacidos a incorporar. Nas tabelas seguintes estao

referidos alguns solventes utilizados para cada polimero a partir dos quais ja foi possivel produzir fibras:

Tabela 2 - Solventes utilizados em polimeros que nao sao biodegradaveis

Polimero Solvente Concentracao
PU DMF 2,5-17,7%
Nylon HFIP 10 - 15%
PAN DMF 7,5 = 20%
PVDF DMF 20 - 30%
PS THF 15 - 25%
PMMA Cloroférmio 15 - 25%
PBI DMACc 10 - 20%
PET TFA 4 - 20%
Tabela 3 - Solventes utilizados em polimeros biodegradaveis
Polimero Solvente Concentracao
PVA Agua destilada 5 - 15%
PVP Agua destilada; Etanol 10%
PVA/CA Agua destilada; DMAc 10%
PEO Agua destilada; Etanol 2 - 20%
PAA/PVA Agua destilada 10 - 12,5%
PDLA DMF; Cloroférmio 14%
PLLA DCM; DMF 10%

Son et al. [11] verificou que o efeito das solucdes poliméricas no electrospinning de PEO esta
relacionado com a constante dielétrica do solvente, ou seja, quanto maior a constante dielétrica do
solvente, menor o didmetro das fibras produzidas. A composicdo do solvente também afeta a morfologia
das fibras, Lee ef al. [9] comprovou que em fibras de PS e utilizando como solventes THF e DMF a

quantidade de aglomerados presentes era diretamente influenciada pela percentagem de DMF presente
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em solucdo, visto que utilizando apenas THF como solvente, apenas se verificavam aproximadamente

metade dos aglomerados na amostra final.

As concentracdes presentes na tabela 1 e 2 sdo relativas a um valor de massa molecular distinto
para cada polimero. No caso do PEQ, é possivel obter uma viscosidade aceitavel para a producao de
fibras com apenas 2% de polimero com um peso molecular de 2x10¢ mas sendo necessario um valor em

peso de polimero na ordem dos 10% para o peso molecular de 1x10¢[12].

Em regra, a escolha do solvente adotado é baseada maioritariamente na solubilidade do
polimero, no entanto, uma elevada solubilidade nao esta diretamente relacionada com uma maior
condutividade do fluido. Raghavan ef a/. [7] verificou que um bom solvente de electrospinning tem a
capacidade de dissolver o polimero mas também possui a0 mesmo tempo uma constante dielétrica
elevada. Esta caracteristica permite o transporte de cargas relativamente elevado, potenciando o
esticamento continuo do fluido resultando em didmetros de fibras mais diminutos sem formacao de
aglomerados. A seguinte tabela reflete as constantes dielétricas a 20°C dos solventes mais utilizados no

processo:

Tabela 4 - Constantes dielétricas para os diversos solventes

Solvente Constante dielétrica
2-propanol 18,30
Acido acético 6,15
Acetona 20,70
Acetonitrile 35,92
Cloroférmio 4,80
Dichloromethane 8,93
DMF (Dimethylformamide) 36,71
Ethyl acetate 6,0
Etanol 24,55
m-Cresol 11,80
Metanol 32,60
Pyridine 12,30
Terahydrofuran 7,47
Tolueno 2,44
Trifluoroethanol 27,0
Agua destilada 80,20

No caso da agua a titulo de exemplo a constante dielétrica varia no intervalo de temperaturas

compreendido entre [0, 100] °C como se pode verificar no grafico seguinte:
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B0 -

T(*C)

Figura 6- Variacao da constante dielétrica da agua em funcao da temperatura [13]

Apesar da elevada variacao devido ao campo elevado aplicado na ordem dos kV e considerando
gue o solvente evapora no decorrer do processo, podemos verificar que cruzando os dados da tabela com
0 grafico, o valor da constante dielétrica da agua mantem-se bastante acima dos restantes, tornando-a

assim um dos solventes de eleicao para o processo de electrospinning.

Outro fator a considerar e que influencia diretamente a processabilidade da solucdo prende-se
com a relacao entre polimero e composto introduzido, estando esta dependente do tipo de polimero, o
seu peso molecular ou o tamanho de cristais dos compostos. Na situacdo em que o composto se
encontra em solucao e se apresenta na sua forma zwitterénica, ou seja, apresenta dipolos como se pode
ver na figura 7, orientados de forma aleatdria, apds formacao da fibra, ficam orientados no mesmo
sentido, devido a uma rapida evaporacdo do solvente, o que impede a regressdo a sua forma mais

estavel em estado solido e com carga neutra. [14-16]

Cone de Taylor Volt K
(Solugao polimérica) oltagem {KV)

Dipolos

\

Campo elétrico

vy

Nanofibra

\ 4

Substrato

Figura 7 - Esquema de distribuicao dos dipolos na gota de solucao
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Todos os parametros anteriormente referidos séo influenciados pela solubilidade do polimero e
como tal é necessario estimar as variaveis envolvidas. A solubilidade de um polimero num dado solvente
esta em regra relacionada com a sua estrutura molecular, sendo que alguns dissolvem a temperatura
ambiente e outros para dissolverem necessitam de ser providos de aquecimento e agitacdo constante,
podendo esta dissolucdo demorar varias horas. A sua dissolucao é governada pela equacao da energia
livre da mistura onde AGm é a energia livre de Gibbs, AHm é a variacdo da entalpia da mistura, 7 a

temperatura absoluta e ASm a variacao da entropia.

AGm = AHm — TASm Eqg. 1

Um valor negativo de energia livre de mistura significa que o processo de mistura ocorre
espontaneamente, caso contrario duas ou mais fases resultam do processo. Quando se pretende
dissolver polimeros com uma elevada massa molecular, a variacao da entropia € muito baixa e sendo que
o termo 745m é sempre positivo, significa que o termo da entalpia é o fator crucial para a determinacao

do sinal.

Hildebrand verificou que a ordem de solubilidade de uma dada mistura se encontra relacionada
com a pressao interna do solvente e a relacdo da variacao da entalpia foi posteriormente verificada por

Scartchard, Hildebrand e Scott na equacéo seguinte:

1 1

AH 1% [(AE{/>7 (AE;/)E]Z 0,6
m=Vm|\—] — |—
A v, 17z Eq. 2

Aqui Vm corresponde ao volume da mistura, Vi é o volume molar de cada composto, A£" a
energia de evaporacdo e 0, indica a fracdo volumica de cada composto na mistura. O parametro de
solubilidade foi entdo proposto e esta relacionado com a densidade coesiva, nomeadamente a sua raiz

quadrada e apresenta-se na seguinte equacao:

E Eqg. 3
§ = (=)1/2 g.
)

10
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A equacdo 3 pode ser reescrita em funcdo do parametro e sabendo que a energia livre de Gibbs

deve de ser inferior ou igual a zero, implica que o termo (8, — §,) devera ser o mais baixo possivel para

possibilitar a miscibilidade da fracdo de volume pretendida. [26]

AHm =Vm[§1- 6212 6,6, Eq. 4

A tabela seguinte reflete alguns dos parametros de Hildebrand para solventes e polimeros.

Tabela 5 - Parametros de Hildebrand

Solvente d (cal/cm?)v2 Polimero d (cal/cm?)2
Tolueno 8,9 Polietileno 7,9
Cloroférmio 9,2 Polipropileno 8,2
Acetona 9,9 Poliestireno 91
Etanol 12,9 PVC 9,5
Metanol 145 PMMA 9,6
Agua 23,4 PVA 12,6

2.2.2 Parametros do processo

Para uma correta utilizacdo do equipamento de electrospinning € necessario estimar as variaveis

referentes ao campo elétrico induzido, a taxa de alimentacéo e o diametro da agulha.

Inicialmente € necessario referir que existe uma relacao direta entre a tensdo aplicada e a
distancia entre a agulha e coletor. O campo estima-se em unidades kV/cm, ou seja, variando um dos
dois, estamos a promover uma variacao no campo aplicado. Um aumento da distancia de separacao
entre agulha e coletor vai induzir uma menor extracao de filamentos da gota formada, no entanto com o
aumento da distancia promove-se uma melhor evaporacao do solvente e a obtencédo de fibras de menor
diametro visto que se possibilita um maior alongamento do filamento. O campo pode no entanto nao ser
suficiente para promover a formacado do cone de Taylor, o que quando associado a uma taxa de
alimentacao constante, vai promover o gotejamento da solucdo no coletor. Em sentido contrario um
campo demasiado elevado vai promover uma remocao da solucdo, ndo na forma de filamento mas vai
ser extraido na forma de spray, sem qualquer formacdo de fibras ou a extracdo de mais solucao,
originando fibras de maior dimenséo [1, 17-20]. Nos polimeros mais comuns nesta area, o campo esta

regra geral compreendido entre 0,5 e 1,5kV/cm.

11
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A taxa de alimentacdo constante permite a formacao da gota a partir da qual se forma o cone de
Taylor, assim quanto maior for a gota formada, maior sera a sua area supetficial e mais dispersas estao
as cargas o que vai induzir instabilidade na formacado do cone assim como promover a formacdo de
aglomerados e ainda um possivel acréscimo do diametro médio [21]. Um défice na alimentacao também
se traduz em instabilidade do processo visto que o cone de Taylor ocorre mas no interior da agulha,
levando a solidificacdo no seu interior, Tem entdo que existir um compromisso entre os diversos
parametros para regular a taxa de alimentacao, entre eles, o campo aplicado, a viscosidade da solucao e

o diametro da agulha.

O diametro interno da agulha tem também impacto no correto funcionamento do processo visto
gue como é o alimentador, o tamanho da gota formada esta a ele associado. De forma similar a taxa de
alimentacao, um diametro elevado vai promover a formacao de uma gota com uma elevada area
superficial e um didametro demasiado baixo vai impedir a correta alimentacao devido a viscosidade da

solucéo ou a imediata solidificacao da solugcao no seu interior.

Quando se pretende obter fibras com uma determinada orientacdo o coletor fixo é substituido
por um tambor rotativo. Aqui a velocidade é crucial para induzir a orientacao, visto que existe uma
velocidade minima a partir da qual se consegue induzir orientacdo as fibras, caso contrario, a sua
dispersao é aleatoria como se pode ver na figura 8. Esta velocidade esta relacionada com a espessura
das fibras e o campo utilizado, sendo que devera ser tal que promova uma boa orientacdo como se pode
ver na figura 8 mas quando excessiva também promove a rotura da fibra quando associado a uma rapida

adesao da fibra ao coletor e uma evaporacéo incompleta do solvente.

12
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Solucao
polimérica

Fibras Sentido de
rotacao

Fonte DC

Figura 8- Diferenca de orientacao das fibras em funcao da velocidade de rotacao

2.2.3 Parametros ambientais

Os parametros ambientais sao de igual importancia, nomeadamente a temperatura, humidade e
o fluxo atmosférico em torno do equipamento. A temperatura tem uma relacédo inversa com a tensao
superficial e a viscosidade e a condutividade da solucdo aumenta com o aumento da temperatura,
promovendo melhores condicdes de processamento. A evaporacdo do solvente vai ser diretamente
afetada e pode-se apresentar como vantajoso em casos de solventes com elevado ponto de ebulicéo tal
como a agua, no entanto um aumento significativo da temperatura ambiente pode potencialmente
inviabilizar a producéo de fibras a partir de solucdes que sao obtidas utilizando como solvente base etanol

ou cloroformio por exemplo [22,23].

A humidade atmosférica tem um efeito similar a temperatura na producdo de fibras por
electrospinning, sendo que taxas baixas de humidade promovem uma melhor evaporacao do solvente,
que permite uma solidificacdo das fibras mais eficiente mas que também pode promover uma

solidificacao da solucao no interior da agulha impedindo o processo [1,23,24].

Em sentido inverso quando se apresenta uma elevada humidade relativa do ar, a solucao
polimérica removida do cone de Taylor, tende a adsorver as moléculas de agua da atmosfera devido as

diferencas de pressdo o que inviabiliza totalmente o processo visto que o campo aplicado nao tem

13
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capacidade para evaporar na totalidade o solvente e as fibras depositadas ndo estdo no seu estado sélido
e derretem quando em contacto com o coletor e entre elas ou entdo ocorre formacao mas as fibras sao

porosas na sua superficie [1,23].

O fluxo de ar no compartimento é de igual importancia uma vez que as fibras apresentam
dimensdes na ordem nos nandmetros de espessura e a sua massa & diminuta. Uma movimentacao
minima no ar pode promover interrupcdes na deposicao e até impedir a coleta de fibras no substrato
pretendido. Alguns autores tém vindo a tentar ajustar a producdo por variacdo do fluxo de ar na camara

[25].

2.3 Near-field Electrospinning

Um dos fatores chave na utilizacdo de solucdes poliméricas em nanofibras em diversas aplicacoes
prende-se com a possibilidade de controlar com precisdo as propriedades fisicas e 0 seu posicionamento
espacial. Atualmente algumas técnicas como a EBL, do inglés “Electron-Beam Lithography’ permitem a
producao com elevada precisdo de padrdo, contudo o equipamento laboratorial necessario devido entre
outros fatores a necessidade de o processo decorrer em alto vacuo e o custo das lentes, torna o processo
dispendioso e com um elevado grau de dificuldade envolvido. Uma outra variante ¢ uma técnica similar
ao DPL do inglés “Dijp Pen Lithography’ mas uma das suas limitaces & a impossibilidade de operar de
forma continuada. A variante mais conhecida e estudada é a técnica de FFES do inglés “Far Field
Electrospinning’ e normalmente conhecida simplesmente por Electrospinning e permite a producao de
fibras em grande escala, no entanto, devido a instabilidades elétricas que sdo inerentes ao processo, 0
seu controlo espacial torna-se mais complexo, tendo sido desenvolvidas técnicas tais como a utilizacao de
um tambor rotativo em substituicdo do coletor estatico. A técnica tal como demonstrado anteriormente,
permite entdo induzir uma orientacdo nas fibras produzidas mas produzir padroes 2D e 3D é

extremamente complexo [27].

A técnica de near-field permite uma abordagem mais precisa ao processo de formacao de fibras. A
técnica ¢ em tudo similar ao processo de electrospinning referido anteriormente mas com diferencas
notdrias ao nivel da distancia entre a agulha e o coletor, diametro da agulha e percentagem de polimero

necessario para promover a formacao de fibras [28].

Estudos conduzidos anteriormente demonstraram que o didmetro da agulha pode ser até uma ordem
de grandeza inferior ou utilizando ainda um fio de tungsténio macico com didmetros de 25um. Enquanto
no processo tradicional as distancias tipicas sao na ordem dos centimetros, aqui podem descer até aos

micrometros aumentando a influéncia das forcas eletrostaticas sobre a solucdo o que permite uma
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reducdo substancial do polimero formador e oferece particular destaque as propriedades dos
aminodacidos que se pretendem realcar. No geral quando se obtém fibras na escala nanométrica
conseguimos obter o tal realce das propriedades neste caso piezoelétricas ou piroelétricas dos
aminodcidos e quando se consegue uma reducao do tamanho médio das fibras de 250nm para os 50nm

é esperado também uma melhoria significativa da sua resposta [29].

) (b)
Agulha
% =
Fonte DC Bomba de
Golade seringa
solugao /‘ e
» L
AL <)
g Computador

Cone de Taylor <~
1mm ‘
’ a' B

Camera

Substrato

Base X-Y Fonte DC

Figura 9- Esquema da montagem experimental de near-field electrospinning [27]

A figura 9 a) esquematiza o processo ja a decorrer, no qual se pode verificar a distancia, cerca de
duas ordens de grandeza inferior ao electrospinning tradicional e a dispersao ordenada das fibras no
substrato. Esta dispersao pode ser controlada com a utilizacao de um suporte variavel segundo dois eixos
perpendiculares ao processo (figura 9b) e controlados com precisdo com recurso a uma camara digital. A
bomba e a fonte de tensdo tém a mesma funcado que no processo mais tradicional e o computador

pretende disponibilizar uma interface de controlo da base, assim como de controlo da fonte de tensao.

A montagem que se apresenta acarreta um novo parametro a considerar para a producao de fibras
que ¢ a velocidade de avanco do suporte. Bisht ef a/. [27] verificou que um aumento da velocidade do
suporte de 20 para 80mm/s promovia uma diminuicdo no didametro das fibras de 500nm para 200nm.
Esta diminuicao ocorre devido ao alongamento das fibras antes de ocorrer a evaporacao total do solvente
promovendo um decréscimo do didametro médio como pretendido, no entanto a velocidade nao pode
exceder a velocidade associada ao diametro minimo das fibras dado que pode ocorrer rotura das

mesmas.
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2.4 Polimeros

A producdo de fibras sé é possivel devido as propriedades Unicas dos polimeros, como tal, neste
contexto sao descritos os polimeros aos quais se recorreu no decorrer deste trabalho para servirem de

matriz para os compostos em estudo.

2.4.1 PVA

0 PVA,acronimo do inglés “polyvinyl alcohol’ ¢ um polimero relativamente Unico porque nédo € obtido
por reacdes de polimerizacdo a partir de um mondémero mas sim partindo de um PVAc (do inglés
“polwvinyl acetate’) que ¢ dissolvido num alcool como o metanol e tratado com um catalisador alcalino
como o hidroxido de sodio. A hidrolise resultante remove os grupos acetil sem destruir a estrutura das
longas cadeias poliméricas. O grau de hidrolise do processo influencia na solubilidade em agua do PVA e

na insolubilidade em praticamente qualquer solvente liquido.

o
o
OH o){‘s OH OH
) I
NaOH + Nao/\

Figura 10- Esquema de producao de PVA

Como se trata de um polimero atoxico, totalmente degradavel e com elevada solubilidade em agua
permite a sua preparacdo em solucdo em conjunto com os aminodacidos. Apresenta uma temperatura de
transicao vitrea em torno dos 85°C que se deve atingir para promover a interrupcao das ligacdes entre
cadeias e aumentar a solubilidade, uma vez que s6 a partir dos 300°C é que este se degrada
termicamente. Utilizado como formador na técnica de electrospinning, permite obter fibras com
dimensdes na ordem dos 250 - 300nm e no seu estado fibroso ja tem algumas aplicacdes
nomeadamente na area dos biomateriais [1]. Quando é estudado numa escala nanométrica revela um
aumento significativo das suas propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas [30]. O PVA utilizado foi
adquirido na Sigma-Aldrich , apresenta um grau de hidrolise de 99% e um peso molecular de 57x10°
[31].
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2.4.2 PEO

0O PEQ é obtido a partir do ¢xido de etileno com recurso a um catalisador e apresenta-se como um
anel epoxido que contem em dois dos extremos as ligacdes CH, e no terceiro um atomo de oxigénio. A
presenca do catalisador induz o monémero a formar cadeias com esta unidade repetitiva. Como a sua
temperatura de transicao vitrea é de -67°C, permite produzir solucdes a temperatura ambiente, ndo

sendo necessario 0 seu aguecimento.

Trata-se também de um polimero semicristalino, totalmente soltvel em agua e bom formador de
fibras de dimensao inferior a 300nm, o que levou a sua escolha. Foi adquirido na Sigma-Aldrich com
pesos moleculares distintos para promover uma maior incorporacdo dos aminoacidos, nomeadamente

nas proporcdes de 100x102, 300x10: e 900x10°de peso molecular respetivamente [32,33].

0 oxido de polietileno tem como caracteristica o facto de tanto a sua temperatura de fuséo, assim
como a sua temperatura de transicao vitrea, variarem com o grau de cristalinidade e o seu peso
molecular, sendo que quando a cristalinidade ¢ maxima e o peso molecular é de 6x10°, a sua Tg situa-se
a 17°C, sendo este valor superior aos valores apresentados para os restantes oxidos de polietileno

utilizados.

As suas aplicacdes estdo diretamente ligadas a sua solubilidade em &agua, baixa toxicidade, baixo
ponto de fusdo e capacidade de interagir com superficies polarizadas. E amplamente utilizado na area
biomédica, na industria como agente de aumento de viscosidade de solucdes aquosas, como agente
floculante em solucbes adesivas e ainda, mediante devido tratamento, ao nivel da agricultura como

absorvente [34].

Figura 11- PEO disponivel na forma granular
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2.4.3 PVP

O PVP, acrénimo de polivinilpirrolidona apresenta um mondmero sollivel em agua que pode ser
polimerizado a partir da vinilpirrolidona numa solucdo aquosa ou a partir do seu estado solido e o
iniciador mais utilizado é o peroxido de hidrogénio. Apresenta uma temperatura de transicao vitrea na

ordem dos 175°C, o que o torna um bom candidato a formador de fibras.

" " "
H,C=¢C L
rxll i =" %
o P
vinilpirrolidona Polivinilpirrolidona

Figura 12- Esquema de producao de PVP

A solubilidade deste polimero é assinalavel visto que é soluvel em alcoois, amidas, acidos e
indispensavelmente em agua, visto que no ambito deste trabalho se pretende conciliar em solucao tanto

0 polimero como o0 composto a incorporar.

As suas aplicacdes sao um reflexo das boas propriedades que apresenta, tais como solubilidade em
todos os solventes convencionais, propriedades adesivas, possibilidade de formacao de filme, afinidade
com superficies hidrofilicas e hidrofébicas, capacidade de formar complexos e disponibilidade em
diversos pesos moleculares. Utiliza-se na industria farmacéutica na producao de farmacos, culturas

bioldgicas, encapsulamentos, producao de adesivos e cosméticos [34].

2.5Compostos a incorporar

Existem vinte aminoacidos principais com uma estrutura NH,-CHAZCOOH nos quais existem
diferencas ao nivel do radical A Materiais bioldgicos apresentam em regra uma baixa simetria
cristalina, como tal propriedades caracteristicas para materiais com baixa simetria podem ser
esperadas, tal como efeito piezoelétrico ou piroelétrico. Lemanov et al. [35] sugere que as
propriedades piezolétricas sdo fundamentais em materiais biologicos e que estas sao responsaveis

pela presenca de fibras proteicas orientadas na celulose. Ainda que existam duvidas nas
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potencialidades dos aminoacidos, um exemplo importante é o sulfato de triglicina (TGS) que é um
derivado da glicina e apresenta-se como um cristal com boas propriedades ferroelétricas e otimas
propriedades piroelétricas. No ambito deste trabalho sdo abordados trés compostos organicos e um
semi-organico, referidos de seguida dado que na componente organica sdo compostos pouco
estudados e o sal de Rochelle apesar de amplamente estudado nao é possivel, no ambito de
aplicacbes, de manusear a temperatura ambiente no seu estado ferroelétrico e consequentemente

piezoelétrico. [36]

2.5.1 L-Alanina

A alanina ¢ um aminoacido que apresenta variacdes na posicdo do seu grupo metil nao reativo
podendo adotar a forma L ou D, o que implica situar-se na face esquerda ou direita da molécula

respetivamente.
O O
HsC CH
3 O@ @O 3
®NH; ONH;

Figura 13- Distincao entre molécula L e D de alanina [37]

A escolha da L-Alanina incidiu entre outros fatores, por ser um aminoacido produzido pelo musculo
humano, o que pode facilitar e ampliar o leque de aplicacdes. Trata-se de um dos aminoacidos mais
pequenos, apresentando um grupo metil CH, hidrofébico ndo reativo como cadeia lateral. Apesar de ser
tradicionalmente classificado como um aminodcido hidrofobico, apresenta uma elevada solubilidade em
agua, sendo que o caracter hidrofébico deve-se ao fato dos planos cristalograficos (120) e (011) conterem
os grupos metil. Este caracter esta patente apenas numa molécula, logo com a devida orientacado
cristalografica pode conferir propriedades assinaldveis em conjunto com outros cristais, visto que se

pretende aplicacdes de escala nanométrica.
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Figura 14- Planos hidrofdbicos da L-alanina [38]

A molécula apresenta um dipolo permanente pois o grupo amonia (NH,) estd carregado
positivamente e o grupo carboxilico (COO) esta carregado negativamente sempre que se encontra em
solucdo aquosa. O dipolo surge porque se da a transferéncia de um eletrdo entre os dois grupos reativos,

tornando-se o grupo aménia recetor e o grupo carboxilico o dador [38].

I CoO-
N _(i_ H E> HN —(I;— H
CH: Em soluciao CII-Ia

Figura 15- Comportamento em solucdo da molécula de L-a

Esta configuracao dipolar, conhecida pela forma zwitterénica é dominante em solucdo e pretende-se
conservar a sua existéncia no estado soélido, porque a conjugacao deste composto com a técnica de

electrospinning permite uma rapida evaporacao do solvente.

Aqui apresenta-se o difratograma do cristal de L-alanina e respetivos planos associados aos picos de
maior intensidade (tabela 6), obtido a partir do software “Mercury” no qual estdo expressos os picos de

Bragg deste cristal.
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Figura 16- difratograma obtido através do software "Mercury" de cristais de L-alanina

Tabela 6 - ﬁngulos de reflexao e respetivos planos associados de L-alanina

Angulo de reflexao (20) Plano (hkl)
16,980 (101)
20,748 (012)
20,931 (102)
28,943 (004)
30,590 (113)
30,865 (021)
32,742 (014)
33,520 (022)
34,435 (210)

2.5.2 DL-Alanina

A DL-Alanina ¢ um aminoacido raro porque cristaliza numa forma ndo centrossimétrica num grupo
polar do tipo mmZ2 e é obtida através de uma conjugacéo entre a L e a D-Alanina. A sua férmula quimica
é C,H,NO, e apresenta um comportamento quando se encontra em solucdo aquosa idéntico ao do seu
par, a L-Alanina [39]. Neste meio, 0 grupo carboxilico liberta o atomo de hidrogénio que é captado no
grupo amonia, produzindo assim o dipolo. A figura 17 apresenta a molécula de DL-Alanina na sua forma

zwitterdnica depois da transicdo do atomo de hidrogénio entre os grupos.
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Figura 17-Esquema da molécula de DL-alanina

Quando na forma zwitteronica apresenta-se na forma de [CH,CH(NH,)COO] e quando cristaliza, estas

moléculas tendem a arranjar-se no espaco ao longo do eixo polar ¢ com orientacao cabeca-cauda

Esta transicdo do hidrogénio é responsavel pelos fenomenos de nao linearidade observados em
estudos anteriores e referentes unicamente aos cristais. Em igual sentido, trata-se de mais um
aminoacido que tem solubilidade elevada em agua e insolubilidade quase total noutros solventes como
etanol ou tolueno. Quando dissolvida a temperatura ambiente 0 aminoacido apresenta uma solubilidade
de 0,156g/ml sendo que esta aumenta com o aumento da temperatura como se pode verificar no grafico

da figura 18, de forma similar a L-alanina e L-arginina.
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Figura 18-Solubilidade da DL-A em funcao da temperatura

Aqui apresenta-se o difratograma do cristal de DL-alanina (figura 19) obtido a partir do software
“Mercury” no qual estdo expressos os picos deste cristal no qual se destaca um pico de maior

intensidade e na tabela 7 algumas das difraces de maior intensidade.
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Figura 19- Difratograma obtido através do software "Mercury" de cristais de DL-alanina

Tabela 7 - Difracoes de maior intensidade e planos associados de DL-A

Angulo de reflexao (20) Plano (hkl)
16,480 (110)
20,851 (210)
21,231 (201)
29,783 (400)
30,690 (002)
30,865 (311)
33,260 (410)
34,985 (112)

2.5.3 L-Arginina

A L-arginina foi um dos ultimos aminoacidos a ser catalogado devido a dificuldade de desenvolvimento
dos seus cristais e a sua formula quimica é C,H,,N,0,. De uma forma semelhante aos aminoacidos
referidos anteriormente, a molécula apresenta um grupo carboxilico e dois grupos amonia (figura 20),
que quando se apresentam em solucao permutam um atomo de hidrogénio, polarizando a molécula e
atingindo o seu estado zwitteronico. Aqui o caracter hidrofobico também existe devido a presenca dos
grupos metil mas o composto apresenta uma elevada solubilidade em agua, 148,7g/L a temperatura

ambiente [44].
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Figura 20- Esquema da molécula de L-arginina

Tratate de um aminoacido produzido pelo corpo humano e frequentemente promove reacoes
enzimaticas no nosso organismo, contudo pode ser biosintetizado a partir da citrulina recorrendo ao

glutamato como precursor.

A figura 21 demonstra o difratograma do cristal de L-arginina obtido no software Mercury e a tabela 8

alguns dos planos referentes aos picos de maior intensidade.
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Figura 21- Difratograma obtido através do software "Mercury" de cristais de L-arginina

Tabela 8 - Difracoes de maior intensidade e planos associados de L-Ag

Angulo de reflexdo (20) Plano (hkl)
11,080 (020)
18,381 (200)
19,226 (210)
19,523 (021)
23,190 (031)
27,537 (041)
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2.5.4 Sal de Rochelle

0O tartarato de sddio e potassio, vulgarmente apelidado de sal de Rochelle é um ferroelétrico que data
a sua descoberta do ano de 1675. Trata-se do primeiro ferroelétrico descoberto e como tal apresenta
uma resposta piezoelétrica ja@ amplamente estudada ao nivel do cristal. Com a sua aplicacdo em
nanofibras espera-se poder verificar um incremento elevado das suas propriedades como nos
aminodacidos anteriores. No decorrer dos anos este ja foi aplicado em diversos equipamentos que
necessitavam de um determinada sensibilidade a pressao, tais como leitores de vinil ou fonografos. [40]
O sal de Rochelle apresenta a seguinte formula quimica, KNaC,H,O, * 4H,0, a sua estrutura quimica é a
apresentada na figura 22 e ¢ um semi-organico. A sua aplicacdo em fibras vai permitir comparar com os
materiais organicos referidos anteriormente, visto que a sua origem nao é natural e os efeitos oticos e

fisicos sdo em teoria mais acentuados.

O'Na*
KO

OH O

Figura 22- Esquema da molécula do sal de Rochelle

A sua caracteristica mais interessante ¢ de que apresenta dois pontos de Curie e o seu estado
ferroelétrico esta confinado na regiao de -24°C e 18°C. Considerando este fator, & possivel entao verificar
que se pode apresentar em trés estruturas distintas o que se reflete nos difratogramas como é possivel
constatar na figura 23. A figura 23 a) corresponde a estrutura do composto para temperaturas inferiores
a -18°C, a figura b) pretende demonstrar a estrutura no intervalo ferroelétrico e a figura c) reflete a

estrutura para temperaturas superiores a 18°C e consequente fase nao ferroelétrica.

25



NANOFIBRAS DE MATERIAIS BIOLOGICOS

a) b)

Intensty
Intensky

00T 000 T O T T WA | e
100 200 00 00 0
a) 2theta b) 2thea

R ) O O T T EE T
100 200 20 .0 %0,

Figura 23- Diferentes estruturas do sal de Rochelle

0 mecanismo de ferroeletricidade do sal de Rochelle foi explicado por Mitsui e Pepinsky [41] nas
quais estes autores assumiram que a sua estrutura cristalina se trata de uma conjugacéo de dois tipos
distintos de cadeias ao longo do eixo a da célula unitaria, nomeados de P e R. Cada cadeia apresenta
uma polarizacao e a sua magnitude é também representada por P e R respetivamente. Estes assumem
que as duas fases paraelétricas, quando T <-24°C e T > 18°C sdo uma solucdo de cadeias P e R e que

cada unidade assimétrica uma mistura das duas cadeias e sem orientacdo. A sua polarizacdo sera entao:

1
R'=2.(P+R) Eg. 5

A polarizacao total sera igual a zero por simetria do cristal, no entanto quando a fase ferroelétrica se

encontra presente, a polarizacao total sera:

R"=P+R Eq. 6

O objetivo da incorporacdo deste composto sera entdo confinar os cristais de sal de Rochelle no
interior das fibras e ao longo destas, de forma a potenciar este efeito de polarizacdo, tal como nos
compostos anteriormente referidos e obtendo uma polarizacdo em teoria proporcional ao numero de

cristais confinados.
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2.6Piezoeletricidade

A piezoeletricidade ¢ um fendmeno que ocorre mediante um dado estimulo mecanico, mediante o
qual se obtém uma resposta elétrica. No caso de cristais, este fenomeno esta relacionado com a sua
estrutura cristalina, na qual é necessario que exista alguma anisotropia, ou seja, em cristais

centrossimétricos este fenomeno nao ocorre como se pode verificar na figura 24.

ﬁ

Figura 24- Representacao do efeito piezoelétrico no cristal de quartzo

Este fendmeno também ocorre em sentido inverso, quando é aplicada uma dada diferenca de
potencial ao cristal, este vai responder de forma mecéanica, por expansao ou contracao, dependendo do

sentido do campo aplicado.

2.7 Ferroeletricidade

Trata-se de um fendmeno em que um material desenvolve a uma polarizacdo espontanea e esta pode
ser invertida pela aplicacdo de um campo elétrico externo. O ponto principal ndo é a presenca do dipolo,
mas sim a possibilidade de o inverter externamente. As propriedades elasticas, térmicas ou Opticas

realcadas sdo indicativas deste comportamento [42].

Alguns materiais que apresentam comportamento ferroelétrico sdo desvantajosos porque sao

inorganicos e limitam as aplicacdes, como por exemplo:
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Tabela 9 - Compostos ferroelétricos

Material Origem
BaTiO3 Inorganica
LiNbO3 Inorganica

KNaC,H,0,-4H,0 Semi organica

2.8Caracterizacao

2.8.1 DRX

A difracéo por raio-X é uma técnica de caracterizacao que permite determinar as fases cristalinas

presentes na amostra e a existéncia de orientacao preferencial. Este método recorre a incidéncia da

radiacdo sobre a superficie da amostra que é posteriormente difratada pelos planos cristalinos e captados

pelo equipamento (figura 24). Quando a interferéncia ocorre, origina um pico de difracdo que se verifica

no difratograma. Aqui aplica-se a lei de Bragg que permite relacionar o comprimento de onda (4) com o

angulo de difracdo (6) e a distancia interplanar (g) que é definida pelos seus indices de Miller (hkl). A

relacao é entao:

nA = 2.d.sin0

Estes planos atdmicos que constituem os materiais cristalinos encontram-se espacados pelo

valor da distancia interplanar (dnk), pelo que a interferéncia dos feixes difratados nos planos cristalinos da

amostra resulta num pico de difracao.
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Figura 25- Esquema representativo da incidéncia dos raio-X na amostra

Quando existe orientacdo preferencial verifica-se pela presenca de um s6 ou mais picos em que
a intensidade relativa é diferente daquela que se obtém para uma amostra policristalina com uma

distribuicao aleatoria de cristais como se pode verificar na figura 26.

Os ensaios foram efetuados no laboratorio de servicos de caracterizacao de materiais da Escola
de Ciéncias (SEMAT), Universidade do Minho, Guimaraes com o equipamento Bruker D8 Discover que

utiliza uma radiacdo CuKa, com comprimento de onda de 1,5406 A.

240
160
80

-80 . . . . r . r . r

Intensidade (u.a.)

20

Figura 26- Difratograma tipo com orientacao preferencial

2.8.2 MEV

A técnica de microscopia eletrénica de varrimento (SEM, do inglés Scanning Electron Microscopy)
permite efetuar uma analise topografica e morfologica, tal como a detecdo de defeitos microestruturais

nos materiais em analise e obter informacdes da sua composi¢cdo quimica. Esta técnica de caracterizacao
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morfologica permite ampliacdes até 500000x e vai possibilitar a verificacao da distribuicdo neste caso em
particular das fibras e estimar o seu tamanho (figura 27). Foi levada a cabo no laboratorio de servicos de

caracterizacao de materiais da Universidade do Minho.

Figura 27- Equipamento experimental e resultados obtidos por MEV

0 processo consiste em fazer incidir um feixe de eletrdes na superficie da amostra (figura 28) levando
a que liberte eletrdes retro difundidos, secundarios e raio-X. O sinal derivado da interacdo entre os
eletrbes e a amostra € o que permite revelar informacdes sobre a sua morfologia e os dados recolhidos

sa0 na forma de uma imagem a duas dimensdes.

Feixe de eletrdes incidente

eletrdes

eletrBes Auger retrodifundidos

Raios-X eletrOes
secundarios

eletrGes absorvidos

~

eletrdes difratados eletrdes transmitidos

Figura 28- llustracao do funcionamento da técnica de caracterizacao MEV

Trata-se uma técnica aplicavel a todo o tipo de materiais mas com algumas distincdes ao nivel da sua
preparacao dependendo da existéncia de condutividade ou ndo da amostra. No caso de as amostras
serem condutoras, estas podem ser diretamente analisadas. Quando se pretende estudar amostras
isoladoras, tais como as amostras poliméricas depositadas em lamelas de vidro, existem alguns

requisitos para as condicdes de ensaio. Nas superficies isoladoras tende a haver acumulacao de cargas o
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que impossibilita a obtencdo da imagem. Desta forma as superficies devem ser previamente revestidas
com uma fina camada de material condutor utilizando-se normalmente ouro ou carbono por meio de uma
deposicao. Na escolha do material do revestimento é necessario ter em conta que no caso de se
pretender analisar a composicdo quimica, o elemento do revestimento ndo mascare os picos de

elementos presentes na amostra.

Quanto as dimensdes das amostras estas encontram-se normalmente limitadas pela dimensao da
camara onde a mesma é colocada, sendo que a mesma normalmente apresenta dimensoes reduzidas

sendo que as amostras preparadas tinham uma area de analise até 1cm>.

A analise foi levada a cabo no laboratério de servicos de caracterizacdo de materiais da Escola de

Ciéncias(SEMAT), Universidade do Minho, Guimaraes no equipamento, FGI NOVA 200 e FEG-SEM.

2.8.3 PFM

A técnica de PFM (do inglés Piezoresponse Force Microscopy) € uma variante do SPM (do inglés
Scanning Probe Miscroscopy). O SPM permite o estudo topografico e das propriedades fisicas, permitindo
verificar propriedades ferroelétricas em filmes finos ou cristais. Atualmente 0 método mais comum de
analise de materiais ferroelétricos e materiais sem centro de simetria € o PFM que funciona num regime
de contacto, baseado na detecdo de uma deformacao superficial, que ocorre devido a polarizacao

induzida.

O equipamento experimental utilizado € idéntico ao utilizado no AFM (do inglés Afomic Force
Microscopy) no qual uma ponta é colocada em contacto com a superficie da amostra, sendo exercida

uma forca constante como se pode verificar na figura 29.
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Foto diodo .
é Controlador é Amplificador .6 Saida
Laser
Gzrador
éz fungdo
Elétrodo

Figura 29- Esquema de analise PFM

A amostra é posicionada por cima do elétrodo macroscopico e a ponta funciona como o nano
elétrodo superior e variavel em posicdo. O varrimento de toda a superficie da amostra ¢ iniciado e

simultaneamente ¢é aplicada uma voltagem continua a amostra através da ponta.

v

tip

=V, +V, cos (o) Eq. 8

A deformacdo mecanica localizada que pode ser de contracdo ou expansao devida ao efeito
piezoelétrico é verificada no braco que sustenta a ponta (cantilever) é detetada pelo movimento do laser

refletido para o foto diodo.

A=A +A,cos (ot + ¢) Eq.9

O recurso ao amplificador permite que a fase e amplitude da resposta sejam obtidas
simultaneamente com a topografia (figura 30-1). A fase da resposta eletromecénica (¢), providencia a
informacdo sobre a direcdo da polarizacdo que se verifica na amostra e a amplitude (A = A,,/V.)

caracteriza a forca da resposta piezoelétrica na superficie como mostra na figura 30-2.
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Figura 30- Resultados tipo obtidos em fibras por analise PFM

Existem dois métodos de caracterizacao, nomeadamente o PFM vertical, no qual a ponta esta
perpendicular ao plano da amostra, formando constantemente um angulo de 90°, como se pode verificar
na figura 31 a) e b) e o PFM lateral, que por torcdo do braco permite medidas fora do eixo da amostra,

neste caso a fibra e geralmente vai criar angulos diferentes de 90° (figura 31 c) e d)).

Figura 31- Representacao dos tipos de leitura possiveis em PFM [45]

No geral quando o vetor polarizacao esta orientado perpendicularmente com a superficie, a aplicacao
de uma voltagem positiva vai resultar na expansao da amostra. Neste caso, as oscilacdes vao estar em

fase com a voltagem da ponta, sendo ¢ = 0. A torcdo maxima do brago é verificada em 0° ou 180°,
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sendo que as imagens obtidas representam apenas metade da fibra, ou seja, se a fibra foi abordada

como um cilindro perfeito como demonstra a figura 31, o volume em estudo é a metade superior.

Figura 32- Interpretacao do volume da amostra em estudo

A conjugacao das técnicas, permite criar um mapa de vetores das orientacbes moleculares em
biomateriais piezoelétricos, existindo ainda a possibilidade de tracar curvas de histerese. A técnica
utilizada para a determinacdo dos dominios € o SSPFM do inglés “ swifching spectroscopy piezoresponse
force microscopy’. Este tipo de caracterizacdo permite obter curvas de histerese para materiais
ferroelétricos assim como possibilitar a sua distincao com os materiais piezoelétricos. Aqui uma voltagem
¢ aplicada de forma ciclica em amplitude e com a mesma duracéo no intervalo e € compreendida entre -
V.eV

. € a resposta piezoelétrica ¢ medida nos intervalos de forma a minimizar a interferéncia

min

electroestatica [45].

Os ensaios foram levados a cabo na Universidade de Aveiro com a seguinte conjugacdo de

equipamento Close-loop 5500(Pico+) e Large Sample 5500LS (PicoMAPS).
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CAPITULO 3 — APRESENTACAO E DISCUSSAO DE RESULTADOS

3.1.1 Preparacao das solucoes de polimero e L-alanina

As solucdes foram preparadas em ambiente com temperatura controlada (T = 25°C) e em recipientes

de vidro previamente esterilizados para ndo permitir a contaminacdo das solucdes com compostos

estranhos. O processo de producdo recorre a um agitador magnético que também se predispdem a

promover aquecimento dado que alguns polimeros apenas dissolvem acima da temperatura ambiente. As

solucdes iniciais foram preparadas apenas com polimero de forma a aferir as condicoes ideais e

comprovar a qualidade das fibras. A ordem de producéo foi a apresentada na tabela 10:

Tabela 10 - Ordem de producao das solucoes de L-alanina

Solucao Composicao Relacao em peso - Racio entre
componentes
( Pol./aminoacido)

1 H,0 + PVA 10%

2 H,O + PVA+L-A 10% - (1/1)
3 H,O + PVA+L-A 10% - (3/2)
4 H,0 + PVA+L-A 10% - (2/1)
5 H,0 + PVA+ Glicina 10% - (1/1)
6 H,0 + PEO(100) 10%

7 H,0 + PEO(100)+L-A 10% - (1/1)
8 H,O + PEO(100)+L-A 10% - (3/4)
9 H,O + PEO(900) 10%

10 H.O + PEO(900)+ L-A 10% - (1/1)
11 H,0 + PEO(900)+ L-A 10% - (3/4)

Como referido anteriormente a as solucdes que contém PVA tém que ser aquecidas acima da sua

temperatura de transicdo vitrea para facilitar a sua solubilizacdo e nao permitir a formacdo de

aglomerados enquanto que o PEO se dissolve em boas condicdes a temperatura ambiente. A solucdo 2

revelou que a incorporacao do aminoacido prejudica a qualidade das fibras, tendo-se entdo diminuido

progressivamente a sua percentagem em peso.
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Figura 33- Equipamento para producao de solucoes de PVA

A solucdo 5 com o aminoacido glicina foi preparada porque ja sdo conhecidos os seus resultados, o
que permite estabelecer uma base de comparacdo com as restantes solucdes e verificar que as fibras
produzidas com as solucdes de PVA nado apresentam as propriedades pretendidas, tendo-se entdo

direcionado para as solucdes com base no PEO.

Da solucdo 7 para a 8 verificou-se que um incremento do fator percentual face ao polimero nao
permitia a producéo continuada das fibras, apesar da relacdo 7 proporcionar um processo estavel e com

bons resultados morfologicos.

Figura 34- Solucoes obtidas de PVA com L-a em diferentes percentagens

Como o objetivo passava por incorporar a maxima percentagem possivel de L-alanina, recorreu-se a
um PEO de maior peso molecular, permitindo este a incorporacdo de valores em peso de aminodcido,

superiores ao seu. Neste caso a solubilidade foi mais complexa, sendo necessario um acréscimo de
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solvente, mantendo-se a relacao da L-alanina para o solvente de 10% mas com um racio com o polimero

menaor.

No geral velocidades elevadas de agitacao associadas a temperaturas também elevadas promoviam a

formacao de bolhas no interior da solucéo que era necessario remover no ultra-sons porque impediam o

escoamento fluido da solucao pela agulha durante o processo de electrospinning.

3.1.2 Electrospinning — parametros utilizados

Para cada solucdo preparada, foi necessario variar os parametros de producdo porque as

viscosidades sao distintas e quanto maior a quantidade de aminoacido presente em solucao mais

complexo e instavel se torna o processo como demonstrado na tabela 11:

Tabela 11 - Parametros experimentais para solucdes de L-alanina

Solucdo Campo (kV) Alimentacao (ml/h) Distancia entre
agulha e coletor
(cm)

1 12 0,3 15
2 25 0,15 15
3 25 0,3 15
4 20 0,4 13
5 15 0,5 10
6 12 0,15 15
7 12 0,15 15
8 18 0,3 10
9 14 0,5 10
10 16 1,0 10
11 22 1,5 10
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As fibras produzidas a partir das solucdes com apenas o polimero estabelecem os parametros
com 0s quais se avanca para a producédo das seguintes solugdes com o aminoacido, que idealmente
deveriam de ser iguais mas a dopagem com L-alanina em quantidades elevadas promove instabilidade do
processo sendo as fibras projetadas ou a ocorréncia de gotejamento sem formacao do cone de Taylor que
impede a correta extracao das fibras. Esta instabilidade reflete-se no medidor de corrente da fonte de
tensao, revelando picos de corrente. Com o aumento do peso molecular do polimero em geral, foi
necessario promover um aumento da pressao aplicada na agulha e uma diminuicdo da distancia devido
ao aumento da viscosidade da solucao. As solucdes de PVA com L-alanina nao apresentavam uma boa
viscosidade para produzir as fibras e ocorria gotejamento na lamela utilizada para captar as fibras,

tornando o processo instavel.

Para todas as solucdes com L-alanina utilizaram-se os valores base estabelecidos pela solucao
de polimero mas rapidamente se tornou claro que o campo tinha de ser superior porque as forcas
eletrostaticas nao eram suficientes para remover a fibra da gota criada na extremidade da agulha. As
fibras com Glicina permitiram verificar que o PVA nao cumpre os requisitos para incorporar a L-alanina, e

que as fibras de menor tamanho eram obtidas com PEO com elevado peso percentual do aminoacido.

3.1.3 Caracterizacao das fibras de PVA

Pela andlise do difratograma das fibras de PVA/L-alanina de racio 1, é possivel verificar a
existéncia do aminoacido nas fibras. A estrutura amorfa da base do difratograma deve-se ao fato do
polimero ser parcialmente amorfo e a lamela utilizada para a deposicéo ser de vidro. O PVA apresenta um
pico que coincide com o da L-alanina (012) e a cristalizacdo ocorre segundo este plano, evidenciando a
possibilidade de existir orientacdo preferencial que ndo pode ser confirmada devido a baixa intensidade

das reflexdes de Bragg.
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Figura 35 - Difratograma obtido da solucdo 1/1 PVA/L-a

As imagens obtidas por MEV revelam as zonas onde ocorreu o gotejamento da solucéo e a sua
distribuicao aleatodria, incluindo algumas zonas onde as fibras se fundiram. Na imagem com maior
ampliacao verifica-se que alguns cristais de L-alanina se encontram no exterior das fibras, indicando que
esta se encontra em excesso, ndo podendo ser totalmente enclausurado pelo PVA devido ao facto de o
solvente ndo ter evaporado imediatamente durante a formacao das fibras. Este fendomeno pode explicar
porque a orientacao preferencial nao é tdo pronunciada como nos exemplos seguintes. As fibras obtidas

apresentam diametros médios de 470nm.

Figura 36- Imagens obtidas por MEV para a solugcdo 1/1 PVA-La, da esquerda para a direita: ampliacao de
1000x e ampliacao de 5000x
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Figura 37 - Representacao da distribuicao de diametros das fibras de 1/1 PVA/-La

O difratograma da figura 38 das fibras produzidas com a solucéo de racio 2 revela uma maior

intensidade da difracdo correspondente ao plano (012) indiciando que o enclausuramento foi bem-

sucedido.
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Figura 38 - Difratograma da solucao 2/1 PVA/L-a

50

Na figura 39 estao representadas as fibras obtidas a partir da solucéo 4 e permite aferir que o

tamanho médio das fibras ¢ de 720nm, apresentando ainda algumas zonas onde ocorreu o gotejamento

da solucdo. Aqui ndo se verifica a existéncia de cristais na superficie das fibras, confirmando os

resultados obtidos no difratograma. No entanto as fibras continuam a apresentar diametros elevados,

mais proximos do micron e o processo de electrospinning mostrou-se instavel.
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Figura 39 - Imagens obtidas por MEV para a solucdao a 2/1 PVA/L-a da esquerda para a direita: ampliacao de
1000x e ampliacao de 5000x
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Figura 40 - Representacao da distribuicdo de diametros das fibras de 2/1 PVA/-La

3.1.4 Caracterizacao fibras polimero e glicina

As fibras de PVA com glicina foram produzidas para se poder comparar a morfologia e o0s

parametros de producao utilizando uma matriz polimérica idéntica, podendo assim ser mais evidente o

comportamento dos aminoacidos nas fibras.
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Figura 41 - Difratograma obtido da solucao de PVA/Glicina
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Figura 42 - Imagens obtidas por MEV para solucido PVA/Glicina, da esquerda para a direita: ampliacao de
1000x e ampliacao de 5000x

A solucao de glicina revelou uma difracdo de maior intensidade segundo o plano (001) como era
esperado, identificando-se varios picos referentes aos planos cristalograficos da glicina, tendo sido as
fibras obtidas por um processo mais estavel como se pode verificar nas imagens obtidas por MEV (figura
42) nas quais nao se apresentam zonas onde ocorreu gotejamento. Sendo a glicina um aminoacido de
menor dimensao que a L-alanina, o que permitiu a incorporacao de uma maior percentagem em peso e

um diametro médio das fibras de 730nm [43].

42



NANOFIBRAS DE MATERIAIS BIOLOGICOS

\ PVA- Glic (1/1) |

30

2514

204

0‘.‘17 . | e }—‘7

0.4 0.6 [oX:] 1.0 1.2

Diametro (um)

Figura 43 - Representacao da distribuicdo de diametros das fibras de PVA/Glicina

3.1.5 Caracterizacao das fibras de PEO

O difratograma da figura 44 foi obtido a partir da solucdo de PEO com M, de 100x10: no qual
apenas se verificam dois picos possivelmente devido ao fundo existente, sendo que um é do PEO. Como
se pretende que a L-alanina esteja em maior quantidade e para que se obtenham reflexdes de Bragg mais

intensas, procedeu-se a preparacao da solucao 8 mas esta ndo permitia a producao de fibras.

[ PEOJ/L-A 1/1]
120 — L-A (012)
100 1
80 —

60

40

Intensidade u.a.

20

20

Figura 44- Difratograma da solucdo 1/1 com PE0100/L-a

Recorrendo ao PEO de M, 900x10:foi possivel incorporar mais aminoacido inclusivamente com
percentagem em peso superior e obtendo-se uma boa cristalinidade da L-alanina, denotando ainda

existéncia de orientacao preferencial dos cristais.
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Figura 45 - Difratograma solucao 3/4 com PE0900/L-a

Por analise da figura 46 podemos verificar que o processo foi estavel, sendo as fibras recolhidas
de forma aleatdria e com total incorporacdo da L-alanina, conforme pretendido. As dimensdes das fibras
ja se encontram dentro da escala pretendida, apresentando diametros na ordem dos 350nm (figura 47).
As fibras obtidas apresentam um maior numero de camadas e tém dimensdo bastante inferior ao

verificado na analise MEV das amostras com PVA.

HV | mode| det WD H 100 pm
10.0kV| SE [ETD|[10.1 mm|298 SEMAT/UM 10

Figura 46- Imagens obtidas por MEV para soluciao 3/4 PE0O900/L-a, da esquerda para a direita: ampliacdo de
1000x e ampliacao de 5000x
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Figura 47 - Representacao da distribuicdo de diametros das fibras de 3/4 PEO900/L-a

Por analise do plano obtido nos difratogramas recorrendo ao software “Mercury” é possivel

verificar a orientacdo das moléculas.

Figura 48 - Representaciao do plano obtido no software "Mercury" de L-alanina

Aqui é possivel verificar que a orientacao segundo este plano induz uma alternancia entre as
moléculas na célula, anulando os dipolos promovidos. Idealmente a orientacdo destes deveria ter o

mesmo sentido, 0 que nao se verifica, 0 que impede teoricamente uma potencial resposta piezoelétrica.
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3.2.1 Preparacao das solucoes de polimero e DL-alanina

De forma similar ao aminoéacido anterior, as solucdes foram preparadas a temperatura ambiente
(T = 25°C) em recipientes de vidro devidamente esterilizados e com recurso a uma agitador magnético
que promove a homogeneizacao da mistura e o seu aquecimento se necessario. No caso das solucdes de
DL-alanina e considerando a experiencia anteriormente adquirida com a L-alanina, as solucdes sao
preparadas utilizando como solvente unicamente agua destilada visto que o etanol, apesar de promover
uma melhor secagem dos filamentos, induz uma cristalizacdo dos aminoacidos em solucao. De forma a
compreender o comportamento na producdo de fibras do PVP, a producao de fibras DL-alanina foi
iniciada com o referido polimero. O PEO de 100x10: ndo foi novamente utilizado porque foi verificado que
um maior peso molecular permite uma maior incorporacao do polimero. A ordem de producao foi a

apresentada na seguinte tabela:

Tabela 12 - Ordem de producao das solucoes de DL-alanina

Solucao Composicao Relacao em peso — Racio entre
compostos (pol./aminoacido)
1 H,O + PVP(130) + DL-A 15% (2/1)
2 H,O + PVP(130) + DL-A 20% (1/1)
3 H,O + PVA + DL-A 10% (1/1)
4 H,0 + PEO(300) + DL-A 10% (1/1)
5 H,0 + PEO(900) + DL-A 10% (1/1)

As solucoes foram preparadas de forma a tentar otimizar as propriedades do aminoacido sendo
a relacéo entre polimero e aminoacido um reflexo do referido. As solucdes preparadas deste composto
revelaram uma elevada suscetibilidade a degradacao, apresentando fungos no seu interior passadas 24h
da sua producao em todos 0s casos, exceto no caso das solucées em que o polimero utilizado era o PVP,

como se pode ver pela figura 49 para uma solucao de PVA.
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Figura 49 - Presenca de fungos em solucao

A solucdo 1 revelou um défice de viscosidade, ocorrendo gotejamento constante e instabilidade

no processo, tendo sido entdo preparada a solucdo 2 que ja permitia um processo estavel. A posterior

analise morfoldgica revelou que o solvente ndo evaporou na totalidade o que levou a producao das fibras

com os polimeros anteriormente estudados, PVA e PEO.

No caso da DL-alanina, a velocidade de agitacdo também foi moderada para impedir a formacéo

de bolhas de ar no seu interior, visto que estas limitam a estabilidade do processo se também forem

introduzidas na seringa. De notar que quanto mais elevada for a viscosidade da solucdo, mais facilmente

contem bolhas de ar e mais tempo precisa no ultrassons para a sua total remocao.

3.2.2 Electrospinning — parametros utilizados

Os parametros experimentais aplicados nas solucdes de DL-alanina, sdo os apresentados na

tabela 13.
Tabela 13 - Parametros experimentais para solucdes de DL-alanina
Solucao Campo (kV) Alimentacao (ml/h) Distancia (cm)
1 10 0,01 14
2 12 0,05 12
3 20 0,2 12
4 12 0,1 12
5 14 0,10,15 12
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Por comparacao com a L-alanina, a DL-alanina permite uma producao de fibras mais estavel, até
com PVA, sendo que existe uma maior espessura do tapete obtido (figura 50). Um fator que ficou
evidente aquando da producdo deste segundo composto em fibras foi a influéncia da humidade
atmosférica, ou seja, com o aumento da humidade os parametros utilizados anteriormente ndo podiam

ser reaplicados, impedindo até em alguns casos a producéo de fibras.

Figura 50 - Tapete de PVA obtido no coletor a baixa rotacao

No geral as solucdes apresentavam uma boa viscosidade, excetuando no caso da solucéo 1, o
que permitia a aplicacdo de taxas de alimentacdo mais diminutas, uma vez que a massa do filamento

removida da gota era de baixa dimensao, permitindo a obtencéo de tapetes espessos e homogéneos.

3.2.3 Caracterizacao das fibras de PVP

As fibras obtidas com recurso ao PVP como formador, apresentam uma morfologia de baixa
qualidade, como se pode ver pela figura 51, obtidas pela solucao 1. As fibras no decorrer do processo
apresentavam indicios de boa qualidade apesar do constante gotejamento, no entanto com posterior
analise no microscépio otico e pelas imagens obtidas por MEV foi possivel constatar que existia fuséo
entre as fibras, indicativo de que o solvente nao evaporou na totalidade no percurso entre o cone de
Taylor e o coletor. As fibras apresentam um diametro médio de 600nm (figura 52) e sem presenca de
cristais no seu exterior e sem sinais de evidente porosidade. Dado que nao se apresentam cristais no
exterior, 0 aminoacido esta enclausurado no seu interior, no entanto dada a baixa qualidade morfologica

apresentada, foi necessario a caracterizacdo da solucao 2.
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Figura 51 - Imagens obtidas por MEV para solucao de 2/1 PVP/ DL-a, da esquerda para a direita, ampliacao de
1000x e 4000x
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Figura 52 - Representacao da distribuicdo de diametros das fibras de 2/1 PVP/DL-a

A caracterizacao das fibras obtidas pela solucao 2 revelou a presenca de aglomerados apesar de
estes ndo se terem evidenciado no decorrer da producédo por algum tipo de instabilidade como se verifica
na figura 53. Foi possivel notar que um aumento da percentagem do polimero permite a obtencao de

fibras de menor dimensdo mas sem homogeneidade na amostra recolhida.
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Figura 53 - Imagens obtidas por MEV para solucado de 1/1 PVP/ DL-a, da esquerda para a direita, ampliacao de
1000x e 5000x

As fibras apresentam diametros na ordem os 140nm (figura 54), o que é um valor de exceléncia,
no entanto possivelmente devido a maior percentagem de DL-alanina, estas ndo sdo obtidas de forma
contante. Uma alternativa poderia passar pela utilizacdo de um polimero de maior peso molecular, no
entanto a total evaporacao do solvente podera ser um entrave. O diminuto didametro das fibras € um bom
indicativo para outros compostos, visto que o PVP também apresenta uma boa solubilidade em etanol e

sera possivel contornar a dificuldade obtida na evaporacao do solvente.
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Figura 54 - Representacao da distribuicdo de diametros das fibras de 1/1 PVP/DL-a

3.2.4 Caracterizacao das fibras de PVA

Por analise do difratograma da figura 55 existe uma clara orientacéo preferencial dos cristais

enclausurados no interior da fibra, pois que a Unica reflexdo observada é a (210). A incorporacdo do
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aminoacido em igual proporcao com o polimero nao impediu a cristalizacao segundo um unico plano, o
que indicia que nado existem cristais no exterior das fibras. A utilizacdo de PVA permite ainda a obtencéo
de um difratograma com uma menor relacdo pico/fundo em contraste com os restantes polimeros,

podendo esta diferenca estar relacionada com uma maior cristalinidade do composto imerso nelas.
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Figura 55 - Difratograma solucao 1/1 de PVA/DL-a

A caracterizacdo por MEV (figura 56) revelou a distribuicdo aleatoria das fibras no tapete
formado, indicando que o solvente evaporou na totalidade, sem evidéncia de zonas onde tenha ocorrido
gotejamento. As fibras no geral ndo apresentam poros ou aglomerados e ao nivel da producao,

apresentam maior estabilidade por comparacao com as fibras de L-alanina.

Figura 56 - Imagens obtidas por MEV para solucdao de 1/1 PVA/ DL-a, da esquerda para a direita, ampliacao de
1000x e 5000x
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0 seu diametro meédio é de 590nm (figura 57) existindo algumas fibras de maior dimensao que

podem ter sido recolhidas no inicio do processo, antes da correta formacao do cone de Taylor na gota.

Estando os diametros das fibras compreendidos essencialmente entre os 500 e 600nm, permite aferir

gue para incorporacao de DL-alanina, o PVA apresenta-se como um bom formador de fibras.

35
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Figura 57 - Representacao da distribuicdo de diametros das fibras de 1/1 PVA/DL-a

3.2.5 Caracterizacao das fibras de PEO

A producéo de fibras com PEO de peso molecular 3x10° revelou apds analise DRX uma elevada

orientacdo preferencial segundo o plano (210) e contrariamente a L-alanina uma menor policristalinidade.
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Figura 58 - Difratograma solucao 1/1 de PEO300/DL-a
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A analise MEV revelou um tapete com uma elevada homogeneidade ao nivel da distribuicdo das
fibras, assim como do seu tamanho como se pode constatar na figura 59. O seu didmetro médio é de
200nm e a distribuicdo dos diametros estd compreendida no intervalo de 100 a 350nm (figura 60). As
fibras nao revelam porosidade e indiciam uma boa evaporacédo do solvente, sem presenca de cristais no

seu exterior.

et
SE |ETD|10.2m

Figura 59- Imagens obtidas por MEV para solucao de PEO300/ DL-a, da esquerda para a direita, ampliacao de
5000x e 20000x
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Figura 60 - Representacao da distribuicdo de diametros das fibras de PEO300/DL-a

As fibras obtidas a partir da solucdo com PEO de peso molecular 9x10¢ apenas apresentam uma
difracao para o plano (210), indicando uma melhor orientacdo dos cristais ou a possibilidade de este pico

ficar mascarado pela maior densidade do polimero.

53



NANOFIBRAS DE MATERIAIS BIOLOGICOS
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Figura 61 - Difratograma solucao de PE0900/DL-a

A analise microscopica revelou de igual forma ao PEO anterior, uma boa formacéo de fibras e
boa homogeneidade no tapete, contudo, o diametro ao longo da fibra apresenta-se mais irregular, assim
como o diametro médio das fibras. Na figura 62 para a menor ampliacdo constata-se duas zonas onde
ocorreu gotejamento, sendo que este esta associado a calibracdo do equipamento para a viscosidade da

solucao.

Figura 62 - Imagens obtidas por MEV para solu¢cao de PE0O900/ DL-a, da esquerda para a direita, ampliacao de
1000x e 5000x

O diametro médio das fibras é de 290nm (figura 63), no entanto, existe um desvio até
aproximadamente 150nm o que indica uma melhor formacéo quando utilizando o polimero com peso

molecular inferior.
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Figura 63- Representacao da distribuicao de diametros das fibras de PEO900/DL-a

Por analise do ficheiro cif da DL-alanina no software “Mercury” é possivel verificar que
efetivamente ocorre uma orientacdo das moléculas segundo o plano (210). Esta orientacdo apresenta-se
na forma cabeca-cauda, indicativo de que existe a formacao de dipolos ao longo das fibras, como se pode

ver na figura 64. Esta orientacdo é necessaria para a verificacdo da resposta piezoelétrica.

Figura 64 - Representacao do plano obtido no software "Mercury" de DL-alanina
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3.3.1 Preparacao das solucoes de polimero e L-arginina

As solucdes de L-arginina de forma similar aos restantes aminoacidos foram preparadas em
recipientes de vidro previamente esterilizados e com temperatura controlada, nomeadamente 25°C para
0 PEO e PVP e 80°C com aquecimento controlado no agitador magnético. Em igual sentido as solucdes
dos compostos anteriores as solucdes foram preparadas, com a dissolucdo do composto em agua
destilada e posteriormente a dissolucdo do polimero. Em regra as solucées de aminoacidos apresentam
uma tonalidade transparente, no entanto depois de acrescentado o polimero em solucéo, esta adquiria
um tom mais opaco, indicando uma possivel solidificacdo ou reacdo da L-arginina com o polimero
formador de fibras em todos casos exceto nas solucdes de PEQ. As solucdes preparadas permaneceram
no agitador durante 24h de forma a garantir a sua total homogeneizacédo e a sua preparacdo seguiu a

seguinte ordem:

Tabela 14- Ordem de produciao das solucdes de L-arginina

Solucao Solucao Relacao em peso — Racio entre

compostos (pol./aminoacido)

1 H,0 + PVP(130) + L-Ag 20% (1/1)
2 H,0 + PVA + L-Ag 10% (1/1)
3 H,0 + PEO(300) + L-Ag 10% (1/1)
4 H,0 + PEO(900) + L-Ag 10% (1/1)

3.3.2 Electrospinning — parametros utilizados

Os parametros utilizados para as solucdes de L-arginina sdo similares aos aplicados aos
aminoacidos anteriores, no entanto as amostras recolhidas apresentam uma menor espessura de
deposicdo. No caso das fibras de PVA, a producdo de fibras ndo foi possivel e foi posteriormente
verificado que apds uma hora de repouso da solucdo ocorria separacao entre o polimero e o solvente. A
producéo foi efetuada acrescentando inicialmente o aminoacido e posteriormente o polimero e a inversao
da introducao dos componentes apresentava os mesmos resultados. Contrariamente as solucdes obtidas

a partir dos restantes polimeros, o campo aplicado a solucdo de PVA foi variado até 20kV, sem a
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consequente remocao do filamento, apenas ocorrendo gotejamento. A solucdo de PVP promove um

processo estavel com uma elevada taxa de remocéao de filamentos, apesar do gotejamento ocasional. O

campo de 12kV foi aplicado visto que para valores inferiores ndo ocorre formacdo do cone de Taylor e

valores superiores podem em ultimo recurso acelerar o movimento descendente da fibra, impedindo a

total evaporacéo do solvente. A tabela 15 reflete os parametros aplicados as solucdes de L-arginina.

Tabela 15 - Parametros experimentais para solucdes de L-arginina

Solucao Campo (kV) Alimentacao (mi/h) Distancia (cm)
1 12 0,01 15
2 20 0,40 12
3 15 0,10 12
4 12 0,08 14

A solucdo preparada com PEO de peso molecular 9x10° revelou-se também invidvel para

producao, visto que apresentava uma viscosidade elevada e ocorria solidificacéo da solucéo no interior da

agulha, mesmo com um aumento significativo da taxa de alimentacao até 0,50 ml/h. Inicialmente

aparenta existir remocao do filamento da gota, no entanto esta rapidamente adquire um tom opaco e

solidifica, inviabilizando o processo.

3.3.3 Caracterizacao das fibras de PVP

A analise do difratograma da figura 65 das fibras de PVP nao revelou a presenca de picos

referentes a l-arginina, podendo este efeito estar relacionado com a morfologia das fibras recolhidas. A

estrutura amorfa que se reflete no polimero podera estar relacionada com o substrato de vidro ou o

proprio polimero, dado que a amostra nao apresentou a densidade do tapete ideal para a caracterizacao.
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Figura 65 - Difratograma solu¢ao de PVP/L-ag

A analise por MEV (figura 66) revelou que efetivamente ocorre formacdo de fibras, no entanto
estas nas zonas onde ocorre sobreposicdo tendem a fundir. Esta fusdo contraria o efeito que é pretendido

por uma rapida evaporacao do solvente e vai alterar a orientacdo dos cristais assim como o seu total

enclausuramento.

Figura 66 - Imagens obtidas por MEV para solucdao de PVP/L-ag, da esquerda para a direita, ampliacao de
1000x e 5000x

3.3.4 Caracterizacao das fibras de PEO

A difracdo da amostra de L-arginina com PEO de peso molecular 3x10¢ (figura 67) ja revelou a
presenca de uma reflexdo correspondente ao plano (210), assim como aconteceu com a DL-alanina. O

padrdo de difracdo ndo é claro dado que a espessura novamente ndo sera a ideal. Esta dificuldade pode
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no entanto estar relacionada com o maior comprimento da molécula comparativamente com os

aminodacidos previamente estudados. Aqui existe ainda a possibilidade da existéncia de outros picos

relevantes, mascarados pelo fundo do difratograma, dada a baixa intensidade da reflexdo presente.

80

70

60

50

40

30

Intensidade (u.a.)

20 ~

L-Ag (210)

[——PEO300 - L-Ag (1/1)]

10 15 20 25
20

30 35 40

Figura 67 - Difratograma solucao de PEO300/L-ag

Por meio da analise MEV (figura 68) foi efetivamente possivel verificar uma producdo de fibras

aceitavel, mas sem a densidade ideal. As fibras apresentavam-se com diametros médios na ordem dos

190nm, no entanto existia uma elevada disparidade nos diametros obtidos, revelando que o processo de

producédo ainda ndo se apresentava idealmente otimizado. Verificou-se ainda a presenca de alguns

aglomerados, no entanto as fibras ja nao apresentavam indicios de terem fundido apds producao. Este

fendmeno podera no entanto ser explicado pela menor densidade de fibras presentes na amostra.

Figura 68 - Imagens obtidas por MEV para solucido de PEO300/L-ag, da esquerda para a direita, ampliacao de

5000x e 20000x
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Cruzando os fatores verificados aquando da producdo com os resultados da microscopia €
possivel entdo dizer que o tom mais transparente das solucdes sera um indicativo positivo para a possivel

producao de fibras.
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Figura 69 - Representacao da distribuicdo de diametros das fibras de PEO300/L-ag

Como se pode verificar na figura 70 obtida a partir do soffware “Mercury” a orientacdo das
moléculas segundo o plano é em sentido inverso, o que indicia a anulacao dos dipolos possivelmente
gerados, indicativo de ndo devera apresentar uma resposta piezoelétrica. Apesar de apresentar uma
molécula de maior dimensao, os cristais tendem a ser mais pequenos, sendo que essa foi uma das

dificuldades verificada para a padronizacao do difratograma tipo como referido na referéncia [44].

Figura 70 - Representacao do plano obtido no software "Mercury" de L-arginina
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3.4.1 Preparacao das solucoes de polimero e sal de Rochelle

A abordagem a este composto foi distinta dos restantes porque seria necessario determinar até
gue ponto era possivel promover a incorporacao do composto no polimero. As solucdes foram preparadas
recorrendo ao PEO devido aos resultados positivos obtidos anteriormente e ao PVP como alternativa, visto
gue na incorporacao de aminodacidos apresentava limitacdes, no entanto o sal de Rochelle apresenta uma
estrutura distinta, pois trata-se de um sal formado por uma componente organica e outra inorganica e a

sua conjugacao podera permitir a obtencao de fibras de maior qualidade.

O sal de Rochelle foi dissolvido em agua destilada a temperatura ambiente durante trinta
minutos de forma a promover a total dissolucdo. As solucdes foram entdao preparadas com diferentes
percentagens do composto como se pode verificar na tabela 16. Nos dois casos, ¢ dissolvido inicialmente
0 composto e posteriormente o polimero, sendo que ambos apresentam boa solubilidade em agua
destilada a temperatura ambiente. Depois da total incorporacao dos polimeros em solucéo, a agitacao era
promovida por mais 3h, de forma a garantir uma total homogeneizacdo. No caso do PEO as solucdes
foram preparadas com relacdes de 1/1 e 2/1 entre polimero e sal respetivamente. Para o caso das
solucdes de PVP a incorporacao foi compreendida entre 1/1 e 3/2 aproximadamente e com uma outra

solucdo intermédia de forma a verificar idealmente a melhor relacao.

Tabela 16 - Ordem de producao das solucoes de sal de Rochelle

Solucao Solucao Relacao em peso — Racio entre
compostos (pol./aminoacido)
1 H,0 + PEO(300) + Rx 10% (2/1)
2 H.O + PEO(300) + Rx 10% (1/1)
3 H,O + PVP(130) + Rx 20% (1/1)
4 H,0 + PVP(130) + Rx 20% (100/80)
5 H,O + PVP(130) + Rx 20% (100/60)

De realcar que as amostras recolhidas ao contrario dos restantes compostos, foram guardadas
num frigorifico abaixo da temperatura ambiente para serem mantidas abaixo da sua temperatura de Curie

(18°C) e ser possivel 0 estudo das suas propriedades ferroelétricas.
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3.4.2 Electrospinning — parametros utilizados

A estabilidade obtida na producao das fibras é um reflexo dos parametros aplicados, nos quais é

possivel realcar que no caso das solucdes de PEO um aumento da percentagem de polimero induz um

aumento da viscosidade sendo necessario um ajuste verificado no campo aplicado e na taxa de

alimentacao. De forma similar as solucdes de PVP revelam que um acerto na alimentacao foi igualmente

necessario, no entanto a remocao de massa era constante com a aplicacdo do mesmo campo. Este fator

relaciona-se com a menor viscosidade da solucado devido ao menor peso molecular do PVP face ao PEO.

A tabela 17 demonstra os parametros utilizados para a producéo de fibras de sal de Rochelle.

Tabela 17- Parametros experimentais para solucoes de sal de Rochelle

Solucao Campo (kV) Alimentacao (mi/h) Distancia (cm)
1 14 0,10 12
2 12 0,05 12
3 12 0,05 12
4 12 0,08 12
5 12 0,12 12

De notar que a taxa de remocao de massa apresentou-se superior no caso do PEO, apesar da

maior viscosidade, o que indicia uma menor evaporacao do solvente.

3.4.3 Caracterizacao das fibras de PEO

A analise dos difratogramas das fibras de PEO revelou inconsisténcia nos resultados, indicativo

da fraca qualidade das fibras obtidas. No difratograma da figura 71 para as fibras produzidas a partir da

solucdo com relacao 1/1 a orientacao obtida é segundo o plano (040) e para a relacdo 2/1 o plano de

maior intensidade é (200) como se verifica na figura 72.

62




NANOFIBRAS DE MATERIAIS BIOLOGICOS
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Figura 71 - Difratograma solucao de 1/1 PEO300/Rx

Mediante os resultados obtidos ndo € possivel constatar a fase presente dado que os picos
difratados sao de baixa intensidade e estao presentes nos difratogramas padrao para a fase ferroelétrica e
nao ferroelétrica que se regista a temperatura ambiente, no entanto a fase que se obtém abaixo da
temperatura de Curie mais diminuta pode ser descartada. Para este composto o PEO apresenta-se como
uma matriz de baixa qualidade sendo necessaria a analise com recurso a outro polimero matriz,

nomeadamente o PVP.
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Figura 72 - Difratograma solucao de 2/1 PEO300/Rx

3.4.4 Caracterizacao das fibras de PVP

As fibras obtidas com PVP foram depositadas contrariamente aos polimeros anteriores, num

substrato de aluminio para maior facilidade de transporte e manuseamento. A analise do difratograma e
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ndo considerando os picos referentes ao aluminio, concentra a atencdo quando 20 esta compreendido
entre 38 e 39° respetivamente. Aqui € possivel verificar que a intensidade da difracdo esta diretamente
relacionada com a percentagem de sal de Rochelle presente em solucdo, verificando-se uma maior

intensidade na difracdo com o aumento do composto.
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Figura 73 - Difratograma solucées de PVP/Rx

O plano de difracao sera o (431) e de igual forma, nao permite a determinacéo da fase presente
por comparacao com o composto policristalino visto que as duas fases, ferroelétrica e nao ferroelétrica
superior, apresentam a mesma reflexao e a sua intensidade é cerca de trés vezes inferior ao verificado no
difratograma da figura 73. Este aumento da intensidade deve-se ao arranjo dos cristais no interior da
fibra. Esta patente entdo uma orientacéo preferencial dos cristais ao longo das fibras, sendo indicativo de

um processo de electrospinning bem-sucedido.

As imagens obtidas por microscopia eletronica permitem verificar que ndo existem cristais no
exterior das fibras e o tapete apresenta homogeneidade em toda a sua superficie (figura 74). E possivel
ainda constatar que as fibras ndo apresentam porosidade e as zonas de contacto entre elas nao

apresentam indicios de fusao.
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Figura 74 - Imagens obtidas por MEV para solucdo de 100/80 PVP/Rx, da esquerda para a direita, ampliacao
de 5000x e 50000x

Os diametros obtidos para a menor taxa de incorporacao de sal de Rochelle sdo em média de
145nm (figura 75) com uma variacdo maxima mas residual de 100nm que pode estar relacionada com o

inicio do processo de producéo.

[ [PVP130-Rx (100/80) |

35
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Figura 75 - Representacao da distribuicdo de diametros das fibras de 100/80 PVP/Rx

A incorporacdo de um maior teor de composto em solugédo revelou um aumento do didametro
meédio das fibras para 175nm e a formacao de alguns aglomerados como se pode ver na figura 76. A
maior ampliacdo permite constatar a presenca de um cinturdo de fibras mas sem aparente fusao entre
elas. Este fendmeno ¢ mais comum em fibras com elevada orientacao e esta relacionado com a sua

sobreposicao.
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Figura 76 - Imagens obtidas por MEV para solu¢cido de 1/1 PVP/Rx, da esquerda para a direita, ampliacao de
5000x e 50000x

0 aumento do diametro médio das fibras (figura 77) nao sera tao relevante visto que permite a

maior incorporacao de cristais no seu interior, incrementando a possivel resposta obtida.

\ | PVP130-Rx (1/1)

204

Contagem

Diametro (um)

Figura 77 - Representacao da distribuicao de diametros das fibras de 1/1 PVP/Rx
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3.5. Resposta piezoelétrica

A verificacdo da resposta piezoelétrica das fibras produzidas permite aferir se o confinamento
dos cristais foi bem-sucedido, assim como determinar a orientacdo dos cristais no interior das fibras.
Mediante a disponibilidade do equipamento em Aveiro, apenas foi possivel a caracterizacdo de um
composto e como este trabalho incide essencialmente em aminoacidos, a DL-alanina foi selecionada visto
que apresenta uma estrutura molecular e cristalina Unica ja que cristaliza num grupo pontual polar com
uma orientacdo dos dipolos entre si e ao longo da fibra, permitindo ainda a sua producéo com PVA como
matriz. Também um dos objetivos da tese era o de produzir fibras de aminoacidos com caracter
piezoelétrico. O tapete obtido com PVA permite um melhor manuseio e apresenta uma menor
elasticidade contrariamente ao PEO e PVP. A caracterizacdo incidiu em duas amostras de fibras com
base de PVA. As fibras sdo depositadas diretamente numa superficie de platina introduzida entre a agulha
e o coletor. As fibras obtidas apresentam tamanhos superiores ao verificado por MEV devido a diminuicao

da distancia de recolha.

a)

5.0um
———

7.001m
e |

Figura 78 - Topografia das fibras obtida por PFM
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A analise topografica que se verifica na figura 78 seccoes a), b), c) e d) permitem aferir que os
cristais estdo efetivamente confinados e orientados no interior da matriz polimérica. E possivel ainda
verificar que a superficie das fibras apresentam alguma rugosidade e deformacdo na zona de
enclausuramento dos cristais como se pode verificar em b). A aplicacdo do campo permite entao
determinar a resposta mecanica dos cristais. As figuras €) e f) revelam a variacdo mecanica lida quando
aplicado o campo elétrico e permitem verificar que o confinamento dos cristais foi na sua forma
zwitteronica, assim como a sua distribuicdo. Efetivamente os cristais apresentam os seus dipolos
alinhados entre si e ao longo da fibra, como pretendido. A variante da técnica que permite tracar a curva
de histerese foi aplicada de forma a tentar determinar se alem de piezoelétrico, a DL-alanina revelava
comportamento ferroelétrico, por inversao do campo aplicado, no entanto este comportamento nao se

verificou, apresentando-se entao as fibras de DL-alanina unicamente como compostos piezoelétricos.
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3.6 Montagem do equipamento de near-field electrospinning

No decorrer deste trabalho uma das etapas incidia na montagem do equipamento de near-field de
forma a produzir fibras perfeitamente alinhadas e como tal, com recurso a um coletor de cobre suportado
por uma base animada de movimento a duas dimensdes e controlado por uma interface simples

preparada no software “LabView” como se pode ver na figura 79.

Figura 79- Interface de controlo da base

Aqui apenas se pretende controlar o comprimento da fibra no parametro @Y, o espacamento entre
fibras em dx e dX permite a separacao das fibras por seccdes, sendo x e y o sentido de movimento
permitidos pela base. A disposicado espacial das fibras é essencialmente controlada pelos movimentos da

base.

Figura 80- Suporte condutor aplicado a base
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Aqui apenas a agulha se apresenta polarizada e o coletor em cobre, estando estes componentes
isolados do restante equipamento de forma a prevenir curto-circuitos. Os contactos sdo soldados
diretamente na agulha e no coletor e dada a mobilidade da base, é necessario que estes apresentem
alguma ductilidade de forma a nado partir a solda. O coletor estda assente numa base acrilica nao

condutora de forma a prevenir descargas para a base visto que esta opera a uma voltagem baixa.

Figura 81- Montagem experimental do equipamento de near-field electrospinning

Neste tipo de montagem, a distancia entre agulha e coletor é essencial e como tal é necessario
um controlo preciso, como se pode ver na figura 81 seccdo A) o regulador permite aproximacoes entre
agulha e coletor até cerca de 1Imm de distancia. A seccdo B) da figura indica o posicionamento da

camara que permite um controlo do processo de forma mais aproximada como se pode ver na figura 82.
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Figura 82 - Imagem captada pela camara de controlo

A bomba de alimentacao utilizada é uma WP/ AL-1000 e permite promover uma alimentacdo contante
com um minimo de 0,0Iml/h e um méximo de 5ml/h, enquanto a fonte de tensdo é uma Hamatsu

C4840-02 que permite aplicar um campo elétrico até 3kV.

Figura 83 - Fonte de tensao Hamamatsu

As variacdes no processo tal como no electrospinning tradicional estao relacionadas com o campo
aplicado, distancia entre agulha e coletor, formato da agulha e coletor e a velocidade do coletor. Aqui a
velocidade é fixa e é definida pelo suporte, sendo a sua velocidade idéntica para os dois eixos de

movimento e na ordem dos 0,05m/s.
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As solucdes preparadas para verificar o funcionamento da montagem estdo apresentadas na tabela

18.

Tabela 18- Solucoes poliméricas produzidas

Solucao Solucao
1 0,4g PLLA + 3ml Cloroférmio
2 0,2g PEO + 1,5ml H,0 + 0,5ml
Etanol
3 0,2g PEO + 2ml H,0
4 0,2g PVA + 2ml H,0

Os parametros aplicados a todas as solucdes foram de 0,1-1cm de distancia entre agulha e coletor, o
campo foi compreendido entre 0,2 — 2,5kV e o sistema de entrega de polimero foi variado entre agulha e

um filamento metalico de cobre de diametro

A solucdo 1 foi preparada baseado nos conhecimentos adquiridos aquando do manuseamento do
equipamento de electrospinning convencional e considerando que a distancia sendo reduzida, seria um
impedimento para a total evaporacdo do solvente, no entanto a solidificacdo da gota na agulha ou
filamento era imediata sem remocao do filamento. A segunda solucado, sendo aquosa permite uma menor
taxa de evaporacdo do solvente, comparativamente com o cloroférmio, no entanto a incorporacdo de
etanol em solucao promovia a solidificacdo da solucdo na forma de gota por evaporacao do solvente.
Uma lamela de vidro foi colocada entre a agulha e coletor de forma a tentar recolher filamentos e
também induzir uma menor acdo do campo aplicado, no entanto esta tentativa revelou-se infrutifera e
dada a diminuta distancia, mesmo com lamelas de reduzida espessura, 0 solvente nao evaporava € nao
se verificava qualquer tipo de remocéao de filamentos. Com esta tentativa foi verificado que esta técnica,
permitindo uma elevada orientacdo das fibras aparenta ter limitacdes ao nivel dos substratos onde é
depositada, sendo que a falta de condutividade do vidro ou outro tipo de substrato sera um impedimento

a deposicao de fibras.

As solucdes 3 e 4 foram preparadas de forma a contrariar a evaporacao do solvente antes de ocorrer
a extracao do filamento, no entanto, a voltagem maxima aplicada pela fonte de tensdo nao é suficiente
para a remocao do filamento. Uma alternativa podera incidir na producdo de solugcbes com menor
percentagem de polimero, tentando determinar o minimo possivel mas capaz de promover a formacao de
fibras. Para a producao de fibras com incorporacéo dos compostos acima citados, este processo nao se

revelou eficiente.
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CAPITULO 4 — CONCLUSOES

Com o intuito de avaliar potenciais propriedades piezoelétricas dos aminoacidos, foram levados a
cabo esforcos para a sua incorporacdo em fibras poliméricas obtidas por simples processo de
electrospinning. Foram produzidas nanofibras com recurso aos polimeros PVA, PEO e PVP com

incorporacao de L-alanina, DL-alanina, L-arginina e sal de Rochelle.

A componente de producdo das fibras com incorporacdo de L-alanina revelou que o PEO induz um
processo mais estavel, mesmo com campos elétricos mais diminutos contrariamente ao PVA, o qual
apresentava uma viscosidade inferior e a necessidade de recorrer a campos elevados para conseguir a

obtencéo das fibras em questao.

Na célula unitaria da L-Alanina, o plano (012) contem moléculas perpendiculares ao plano e assim o0s
momentos dipolares estdo perpendiculares ao plano das fibras. Este comportamento, foi observado nas
nanofibras de Glicina e PVA e deu origem a um coeficiente piezoelétrico elevado, no entanto, no caso da

L-alanina, este nao sera expectavel visto que os dipolos segundo o plano obtido tendem a anular-se.

Dos difratogramas obtidos por DRX conclui-se que a L-alanina cristaliza no interior das fibras
poliméricas com uma elevada orientacao preferencial, estando o plano cristalografico (012) no plano das
fibras. Esta orientacédo preferencial é independente do polimero utilizado e poder-se-a assim concluir que

tem como principal contribuinte a técnica de electrospinning utilizada.

A partir da analise MEV constatou-se que a solucao com maior percentagem em peso de L-alanina
nao permitia uma incorporacao total, devido a presenca de cristais no exterior das fibras. Por comparacao
com as fibras de glicina foi possivel entao verificar que o PVA nado era o polimero mais adequado para a
incorporacédo. Foi ainda possivel concluir que a morfologia das fibras de L-alanina com PEO s&o
superiores as de L-alanina com PVA pois que sao muito mais finas (310n) e ndo se verifica coalescéncia
de fibras. Isto significa que as fibras com PEO dever&o solidificar enquanto o processo decorre e quando
se depositam no elétrodo coletor a L-alanina ja cristalizou também no interior do polimero. As fibras de L-

alanina com PEO na razao de 4:3 s&o de facto aquelas que correspondem as expectativas.

0 aminoacido DL-alanina revela uma boa compatibilidade com os polimeros em estudo excetuando o
PVP. Foi verificada uma cristalizacdo no interior das fibras segundo o plano (210) e como tal uma
orientacao cabeca-cauda das moléculas. Nos difratogramas obtidos € possivel verificar a consisténcia de

resultados independentemente do polimero,

A analise MEV revelou que o polimero afeta o diametro das fibras obtidas, sendo que no PEO estas

apresentam diametros médios de 200nm e com PVA de 590nm. A caracterizacao da amostra obtida com
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PVP permitiu verificar que mediante uma atmosfera com menor teor de humidade ou temperatura mais
elevada a producdo também sera possivel, sendo esperados didmetros possivelmente inferiores aos

obtidos com PEO.

A compatibilidade da DL-alanina com o processo de electrospinning é superior a L-alanina, permitindo
inclusivamente a producado de amostras com PVA como formador, obtendo-se assim tapetes de maior

espessura, fruto do maior diametro das fibras mas com menor estabilidade no decorrer do processo.

A incorporacdo do etanol em solucdo permite na producdo de fibras poliméricas uma melhor
evaporacao do solvente, induzindo um processo mais estavel, no entanto a sua utilizacdo em solucdes ja
com dissolucao do aminoacido induz a imediata cristalizacdo e uma alteracdo na tonalidade da solucéo
de transparente para opaca. A presenca de cristais em solucao impede a processabilidade da solucao,

impedindo a formacao de cone de Taylor na gota.

A L-arginina revelou-se mais complexa para processar e apenas foi possivel a sua producao com PEO,
revelando orientagdo segundo o plano (210) assim como a DL-alanina. A orientagdo segundo este plano
nao é tao clara como no composto anterior e apesar da difracao corresponder ao mesmo plano difratado

nas fibras de DL-alanina, ndo sera expectavel uma resposta piezoelétrica.

A analise microscopica revelou que de igual forma aos seus similares anteriormente estudados, a
incorporacao em PEO permite a melhor producao de fibras e o consequente enclausuramento dos cristais
ao longo das fibras, sem evidéncias da sua presenca na superficie das fibras. Os diametros médios
obtidos vao de encontro aos restantes obtidos para os diferentes compostos aquando da utilizacao da

matriz de PEO e sdo na ordem dos 200nm.

A producao de fibras com o sal de Rochelle revelou uma elevada afinidade com o PVP, permitindo
obter um processo estavel, com relacdes até 1:1 e o PEO nao se apresentou como um bom formador de

fibras.

A analise do difratograma das fibras de PVP revelou que quanto maior a percentagem de composto
em solucdo, mais intenso fica o pico de difracdo. Aqui ocorreu de igual forma orientacdo segundo o plano
(431) apesar da elevada cristalinidade apresentada verificada nos difratogramas padréo. A identificacao
da fase presente foi inconclusiva visto que dada a orientacdo, a intensidade dos picos pode estar

mascarada pela matriz polimérica.

A analise microscopica revelou que um aumento da percentagem de composto em solucdo induz um
aumento do didametro médio das fibras, nao se verificando cristalizacao no seu exterior, indicativo da total

incorporacao de composto ser o fator que promove o aumento do diametro.
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A producdo de fibras por electrospinning com recurso a solucdes aquosas revelou uma elevada

dependéncia dos parametros ambientais, nomeadamente, a temperatura e a humidade.

A caracterizacdo por PFM permitiu verificar a orientacao dos cristais ao longo da fibra. A orientacéo
dos dipolos e a sua preservacdo em estado solido é conseguida por meio da técnica de electrospinning e
permitiu efetivamente aferir que na sua forma zwitterénica a DL-alanina apresenta caracter piezoelétrico,

assim como colocar de parte um potencial caracter ferroelétrico.

A participacdo na montagem do equipamento de near-field electrospinning permitiu adquirir um
conhecimento mais aprofundado sobre a técnica e as dificuldades inerentes, sendo que a sua otimizacao
& mais complexa que o processo convencional devido a menor distancia e a dificuldade em controlar a

evaporacao do solvente.

4.1 Trabalhos futuros

Como proposta de trabalho futuro, sera de particular interesse tentar determinar se as restantes
fibras produzidas apresentam caracter piezoelétrico, o que vai ainda permitir aferir a fase do sal de

Rochelle presente.

Como complemento ao trabalho realizado e resultados obtidos sera também relevante a verificacéo da
existéncia de componente piroelétrica ao longo das fibras. Esta podera ainda ser medida de forma
perpendicular ao tapete, mas é expectavel que o sinal seja mais significativo segundo o comprimento das

fibras, mediante uma recolha que promova previamente a sua orientacao.

A producao de fibras com acido L-glutdmico pode ser também objeto de estudo, visto que é um

aminoacido com caracteristicas similares aos abordados no decorrer deste trabalho.
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NANOFIBRAS DE MATERIAIS BIOLOGICOS
ANEXO0S

Anexo 1 - Difratograma de um filme de PVA puro:
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e Apresenta uma reflexdo em torno de 26= 20°

Anexo 2- Difratograma de um filme de PEO puro:
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e Aqui identificam-se duas reflexdes mais intensas quando 26 =19° e 23°

Os difratogramas foram utilizados na determinacdo das reflexdes de Bragg observadas nas analises

de DRX.
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