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RESUMO

A utilizagdo de polimeros naturais em diversas areas vem crescendo ao longo dos
anos. Eles possuem caracteristicas interessantes para uso como biomaterial, tais
como biodegradabilidade, biocompatibilidade e n&o toxicidade. Com o objetivo de
criar novos produtos e melhorar suas propriedades, € comum misturar um ou mais
polimeros criando blendas. Estudos mostram que blendas contendo fibroina de seda
apresentam melhoria das suas propriedades mecanicas e térmicas, porém o
processamento desses materiais ainda € um desafio. Blendas de fibroina de seda e
alginato de sddio foram estudadas nesse trabalho, um sistema complexo devido as
caracteristicas dessas macromoléculas. Existem estudos sobre essas blendas
poliméricas, focados, principalmente, em suas aplicacbes como biomaterial, no
entanto, o conhecimento termodinamico sobre os sistemas formados ainda néo esta
consolidado, por isso, ainda € dificil controlar as propriedades desse material e seu
processamento. Este trabalho, portanto, teve como objetivo estudar a separacao e
equilibrio de fases de sistemas contendo fibroina de seda, alginato de sddio e agua.
Além disso, a influéncia da massa molar e da propor¢cao de grupos manurdnico e
gulurbnico do alginato de soédio na morfologia das fases e no equilibrio
termodindmico foi investigada. Para isso, foram utilizadas as técnicas de
espalhamento de luz estatico, analises térmicas e espectroscopia de fotons
excitados por raios X, entre outras. Diagramas de fases foram obtidos e os dados
experimentais foram ajustados aos modelos de Flory-Huggins, Random phase
approximation, NRTL, Uniquac e a Equacdo de Cohn. Os resultados mostraram
diferengas no espalhamento de luz e nos parametros de interacdo polimero-polimero
e polimero-solvente para as blendas preparadas com diferentes tipos de alginato de
sodio. Dessa forma, foi possivel estabelecer uma relagcdo as propriedades do
alginato de sodio e a separacgéo de fases do sistema estudado. Essa abordagem é
necessaria, pois, trabalhos que buscam compreender melhor o comportamento
termodindmico de polimeros naturais ndo sdo comuns; desta forma, este estudo

podera contribuir significativamente para o entendimento desses sistemas.

Palavras-chaves: polimeros naturais, separacao de fases, biomaterial, modelos

termodinamicos



ABSTRACT

The use of natural polymers is increasing over the years in many areas. They have
interesting characteristics for biomaterials applications, such as biodegradability,
biocompatibility and non-toxicity. With the purpose of creating news products and
improve their properties, it is common to mix one or more polymers to form blends.
Studies show that blends with silk fibroin present improvement in the thermal and
mechanical properties, but the processing of those materials remains a challenge.
Silk fibroin and sodium alginate blends were studied in this project, a complex system
due to the characteristics of those macromolecules. There are some works in the
literature showing the applicability of those blends, however, the thermodynamic
knowledge about that system is not consolidated. Thus, it is difficult to control the
material’s properties and its processing. This project aims to study the phase
separation and phase equilibrium of systems composed by silk fibroin, sodium
alginate and water. Besides, the influence of sodium alginate molecular mass and
proportion of manuronic and guluronic groups on the morphologyof phase and phase
equilibrium was investigated. To do that, it was used some techniques, such as static
light scattering, thermal analysis, X-ray photoelectron spectroscopy and others. The
solid-liquid phase separation was investigated acquiring phase diagram and
adjusting the data to Flory-Huggins, Random phase approximation, NRTL, Uniquac
themodynamic models and Cohn equation The results show differences in the light
scattering and the polymer-polymer and polymer-solvent interaction parameter for
the blends prepared with differents sodium alginates. Thus, it was possible to
establish a relation between the alginate properties and the phase separation of the
system studyThis approach is necessary because most of the studies found in the
literature have mainly focused on the application of those blends. Works that aims to
better understanding of the thermodynamic behavior of these natural polymers are
not common, so, we expect that this work would contribute for the understanding of

those systems.

Key words: natural polymer, phase separation, biomaterial, thermodynamic models
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Capitulo 1: Introducao

CAPITULO 1: INTRODUCAO

Polimeros s&o, por definicdo, macromoléculas com muitas (poli)
unidades de repeticdo (meros) ligadas, entre si, por ligacbes covalentes
(CANEVAROLO JR, 2006). Para a producédo sintética de um polimero,
mondmeros reagem e dependendo do tamanho da sua cadeia, tipo de ligagcédo
e do tipo de mondmero, diferentes materiais podem ser produzidos. As
propriedades fisico-quimicas também podem ser alteradas a partir dessas

variaveis.

Blendas poliméricas s&o a mistura de um ou mais polimeros ou
copolimeros, que tem como objetivo o desenvolvimento de um produto com
caracteristicas intermediarias as dos polimeros utilizados (UTRACKI, 1989). O
uso de blendas poliméricas em diversas areas € comum, e em razdo da
crescente preocupacédo em se utilizar materiais biodegradaveis, provenientes
de fontes renovaveis, a utilizagado de polimeros naturais no preparo de blendas

vem crescendo.

Os polimeros naturais tém, em geral, caracteristicas como
biodegradabilidade, ndo toxicidade e biocompatibilidade (KUNDU et al., 2013).
Eles podem ser utilizados em uma ampla gama de aplicagbes, desde a
industria de embalagens até a engenharia tecidual (ALTMAN et al., 2002;
MING; ZUO, 2014; NIETO, 2009; USTUNOL, 2009). Alguns polimeros naturais
se destacam no desenvolvimento de biomateriais como &cido hialurdnico,
quitosana, celulose, colageno, mucina, fibroina de seda e alginato de sodio, os
dois ultimos foram utilizados neste trabalho.

A rigor, as macromoléculas utilizadas nessa tese ndo s&o polimeros,
pois nao ha uma unica unidade de repeticdo. Ha unidades repetitivas, nesse
caso monossacarideos e aminodacidos, que se ligam formando moléculas de
alta massa molar. Esses meros se ligam aleatoriamente, portanto, a cadeia
molecular pode apresentar variacbes dependendo da fonte dessas
macromoléculas. Ainda que a rigor eles ndo possam ser classificados como
polimeros, a literatura denomina-os de polimeros naturais e, por isso, essa

nomenclatura foi utilizada.
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Dentre os polimeros naturais que sao comumente utilizados no
desenvolvimento de biomateriais, a fibroina de seda (SF), uma proteina
produzida por artropodes como a aranha e o bicho da seda (KUNDU et al.,
2013), se destaca pela alta resisténcia térmica e mecanica. Diversos trabalhos
na literatura utilizam-na em blendas poliméricas com o objetivo de melhorar
essas caracteristicas no produto final (GHAELI et al., 2017; MANDAL; MANN;
KUNDU, 2009; MORAES et al.,, 2014; NOGUEIRA et al., 2010; ROH et al.,
2006). No entanto, etapas de processamento, como a didlise, e caracteristicas
proprias da solucdo de SF, como a metaestabilidade, torna-a sensivel as
variagbes de temperatura e tensdo de cisalhamento dificultam sua utilizagao
em escala industrial, visto que esses processos podem induzir mudangas de
conformacdo na cadeia da fibroina e alteragdes nas propriedades fisico-

quimicas.

Ha poucas informagdes sobre o comportamento termodindmico dessa
proteina isolada ou quando misturada a outras macromoléculas. Portanto, o
estudo das propriedades termodinédmicas € necessario, pois, a partir delas é
possivel prever o comportamento das blendas poliméricas ao longo de
processos de transformacao. Um dos parametros termodindmicos comumente
estudados para blendas poliméricas é a miscibilidade entre os polimeros. Para
blendas imissiveis ou parcialmente misciveis, em que a separagao de fases é
observada, faz-se necessario, ainda, o estudo sobre o mecanismo de
separagao de fases, o qual pode fornecer informagdes importantes sobre a

isotropia e organizacao das fases envolvidas.

O alginato de sodio € um polissacarideo extraido de algas marinhas
marrons, composto pelo acido B-D manurénico (grupo M) e a-L gulurdnico
(grupo G) (DRAGET; SKJAK-BRZAK; SMIDSR@D, 1997). Seu uso combinado
com a fibroina de seda vem sendo reportado na literatura desde a década de
90 (LIANG; HIRABAYASHI, 1992).

No Brasil, o Laboratério de Engenharia e Quimica de Produtos (Lequip)
foi um dos pioneiros do pais no desenvolvimento de produtos utilizando essa
blenda, com o desenvolvimento de membranas para utilizagdo como curativo
(DE MORAES, 2010), o qual teve patente depositada e concedida pelo INPI



24
Capitulo 1: Introducao

(Instituto Nacional de Propriedade Intelectual — PI1101774). O trabalho
verificou que as blendas eram parcialmente misciveis e, a partir desse dado, a
necessidade de um estudo termodinamico sobre as blendas surgiu, o qual foi
iniciado em meu mestrado (Lopes, 2016). Diferentes composi¢coes das blendas
de fibroina de seda e alginato de sddio foram exploradas em solugdo e no
estado solido (membranas). Foi possivel identificar duas regides diferentes,
uma em que havia separacido de fases com formacgao de duas fases distintas -
uma liquida e rica em alginato de sédio e outra sdlida rica em fibroina de seda -
e outra em que havia formagao de hidrogel. O mecanismo de separagao de
fases foi investigado por espalhamento de luz estatico e as membranas das
blendas foram caracterizadas quanto a morfologia, propriedades térmicas e
cristalinidade (LOPES; MORAES; BEPPU, 2018). Com esses dados, foi
possivel relacionar aspectos das blendas com sua composicéo, estabelecendo,
por exemplo, uma relag&o entre a fragdo massica inicial de alginato de sodio e
a formacao de fibrilas nas membranas. No entanto, a adequagao dos dados de
equilibrio termodindmico a modelos matematicos nao foi realizada, e € um dos

objetivos dessa tese.

Alguns trabalhos que utilizaram alginato de sédio (MAHL, 2018; VAZ,
2012) revelaram que ha uma relacdo entre as propriedades dos materiais
obtidos e as propor¢des de grupos M e G presentes na cadeia do polimero.
Decidiu-se, entdo, investigar a influéncia desse paradmetro na separagéo e no
equilibrio de fases das blendas de fibroina de seda e alginato de sddio,
ajustando os dados obtidos a modelos termodinamicos. Portanto, este projeto
de doutorado visa estudar o equilibrio de fases e propriedades termodinamicas
de sistemas formados por fibroina de seda e alginato de sddio com diferentes

proporgdes de grupos M e G.

De forma complementar, durante o periodo do meu doutorado, houve a
oportunidade de fazer um estagio sanduiche no Instituto Real de Tecnologia
(Suécia), que teve como objetivo desenvolver membranas assimétricas de
fibroina de seda e mucina. Nao ha informacgdes na literatura sobre miscibilidade
e propriedades fisico-quimicas, tampouco trabalhos que explorem o equilibrio
termodinamico das blendas de fibroina e mucina. Alguns estudos apontam para

o potencial de utilizagdo dessas blendas como biomaterial e a importancia de
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estudar as interagdes entre fibroina de seda e mucina (KUNDU; PATRA;
KUNDU, 2008; PETROU et al., 2018; SERBAN; PANILAITIS; KAPLAN, 2012).
Por se tratar de uma proteina, € esperado que o comportamento da fibroina
nesse sistema seja diferente do observado nas blendas com alginato de sddio.
O estudo sobre miscibilidade e sobre as interagdes quimicas entre as proteinas
€ necessario para melhorar a compreensao desse sistema e posterior design
de novos produtos, como a membrana assimétrica de fibroina de seda e
mucina que foi desenvolvida. Durante o estagio sanduiche foi possivel realizar
uma investigacao inicial sobre a miscibilidade das blendas de fibroina de seda
€ mucina e a aplicacdo das membranas assimétricas como dispositivo para
liberacdo controlada de fatores de crescimento epitelial. Nao foi possivel obter
resultados mais avangados, como 0s que serdao mostrados para o sistema
fibroina-alginato e que sdo o foco desta tese de doutorado. Desta forma, os
dados obtidos sobre o sistema fibroina-mucina serdo mostrados no Capitulo 8
(Apéndice B).

Para facilitar o entendimento do leitor, esta tese foi organizada em
capitulos, os quais tratardo das blendas do ponto de vista termodinamico. No
Capitulo 1, foi feita uma introdugcdo ao problema abordado nesta tese e aos
polimeros naturais utilizados no desenvolvimento do trabalho. O Capitulo 2
abordara os objetivos desse trabalho. O Capitulo 3 apresentara a revisédo
bibliografica sobre os polimeros naturais utilizados, blendas poliméricas e
aspectos gerais da termodinamica de polimeros. O Capitulo 4 versara sobre os
materiais e métodos utilizados no preparo das blendas de fibroina de seda e
alginato de sodio, técnicas de caracterizagédo e o racional matematico utilizado
no ajuste dos dados aos modelos termodinédmicos. O Capitulo 5 vai apresentar
os resultados obtidos para as blendas de fibroina de seda e alginato de sodio
com diferentes proporgdes de grupo M e G. O Capitulo 6 vai apresentar as
conclusdes obtidas e sugestao para trabalhos futuros. O Capitulo 7 apresenta o
apéndice A em que serdo mostrados os perfis de espalhamento de luz das
blendas de fibroina de seda e alginato de sédio que ndo estdo mostradas no
Capitulo 5 e as tabelas com dados de fracdo massica dos polimeros apos
separagao das fases. O Capitulo 8 contém o apéndice B em que serao
apresentados a metodologia, os resultados obtidos e a conclusdo sobre o
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projeto desenvolvido durante meu estagio sanduiche. Por ultimo, o Capitulo 9

apresentara as referéncias bibliograficas utilizadas nessa tese.
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CAPIiTULO 2: OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral
O objetivo desse trabalho foi realizar uma investigagao sobre o equilibrio

termodinamico de diferentes sistemas contendo fibroina de seda, alginato de

sédio e agua.
2.2 Objetivos especificos

e Realizar a caracterizagdo dos dois alginatos de sodio utilizados
em relagdo a sua massa molar e proporgéo de grupos M e G;

e Investigar a influéncia da proporgdo de grupos M e G dos
alginatos de sddio no mecanismo de separagao de fases para as
blendas em solugéo e no estado sélido (membranas);

e Apds a quantificagcdo dos compoenentes nas fases, ajustar os
dados obtidos aos modelos termodinamicos de Flory-Huggins,
Random phase approximation, NRTL, UNIQUAC e Equacao de
Cohn.
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CAPITULO 3: REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Fibroina de seda

A fibroina € uma proteina produzida por artropodes, principalmente por
aranhas e pelo bicho-da-seda, sendo o ultimo mais utilizado em trabalhos da
literatura devido a facilidade de domesticacdo (KUNDU et al., 2013). A espécie
comumente utilizada é a Bombyx mori. A fibroina de seda apresenta altos
valores de tensdo de ruptura e alta estabilidade térmica, com temperatura de
degradagdo acima de 280 °C, além de possuir interagdo favoravel com
sistemas bioldgicos sem induzir respostas imunoldgicas adversas e promove a
adesao e proliferagao de varios tipos de células (KOH et al., 2015). Por isso,
ela é utilizada na confecgédo de biomateriais. Em geral, forma-se blendas com a
SF e outros polimero natural para melhorar algumas das propriedades dos

produtos obtidos, como resisténcia térmica e mecanica.

A fibroina é formada por 18 aminoacidos, sendo os principais a glicina, a
alanina e a serina (Figura 1), os quais formam a cadeia leve e pesada da
proteina (KIKUCHI et al., 1992; SAH; PRAMANIK, 2010). Estas se ligam por
meio de pontes de dissulfeto e possuem massas molares diferentes: a cadeia
pesada tem aproximadamente 350 kDa e a leve 25 kDa (TANAKA; MORI;
MIZUNO, 1993).

Figura 1: Representagao esquematica da estrutura primaria da fibroina de seda
com os principais aminoacidos presentes glicina (gly), alanina (ala) e serina

(ser).
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Fonte: SRISUWAN; BAIMARK (2013).

A estrutura secundaria da fibroina de seda pode adquirir trés
conformacgdes: a-hélice (seda 1), folha- (seda IlI) e enovelamento aleat6rio. A
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conformagao enovelamento aleatorio ndo possui uma forma bem definida, os

polipeptideos se ligam de maneira aleatéria, produzindo regides poliméricas
amorfas (CANEVAROLO JR., 2006).

A conformacéao a-hélice (Figura 2) é a forma metaestavel da fibroina de
seda. Os peptideos estédo ligados por interagdes de van der Waals e ligagdes
de hidrogénio entre os grupos carboxila e amino (DE MORAES, 2010). A
conformacgao folha-f (Figura 3) é a forma mais estavel da fibroina de seda. Ela
€ resultante das ligacbes de hidrogénio entre duas ou mais cadeias
polipeptidicas, formando uma estrutura que remete a um conjunto de pregas
(MOTTA, 2000; NELSON; COX, 2002). Assim como na conformacao a-hélice,
as ligagbes de hidrogénio ocorrem entre os grupos amino e carboxila. A
diferenca é que, enquanto na conformacdo a-hélice as ligagbes sé&o
intramoleculares, na conformagao folha- as ligagbes de hidrogénio ocorrem
entre cadeias polipeptidicas vizinhas (MOTTA, 2000).

Figura 2: Representacdo esquematica da conformacdo a-hélice de uma

proteina.
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Fonte: Nelson e Cox (2014).
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Figura 3: Representacdo esquematica da conformacéo folha- para uma

proteina: (a) folha-p paralela, (b) folha- B antiparalela.
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Fonte: Motta (2000).

Existem dois tipos de conformacao folha-f: folha- paralela, Figura 3 (a),
e folha-B antiparalela, Figura 3 (b). O primeiro tipo € composto por cadeias
polipeptidicas com os terminais amino alinhados no mesmo sentido e, no
segundo tipo, esses terminais estdo alinhados em diregdo oposta (MOTTA,
2000).

Por meio de tratamentos mecanicos ou térmicos e do uso de solvente, é
possivel converter a estrutura de a-hélice da SF para folha-B (SOHN; STREY;
GIDO, 2004). Esse fenbmeno é observado durante o processamento da
fibroina de seda. Apds o preparo de uma solucdo de fibroina de seda em
solugdo salina, esta se encontra na conformagao a-hélice e, apés a dialise, a
retirada de sal do sistema induz a formagdo da estrutura folha-p (Figura 4)
(SOHN; STREY; GIDO, 2004). Devido ao aumento da pressdo osmobtica,
causada por alteragdes na concentracdo de sal e, consequentemente, no
potencial quimico do sistema, as moléculas de fibroina de seda se agrupam,
modificando sua estrutura de a-hélice/enovelamento aleatério (seda |) para

folha-B (seda Il). Essas modificagdes na estrutura da fibroina de seda podem
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ser observadas por difragao de raio X e sao favorecidas termodinamicamente,

visto que o processo ocorre espontaneamente.

Figura 4: Diagrama de fases mostrando as mudangas de conformacao da
estrutura da fibroina de seda que podem ocorrer ao variar a pressdo osmética.
Legenda dos simbolos: m enovelamento aleatério, e seda |, A seda Il, ¢
coexisténcia de enovelamento aleatério e seda |, A coexisténcia entre seda | e

seda ll.

Agua

Dialisada

Enovelamento
aleatorio

LiBr 2 . s 1 = EA Fibroina de seda

Fonte: Adaptado de Sohn; Strey; Gido (2004).

A presenga de polimeros hidrofilicos na solugdo de fibroina de seda
também provoca alteragdes nas interagbes fibroina-fibroina, favorecendo a
formacdo de estruturas mais densas e mais organizadas. Esse fenébmeno foi
observado com a adi¢ao de polietilenoglicol (PEG) (MATSUMOTO et al., 2006)
e alginato de sddio (LOPES, 2016) e é uma das hipdteses para descrever o

fendmeno de separagao de fases que ocorre entre os polimeros naturais.

A fibroina de seda tem varias aplicagbes na area médica devido as suas
caracteristicas de biocompatibilidade, ndo-toxicidade e biodegradabilidade. A
sua utilizagao para producédo de biomateriais € bem descrita e consolidada na
literatura. Trabalhos relatam seu uso na confeccdo de matrizes para
regeneracdo de ligamentos e ossos (ALTMAN et al., 2002; FARE et al., 2013;
KIM et al., 2005a; UCHIDA et al., 2014), de curativos (CALAMAK et al., 2014;
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DE MORAES; BEPPU, 2013), de dispositivos para liberagdo controlada de
farmacos (MARIN; MALLEPALLY; MCHUGH, 2014; YUCEL; LOVETT;
KAPLAN, 2014) e de dispositivos para o tratamento de cancer (JASTRZEBSKA
et al., 2014).

3.2 Alginato de sodio

O alginato de sodio é um polissacarideo natural extraido de algas
marinhas marrons (AGULHON et al., 2014). Ele tem funcdo de conferir
estrutura e flexibilidade a parede celular e intracelular, sua quantidade pode
variar de 15-53% da massa seca dessas algas (ONSQYEN, 1997). Sua
estrutura quimica (Figura 5) € formada pelos acidos (3-D manurdnico (bloco M)
e a-L gulurdnico (bloco G), que podem se ligar entre si por ligagdes glicosidicas
(1-4) formando blocos GG e MM ou um com o outro formando blocos GM
(NAKAUMA et al., 2016). A proporcao e distribuicdo dos blocos dependem da
sua origem e interferem nas propriedades fisico-quimicas, reoldgicas e

mecanicas do alginato de sddio.

Figura 5: Estrutura quimica do alginato de sédio: (G) acido a-L gulurénico e (M)

acido 3-D manurdnico.
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Fonte: Agulhon et al. (2014).

Alginatos de sodio provenientes de algas da espécie Laminaria
hyberboria possuem, em geral, maior propor¢cdo de blocos G (acido
gulurénico), enquanto os da espécie Macrocystis pyrifera possuem, em geral,
maior propor¢ao de blocos M (acido manurdnico) (VAZ, 2012). A quantidade e
distribuicdo de blocos G na estrutura do alginato influencia no processo de
gelificacdo, que ocorre rapidamente na presenga de alguns cations
multivalentes como Ca*?, Cu*?, AlI** e Fe™®, sendo o Ca*? o mais comum e
efetivo (JOST et al., 2014; NAKAUMA et al., 2016; USTUNOL, 2009).
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Os géis idbnicos de alginato de sédio sdo insoluveis em agua e a
estrutura formada recebe o nome de “caixa de ovos” (Figura 6). Nesse
processo, os blocos G estdo alinhados lado a lado e o ion polivalente se
difunde na solugdo de alginato de sédio preenchendo o espago entre as
cadeias, induzindo intera¢des ibnicas e formando uma rede tridimensional
(TURBIANI, 2007). Esse processo depende da concentragdo do cation, pH,
distribuicdo dos blocos M e G e da forga ibnica (GRANT et al., 1973).

Além dos géis ibnicos, formados na presenga dos cations multivalentes,
géis acidos podem ser formados quando o pH da solugédo esta abaixo do pKa
do alginato de sédio (pKa = 3,4-3,6) (DRAGET; SKJAK-BRAK; SMIDSR@D,
1997). Nesse caso, a reticulagéo ocorre por meio de ligagbes de hidrogénio e
interagdes intermoleculares entre os blocos M e, principalmente, blocos G, os
quais se unem formando uma estrutura reticulada (DRAGET; SKJAK-BRAK;
STOKKE, 2006; DRAGET; SKJAK BRAEK; SMIDSR@D, 1994). As
propriedades dos géis acidos dependem da composi¢ao quimica, sequéncia
dos blocos G e M e tamanho das cadeias poliméricas do alginato de sddio
utilizado (DRAGET et al., 2003).

Figura 6: Representagdo da estrutura de “caixa de ovos” dos géis de alginato
de sodio. O ion calcio interage com atomos de oxigénio dos grupos carboxilicos
e hidroxilas presentes na estrutura do alginato de sédio.
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Fonte: Bryce et al. (1974).

A proporgao e distribuicdo dos blocos G e M também interfere nas
caracteristicas mecanicas dos géis formados. Observa-se que em alginatos de

sédio com maior quantidade de blocos G, os géis apresentam maior resisténcia
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mecanica por possuirem longos blocos associados e pequenos segmentos
elasticos (DRAGET; SKJAK-BRAK; SMIDSR@D, 1997). Por outro lado, géis
com maior quantidade de blocos GM apresentam decréscimo do modulo de
armazenamento por efeito do aumento da forca friccional entre as cadeias
ligadas (VAZ, 2012).

Além das diferengas ja citadas, a quantidade de blocos G e M influencia
na estabilidade dos géis formados. Para géis formados por reticulagao idnica, o
bloco G é mais importante para sua estabilizagdo. O contrario ocorre para géis
acidos, em que a presencga dos blocos M influencia mais na sua estabilidade
(DRAGET; SKJAK-BR/EK; SMIDSR@D, 1997).

O alginato de sddio possui diversas aplicagdes, sendo utilizado desde a
industria de alimentos, como emulsificante, até a obtencdo de biomateriais.
Assim como a fibroina de seda, possui caracteristicas que permitem sua
utilizagdo em biomaterias como a baixa toxicidade, biocompatibilidade e
biodegradabilidade. Algumas aplicagées do alginato de sédio na area médica
sdo: encapsulagédo de células para engenharia tecidual (SARKER et al., 2015),
suplemento alimentar (GEORG JENSEN et al., 2012), curativo (BRACHKOVA
et al., 2011; LEUNG et al., 2014; MENG et al., 2010; THU; ZULFAKAR; NG,
2012) e dispositivo para liberagdo controlada de farmacos (BHUTANI et al.,
2015; FENG et al., 2014; QURRAT-UL-AIN et al., 2003).

3.3 Blendas de fibroina de seda e alginato de sédio

Blendas de fibroina de seda e alginato de sdédio sédo relatadas na
literatura desde a década de 90 (LIANG; HIRABAYASHI, 1992). Apesar disso,
os poucos trabalhos na literatura utilizando blendas desses polimeros para
aplicagbes na area de engenharia tecidual inciaram apenas nos anos 2000
(MANDAL; KUNDU, 2009; ROH et al., 2006). A interagado entre a fibroina e o
alginato ocorre por ligagdes de hidrogénio (LIANG; HIRABAYASHI, 1992),

Figura 7, e as blendas formadas por esses polimeros s&o parcialmente
misciveis (DE MORAES et al., 2014). Os trabalhos da literatura utilizam essas

blendas para aplicagdao como biomaterial.
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Figura 7: Ligac&o de hidrogénio entre a fibroina de seda e o alginato de sodio.
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Fonte: Liang e Hirabayashi (1992).

Os trabalhos publicados utilizando essas blendas mostram que, em
relagdo as membranas de fibroina de seda, as membranas das blendas de
fibroina de seda e alginato de sédio apresentam melhores propriedades
mecanicas, com valores de tensao de ruptura cerca de 68% maiores (LIANG;
HIRABAYASHI, 1992), maior grau de intumescimento e permeabilidade ao
vapor (DE MORAES et al., 2014) e estimulam a proliferagdo de células
epiteliais, como os fibroblastos (ROH et al., 2006). Esses estudos mostram a
sinergia entre as macromoléculas e os efeitos positivos decorrentes da sua
interagdo. Apesar disso, as blendas de fibroina de seda e alginato de sodio s&o

pouco estudadas na literatura.

As publicagdes mostram a aplicagdo dessas blendas como curativos de
alta performance (MORAES et al., 2014; ROH et al., 2006), dispositivos para
liberacdo controlada de farmacos (MANDAL; KUNDU, 2009; SRISUWAN;
BAIMARK, 2013) e scaffolds (MING; ZUO, 2014; WANG et al., 2016; ZHANG et
al., 2015). Nos trabalhos é possivel observar que as blendas de fibroina e
alginato podem ser apresentadas de diversas formas, dependendo da
aplicagao desejada. Para aplicagdo como curativos, as blendas de fibroina de

seda e alginato de sddio sao utilizadas na forma de membranas preparadas por
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casting (DE MORAES et al.,, 2014) e na forma de esponjas preparadas por
liofiizagdo (ROH et al., 2006). Em ambos os trabalhos, as blendas

apresentaram resultados que as qualificam para o uso como curativos.

No estudo desenvolvido por De Moraes et al. (2014) verificou-se que as
blendas de fibroina de seda e alginato de sédio, quando comparadas as
membranas de fibroina de seda, apresentavam maior grau de intumescimento,
maior permeabilidade ao vapor d’agua e valores maiores de tensao de ruptura
e alongamento, além de aumentar a viabilidade celular. Ja o trabalho de Roh et
al. (2006) avaliou a eficacia das blendas no processo de reepitelizagao da pele
de ratos e verificaram que as lesdes diminuiam significativamente apds sete
dias de utilizagdo das blendas, sendo mais eficientes do que o curativo
comercial Nu Gauze™. Os autores atribuiram essa rapida reepitelizagdo a
proliferagdo de células epiteliais por meio da deposicdo de colageno que

parece ser acelerada pelas blendas de fibroina de seda e alginato de sdodio.

Srisuwan e Baimark (2013) prepararam filmes de fibroina de seda e
alginato de sddio para liberagao controlada de cloridrato de tetraciclina, um
medicamento antimicrobiano. Os autores adicionaram o medicamento a
mistura dos polimeros antes do processo de casting a 40 °C, incorporando-o ao
filme. A cinética de liberacao foi avaliada em PBS a 37 °C e pH igual a 7,4. Os
autores variaram o teor de fibroina de seda dos filmes e verificaram que quanto
maior a quantidade da proteina, menor e mais lenta era a liberagdo do farmaco.
Os autores ndo observaram separagao de fases nos filmes, relacionando o
resultado ao carater hidrofilico dos polimeros e sua miscibilidade em meio
aquoso. Uma caracteristica interessante dos filmes foi sua morfologia, pois sua
superficie era lisa e homogénea, sem a presenca de estruturas globulares, um

resultado oposto ao relatado por De Moraes (2014) e Lopes (2016).

Estudos recentes mostram a aplicagcado das blendas de fibroina de seda
e alginato de sdédio como scaffolds no intuito de utiliza-los na engenharia
tecidual. Em todos os trabalhos, é possivel observar que ha interagao quimica
entre os dois polimeros naturais e que a morfologia resultante € uma matriz
com porosidade acima de 80% e poros interconectados (MING; ZUO, 2014;
WANG et al., 2016; ZHANG et al., 2015). Nos estudos conduzidos por Ming e
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Zuo (2014) e Wang et al. (2016), os scaffolds foram preparados por liofilizagao,
enquanto que no estudo de Zhang et al. (2015) eles foram preparados
utilizando a técnica de separagao de fases termicamente induzida (TIPS). Essa
técnica se baseia na separacdo de uma solugdo polimérica homogénea em
duas fases continuas, uma fase rica no polimero e outra pobre, as quais sao
submetidas a um tratamento térmico. Em relagdo a morfologia, os autores
verificaram que os scaffolds produzidos por TIPS apresentavam alta
quantidade de nano poros tridimensionais com a presenga de fibrilas de
fibroina de seda, diferente da morfologia observada nos scaffolds de fibroina de
seda pura. Esse resultado indica que a adicdo do alginato de sodio pode
promover a formagao de estruturas fibrosas, o que esta de acordo com o
observado por Lopes (2016) para as membranas de fibroina de seda e alginato
de sadio. Os trabalhos citados mostram o potencial de aplicacdo dos scaffolds
das blendas de fibroina e alginato na engenharia tecidual, pois eles
possibilitaram o crescimento de cristais de hidroxiapatita (MING; ZUO, 2014),
adeséo e proliferacéo de fibroblastos e osteoblastos (WANG et al., 2016).

As propriedades termodindmicas do sistema formado por esses
polimeros naturais ainda s&o pouco exploradas na literatura. E possivel citar
dois trabalhos que estudaram o equilibrio de fases das blendas de fibroina de
seda e alginato de sédio. O primeiro deles é a dissertagdo de mestrado de
minha autoria (LOPES, 2016), em que doze blendas com diferentes
composi¢cbes foram estudadas e caracterizadas quanto a morfologia,
cristalinidade, interagao quimica, propriedades térmicas e espalhamento de luz.
A partir das observagbdes das blendas em solucdo e suas membranas, foi
possivel estabelecer uma relagcdo entre a composicdao das blendas e suas
caracteristicas. O acompanhamento cinético da separacdo de fases mostrou
que diferentes comportamentos eram observados, algumas blendas formaram
duas fases distintas, uma liquida e uma sélida, enquanto outras blendas
formaram hidrogeéis. As blendas que formaram fases distintas, tiveram seus
componentes em cada fase quantificados e diagramas de fases foram obtidos
a partir desses dados. O parametro de Flory-Huggins foi estimado a partir dos

dados de temperatura de transigao vitrea e 0 mecanismo de separagao de
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fases também foi estudado, tanto para as blendas em solugdo como para as

membranas.

O segundo trabalho, desenvolvido por Brada (2019), explorou a
influéncia do pH no equilibrio de fases. Para isso, a autora estudou trés
blendas com composigao distinta em pHs iguais a 7,5, 8,0, 8,5, 9,0 e 10,0. Ela
verificou a formagao de duas fases distintas, uma liquida e uma sdlida, porém
nao foram observadas diferencas significativas no equilibrio de fases com a
mudanca do pH, assim, é possivel que para pHs basicos, as blendas se
comportem de forma semelhante. A autora também explorou a solubilidade da
fibroina de seda em solugao de alginato de sédio em diferentes pHs (6,5, 7,5,
8,5 e 9,5), adequando os dados obtidos a equacdo de Cohn. A partir da
linearizagdo da equacéo, foi determinada a constante de solubilidade, a qual

nao variou de forma significativa com a mudanca de pH.

Existem artigos que relatam a interagdo do alginato de sédio com outras
proteinas, visto que sistemas de proteinas e polissacarideos sdo comuns na
industria alimenticia. Dois exemplos de sistemas formados por alginato de
sddio e proteinas sdo os estudos desenvolvidos em sistemas formados por
alginato de sédio e caseina (ANTONOV; MOLDENAERS, 2011; PACEK et al.,
2000) e alginato de sédio e proteina da ervilha (MESSION et al., 2012). Esses
estudos trazem informagdes importantes para o melhor entendimento do
sistema formado pelo alginato de sodio e fibroina de seda. Em ambos sistemas
(alginato-caseina e alginato-proteina da ervilha) ha separacédo de fases e
formacdo de estruturas globulares de proteina, mesmo em sistemas com
concentracdes baixas dos polimeros, o que também ocorre no sistema

alginato-fibroina.

No sistema estudado por Antonov e Moldenaers (2011) foi observado
que ocorria separagcao de fases e que as estruturas globulares proteicas
podiam ser observadas em solugdo e ndo apenas nas membranas formadas
pelos polimeros, como mostra a Figura 8. Além disso, os autores estudaram a
influéncia da presencga do dextran sulfato de sédio (DSS), um polieletrélito forte,
no sistema polissacarideo-proteina e verificaram que ha diferencgas
significativas no equilibrio de fases devido a interagdo do DSS com a caseina.
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A caseina, assim como a fibroina de seda, € uma proteina que tem a
tendéncia de se organizar em micelas e tem o ponto isoelétrico préximo da
fibroina de seda (pl = 4,6), estando carregada negativamente em pH neutro.
Dessa forma, espera-se que o comportamento do sistema alginato-fibroina seja

similar ao sistema alginato-caseina.

Figura 8: Imagens de microscopia das emulsdes contendo alginato de sodio e
caseina em pH 7,0 e 23°C.

Fonte:Antonov e Moldenaers (2011)

3.4 Mecanismos de separagao de fases

Sistemas formados por macromoléculas sdo complexos e, por vezes,
sao obtidos sistemas imisciveis ou parcialmente misciveis onde a separagao de
fases é observada (DE MORAES et al., 2014; MESSION et al., 2012; PACEK
et al., 2000). Blendas com essas caracteristicas, geralmente, apresentam uma

morfologia complexa com propriedades e microestrutura diferenciada.

O mecanismo de separagao de fases € um ponto-chave para entender
esses sistemas e a sua morfologia. Ha dois possiveis mecanismos de
separagcao de fases, por nucleacdo e crescimento e por decomposicado
spinodal. Dependendo do mecanismo de separagdo de fases que ocorrer,
diferentes morfologias podem ser obtidas, conferindo caracteristicas diversas

aos produtos obtidos.

O mecanismo de separagao de fases por nucleagdo e crescimento
ocorre quando a mistura polimérica, inicialmente monofasica e estavel,

atravessa a regiao de metaestabilidade, Figura 9, formando nucleos que
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crescem com o tempo sem que a composigdo seja alterada (MAGGIONI,
1999). Esse processo € caracterizado pelo surgimento de regiées que possuem
arranjos ordenados de moléculas (nucleos), as quais crescem até estabilizarem
(MANRICH; ZANOTTO; HAGE, 1992). Ele nao ocorre espontaneamente,
sendo necessaria uma energia de ativagdo e a morfologia resultante € do tipo

matriz-dominio.

O mecanismo de separagao de fases por decomposigcao spinodal ocorre
quando a mistura polimérica atravessa rapidamente a curva spinodal,
geralmente, préximo ao ponto critico, separando-se em duas ou mais fases.
Diferentemente do mecanismo de nucleagdo e crescimento, em que a
composicdo dos dominios ndo muda com o tempo, no mecanismo de
separagao spinodal isso pode ser observado resultando em duas fases
continuas entrelagcadas (MAGGIONI, 1999). Essa morfologia também ¢é
chamada de interpenetrated polymer network (IPN), que pode coalescer com o
passar do tempo formando uma morfologia matriz-dominio com alta

conectividade.



41

Capitulo 3: Revisao Bibliografica

Figura 9: Representacao de diagrama de fases retangular. Curva binodal (-),

curva spinodal (-.-), linha de amarragao (- -). A regiao entre as curvas binodal e

spinodal é chamada de metaestavel.

% componente 2

Regido Bifasica

Regiao
Monofasica

% componente 1

Fonte: Elaborado pela autora.

A separagado de fases pode ser investigada a partir da difracdo de luz, pois

quando um laser incide sobre um sistema dois comportamentos podem ser

observados: um halo, em que é observado um pico de intensidade de luz (

Figura 10 (a)), ou um disco de luz, onde ha o decaimento da intensidade de luz

em relagao ao angulo (

Figura 10 (b)). Quando o halo é observado pode-se dizer que a separacéo de

fases ocorreu por decomposicdo spinodal. J& quando o disco € observado, o

mecanismo de separacgao de fases observado € o de nucleacgao e crescimento.
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Para separacao de fases por decomposi¢ao spinodal, a teoria linear de Cahn
(CAHN, 1965) pode ser utilizada. Essa teoria relaciona flutuagbes de
concentragdo com numero de onda “q” com o angulo de espalhamento de luz,
de acordo com a equacéao 1. Algumas flutuagcbes sdo predominantes e geram
um pico de intensidade de luz, como pode ser visto no grafico intensidade

versus angulo de espalhamento na

Figura 10 (a). Esse maximo de intensidade esta relacionado com a distancia
periddica entre os dominios das fases do sistema, o qual pode ser calculado
utilizando a equacdo 2. Nos estagios iniciais da separacdo de fases por
decomposicao spinodal, a intensidade de luz cresce exponencialmente com o
tempo (MAGGIONI, 1999).

4T . Oy ~
Gm = — sin—=* (equacéao 1)

dm = an (equagao 2)
Onde q € o numero de onda; 8 € o angulo de espalhamento; A € o comprimento
de onda da luz incidente e D é a distancia periédica entre os dominios das

fases.

Segundo Maggioni (1999), utilizando a teoria linear de Cahn também é possivel
relacionar o crescimento exponencial da intensidade de luz com a taxa de
crescimento da amplitude de uma flutuacdo em um numero de onda fixo por

meio da equacéo 3.
| (q,t) ~e?R(@D) (equagéo 3)

Onde | é a intensidade de luz espalhada; t € o tempo depois de iniciada a
separacao de fases e R(q) é a taxa de crescimento da amplitude de uma

flutuagdo com numero de onda “q”.
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Para calcular o valor de R(q), traga-se um grafico de In | versus t, em
que o valor da inclinagdo da reta obtida representa R(q). Segundo a teoria
linear de Cahn, o valor de R(q) pode ser utilizado para calcular o coeficiente de
difusividade aparente do polimero. Para isso, € necessario tragar um grafico
R(q)/q? versus g?, que resultara em uma reta e extrapola-la para o valor de q
igual a zero, equacgédo 4. O valor do coeficiente de difusdo aparente fornecera
uma compreensao do quio rapido ocorrera a separacgao de fase.

ZR(‘”) (equacao 4)

Dapp = limq_,o( po

onde D, € o coeficiente de difuséo aparente.

Figura 10: Imagens e perfil de espalhamento de luz obtidos para a separagao

de fases por decomposigéo spinodal (a) e por nucleacao e crescimento (b).
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Fonte: Adaptado de Inoue (1995)

Para sistemas em que a separacgéo de fases ocorre pelo mecanismo de
nucleacao e crescimento a técnica de espalhamento de luz também pode ser
utilizada, no entanto, a teoria linear de Cahn n&o é valida. Nesse caso, a
intensidade da luz espalhada é dada pela equagdo 5 (WIJMANS; RUTTEN;
SMOLDERS, 1985).

I=k(t—17)" (equagéo 5)

Onde | é a intensidade de luz espalhada; k € a taxa de crescimento do
nucleo; T € o tempo necessario para iniciar a nucleagao; t € o tempo total
necessario para o sistema separar fases e n € uma constante que determina se

a nucleagao € homogénea ou heterogénea.

Para encontrar o valor de “n” é necessario tragar um grafico de log |
versus log t, em que a inclinagdo da reta obtida sera igual ao valor de n. Se
esse valor for proximo de 3, a nucleagéo € heterogénea e se for proximo de 4,
a nucleagao € homogénea (MAGGIONI, 1999).
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No caso das blendas de fibroina de seda e alginato de sddio, estudos
iniciados por mim no mestrado sugerem que o mecanismo de separagédo de
fases para as blendas ocorre por decomposi¢cdo spinodal. Durante o trabalho
foram estudadas doze blendas diferentes variando-se a fragdo massica dos
componentes, representando uma pequena area do diagrama de fases.
Observou-se que pequenas mudangas na composi¢cao da blenda causavam

mudangas significativas no espalhamento de luz..

Na Figura 11, € possivel observar o espalhamento de luz e o perfil de
espalhamento de luz obtidos para as blendas de fibroina de seda e alginato de
sédio em solucao e no estado solido (membrana). Para o sistema em solugéo,
foram encontrados dois perfis de espalhamento, o primeiro (Figura 11-1(a)),
mostra a presenga de um halo, caracteristico do mecanismo de separacao de
fases por decomposicao spinodal. Também foram observadas, para as blendas
em que houve formacédo de hidrogel, o espalhamento em forma de disco
(Figura 11-2(a)), sugerindo que a morfologia observada para essas blendas
pode ser diferente daquelas em que a separacgao sélido-liquido € observada. A
Figura 12 mostra as regides do diagrama de fases em que duas fases distintas
(uma liquida e uma sdlida) sdo observadas, e outra em que as blendas de

fibroina de seda e alginato de sédio formaram hidrogel.

Geralmente, a separacdo por decomposi¢cao spinodal é observada em
uma regido estreita do diagrama de fases, no entanto, os resultados obtidos
durante a realizagao de trabalhos anteriores (Lopes, 2016) indicaram que esse
mecanismo de separagao pode ocorrer em uma regido mais ampla do
diagrama de fases. Além disso, também foi observado que o espalhamento de
luz se modificava durante a cinética de separacéo de fase, principalmente em
blendas que apresentavam o perfil de espalhamento similares a Figura 11-2(b).
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Figura 11: Imagens de espalhamento de luz (a) e perfil de espalhamento de luz
(b) obtidas para uma blenda que separou fases (1), blenda que formou hidrogel
(2) membrana de fibroina de seda e alginato de sddio (3). Branco significa luz e

preto auséncia de luz.
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Fonte: Lopes (2016).
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Figura 12: Diagrama ternario representando a regido em que a separagao

liquido-sodlido € observada e regido de formagao de hidrogel.

o Separagdo liquido-sélido
1.00 4 Hidrogel

0.95

7 7 7 4
0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05
Alginato de sédio

Fonte: Elaborado pela autora.
3.5 Termodinémica de blendas poliméricas

Uma caracteristica importante a ser investigada nas blendas poliméricas
€ a miscibilidade, a qual é governada pela termodindmica, mais
especificamente, pela variagdo da energia livre de Gibbs de mistura (AG,ix)
(KIM; MIN; KANG, 2006). Para uma blenda ser miscivel, dois critérios
termodinamicos precisam ser satisfeitos. O primeiro € que valor de
AG,i, ,Calculado por meio da equagédo 6, precisa ser negativo.O segundo
critério € que a segunda derivada da variagdo da energia livre de Gibbs de
mistura em relacao a fragdo volumétrica do polimero estudado a temperatura e

pressdo constantes, seja maior que zero (equagao 7).

AGmix = AHpix — TASmix (equacéo 6)
<62A6r2ix> >0 (equagao 7)
09; T,P

7

onde AHnix é a entalpia de mistura; ASnix € a entropia de mistura; T é a

temperatura; P é a presséo e @; € a fragdo volumétrica do polimero estudado.
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Para uma mistura de polimeros, geralmente, os valores de energia livre
de Gibbs sdo positivos, pois a contribuicdo entropica € pequena, pois a alta
massa molar dos polimeros dificultam o seurearranjo molecular (TAGER, 1977)
e a contribuicdo entalpica é positiva, nos casos em que as forgas de van der
Waals sdo predominantes (KIM; MIN; KANG, 2006). No entanto, nos casos em
que outras interagées moleculares ocorrem, como dipolo-dipolo e ligagbes de
hidrogénio, ha possibilidade de miscibilidade ou miscibilidade parcial entre os
polimeros (KIM; MIN; KANG, 2006).

Uma forma simples de determinar a miscibilidade de uma blenda é por
meio da investigagdo da temperatura de transicdo vitrea (Tg). Blendas
poliméricas misciveis apresentam um valor de Tg intermediario aos valores das
Tgs dos polimeros isolados, blendas parcialmente misciveis apresentam dois
valores de Tgs intermediarios aos valores das Tgs dos polimeros isolados, e
blendas imisciveis apresentam dois valores iguais aos valores das Tgs dos

polimeros isolados.

A Tg de uma blenda pode ser determinada por meio de técnicas
térmicas, como a calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e a analise
dinamico-mecanica (DMA), que podem ser utilizadas para calcular o valor do
parametro de interacdo entre os polimeros constituintes da blenda, como o
parametro de Flory-Huggins (x12). Durante os estudos desenvolvidos
anteriormente (Lopes, 2016), esse parametro foi calculado utilizando a equagéao
de Kim e Burns (1987). O resultado obtido foi positivo e proximo de zero, o que
evidencia a miscibilidade parcial das blendas de fibroina de seda e alginato de

sodio.

A partir do conhecimento sobre a interagao polimérica, é possivel ajustar
os dados de equilibrio termodindmico a modelos existentes. O primeiro modelo
desenvolvido para macromoléculas foi o de Flory-Huggins, o qual possui uma
parcela referente as contribuicbes entalpicas, equacédo 8, que considera os
efeitos de tamanho e forma de moléculas, e outra as contribuicdes entropicas,
que considera as interagcbes intermoleculares, equagdao 9 (YANO, 2007).
Substituindo as equacdes 8 e 9 na equagéao 6, a equacao extendida de Flory-
Huggins é obtida, que pode ser utilizada em sistemas com qualquer quantidade



49
Capitulo 3: Revisao Bibliografica

de componentes. A equagao mais conhecida é a utilizada para sistemas com

dois componentes, que podem ser polimero-solvente ou polimero-polimero.

(S l) S Y K g, (equagao ©)
RT ~ \L."V, ) L LT 9%

i i j>i
AS equacao 9
;=—inlncpi (equagao 9)

onde x; é a fragcdo molar da espécie i, V; e Vg sao os volumes por quantidade
de matéria da espécie i e do soluto, respectivamente; y;; € o parametro de
interacdo de Flory-Huggins da espécie i com a j; e ¢1 e @2 sdo as fragdes

volumétricas da espécie 1 e 2, respectivamente;

Para que um sistema com i componentes e m fases, sem reagao
quimica, atinja o equilibrio termodinamico, é necessario que haja equilibrio
térmico, mecanico e quimico. Matematicamente, essa condicao pode ser

expressa como:

Tfase 1 — -I-fase2 — Tfase 3 = = TfaseTr

Pfase1 — PfaseZ — Pfase 3 = = Pfaserr
fase1 _ ,  fase2 _ fase 3 _ — , fasem

Mi = Mi = M = L F M Vi

onde u é o potencial quimico.

O potencial quimico pode se relacionar com a atividade (a) de um
componente pela equagao 10. A atividade pode ser uma funcéo de diferentes
parametros, a depender do modelo termodinamico escolhido.

w; = u + RTIng; (equagéo 10)

onde u € o potencial quimico em um estado de referéncia e R é a constante

universal dos gases.

Em um sistema em equilibrio essa relagcao pode ser util, visto que o
critério de igualdade de potenciais quimicos € uma condigado bastante utilizada
na modelagem matematica e calculo da composicdo dos componentes em

cada fase. Uma outra forma é pelo calculo do valor minimo da energia de
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Gibbs. Para o modelo de Flory-Huggins, a atividade pode ser calculada
utilizando a equagao 11 (PESSOA FILHO, 2002).

i Vi ij j =
e =1+Ing; - V5 %+ 2(25 0 - S org;) (equagzo 11)

O modelo de Flory-Huggins é baseado em trés hipéteses:

1. A conformagao dos polimeros é considerada igual aquelas de cadeia
ideal, independente da composicéo;

2. O polimero fundido & tido como incompressivel e os mondmeros
ocupam volumes iguais;

3. As flutuacgdes locais de composi¢ao sao negligenciadas.

Na pratica, nenhuma dessas hipoteses é valida, pois a conformacao do
polimero depende da composi¢do, os volumes ocupados pelos monémeros
nao sao iguais e as flutuagdes na composicédo tem influéncia fundamental no
comportamento das fases (SCHMID, 2011).

O parametro de Flory-Huggins (x) nao é fixo, ele deriva das interagdes
energéticas entre os polimeros e depende da composicdo da blenda, da
temperatura e do tamanho das cadeias (SCHMID, 2011). Ele fornece
informacdes a respeito da miscibilidade de uma blenda, visto que a separacao

de fases é favorecida para valores positivos de y (JIMENEZ, 2007).

Um outro modelo que pode ser utilizado para calcular o parametro de
Flory-Huggins € o de random phase approximation (RPA). Esse modelo,
introduzido por de Gennes (1979), é uma aproximacdo de campo médio que
negligencia contribuicdes de flutuacdes térmicas e assume a conformacéo da
cadeia polimérica como sendo de cadeia gaussiana imperturbavel (SCHWAHN,
2005). Ele relaciona flutuagcbes de espalhamento, normalmente de
espalhamento de neutrons em baixo angulo (SANS), com alguns parametros
inerentes as moléculas envolvidas, como fator de forma, e também de
parametros de interacdo como o de Flory-Huggins, como mostra a equagao 12.
O fator de estrutura (S(Q)) € uma descricdo matematica bastante util na
interpretacdo dos dados de SANS e fornece informagdes de como a radiagao
incidente é espalhada (SLATER; NOOLANDI, 1986). O modelo RPA apresenta-
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se como uma boa alternativa para sistemas coloidais e que contenham
proteinas (TAVARES; PRAUSNITZ, 2004), por isso, foi utilizado nessa tese.

1 _ 1 N 1 _y (equacéo 12)
S(Q) ~ OVaPA(Q) T (A—)VpPp(Q)  “K4E

Onde S(Q) é o fator de estrutura em determinado comprimento de onda (Q), Pa
e Pg sao os fatores de forma dos polimeros A e B, ® é a fragdo volumétrica do
polimero A e Va € Vg sdo os volumes molares dos polimeros A e B.

O inverso do fator de estrutura em Q=0 pode ser relacionado com a
energia livre de Gibbs por meio da equagao 13, e nessa condi¢gdo, o parametro
de Flory-Huggins pode ser dado pela equacgao 14 (SCHWAHN, 2005).

5-1(0) = (azAGmix> (equagao 13)

00;°

= + 1 (equacgao 14)
OV4P,(Q) (1 —0)VpPp(Q)

2XaB

O fator de forma (P(Q)) € definido pela equacédo 15, portanto na
condigao de Q=0, ele sera igual a 1 (HOSSAIN, K. S.; NEMOTO, 1999).

1 ~
P(Q) = % (equacéo 15)

Onde I(Q) e 1(0) sao os valores de intensidade de espalhamento no angulo Q e

zero, respectivamente.

Ha outros modelos termodindmicos que também podem ser utilizados
em sistemas contendo macromoléculas, como o NRTL (Non-Random, Two
Liquids), desenvolvido por Renon e Prausnitz (1968), que é aplicavel a
sistemas parcialmente misciveis e o modelo UNIQUAC (Universal Quasi
Chemical), desenvolvido por Abrams e Prausnitz (1975), que, assim como
Flory-Huggins, relaciona a energia livre de Gibbs com contribuigbes entrépicas

e entalpicas.

O modelo NRTL se baseia na energia de Gibbs molar em excesso
representado pela equagao 16.
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g° . 21 TiGix; (equacao 16)

RT - LY Guxg

Onde G;j e tj sédo dados pelas equacdes 17 e 18, respectivamente:

G;i = exp (-qjtj;) (equacéo 17)
Aj; (equagao 18)
Tji = ?

aj sdo os parametros ajustaveis que representam a ndo aleatoriedade da
mistura (aj; = a;), A;j s80 0s parametros ajustaveis aos dados experimentais do

equilibrio (Aj # A;j) e m € a quantidade total de componentes da mistura.

Os parametros podem ser ajustados em termos do coeficiente de

atividade, a partir da equagao 19.

Iny; = (equacao 19)

Yz TjiGjixj m _ %Gij ( “_Zﬂlxrrer”)
IR, Guxg JELym G Y Xk, Grjxg
O modelo UNIQUAC ¢é aplicavel a moléculas de diversos tamanhos,
portanto, pode ser utilizado para polimeros (AGUIAR, 2009). Assim como o
NRTL, ele se baseia na energia de Gibbs molar em excesso, a qual é
determinada pela soma de uma parte combinatorial e residual, como mostrado
na equacao 20. A parte combinatorial expressa as contribuicdes entrépicas dos
componentes e a parte residual expressa as contribuicdes entalpicas.

Matematicamente, elas podem ser representadas pelas equacdes 21 e 22.

g_E — <£> n (ﬁ ) (equagao 20)
RT RT combinatorial RT residual
g° ¢ Z 6; (equacio 21)
ﬁ = xiln;+§ xl-ql-ln—'
combinatorial i l 7 Pi
g9° (equacgao 22)
g = - qixl-lnSl-
RT .
residual i

onde gF é a energia de Gibbs molar em excesso e S; é dado pela equacdo 23.
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S; = Z 0,7 (equacgao 23)
J

em que 7;; = e< T ) e Aj séo os parametros ajustaveis do modelo.

O coeficiente de atividade pode ser expresso pela equagao 24 (PESSOA
FILHO, 2002).

Y z < (Hi) (oF ) (equacgéo 24)
Iny;=1+4+lnp, — —+=qg; (In[—)+=—-1
ny; + In @; xi+2ql n p +9i
0.7;:
+q; 1—1n5i—Z’S—f’

7 j

Para sistemas proteicos com a presenca ou nao de eletrélitos que
apresentam separacéao liquido-sélido com formacgao de precipitados, como € o
caso da blenda fibroina-alginato, uma equacgao simples que ajusta os dados de
equilibrio € a equagao de Cohn (equagao 25), que relaciona a solubilidade da

proteina com a constante de salting-out (Ks) (COHN, 1925).

In(S) = B —K;sm (equacgao 25)

onde S é a solubilidade da proteina; Ks € a constante de solubilidade da
proteina; m é a concentracdo do agente precipitante e B € a constante
relacionada a carga liquida da proteina, para nao eletrdlitos, esse parametro
estd relacionado a solubilidade da proteina na auséncia de agentes

precipitantes.
3.6 Consideracgdes Finais

Os estudos sobre as blendas de fibroina de seda e alginato de sddio
foram iniciados no Lequip em 2010 com o desenvolvimento de membranas
dessas blendas que apresentaram potencial de aplicacdo como curativo de alta
performance (DE MORAES, 2010). Nesse estudo, trés blendas foram
produzidas, variando a proporgao volumétrica dos polimeros e verificou-se que

as blendas eram parcialmente misciveis e que apresentavam separagao de
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fase. A continuidade deste estudo foi realizada em meu mestrado (Lopes,
2016), o qual explorou 12 blendas com composigdes diferentes,
caracterizando-as fisico-quimicamente em relagdo a sua morfologia,
cristalinidade, separacéao de fases e interagao quimica. Além disso, diagramas

de fase ternarios foram gerados a partir de dados de equilibrio termodinamico.

Apesar do avancgo no entendimento desse sistema, proporcionado pelos
trabalhos anteriores, algumas questdes ainda ndo estdo bem consolidadas, por
exemplo, a modelagem dos dados de equilibrio termodindmico a um modelo
matematico. Devido ao grau de complexidade do sistema, essa tese de
doutorado explorou variaveis como a composigdo massica das blendas e a
influéncia da composi¢cdo quimica do alginato de sodio, proporgdo M/G, no

mecanismo de separacio de fases e no equilibrio termodinamico.
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CAPITULO 4: MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais
Na Tabela 1 estdo listados os principais materiais utilizados para o
preparo das blendas de fibroina de seda e alginato de sédio.

Tabela 1: Principais materiais utilizados no preparo das blendas de fibroina de

seda e alginato de sodio.

Material Origem Marca
Alginato de sédio M Macrocystis pyrifera FMC Polymers
Alginato de sédio G Laminaria Hyperboria FMC Polymers
Fibroina de seda Bombyx mori Bratac (doagéo)
Cloreto de Calcio P.A Dinémica
Alcool etilico absoluto P.A Synth
Cloreto de sédio P.A Dinéamica
1-etil-3 (3- Sigma-Aldrich

dimetilaminopropil)
carbodiimida (EDC)

4.6 diamidino-2-fenilindol Sigma-Aldrich
(DAPI)

4.2 Determinacdo da viscosidade intrinseca e da massa molar

viscosimétrica dos alginatos de sodio

A viscosidade intrinseca (7n;,;) foi determinada utilizando solug¢des de
alginato de diferentes concentragdes — 0,05, 0,10, 0,15, 0,20, 0,25 e 0,3 g/dL -
que foram diluidas em solucado de NaCl 0,1 mol/L.

Os ensaios foram feitos no Laboratorio de graduacédo da Faculdade de
Engenharia Quimica (Unicamp) utilizando um viscosimetro capilar do tipo
Ostwald-Cannon-Fenske e um banho de recirculagéo termostatico (Nova Etica,
Brasil) a 25 + 0,1 °C. O volume de solugdo de alginato de sdodio utilizado foi
igual a 8,0 mL e o tempo de escoamento foi marcado com um crondmetro
digital. Para cada solucgéao, cinco medidas de tempo foram realizadas e a média

foi utilizada para o calculo da viscosidade.
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As viscosidades especifica (7.5,) € relativa (n,.,) foram calculadas
utilizando as Equagdes 26 a 30 (LUCAS et al., 2001). Ja a viscosidade

intrinseca foi determinada pela extrapolagéao da curva n,,/C versus C até zero

e In(n,-.;)/C versus C até zero.

_t equacao 26
Nret =
to
Nesp = NMrer — 1 equacao 27
n ~
Nespred = % equacao 28
(nflrer equacao 29
Nine = C
Mint = U Nine = UM Nesp.red equagéo 30

onde t é o tempo de escoamento da solugc&o de alginato no viscosimetro (s); t,
€ o tempo de escoamento do solvente puro no viscosimetro (s); C é a
concentragao da solugéo de alginato (g/dL); n;,. € a viscosidade inerente (dL/g)

€ Nesp.rea © @ Viscosidade especifica reduzida (dL/g).

A massa molar viscosimétrica (M,) foi estimada utilizando os dados de
viscosidade instrinseca. Para isso, a equagao de Mark-Houvink (equagao 31)
foi utilizada com valores de K e a iguais a 1,228x10™ e 0,963, respectivamente
(VAZ, 2012).

Nine = K (M,,)® equacgéo 31
4.3 Determinac&o da composigao dos alginatos de sodio
A propor¢do molar dos residuos de acido B-D-manurénico (M) e a-L-
gulurénico (G), as fragbes molares de GG, MM e GM/MG e as sequéncias F;,
Fyy €© Fgu/me foram determinadas por espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear (RMN) "H em agua deuterada (D;0) a 70 °C utilizando o
espectrdmetro Bruker 300 Mhz. As analises foram realizadas no Centro
Nordestino de Aplicacao e uso da RMN (CENAUREMN/UFC).

Os dados obtidos foram analisados utilizando o software MestReNova
14.1.0 (Mestrelab Research S.L., Espanha) e calculados utilizando as
equacdes 32 a 36 (GRASDALEN, 1983).
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_ Is o5 equagao 32
Fo = ——mMmMMmm—
(To67 + luas)
Fo+ Fy=1 equacao 33
_ Iy 45 equacgao 34
FGG = 7 . T N
(To67 + luas)
FG = FGG + FGM eqanéO 35

onde Is o5, lag7 € 1445580 as intensidades dos picos 5,05, 4,67 e 4,45 ppm; Fg é
a fracao molar dos blocos G; Fy € a fragao molar dos blocos M; Fgg, Fus, Fum €

Fem séo as fragbes molares dos grupos GG, MG, MM e GM, respectivamente.

4.4 Preparo da solucao de fibroina de seda

Para o preparo da solugao de fibroina de seda foram utilizados casulos
do bicho-da-seda da espécie Bombyx mori doados pela Fiagao Bratac (Parana,
Brasil). Inicialmente, os casulos foram cortados e lavados para retirada de
impurezas. A etapa seguinte foi a retirada da sericina, também chamada de
degomagem. A sericina € uma proteina hidrossoluvel que também constitui o
casulo do bicho-de-seda, unindo as fibras de fibroina de seda, como uma cola
(KHAMPIENG; ARAMWIT; SUPAPHOL, 2015). Esse processo foi feito da
seguinte forma: 50 g de casulos foram colocados em 600 mL de solugao de
Na,COs3; 1 g/L durante 30 min em banho termostatico da marca Tecnal (S&o
Paulo, Brasil) a 85°C. O processo foi repetido trés vezes e, ao final, os fios de
fibroina foram lavados abundantemente com agua para retirar qualquer vestigio

de solugao. Os fios foram secos a temperatura ambiente por 24 a 48 h.

Apos secagem, os fios foram moidos em moinho de facas modelo TE-
651/2 da marca Tecnal (Sado Paulo, Brasil) utilizando peneira mesh n° 10. A
etapa de moagem foi feita para facilitar a dissolugao da fibroina. Os fios moidos
foram dissolvidos em solugdo ternaria de cloreto de calcio, etanol e agua
(CaCl,:CH3CH,0H:H,0 1:2:8 molar) a 85°C até completa dissolugéo dos fios.

A solucdo de fibroina de seda foi dialisada utilizando agua ultrapura
(MilliQ) com membrana de didlise com corte de massa molar de 3,5 kDa da
marca Thermo Fisher Scientific (Massachusetts, Estados Unidos). A dialise foi

feita utilizando a proporgéo de 15 mL de agua para cada mililitro de solugéo de
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fibroina de seda. A cada 24 h a agua foi trocada, repetindo-se o processo até
completar 72 h de dialise. Ao final da dialise, a solugéo de fibroina de seda foi
centrifugada por 15 min utilizando rotagao de 2325 RCF em uma centrifuga da

marca CentriBio (Brasil).

A concentragéao final da solucao foi determinada por gravimetria, em que
1 mL da solucdo de fibroina de seda foi colocado em uma placa de Petri
previamente pesada e a agua foi evaporada em uma estufa a 60°C até que néo

houvesse mudanga no peso da placa.

4.5 Quantificagdo de ions Ca** na solugao de fibroina de seda

A dialise da solucéo de fibroina de seda tem como objetivo remover os
sais (cloreto de calcio) e alcool (etanol) presentes na solugao ternaria. O calcio
€ um agente reticulante do alginato de sddio e, portanto, pode induzir a
formacao de hidrogel. Dessa forma, € importante quantifica-lo na solugao de
fibroina de seda apds a dialise, visto que ela foi utilizada no preparo das
blendas.

A quantificagdo de calcio na solugdo de fibroina de seda foi feita por
meio de espectrofotometria de absorcdo atdbmica no Laboratério de Analise de
Tragos da Universidade do Ceara. O objetivo foi quantificar os ions Ca®* ao
longo do processo de didlise. Para isso, o processo de didlise foi realizado
como descrito anteriormente e amostras da solucéo de fibroina foram retiradas

a cada 24 horas. A analise foi realizada em triplicata.

As amostras foram diluidas em solugcdo de HoNO3; 1% e analisadas no
espectrometro de absorgao atdbmica modelo AA240FS da marca Varian (EUA).
A curva padrao foi feita de 0 a 200 ppm utilizando padrédo de calcio mono

elementar de 1000 mg/L da marca Specsol.

4.6 Preparo da solugao de alginato de sodio

Dois tipos de alginatos de sodio diferentes, doados pela FMC
Biopolymer, foram utilizados: um obtido de algas marinhas da espécie
Macrocystis pyrifera, o qual sera referido como alginato-M, rico em grupos
manurdnicos, e outro da espécie Laminaria hiperboria, o qual sera referido

como alginato-G, rico em grupos gulurénicos. As solugbes de cada tipo de
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alginato de sddio foram feitas por dissolugcdo em agua destilada, seguida por
repouso de trés dias para completa solvatagao do p6 de alginato de sédio, e

agitagao no quarto dia para completa dissolugao.

Para realizar a quantificacdo do alginato de sodio na fase liquida foi
necessario marca-lo com uma molécula fluorescente. O marcador utilizado foi o
4,6 diamidino-2-fenilindol (DAPI), o qual tem comprimento de onda de emissao
igual a 358 nm e de exitacao igual a 461 nm. A marcagao do alginato de sodio
se faz necessaria pois ele absorve no comprimento de onda igual a 280 nm,

interferindo na quantificagéo da fibroina de seda na fase liquida.

A marcacao do alginato de sddio com DAPI foi feita adicionando 1-etil-3
(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) a solugado de alginato de sddio sob
agitacao a 4 °C de forma que sua concentragao fosse igual a 0,2 mg/mL. Apds
dissolugéo, DAPI foi adicionado de forma que a sua concentragéo fosse igual a
0,1 mg/mL. A Figura 13 mostra um esquema de como ocorre a reagao quimica
entre o alginato, EDC e DAPI. O sistema alginato-DAPI foi mantido em banho
de gelo e sob agitacdo por 48 h. A solugao resultante foi dializada por 72 h

utilizando agua destilada na proporc¢éo 1:100, trocada a cada 24 h.

Figura 13: Esquema de reagdo quimica para a marcagao do alginato de sédio
com DAPI.

H +
ﬁ N H N N EDC
[SAY” Tt v \E%\R T R X g =

N/ NH, f QN NE
L OO
I CH 4+ HN N \NH > [sAr” e PAT

rR” (DAPI)

Fonte: Adaptado de Wang et al. (2016).

4.7 Preparo das blendas de fibroina de seda e alginato de sédio — em

solugao e no estado sélido (membranas)

A fibroina de seda foi adicionada a solugdo de alginato de sodio
lentamente e sob agitacdo magnética em diferentes proporgdes massicas. Nao
houve ajuste de pH apds o preparo das solugdes, o qual se encontrava em
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torno de 7,0 para ambas solugcdes poliméricas. As proporgdes massicas que
foram utilizadas tiveram como base o trabalho de mestrado (LOPES, 2016) e
estdo indicadas na Tabela 2. Sabe-se que na regido com maior concentragéo
de polimeros, ocorre formagao de hidrogéis de fibroina de seda e alginato de
soédio. Portanto, os pontos investigados no doutorado exploraram de forma
mais detalhada e minuciosa a regido do diagrama de fases em que a
separagao de fases liquido-sélido é observada. As blendas foram mantidas a
temperatura ambiente, em torno de 25°C, em um banho termostatico da marca

Tecnal (Sao Paulo, Brasil).

As mesmas propor¢des massicas das blendas foram utilizadas para
producdo das blendas no estado sdlido (membranas) dos polimeros naturais,
as quais foram feitas pelo método de casting. O método de casting, também
chamado de evaporacido de solvente, € um dos métodos mais utilizados para
preparacdo de membranas devido a facilidade da técnica e ao baixo custo. As
membranas foram colocadas em uma estufa a 25°C e retiradas ap6s completa
evaporagao da agua. A nomenclatura utilizada no trabalho para se referir as
blendas de fibroina de seda e alginato de sédio tanto em solugdo quanto no
estado sdlido (membranas) sera: SF,SA)\WA, onde X, y e z sdo as fracoes
massicas dos componentes (em percentagem), SF é fibroina de seda, SA é

alginato de sodio e WA é agua.
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Tabela 2: Composigdes iniciais, em fragdo massica (w), das blendas de fibroina

de seda (SF), alginato de sddio (SA) e agua (WA) utilizadas nesse estudo.

Blenda
(nomenclatura) WSk WA WA
SF0,5SA05WAgg 0,005 0,005 0,990
SF10SA05WAgs 5 0,010 0,005 0,985
SF15SA05WAgs 0,015 0,005 0,980
SFo5SA1 0WAgs 5 0,005 0,010 0,985
SF1,0SA10WAgs 0,010 0,010 0,980
SF15SA10WAg7 5 0,015 0,010 0,975
SFo5SA15sWAgs 0,005 0,015 0,980
SF10SA15WAg7 5 0,010 0,015 0,975
SF15SA15WAg; 0,015 0,015 0,970
SFo,5SA20WAg7 5 0,005 0,020 0,975
SF10SA20WAg, 0,010 0,020 0,970
SFo5SA25WAg7 0,005 0,025 0,970

4.8 Caracterizagbes das blendas de fibroina de seda e alginato de sédio

Algumas das técnicas de caracterizagdo utilizadas nessa tese estdo
mostradas na Tabela 3. As analises foram realizadas com o objetivo de obter
informagdes sobre carga superficial, composicdo quimica e morfologia de
fases, por exemplo. Os préximos tépicos trazem informacgdes especificas sobre
cada técnica utilizada.

Tabela 3: Técnicas de caracterizagao utilizadas para as blendas de fibroina de
seda e alginato de sodio.

Objetivo Material Técnica

Espalhamento de luz

Tamanho hidrodinamico de dinamico (DLS) e

particula e potencial zeta

Solugédo de SF, SAe potencial zeta
. ~ blendas de SF/SA Espectrometria de
Ligacoes/interagdes . . :
uimicas fétons excitados por raio
g X (XPS)

Microscopia Optica e de

Separagéo liquido-liquido ptic
Blendas de SF/SA fluorescéncia

Morfologia/periodicidade Espalhamento de luz
das fases estatico
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4.8.1 Potencial zeta e diametro hidrodinamico
Solugbes de fibroina de seda e alginato de sodio e blendas dos

polimeros foram analisadas quanto ao didmetro hidrodinamico e ao potencial
zeta utilizando a técnica de espalhamento de luz dindmico. O equipamento
utiizado foi o ZetaSizer Nanoseries, marca Malvern (Worcestershire,
Inglaterra). Para analisar o didametro hidrodindmico, foi utilizada cubeta de
poliestireno e para medicdo do potencial zeta, foi utilizada célula capilar de
policarbonato com eletrodos de berilio/cobre folheados a ouro e também célula

de imersao acoplada as cubetas de poliestireno.

Foram utilizadas solug¢des dos polimeros de concentragao 1g/L a 25°C e
caminho optico de 1 cm. O potencial zeta das blendas SF15SAgsWAgs,
SF10SA1oWAgs e SFp5SA15WAgs também foi medido. Os indices de refragéo e
absorbancia utilizados para o alginato de sédio foram 1,33 e 0,001 UA e para a
fibroina de seda 1,45 e 0,001 UA medidos em refratdmetro (Instrutherm, Brasil)
e em leitor de placas modelo Varioskan LUX (ThermoFisher Scientific, USA),

respectivamente. As medidas foram feitas em triplicata.

4.8.2 Microscopia Optica e microscopia de fluorescéncia
A microscopia 6ptica foi utilizada para analisar a morfologia da mistura

entre solucéo de fibroina de seda e alginato de sédio logo ap6s a mistura das
duas solugdes. Para isso, a solugao de alginato de sddio foi colocada em uma
lamina de vidro, entdo a solucao de fibroina de seda foi adicionada a solucéo
de alginato de sodio e misturada gentiimente com auxilio de uma espatula.
Imagens foram coletadas utilizando microscopio Optico da marca Nikon

(Toquio, Japao) modelo Eclipse E200.

A formacgao de estruturas globulares foi observada durante a analise no
microscopio Optico. Para investigar a composi¢cdo dessas estruturas, a
microscopia de fluorescéncia foi feita utilizando alginato de sédio marcado com
DAPI. As amostras foram obtidas na Central Analitica do Departamento de
Quimica da Universidade Federal do Ceara utilizando microscépio de
fluorescéncia modelo LSM 710 da marca Zeiss (Alemanha).
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4.8.3 Espalhamento de luz estatico
A técnica de espalhamento de luz estético foi utilizada para investigar o

mecanismo de separagao de fases das blendas de fibroina de seda e alginato
de sédio. Para isso foi utilizado um aparato (Figura 14) formado por: 1) laser de
He-Ne da marca Research Electro-Optics (Colorado, Estados Unidos), modelo
30991, com comprimento de onda igual a 632,8 nm; 2) polarizador de diametro
igual a 1000 ym da marca Edmund Optics (Nova Jersey, Estados Unidos), que
tem por objetivo identificar a isotropia do sistema; 3) porta amostra feito de
aluminio em formato circular de didmetro interno de 5 cm e didmetro externo de
6,5 cm; 4) anteparo de polimetiimetacrilato (PMMA), para proje¢cao da imagem
transmitida; 5) fonte de alimentagcdo do laser (220 V) da marca Research

Electro-Optics (Colorado, Estados Unidos).

Figura 14: Aparato para realizagao da técnica de espalhamento de luz. 1) Laser
He-Ne; 2) Polarizador; 3) Porta amostra; 4) anteparo de PMMA; 5) fonte de

alimentacao do laser.

Fonte: Elaborado pela autora.

Apods o preparo das blendas, elas foram transferidas para uma placa de
petri de poliestireno que foi colocada no porta amostra. Imagens de

espalhamento de luz foram captadas por caAmera fotografica Sony cybershot de
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14.1 megapixels (Sony, Japdo) durante 7 dias a fim de monitorar a separacéo
de fases e determinar, utilizando as mudangas no perfil de espalhamento, o
equilibrio termodinamico do sistema. As imagens foram tratadas no software

Imaged (National Institute of Health, Estados Unidos).

As distancias entre os dominios das fases também foram calculadas utilizando
as imagens obtidas utilizando o angulo de espalhamento maximo, o qual foi
obtido por meio de relagdes trigonométricas, como mostra a Figura 15, onde a
distancia d foi igual a 5 cm. Para calcular a distancia entre os dominios das
fases foram utilizadas as equacdes 1 e 2, mostradas no Capitulo 3.

Figura 15: Esquema para determinagdo do &ngulo maximo de espalhamento

(6m), 0 qual pode ser calculado pela equagéo 1 e 2.

Laser

Aparato

Camera

Fonte: Elaborado pela autora.

4.8.4 Espectrometria de fotons excitados por raio X (XPS)
A espectrometria de fotons excitados, também chamada de

espectrometria de elétrons para analise quimica (ESCA) tem por objetivo

determinar a composicdo quimica das camadas superficiais de um dispositivo.

A analise de XPS foi realizada no Laboratoire de Biomatériaux et
Bioingénierie (LBB) da Université Laval coordenado pelo Professor Dr. Diego
Mantovani e localizado no Centre de Recherche de I'Hbépital Saint-Fraigois
d’Assie. As condi¢des de analise foram feitas utilizando o sistema PHI 5600-ci

da marca Physical Electronics (Estados Unidos).
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Para obter o espectro survey, uma fonte de aluminio padr&o de raios-X
foi utilizada (Al Ka, 1486,6 eV) com carga de neutralizacdo e os espectros de
alta resolugéo foram obtidos usando um anodo padrédo de magnésio (Mg Ka
1253,6 eV) sem compensagao de cargas. A deteccéo foi feita utilizando um
angulo de 45° em relagao a superficie normal e a area analisada foi de 0,005
cm?. Foram analisadas cinco amostras: membranas de fibroina de seda e
alginato-M e alginato-G isolados e as membranas de blendas com composi¢ao
inicial de SF15SA05WAgs, SF10SA10WAgs € SFp5SA15WAg. Os dados foram

analisados utilizando o software CasaXPS.

4.9 Quantificacdo dos componentes em cada fase

ApOs a separacédo de fases, as blendas foram centrifugadas e os
componentes de cada fase foram quantificados como mostrado no fluxograma
da

Figura 16. Na fase liquida, a fibroina de seda e o alginato de soédio foram
quantificados utilizando a técnica de espectroscopia de absorcdo e
fluorescéncia, respectivamente. A espectroscopia de fluorescéncia € um
processo de fotoluminescéncia em que ocorre a excitagdo dos atomos ou
moléculas por absorgdo da radiagdo eletromagnética (SKOOG, 2005). Uma
das principais caracteristicas dessa técnica é a sensibilidade, a qual é até trés

vezes maior do que a espectroscopia de absorgao.

A fibroina de seda foi quantificada utilizando o método de Bradford de
quantificacdo de proteinas. Esse método foi escolhido pois nao sofre
interferéncia de polissacarideos. A curva padrao foi feita utilizando solugao de
fibroina de seda ao invés de albumina de soro bovino (BSA) para obter
resultados mais confiaveis. A analise foi feita utilizando placas de 96 pogos, em
que 10 pyL da amostra foram misturados com 190 pyL de reagente de Bradford
(Scienco, Brasil). Apés 30 minutos, a placa foi lida em um Leitor de Placas
modelo Varioskan LUX (ThermoFisher Scientific, USA), o qual também foi

utilizado para realizar as medidas de fluorescéncia do alginato de sddio.
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Figura 16: Fluxograma mostrando como foi feita a quantificacdo de cada

componente na fase liquida e sdlida.

Blenda de
fibroina e
alginato
f_\;\
Fase liquida Fase solida
S S —— ]
Fibroina de Alginato de £ Fibroina de Alginatode ‘
seda sédio Agua [ seda sédio Agua
N\ J\_ VAN J
N/ aYa N
(Espectroscopla Espectroscopia Balango de Balango de Evaporacdo de
de absorgao de Evaporagdo de massa massa solvente
atomica - fluorescéncia solvente
\_ Bradford U I )

Fonte: Elaborado pela autora.

Na fase sdlida, a fibroina de seda e o alginato de sodio foram

quantificados por balango de massa utilizando a equacgao 37.
mis = ml — mf* (equacéo 37)
Onde mf® é a massa do componente na fase sélida, em gramas;
m! é a massa total do componente na blenda, em gramas;
L ¢ a massa do componente na fase liquida, em gramas.

4.10 Modelagem termodinémica dos dados de equilibrio

A partir da quantificagdo dos componentes em cada fase, as fracdes
massica e volumétrica foram calculadas. Para o calculo dos parametros de
Flory-Huggins, a equacédo 11 (Capitulo 3: Revisdo Bibliografica) foi utilizada.
Para cada componente, em cada fase, ela pode ser escrita conforme mostrado
nas equacdes 38, 39 e 40, obtendo-se um sistema de equacdes lineares. Este
sistema € facilmente resolvido e os valores dos parametros de Flory-Huggins
da fibroina de seda-alginato de sodio, alginato de sodio-agua e fibroina de

seda-agua - Xsasr, Xsawa € Xsrwa, respectivamente - podem ser encontrados.
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V. V. equacgéo 38
SF>(pSA_( SF)‘PWA (equag )

Inagr = Ingsp + (1 — @sp) — (— —

VS A VWA

+ ((X5A5F<P5A + XsrwaPwa) * (Psa + <PWA))

Vsp
— Xsawa E PsaPwa
Vsa Vsa equacao 39
Inagy =In@ga + (1 — @sq) — (V_> Psr — (V_> Pwa (equag )
SF WA
Vsa
+ <X5A5F(P5F Ve + XSAWA(PWA> * (psp + Pwa)
SF
Vsa
— XSFwA E PsrPwa
V. A VWA equacao 40
Inay, =@y, + (1 —@wa) — (VL) Psp — (V_) Psa (equag )
SF SA

Viwa
+ ((XSFWA(pSF E + XSAWA<PSA) * (Qsp + <P5A))

VWA

— XSFsA (V_) PsrPsa
SF

A fracao volumétrica foi calculada a partir da fragcdo massica, utilizando a
equacao 41. Os valores de densidade e volume especifico para o alginato de
sédio (LEE et al., 2000), a fibroina de seda (MINOURA; TSUKADA; NAGURA,
1990) e agua estdo mostrados na Tabela 4.

Wi
/p;

7 (equacgao 41)

Q; =

onde w; e pi sdao a fragcdo massica e densidade de cada componente,

respectivamente.

Tabela 4: Valores de densidade e volume especifico do alginato de sddio,

fibroina de seda e agua utilizados no calculo dos parametros de Flory-Huggins.

Densidade (g/cm?) Volume especifico (cm3/g)
Agua 1,00 1,00
Alginato de sédio 0,875 1,14

Fibroina de seda 1,32 0,757
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O modelo RPA também foi utilizado para calcular o parametro de Flory-
Huggins, utilizando-se a equacdo 14. A partir dos valores obtidos, novos
valores de fracdo massica foram calculados utilizando o modelo de Flory-

Huggins classico.

A modelagem dos dados experimentais para os modelos NRTL e
UNIQUAC foi feita utilizando o software TME-LLE versdo 2.0 escrito em
linguagem Fortran e desenvolvido por Stragevitch e D’Avila (1997). O software
foi desenvolvido para estimar os parametros de interagao binaria para modelos
de energia livre de Gibbs com qualquer numero de componentes e diferentes
temperaturas por meio da minimizagdo da funcéo objetivo (FO) mostrada na
equacao 42 utilizando o método simplex modificado. Ele foi escolhido pela

facilidade de utilizagao e versatilidade do programa.

FO = Z Z (xFLexp FLcal) + ( FS.exp _ FScal (equagéo 42)

Os parametros de estrutura r e g, utilizados no modelo UNIQUAC foram
estimados utilizando o método de contribuicdo de subgrupos, conforme
equacao 43 e 44 e estdo mostrados na Tabela 5. Os valores de parametro (Rg
e Q) foram retirados da literatura (SMITH; VAN NESS; ABBOTT, 2007). Isso
foi necessario, pois, ndo ha na literatura informacgdes sobre os parametrosr e q
para alginato de sédio e fibroina de seda. Para a fibroina, os subgrupos
considerados foram os presentes na estrutura quimica da alanina, serina e
glicina, os quais sdo os principais aminoacidos presentes na estrutura da
fibroina de seda. Ja para o alginato de sédio, foram considerados os subgrupos

dos acido a-L-gulurénico e 3-D-manurénico.

;= Z 9LR, (equacéo 43)
k

q; = 2 950, (equacgéao 44)

k
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Onde o ¥;€ o nimero de subgrupos do tipo k em uma molécula da espécie i,

Rk e Qk séo, respectivamente, o volume relativo e a area relativa de cada

subgrupo presente em cada molécula.

O desvio médio quadratico (DMQ) dado pela equacao 45 foi utilizado
para avaliar a correlacao entre os dados experimentais e os dados tedricos

obtidos pelos modelos termodinamicos.

(equacao 45)

DMQ=\/211V {le{(wil;ll,,exp FLcal) +( FSexp _ FSCal }
2NP

Tabela 5: Valores de parametro de area (r) e volume (q) calculados a partir das

equacodes 39 e 40 para a fibroina de seda, alginato de sodio e agua.

substancia r Q
Alginato de sodio 6,0192 5,301
Fibroina de seda 10,1413 9,415

Agua 0,9200 1,400

Onde N & o numero de linhas de amarracao de cada sistema, P € o numero de
componentes e os sobreescritos exp e cal se referem aos valores de fracédo

massica experimental e calculada, respectivamente.

4.11 Solubilidade da fibroina de seda em alginato de so6dio — Equacao de

Cohn

O estudo de solubilidade da fibroina de seda nas diferentes solugdes de
alginato de sdédio foi feito utilizando amostras com volume constante das
solugdes dos polimeros com diferentes concentracdes das solugdes de alginato
de sodio. Amostras de 5 mL foram preparadas, compostas por 4,5 mL de
solucéo de alginato de sédio e 0,5 mL de solucao de fibroina de seda de

concentracdo 2%. A concentracao das solugcdes de alginato de sédio variou
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entre 0,4% (m/m) e 1,4% (m/m). As blendas foram mantidas em banho
termostatico a 25 °C por 8 dias. As fases foram separadas por centrifugacéo e
os polimeros foram quantificados na fase liquida como ja descrito
anteriormente. Apds a quantificagao, os dados foram adequados a Equacao de

Cohn (equacéao 21) e as constantes 3 de solubilidade (Ks) foram determinadas.
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CAPITULO 5: Resultados e Discussio

5.1 Caracterizagéao fisico-quimica dos alginatos de sédio utilizados

Os resultados de viscosidade intrinseca dos alginatos de sddio foram
obtidos experimentalmente de acordo com a metodologia descrita na secgéo
4.2. A Tabela 6 mostra os resultados obtidos para viscosidade e massa molar

viscosimétrica, calculada utilizando a equagao de Mark-Houwink.

Tabela 6: Valores obtidos de viscosidade intrinseca e massa molar

viscosimétrica para os diferentes tipos de alginato de sddio utilizados nesse

trabalho.
Alginato-M Alginato-G
dL 4,47 8,21
nint(_)
9
M, (Da) 5,40 x 10° 1,02 x 10°

Os valores de viscosidade para os dois tipos de alginato sdo bastante
diferentes. Essa caracteristica pode ser notada empiricamente ao manipular as

solugdes de alginato de sédio.

Os espectros de RMN de hidrogénio ("H-RMN) para os dois tipos de
alginato utilizados estdo mostrados na Figura 17. Os espectros apresentaram
sinais caracteristicos entre 5,05 e 4,55 ppm, referentes ao hidrogénio ligado
aos blocos G e M, respectivamente (GRASDALEN, 1983; PARCHEN, 2001).
As fragbes dos blocos M e G e sua proporgdo para os alginatos estudados

estido mostrados na Tabela 7.

Os espectros dos alginatos apresentaram deslocamentos quimicos
proximos de 5,3 ppm, os quais podem ser atribuidos ao hidrogénio da
extremidade redutora (PARCHEN, 2001) que encontra-se em valores mais
altos quando comparados aos hidrogénios da cadeia interna. A presenca desse

sinal sugere alginatos com massa molar mais baixa (GRASDALEN, 1983).
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Figura 17: Espectro de RMN de hidrogénio (*H-RMN) para alginato-M (a) e

alginato-G (b) utilizando D,O como solvente a 70 °C. Os deslocamentos

quimicos estdo expressos em ppm.
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Tabela 7: Propor¢ao entre blocos M e G, fragdo molar dos blocos M (Fw),
blocos G (Fg), blocos GG (Fgg), blocos MM (Fum) e blocos MG/GM (Fye em) do
alginato-M e alginato-G.

Alginato M/G Fu Fe Frm Fea Frve,om
Alginato-M 2,03 0,67 0,33 0 0,33 0,67
Alginato-G 0,43 0,30 0,70 0,14 0,54 0,16

A razao entre blocos M e G reportada na literatura para alginatos de
sédio extraidos de algas marinhas marrons encontra-se entre 0,4 e 1,94, sendo
maior nos alginatos de so6dio provenientes de algas da espécie Macrocystis
pyrifera (DRAGET; SKJAK-BRZAEK; SMIDSR@D, 1997; SARTORI et al., 1997;
VAZ, 2012). A quantidade de blocos G e M presentes na cadeia polimérica esta
diretamente relacionada a sua configuragdo e, consequentemente, a sua
interacdo com outros polimeros e ions. Conforme apresentado na Tabela 6, o
alginato-M, extraido de algas marinhas da espécie Macrocystis pyrifera, possui
maior proporgédo de grupos manurénicos (M) na cadeia, 0s quais se encontram
predoninantemente alternados (MG/GM), enquanto o alginato-G, extraido de
algas marinhas da espécia Laminaria hyperborea, apresenta maior proporgéo

de grupos gulurdnicos (G), predoninantemente ligados entre si (GG).

5.2 Quantificagao de calcio na solugao de fibroina de seda

A concentragdo de ions calcio ao longo do processo de didlise esta
mostrada na Figura 18. E possivel notar uma reducéo brusca na concentragdo
de calcio na solugao inicial de fibroina de seda apds o primeiro dia de dialise,
ao final do processo a concentracdo de Ca®" foi igual a 7,36 x 10 g/mL. A
concentragdo dentro e fora da membrana de dialise foi muito préxima,
indicando que o equilibrio foi atingido em todos os dias. E importante ressaltar
que os dados apresentados na Figura 18 sao resultados obtidos apds a troca
de agua de didlise a cada 24 horas, conforme o procedimento apresentado na

sessao de materiais e métodos.

Durante o processo de dialise da fibroina de seda € comum observar a
formagdo de precipitado branco, indicando uma possivel transicdo de
conformagéo da fibroina de seda de a-hélice para folha-p (RAMIREZ, 2016),
conforme indica o trabalho conduzido por Li et al. (2001) que analisou esses
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precipitados por espectroscopia Raman, verificando a presenga predominante
de folha-. Esse fenébmeno pode estar ligado a queda brusca na concentragéo
do cloreto de calcio. Durante o processo de dissolugao das fibras de fibroina de
seda, o fon Ca®" forma um complexo quelante estavel entre os grupos hidroxil
presentes nas cadeias da serina e tirosina e também se liga aos grupos
carboxilicos, quebrando ligagdes de hidrogénio e de van der Waals entre os
peptideos (SHEN et al., 2018). Dessa forma, a remog¢ao dos ions por meio da
didlise provoca uma mudanga de arranjo molecular e, consequentemente, de

conformacéo da fibroina de seda.

Um estudo desenvolvido por Yang, Kwak e Lee (2013) avaliou os efeitos
do litio residual em filmes de fibroina de seda. O brometo de litio € um dos sais
utilizados para dissolugéo dos fios de fibroina de seda. Os autores avaliaram a
concentracdo do sal medindo a condutividade da solugdo dialisada em
diferentes tempos e observaram que, asssim como no sistema usando CaCly,
ha uma queda brusca na concentracédo do sal nas primeiras 10 h de dialise. Os
autores também observaram uma mudanca na conformacédo da fibroina de
seda nos filmes que foram preparados com solugdes de dialise em diferentes
tempos. Para os filmes preparados com solugao de fibroina de seda com 8 h
de dialise, a estrutura secundaria da fibroina se encontrava em maior
quantidade na conformagao enovelamento aleatério. No entanto, apos 24 h de
dialise, a conformagao folha-B era predominante, indicando que a remocgéao do

litio induz a transi¢ao de cadeia da fibroina de seda.

Além das mudancgas provocadas na conformacgao da fibroina de seda,
ions calcio sao utilizados como agente reticulante do alginato de sédio
(DRAGET; SKJAK-BRAK; SMIDSR@D, 1997). Ao entrar em contato com esse
ion, as cadeias de alginato de sédio mudam sua conformagdo de linear para
caixa-de-ovos (Figura 6), estruturas auto-organizavéis que sao responsaveis
pela formagado rapida de hidrogéis. Por isso, & importante que a sua
concentragdo no sistema estudado seja baixa, para evitar interferéncias na
conformagéo e interagdo entre a fibroina de seda e o alginato de sodio. O
grupo gulurénico (G) tem maior facilidade de formar essas estruturas, entao, é
esperado que alginatos com maior propor¢cao desse grupo na cadeia, como o

alginato-G, sejam mais sensiveis a presenga de calcio. Os resultados
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apresentados na Figura 18, trazem evidéncias da importancia desse estudo,
principalmente para as membranas das blendas, pois a remogédo do solvente
pode causar um aumento da concentracdo local de ions calcio e,

consequentemente, mudancas na conformacéo da cadeia desse polimero.

Figura 18: Concentragcdo de ions calcio ao longo dos dias de dialise nas
solugdes de fibroina de seda e na agua utilizada na dialise.
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5.3 Espalhamento de luz dindmico (DLS)

Os valores de potencial zeta e tamanho de particula para as solugdes de
fibroina de seda, alginato-M e alginato-G estdao mostrados na Tabela 8. O pH
das solugdes de fibroina e alginato apds o preparo foi proximo ao neutro,
assim, a fibroina encontrava-se acima do seu ponto isoelétrico (pl 4,2) (WENK;
MERKLE; MEINEL, 2011) e o alginato de s6dio acima do seu pKa o que
justifica os valores de potencial zeta encontrados. Nessa condigéo, o alginato
de sodio se encontra com os grupos carboxilicos desprotonados, por isso, sua
carga € negativa. A média do potencial zeta do alginato-G é ligeiramente mais
negativa, o que pode sugerir que ha mais grupos carboxilicos desprotonados
em sua estrutura do que no alginato-M.

Os valores de diametro hidrodinamico dos alginatos de sdodio utilizados é
similar e ambas as solugdes apresentam polidispersidade de média a alta (Pdl
> 0,5), o que indica a presenca de particulas de diversos tamanhos. As
solugbes de alginato de sodio apresentam valores de diametro

significativamente superiores aos da fibroina de seda, o que pode ser



76
Capitulo 5: Resultados e Discussao

justificado pela natureza dos polimeros. O alginato de sédio € um polimero
hidrofilico e, por isso, em solugdo aquosa tende a permanecer em conformacéao
linear. Ja a fibroina de seda apesar de suas regides hidrofilicas, tem a maioria
dos seus residuos (~79%) hidrofébicos. Dessa forma, em solu¢do aquosa, a
proteina tende a se organizar em pseudo-micelas, reduzindo o diametro
hidrodinamico (KIM et al., 2005b; MATSUMOTO et al., 2006).

Tabela 8: Valores de potencial zeta, didmetro hidrodinAmico de particula e

indice de polidispersidade para as solugdes dos polimeros.

Amostra Potencial zeta Diametro Pdl
(mV) hidrodindmico (nm)
Alginato-M -57,9+0,4 1390 + 312,5 0,923 £ 0,110
Alginato-G -61,8 £ 6,0 1338 + 335,9 0,552 + 0,101
Fibroina de seda -12,7+0,3 304,4+43 0,323 + 0,007

Os valores de potencial zeta para as blendas SFq5SAg5WAGgs,
SF10SA1oWAg e SF5SA15WAgs estdo mostrados na Figura 19. A medigédo do
didmetro hidrodindmico nao foi possivel, pois os valores medidos foram

superiores ao limite medido pelo equipamento.

Figura 19: Valores de potencial zeta (mV) das blendas de fibroina de seda (SF)
e aIginato-M e aIginato—G SF1,5SA0,5WA98 (1), SF1‘oSA1,oWA98 (2) e
SFQ,5SA1‘5WA98 (3)
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E possivel observar que diferentes valores foram obtidos ao variar a
proporgao entre as solugdes de alginato de sodio e fibroina de seda, sendo que
nao houve diferengcas significativas entre os tipos de alginato de sodio
utilizados. Apesar das solugdes dos dois polimeros isoladamente apresentarem
valores de potencial zeta negativo, é possivel observar que ao aumentar a
quantidade de fibroina de seda, o valor do potencial zeta da blenda se torna
mais positivo. Isso indica que ha uma compensagado de cargas entre os
polimeros devido as interacdes quimicas que podem estar ocorrendo entre os

grupos carboxila do alginato de sédio e aminas da fibroina de seda.

5.4 Aspecto fisico das blendas de fibroina de seda e alginato de sédio

A solucao de fibroina de seda, apds a dialise, apresenta instabilidade, a
qual pode ser percebida pela formagdo espontédnea de gel e também pela
formacgao de fibrilas ao aplicar agitagdo média ou alta. Por isso, no preparo das
blendas de fibroina de seda e alginato de sddio é necessario ponderar a
agitacdo magnética utilizada para que se obtenha uma boa homogeneizagéo

sem a formacéo de fibrilas de seda.

Uma limitagdo do sistema fibroina-alginato é a utilizagdo da técnica de
ponto de névoa para determinagdo da curva binodal, visto que observa-se
turbidez ao adicionar pequenas quantidades da solucdo de fibroina de seda a
solugdo de alginato de sédio sugerindo que ha separacao de fases liquido-

liquido com formacgao imediata de particulas (BRADA, 2019).

Apods atingir o equilibrio de fases, observou-se a formagéo de uma fase
liquida transparente, que se assemelha a solugao de alginato de sddio, e uma
fase solida esbranquigada que se assemelha aos hidrogéis de fibroina de seda
formados pela transicdo da sua cadeia de a-hélice para folha- (MATSUMOTO
et al., 2006; NOGUEIRA et al., 2011) como mostrado na Figura 20. Apesar das
blendas de fibroina de seda e alginato de sédio encontrarem-se em uma regiao
de potencial zeta teoricamente estavel (¢ < -30) (DERJAGUIN AND LANDAU,
1941), a proteina precipita formando a fase sdlida. Isso pode acontecer tanto
pelo aumento da pressao osmotica quanto pela adicdo de um polimero
hidrofilico (SOHN; STREY; GIDO, 2004). O alginato de sédio age como um
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agente precipitante, favorecendo as interagdes fibroina-fibroina e a formagéo
de folha-f3.

Figura 20: Blenda de fibroina de seda e alginato de sédio (SFo5SAg5WAgg)
apos a separagao de fases e formacgéo de fase liquida (transparente) e sélida

(esbranquigada).

5.5 Microscopia 6ptica e de fluorescéncia

Na Figura 21 observa-se a imagem de microscopia Optica obtida logo
apos a mistura das solugdes de alginato-M e fibroina de seda. Foi observada
separagao de fases imediata entre as solugbes, com a formagao de estruturas
similares a micela, com didmetro médio de 0,247 + 0,120 mm. O mesmo foi
observado para as blendas preparadas com alginato-G. Possivelmente, a
turbidez observada ao preparar as blendas de fibroina de seda e alginato de

sodio deve-se a formacao dessas estruturas.
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Figura 21: Imagem de microscopia Optica obtida imediatamente apds o preparo
da blenda (SF5SA05WAgs) com alginato-M (a) e alginato-G (b). Aumento de
40x.

(a) (b)

A microscopia de fluorescéncia foi realizada a fim de verificar a
composicdo dessas estruturas. Os alginato-M e alginato-G foram marcados
com DAPI como descrito anteriormente e a solugcdo de fibroina de seda foi
adicionada a seguir. As imagens obtidas estdo mostradas na Figura 22. E
possivel observar as particulas de alginato de sédio marcadas com DAPI antes
da adicdo de fibroina por apresentarem fluorescéncia homogénea. Apds a
adicdo de fibroina, as mesmas “pseudo-micelas” observadas no microscopio
dptico foram detectadas. E possivel observar que elas contém alginato de
sédio mas sdo heterogéneas, indicando a presenca de fibroina de seda. E
possivel observar particulas de alginato de sédio fora das “pseudo-micelas”,
indicando que parte do polimero se mantém na segunda fase.

Estruturas semelhantes a essa sdo observadas nas membranas de
fibroina de seda e alginato de sodio (DE MORAES et al., 2014; LOPES;
MORAES; BEPPU, 2018). Em estudo conduzido por de Moraes e
colaboradores (2014), verificou-se que as estruturas observadas eram
formadas por ambos polimeros e que apds a formacdo da membrana, é
possivel extrair a fibroina de seda e formar poros, conferindo uma

microestrutura bastante interessante para esse material. Entdo, é possivel que
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os globulos observados nas membranas sejam formados ainda em solugéo. A
formacao de “pseudo-micelas” também foi verificada em outros sistemas de
polissacarideo e proteinas como alginato-caseina e alginato-proteina de soja
(ANTONOV; MOLDENAERS, 2011; MESSION et al., 2012).

Figura 22: Imagens obtidas em microscopio de fluorescéncia das solugdes de
alginato-M (a), alginato-G (c), blenda (SF5SAosWAgs) de fibroina de seda e
alginato-M (b) e blenda de fibroina de seda e alginato-G (d).

(@)

A separacio de fases ocorre imediatamente apds o contato da fibroina
de seda com a solugédo de alginato de sédio. E possivel que as pseudo-micelas
observadas na microscopia Optica e de fluorescéncia interajam e coalesgcam
com o tempo, aprisionando moléculas de agua e formando a fase sdlida, que

se assemelha a um hidrogel (Figura 23).
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Figura 23: Esquema ilustrando a separagédo de fases que ocorre nas blendas
de fibroina e alginato de sédio. Apds o preparo da blenda (a), ha formagao de
pseudo-micelas que com o tempo coalescem e formam um hidrogel (fase
sdlida) (b). Ambas as fases sao ricas em agua (solvente) que esta
representado pelo fundo azul.

(a)

Fase liquida
Rica em alginato de sédio

Fase sélida
Rica em fibroina de seda

Pseudo-micelas de fibroina de seda/alginato de sédio

/U Alginato de sédio
7 Fibroina de seda

Fonte: Adaptado de Lopes, de Moraes e Beppu (2020)

5.6 Espectrometria de fétons excitados por raio X (XPS)

A analise de XPS foi utilizada para analisar os grupos quimicos que
estao envolvidos na formagao das membranas das blendas de fibroina de seda
e alginato de sddio. As curvas de alta resolugéo do carbono para a fibroina de
seda, alginato-M e alginato-G estdo mostradas na Figura 24. Todos os
componentes apresentam predominéncia de ligagbes C-C (285 eV) (TAKETA
et al., 2020), o que é esperado, visto que nos polimeros essa € a interagéo

mais presente.
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Para a membrana de fibroina de seda, o percentual das ligagdes C-C
corresponde a 52,3% das ligagbes de carbono. Outros dois picos foram
identificados, o primeiro com valor de 286,5 eV, correspondente a ligagédo C-O
e 0 segundo com 288,4 eV, correspondente a ligagado C-N. Eles correspondem

a 25,9% e 21,8% das ligacbes de carbono, respectivamente.

Ja para as membranas de alginato-M e alginato-G, o percentual das
ligacbes C-C correspondem, respectivamente, a 55,6% e 51,5%. Foram
identificados outros trés picos correspondentes a ligagdo C=0 com valores de
288,1 eV (alginato-M) e 288,3 eV (alginato-G), ligagcdo C-O com valores de
energia de ligacao de 286,5 eV (alginato-M) e 286,7 eV (alginato-G) e ligagéo
O-C=0 com valores de energia de ligacdo de 289,8 eV (alginato-M) e 290,4 eV
(alginato-G) (TAKETA, 2017).

A principal diferenga entre os dois alginatos € o percentual de ligagbes C=0
e O-C=0. Na membrana de alginato-M, a ligagdo carbonila corresponde a
25,6% das ligagbes de carbono, enquanto na membrana de alginato-G esse
percentual é igual a 32,8%. Ja para a ligacao carboxila, os percentuais séo de
5,7% (alginato-M) e 2,9% (alginato-G). Essa diferenga pode ser atribuida a
conformagéo da cadeia polimérica e a forma como os grupos funcionais ficam
expostos quando as membranas sao formadas. As membranas de alginato-G
possuem mais grupos carbonila livres, portanto € provavel que eles interajam
melhor com a fibroina de seda, visto que a ligagdo entre os polimeros ocorre

entre esse grupo e a amina da proteina.
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Figura 24: Espectro de XPS de alta resolugéo para o C1s das membranas de

fibroina de seda, alginato-M e alginato-G.
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Os espectros de XPS para as membranas das blendas de fibroina de
seda e alginato-G e alginato-M estdo mostrados nas Figura 25 e 26,
respectivamente. Em ambos espectros, trés picos foram observados,
correspondentes as ligagdes C-C (285 eV), C-N, C=N e C-O (286,6 eV) C=0
(288,5 eV). Os percentuais de cada ligagao estdo mostrados nas Tabelas 9 e
10. O pico relativo ao grupo carboxila (~290 eV) ndo foi observado,
corroborando a literatura que indica que esse grupo esta envolvido na ligagéo
de hidrogénio que ocorre entre a fibroina de seda e o alginato de sédio (LIANG;
HIRABAYASHI, 1992).

Tabela 9: Percentual das ligagdes quimicas nas membranas de fibroina de
seda e aIginato-G: SF1,5SA0,5WA98 (A), SF1,oSA1,oWA98(B) e SF0‘58A1,5WA93

Ligac&o quimica

Membrana
C-C C=0 C-N/C=N/C-O
SF15SA05WAgs 54,96 25,58 19,45
SF1,0SA10WAgs 43,68 32,25 24,06
SFo5SA15sWAgs 47,04 30,23 22,74

Tabela 10: Percentual das ligagbes quimicas nas membranas de fibroina de
seda e aIginato-M. SF1,5SAO‘5WA98 (A), SF1,08A1‘0WA98 (B) e SFO,5SA1‘5WA98
(C).

Ligagao quimica

Membrana
Cc-C C=0 C-N/C=N/C-O
SF15SA05WAgs 57,26 18,22 24 .52
SF10SA1oWAgs 40,08 25,98 33,94

SFosSA1sWAgs 37,14 25,95 36,91
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Figura 25: Espectro de XPS das membranas das blendas SF15SAq5WAgs (A),
SF1,QSA110WA98(B) e SFO,5SA1,5WA98(C) utilizando aIginato-G.

Z

400 4

350 -

300 -

250 4

200 4

150 4

100 1

Contagem por segundos

50 4

|+ | Dados experimentais
—— Envelope

- --C-C

- - -C=0

- - -C-N/C=N/C-O0

300

C

400 4

350 4

300 ~

250 4

200 4

150 -

100 ~

Contagem por segundos

50

295

290

285

280 275

Binding energy (eV)

| = |Dados experimentais
—— Envelope

---CC

- --C=0

---C-N/C=N/C-O

300

G

400 -

350 ~

300

250 -

200 -

150 4

100 4

Contagem por segundos

50

295

290

285

280 275

Binding energy (eV)

300

T
295

T
290

T
285

Dados experimentais|
—— Envelope
- --C-C
- - -C=0
- - -C-N/C=N/C-O

280 275

Binding energy (eV)

85



Capitulo 5: Resultados e Discussao
Figura 26:Espectro de XPS das membranas das blendas SF45SAs5WAgs (A),
SF1,QSA110WA98(B) e SFO,5SA1,5WA98(C) utilizando aIginato-M.
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5.7 Espalhamento de luz estatico para blendas de fibroina de seda e

alginato de sodio em solugao

O mecanismo de separacao de fases pode ser determinado pela técnica
de espalhamento de luz estatico, relacionando o perfil de espalhamento com o
mecanismo de separacdo, que pode ser por decomposi¢cao spinodal ou
nucleagdo e crescimento. Para isso, é necessario que a analise seja feita
durante a passagem da mistura entre a regido monofasica para a bifasica, por
meio de mudancas in situ da concentracdo dos polimeros. Para as blendas de
fibroina de seda e alginato de sddio, a regido liquida monofasica é bastante
reduzida, como sera mostrado nos préximos topicos. A fragdo massica da
fibroina de seda nessa regido é da ordem de 10, dificultando a execucdo
experimental dessa analise. Para induzir a separagao de fases, isto é, passar
da regido monofasica para a bifasica, seria necessario promover uma mudancga
de temperatura ou aumentar controladamente a concentragdo da fibroina de
seda concomitantemente a analise de laser, 0 que demandaria um sistema de
agitacdo para homogeneizacéo in situ, e interferiria na difragdo do laser. Devido
a essas limitagbes experimentais, ndo foi possivel acompanhar a passagem da
blenda da regido monofasica para a bifasica e, consequentemente, n&o foi
possivel determinar 0 mecanismo de separacao de fases. Todas as blendas de
fibroina de seda e alginato de sédio investigadas nesse trabalho apresentaram
formacdo das pseudo-micelas discutidas anteriormente, caracterizada pela
mudanga imediata de turbidez ao adicionar a solugao de fibroina de seda na de
alginato de sdédio. Ainda assim, o espalhamento de luz pode fornecer
informacgdes sobre isotropia e periodicidade dos dominios das fases, por isso, a

analise foi conduzida para as blendas de fibroina de seda e alginato de sdédio.

As Figuras 27 e 28 mostram as curvas de espalhamento de luz em
funcao da distancia obtidas por 7 dias e as imagens obtidas no inicio e no final
do experimento para as blendas SFy5SAs5WAg € SFo5SA2 5WAg7 utilizando os
diferentes tipos de alginato de sdédio. As demais curvas estdo mostradas nas
Figuras A1 e A2, para blendas preparadas com alginato-M, e Figura A3 e A4,

para blendas preparadas com alginato-G, no Apéndice A.
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Figura 27: Curvas de espalhamento de luz versus distancia das blendas
SFo5SA0sWAg (a) e SFo5SA25WAg; (b) preparadas com alginato-M
acompanhadas por 7 dias. As imagens foram obtidas nos dias 1 € 7 e mostram
a diferenga entre os espalhamentos de luz; enquanto na blenda SFy 5SAp 5WAgg
€ observado um halo, na blenda SF,5SA,5WAg7 0 espalhamento é similar a um

disco.

(@)

Intensidade (u.a)

Intensidade (u.a)
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Figura 28: Curvas de espalhamento de luz versus distancia das blendas
SFo5SA0sWAg (a) e SFos5SAsWAg97, (b) preparadas com alginato-G
acompanhadas por 7 dias. As imagens foram obtidas nos dias 1 e 7 € mostram
a diferenga entre os espalhamentos de luz; enquanto na blenda SFy 5SAg 5VWAgg
€ observado um halo, na blenda SF( 5SA;5WAg7 0 espalhamento é similar a um

disco.

(@)

Intensidade (u.a)

Intensidade (u.a)
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E possivel observar que o espalhamento de luz & isotrépico para todas
as blendas estudadas e modifica-se ao longo dos dias, indicando o estado de
nao equilibrio das blendas. A variagdo também pode ser uma consequéncia da
coalescéncia das pseudo-micelas e formacédo da fase soélida, que dificulta a
passagem de luz do laser, modificando a intensidade e o perfil de
espalhamento. E possivel notar que a partir do sexto dia ndo ha mudancas
significativas no espalhamento de luz, sugerindo que o sistema alcangou o

equilibrio termodinamico.

Para as blendas SFy5SA sWAg e SF(5SA, sWAg7 as imagens obtidas de
espalhamento de luz logo apds o preparo das blendas foram semelhantes para
os dois tipos de alginato de sddio. Ambas as blendas apresentaram um halo de
espalhamento de luz, sugerindo distancias entre dominios de fase periddicos,
ou seja, a presenga de microestrutura com maior organizagao. Porém, apos o
primeiro dia de preparo da blenda SF(5SAqsWAg9, 0 espalhamento de luz
observado para a blenda preparada com alginato-G modificou-se para um perfil
do tipo disco. Em alguns sistemas € observado a evolugdo da estrutura do
material com o tempo, que passa de fases periddicas e interconectadas para
um morfologia do tipo matriz-dominio com globulos interconectados, como
mostra a Figura 29 (INOUE, 1995). Esse tipo de morfologia (matriz-dominio) é
observada para as membranas das blendas de fibroina de seda e alginato de
sodio (LOPES; MORAES; BEPPU, 2018; MORAES et al., 2014). Dessa forma,
€ possivel que alginatos com maior quantidade de grupos-G e maior massa
molar apresentem maior tendéncia em formar esse tipo de estrutura, alterando

a periodicidade dos dominios das fases e o espalhamento de luz.

Figura 29: Mudanga de morfologia com o tempo durante a separagao de fases

por decomposi¢ao spinodal.
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Fonte: Inoue (1995).
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Ja a segunda blenda (SFo5SA25WAg7), apresentou imagens de
espalhamento do tipo disco, sugerindo que elas ndo possuem dominios de
fases periddicos. Analisando as demais blendas, é possivel identificar uma
regidao em que foi observado espalhamento do tipo halo, possivelmente, com a
formacdo de dominios periddicos de fases e outra em que é observado
espalhamento de luz do tipo disco. Para blendas preparadas com alginato-M, o
espalhamento de luz com a presenca de halo foi observado para uma maior
quantidade de blendas (Figura 30). Esse tipo de padrdo de espalhamento,
sugere a formagao de blendas com distancias periddicas entre os dominios de
fase, o que pode ocorrer quando a regido metaestavel é cruzada rapidamente
ou quando ha uma variagédo de temperatura na regiao proxima ao ponto critico.
Dessa forma, € possivel que exista uma diferengca na regido metaestavel nos

diferentes sistemas, com mudancgas também no equilibrio de fases.

Além de apresentarem diferengas na propor¢gao dos grupos M e G, a
massa molar dos alginatos de sodio utilizados é bastante diferente e pode
interferir na organizagdo das fases, visto que influencia na interagdo do
biopolimero com os demais componentes. Essa influéncia ja foi estudada em
trabalhos anteriores e foi verificado que essas caracteristicas interferiam
significativamente nas propriedades mecanicas e de barreira das membranas
de alginato estudadas (VAZ, 2012). O alginato-G possui maior quantidades de
grupos gulurénicos e maior massa molar, entdo, é possivel que haja um efeito
combinado dessas caracteristicas do alginato de sodio na organizagcéo das
fases das blendas estudadas. Para as blendas que apresentaram formacao de
halo de espalhamento de luz, foi possivel calcular a distancia periddica dos
dominios de fase (D) utilizando o valor de intensidade de luz maxima, conforme

mostrado na Tabela 11.
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Figura 30: Diagrama ternario indicando a regido em que, possivelmente, a
separagao de fases ocorre por decomposi¢cao spinodal (em vermelho) e
nucleacgao e crescimento (em azul) das blendas preparadas com alginato-M (o)

e alginato-G (o).

0,00, 4 00 O Blenda SF/alginato-M
O Blenda SF/alginato-G
— Espalhamento tipo halo

— Espalhamento tipo disco
o
<
®
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alginato de sddio

Tabela 11: Valores de gn e D calculados a partir dos dados de intensidade
maxima do espalhamento de luz para as blendas de fibroina de seda e
alginato-M e alginato-G em que foi observado espalhamento de luz do tipo

halo. Os valores utilizados foram os obtidos apds o preparo das blendas (dia 1).

Blenda dm D (um)
(nm™)
SFo 5SA0,5WAg 0,012 0,52
SF10SA0sWAges 0,011 0,57
Alginato-M  SFosSA1oWAgss 0,011 0,57
SFosSA1sWAgs 0,018 0,35
SFosSA20WAgrs 0,010 0,63
SFosSPAosWAg 0,003 2,09
SF10SA0sWAgs 0,020 0,31
SF15SAgsWAgs 0,017 0,37
SFosSA1WAgs 0,015 0,42

Alginato-G
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5.8 Espalhamento de luz estatico para blendas de fibroina de seda e

alginato de sodio em estado solido (membranas)

As membranas das blendas de fibroina de seda e alginato de sodio
também foram analisadas quanto ao seu espalhamento de luz. Os perfis de
espalhamento de luz e imagens obtidas na analise de espalhamento de luz
estatica com laser de He-Ne para as membranas de fibroina de seda e
alginato-M estdo mostrados nas Figura 31 e 34 e para as membranas
preparadas com alginato-G estdo mostradas nas Figuras 35 e 36,

respectivamente.

E possivel observar, para todas as blendas estudadas, um perfil de
espalhamento de luz isotrépico, semelhante ao observado em trabalhos
anteriores (LOPES, 2016). Assim como para as blendas em solugdo, foi
possivel observar diferencas significativas ao comparar os perfis de
espalhamento de luz obtidos com os diferentes tipos de alginato (alginato-G e
alginato-M). Para as membranas preparadas com alginato-M (maior quantidade
de grupos M) apenas as trés primeiras blendas, as quais contém a menor
fragdo massica de alginato, apresentam halos e picos de intensidade,
indicando regularidade e alta organizagao das fases. Para as outras blendas, &
observado que a intensidade de luz decai ao longo da distancia e as imagens
obtidas se assemelham a um disco, indicando que n&o ha periodicidade das
fases. Ja para as membranas preparadas com alginato-G, o perfil de
espalhamento e as imagens obtidas mostraram que, excetuando-se a
membrana da blenda SF;s5SA25WAg7, 0 perfil de espalhamento de Iluz
apresentou um pico de intensidade com a observagdo de halo na imagem
obtida, sugerindo que ha periodicidade das fases.

Esse resultado indica que a remocgao do solvente por evaporacdo pode
causar modificagdes significativas no arranjo molecular entre a fibroina de seda
e o alginato de sddio. O alginato-G possui em sua cadeia polimérica maior
quantidade de grupos G, que necessitam de uma menor quantidade de ions
calcio para formar a estrutura de caixa de ovos quando comparado a alginatos
ricos em grupos M (VAZ, 2012). E possivel que a evaporacdo do solvente
cause um aumento local da concentracdo de ions Ca*?, induzindo a formacao

dessas estruturas que apresentam um alto grau de organizagdo e
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periodicidade. Por isso, o espalhamento de luz observado para esse tipo de

alginato de sddio sugere a presencga de fases periddicas e organizadas.

Figura 31: Perfil de espalhamento de luz estatica (intensidade versus distancia)
e imagens obtidas a partir dos experimentos com laser de He-Ne para as
blendas de fibroina de seda e alginato-M: (a) SF5SAgsWAg, (b)
SF10SA05WAgs 5, (C) SF15SA05WAgs, (d) SFo5SA10WAgs 5, (€) SF10SA1 WA,
(f) SF15SA1 0WAg7 5.
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Figura 32: Perfil de espalhamento de luz estatica (intensidade versus distancia)
e imagens obtidas a partir dos experimentos com laser de He-Ne para as
blendas de fibroina de seda e alginato-M: (a) SFps5SA15WAgs, (b)
SF1,0SA15WAg7 5, () SF15SA15WAg7, (d) SFo5SA20WAg75, (€) SF10SA20WAg7,
(f) SFo,5SA25WAg7.
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Figura 33: Perfil de espalhamento de luz estatica (intensidade versus distancia)
e imagens obtidas a partir dos experimentos com laser de He-Ne para as
blendas de fibroina de seda e alginato-G: (a) SFos5SAgsWAg, (b)
SF1,0SA0sWAgs 5, (C) SF15SA05WAgs, (d) SFo5SA10WAgs s, (€) SF10SA1WAgs,
(f) SF1,5SA10WAg7 5.
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Figura 34: Perfil de espalhamento de luz estatica (intensidade versus distancia)
e imagens obtidas a partir dos experimentos com laser de He-Ne para as
blendas de fibroina de seda e alginato-G: (a) SFos5SA15sWAgs, (b)
SF1,0SA15WAg7 5, (€) SF15SA15WAg7, (d) SFo5SA20WAg75, (€) SF10SA20WAg7,
(f) SFo 5SA25WAg7.
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5.9 Equilibrio de fases

Apos o preparo das blendas e formacédo de duas fases distintas, os
componentes de cada fase foram quantificados pelas técnicas descritas no
Capitulo 4. A quantificagcdo foi realizada apds alcangar o equilibrio
termodinamico, ou seja, no oitavo dia apds o preparo da blenda. Esse tempo foi
determinado utilizando a técnica de espalhamaneto de luz estatico. Os valores
de fracdo massica média de fibroina de seda, alginato de sodio e agua em
cada fase estdo mostrados na Tabela 12 e os diagramas ternarios para as
blendas preparadas com os diferentes alginatos de sédio estdo mostradas na
Figura 35. Os dados de equilibrio de fase foram utilizados para o ajuste aos
modelos de Flory-Huggins, RPA, NRTL e UNIQUAC.

Durante a separacdo de fases, € esperado que o alginato de sdédio
permaneca na fase liquida, visto que ele € um polimero hidrofilico e tem maior
afinidade com o solvente. Porém, blendas com maior fragdo massica de
alginato de sédio também apresentaram maior quantidade desse polimero na
fase sdlida. A analise foi feita comparando blendas com a mesma fragao
massica inicial de fibroina de seda e diferentes fragbes massicas de alginato de
sédio, conforme mostrado na Figura 36. E possivel que as “pseudo-micelas”
formadas ap6s o preparo das blendas se aglomerem e precipitem formando a
fase solida (Figura 23). Dessa forma, uma hipotese € que blendas com maior
fragdo massica inicial de alginato de soédio, formem micelas com maior
concentracdo desse polimero, aprisionando-o e enriquecendo a fase soélida.
Esse comportamento foi observado por outros autores para o sistema fibroina-
alginato e para outros sistemas proteina-polissacarideo como alginato-proteina
da ervilha e k-carragena-proteina da soja (BRADA, 2019; LI et al., 2008;
MESSION et al., 2012).
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Tabela 12: Valores de fragdo massica meédia (n=3) de fibroina de seda (SF), alginato de sodio (alginato-M e alginato-G) e agua nas
fase liquida e sdlida.

Alginato-M Alginato-G

Blendas Fase liquida Fase solida Fase liquida Fase solida

SF SA WA SF SA WA SF SA WA SF SA WA

SFos SAos WAge  1,77x10* 2,79x10° 0,99 2,51x10° 1,79x10% 0,96 5,45x10* 9,70x10* 0,99 4,06x10? 3,77x10° 0,92

SF10SAos WAgs  1,38x10*  1,52x10° 0,99 3,68x10° 1,42x10° 0,95 6,33x10* 5,44x10* 0,99 5,68x10° 2,74x10° 0,92

SF15SAos WAgs  6,31x10* 4,81x10* 0,99 7,25x10° 2,21x10? 0,91 9,38x10* 7,37x10* 0,99 7,23x10° 2,23x10% 0,91

SFos SA1o WAgs 2,09x10* 2,34x10° 0,99 4,06x10° 6,61x10° 0,89 1,34x10° 7,84x10° 0,99 5,84x10° 6,26x10° 0,88

SF10SA1 o WAg  1,67x10° 1,74x10° 0,99 4,78x10° 3,98x10° 0,91 1,75x10° 4,20x10° 0,99 6,42x10° 4,95x10° 0,89

SF15SA1 o WAy s 2,42x10* 1,46x10° 0,99 5,84x10° 3,39x10* 0,91 1,77x10° 3,39x10° 0,99 7,20x10* 3,87x10° 0,89

SFos SA1s WAgs  6,55x10°  7,92x10° 0,99 4,61x10° 9,04x10° 0,86 1,69x10° 1,21x10° 0,99 4,20x10° 5,73x10° 0,90

SF10SA1s WAy s 2,08x10* 7,23x10° 0,99 5,94x10° 6,36x10* 0,88 1,12x10° 1,17x10° 0,99 7,34x10* 4,58x10° 0,88

SF.5 SA5s WAs;  6,46x10* 1,36x10° 0,98 7,74x10° 2,73x10® 0,89 1,08x10° 6,09x10° 0,99 8,02x10° 5,51x10° 0,86

SFos SA20 WAg s 3,29x10*  1,07x10% 0,99 3,92x10? 9,03x10° 0,87 3,62x10* 1,13x10° 0,99 4,02x10° 8,69x10° 0,87

SF10SAo WAg;  3,59x10* 2,00x10° 0,98 7,05x10° 5,58x10% 0,87 9,20x10* 1,23x10° 0,99 5,97x10° 7,05x10° 0,87

SFos SA2s WAy, 3,18x10°  1,58x10° 0,98 4,88x10° 1,08x10" 0,84 2,69x10° 2,19x10° 0,97 3,49x10° 9,52x10° 0,87
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Figura 35: Diagrama de equilibrio de fases para as blendas de fibroina de
seda-alginato-M (a) e fibroina de seda-alginato-G (b). Fase liquida (A), fase
solida (o), pontos iniciais de mistura (e), linhas de amarragéo (- -).
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Figura 36: Fragdo massica de alginato-M e alginato-G na fase sodlida apos a
separagao de fases como fungao da fragdo massica inicial de alginato de sddio
em blendas que contém a mesma fragdo massica inicial de fibroina de seda
(0,5%).
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5.9.1 Modelos de Flory-Huggins e RPA

Os valores dos parédmetros de Flory-Huggins estdo mostrados na Tabela
13, e os valores de fracdo massica calculados a partir do modelo estao
mostrados na Tabela A3 e A4 do Apéndice A, os quais foram plotados nos
diagramas ternarios mostrados na Figura 37. Na figura, cada ponto foi
representado por uma cor, para facilitar a visualizagao e interpretacao do leitor.
Os valores de parametro de interagao fibroina-alginato (xsesa) foram préximos
aos encontrados em trabalhos anteriores (LOPES, 2016), em que dados de
temperatura de transigéo vitrea foram utilizados para calcula-los. Ja os valores
de Xsawa € Xsrwa variaram em relagdo ao tipo de alginato de sdédio utilizado,
mas se mantiveram na mesma ordem de grandeza. Os parametros foram
ajustados a partir dos dados experimentais, e, visto que esses sao diferentes
para os sistemas com diferentes tipos de alginato, é esperado que os valores
variem um pouco. Para o alginato de sodio, o valor do parametro de interagao
alginato-agua reportado na literatura € em torno de 0,025 (CHAN; NEUFELD,
2009). Para a fibroina de seda, esse valor é proximo de 0,95 (WHITTAKER et
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al., 2014). Os valores de x encontrados a partir do modelo de Flory-Huggins
foram abaixo de 0,5 sugerindo que a agua pode ser um bom solvente para
ambos polimeros nas condigdes estudadas (PRAUSNITZ, LICHTENTHALER,
DE AZEVEDO, 1998).

A curva binodal pode ser determinada experimentalmente pelo método
de ponto de névoa, em que as solugdes limpidas dos polimeros sao misturadas
controladamente até que a blenda se torne turva e a mistura € considerada
bifasica. Para o sistema fibroina-alginato, esse experimento € dificil de ser feito
na pratica pelas limitagdes mencionadas anteriormente, como o rapido
turvamento da blenda mesmo em baixas fracdes massicas de fibroina de seda
e alginato de sdédio. No entanto, foi possivel estimar a curva binodal a partir do

modelo de Flory-Huggins, mostrada na Figura 37.

O valor do desvio médio quadratico (DMQ) do modelo foi cerca de 2%.
Apesar do DMQ ser pequeno, a baixa adequagao dos dados experimentais ao
modelo de Flory-Huggins é notada com facilidade no diagrama ternario. Por se
tratar de uma regido pequena do diagrama de fases, pequenas variagdo na
fragdo massica podem provocar mudangas significativas nas linhas de
amarragao do diagrama. Isso fica mais claro quando, por exemplo, os erros
médios das medidas de fracdo massica experimentais sdo plotados no

diagrama ternario, como mostrado na Figura 38.

Tabela 13: Valores dos parametros de Flory-Huggins e do desvio meédio
quadratico para o sistema fibroina de seda-alginato de sodio e agua calculado

utilizando os dados de equilibrio a 25 °C.

XsAsF XsrFwa Xsawa DMQ

Alginato-M 0,0087 0,1240 0,0301 1,93
Alginato-G 0,0060 0,0886 0,0163 1,41
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Figura 37: Diagrama de equilibrio de fases do sistema fibroina de seda, agua e
alginato-M (a) e fibroina de seda, agua e alginato-G (b) a 25 °C. Pontos iniciais
de mistura (e), fase liquida (A), fase sélida (o). Linhas de amarragéo obtidas a
partir dos dados experimentais (-.-) e obtida a partir do modelo de Flory-

Huggins (-).
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Figura 38: Diagrama de equilibrio de fases para o sistema fibroina de seda-
alginato-M (a) e fibroina de seda-alginato-G (b). Fase liquida (A), fase sdlida
(o), pontos iniciais de mistura (m), linhas de amarragéo (-), regidao de
variabilidade das fases liquida e sodlida calculada utilizando o erro médio das
medidas experimentais (n=3) (- -).
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Devido a baixa adequagdo do modelo de Flory-Huggins aos dados
experimentais, 0 modelo RPA foi utilizado para calcular novos valores para os
parametro de Flory-Huggins e utiliza-los novamente na equagao extendida de
Flory-Huggins. O modelo RPA foi escolhido, pois, a literatura apresenta-o como
um bom modelo para sistemas coloidais e que tenham aminoacidos e proteinas
em sua composicao (TAVARES; PRAUSNITZ, 2004).

Para determinar o novos valores de Xsrwa € Xsawa, @ equagao 14,

apresentada no Capitulo 3 foi utilizada. Ao contrario do modelo de Flory-
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Huggins classico, o parametro de Flory-Huggins utilizado no modelo RPA varia
com a fracdo volumétrica dos componentes do sistema, conforme mostrado
nas Figura 39 e 42. Para os pares polimero-solvente (Figura 39), é possivel
observar que os valores do parédmetro de Flory-Huggins/RPA sao positivos e
crescem exponencialmente a medida que a fracdo volumétrica aumenta,
aproximando-se do valor critico de miscibilidade entre polimero e solvente (x =
0,5) (PRAUSNITZ, LICHTENTHALER, DE AZEVEDO, 1998). Na pratica,
observa-se que, ao aumentar a fracdo volumétrica do polimero, ha uma

tendéncia de precipitacdo e formacao de uma fase sélida.

Figura 39: Comparacado dos paréametros de Flory-Huggins (Xsrwa © Xsawa)
calculados pelo modelo classico de Flory-Huggins e pelo modelo RPA para o

sistema alginato-M/agua, alginato-G/agua e fibroina/agua.
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Para a determinagdo do parametro Xsrsa, @ equagdo 14 também foi
utilizada. Ela é aplicada para sistemas binarios, entdo, para que o modelo
representasse melhor o sistema estudado, a fragcdo massica de agua foi
adicionada a equagao 14 como uma constante (C), visto que a quantidade de

agua varia pouco na regido do diagrama de fases estudada (de 97% a 99%). A
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variagdo do parametro de Flory-Huggins para o par fibroina-alginato em fungao

da fragao volumétrica de fibroina de seda esta mostrada na Figura 40.

Figura 40: Comparagao do parametro de Flory-Huggins (Xsrsa) calculado pelo
modelo classico de Flory-Huggins e pelo modelo RPA para o sistema fibroina,
agua e alginato-M (a) e fibroina, agua e alginato-G (b) com diferentes fragdes

volumétricas fixas de agua.
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Observa-se que os graficos apresentam tendéncias similares,
independente da fragdo volumétrica de agua considerada. O valor do
parametro de Flory-Huggins calculado por RPA se aproxima do valor obtido
pelo modelo classico a medida que a fracdo volumétrica de fibroina de seda

aumenta e de alginato de sédio diminui. E possivel, entdo, que os modelos
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possuam resultados semelhantes para sistemas em que ha uma dissociagéo

completa entre os polimeros.

Os parametros de Flory-Huggins, geralmente, ndo variam com a fragéo
massica dos componentes do sistema. Por isso, a média dos valores dos
parametros calculados pela equagdo do modelo RPA (Tabela 14) foi utilizada
para o ajuste do modelo de Flory-Huggins. Os valores das fragdes massicas
tedricas (Tabelas A5 e A6) foram plotadas no diagrama ternario apresentado
na Figura 41 e o valor de DMQ para cada sistema esta indicado na Tabela 14.
E possivel notar que o desvio médio quadratico para o sistema com alginato-M
apresentou um ajuste ligeiramente melhor do que utilizando o modelo de Flory-
Huggins classico, o que pode indicar que o modelo Flory-Huggins/RPA é mais
adequado a sistemas compostos por polimeros que tém a tendéncia de, em

solucéao, apresentar cadeias mais lineares.

Tabela 14: Valores dos parametros de Flory-Huggins e do desvio meédio
quadratico (DMQ) para o sistema fibroina de seda, alginato de sédio e agua

calculado utilizando a equacao do modelo RPA.

XsasrF Xsrwa Xsawa DMQ
Alginato-M 0,0018 0,0815 0,0725 1,66
Alginato-G 0,0011 0,0815 0,0850 1,93

E importante frisar que os parametros calculados utilizando a equacdo
do modelo RPA foram obtidos na condicdo de S(Q=0), em que o fator de forma
€ igual a 1, o que torna o ajuste bastante simplificado. Nessa situagao, a média
do parametro de interacdo SF-SA é proxima a zero, 0 que indicaria a néo
interacao entre os polimeros, o que é sabido que acontece. Seria interessante,
entdo, investigar condigdes em que Q # 0 por meio da técnica de espalhamento
de néutrons a baixo angulo (SANS) e verificar se ha um melhor ajuste dos
dados (HAMMOUDA, 1994; KRUIF; TUINIER, 2001; REICHART et al., 1997).
Ainda ndo é possivel realizar essa analise no Brasil. Hd um projeto em
andamento para a construgdo do Reator Multiproposito Brasileiro (RMB) no

estado de Sao Paulo, que vai utilizar feixe de néutrons e possibilitar a
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realizacao de SANS. Dessa forma, no futuro, sera possivel utilizar essa técnica

para explorar o sistema fibroina-alginato.

Figura 41: Diagrama de equilibrio de fases do sistema fibroina de seda, agua e
alginato-M (a) e fibroina de seda, agua e alginato-G (b) a 25 °C. Pontos iniciais
de mistura (e), fase liquida (A), fase sdlida (o). Linhas de amarragdo obtida a
partir dos dados experimentais (-.-) e obtidas a partir do modelo de Flory-
Huggins/RPA (-).
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5.9.2 Modelos NRTL e UNIQUAC

Os dados experimentais de fracdo massica também foram utilizados
para calcular os parametros de interagdo dos modelos NRTL e UNIQUAC,
mostrados na Tabela 15. Os valores de fragdo massica calculados a partir dos
modelos termodinamicos estado mostrados nas Tabelas A5 a A8 do Apéndice A

e foram plotados nos diagramas ternarios mostrados nas Figura 42 e 45.

Para o modelo NRTL, os valores dos parametros ajustaveis (Ai; e A;) e
de n&o-aleatoriedade (a;;) fibroina-alginato e alginato-agua apresentaram
valores significativamente diferentes ao alterar o tipo de alginato de sodio
utilizado. O mesmo néo foi observado para os parametros ajustaveis relativos
ao par fibroina-agua, que possuem valores diferentes, porém da mesma ordem

de grandeza.

O modelo UNIQUAC apresentou um bom ajuste aos dados
experimentais. Diferente do modelo NRTL, os parametros ajustaveis (A;j e Aj;)
nao apresentaram diferengas significativas com a mudancga do tipo de alginato
de sodio, com valores na mesma ordem de grandeza para ambos os sistemas,

exceto o pardmetro A4, referente ao parametro ajustavel fibroina-alginato.

As diferengas entre os parametros observadas podem ser consequéncia
da mudancga de configuracdo da cadeia do alginato de sodio, visto que para o
par fibroina-agua n&o foram observadas mudangas significativas. A fragdo dos
grupos M e G na cadeia do alginato de sddio ocasiona mudanga na disposigao
dos grupos funcionais, conforme verificado nos experimentos de XPS.
Entretanto, € importante reconhecer que a massa molar pode ter efeito na
entropia de mistura, visto quanto maior o seu valor, maior € a cadeia polimérica
e menores sdo as possibilidades de arranjo molecular. Esses dois fatores
(disposi¢ao de blocos M/G e massa molar), podem acarretar modificagbes na
interacdo entre o alginato de sdédio e os outros componentes. Um trabalho
futuro pode explorar a contribuicdo especifica de cada um desses fatores na
morfologia das blendas estudadas. Os modelos NRTL e UNIQUAC
apresentaram valores de DMQ menores do que o modelo de Flory-Huggins e
Flory-Huggins/RPA e o que melhor se adequou aos dados experimentais foi o
UNIQUAC. E possivel que isso ocorra, pois, o modelo UNIQUAC utiliza dados
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de forma e volume das moléculas envolvidas no sistema para a determinagao

dos parametros ajustaveis, o que pode gerar melhores resultados.

Tabela 15: Valores dos parametros de interagdo e do desvio médio quadratico
(DMQ) para o sistema ternario formado pela fibroina de seda (1), alginato de
soédio (2) e agua (3) para os modelos NRTL e UNIQUAC para os diferentes

alginatos de sddio utilizados.

Modelo Sistema Lj A Ajj ai; DMQ
1,2 -3000.0 -2665,4 0,3760
Alginato-M 1,3 1925 8 10392 0,2000 1,07
2,3 782,10 2971,2 0,4700
NRTL
1,2 935,01 -65,914 0,4700
Alginato-G 1,3 -2520,3 15031 0,2000 0,99
2,3 2183,4 -15,325 0,2598

12 ggagq -332.16 .

Alginato-M ~ 1:3 553,24 990,73 - 0,56
2,3 -163,24 548,37 ;
UNIQUAC
1,2 809,31  -265,50 -
Alginato-G 1,3 -519,67  1052,9 - 0,45

2,3 -109,94 342,78 -
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Figura 42: Diagrama de equilibrio de fases do sistema fibroina de seda, agua e
alginato-M (a) e fibroina de seda, agua e alginato-G (b) a 25 °C. Pontos iniciais
de mistura (e), fase liquida (A), fase sélida (o). Linhas de amarragao obtida a

partir dos dados experimentais (-.-) e obtida a partir do modelo NRTL (-).
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Figura 43: Diagrama de equilibrio de fases do sistema fibroina de seda, agua e
alginato-M (a) e fibroina de seda, agua e alginato-G (b) a 25 °C. Pontos iniciais
de mistura (e), fase liquida (A), fase sélida (o). Linhas de amarragao obtida a

partir dos dados experimentais (-.-) e obtida a partir do modelo UNIQUAC (-).
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Uma outra abordagem termodindmica para o sistema é a partir do
estudo do efeito salting out do alginato de sddio no sistema ternario, o qual foi

investigado pela Equacdo de Cohn, a qual pode ser utilizada para analisar



Capitulo 5: Resultados e Discussao

separagdes de fase do tipo liquido-sdlido. Os parametros B e K, obtidos a partir
do ajuste dos dados experimentais (Figura 44) para cada sistema estdo
mostrados na Tabela 16. O parametro K, € chamado de constante de salting
out e expressa a capacidade do alginato de sédio em induzir esse efeito. O
valor obtido para o alginato-G foi superior ao alginato-M, o que sugere que ele

possui maior capacidade de precipitar a fibroina de seda.

O fendbmeno de salting out ocorre quando moléculas soluveis em agua
sdo excluidas da fase aquosa devido a alta concentragdo de um sal
(TIMASHEFF, 1993). Apesar de nao ser, por definicdo um sal, o alginato de
sddio promove um efeito similar, pois por ser hidrofilico, o polimero permanece
solvatado em agua, estimulando as interagdes fibroina-fibroina e sua posterior
precipitacdo. Um fenbmeno semelhante é observado em sistemas fibroina-PEG
(MATSUMOTO et al., 2006). Brada (2019) investigou sistemas de fibroina de
seda e alginato de sddio e modelou os dados de equilibrio a equagao de Cohn,
obtendo valores de K; de mesma ordem de grandeza. A autora utilizou um
mesmo alginato de sédio em diferentes pHs e verificou que o aumento do pH

nao causa efeitos significativos no fenédmeno de salting out.

Além da diferenca na proporgéao de grupos M e G, os alginatos de sodio
utilizados diferem significativamente em relagcdo a sua viscosidade e massa
molar, que sdo maiores no alginato-G. E possivel que, por possuir uma cadeia
maior, o alginato-G tenha um maior volume molar, necessitando de mais
moléculas de agua para solvata-lo e, por isso, o efeito de salting out seja mais

pronunciado quando este é utilizado.

Franco e Pess6a Filho (2013) estabeleceram uma relagdo entre o
segundo coeficiente virial osmoético e a Equacédo de Cohn, dada pela Equagéao
46. Por meio dela € possivel determinar os valores do segundo coeficiente virial
osmotico a partir da constante de salting out. Essa equacéao foi escolhida por
utilizar parametros facilmente ajustaveis e por ela apresentar uma boa

correlagao em sistemas com diferentes tipos de proteinas (FRANCO, 2012).

In (%) = Ks(Mgsq — Msqr™) equagao 46
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Onde B e B* sdo coeficientes virial osmético e coeficiente virial osmotico em
um estado de referéncia, respectivamente; Ks é a constante de salting out
obtida a partir da Equagao de Cohn e m,,;; € m,,;* sdo as concentragdes de sal

em uma determinada condicdo e em um estado de referéncia.

A partir dessa relagao, graficos relacionando o coeficiente virial osmotico
e a concentragdo de alginato de sodio foram obtidos, como mostrado na Figura
45. Esses graficos podem ser utilizados para se analisar qualitativamente a
tendéncia de mudanga do coeficiente do virial com a mudanga do alginato

utilizado, visto que esse parametro nao foi determinado experimentalmente.

Figura 44: Solubilidade da fibroina de seda em solugbdes de alginato-M (a) e

alginato-G (b) a 25 °C (1). Linearizagdo dos dados experimentais para

obtengao dos parametros da Equacgao de Cohn (2).
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Tabela 16: Constante de solubilidade (K) e constante B obtidos por meio da

linearizagdo dos dados experimentais e ajuste a equagao de Cohn.

Tipo de alginato B K, (mL/g) R?
Alginato-M -0,0746 77,4 0,99
Algnato-G -0,4936 199,3 0,85

Figura 45: Segundo coeficiente virial osmotico tedrico da fibroina de seda em
solugdes de alginato-M (m) e alginato-G (e) calculado utilizando a Equagéao 46,

a partir dos dados obtidos da equagao de Cohn.
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CAPITULO 6: CONCLUSAO E SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Foi possivel identificar diferengas entre a composi¢cdo dos alginatos de
sédio utilizados e que a proporcdo entre grupos M e G tem influéncia
significativa no mecanismo de separagao de fases tanto em solugdo como no
estado solido (membranas) e no equilibrio termodindmico das blendas de

fibroina de seda e alginato de sédio.

Alginato-M, proveniente de algas marinhas da espécie Macrocystis
pyrifera, apresentaram maior quantidade de grupos manurdnicos (M) e menor
massa molar quando comparados ao alginato-G, proveniente de algas
marinhas da espécie Laminaria hyperboria, que apresentou maior quantidade
de grupos gulurdnicos (G). Além da diferenga na proporgao de grupos M e G e
massa molar, os alginatos de sédio apresentaram mudancgas na quantidade de
grupos carboxilicos desprotonados, o que pdde ser verificado por DLS e XPS.
Para a fibroina de seda, foi possivel verificar que, apds a didlise, ainda ha

tracos de ions Ca®* em sua solugao.

Com auxilio da técnica de espalhamento de luz estatico foi possivel
acompanhar a mudanca do perfil de espalhameto de luz com a evolugao
cinética da separacao de fases e formacao da fase solida. Diferengas entre as
blendas preparadas com alginato-M e alginato-G foram identificadas, tanto para
as blendas em solugdo quanto para as membranas. As blendas em solucao
preparadas com alginato-M apresentaram uma maior regido em que O
espalhamento de luz do tipo halo foi identificado, quando comparado com as
blendas preparadas utilizando alginato-G, sugerindo a presenga de fases mais
organizadas, com dominios de fase periddicos. Ja para as membranas, o perfil
de espalhamento foi modificado e as blendas preparadas com alginato-G
apresentaram espalhamento de luz com a presenga de halo, sugerindo que a
remogao do solvente pode alterar a organizagdo das fases. Visto que o
alginato-G possui mais grupos gulurdnicos, capazes de formar estruturas auto-
organizadas do tipo caixa de ovos, € possivel que um aumento na
concentracio local de ions Ca* (presente na solugado de fibroina de seda)

favorega a formacao de fases com dominios periddicos.
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Com os dados de equilibrio foi possivel obter diagramas de fases e
realizar ajustes aos modelos termodinamicos de Flory-Huggins, RPA, NRTL e
UNIQUAC, além de verificar o efeito salting out de cada alginato de sédio a
partir da equagéo de Cohn. O modelo termodinamico que apresentou melhor
ajuste aos dados experimentais de equilibrio foi o UNIQUAC, com menor valor
de desvio médio quadratico. Para os modelos NRTL e UNIQUAC foi possivel
observar diferencas nos parametros de interacdo entre os sistemas que
utilizaram alginato-M e alginato-G, indicando que esses modelos
termodindmicos foram mais sensiveis as variacbes dos alginatos de sdédio
utilizados em cada sistema. Em relacdo aos parametros de solubilidade, o
alginato-G apresentou constante Ks maior, sendo mais eficiente em precipitar a

fibroina de seda.

Os resultados obtidos representam um avango no estudo termodinamico
de blendas utilizando fibroina de seda e alginato de sddio, polimeros naturais
que tém alto potencial de aplicagdo em diversos biomateriais. Eles corroboram
estudos sobre a importdncia da fonte dos polimeros naturais e suas
consequéncias sob os biomateriais obtidos a partir deles. Espera-se que os
dados apresentados sejam utilizados como base e guia para outros estudos,
sejam eles voltados para aplicagao da fibroina em biomateriais ou estudos

tedricos de interacdo dessa proteina com outras macromoléculas.

Considerando o que foi abordado nessa tese, sugere-se que o0s
proximos trabalhos sobre as blendas de fibroina de seda e alginato de sodio
explorem a influéncia da massa molar, da temperatura e do pH no equilibrio de
fases. Além disso, devido aos biopolimeros apresentarem carga em solugéo, a
introdugdo de polieletrélitos, como dextran sulfato de sodio (DSS), nesse
sistema pode ser interessante. E possivel que ocorra mudancas nas interacdes
polimero-polimero, trazendo maior complexidade ao estudo e alterando o
equilibrio termodinamico. A utilizagdo de algumas técnicas também podem
trazer mais informagdes a este sistema, por exemplo, o uso do método de gota
suspensa para explorar o mecanismo de separacéo de fases e a utilizagcado de
um microscopio de luz polarizada para explorar a separacgao liquido-liquido que

foi observada.
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CAPITULO 7: APENDICE A - Informagdes suplementares para as blendas
de fibroina de seda e alginato de sédio

Figura A 1. Curvas de espalhamento de luz versus distancia das blendas
SF10SA0sWAgs5 (a), SF15SA05WAgs (b), SFo5SA10WAgs 5 (C), SF10SA10WAgs
(d), SF15SA1 0WAg7 5 (e) preparadas com alginato-M. As imagens apresentadas

foram obtidas nos dias 1 e 7.
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Figura A 2 Curvas de espalhamento de luz versus distancia das blendas
SFo5SA15WAgs (a), SF10SA15WAg75 (b), SF15S5A15sWAg7 (C), SF05SA20WAg75
(d), SF1,0SA20WAg7 (e) preparadas com alginato-M. As imagens apresentadas

foram obtidas nos dias 1 e 7.
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Figura A 3: Curvas de espalhamento de luz versus distancia das blendas
SF1,0SA0sWAgs5 (a), SF15SA0sWAgs (b), SFo5SA10WAgs5 (C), SF10SA10WAgs

(d), SF15SA1 0WAg7 5 (€) preparadas com alginato-G. As imagens apresentadas

foram obtidas nos dias 1 e 7.
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Figura A 4: Curvas de espalhamento de luz versus distancia das blendas
SFo,5SA15WAgs (a), SF1,0SA15sWAg75 (D), SF15SA15WAg7 (C), SFo5SA20WAg75
(d), SF1,0SA20WAy7 (e) preparadas com alginato-G. As imagens apresentadas

foram obtidas nos dias 1 e 7.
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Tabela A 1: Média e erro médio das fragdes massicas de fibroina de seda, alginato-M e agua das fases liquida e sélida obtidas

experimentalmente (n=3).

Fase liquida Fase sélida
SF SA WA SF SA WA
SFos5SA.s WAge  1,77x107#1,13x10™  2,79x107°+1,49x10°  0,99+2,24x10° 2,51x10°%8,54x10°  1,79x107+4,75x10° 0,96+1,72x10
SF10SAss WAgss  1,38x107°£9,85x10°  1,52x107°#1,73x10°  0,99+1,63x10° 3,68x107°+5,39x10°  1,42x107+2,97x10” 0,95+3,30x10
SF15SAs WAgs  6,31x107£7,76x10™  4,81x107+1,76x10"  0,99+4,85x10” 7,25x10°%4,16x10°  2,21x107£9,19x10” 0,91+3,24x10”
SFos5SA1 o WAgs  2,09x107%£1,91x10"  2,34x107°£5,39x10™  0,99+7,25x10™ 4,06x107°+2,19x10°  6,61x107+5,18x10~ 0,89+2,99x10
SF10SA o WAgs  1,67x107£5,08x10°  1,74x107°+1,54x10°  0,99+2,09x10° 4,78x10°%3,86x10°  3,98x10°%+2,80x10°  0,91+6,66x10™
SF15SA o WAg; s 2,42x107°£3,67x10°  1,46x10°£1,29x10°  0,99+1,76x10° 5,84x107°+3,79x10°  3,39x107+1,87x10~ 0,91+5,66x10™
SFos5 SA15s WAgs  6,55x107#6,11x10™  7,92x107°+4,27x10°  0,99+£3,66x10° 4,61x10°%£5,64x10°  9,04x107£3,17x10™ 0,86+2,60x10™
SF10SA5s WAg;5  2,08x107%£2,01x10”"  7,23x107°#6,15x10°  0,99+5,93x10° 5,94x107°+1,82x10°  6,36x107+4,41x10~ 0,88+6,24x10™
SF.5SA s WAg;  6,46x107+6,44x10™  1,36x107°+2,09x10°  0,98+2,73x10° 7,74x10°£1,60x10°  2,73x107%4,29x10° 0,89+1,17x10”
SFos SA20 WAg 5 3,29x10742,89x10*  1,07x107%#6,32x10°  0,9946,03x10”°  3,92x107+2,69x10°  9,03x10%#4,77x10°  0,87+5,04x107
SF10SA 0 WAg;  3,59x107+1,49x10°  2,00x107+6,30x10°  0,98+6,32x10°  7,05x107°+2,65x10°  5,58x107°+6,96x10°  0,87+4,32x10”
SFos SA2s WAg;  3,18x107°+3,77x10™  1,58x107#4,72x10°  0,98+£1,01x10° 4,88x107°+6,37x10°  1,08x107'+4,50x10°  0,84+5,14x10~

Blendas
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Tabela A 2: Média e erro médio das fragbes massicas de fibroina de seda, alginato-G e agua das fases liquida e sdélida obtidas

experimentalmente (n=3).

Fase liquida Fase sdlida
SF SA WA SF SA WA
SFos5SA.s WAgy  5,45x107£3,92x10™  9,70x107+5,30x10™  0,99+8,48x10” 4,06x10°£7,90x10°  3,77x107%5,53x10” 0,92+1,34x10”
SF10SA.s WAgss  6,33x107°44,71x10"  544x107£3,07x10™  0,99+7,68x10™ 5,68x107°+1,19x10°  2,74x107°+5,49x10” 0,92+1,74x10°
SF15SAs WAgs  9,38x107#1,12x10°  7,37x107+4,96x10*  0,99+1,59x10° 7,23x10°4£2,37x10°  2,23x107%6,79x10” 0,91+3,04x10”
SFos5SA1 o WAgs  1,34x10°%£1,86x10°  7,84x107°£5,97x10™  0,99+6,52x10" 5,84x107°+5,03x10°  6,26x107+1,73x10~ 0,88+6,25x10™
SF10SA1 o WAgs  1,75x107+1,49x10°  4,20x107°+8,57x10"  0,99+8,19x10” 6,42x10°£1,39x10°  4,95x107+4,59x10” 0,89+1,44x10”
SF5SA o WAg; s  1,77x10°£2,30x10°  3,39x10°#1,53x10°  0,99+2,00x10° 7,20x107°+1,13x10°  3,87x107°+6,30x10°  0,89+1,08x10~
SFos SA1s WAgg  1,69x107°+2,13x10°  1,21x107#6,26x10°  0,99+£8,39x10° 4,20x107+1,32x10°  5,73x107£5,03x10°  0,90+6,35x10~
SF10SA1 s WAg; 5  1,12x10°£1,33x10°  1,17x107£2,67x10°  0,99+4,00x10° 7,34x107°+6,21x10°  4,58x107+1,63x10~ 0,88+2,25x10
SF.5SA s WAg;  1,08x107°#8,77x10™  6,09x107°+4,37x10°  0,99+£3,50x10° 8,02x10°%3,55x10°  5,51x107%5,14x10” 0,86+4,07x10”
SFos SA20 WAg 5 3,62x10742,74x10%  1,13x10%£7,42x10*  0,99+1,02x10°  4,02x107+6,91x10°  8,69x10%£3,20x10*  0,87+3,89x107
SF10SA 0 WAg;  9,20x107+7,10x10™  1,23x107+6,58x10°  0,99+7,29x10° 597x107+2,46x10°  7,05x107+2,31x10°  0,87+2,06x10”
SFos SA2s WAg;  2,69x107°+2,25x10°  2,19x107+5,93x10°  0,97+3,68x10° 3,49x107+2,33x10°  9,52x107'+3,44x10°  0,87+1,11x10~

Blendas
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Tabela A 3: Valores teoricos de fragdo massica de fibroina de seda, alginato-M e agua calculados pelo modelo de Flory-Huggins.

Fase liquida Fase sodlida

Blendas SF SA WA SF SA WA
SFo5 SAos WAgg 4,48 x107 7,82 x107 0,99 3,00 x10 2,67 x10 0,94
SF1.0 SAgs WA 5 5,02 x10° 4,30 x10 0,99 4,51 x10 1,97 x10 0,93
SF1.5 SAgs WAgg 6,47 x10° 1,10 x10 0,99 6,65 x10 3,79 x107 0,89
SFo5 SA10 WAgg 5 2,63 x10” 7,42 x107 0,99 5,59 x10 4,75 x107 0,90
SF10 SA10 WAgg 2,93 x10” 4,96 x10™ 0,99 6,03 x10 4,51 x10™ 0,89
SF15SA10 WAz 5 4,62 x10™ 2,63 x10° 0,99 6,37 x10 4,20 x10 0,89
SFo5 SA15 WA 2,38 x10™ 1,27 x10 0,98 5,06 x10™ 5,19 x10™ 0,90
SF10 SA15 WAg7 5 3,37 x10° 4,30 x10 0,99 8,51 x10 6,06 x10 0,85
SF15 SA15 WAy 2,03 x10° 3,50 x10° 0,99 8,42 x107 6,06 x10 0,85
SFo5 SA20 WA 5 1,65 x107° 1,74 x10 0,98 4,14 x107° 5,63 x10™ 0,90
SF10 SA20 WAy, 2,22 x107 6,60 x10™ 0,99 6,81 x10™ 8,68 x10 0,84
SFo.5 SA25 WAy 1,96 x10 2,14 x10 0,98 3,31 x107 5,90 x10 0,91
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Tabela A 4: Valores teoricos de fragdo massica de fibroina de seda, alginato-G e agua calculados pelo modelo de Flory-Huggins.

Fase liquida Fase sélida

Blendas SF SA WA SF SA WA
SFo5 SAos WA 4,48 x107 7,82 x107 0,99 3,00 x10 2,67 x10 0,94
SF1.0 SAgs WAgg 5 5,02 x10° 4,30 x10 0,99 4,51 x10 1,97 x10 0,93
SF15 SAgs WA 6,47 x10° 1,10 x10 0,99 6,65 x10 3,79 x107 0,89
SFo5 SA10 WAgs 5 2,63 x107 7,42 x107 0,99 5,59 x10 4,75 x107 0,90
SF10 SA10 WA 2,93 x10” 4,96 x10™ 0,99 6,03 x10 4,51 x10™ 0,89
SF15SA10 WAz 5 4,62 x10° 2,63 x10° 0,99 6,37 x10 4,20 x10 0,89
SFo5 SA15 WA 2,38 x107 1,27 x10 0,98 5,06 x10™ 5,19 x10™ 0,90
SF10 SA15 WAz 5 3,37 x10° 4,30 x10 0,99 8,51 x10 6,06 x10 0,85
SF15 SA15 WAg7 2,03 x10° 3,50 x107° 0,99 8,42 x107 6,06 x10 0,85
SFo5 SA20 WAg7 5 1,65 x107° 1,74 x10 0,98 4,14 x107° 5,63 x10™ 0,90
SF10 SA20 WA? 2,22 x107 6,60 x10™ 0,99 6,81 x10™ 8,68 x10 0,84
SFo.5 SA25 WAg, 1,96 x10 2,14 x107 0,98 3,31 x107 5,90 x10 0,91
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Tabela A 5: Valores tedricos de fragcdo massica de fibroina de seda, alginato-M e agua calculados pelo modelo de Flory-

Huggins/RPA.
Fase liquida Fase sodlida

Blendas SF SA WA SF SA WA
SFo5 SAos WAgg 1,18 x10 2,37 x107 0,99 3,11 x10™ 6,73 x107 0,96
SF1.0 SAgs WA 5 8,83 x10™ 1,51 x107 0,99 4,36 x10 8,89 x10 0,95
SF1.5 SAgs WAgg 8,89x107 1,10 x10° 0,99 4,57 x10 6,71 x10° 0,95
SFo5 SA10 WAgg s 1,64 x10° 8,36 x10™ 0,99 2,92 x10 1,42 x10™ 0,83
SF10 SA10 WAgg 3,27 x10° 1,74 x107 0,99 4,24 x10 4,35 x10 0,91
SF15 SA10 WAz 5 2,61x10° 1,46 x107 0,99 9,92 x107° 8,62 x10 0,90
SFo5 SA15 WA 4,06 x10~ 5,71 x10™ 0,99 3,49 x10 9,46 x10™ 0,87
SF10 SA15 WAg7 5 5,23 x10° 5,01 x10™ 0,99 5,94 x10 6,36 x10 0,88
SF15 SA15 WAy 6,92 x10 7,12 x10™ 0,99 7,74 x107 2,73 x107 0,86
SFo5 SA20 WAz 5 5,23 x10™ 6,24 x10™ 0,99 3,92 x10 9,03 x10 0,87
SF10 SA20 WAy, 5,89 x10™ 4,83 x10™ 0,99 7,05 x10 5,58 x10 0,87
SFo.5 SA25 WAy 1,96 x10 3,52 x10™ 0,99 6,26 x10° 1,39 x10™ 0,85
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Tabela A 6: Valores tedricos de fragdo massica de fibroina de seda, alginato-G e agua calculados pelo modelo de Flory-

Huggins/RPA.
Fase liquida Fase sodlida

Blendas SF SA WA SF SA WA
SFo5 SAos WAgg 1,18 x10 2,37 x107 0,99 3,11 x10™ 6,73 x107 0,96
SF1.0 SAgs WA 5 8,83 x10™ 1,51 x107 0,99 4,36 x10 8,89 x10 0,95
SF1.5 SAgs WAgg 8,89 x10° 1,10 x10° 0,99 4,57 x10 6,71 x10° 0,95
SFo5 SA1 o WA 5 1,72 x10° 3,08 x10™ 0,99 2,92 x10 1,42 x10™ 0,83
SF10 SA10 WAgg 3,27 x10° 1,74 x107 0,99 4,24 x10 4,35 x10 0,91
SF15 SA10 WAz 5 2,61x10° 1,46 x107 0,99 9,92 x107° 8,62 x10 0,90
SFo5 SA15 WA 4,06 x10~ 2,20 x10™ 0,99 3,49 x10 9,46 x10™ 0,87
SF10 SA15 WAg7 5 5,23 x10° 3,25 x10™ 0,99 5,94 x10 6,36 x10 0,88
SF15 SA15 WAy 6,92 x10 3,25 x10™ 0,99 7,74 x107 2,73 x107 0,89
SFo5 SA20 WAz 5 5,23 x10™ 1,93 x10™ 0,99 3,92 x10 9,03 x10 0,87
SF10 SA20 WAy, 5,89 x10™ 1,67 x10™ 0,99 7,05 x10 5,58 x10 0,87
SFo.5 SA25 WAy 1,96 x10 9,24 x10° 0,99 6,26 x10° 1,39 x10™ 0,85
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Tabela A 7: Valores teoricos de fragdo massica de fibroina de seda, alginato-M e agua calculados pelo modelo NRTL.
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Fase liquida Fase sélida

Blendas SF SA WA SF SA WA
SFo5 SAos WAgg 1,44 x10° 4,60 x10~ 0,99 3,11 x10™ 1,75 x10 0,95
SF1.0 SAgs WA 5 5,70 x10° 2,35 x10™ 0,99 4,19 x10 1,48 x10 0,95
SF1.5 SAgs WAgg 1,45 x10°® 3,01 x10° 0,99 4,92 x10 2,95 x10 0,92
SFo5 SA10 WAgg 5 4,83 x10”° 1,42 x10 0,98 5,83 x10 7,13 x10 0,87
SF10 SA10 WAgg 5,48 x10° 4,69 x10™ 0,99 5,82 x10 4,37 x10 0,90
SF15SA10 WAz 5 7,84 x10° 2,25 x10 0,99 6,88 x10 3,85 x10 0,89
SFo5 SA15 WA 1,12 x10” 2,32 x10 0,98 6,66 x10™ 9,72 x10 0,84
SF10 SA15 WAg7 5 6,09 x10™ 1,55 x10 0,98 7,75 x10 6,72 x10 0,85
SF15 SA15 WAy 1,26 x10°® 3,91 x107 0,99 7,47 x107 3,56 x10 0,89
SFo5 SA20 WA 5 4,36 x10” 2,71 x10% 0,97 5,89 x10 9,67 x10™ 0,84
SF10 SA20 WAy, 9,78 x10™ 1,43 x10 0,98 7,20 x10 4,39 x107 0,87
SFo.5 SA25 WAy 1,66 x10 3,33 x107 0,97 6,71 x107 1,15 x10™ 0,82
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Tabela A 8: Valores teoricos de fragdo massica de fibroina de seda, alginato-G e agua calculados pelo modelo NRTL.
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Fase liquida Fase sélida

Blendas SF SA WA SF SA WA
SFo5 SAgs WA 2,42 x10° 4,34 x10 0,99 4,94 x107° 4,03 x10” 0,91
SF1.0 SAgs WA 5 2,27 x10°® 3,91 x10™ 0,99 6,39 x10 1,34 x10 0,92
SF1.5 SAgs WAgg 8,94 x10® 4,49 x10™ 0,99 8,45 x10 2,60 x10 0,89
SFo5SA10WAgs 1,54 x107° 3,17 x10™ 0,99 9,76 x10 7,39 x10 0,83
SF10 SA10 WAgg 6,66 x10™ 3,32 x10° 0,99 7,30 x10 5,55 x10 0,87
SF15SA10 WAz 5 9,05 x10”° 1,41 x10 0,99 8,33 x10 4,45 x10 0,87
SFo5 SA15 WA 2,70 x10° 7,58 x10 0,99 5,50 x10 6,08 x10 0,88
SF10 SA15 WAg7 5 1,31 x10° 2,14 x10™ 0,99 7,25 x10 1,18 x10 0,91
SF15 SA15 WAy 2,04 x10™™ 2,20 x10° 0,99 9,80 x10 6,44 x10 0,84
SFo5 SA20 WA 5 2,51 x10” 1,70 x10 0,98 5,96 x10™ 9,51 x10 0,84
SF10 SA20 WAy, 5,12 x107° 6,96 x10™ 0,99 7,56 x10 7,85 x10™ 0,84
SFo.5 SA25 WAy 3,78 x10° 2,83 x107 0,97 4,33 x10 9,81 x107 0,86
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Tabela A 9: Valores teoricos de fragdo massica de fibroina de seda, alginato-M e agua calculados pelo modelo Uniquac.

Fase liquida Fase sélida

Blendas SF SA WA SF SA WA
SF15 SAgs WA 2,26 x107 2,14 x107 0,99 4,94 x107° 3,31 x10™ 0,92
SFo5 SA10 WAgg 5 7,80 x10™* 6,68 x10™ 0,99 4,45 x10 6,80 x10 0,89
SF10 SA10 WA 1,63 x107 2,78 x10° 0,99 4,89 x10 4,06 x10 0,91
SF15SA10 WAy 5 2,66 x10™° 1,74 x10° 0,99 4,96 x107° 2,98 x10 0,92
SFo5 SA15 WA 6,26 x10™ 8,91 x10™ 0,99 4,31 x10 8,42 x10 0,87
SFo5 SA20 WAz 5 5,47 x10™ 1,04 x10 0,99 4,30 x10 9,88 x10 0,86
SFo5 SA25 WA7 5,29 x10™ 1,08 x10 0,99 4,31 x107 1,04 x10™ 0,85
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Tabela A 10: Valores tedricos de fragdo massica de fibroina de seda, alginato-G e agua calculados pelo modelo Uniquac.

Fase liquida Fase sdlida

Blendas SF SA WA SF SA WA
SF15SAos WA 1,33x10™ 5,11 x10™ 0,99 7,26 x10 2,28 x10 0,90
SFo5 SA10 WAgg 5 4,35 x10™ 6,16 x10™ 0,99 5,54x10 6,05 x10 0,88
SF10 SA10 WA 5,23 x10™ 3,21 x107° 0,99 6,24 x10 4,83 x10 0,89
SF15SA10 WAy 5 7,22 x10™ 1,62 x10° 0,99 6,77 x10 3,76 x10 0,89
SFo5 SA15 WA 4,34 x10™ 9,10 x10° 0,99 5,03 x10 6,87 x10 0,88
SFo5 SA20 WAz 5 5,44 x10™ 1,67 x10 0,98 4,10 x10 8,32 x10 0,88
SFo5 SA25 WA7 6,91 x10™ 2,28 x10 0,98 3,56 x10™ 9,17 x10 0,87
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CAPITULO 8: APENDICE B - Blendas de fibroina de seda e mucina

Nesse apéndice serao discutidos os resultados obtidos para as
membranas das blendas de fibroina de seda e mucina. Essa etapa foi
desenvolvida, em parte, durante o periodo de doutorado sanduiche, em um
projeto de cooperacéo cientifica do Brasil com a Suécia (CAPES/STINT). O
trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Glicociéncias do Royal Institute of
Technology (KTH, Estocolmo) e foi supervisionado pelo Doutor Thomas

Crouzier.

Mucinas sao glicoproteinas formadas por carboidratos - entre 65-85% - e
proteinas - entre 20-30% - elas sdo um dos principais componentes da mucosa
encontrada no sistema gastrointestinal, respiratorio e reprodutor feminino
(SATCHITHANANDAM et al., 1996). Devido a natureza viscoelastica da
mucina, ela é a maior barreira fisico-quimica do corpo humano, capaz de
lubrificar e proteger nossos 6rgéos internos da degradagdo enzimatica, de
medicamentos (DUFFY; DAVID; CROUZIER, 2015; SATCHITHANANDAM et
al., 1996), microrganismos patogénicos, acido gastrico e toxinas (PETROU;
CROUZIER, 2018). Além disso, ela é um dos substratos para as bactérias
presentes no intestino (SATCHITHANANDAM et al., 1996). A Figura B 1:
Representacdo esquematica da estrutura quimica da mucina formada por uma
cadeia central protéica, com 0s principais aminoacidos, e glicanos em sua
ramificagdo. representa um esquema da estrutura quimica da mucina, na qual
€ possivel observar uma cadeia principal, proteica, e ramificacbes formadas por
polissacarideos.

Os aminoacidos que formam a cadeia principal sdo a prolina, serina e
treonina, que se organizam em sequéncia chamada de PTS (LOUSINIAN et al.,
2018). Os glicanos presentes na sua estrutura permitem interagdes intra e
intermoleculares por meio de ligagdes de hidrogénio, alta hidratagdo e
hidrofilicidade. Além disso, os grupos carboxila e sulfato deixam a molécula
com carga negativa em pH neutro (BANSIL; TURNER, 2006). Ela pode ser
extraida de animais como porcos, vacas, ovo de galinha e agua-viva, sendo
que a fonte de mucina vai influenciar na massa molar, que pode variar entre 0,5
e 20 MDa (BANSIL; TURNER, 2006), na regido rica em cisteina e na presenca
de dominios especificos da molécula (PETROU; CROUZIER, 2018).
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Figura B 1: Representagdo esquematica da estrutura quimica da mucina
formada por uma cadeia central protéica, com os principais aminoacidos, e

glicanos em sua ramificagao.

Principais aminoacidos

o
Cadeia central protéica 0 H
HN'

Prolina

o
0
H
HaN'
e OH

Treonina

glicanos

Serina

Fonte: Modificado de KRAMER et al. (2015).

Ha poucos trabalhos na literatura explorando blendas de fibroina de
seda e mucina. Apesar disso, a compreensao das interagdes entre essas duas
proteinas tém sido exploradas, principalmente, no desenvolvimento de
biomateriais mucoadesivos que utilizam fibroina de seda em sua composicao
(KUNDU; PATRA; KUNDU, 2008; PETROU et al, 2018; SERBAN;
PANILAITIS; KAPLAN, 2012). O principal objetivo do projeto desenvolvido
duranto o doutorado sanduiche foi desenvolver uma membrana assimétrica de
fibroina de seda e mucina para aplicacdo como curativo de alto desempenho
para feridas cronicas. A membrana proposta no projeto era formada de uma
camada densa de fibroina de seda e uma porosa de hidrogel de mucina, como
mostra o esquema da Figura B 2. Para a formagdo desse material, é
necessario que ocorra interagao entre as camadas na interface, regiao em que
uma blenda de fibroina de seda e mucina é formada. Por isso, as interacdes
entre as proteinas e sua miscibilidade utilizando trés blendas com diferentes
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proporcdes volumétricas foram exploradas. Para isso, foram realizadas
analises morfoldgicas, térmicas, de infravermelho e de espalhamento de luz
estatico. Além disso, a incorporagao e liberagdo de fator de crescimento
epitelial (EGF) foram estudadas, visto que essa molécula pode ajudar na
cicatrizacdo das feridas crénicas.

Figura B 2: Esquema para exemplificar a membrana assimétrica de fibroina de

seda e mucina.

Hidrogel de mucina

E ?ﬁ interface

Membrana densa de
fibroina de seda

8.1 Materiais e Métodos
8.1.1.Blendas de fibroina de seda e mucina

Antes do desenvolvimento das membranas assimétricas de fibroina de
seda e mucina, blendas dos polimeros foram estudadas com o objetivo de

simular a regido de interface e estudar sua miscibilidade.

8.1.1.1 Preparo da solugado de mucina e fibroina de seda
Mucina (MU) extraida das glandulas submaxilares bovina (BSM, Sigma-
Aldrich, EUA) foi dissolvida em agua deionizada com concentragcdo de 1% (m/v)
e mantida sob agitagdo por 24 h para completa dissolugdo. A fibroina de seda
foi extraida de casulos do bicho-da-seda, da espécie Bombyx mori doados pela
Bratac (Brasil). O preparo da sua solugao foi feito seguindo a metodologia

apresentada anteriormente.
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8.1.1.2 Preparo das membranas das blendas de fibroina de seda

e mucina
Trés blendas de fibroina de seda e mucina foram preparadas utilizando
solugdes de mesma concentracéo (1% m/v) e variando a fragdo volumétrica

dos polimeros, conforme mostrado na Tabela B 1.

Para o preparo das membranas das blendas, a solugédo de fibroina foi
adicionada a solugdo de mucina sob agitagéo lenta. Apés homogeneizagéao, as
blendas foram dispostas em placas de Petri e secas a 25 °C até a completa

evaporagao do solvente.

Tabela B 1: Fragdes volumétricas de fibroina de seda e mucina utilizadas para

o preparo das blendas de mucina e fibroina de seda.

Blenda Fibroina de seda Mucina
SF25/MUz5 0,25 0,75
SF50/MUsq 0,5 0,5
SF75/MU25 0,75 0,25

8.1.1.3 Caracterizacao das blendas de fibroina de seda e mucina

As membranas das blendas de fibroina de seda e mucina e as
membranas assimétricas foram caracterizadas quanto a morfologia,
degradagao térmica e interagao quimica. As técnicas utilizadas foram potencial
zeta, microscopia Optica (MO) e eletrbnica de varredura (MEV),
termogravimetria (TGA), calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e

espalhamento de luz estatico.

8.1.1.3.1 Microscopia Optica

A microscopia 6ptica foi utilizada para analisar a morfologia da mistura
entre solucdo de fibroina de seda e mucina apds o preparo da blenda. Para
isso, a solugdo de mucina foi colocada em uma lamina de vidro, entdo a
solugado de fibroina de seda foi adicionada a solugdo de mucina e misturada
gentilmente com auxilio de uma espatula. Imagens foram coletadas utilizando

microscopio 6ptico da marca Nikon (Toquio, Japao) modelo Eclipse E200.
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8.1.1.3.2 Potencial zeta
Solugdes de fibroina de seda e mucina de concentragéo igual a 10 g.L™
e as blendas SF,5/MU7s, SF50/MUsy € SF75/MUos foram analisadas quanto ao
potencial zeta utilizando a técnica de espalhamento de luz dinédmico. O
equipamento utilizado foi o ZetaSizer Nanoseries, as medidas foram feitas
utilizando cubeta capilar zeta, ambos da marca Malvern (Worcestershire,
Inglaterra).

8.1.1.3.3 Microscopia eletronica de varredura

A microscopia eletrbnica de varredura (MEV) foi utilizada para investigar
a morfologia das membranas das blendas de fibroina de seda e mucina as
quais foram recobertas com uma fina camada de ouro antes da obtencao das
imagens pelo microscopio eletrénico de varredura modelo FE-SEM S-4800 da
marca Hitach (Jap&o). As amostras foram imersas em nitrogénio liquido para
obtencao das imagens de fratura. As imagens obtidas foram analisadas com o

software Imaged (EUA).

8.1.1.3.4 Ensaios térmicos

A calorimetria exploratoria diferencial (DSC) foi realizada com objetivo de
identificar a temperatura de transicao vitrea (Tg) de cada material e avaliar a
miscibilidade das blendas de fibroina de seda e mucina. Os materiais foram
aquecidos de temperatura ambiente até 100 °C a uma taxa de 10 °C/min e
mantidas nessa temperatura por 10 min. Apds o primeiro aquecimento, as
amostras foram resfriadas até -10 °C a uma taxa de 10 °C/min e entdo o
segundo aquecimento foi feito até 220 °C a uma taxa de 5 °C/min. A analise foi
feita utilizando calorimetro exploratério diferencial modelo DSC1 da marca

Mettler Toledo (Schwerzenbach, Suiga).

A temperatura de degradacao e estabilidade térmica dos materiais foi
avaliada por termogravimetria (TGA). As amostras foram aquecidas de 25 °C a
400 °C a uma taxa de 10 °C/min em atmosfera de N, com vazao igual a 50

mL/min.
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8.1.1.3.5 Espectroscopia de infravermelho por transformada de
fourier (FTIR)

A analise de FTIR teve como objetivo investigar as interagdes entre a
fibroina de seda e mucina bem como as mudancas na estrutura secundaria das
proteinas. Para isso, as membranas foram analisadas em um espectrometro
modelo Nicolet 6700 da marca Thermo Scientific (EUA) utilizando o modo de
refletdncia com microscopio FT-IR Imaging Microscope modelo Nicolet
Continuum da marca Thermo Scientific (EUA). As medidas foram realizadas

entre 4000 e 650 cm™' com resolucdo de 4 cm™ e 64 scans.

8.1.1.3.6 Espalhamento de luz estatico

O espalhamento de luz estatico foi feito utilizando laser de He-Ne de
comprimento de onda igual a 632,8 nm com o aparato apresentado no Capitulo
4. A técnica foi utilizada para as blendas em solugcdo e membranas com o
objetivo de acompanhar as mudangas no espalhamento de luz, identificar o
mecanismo de separacao de fases, possiveis anisotropias e obter informacdes
sobre a microestrutura das blendas. Imagens de espalhamento de luz das
blendas de fibroina de seda e mucina em solugao foram adquiridas logo apés o
seu preparo e a cada 24 h por 7 dias, de modo a acompanhar ao longo do
tempo as mudancas no espalhamentos de luz, que podem ser relacionadas ao
equilibrio de fases. As blendas foram mantidas em banho termostatico a 25 °C.
As imagens foram analisadas utilizando software Image J (EUA).

8.1.2 Desenvolvimento das membranas assimétricas de fibroina

de seda e mucina

8.1.2.1 Preparo da solugdo de mucina funcionalizada com grupos

tetrazina e norboneno para obtec&o do hidrogel
Para preparar o hidrogel de mucina é necessario funcionalizar a proteina
com grupos tetrazina e norboneno. A Figura B 3 mostra um fluxograma com as
etapas necessarias para a funcionalizacdo da mucina. Brevemente, a mucina
foi dissolvida em solugéo de 0,1 mol/L de tampao MES (Merk, Alemanha) e 0,3
mol/L de NaCl, pH 6,5, a 4 °C por 24 h. Apés dissolugao, a funcionalizagao foi
realizada. Para isso, N-hidroxisuccinimida (NHS, Sigma-aldich, EUA) e N-(3-
dimetilaminopropil)-n’-etilcarboimida  (EDC, Sigma-aldich, EUA) foram
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adicionados na proporgdo de 4 mmol por grama de mucina em béqueres
diferentes. Em um deles, tetrazina-amina (Click Chemistry Tools, EUA) foi
adicionada na propor¢do de 1 mmol de tetrazina por grama de mucina e no
outro foi adicionado 5-norborneno-2-metilamina (TCIl Europe N.V., Bélgica) na
propor¢ao de 2 mmol por grama de mucina. Ambos béqueres foram mantidos
sob agitacdo overnight a 4 °C. Apos este tempo, as solug¢des foram dialisadas
utilizando tubos de dialise de 100 kDa a 4 °C por 3 dias, com 3 trocas diarias.
Nos primeiros dois dias utilizou-se solugado de 0,3 mol/L de NaCl e no ultimo a
dialise foi feita com agua ultrapura. Apoés dialise, as solugdes foram congeladas

e liofilizadas por 48 h.

Figura B 3: Fluxograma com as etapas necessarias para a funcionalizagao da

mucina com grupos tetrazina e norboneno.
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8.1.2.2 Preparo do hidrogel de mucina
Para o preparo dos hidrogéis, mucina funcionalizada com tetrazina e
norborneno foi dissolvida em tampao fosfato salino (PBS) em diferentes
béckeres na concentragao desejada (25 mg/mL ou 50 mg/mL) e misturadas em

volumes iguais. A formagéo completa do hidrogel ocorreu apos cerca de 1 h.
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8.1.2.3 Funcionalizagao da fibroina de seda com grupos tetrazina-

amina
A funcionalizagdo da fibroina de seda foi necessaria para formagao da
membrana hibrida. O preparo da solugao de fibroina de seda foi feito conforme
descrito anteriormente na secdo de Materiais e Métodos do Capitulo 4. Apds a
didlise e quantificagcdo por gravimetria, NHS e EDC foram adicionados,
respectivamente, nas propor¢coes de 10% e 20% da massa de fibroina em
solugdo. O sistema foi mantido a 4 °C por 15 min sob baixa agitagdo, apos
dissolugdo dos reagentes, tetrazina-amina foi adicionada na propor¢ao de 1
mmol de tetrazina por g de de fibroina de seda em solugéo. O sistema foi
mantido a 4 °C por 2 h sem agitagado para evitar a formagao de hidrogel de
fibroina de seda. Apds reacdo, a solucao de fibroina funcionalizada foi dialisada
em membrana de didlise utilizando agua ultrapura a 10 °C e trocada a cada 24
h por 3 dias. Para preparar a membrana de fibroina de seda, a solugao foi
ajustada para uma concentracdo de 1% e colocada em uma placa de Petri para
secagem a 25 °C. Apos formagao da membrana, ela foi reticulada utilizando o
método de water annealing, que constiste em colocar a membrana em um
dessecador substituindo a silica por agua destilada e aplicando vacuo no

sistema por 5 horas.

8.1.2.4 Preparo da membrana assimétrica de fibroina de seda e
hidrogel de mucina
Para a formagcdo da membrana assimétrica, o hidrogel de mucina foi
preparado e colocado acima da membrana de fibroina de seda funcionalizada.
O sistema foi deixado em repouso por 1 hora para formagcdo completa do
hidrogel.

8.1.2.5 Caracterizagdo das membranas assimétricas de fibroina

de seda e mucina

As membranas assimétricas e hidrogel de mucina foram caracterizados
quanto a sua morfologia, utilizando MEV, e estrutura quimica, por meio de
FTIR. Para o MEV, as amostras foram preparadas utilizando a técnica de
secagem no ponto critico de CO,. Os hidrogéis e as membranas foram imersas

em solugdo de etanol em proporgdes crescentes: etanol 43%, etanol 96%,
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etanol 98% e etanol 100%. Essa técnica é, geralmente, utilizada para preservar
a morfologia de materiais porosos, fornecendo um resultado mais fidedigno do
tamanho dos poros. As analises foram feitas no Departamento de Tecnologia
em Fibras e Polimeros (KTH, Suécia). As imagens obtidas foram analisadas
com o software Imaged., a média e o desvio padrao do tamanho dos poros foi

calculado utilizando uma area de cerca de 7 pm?.

Ja o FTIR foi utilizado para investigar a estrutura quimica da fibroina de
seda apos a sua funcionalizagdo com tetrazina e também explorar as possiveis
mudangas provocadas pela adigdo do fator de crescimento epitelial (EGF) nas
membranas de fibroina de seda e no hidrogel de mucina. Um espectrémetro
modelo Nicolet 6700 da marca Thermo Scientific (EUA) com modo de
refletancia e microscédpio FT-IR Imaging Microscope modelo Nicolet Continuum
da marca Thermo Scientific (EUA) foi utilizado. As medidas foram realizadas

entre 4000 e 650 cm™' com resolugdo de 4 cm™ e 64 scans.

8.1.2.6 Incorporacgao e liberagéo do fator de crescimento epitelial

O fator de crescimento epitelial foi incorporado em membranas de
fibroina de seda, membrana de fibroina de seda funcionalizada, hidrogel de
mucina e membrana assimétrica de fibroina de seda e mucina. Nas
membranas de fibroina de seda e membranas assimétricas, o EGF foi
adicionado a solugao de fibroina de seda antes do casting. Ja para os hidrogéis
de mucina, ele foi adicionado nas solugdes de mucina funcionalizada com
tetrazina e norborneno. A concentracdo de EGF em todos os materiais foi a

mesma e igual a 100 ng/mL.

Apos a formagcdo das membranas e hidrogéis, os materiais foram
lavados com 200 pyL de PBS duas vezes por 1 min. O EGF que foi liberado nas
lavagens foi considerado o ponto zero da cinética de liberagdo. Apds, 0 mesmo
volume de PBS foi utilizado para realizar o estudo de liberagdo. Nas primeiras 7
h, as aliquotas foram retiradas a cada 1 h. Apds isso, as amostras foram
retiradas uma vez por dia durante 7 dias. Esses tempos foram baseados em
estudos anteriores sobre a liberacdo de EGF em hidrogéis de mucina, em que

se constatou que cerca de 80% do composto era liberado no primeiro dia do
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experimento. A quantificacdo de EGF em cada aliquota foi feita pelo método
ELISA.

8.2 Resultados e Discusséao
8.2.1 Aspectos fisicos das blendas de fibroina de seda e mucina

Antes do preparo das membranas das blendas de fibroina de seda e
mucina, as blendas foram observadas em solucao a fim de verificar se haveria
separagao de fases. A Figura B 4 mostra imagens das blendas logo apds o
preparo e apos oito dias. E possivel notar a formacdo de um precipitado
marrom, que se assemelha ao observado para as blendas de fibroina de seda
e alginato de sddio, indicando separacgao liquido-sdélido entre os polimeros. A
fim de verificar a formagdo das pseudo-micelas, observadas no sistema
fibroina-alginato, as blendas de fibroina e mucina foram analisadas em
microscopio Optico e, diferente do observado para as blendas de fibroina-
alginato, as estruturas néo foram identificadas (Figura B 5).

Figura B 4: Fotos das solugdes de fibroina de seda (a) e mucina (e) e de suas
blendas: SF75/MU,s (b), SFs0/MUsq (¢), SF25/MU7s (d) logo apds o preparo (1) e
apos 8 dias (2).

(1)

(2)

(a) (b) () (d) (e)

As interagbes tipicas entre proteinas incluem pontes de hidrogénio,
dipolo-dipolo, eletrostaticas e hidrofébicas-hidrofilicas (HU et al., 2010). A
miscibilidade entre polimeros é governada pela energia livre de mistura, que é

um balango entre as contribuicbes entrépicas e entalpicas. No caso das
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macromoléculas, a entropia de mistura é baixa e a entalpia de mistura tem uma
maior influéncia nesse balancgo e, consequentemente, na miscibilidade ou néo
de um sistema. Entao, as interacbes quimicas sdo bastante importantes para
que o sistema formado pelas macromoléculas seja miscivel ou ndo. Por
exemplo, em sistemas formados por colageno e fibroina de seda a formacao de
complexos polieletroliticos (PEC) ¢é observada devido as interagdes
eletrostaticas, o colageno apresenta carga positiva e a fibroina de seda carga

negativa (GHAELI et al., 2017), o que torna a blenda mais estavel e miscivel.

Figura B 5: Imagem de microscopia Optica da solugdo de mucina (a) e apos a
adigao da solugdo de fibroina de seda (b).

8.2.2 Potencial zeta

Os valores de potencial zeta das solugdes de fibroina de seda e mucina
foram iguais a -2,32 + 0,28 e -15,4 + 0,89, respectivamente. Em pH neutro, a
mucina se encontra acima do seu pKa (2,6) e apresenta carga negativa,
devido a ionizagdo dos grupos carboxilicos presentes na estrutura da
glicoproteina (SRIAMORNSAK; WATTANAKORN; TAKEUCHI, 2010). A Figura
B 6 mostra a variagdo do potencial zeta em relagdo a fragcdo volumeétrica de
mucina nas blendas, as quais apresentaram valores de potencial zeta
intermediarios aos das proteinas, o que pode indicar que ocorre interagao por
ponte de hidrogénio entre os grupos ionizados amino (positivos) da fibroina de
seda e carboxilico (negativos) da mucina.
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Figura B 6: Valores médios do potencial zeta das trés blendas de fibroina de
seda e mucina estudadas nesse trabalho em relagdo a fracdo volumétrica de

mucina (n=3).
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8.2.3 Microscopia eletrdnica de varredura
As imagens de microscopia eletrbnica de varredura das membranas de
mucina e fibroina de seda estdo mostradas na Figura B 7. E possivel observar
que ambas membranas séo lisas e homogéneas, sem a presenga de fibrilas ou
aglomerados. Apos a formagdo da blenda, a morfologia é alterada, como

mostrado na Figura B 8.

E possivel observar aglomerados tanto na superficie quanto na fratura
que tém aproximadamente 5,8 £ 1,9 ym de didmetro. Eles se encontram
homogeneamente distribuidos na matriz da membrana. As imagens de fratura
mostram a presencga de duas fases, sugerindo que ocorre separagao de fases

entre os polimeros no estado sdlido.
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Figura B 7: Imagens de micrografia da superficie (a) e da fratura (b)

membranas de mucina (1) e fibroina de seda (2).
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Figura B 8: Imagens de micrografia da superficie (1) e da fratura (2)
membranas das blendas SF25/MU7s (a), SFs0/MUsq (b) e SF75/MU2s (c).

(1)
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8.2.3 Analises térmicas das blendas de fibroina de seda e mucina

8.2.3.1 Termogravimetria
A Figura B 9 apresenta as curvas termogravimétricas e de massa
residual diferencial em funcdo da temperatura para as membranas de fibroina

de seda e mucina, assim como para as blendas estudadas.

A partir das curvas termogravimétricas foi possivel determinar as
temperaturas de degradacdo dos polimeros isolados e das blendas. Para a
fibroina de seda, esse valor foi igual a 278 °C e para a mucina foi igual a 251
°C, os quais foram determinados utilizando o valor de temperatura equivalente
ao inicio da degradagao dos polimeros (5% de perda de massa), a qual é
representada pelo segundo pico da curva termogravimétrica. Os valores
encontrados para os polimeros isoladamente foram proximos aos reportados
na literatura (BUILDERS; KUNLE; ADIKWU, 2008; MORAES et al., 2014;
NOGUEIRA et al., 2011). As blendas de mucina e fibroina de seda
apresentaram temperatura de degradagdo com valores intermediarios as
observadas nos polimeros puros, mostrados na Tabela B 2. Apenas um pico
referente a degradacao polimérica foi observado, que varia em relagdo a
composicédo das blendas, quanto maior a fragdo massica de fibroina de seda,
maior a temperatura de degradagao. Portanto, a fibroina de seda aumenta a
estabilidade térmica das blendas, fenbmeno observado em blendas compostas
pela proteina e outros polimeros (DE MORAES et al., 2014; KWEON; UM,;
PARK, 2001; SHANG; ZHU; FAN, 2011).

Os picos observados em torno de 50 °C estéo relacionados a perda de
umidade residual, que € maior nas membranas de mucina devido a

hidrofilicidade da macromolécula.

Uma das maneiras de avaliar a miscibilidade de uma blenda é
observando o deslocamento das temperaturas em que ocorrem eventos
térmicos importantes como degradacédo, transicdo vitrea e cristalizagdo. No
caso das blendas de fibroina de seda e mucina, os valores de temperatura de
degradagao sdo bastante préximos, o que pode dificultar a avaliagdo da
miscibilidade. Por isso, curvas termogravimétricas de aditivagao foram feitas

utilizando os dados obtidos para os polimeros isoladamente, as quais foram
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comparadas com as obtidas experimentalmente (Figura B 10). E possivel
observar diferengas entre as curvas, principalmente no inicio da degradacgao, o
que pode indicar a parcial miscibilidade das blendas de fibroina de seda e

mucina.

Figura B 9: Curva termogravimétrica (a) e de massa residual diferencial (b)

para as membranas de fibroina de seda, mucina e suas blendas.
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Tabela B 2: Valores de temperatura de degradagéo para as blendas de fibroina

de seda e mucina em diferentes fragdes massicas.

Amostra Temperatura de degradacéo (°C)
Mucina 251
SF25/MU75 259
SF50/MUsg 264
SF75/MU3s 271
Fibroina de seda 278

Figura B 10: Curva termogravimétrica de aditivagdo e experimental para as
membranas das blendas SF2s/MUzs (a), SFso/MUsq (b) € SF75/MU2s (C).
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8.2.3.2 Calorimetria exploratdria diferencial (DSC)

A miscibilidade das blendas de fibroina de seda e mucina foi investigada
por meio da analise de temperatura de transigao vitrea (Tg) dos polimeros
isolados e das suas blendas. Os termogramas de DSC e os valores de Tg para
as membranas de fibroina de seda, mucina e suas blendas estdo mostrados na

Figura B 11 e na Tabela B 3, respectivamente.
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Para a mucina, o valor de Tg encontrado foi de 82 °C, acima do
reportado na literatura, entre -15 °C e 68,6 °C (BUILDERS; KUNLE; ADIKWU,
2008; ZNAMENSKAYA et al., 2012). Estudos conduzidos por Znamenskaya e
colaboradores (2012) mostraram que o valor de Tg depende da concentragao
de mucina na amostra, que pode variar de -15 °C, para materiais com até 67%
(m/m), até 40,5 °C, para materiais com 81% (m/m). Esse pode ser um dos
fatores que levaram ao aumento da Tg. Ja a membrana de fibroina de seda
apresentou Tg com valor igual a 79 °C, valor proximo ao encontrado em
estudos anteriores (LOPES; MORAES; BEPPU, 2018).

As blendas de fibroina de seda e mucina apresentaram valores de Tg
intermediarias as dos polimeros isolados. N&o foi possivel detectar duas Tgs,
como era esperado, visto que as membranas apresentam separagao de fases
e, possivelmente, sdo parcialmente misciveis, tendo em vista que as imagens
de MEV e o estudo das blendas em solucdo indicam que nao ha miscibilidade
total entre os polimeros. Os polimeros isolados apresentaram Tgs com valores
muito proximos, o que dificulta a analise de miscibilidade pela técnica de DSC.
Apesar disso, € possivel observar claramente que as curvas de DSC das
blendas apresentam mudancga de inclinagdo, que esta evidenciada pelas setas
pretas na Figura B 11, como se as duas curvas estivessem tdo préximas que

se sobrepdem.

Um comportamento semelhante foi observado nas blendas de fibroina
de seda e tromboelastina (HU et al., 2010). A diferencga entre o valor da Tg dos
polimeros isolados encontrada pelos autores foi de 12°C e as blendas
apresentaram apenas uma Tg, intermediaria a dos polimeros isolados,
indicando a miscibilidade total entre os polimeros. No entanto, ao analisar as
imagens de microscopia de forga atomica, eles identificaram duas fases
caracterizadas pela presenca de nanoporos interconectados em uma matriz
polimérica, indicando que a separacdo de fases ocorre a nivel microscopico.
Por isso, é importante que a miscibilidade de blendas poliméricas seja
investigada por meio de diferentes técnicas e as conclusdes sejam baseadas

na analise do conjunto de dados.
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Figura B 11: Termograma de DSC das membranas de fibroina de seda, mucina
e blendas de fibroina de seda e mucina em diferentes propor¢gées massicas. A
curva mostrada refere-se ao segundo aquecimento. As setas pretas
evidenciam a mudancga de inclinagdo das Tgs das blendas de fibroina de seda

e mucina.
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Tabela B 3: Valores de temperatura de transigcao vitrea (Tg) para a fibroina de

seda, mucina e blendas de fibroina de seda e mucina em diferentes proporg¢des

massicas.
Amostra Tg (°C)
Mucina 82
SF25/MU7s 77
SF50/MUs 75
SF75/MU2s5 78

Fibroina de seda 79
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8.2.4 Espectroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier para as membranas de fibroina de seda, mucina e suas

blendas
A analise de FTIR foi feita para investigar se havia modificagdo quimica
da estrutura da fibroina de seda ou da mucina apds a formacao das blendas.
As principais mudangas observadas s&o nas bandas relativas as amidas |
(C=0 e C-N), Il (N-H) e lll (C-N) que podem assumir trés tipos de conformacao,

a-hélice, folha- e conformacao aleatéria.

Para a amida |, as bandas de absorcado referentes a conformacgao o-
hélice estdo centradas em torno de 1656 cm™, para a folha- B as bandas se
encontram entre 1624 e 1642 cm™ (CHIRGADZE; NEVSKAYA, 1976a, 1976b).
As estruturas folha- B retorcida apresentam bandas de absorcéo entre 1660 e
1690 cm™, 1691 cm™ e 1696 cm™ e a conformac&o aleatéria apresenta banda
em torno de 1650 cm™ (DONG; HUANG; CAUGHEY, 1990).

Para a amida Il, as bandas de absorcdo entre 1531 e 1542 cm’
representam conformacgdes a-hélice, bandas entre 1515 e 1530 cm’
correspondem a folha- B e bandas entre 1535 e 1545 cm™, a conformacdes
aleatorias (GHAELI et al., 2017; HU; KAPLAN; CEBE, 2006). Por fim, para a
amida lll, as bandas de absor¢ao referentes a conformacao a-hélice, folha- e
conformacéo aleatdria sd3o em torno de 1230 cm™, 1240 cm™ e 1235 cm™,
respectivamente (GHAELI et al., 2017; HU; KAPLAN; CEBE, 2006).

Os espectros de infravermelho e as principais bandas de absorgao para
a membrana de fibroina, membrana de mucina e blendas de fibroina de seda e
mucina estdo mostrados na Figura B 12 e Tabela B 4, respectivamente. A
fibroina de seda apresenta bandas de absorgdo caracteristicas em 1643 cm™,
1532 cm™ e 1238 cm™ referentes a amida |, amida Il e amida IIl,
respectivamente. Ja para a membrana de mucina, observa-se a presenca das
amidas |, Il e lll, representadas pelas bandas de absorcdo de 1650 cm’™’
(enovelamento aleatério), 1558 cm™ (a-hélice) e 1242 cm™ (folha-B),
respectivamente. Além das amidas, o espectro de infravermelho exibiu bandas

caracteristicas relativas & vibracdo CH,, em torno de 1445 cm™ e regido de



Capitulo 8: Apéndice B — Blendas de fibroina de seda e mucina

carboidratos/acticares em torno de 1040 cm™ (CASTILLO et al., 1985; LEWIS;

LEWIS; LEWIS, 2013)
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Tabela B 4: Principais bandas de absorcdo das membranas de fibroina de

seda, mucina e blendas de fibroina de seda e mucina.

Amostra Numero de onda (cm™)
Mucina 1650 1558 1445 1242 1074 1040
SF25/MU7s 1649 1547 1449 1242 1078 1046
SF50/MUsg 1686 1562 1454 1242 1077 1054
SF25/MU5s5 1681 1563 1454 1242 - 1057
Fibroina de seda 1643 1626 1532 1238 - -

Figura B 12: Espectro de infravermelho das membranas de fibroina de seda,

mucina e de suas blendas.
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Para as blendas de fibroina de seda e mucina sdo observados

deslocamentos nas bandas de absorg¢ao para as aminas |, Il e para regido dos

acucares. O aumento de fibroina de seda na composi¢do das membranas das

blendas parece tornar sua estrutura mais organizada, visto que a amida | das

membranas SFs5o/MUsy e SF75/ MU2s encontra-se em conformacao folha-B. As

mudangas observadas podem indicar os grupos quimicos envolvidos na ligagao

entre a fibroina de seda e a mucina, que nesse caso, pode estar ocorrendo
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entre os grupos amina da fibroina de seda e os grupos carboxila e hidroxila da

mucina.

8.2.5 Espalhamento de luz estatico

Os perfis de espalhamento de luz e imagens obtidas na analise de
espalhamento de luz estatica com laser de He-Ne para as membranas das
blendas de fibroina de seda e mucina estdo mostrados na Figura B 13. Para a
blenda SF;s/MU7s o espalhamento observado é isotropico, um halo é

observado, sugerindo que a distancia entre as fases € periddica.

Figura B 13: Perfil de espalhamento de luz estatica (intensidade versus
distancia) e imagens obtidas a partir dos experimentos com laser de He-Ne
para as blendas SF,5/MUzs5 (a), SFs0/MUsg (b) e SF75/MU5s (C).
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Para as blendas SFs50/MUsy € SF75/MU2s, 0 espalhamento de luz é
anisotropico, o que pode ser observado tanto nas imagens obtidas como nos
graficos intensidade versus distancia, em que o perfil de espalhamento ndo é
simétrico. No estado sodlido, que é o caso das membranas, as cadeias

poliméricas tém menor mobilidade e se organizam formando uma estrutura,
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que pode ser amorfa, cristalina ou semi-cristalina. A interacdo entre as
moléculas e, consequentemente, a geometria resultante dessas interagdes irdo
interferir de maneira diferente no espalhamento de luz (ENOKI, 2010). A
anisotropia em sistemas poliméricos fornece informagdes sobre o grau relativo
de alinhamento médio da estrutura dispersa na matriz polimérica, que pode
apresentar particulas alongadas ou diferenga na orientagdo cristalina do
polimero (GASPARINI, 2019). No caso das blendas de fibroina de seda e
mucina, a anisotropia € observada nas blendas com maior quantidade de
fibroina de seda, nas quais foi verificada a presenga de estruturas cristalinas
(folha-B retorcida) que apresentam maior grau de organizagéo e podem formar
padroes de espalhamento diferentes.

A anisotropia € uma caracteristica explorada em varios materiais, que
interfere em propriedades morfolégicas e mecanicas. Ela pode ser ajustada e
propositalmente criada para desenvolver materiais, como filmes finos, scaffolds
e hidrogéis, que se aproximem das estruturas biolégicas de tecidos que
possuem morfologia anisotrépica altamente diferenciada e singular
(ASUNCION; GOH; TOH, 2016; NOGUEIRA et al., 2010; YETISKIN; OKAY,
2017).

O espalhamento de luz estatico também foi utilizado nas blendas em
solugdo. A Figura B 14 mostra o perfil de espalhamento de luz e as imagens
obtidas apds o preparo das blendas e apés 7 dias. E possivel observar que o
espalhamento de luz se modifica ao longo dos dias. No inicio, ele é
anisotropico para todas as blendas e se assemelha a um halo; apds cerca de
trés dias, ele passa a ser isotropico e em formato de disco. Essa mudanca
coincide com a formacgao da fase solida, a qual pode interferir no espalhamento
de luz. Apds o terceiro dia, ndo ha diferenga significativa no perfil nem na
intensidade de espalhamento, entdo, é possivel que o equilibrio de fase seja

atingido apds esse tempo.

A anisotropia foi observada apés o preparo da blenda e pode indicar a
formagdo de uma microestrutura heterogénea com diferentes conformacoes,
conforme discutido anteriormente. Dessa forma, é possivel que a separagao de
fases ocorra rapidamente apds o preparo da blenda, assim como foi observado
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para as blendas de fibroina de seda e alginato de sédio. As imagens de
espalhamento, indicam a presenca de um halo de espalhamento, sugerindo
que ha uma periodicidade entre as fases. As distancias entre os dominios de
fase foram calculadas utilizando as equacgdes 1 e 2 e estdo mostradas na
Tabela B 5.

Figura B 14: Curvas de espalhamento de luz versus distancia das blendas
SF25MUzs (a), SF50MUsp (b) @ SF7sMU2s (c). As imagens foram obtidas nos dias
1 e 7 e mostram a diferenca entre os espalhamentos de luz. No inicio, todas as
blendas apresentaram espalhamento anisotrépico que evoluiu para um

espalhamento do tipo disco.

(e'n) apepisuaju|

(e'n) apepisuaju|
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Tabela B 5: Valores de numero de onda maximo (gm) e distancia periddica
entre os dominios das fases (D). Os valores com subscrito 1 correspondem ao

primeiro pico e com subscrito 2 ao segundo pico do centro para as bordas.

Blenda Qm1 D+ (um) gm2 D2 (um)
SF,5MU75 0,012 0,52 0,013 0,48
SF50MU5q 0,011 0,57 0,013 0,48
SF75MU52s 0,012 0,52 0,013 0,48

8.2.6 Desenvolvimento das membranas hibridas de fibroina de

seda e mucina
A funcionalizagao da fibroina de seda com grupos tetrazina se mostrou
uma boa estratégia para formagcdo do material hibrido, uma vez que esses
grupos se ligam covalentemente aos grupos norboneno, presentes no hidrogel
de mucina. Uma outra vantagem dessa funcionalizagdo € a mudancga de cor da
membrana, de transparente para rosa, o que torna mais facil a confirmacgao de
que houve reagdo, como mostrado na Figura B 15. Apoés a formagado da

membrana hibrida, é possivel distinguir os dois materiais (Figura B 16).

Figura B 15: Fotos das membranas de fibroina de seda antes (a) e apos (b) a

funcionalizacdo com tetrazina e da solugcdo de fibroina de seda apds a

funcionalizagdo com tetrazina (c).
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Figura B 16: Foto da membrana hibrida de fibroina de seda e hidrogel de

mucina.

Membrana de fibroina

Hidrogél de mucina

8.2.7 Microscopia eletrdnica de varredura (MEV)

A Figura B 17 mostra as imagens de MEV obtidas para a superficie e
fratura das membranas de fibroina de seda, hidrogéis de mucina 2,5% e 5% e
membranas assimétricas de fibroina de seda e mucina. A membrana de
fibroina de seda apresenta uma superficie lisa e homogénea, sem a presenca
de poros. Ja nas micrografias dos hidrogéis de mucina e das membranas
assimétricas é possivel observar poros, 0s quais s&do maiores para os hidrogéis
de mucina de composigéo 2,5%. O tamanho dos poros, medido pelo software
ImageJ, foi igual a 1x10° ym e 6,4 x 10™ um para os hidrogéis de mucina de

2,5% e 5%, respectivamente.
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Figura B 17: Imagens de micrografia das membranas de fibroina de seda

(superficie (a) e fratura (b)), fratura das membranas hibridas de fibroina de

seda e mucina (hidrogel 2,5% (c) e hidrogel 5% (d)) e dos hidrogéis de mucina
(2,5 % (e) e 5% (f)).

Nas micrografias das membranas assimétricas de fibroina de seda e
mucina é possivel observar duas camadas distintas dos polimeros, ndo sendo
observada interpenetragdo do hidrogel de mucina na membrana de fibroina de
seda. Fibrilas de fibroina de seda sdo observadas, as quais podem ter sido
formadas durante a preparacdo da membrana para a analise, durante a
secagem do ponto critico, visto que, etanol é utilizado. O etanol € uma das
substancias quimicas capaz de promover a mudanga de conformacgido da

fibroina de a-hélice para folha- e formagao das fibrilas observadas.

8.2.8 Liberacao de fator de crescimento epitelial

8.2.8.1 Membranas de fibroina de seda

A Figura B 18 mostra o perfil de liberacdo de EGF das membranas de
fibroina de seda (a) e fibroina de seda funcionalizada com tetrazina (b). Para as
membranas de fibroina, é possivel observar que a liberagdo atingiu niveis
constantes (platd) apds, aproximadamente, 7 dias. Durante o ensaio cerca de
35% do EGF incorporado foi liberado, principalmente nas primeiras 24 h. No
entanto, comparado com outros materiais, como os hidrogéis de mucina, a

liberacao foi satisfatéria, visto que houve uma liberagdo continuada do fator de
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crescimento por alguns dias. Isso pode ser interessante em casos que se

deseja uma liberagéo lenta do ativo.

Para a membrana de fibroina de seda funcionalizada, observou-se que o
percentual total liberado é similar ao da membrana de fibroina, proximo a 35%.
No entanto, o perfil observado foi bastante diferente, pois a liberagao inicial foi
mais acentuada, sendo o equilibrio atingido em cerca de 24 h. O fato de que
menos de 50% foi liberado pode indicar que o EGF esta interagindo
quimicamente com a fibroina de seda e ndo apenas disperso na matriz da

membrana.

Figura B 18: Perfil de liberacdo de EGF nas membranas de fibroina de seda e

fibroina de seda funcionalizada.
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8.2.3.2 Hidrogéis de mucina

A Figura B 19 mostra o perfil de liberacdo do EGF em hidrogéis de
mucina nas diferentes concentragées de mucina estudadas, 25 mg/mL e 50
mg/mL. De acordo com as imagens de microscopia dos hidrogéis de mucina, é
possivel notar que os hidrogéis com concentracdo 25 mg/mL tém poros
ligeiramente maiores do que os de 50 mg/mL. Apesar disso, o perfil de
liberagdo em ambos os hidrogéis é bastante semelhante, ndo havendo
diferencas significativas entre os dois hidrogéis. Ambos sistemas atingem o
equilibrio nas primeiras 24 h. E possivel observar que houve grande variagéo
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entre as replicatas do experimento, o que se reflete no desvio padrao obtido.
Ainda nao esta claro porque isso acontece, uma hipétese é que o hidrogel ndo
se mantenha estavel ao longo do experimento, influenciando a quantidade de
EGF liberado.

Figura B 19: Perfil de liberagdo de EGF em hidrogéis de mucina em diferentes
concentragdes, 25 mg/mL e 5 mg/mL.
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8.2.3.3 Membrana assimétrica de fibroina de seda e mucina

O perfil de liberagdo das membranas assimétricas de fibroina de seda e
mucina esta mostrado na Figura B 20. N&o foi possivel identificar uma
diferenca significativa entre as membranas hibridas com hidrogéis de
concentragdes distintas. Esse resultado sugere que a liberagdo, nesse caso,
depende da interacao entre fibroina de seda e EGF, que apds ser liberado se
difunde rapidamente através do hidrogel.

Nas primeiras horas, € possivel notar uma pequena diferenca entre as
membranas hibridas, sendo a liberagdo nos hidrogéis de 2,5% mais rapida, o
que pode ser uma consequéncia da diferenca entre o tamanho dos poros. No
entanto, isso nao € decisivo para a liberacdo de EGF, visto que apdos 24 horas,
ambos os sistemas ja atingem o platd e a quantidade de EGF liberada é

estatisticamente igual.
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Figura B 20: Perfil de liberacdo de EGF nas membranas hibridas de fibroina de

seda e hidrogel de mucina em diferentes concentracées — 2,5% e 5%.
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8.2.3.4 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de

Fourier

A andlise de FTIR foi feita para investigar se havia modificagdo quimica

da estrutura da fibroina de seda e dos hidrogéis de mucina apds a
incorporagao do fator de crescimento, visto que n&o ha liberagdo completa da
molécula nos materiais estudados. Os espectros de infravermelho para as
membranas de fibroina de seda, membrana de fibroina de seda funcionalizada
com tetrazina e membrana de fibroina funcionalizada com tetrazina com EGF
incorporado estdo mostrados na Figura B 21 e as principais bandas de
absorcao estao descritas naTabela B 6.

O resultado para a membrana de fibroina de seda foi discutido na secao
anterior. Para a membrana de fibroina de seda funcionalizada com tetrazina, as
bandas relativas a amida | foram 1681 cm™ (curva-B) e 1630 cm™ (folha-B) para
amida Il foi 1566 cm™ (a-hélice), e para amida Il foi 1238 cm™ (folha-B). A
banda proxima a 2100 cm™ é relativa & presenca do anel aromatico presente
na estrutura da tetrazina. Por ultimo, para as membranas de fibroina de seda
funcionalizadas com tetrazina e com EGF incorporado, a banda relativa a
amida | foi 1651 cm™ (conformagdo aleatdria), para amida Il foi 1547 cm™

(conformac&o aleatéria), e para amida IlI (folha-B) foi 1242 cm™.
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Figura B 21: Espectros de infravermelho das membranas de fibroina de seda
(a), fibroina de seda funcionalizada com tetrazina (b) e fibroina de seda

funcionalizada com tetrazina e EGF (100 ng/mL) (c).
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Tabela B 6: Principais bandas de absorcdo das membranas de fibroina de
seda, membrana de fibroina de seda funcionalizada com Tz e fibroina de seda

funcionalizada com Tz e com EGF incorporado.

Amostra Numero de onda (cm™)
Membrana de SF 1643 1626 1532 1238
Membrana de SF
funcionalizada com Tz
Membrana de SF
funcionalizada com EGF 1651 1547 1536 1242

incorporado

1681 1630 1566 1238

Os espectros de FTIR para os hidrogéis de mucina e mucina com EGF

incorporado estdo mostrados na

Figura B 22. As principais bandas de absorg¢ao estdo mostradas na Tabela B 7.
Para os hidrogéis de mucina, é possivel observar a presencga das amidas |, Il e
IIl, representadas pelas bandas de absorcdo de 1643 cm’ (folha-B), 1544 cm”
(conformac&o aleatéria) e 1245 cm™ (folha-B), respectivamente.
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Figura B 22: Espectro de infravermelho do hidrogel de mucina (a) e hidrogel de

mucina com EGF incorporado (b).
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Tabela B 7: Principais bandas de absor¢éo do hidrogel de mucina e hidrogel de
mucina com EGF incorporado.

Amostra Numero de onda (cm™)
Hidrogel de

_ 1726 1643 1544 1443 1245 1038
mucina
Hidrogel de
mucina com EGF 1726 1662 1551 1444 1245 1077
incorporado

Para os hidrogéis de mucina com EGF, houve deslocamento das bandas
de absorcdo para 1662 cm (folha-B retorcida), 1551 cm’’ (conformacéo
aleatoria) e 1245 cm™ (folha-B) para amida I, Il e lI, respectivamente. Além das
aminas, o espectro de infravermelho exibiu bandas caracteristicas relativas aos
grupos carboxilicos do acido sidlico em torno 1726 cm™ (DUFFY; DAVID;
CROUZIER, 2015), vibragdo CH,, em torno de 1444 cm™ e regido de
carboidratos/acticares em torno de 1038 cm™ (CASTILLO et al., 1985; LEWIS;
LEWIS; LEWIS, 2013).

O deslocamento e a mudanga de conformacdo da cadeia polimérica,
podem indicar a interacdo quimica entre os polimeros naturais e o EGF. Ela
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pode estar ocorrendo por meio de ligagdes de hidrogénio entre grupos C=0 e
NHs, visto que as mudangas mais significativas ocorrem na regido de vibracéo

desses grupos.

8.3 Conclusao

O estagio sanduiche feito durante essa tese de doutorado possibilitou o
estudo sobre a miscibilidade das blendas de fibroina de seda e mucina e

posterior desenvolvimento de uma membrana hibrida assimétrica.

Anadlises de caracterizagdo fisico-quimica indicaram a parcial
miscibilidade entre os polimeros. Os ensaios de TGA e DSC evidenciaram essa
caracteristica pelo deslocamento das temperaturas de degradagdo e de
transicéo vitrea, respectivamente. A separacao de fases foi identificada pelas
imagens de microscopia e nas blendas em solugdo, as quais formaram uma

fase liquida e um precipitado apds alguns dias.

Os espectros de FTIR das blendas apresentaram deslocamentos das
bandas de absorgcdo, o que pode indicar a interacdo entre as proteinas, que
pode ocorrer entre os grupos amina, carboxila e hidroxila. As blendas em
solugcdo apresentaram espalhamento de luz anisotropico com a presenca de
halo que evoluiu ao longo dos dias para um espalhamento do tipo disco. Os
valores de intensidade de luz ao longo de tempo se ajustaram bem a equagao
de Cahn, sugerindo que a separagao de fases ocorre por decomposicéo
spinodal. Para as membranas das blendas, aquelas com composi¢cao de
fibroina de seda acima de 50% (v/v) apresentaram espalhamento de luz
estatico anisotropico, o que pode ser consequéncia de diferentes conformacgdes
da cadeia polimérica.

Durante o desenvolvimento da membrana assimétrica, as camadas de
fibroina de seda e mucina nao apresentaram compatibilidade, impossibilitando
a formacédo do material. Por isso, a funcionalizagdo da fibroina de seda com
grupos tetrazina foi necessaria. Esse é um resultado que abre possibilidades
para outros tipos de funcionalizacdo e para a ligacdo de outras moléculas de

interesse, como farmacos, a fibroina de seda, aumentando sua versatilidade.
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A interacdo entre os polimeros e o EGF foi investigada por FTIR. Os
resultados mostraram deslocamento das bandas de absor¢do e mudanca de
conformacéao das proteinas quando comparados os materiais com e sem EGF,

indicando uma provavel interagao entre as proteinas e o fator de crescimento.

Os resultados obtidos para as membranas assimétricas mostraram o
potencial de aplicagdo delas como curativo e como plataforma para entrega de
moléculas de interesse. No entanto, testes in vitro sdo necessarios para
verificar suas caracteristicas citotoxicas e possiveis beneficios para as células

epidérmicas.
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