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Resumo

Fibras poliméricas de didmetros nanométricos tém tido um grande impacto a
nivel médico e industrial, dado possuirem caracteristicas que permitem a regeneracao e
substituicdo de tecido humano, podendo ser usadas para filtrar microorganismos ou
como proteccdo em vestuario militar, entre outras.

Existem varias técnicas que permitem a obtencdo de fibras poliméricas de
didmetros reduzidos, de onde se destaca a fiacdo centrifuga. A grande vantagem desta
nova técnica reside na elevada taxa de producao, sem a perda de qualidade das fibras.
Possibilita ainda um alinhamento das fibras, caracteristica vantajosa no processo de
migracao celular. Este trabalho teve como objectivo a producdo de fibras poliméricas
através da técnica de fiagdo centrifuga.

Foi projectado um sistema de fiagdo centrifuga composto por componentes de
rotacdo e transmissdo de movimento, sistema de controlo de temperatura e estruturas
de suporte.

Com o sistema construido foram produzidas fibras poliméricas de
policaprolactona. Foram estudados varios parametros, nomeadamente o tipo de solvente
e sua concentragao, a velocidade de rotagdo e o didmetro dos orificios do reservatorio e
o diametro do colector cilindrico, analisando de que modo é que a morfologia das fibras
é influenciada.

As fibras produzidas foram observadas em SEM para uma andlise morfologica,
tendo-se verificado que a melhor amostra foi obtida a partir de uma solugdo de
policaprolactona em diclorometrano a 12%, a uma velocidade de rotacao de 10350 rpm,
com um reservatorio com orificios de 0,5 mm e um colector cilindrico com um diadmetro
de 47,5 cm. Esta amostra foi caracterizada por um alinhamento elevado, fibras com um
didmetro de (8,9 £+ 2,3) um e sem contas ou defeitos. Através de andlises de DRX

verificaram-se diferencas de cristalinidade em fibras formadas a partir de solugdes com
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solventes diferentes. Foram realizadas culturas celulares da linhagem C2C12 em fibras

produzidas, para estudo da sua adesdo e diferenciagao.

Palavras-chave: fiacdo centrifuga; policaprolactona; fibras poliméricas; fibras

alinhadas; linhagem celular C2C12.



Abstract

Polymeric fibers with nanometric diameters are having a huge impact in the
medical and the industrial fields. Their characteristics assist regeneration of human
tissue, enhance filtration of microorganisms or the produce military protection clothes,
among others.

There are several techniques which allow producing polymeric fibers with small
diameters. One of these techniques is the centrifugal spinning, which has a high
production rate without losing fiber qualities, an advantage when faced with other
techniques. It enables a directional fiber orientation, beneficial in cell migration control.
The main objective of this work is to produce polymeric fibers using centrifugal
spinning technique.

A centrifugal spinning system was designed comprising: rotation and movement
transmission components, temperature control system and support structures.

After the system was built, policaprolactone (PCL) fibers were produced.
Several parameters were studied, namely polymer concentration, type of the solvent,
reservoir’s rotation speed, diameter of the reservoir’s orifices and collector’s diameter.
The main goal of these studies was to check how fiber morphology would be affected by
these factors.

The morphology of the fibers was analysed by SEM, where it was observed that
the best sample was obtained from a 12 wt./wt.% solution of PCL with
dichloromethane, using a rotation speed of 10350 rpm, a 0,5 mm diameter of the
reservoir’s hole and a 47,5 cm diameter collector. This sample was characterized by a
high fiber alignment, with diameters in the range (8,9 + 2,3) um and absence of beads.

Crystallinity differences were observed between fibers from solutions of different
solvents. Cells from myoblastic cell line (C2C12) were cultured in produced fibers to

study their adhesion and differentiation.
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1.Introducao

Com o avancgar da Ciéncia e da Tecnologia mais e novos estudos foram realizados nas
mais diversas areas e disciplinas e, assim, novos conhecimentos foram sendo adquiridos
pela comunidade cientifica. Este desenvolvimento possibilitou a aproximagdo entre
diferentes areas cientificas, criando melhores e mais recentes métodos e técnicas que tém
em vista a solugdo de problemas concretos que afectem a Humanidade. A Engenharia de
Tecidos é wuma das ciéncias interdisciplinares mais recentes, resultando de
conhecimentos das mais diversas areas, passando pela Quimica e pela Fisica, indo da
Biologia e Anatomia a Ciéncia dos Materiais.

A Engenharia de Tecidos tem sido reconhecida como uma area promissora na
medicina, nomeadamente na criagdo e reparacao de 6rgaos e tecidos. A definicdo que é
usada para esta ciéncia é, usualmente, a utilizada por Langer e Vacanti: “a Engenharia
de Tecidos é um campo interdisciplinar que aplica os principios da engenharia e das
ciéncias da vida para o desenvolvimento de substitutos bioldégicos que recuperem,
mantenham ou melhorem a func¢do de um tecido ou de um érgao completo” [1]. Esta,
ainda jovem &rea cientifica, actua, normalmente, através da triade células, scaffolds e
factores de crescimento. As células sdo necessirias para a formacgdo e crescimento do
tecido que é desejado recuperar ou formar, pelo que a escolha das mesmas serd sempre

realizada mediante o tecido a que estas serdo aplicadas. Os factores de crescimento sao
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substancias, normalmente naturais, capazes de estimular a proliferacao, a diferenciacao
e o crescimento celular. J& os scaffolds sdo locais artificiais produzidos pelo homem que
tém como fungdo mimetizar a matriz extracelular (ECM). Na Tabela A.1, presente no
apéndice A, sdo descritas as fungoes da ECM, as fungbes desempenhadas pelos scaffolds
e as suas arquitecturas e propriedades biolégicas e mecanicas. A escolha dos materiais
para o scaffold e do tipo de scaffold é entao realizada de acordo com o érgao ou tecido a
intervencionar, isto é, escolhendo as propriedades intrinsecas de cada material que
optimizem a formagao ou regeneragdo do tecido. Os aspectos mais importantes a ter em
conta sdo a biocompatibilidade, a biodegradabilidade, as propriedades mecénicas, a
arquitectura do scaffold e a tecnologia existente para o fabricar [2].

Para o fabrico de scaffolds podem ser utilizados materiais naturais como o
quitosano, o colagénio, a hidroxiapatite ou a gelatina, ou entdo materiais sintéticos, de
onde se destacam os polimeros como o PLA, PGA, PLGA ou PCL.

O PCL é um poliéster alifitico semi-cristalino [3], muito usado na concepgao de
scaffolds em Engenharia de Tecidos devido as varias propriedades vantajosas que o
tornam aplicavel, sozinho ou em combinacdo com outros materiais, em diferentes
tecidos. O PCL prima por ser biocompativel e biodegradavel, sendo degradado
hidrolitica e enzimaticamente formando produtos nio téxicos para o meio fisiolégico. E
de facil processamento, de baixo custo, apresenta uma boa permeabilidade a
medicamentos, bem como excelentes propriedades mecénicas [3-6]. Este polimero tem
sido essencialmente utilizado na producdo de scaffolds para a reconstrugdo de variados
tecidos como o o0sso, a pele, o nervo ou a retina [5]: Choi et al. [7] criaram com sucesso
um scaffold de nanofibras de PCL e colagénio que facilita a regeneracdo de células
musculares em lesdes do musculo-esquelético; Porter et al. [8] verificaram que nanofibras
de PCL oferecem um ambiente favoravel a resposta a curto e longo prazo das células
mesenquimais, bem como o aumento da producao de proteinas nao colagénias da ECM,
favorecendo os enxertos Osseos; Zamani et al. [9] encapsularam com sucesso um
antibidtico em nanofibras de PCL, ideal para o tratamento de doengas periodentais;
Luoung-Van et al. [3] utilizaram-no, com sucesso, como material principal em sistemas

de libertacao controlada de heparina. Com base nos exemplos dados é possivel verificar
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a importancia do PCL devido a diversidade de aplicagdoes que este polimero tem e
podera vir a ter.

A técnica de obtencdo de scaffolds a aplicar em Engenharia de Tecidos é de
elevada importancia, pois condiciona algumas propriedades do mesmo. Assim, é algo
que deve ser primeiramente pensado, tendo sempre em vista quais as propriedades
essenciais e necessarias que a aplicacdo do referido scaffold necessita de satisfazer. A
partir da Figura 1.1 é possivel observar a existéncia de varios métodos possiveis para a
obtencdo de um scaffold para aplicar em Engenharia de Tecidos. Este trabalho serd
focado nos scaffolds porosos pré-fabricados. Estes podem ser obtidos através de reaccoes
quimicas ou a partir de processos de produgdo de nanofibras que formem scaffolds 3D,

sendo esta tultima técnica a estudada neste projecto.
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Figura 1.1 As varias técnicas de scaffolding existentes: Scaffolds porosos pré-fabricados,
descelularizagdo da ECM de tecidos nativos, utilizacdo de folhas celulares com ECM secretada e
a utilizacdo de hidrogéis de auto-montagem (adaptado de Chan e Leongm [10])

As nanofibras possuem propriedades vantajosas que as tornam uteis em variadas
areas como a engenharia de tecidos, biossensores, aplicagoes electrénicas, dispositivos de
filtracdo, entre outros. Possuem uma elevada area de superficie face ao seu volume,

elevada flexibilidade, poros de pequenas dimensdes, boa interconectividade entre poros e
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excelentes propriedades mecénicas [11, 12].

Um dos factores a ter em conta na escolha de um scaffold e do material é, como
ja referido, a tecnologia existente para o fabricar. Existe um elevado niimero de técnicas
que possibilitam a produgdo de scaffolds a base de nanofibras, sendo as de maior
destaque, seja pelo elevado uso ou pela inovagao, a electrofiagdo, o wetspinning, etc (ver
Tabela A.2, no apéndice A). Algumas técnicas que possibilitam a formagcao de scaffolds
sem recorrer a nanofibras sdo, por exemplo, as que se baseiam na eliminacao de agentes
porogénios solidos (solvent casting/porogen leaching) ou gasosos (gas foaming), a
liofilizagao (freeze drying), ou a prototipagem rapida (rapid prototyping) [13].

Actualmente, a técnica mais utilizada na producdo de nanofibras com vista a
aplicacdo em Engenharia de Tecidos é a electrofiacdo, em muito devido a sua
versatilidade e potencial aplicacdo em diversas areas [15]. Esta tem sido a técnica de
producao de nanofibras de elei¢do, uma vez que consegue produzir nanofibras com uma
morfologia controlada pelo operador, como o didmetro (que pode chegar as dezenas de
nandémetros) e a porosidade das nanofibras, estd associada a um baixo custo, possui um
rendimento mais elevado que as outras técnicas de produgdo de nanofibras [18] e é um
processo ja amplamente estudado, tendo sido ja caracterizadas nanofibras de mais de
200 polimeros [15]. Porém é uma técnica altamente dependente de um elevado nimero
de parametros, sendo estes divididos em pardmetros da solucao, parametros do processo
e pardmetros do ambiente, como se pode verificar pela Tabela A.3, presente no apéndice
A, e, apesar de tudo, possui um rendimento muito baixo para producdo em massa.

Na procura de uma solucdo para os problemas apresentados pela electrofiagao,
uma nova técnica de producdo de nanofibras surgiu, em 2010, desenvolvida por
Badrossamay et al. e Sarkar et al., chamada de Rotary Jet-Spinning, pelos primeiros, e
de fiacdo centrifuga, pelos segundos. Esta técnica vem revolucionar a producgdo de
nanofibras no que toca a menor quantidade de pardmetros de que estd dependente, da
produtividade que lhe estd associada e dos diferentes tipos de materiais a partir dos
quais podem ser obtidas nanofibras [19]. A fiacdo centrifuga utiliza o efeito centrifugo
para promover o alongamento das fibras, permitindo que tanto solugoes poliméricas

condutoras como nao condutoras, bem como polimeros fundidos e sem adicdo de
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qualquer solvente, possam ser utilizados para produzir fibras sem a necessidade de
campos eléctricos. A solucdo é ejectada pelos orificios do reservatério quando a tensao
superficial for insuficiente para gerar a forga centripeta necessaria para manter o
polimero em movimento circular no interior do reservatério. E este efeito, centrifugo,
que permite a iniciagdo da produgao das fibras. Esta técnica consegue produzir cerca de
1 grama por minuto de nanofibras por orificio, contra as 0,1 grama por hora de um

sistema de electrofiacdo tipico [20].

Face a tudo isto, o principal objectivo do trabalho consistiu na producao de
fibras de PCL a partir do aparelho de fiagdo centrifuga projectado e construido.

A presente tese estrutura-se em oito capitulos:

- A introdug¢do, no presente capitulo, onde é realizada uma reflexdo sobre a
Engenharia de Tecidos e Biomateriais, bem como um apanhado sobre a producao de
scaffolds, sendo destacado e caracterizado de forma breve a electrofiacdo e apresentada
a técnica de fiacdo centrifuga. B, assim, contextualizado o trabalho desenvolvido;

- No capitulo 2 sdo referidos, de forma breve e destacando os pontos-chave, os
trabalhos j& publicados, incidindo nao s6 nos resultados experimentais mas também nos
aparelhos utilizados para os obter. E também efectuada uma abordagem fisica ao
sistema de fiagdo centrifuga;

- O capitulo 3 surge da necessidade de caracterizar o aparelho projectado, bem
como os seus componentes. Aqui é também possivel observar as diferencas entre duas
geracoes distintas do aparelho;

- O capitulo 4 dd a conhecer os procedimentos experimentais utilizados em
laboratoério. Sao também discutidas as técnicas de caracterizacdao utlizadas no decorrer
do projecto;

- No capitulo 5 sdo analisadas duas propriedades das solugoes utilizadas: a
tensao superficial e a viscosidade de corte;

- O capitulo 6 contempla a apresentacio dos resultados obtidos, bem como a sua

discussao;
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- Finalmente, a finalizar a presente tese, o capitulo 7 apresenta as conclusdes
retiradas com o trabalho efectuado, sendo mencionadas algumas sugestoes com vista a

melhorias e trabalhos futuros.



2.Fiacao centrifuga para producao de fibras

Com a descoberta das propriedades e, assim, da importancia das aplicacbes possiveis das
nanofibras, tornou-se necessario produzir em massa este tipo de fibra, de maneira a
conseguir corresponder as necessidades e expectativas do mercado: esperou-se um
crescimento de 175 milhoes de ddlares até 2012 e espera-se que atinja os 825 milhdes de
dodlares em 2017 [21]. Até ha relativamente pouco tempo, a electrofiacio era o tnico
método com potencial para a produgao em massa de nanofibras, sendo que 50% dos
artigos acerca deste tipo de fibras eram baseados neste método [19]. Face ao fraco
rendimento e a elevada quantidade de parametros e limitagoes da electrofiagdo, nunca
seria possivel apresentar tais perspectivas de crescimento de mercado, indo os valores
para 2017 parecer utdpicos. Assim, como é que é possivel perspectivar um crescimento
de 650 milhdes de ddlares em apenas 5 anos?

Em 2010, Badrossamay et al. [22] e Sarkar et al. [19] criam uma nova técnica de
producdo de nanofibras: a fiacdo centrifuga de fibras. Esta nova técnica vem
revolucionar o mundo das nanofibras pois consegue ultrapassar varios problemas e
limitagoes da electrofiagdo. As grandes vantagens deste novo sistema de produgdo sdo o
aumento da taxa de producao de nanofibras, ndo perdendo estas as caracteristicas por
que sao conhecidas, e o permitir alargar o espectro de materiais e solugbes a partir das

quais se podem produzir nanofibras.
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2.1. Equipamento e funcionamento do processo de fiacao centrifuga

Apesar de ainda muito recente, esta técnica ja tem um equipamento definido e que tem
sido, quase na sua totalidade, repetido pelos varios grupos de investigacdo que tém
como principal tema de estudo a fiagdo centrifuga. Alguns dos componentes principais
de um sistema de fiagdo centrifuga sdo o motor e o reservatério com orificios, entre
outros (ver tabela A.4, no apéndice A). Na tabela A.5, no apéndice A, faz-se a
comparagao entre varios sistemas de fiacdo centrifuga usados por diferentes grupos de
investigacao.

Nesta técnica as fibras sdo formadas gracas a accdo de um efeito centrifugo. A
rotacdo do reservatério a elevadas velocidades angulares conduz o fluido, solucao
polimérica ou fundido, por orificios de didmetro calibrado. Quando o efeito centrifugo e
a pressao hidroestatica do fluido que se encontra no reservatério excedem as forgas
capilares que restringem a saida de fluido pelos orificios, o polimero ¢é ejectado. O jacto
que se forma solidifica rapidamente, formando nanofibras, que sio recolhidas no colector
do aparelho [23]. Este processo sera explicado com maior pormenor num subcapitulo

seguinte, onde sdo analisadas as questoes fisicas inerentes a esta técnica.

2.2. Investigagao ja realizada

Apesar da fiagdo centrifuga ser uma técnica ainda muito recente e ainda se encontrar
em estudo, existem ja varios trabalhos publicados nesta drea, tendo estes conseguido,
com sucesso, a formacdo de nanofibras de varios materiais, algumas delas de dificil ou
impossivel produc¢ao usando a electrofiacgao.

Badrossamay et al. [22] fazem parte do primeiro grupo de investigadores, em
2010, a reportar que a partir de uma soluc¢do polimérica num reservatorio a elevadas
velocidades de rotacdo ¢é possivel obter-se nanofibras desse mesmo material.
Identificaram como principais desafios a optimizacdo das propriedades da solucéo
(viscoelasticidade e tensdo superficial), a volatilidade do solvente, o didmetro do capilar

e o raio do colector, ndo s6 para a producdo fibras muito finas mas, também, para
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evitar a ruptura do jacto e a formagdo de defeitos nas fibras obtidas. Obtiveram véarios
tipos de fibras: de PLA (Poli (acido lactico)), PEO (Polietileno glicol), PAA (Poli
(4cido acrilico)) e gelatina. Foram produzidas fibras de PLA continuas e alinhadas, com
didmetros entre 50 nm e 3500 nm, a partir de solugbes (em cloroférmio) com vérias
concentragoes de polimero (4 wt.%, 6 wt.%, 8 wt.% e 10 wt.%) e rotagoes de 4000 rpm,
8000 rpm e 12000 rpm. Verificou-se que a medida que se aumentou a velocidade de
rotacdo, o didmetro da fibra diminuiu. Foi observado que a baixas concentragoes, 4
wt.% e 6 wt.%, formaram-se apenas contas ou fibras com contas, respectivamente,
enquanto a 10 wt.% formaram-se fibras de maior diAmetro. Posteriormente & producao
das fibras, estas foram utilizadas como scaffold para midcitos ventriculares de ratos
neonatais com sucesso, conseguindo orientar o citoesqueleto contractil destas células e
auto-organiza-las num tecido multicelular, mimetizando a arquitectura do mitsculo
cardiaco.

E com Sarkar et al. [19] que surge, também em 2010, o conceito de fiacio
centrifuga. O grupo anuncia a criacdo de nanofibras de varios polimeros — PEO, PLA,
PP (Polipropileno), ABS (Acrilonitrila butadieno estireno), PVP (Polivinilpirrolidona) e
PS (Poliestireno), entre outros — a partir de um aparelho que utiliza um efeito
centrifugo em vez de forcas electroestaticas, como as que estdo envolvidas na
electrofiacdo. Identificam que os parametros chave desta nova técnica sao a velocidade
de rotacdo do reservatoério, o sistema colector e a temperatura do processo. Notam que
as grandes vantagens desta nova técnica é o facto de aumentar a escolha de materiais
de que se pode obter nanofibras, pois tanto solu¢des condutoras como nao condutoras,
bem como polimeros sem uso de solvente, sdo passiveis de originar nanofibras, de
aumentar a taxa de producdao e de diminuir os custos. Verificaram que a concentracao
de PEO em &4gua desionizada tem que ser um pouco superior a usada em electrofiacao
(passando de 5 % - 12 % para 7 % - 16 %), dependendo do tipo de reservatério, peso
molecular e velocidade de rotagdo, entre outros parametros. Com velocidades de rotacao
de 3000 rpm a 5000 rpm obtiveram fibras de PEO com um didmetro médio de 300 nm.
Obtiveram ainda fibras de PS a 3000 rpm e fibras de PP, algo quase impossivel de obter

através do processo convencional de electrofiacio sem o uso de um solvente a



Fiacdo centrifuga para producdo de fibras

temperatura ambiente. Verificaram que esta técnica possibilita a producdo em massa de
nanofibras, ao conseguirem produzir 1 grama por minuto de fibras por orificio do
reservatério. Concluem entdo que fiagdo centrifuga ultrapassa as limitagoes
apresentadas pela electrofiacdo, sendo uma técnica versatil para uso tanto de solugoes
como para fundidos. A possibilidade da utilizacdo de materiais fundidos elimina custos
(ndo existe necessidade de recuperagao do solvente) e uso de solventes nocivos para a
saide e/ou ambiente. Notaram ainda que o didmetro médio das fibras produzidas
depende do inverso do quadrado da velocidade de rotacao.

Hurrunen e Kelloméki [26] usaram uma simples maquina para fabrico de algodao
doce, sem possibilidade de controlar qualquer pardmetro associado ao aparelho, para
produzir fibras de PLA, sem a utilizacdo de qualquer solvente. Este grupo constatou que
o peso molecular do polimero era um importante parametro na formacao de fibras, pois
a partir da utilizacdo de PLA com dois pesos moleculares diferentes, um elevado e outro
mais baixo, apenas o de baixo peso molecular formou fibras. Estes investigadores
constataram que tal aconteceu uma vez que a viscosidade intrinseca do PLA com baixo
peso molecular era menor que a do PLA com elevado peso molecular. Hurrunen e
Kelloméki concluiram, assim, que para que seja possivel a producao de fibras a partir de
polimeros puros em estado fundido é necessario que a sua viscosidade intrinseca seja,
aproximadamente, de 0,8 dl/g — 1,2 dl/g.

Raghavan et al. [21] utilizaram Nylon 6 e PVDF (Fluoreto de polivinilideno) em
solucdo e PP em fundido para producdo de fibras. Identificaram como parametros de
controlo da morfologia e didmetro das fibras a concentracdo da solugdo (no caso da
produgédo de fibras a partir de solugoes), a viscosidade do fundido (em caso de produgao
de fibras a partir de fundidos), a velocidade de rotagao do reservatorio, as dimensoes do
orificio, a temperatura do reservatério (em caso de produgdo de fibras a partir de
fundidos) e o sistema colector.

Vazquez et al. [25] produziram nanofibras de PVDF. Usaram um reservatério
cilindrico com capacidade de 2 mL com orificios de 250 pm de didmetro e um colector
de 304,8 mm de didmetro. As solugoes poliméricas foram preparadas usando PVDF com

solvente de 1/1 wt./wt. acetona/DMAc. Verificou-se que a uma concentra¢do mais
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baixa (18 wt.% de PVDF) obteve-se um didmetro menor mas com maior producdo de
contas. J& a concentragoes mais elevadas (25 wt.% de PVDF) obtiveram-se didmetros 3
a 4 vezes maiores, quando comparadas com as fibras obtidas a baixas concentragoes,
mas sem contas e outros defeitos. Verificou-se, assim, que a formacao de fibras de
PVDF estd mais dependente das mudancas de concentragao e, assim, das propriedades
reolégicas da solucdo, do que da velocidade de rotagdo que o reservatorio experimenta.

Padron et al. [24] produziram com sucesso nanofibras de BEH-PPV (Poli[2,5-(2’-
oxietilohexilo)]-1,4-fenilenovinileno), material com importancia a nivel biomédico
(biocompatibilidade e capacidades biomiméticas) e na optoelectrénica (essencial em
comunicac¢ao 6ptica). Os resultados mostram um elevado rendimento na produgao de
nanofibras quando comparado com qualquer um dos outros métodos existentes para a
producdo do mesmo tipo de fibras. Este grupo de investigacdo concluiu que os
resultados mostram que a velocidade de rotacio reduz os didmetros das fibras até um
determinado limite, onde a fibra quebra. Observaram, também, que a taxa de producao
por orificio foi superior a 1 g/min.

Shanmuganathan et al. [23] utilizaram a técnica de fiagdo centrifuga para
producdo de nanofibras de PBT (Polibutileno tereftalato), um polimero termopléstico
semicristalino, conhecido pela sua excelente resisténcia quimica, estabilidade térmica,
comportamento mecanico e resisténcia eléctrica. Este tipo de material nao é
aconselhavel para ser usado em electrofiagdo pois apenas se dissolve em solventes
organicos nocivos e toxicos: acido trifluoroacético e hexafluoropropanol. Com a fiagédo
centrifuga e sem a utilizacdo de qualquer solvente foram produzidas nanofibras de PBT
através da extrusdo do fundido. Foi, também, verificado que a temperatura de
cristalizacao das fibras aumentou face a temperatura de cristalizagao do pellet, enquanto
a temperatura de fusdo desceu face a do pellet do material puro.

McEaching e Lozano [4] produziram nanofibras de PCL (Policaprolactona) por
fiacdo centrifuga. Para tal utilizaram PCL dissolvido em diclorometano em
concentracgoes de 16 wt.% e 18 wt.%. Utilizaram dois reservatérios com capacidades
diferentes, ambos com agulhas de 0,255 mm de didmetro a servirem de orificios de saida

e um colector formado por varetas de politetrofluoroetileno, igualmente distanciadas. As
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velocidades rotacionais variaram de 3000 rpm a 9000 rpm. A uma velocidade mais
baixa, 3000 rpm, os ciclos tém duracdo aproximada de 30 s, enquanto a velocidade mais
elevadas, 9000 rpm, os ciclos tém duracido aproximada de 10 s. As fibras de PCL a uma
concentragdo de 16 wt.% mostraram ser melhores que as de uma concentragao a 18
wt.%. Verificaram que, para a solucao de PCL a 16 wt.%, a 3000 rpm, 6000 rpm e 9000
rpm formaram-se fibras com um didmetro médio de (264 + 125) nm, (326 + 112) nm e
(220 4+ 98) nm, respectivamente. Observaram que as fibras obtidas a 3000 rpm
apresentaram a maior quantidade de contas, contas estas que diminuiram com a
velocidade rotacional, pelo que as fibras produzidas a 9000 rpm apresentaram menos
contas. Notaram que as fibras colhidas em menores intervalos de tempo (5 s) possuem
maiores didmetros, na ordem dos 2000 nm, enquanto fibras colhidas com um intervalo
de tempo maior (30 s) possuem didmetros bastante inferiores, na ordem dos 350 nm.
Verificaram ainda que, com o aumento da velocidade de rotagdo, ocorreu uma
diminuicao de cristalinidade, em comparacao com o PCL puro, para fibras a 16 wt.%.
Em jeito de resumo do estado da arte, na tabela A.6 do apéndice A é possivel
observar uma comparacao entre as diferentes caracteristicas verificadas nos artigos

acerca de fiacdo centrifuga analisados ao longo deste trabalho.

2.3. Analise dos processos fisicos da fiacao centrifuga

Uma das principais desvantagens do processo de electrofiagao é a elevada quantidade de
parametros de que esta técnica depende, influenciando, assim, as caracteristicas das
fibras produzidas. Porém, apesar das significativas melhorias que se obtém na fiacao
centrifuga de fibras, este método de produgdo estd também dependente de alguns
parametros: o didmetro do reservatério, o didmetro e forma do/s orificio/s, as
propriedades reoldgicas da solugdo, a velocidade de rotacdo do reservatério, a
temperatura, o sistema colector, a distancia do/s orificio/s ao sistema colector e o
ambiente onde se desenrola o processo [4][19][21][24].

Revendo o processo de formagao de nanofibras com mais algum detalhe: quando

o reservatorio roda em torno do seu eixo de simetria, a uma taxa maior do que um
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limite determinado pelo equilibrio entre a forga capilar e efeito centrifugo, a solugdo ou
fundido é ejectado através do/s orificios/s existentes no mesmo. Este jacto vai sendo
expelido ao longo de uma trajectéria espiral a medida que o solvente, caso se trate de
uma solucdo, vai evaporando. Ao longo deste processo o jacto vai sendo alongado e o
solvente evapora a uma taxa J, dependente do coeficiente de difusdo D do solvente no
polimero. O jacto vai ser recolhido num colector estacionario, geralmente com uma
geometria cilindrica, de raio R.. Uma vez no colector, o solvente que resta no jacto
evapora e a fibra solidifica, estando pronta para ser removida [25]. Porém, a formagao
da nanofibra é mais complexa do que a descricdo anterior aparenta, estando dependente

de varias condicionantes em que se podem distinguir trés etapas.

2.3.1.Etapas para a formagao de nanofibras por fiacao centrifuga [28]

Durante o processo de formagao de nanofibras o polimero/solugao polimérica passa por
diversos processos até que se transforma em nanofibra com as propriedades morfologicas
desejadas. Estes processos dependem da tensao superficial do fluido, da forca inercial, da
forga nédo inercial e da forga viscosa. O facto de estas forgas actuarem em momentos
diferentes na formacdo da nanofibra possibilita analisar este processo em trés fases
distintas: iniciacdo do jacto, alongamento do jacto e evaporacdo de solvente, como é

possivel observar pelas Figura 2.1, Figura 2.2 e Figura 2.3.

2.3.1.1 Inicia¢ao do jacto

A primeira etapa para a formagdo de nanofibras por fiagdo centrifuga designa-se de
iniciacdo do jacto. Esta é caracterizada pelo tempo caracteristico de ejeccdo t1~1/ Qup,
proporcional ao inverso da velocidade critica angular, Qy,, necessaria a que o jacto possa

sair pelo orificio.
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Figura 2.1 Diagrama das forcas aplicadas durante a primeira etapa de formacao de nanofibras
pelo método de fiagao centrifuga — iniciagdo do jacto (adaptado de Mellado et al [28]).

Caso a pressao hidroestatica, pgh, no orificio seja trés ordens de grandeza menor que a
forca centripeta, pQ2sya, no orificio de raio a do reservatério de raio sy, o seu papel na
primeira etapa da formacdo de nanofibras é desprezavel. Assim, equilibrando a forca
inercial, pQ?spa3, com a forca capilar no orificio do reservatério, oa, produz uma
velocidade rotacional critica para a ejeccao do jacto Qy, ~+/0/a%syp, e uma velocidade

de ejeccao do jacto V ~ QySp-

2.3.1.2 Alongamento do jacto

A segunda etapa para a formacdo de nanofibras designa-se de alongamento do jacto.
Esta é caracterizada pelo tempo caracteristico viscoso T,~r?p/u , onde p é a

viscosidade extensional e p a densidade.
.
T~ Tip/U

\ W
.\

Figura 2.2 Diagrama das forgas aplicadas durante a segunda etapa de formacgdo de nanofibras
pelo método de fiacdo centrifuga — alongamento do jacto (adaptado de Mellado et al [28]).

Quando o jacto de polimero sai do pelo orificio, o seu alongamento é controlado pelo
equilibrio entre as forgas centrifugas e viscosas. E é na segunda etapa que se da a
formacao de nanofibras. Observa-se que a tensdo de alongamento viscosa de um jacto de
raio r e a velocidade V é realizada axialmente e é proporcional a pV/x, onde x é a

distancia ao orificio e a conservacio de massa implica que Ua? = Vr?, sendo obtida a
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expressao do raio do jacto de nanofibra formado em funcdo dos pardmetros

experimentais:

alUl/2p1/2 o)
— 2.1
3/2

R0

onde a é o raio inicial do jacto, v = u/p é a viscosidade cinematica e x ~R. é o raio do

colector (R, > sg).

2.3.1.3 Evaporacao do solvente

A terceira e ultima etapa na formagado de nanofibras é designada por evaporagdo do
solvente. Esta etapa é caracterizada pelo tempo caracteristico de evaporacao de solvente
T3~ 1r%/D , dependente da difusdo do solvente através do polimero.

A taxa de evaporacdo do solvente estd dependente da sua volatilidade. Se o
solvente é muito volatil, o jacto forma fibras de maior diametro, ja que uma rapida
evaporacao do solvente potencia uma rapida solidificacdo do jacto. A distancia do/s
orificio/s ao colector é também determinante, pois caso esta seja demasiado curta, o

solvente ndo evapora completamente sendo obtido fibras com maior didmetro.

g~ ?’z/D

) |
-

Figura 2.3 Diagrama das forcas aplicadas durante a terceira etapa de formacdo de nanofibras
pelo método de fiacao centrifuga — evaporagdo do solvente (adaptado de Mellado et al [28]).

2.3.2.A importancia da viscosidade e da velocidade angular

Melado et al. [28] verificaram a importancia da viscosidade e da velocidade angular, p
e O, na formagao das nanofibras, sendo responsaveis pelo aparecimento de trés regimes.
No primeiro regime, onde p, 1 ou ambos os parametros tém valores suficientemente
elevados, sdo formadas fibras continuas, com poucas contas ou outros defeitos. Quando
M, @ ou ambos os parametros diminuem para valores mais moderados sobressai o

segundo regime de formagao de fibras, sendo estas fabricadas com contas e/ou outros
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defeitos. As contas e os defeitos que as fibras possam apresentar sdo formados quando o
efeito centrifugo nao ¢é suficiente para ultrapassar a tensdo superficial e alongar o jacto
antes de este chegar ao colector. O terceiro regime é caracterizado por um valor baixo
dos pardametros 4, Q ou ambos, ndo possibilitando o fabrico de fibras.

A equacdo 2.1 descreve o comportamento do raio da fibra, a medida que se
aumenta W e Q, dentro do primeiro e segundo regimes. A transicdo entre os segundo e
terceiro regime esta associada ao tempo que o jacto demora a romper, dependente da
tensdo superficial, t.~ ur/o. Estes autores verificaram que a velocidade angular minima

para que haja formacao de fibra é descrita pela equagao 2.2,

R0
0.~ P acz w3 (2.2)

Esta lei de poténcia determina a transicdo entre o segundo e terceiro estados.
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3. Equipamento para fiacao centrifuga de

fibras

Neste capitulo é apresentado o projecto dos componentes que constituem o aparelho que
permitird a fiacdo centrifuga de fibras, sendo observadas e discutidas as alteragoes
efectuadas ao longo da sua construgdo. Como o préprio nome indica, as fibras serdo
obtidas através de um efeito centrifugo. Assim, uma vez que esta estd dependente da
rotacdo, é necessario criar um movimento de rotacdo no reservatério cilindrico, para que
a solucdo ou fundido nele contido seja expelida e a fibra seja formada. Foi ainda
incluido um sistema de aquecimento e controlo de temperatura para que seja possivel a
obtencao de fibras a partir de fundidos.

A construcdo do aparelho envolveu dimensionamento e desenho de parte dos
seus componentes, enquanto outros foram adquiridos e usados tal como fabricados. O
desenho destes foi realizado em AutoCAD 2013, uma vez que este mostrou ser um
software bastante versatil e completo para o desenho técnico de componentes. Neste
capitulo serdo descritos todos os componentes, apresentando em detalhe as suas

especificagoes.
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3.1. Constituicao do sistema de fiacao centrifuga

Uma vez que o sistema de fiacdo centrifuga é constituido por varios componentes, é
primeiramente apresentado o aparelho no seu todo, seguindo-se uma apresentacao de

cada componente, como se pode observar pela Figura 3.1 e Figura 3.2, respectivamente.

Figura 3.1 Equipamento de fiacdo centrifuga.
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D

Figura 3.2 Componentes do aparelho de fiacdo centrifuga. A) 1 — Base do colector; 2 —
Reservatério cilindrico; 3 — Varao de suporte do colector; 4 — Grelha de ago inox com resisténcias
de aquecimento (ndo se encontra visivel); 5 — Rolamentos e seu suporte (ndo se encontra visivel);
6 — Ctpula de protecgdo. B) 7 — Polia; 8 — Vardo de 12 mm de didmetro; 9 — Correia; 10 —
Abragadeira; 11 — Motor (Dremel 4000); 12 — Perfil Rose+Krieger 4005000 30x30. C) 13 —
Fusivel de 2 A; 14 — Local de insercdo do cabo de alimentacdo para o controlo de temperatura;
15 — Controlador de temperatura Red Lion T16; 16 — Botdao on/off do circuito de controlo de
temperatura. D) 17 — Base em ardoésia.

Uma vez apresentado o sistema e os seus componentes, os subcapitulos seguintes
descrevem, com pormenor, cada componente a nivel da sua funcdo e das suas

caracteristicas.

3.2. Componentes de rotagao e transmissao de movimento

Para a formacao de fibras a partir da técnica de fiacdo centrifuga, a solugdo necessita de
ser ejectada pelos orificios do reservatorio. Assim, o reservatério cilindrico terd que girar
em torno do seu proprio eixo a elevadas velocidades rotacionais. Uma forma de se
conseguir um resultado aceitdvel é montar um sistema envolvendo um motor, eixos
calibrados e maquinados, polias e correia. A velocidade de rotacdo terd que ser
regulavel, bastante elevada (entre os 5000 e 25 000 rpm) e o motor deverd ter uma
poténcia suficiente para a atingir.

Em relacdo a montagem de componentes que possibilitem a rotacdo do
reservatorio, efectuaram-se ensaios para dois tipos de transmissdo de movimento entre o
motor e o reservatério: ligacdo directa e ligacdo indirecta. A primeira representa a

ligagdo entre o motor e o reservatério apenas por um veio calibrado, directamente
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inserido em ambos os componentes. A segunda reflecte uma montagem em que o veio
que permite a rotacdo do reservatorio se encontra inserido numa polia, dentada, que é
posta a girar por intermédio de uma correia ligada a uma polia dentada aplicada no
veio do motor. Apds a realizacdo de varios ensaios utilizando uma ligagdo directa entre
o motor e o reservatorio, verificou-se que este tipo de montagem nao é o mais indicado,
uma vez que, em caso de empeno (mesmo que ligeiro) do veio, o reservatério descrevera
um movimento orbital em que o desequilibrio de massas gera forcas de atrito bastante
elevadas que provocam um rapido desgaste do equipamento. Este desgaste prematuro
aumenta o risco de falha do equipamento, o que por sua vez gera inseguranca no seu
manuseamento, para além de afectar a qualidade das fibras produzidas. Assim, como se
verificou mais vantajoso, adoptou-se um sistema de ligacdo indirecta entre o motor e o

reservatorio cilindrico com transmissdo de movimento através de uma correia dentada.

3.2.1.Motor

Como referido anteriormente, para a producao de fibras é necessario que o reservatério
cilindrico gire a elevadas velocidades de rotagdo, pelo que o motor tera que poder ser
controlado e ter uma poténcia maxima suficiente para permitir obter velocidades entre
as 5000 e 25000 rpm. Por fim o factor preco foi também tomado em atencdo na escolha
final.

Apébs pesquisa de varios motores de fabrica, escolheu-se o Dremel 4000 como
motor a ser utilizado neste projecto, uma vez que, além de possuir todas as
caracteristicas inicialmente desejadas, ja se encontra electronicamente pronto a usar,
bastando, para isso, ligar o aparelho a tomada eléctrica e a sua estrutura é a ideal para
satisfazer o projecto do aparelho inicialmente idealizado.

A nivel de caracteristicas técnicas deste motor, deve-se salientar a velocidade

rotacional varidvel entre 5000 e 35000 rpm e a poténcia de 175 W.
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3.2.2.Veio adaptador do motor

Para estabelecer a ligagdo indirecta entre o Dremel 4000 e o reservatério cilindrico é
necessario projectar um adaptador para ser inserido na sua bucha e que na outra
extremidade permita a ligacdo a polia mandante do sistema de transmissao de
movimento.

O adaptador foi produzido, nas dimensoes adequadas, por maquina¢do num
torno mecanico a partir dum varao de latdo. O adaptador (ver Figura 3.3) consiste num
cilindro de 26 mm de altura, tendo, em extremidades opostas, didmetros diferentes: 3
mm na base e 6 mm no topo. O latdo foi escolhido por ser um material leve, econémico,

resistente e de facil maquinagao.

Figura 3.3 Representagao, em AutoCAD 2013, do veio adaptador do motor & polia dentada
mandante.

3.2.3.Polias e correias

Para a ligacdo entre veios, o do motor e o do reservatério cilindrico, sdo utilizadas para
transmissao de velocidade duas polias e uma correia dentadas. Os componentes foram
adquiridos através do portal da empresa Belting Online na internet.

As polias (ver Figura 3.4) sdo de aluminio, sendo iguais entre si, ambas
possuindo 30 dentes, espacados 2,5 mm. Possuem ainda, cada uma, uma rosca fémea
M3 com o respectivo perno roscado que permite o bloqueio da polia no veio em que esta
inserida. A diferenca reside no orificio central para encaixe dos veios. No caso da polia
que encaixa no veio adaptador do Dremel 4000, esta possui um furo de 6 mm de
didmetro, enquanto a polia que encaixa no veio do reservatoério cilindrico tem uma

furacdo com 12 mm de didmetro.
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Figura 3.4 Polia dentada

. L Figura 3.5 Correia em poliuretano Synchroflex
do sistema de transmissao

. para transmissao de movimento entre o motor e
de movimento entre o motor . - .
L. o reservatorio da solugao polimérica.
e o reservatorio.

Foi escolhida uma correia (ver Figura 3.5) em poliuretano Synchroflex reforcada
com fio de ago, com um perimetro de 180 mm e com 72 dentes, para ligar as duas
polias. Como estas possuem o mesmo numero de dentes a razdo de transmissdo é

unitaria, ou seja, as suas velocidades de rotagao sao iguais.

3.2.4.Veio de rotacao do reservatorio cilindrico

Finalmente, é mnecessario um veio para ligacdo da polia dentada mandada ao
reservatorio cilindrico. Este veio necessita de uma especial atencdo uma vez que as suas
caracteristicas, sejam elas a nivel do material escolhido ou em relacdo a sua massa e
didmetro, a sua frequéncia de ressonancia e, consequentemente, a sua vibracao,
afectardo o normal funcionamento do equipamento.

Inicialmente foi usado um veio de 12,5 cm de comprimento, 6 mm de didmetro e
de aco inox, soldado a uma pequena peca de latdo com cerca de 3,3 cm de comprimento,
com 3 mm de comprimento de veio roscado M8, em ligacdo directa com o motor.
Porém, apds varios ensaios, esta ndo se mostrou ser a melhor solucdao tanto a nivel de
seguranca como a nivel de produgao de fibras, pois foi observada uma vibracao elevada
do sistema veio-reservatério a velocidades do motor na ordem das 10000 a 12500 rpm. A
vibracao sentida no veio, na peca de latdo e, em especial, na rosca da peca de latao, era
tal que, apds varios ensaios, a rosca da peca de latdo partiu, sendo o reservatério
projectado.

Assim, para além de ter sido escolhido um sistema de ligacdo indirecta entre o
reservatorio cilindrico e o motor, foi também projectado um novo veio de ligacdo ao

reservatorio, com caracteristicas diferentes das do anterior. E, entdo, usado um varao de
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aco inox da SKF com 12 mm de didmetro, 20 cm de comprimento e com uma das
extremidades do veio com rosca M10 ao longo de 9 cm, como mostra a representacao

em AutoCAD 2013 na Figura 3.6.

Figura 3.6 Representagao do veio para ligagdo do reservatério cilindrico & polia mandada em
AutoCAD 2013.

O acgo inox da SKF foi escolhido devido a sua elevada resisténcia a flexdo e
durabilidade, apesar da sua maquinacao exigir a utilizacdo de tornos mecanicos de

majior poténcia e ferramentas de corte de elevada qualidade.

3.2.5.Reservatorio cilindrico

O reservatério cilindrico é o componente onde é colocada a solugao polimérica ou
fundido que ira ser fiado. Esta peca foi fabricada a partir de um vardo de aluminio,
tendo um didmetro interno de 24 mm e um didmetro externo de 30 mm, uma altura de
20 mm, com paredes de 3 mm de espessura, dois orificios de 0,5 mm de diametro
localizados na parede e distando 180° um do outro, por onde é expelida a solucdo, e
uma rosca fémea MI10 na base que possibilita enroscar o reservatério ao veio.
Adicionalmente, para que a solugdo permaneca no interior do reservatério, uma tampa
com um furo de 10 mm de didmetro é aparafusada no topo do mesmo.

Ao longo deste trabalho foram utilizados dois reservatoérios cilindricos, com
dimensoes e orificios de diferente didmetro. Inicialmente o reservatério utilizado era
constituido por um cilindro de 35 mm de altura, 40 mm de didmetro, uma espessura de
paredes de 3 mm e uma rosca fémea M8 na base com 4 mm de comprimento. J& os
orificios tinham 1 mm de didmetro. Este reservatério, aliado ao veio anteriormente
utilizado, mostrou que, apesar de produzir fibras poliméricas, ndao era o mais acertado
devido a sua elevada massa, causando vibragoes excessivas no sistema e pondo em risco
a seguranca do operador. OQutro facto que veio apoiar tal constatacdo foi o elevado
didmetro das fibras produzidas. Assim, foi projectado um novo reservatério cilindrico

(ver Figura 3.7) com novas dimensoes.
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Figura 3.7 Representagdo da versdo optimizada (segunda versdo) do reservatoério cilindrico em
AutoCAD 2018.

Todas as dimensbes, sem excepcao, foram reduzidas de maneira a reduzir a
massa e, assim, a vibracdo existente no sistema. Esta mudanca foi crucial no
desenvolvimento do trabalho pois veio trazer mais seguranca e durabilidade do

aparelho.

3.2.6.Rolamentos do veio do reservatoério cilindrico

Devido aos problemas do primeiro veio de rotacdo, causados pelas vibragoes, e de
maneira a criar mais estabilidade e seguranga no equipamento, foi projectado um
sistema de rolamentos e respectivo suporte para minimizar a flexao do veio de rotacao.
A partir de um vardo de aluminio, utilizado pelas caracteristicas ja descritas, foi
criado um suporte para fixagdo de dois rolamentos com um didmetro interno de 12 mm.
Este é constituido por dois locais para encaixe, sob pressao, dos rolamentos, em lados
opostos do suporte, sendo atravessado de um lado ao outro por um furo de 13 mm que
permite a passagem do veio de 12 mm. Para garantir que com a vibragao ou velocidade
de rotacao elevada os rolamentos permanecam imodveis e encaixados, estes locais de
encaixe sao fechados com tampas préprias para o efeito. Este componente,
acompanhado pelas duas tampas, tal como foi descrito, pode ser observado na

representacao presente na Figura 3.8.
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Figura 3.8 Representacao do suporte para rolamentos do veio de rotacdo do reservatério
cilindrico em AutoCAD 20185.

Os rolamentos escolhidos foram o modelo 6001 2Z da NSK, encomendados no
portal da internet da RS Components. Estes rolamentos além de possuirem um
diametro interno de 12 mm, necessario para que o veio fique encaixado no rolamento,
tém um didmetro externo e altura de reduzidas dimensdes, 28 mm e 8 mm
respectivamente, uma velocidade méaxima admissivel de 32000 rpm e uma velocidade
maxima aceitavel para o 6leo existente no interior dos rolamentos de 28000 rpm, sendo

estas velocidades muito superiores as que irdao suportar.

3.2.7.Batente do veio do reservatorio cilindrico

Apos colocado em funcionamento todo o sistema verificou-se que, a rotagdes superiores
a 10 000 rpm, o veio roscado ao reservatério cilindrico deslizava pelos rolamentos, nao
permitindo uma correcta rotacdo do reservatério. Assim, foi projectado um batente
inspirado na forma das polias utilizadas, como é observado na representagdo presente na
Figura 3.9. Este componente ndo permite o deslizamento anteriormente verificado uma
vez que se encontra preso ao veio, por meio de um perno roscado M3, e sob a zona de
rotacdo do rolamento localizado no topo do suporte. Esta localizagdo permite que o
batente esteja solidario com o rolamento, garantindo um movimento sincronizado com o

mesmo, nao prejudicando o movimento do veio.
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Figura 3.9 Representacio do batente do veio de rotagdo do reservatorio cilindrico em AutoCAD
20185.

3.3. Sistema de aquecimento do reservatorio cilindrico

De maneira a ser possivel obter fibras de polimeros fundidos, é necessario que o
reservatorio cilindrico seja aquecido e que atinja temperaturas que permitam a fusio dos
polimeros ou mantenham os polimeros fundidos com uma viscosidade que torne possivel
a sua ejeccdo pelos orificios existentes no reservatério. Assim, foram usadas duas
resisténcias de aquecimento de 70 €2, capazes de dissipar 10 W de poténcia, inseridas
numa grelha de ago inox.

O sistema de controlo da temperatura baseia-se na temperatura medida por um
termopar, fazendo com que as resisténcias sejam ligadas, aquecendo, ou desligadas, até
que seja atingida a temperatura pretendida. Verifica-se entdo um pseudo-controlo do
tipo On/Off. O fluxograma presente na Figura 3.10 ilustra o modo de funcionamento
deste sistema de aquecimento e controlo de temperatura.

O aquecimento do reservatorio cilindrico é entdo feito através do calor
transportado pelo ar aquecido pelas resisténcias, aquecendo através dos fenémenos de
conducdo e conveccao. Como tal, a temperatura medida do termopar nao é a do
reservatorio mas sim do ar que circunda as resisténcias.

Para controlar a temperatura medida no local onde se encontra o termopar,
controlando a temperatura interna do reservatorio, é necessario controlar as resisténcias,
ligando-as e desligando-as. Para tal adquiriu-se um controlador de temperatura

T16100000, da Red Lion.
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| Botao ligado |

| Controlador de temperatura ligado |

| Temperatura escolhida pelo operador |

| Termopar |é a temperatura actual |

| Temperatura medida pelo termopar chega ao controlador |

L - Nao
Superior a escolhida’
Sim
O relé do controlador abre, ndo passando qualquer sinal O relé do controlador fecha, passando um sinal eléctrico,
eléctrico, desligando as resisténcias que liga as resisténcias

Figura 3.10 Fluxograma ilustrativo do funcionamento do sistema de controlo de temperatura
do reservatoério cilindrico.

O sistema de controlo deste aparelho é efectuado por um relé que fecha ou abre
o circuito de alimentacdo eléctrica das resisténcias de aquecimento. O funcionamento
deste relé é semelhante ao de um interruptor, ligando a alimentagao das resisténcias de
aquecimento sempre que a temperatura medida no termopar é inferior a temperatura
selecionada pelo operador e desligando sempre que a temperatura lida pelo termopar é
superior a selecionada no controlador de temperatura. O controlador de temperatura é
alimentado directamente a partir da rede eléctrica e foi montado no painel frontal do
equipamento, onde se instalou também o respectivo interruptor da alimentacao
eléctrica. A sua instalagdo, conexdo e programacao foram efectuadas conforme as
indicagoes do fabricante, disponiveis na folha de especificagées do aparelho.

Para medicao da temperatura foi escolhido um termopar T, constituido por uma
liga de cobre e constantan, adequado para medir temperaturas entre -200°C e 400°C.

As resisténcias de aquecimento e a grelha de ago inox em que estdo inseridas sao

adaptadas de um aparelho de algodao doce Princess 292993 (ver Figura 3.11).
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Figura 3.11 Resisténcias de aquecimento do reservatorio cilindrico (setas a vermelho).

3.4. Componentes de suporte

Para que o equipamento de fiagdo centrifuga funcione nas melhores condigdes possiveis,
é necessario que os componentes sejam fixados numa estrutura rigida capaz de absorver
as vibragdes do motor. O dimensionamento da estrutura teve em conta a altura do
Dremel 4000, uma vez que este, para facilidade de construcdo e manuseamento se
encontra montado na vertical. Foram entdo dimensionados varios componentes,
nomeadamente a base, em ardésia, a estrutura em perfil Rose+Krieger 30x30, e os
painéis frontal, traseiro e de topo. Os painéis foram fabricados em acrilico, uma vez que
este ¢ um bom isolador, resistente, de facil maquinacido e esteticamente agradével a

vista.

3.4.1.Base e estrutura de suporte

Devido a elevada vibragido inicialmente verificada no equipamento, considerou-se
necessario fixar a estrutura de apoio a uma base rigida, resistente a flexdo, e com uma
massa elevada, para permitir uma maior absor¢do da energia de vibragdo. A escolha
recaiu sobre uma pedra de ardésia, quadrada, com cerca de 60 cm de lado e 5 cm de
espessura, pesando aproximadamente 40 kg, onde foram feitos quatro furos com rosca
M10 para ligacdo ao perfil Rose+Krieger que suporta os varios componentes do

equipamento.
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A versatilidade do perfil 4005000 30x30, da Rose+Krieger (ver Figura 3.12),
possibilita criar diferentes estruturas. Este perfil tem uma elevada robustez pelo que foi

o escolhido para construir a estrutura de suporte do equipamento de fiacdo centrifuga.

15
10,2

4,5

8,5

030
03,7

010

Figura 3.12 Perfil 30x30 Rose+Krieger 40050000 utilizado na estrutura do equipamento.

3.4.2.Painéis

No painel de topo (ver Figura 3.13) localiza-se tanto a grelha com as resisténcias como o
suporte para os rolamentos. Como estes componentes necessitam de se encontrar

correctamente fixados, é de elevada importancia a correcta execucdo da peca.

Figura 3.13 Representacgio da estrutura de suporte de topo em AutoCAD 2013.

No painel frontal, observavel na Figura 3.14, situam-se os locais para encaixe do
controlador de temperatura, bem como para o encaixe do respectivo interruptor de

ligacdo da alimentagdo eléctrica. Outra funcionalidade deste painel é criar uma barreira
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de proteccdo entre as ligacOes eléctricas efectuadas para funcionamento do aparelho,

nomeadamente o funcionamento do sistema de controlo de temperatura, e o utilizador.

Figura 3.14 Representagdo do painel frontal do equipamento em AutoCAD 2018.

A semelhanca do painel anterior, também o painel traseiro (ver Figura 3.15)
possui locais de encaixe para componentes do equipamento: um fusivel e uma tomada
que permite a alimentagdo do sistema de aquecimento e controlo da temperatura.

Também aqui estd presente a funcionalidade de barreira de protecgao as ligagoes

eléctricas do aparelho.

Figura 3.15 Representacao do painel traseiro do equipamento em AutoCAD 20185.
3.5.  Outros componentes

O fusivel foi dimensionado tendo em conta que a poténcia consumida pelas resisténcias é

de 10 W e que a tensdo de entrada é de 230 V eficazes. Entdo, se admitirmos nao

30



Outros componentes

existirem perdas, a corrente eficaz de entrada serd de 0,04 A. Para garantir a seguranca
do circuito, caso haja algum pico de corrente, é utilizado um fusivel de 2 A.

Para fixar o Dremel 4000 na vertical foram utilizadas duas abragadeiras de
didmetros diferentes e adaptaveis, com uma porca de conexdao M10. A vantagem destas
abracadeiras é o seu revestimento, que absorve uma grande parte das vibragoes do
motor, atenuando a sua transmissdo para a estrutura. Possuem ainda um fecho
controlavel, por meio de dois parafusos, que facilita a sua montagem no motor.

A capula de protec¢ido das resisténcias de aquecimento é um componente tutil
para a proteccao da grelha com as resisténcias e do suporte dos rolamentos. Este
componente foi, a semelhanga de outros, retirado de uma maquina de algoddo doce
Princess 292993.

Os espagadores da grelha de resisténcias (ver Figura 3.16) tém como fungio
colocar a grelha e a ctupula de proteccdo a alturas devidas, de maneira a que todos os

componentes tenham um encaixe correcto.

Figura 3.16 Representagdo dos espacadores da grelha de resisténcias, a esquerda, e da ctpula
de protec¢ao, a direita, em AutoCAD 2013.

Para proteger o operador e/ou colectar as fibras poliméricas produzidas, foram
projectados e construidos oito vardes de acrilico (ver Figura 3.17), iguais entre si. Estes
varbes enroscam na base do colector, criando os suportes necessarios para a colocacao
do colector, tém um comprimento de 20 cm e um didmetro de 12 mm, dispondo de uma

rosca M10.

Figura 3.17 Representagio dos vardes para suporte do colector, em AutoCAD 20183.
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Para se montar um colector amovivel, existindo possibilidade de o mover entre
varias formagoes geométricas e diferentes didmetros, dimensionou-se uma base com 55
cm de didmetro, com um furo central de 15 cm de didmetro e com 24 furos roscados
M10 correspondendo a trés circunferéncias com diferentes didmetros, 27,5 cm, 37,5 cm e
47,5 cm, tendo cada uma 8 furos. O desenho desta base foi efectuado em AutoCAD
2013, tendo sido entregue a oficinas de corte de acrilico para devida construcdo, como é

possivel observar na Figura 3.18.

Figura 3.18 Representacao da base do colector em AutoCAD 2013.

3.6. As duas geragoes do aparelho de fiagao centrifuga

Ao longo deste trabalho foram sendo projectados, adicionados e substituidos alguns
componentes ao sistema de fiacdo centrifuga, de maneira a corrigir falhas detectadas,
com vista a melhorias do desempenho do aparelho e & obtencdo de fibras com
caracteristicas o mais proximo do desejado.

Neste subcapitulo serd observada a evolugdo do aparelho de fiagado centrifuga ao
longo do projecto, apresentando-se de forma breve as razoes pelas quais cada
componente foi substituido ou adicionado. E possivel desde ja referir que todas as
mudangas efectuadas permitiram diminuir a vibragdo verificada anteriormente,
tornando o aparelho de 2° geracdo muito mais fidvel, resistente e seguro, oferecendo

melhores resultados. No apéndice B é possivel observar o aparelho de primeira geracao.

32



As duas geragoes do aparelho de fiagao centrifuga

3.6.1.Reservatorio cilindrico

Apoés vérios ensaios verificou-se a necessidade urgente de conceber um novo reservatério
cilindrico. Esta urgéncia deriva do facto do reservatério presente na 12 geragdo do
aparelho ter elevadas dimenstes, fazendo com que este possua uma massa elevada,
sendo esta uma das causas para a vibragdo do eixo. Outro problema que suportou a
mudanca deste componente reside nas caracteristicas das fibras obtidas, tendo estas
didmetros superiores aos desejados. Como resolucdo das adversidades verificadas foi
projectado um novo reservatorio cilindrico com caracteristicas melhoradas, como ¢
possivel observar na Figura 3.19. Observa-se uma redugdo das dimensdes do reservatorio
para cerca de metade. De salientar que a rosca criada na base do reservatério para a
ligacdo ao veio foi aumentada de M8 para M10 e de uma profundidade de 4 mm para 9
mm, oferecendo uma melhor fixagdo e consequentemente, maior seguranca. J4 em

relacdo aos orificios, de maneira a garantir fibras mais finas, o didmetro foi reduzido de

1

1 mm para 0,5 mm.

Figura 3.19 Reservatério cilindrico de 2% geracdo, a esquerda, e reservatério cilindrico de 12
geracgdo, a direita.

3.6.2.Suporte do rolamento do veio do reservatorio cilindrico

Este componente foi idealizado para evitar a vibracdo susceptivel de ser causada pela
massa do reservatério e do veio. Para esta prevengao, o suporte para rolamentos (ver
Figura 3.20) e os rolamentos permitem que a trajectéria do veio seja realizada com a
menor flexdo do veio possivel, diminuindo a ocorréncia de vibragdes. De notar que este

componente ndo se encontrava presente na 1? geracao do aparelho.
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Figura 3.20 Suporte dos rolamentos do veio do reservatério (vista de baixo e sem tampa).

3.6.3.Sistema de ligagdo indirecta com duas polias e uma correia

Na 1# geragao (ver Figura 3.21-A) foi utilizado um sistema de ligagdo directa entre o
motor e o reservatorio cilindrico. Porém, apds varios ensaios, verificou-se que este tipo
de ligagdo nao era o aconselhavel para este sistema, uma vez que ao minimo empeno do
veio a vibragdo aumentava drasticamente, danificando ndo s6 o equipamento mas

também prejudicando a formagao de fibras poliméricas.

Figura 3.21 Ligagdo directa (A) e ligacdo indirecta (B) para transmissdo de movimento entre o

motor e o reservatério cilindrico.

Para evitar as desvantagens do empeno do veio foi projectado um sistema de
transmissao indirecta de movimento (ver Figura 3.21-B) entre o motor e o reservatorio,
tendo-se para isso recorrido a duas polias dentadas, uma correia, também dentada, e um
veio adaptado ao motor. Este tipo de ligagdo veio dar mais firmeza a rotagdo do

reservatorio, diminuindo a vibracao.
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3.6.4.Veio de rotacao do reservatorio cilindrico

A semelhanga das mudancas efectuadas no reservatério cilindrico, também o veio de
rotacao foi mudado pois, apds varios ensaios, a vibracdo sentida pelo veio era tal que a

peca de latdao soldada ao mesmo quebrou, tendo o reservatério sido projectado pelo ar.

Figura 3.22 Veio de rotagdo do reservatério cilindrico da 1* geracio (A) e da 2* geragao (B) a
direita.

Assim, concebeu-se um novo veio (ver Figura 3.22), mais resistente, com o dobro
do diametro, tendo o comprimento da rosca passado para o dobro e de M8 para M10.

Com estas alteracoes a vibracao foi minimizada e a seguranca aumentada.

3.6.5.Base em ardédsia

Devido a elevada vibragdo provocada pelo reservatoério cilindrico e pelo veio, toda a
estrutura de suporte em perfil, do aparelho de 1* geracdo, vibrava, prejudicando o seu
funcionamento. Para que tal nao ocorra, foi projectada uma base em ardosia, com 60 cm

de comprimento e largura, que eficazmente estabiliza o equipamento.
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4.Materiais e métodos

Neste capitulo sdo descritos os materiais e métodos utilizados para a produgao de fibras
de PCL através da técnica de fiacdo centrifuga, bem como os métodos utilizados para a

caracterizacao das referidas fibras.

4.1. Materiais

No decorrer deste trabalho foi utilizada a policaprolactona (PCL) com um peso
molecular de 70000-90000 kDa, da empresa Sigma-Aldrich e dois solventes, o
diclorometano (DCM), da empresa Anténio M. S. Cruz, Material Laboratério, Lda, e o

1,4 - dioxano, marca Panreac e com um grau de pureza de 99,5 %.

4.2. Obtencao de fibras de PCL

As fibras de PCL sdo obtidas através da ejeccdo da solugdo polimérica ou polimero
fundido pelos orificios existentes no reservatorio cilindrico, quando este gira a elevadas
velocidades rotacionais. Assim, primeiramente é necessario preparar as solu¢es antes de

se colocar o equipamento em funcionamento.
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4.2.1.Preparagao das solugoes

Neste trabalho foram produzidas dois tipos de solugoes: solugdes de PCL em DCM,
variando a concentragao de PCL entre 1 % e 20 %, e solugoes de PCL em 1,4 - dioxano,
produzindo-se quatro solucoes com concentracoes de, 5 %, 10 %, 15 % e 20 % de PCL.
Todas as concentragoes referidas neste trabalho referem-se a razdo entre a massa de
PCL relativamente a massa total da solucao.

Para a preparacdo das soluctes, apds efectuados os calculos das quantidades
necessarias de polimero e de solvente necessarios para obtencdo da solugdo com a
concentracao desejada, colocaram-se os granulos de PCL em DCM ou em 1,4 - dioxano.
As misturas foram colocadas, durante algumas horas, em agitacdo, por agitadores
magnéticos e placas de agitagdo, até ser possivel observar a total dissolucdo do polimero

e, assim, observarem-se solugoes homogéneas.

4.2.2.Fiacao Centrifuga

Para a fiacdo centrifuga de fibras e a sua recolha, além do aparelho projectado é
necessario utilizar outros equipamentos e materiais que se encontram identificados na
Tabela 4.1. De seguida é descrito o protocolo utilizado para a obtengdo de fibras a

partir de solucGes poliméricas.

Tabela 4.1 Equipamento e material utilizado num ensaio de fiacdo centrifuga.

Equipamento/Material Fabricante — Modelo/Especificagoes

Equipamento de fiacdo centrifuga =~ = - ---- - oo oo ________
Cartaio e e oo

Folha de aluminio comercial =~ - - - o oo o e oo
Solucdo polimérica s e oo oo oo o-

Seringa graduada Braun 1 mL, 5mL, 10 mL

1. Coloca-se a folha de aluminio comercial, com recurso a fita-cola, nos vardes de
acrilico, de maneira a montar-se o colector/protec¢ao para o operador;
2. Forra-se o cartao, que serve de colector das fibras produzidas, com folha de aluminio

comercial, sendo colocado a circundar o reservatoério;
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3. Colocarse a solugdo polimérica, previamente preparada, na seringa, escolhendo o
volume dependendo do tipo de deposicao desejada;

4. Liga-se o motor do aparelho (Dremel 4000), selecionando a velocidade de rotagao
desejada;

5. Insere-se a solugcdo polimérica no reservatério em rotacdo, com um caudal o mais
constante possivel;

6. Apés toda a solugdo ter sido ejectada pelos orificios do reservatorio, diminui-se a
velocidade de rotagdo do motor até ao minimo, desligando-se o aparelho.

7. Recolhe-se a folha de aluminio com as fibras produzidas.

8. Retira-se a tampa do reservatério, procedendo-se a sua limpeza com papel e acetona.

Devido a massa e atrito dos componentes intervenientes na ligacdo indirecta entre o
reservatério e o motor, a velocidade selecionada no Dremel 4000 nao corresponde a
velocidade do reservatério. Como tal, recorrendo-se a um tacémetro RS 163-5348,
obteve-se os valores reais de velocidade de rotacdo do reservatério. Estes valores
encontram-se na Tabela 4.2, apresentada abaixo.

Tabela 4.2 Correspondéncia entre as velocidades de rotagdo seleccionadas no motor com as

velocidades de rotacdo real, obtidas pelo tacémetro RS 163-5348.

Velocidade de rotacao indicada no Dremel

Velocidade de rotagio real (rpm)

4000 (rpm)
5000 2100
7500 2550
10000 4100
12500 6900
15000 10350
17500 16500
20000 16800
22500 17200
25000 18500
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4.3. Caracterizagao das solugoes

Para melhor compreensdao dos resultados, é mnecessario caracterizar as solugoes
poliméricas quanto a sua viscosidade de corte e tensdao superficial. Neste subcapitulo sao

explicados os métodos utilizados na determinagéo destas caracteristicas.

4.3.1.Reologia

Segundo a sociedade europeia de reologia (ESR), a reologia é a ciéncia que estuda a
deformagao e fluxo da matéria [29].

A viscosidade de corte de um fluido representa a sua resisténcia a deformacao
gradual que sofre quando colocado em situacdes de tensdo, descrevendo a friccdo que
existe internamente entre moléculas. Quantitativamente, a viscosidade de corte é

definida por dois parametros: a tensdo de corte Te a taxa de corte ¥. A relagao entre

estas duas grandezas é indicativa do comportamento do fluido como newtoniano, nao

newtoniano, pseudoplastico ou dilatante, como é observado na Figura 4.1.

3
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Figura 4.1 Curvas de fluxos de materiais newtonianos (1), pseudoplasticos (2), pldsticos (3) e
dilatantes (4) (Adaptado de Rheotec [30]).

Para se obter as medidas de viscosidade de corte e as curvas de fluxo das
solugdes utilizou-se o redmetro rotacional Bohlin Gemini™™ com sistema de prato e cone
do fabricante Malvern Instruments. Este tipo de reémetro aplica uma tensdo de corte
crescente entre duas superficies sendo que uma delas, o cone, se encontra em rotacio.
Este aparelho permite obter curvas de fluxo de dois métodos diferentes: o método de

forca controlada e o método de deformagao controlada.

40



Caracterizacao das solucoes

As medicées foram efectuadas em modo de deformagdo controlada. Nestas
medidas é aplicada uma deformacgao de corte a solugdo, resultante do movimento de
rotacdo do cone sobre o prato fixo, e é medido o torque resultante. O torque da origem
a forca de corte e através desta determina-se a viscosidade de corte da solucdo. Para
efectuar as medigoes, utiliza-se um sistema de cone e prato (didmetro de 50 mm e 1° de
inclinagao, para as solugoes de concentragoes de 1 % e 2 % de PCL e didmetro de 40
mm e 2° de inclinagdo para as restantes), sendo aplicado um pré-corte para garantir um

estado estacionério.

4.3.2. Tensao superficial

A tensdo superficial é a medida de energia de coesdo presente numa interface. Isto é, as
moléculas de um liquido atraem-se umas as outras, interagindo entre si e estando em
equilibrio devido & existéncia de uma forca atractiva presente em todas as direcgoes,
como se pode evidenciar na Figura 4.2 [31].

A medicdo da tensdo superficial das solugbes utilizadas no decorrer do trabalho
foi efectuada num dispositivo de medicao éptica CAM101 do fabricante KSV NIMA. As
medidas foram obtidas mediante uma andalise computadorizada de uma gota da solucao

na ponta de uma agulha - o método Pendant Drop.

Ar

Interface
- -0 -0--0
Liguido

0 ‘0 ‘0 -0 -0
- -0 00

Figura 4.2 Diagrama representativo da interaccdo molecular de um liquido com uma interface,
o ar (adaptado de Atension [31]).

Este tipo de aparelhos com o sistema Pendant Drop é extremamente 1util na
medicao da tensao superficial, ndo s6 pela sua fiabilidade e rapidez, mas também porque

possibilita a analise da tensdo superficial apenas com uma gota, ideal para situagoes em
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que a quantidade de solucéo é limitada. De referir que, para um resultado mais exacto,
foram realizadas cinco medidas para cada concentracao.

Num aparelho tipico de medicao de tensao superficial, é usada uma camara CCD
para capturar as imagens das gotas formadas na seringa ou capilar, sendo visionadas em
tempo real no ecrda de um computador e podendo ser guardadas e tratadas
posteriormente. Para obtencdo da tensdo superficial de um fluido, o software de
processamento de imagem é usado, transformando a imagem da gota obtida num perfil

[32], como é observado na Figura 4.3.

Figura 4.3 Perfil de gota obtida pelo aparelho CAM101 da KSV NIMA.

4.4. Caracterizacao das fibras

Para a analise e discussdo dos resultados obtidos sdo analisadas e caracterizadas as
fibras produzidas. As fibras sdo caracterizadas a nivel morfoldgico, a nivel estrutural e,
finalmente, a nivel biol4gico (adesdo e proliferacio celular).

A nivel morfolégico, através da microscopia electrénica de varrimento, é possivel
observar os didmetros, a porosidade, o alinhamento e os defeitos das fibras. A nivel
estrutural, é utilizada a difraccdo de raios-X para quantificar a cristalinidade de fibras
provenientes de solucbes com solventes diferentes, o DCM e o 1,4 - Dioxano. Por fim
sdo utilizadas as fibras como sementeiras de células, de forma a observar o

comportamento destas a nivel de aderéncia, proliferacao e orientacio nas fibras.
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4.4.1.Microscopia Electronica de Varrimento

Desde a sua invencdo, o microscépio electronico tem sido uma ferramenta de elevada
utilidade no desenvolvimento da actividade cientifica, nomeadamente em medicina,
biologia e ciéncias materiais, pois possibilita a observacao e caracterizagdo de materiais
a escala micro e submicrométrica. Este tipo de microscépios foi desenvolvido devido as
limitagoes dos microscopios 6pticos [33].

A microscopia electrénica de varrimento é entao utilizada devido a sua elevada
resolucdo, possibilitando a caracterizagdo morfolégica das fibras produzidas, tendo sido
utilizado o aparelho Zeiss DSM 962, do CENIMAT /I3N.

Antes de se obter qualquer imagem neste aparelho, é necessario ter especial
cuidado no tratamento da amostra. Esta é colocada num suporte adequado constituido
por discos de aluminio com 4 cm de didmetro, em contacto com fita de carbono da Agar
Scientific. Apds esta montagem, a amostra é revestida com ouro, tendo sido utilizado o
aparelho Agar Sputter da Agar Scientific para este efeito. A fita de carbono e a camada
de ouro na amostra sao utilizadas para que as amostras se tornem condutoras,
melhorando o contraste da imagem obtida. Na Figura 4.4 é possivel observar uma

imagem da montagem das amostras.
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Figura 4.4 Amostras de fibra para analise morfolégica por SEM.

4.4.2.Difraccao de raios-X

A difraccao de raios-X é uma técnica que permite analisar estruturalmente um material,
sendo usada para identificacdo qualitativa de substancias cristalinas, determinacdao da
estrutura cristalina do material, determinagdo do tamanho da cristalite, entre outros

[34]. Neste caso, a difracgdo de raios-X ¢ utilizada como meio de andlise do tamanho da

43



Materiais e métodos

cristalite e, assim, na quantificacdo da cristalinidade das fibras produzidas utilizando
solventes diferentes.
As medigoes efectuadas foram realizadas no difractometro X’Pert PRO MRD, do

CENIMAT/I3N.

4.4.3.Culturas Celulares

Foram realizados testes de cultura celular com o objectivo de se avaliar a adesao e
proliferacao celular nas fibras produzidas e verificar sua a organizacao pos-diferenciagao.
Utilizou-se a linhagem celular C2C12, uma linhagem de mioblastos de rato. A utilizacao
destas células é justificada pelo facto de se poderem diferenciar em miofibrilas, organelos
tubulares dispostos em feixes longitudinais, tal como as fibras produzidas. E, assim, de
elevado interesse verificar se a diferenciagdo das células em miofibrilas é orientada pelo
alinhamento das fibras que lhes servem de substrato.

No apéndice C encontra-se o protocolo experimental utilizado nas culturas

celulares realizadas.
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5.Caracterizacao das solucoes poliméricas

Como a técnica de fiacdo centrifuga de polimeros é ainda muito recente, os pardmetros
das solucdes que influenciam a formacado de fibras poliméricas ainda nao se encontram
totalmente descritos na literatura, que prima por ser ainda escassa. Apds revisao
bibliografica, verifica-se que o Unico pardmetro estudado para este sistema e para a
solucao utilizada é a concentracdo da mesma, tendo sido demonstrado por McEachin e
Lozano [4] que a concentracao de polimero ideal é de 18 %. Uma vez que o aparelho de
fiagdo centrifuga projectado ndo possui todas as caracteristicas do aparelho apresentado
McEachin e Lozano, é necessario determinar a concentracio ideal para produzir fibras
poliméricas no aparelho construido, devido a possibilidade desta poder ser diferente.
Neste capitulo sdo analisadas as propriedades das solucdes utilizadas, nomeadamente a
tensao superficial e a viscosidade de corte, parametros com um papel preponderante na
formagao de fibras através deste sistema

Produziram-se vinte solugoes com concentragoes diferentes de PCL, entre 1 % e
20 %, usando DCM como solvente. A andlise da morfologia das fibras produzidas ira
determinar a concentragdo e os parametros de funcionamento do equipamento que

permitirao obter os melhores resultados.
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5.1. Tensao superficial

A partir das medidas de tensdo superficial obtidas construiu-se o grafico representado

na Figura 5.1, mostrando a relagdo entre a tensdo superficial e a concentracdo de PCL.
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Figura 5.1 Variacao da tensdo superficial com a concentracdo de polimero na solugao.

Constata-se, a partir da observacgdo do grafico, que a tensdo superficial, de uma
forma geral, vai aumentando & medida que a concentracdo de PCL também aumenta.
Tal pode ser explicado pelo aumento do efeito atractivo entre as moléculas de polimero
e as moléculas do DCM. Porém, é possivel verificar que para 1 % e 2 % a tensao
superficial da solugcdo é um pouco menor que a tensdo superficial do solvente no estado
puro, sendo uma explicagdo possivel o facto das moléculas de PCL estarem em muito
menor nimero que as moléculas de DCM, havendo um arranjo molecular que favoreca a

descida da tensao superficial.

5.2. Viscosidade de corte

Na Figura 5.2 encontram-se as curvas de fluxo de algumas das solugbes estudadas.
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Figura 5.2 Variacao da viscosidade de corte com a aplicacdo de uma tensao de corte para
solugoes de 1, 8 — 16%.

Através do cruzamento da informacao proveniente das tabelas de resultados do
apéndice D com este grafico é possivel concluir que apenas nas solugoes que se afastam
de um comportamento newtoniano (com comportamento pseudopldstico) é que é
possivel observar a formacao de fibras poliméricas. O resultado observado nao é de todo
inesperado, uma vez que é a partir de solugdes com caracteristicas pseudoplésticas que é
possivel verificar o entrelagamento entre as cadeias poliméricas, que possibilita o

estiramento da solucdo e a formacgao da fibra.
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6.Analise e discussao de resultados:
Caracterizacao de fibras de PCL obtidas

por fiacao centrifuga

Para a caracterizagdo das fibras de PCL produzidas ao longo deste projecto foram
realizados ensaios a varios pardmetros, nao s6 do equipamento de fiacdo centrifuga mas
também das solucbes, de maneira a ser possivel perceber de que modo é que cada
parametro influencia as caracteristicas das fibras de PCL produzidas, nomeadamente no
seu didmetro, no seu alinhamento e na formagao de contas e/ou defeitos. Os pardmetros
sobre o qual reflectiram o estudo realizado foram a concentracdo da solucdo, a
velocidade de rotacdo do reservatério, o solvente utilizado na solugdo e diferentes
didmetros de colectores. Apds a andlise dos resultados obtidos, foi possivel determinar
quais os parametros ideais para a producdo de fibras e de que modo é que estes
influenciam essa mesma producao.

Ao longo deste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos,
definindo um conjunto de pardmetros para a producao de fibras e procedendo-se a
variagdo individual de cada um, mantendo-se os restantes constantes. Assim serd

possivel determinar os intervalos de valores, para cada pardmetro, em que as fibras
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produzidas apresentam resultados mais satisfatérios. Os estudos efectuados revelaram

uma elevada dependéncia do processo de formacao de fibras dos pardmetros testados.

6.1. Descri¢ao dos parametros estudados

Como se verd nos subcapitulos seguintes, sdo analisados individualmente os vérios
parametros estudados ao longo do trabalho. Neste capitulo introdutério sao
apresentadas as alteragoes nas varidveis estudadas, em forma de tabela, para que o
leitor tenha conhecimento de todos os ensaios realizados ao longo deste trabalho, de
uma forma rapida e de facil leitura. Os pardmetros e os valores usados nos ensaios
podem ser consultados em pormenor no apéndice A e encontram-se resumidos nas
Tabelas 6.1 e 6.2 em que se usou o DCM e o 1,4 - dioxano como solventes,
respectivamente. De notar que a utilizacdo do reservatério com orificios de 1 mm de
didmetro foi efectuada em ligacdo directa. Neste tipo de ligacio as velocidades atingidas
pelo reservatério, apesar de nao terem sido medidas com um tacémetro, mostraram ser
visualmente superiores as atingidas com a utilizagdo da ligacdo indirecta, pelo que
apesar da velocidade marcada pelo Dremel 4000 ser a mesma, a velocidade do
reservatorio é diferente. Assim nao é possivel comparar resultados provenientes dos dois

reservatorios.

Tabela 6.1 Parametros utilizados nos ensaios com as solugdes de PCL e DCM como solvente.

Parametros

Velocidade de rotacgdo do reservatério (rpm) 2100, 4100, 10350, 16800
Didmetro do colector (cm) 27.,5; 37,5; 47,5
Diametro dos orificios do reservatério (mm) 0,5 el
Solvente DCM
Temperatura (°C) 18-23
Concentragao (%) (1, 2, 3, ..., 20)
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Tabela 6.2 Parametros utilizados nos ensaios com as solugdes de PCL e 1,4 - dioxano como

solvente.
Velocidade de rotagdo do reservatério (rpm) 2100, 4100, 10350, 16800, 18500
Diametro do colector (cm) 47,5
Diametro dos orificios do reservatério (mm) 0,5
Solvente 1,4 - Dioxano
Temperatura (°C) 18-23
Concentragao (%) 5, 10, 15 e 20

6.1.1.Influéncia da concentracdo da solugao na formacao de fibras PCL

A concentragdo de uma solucdo determina a sua viscosidade e tensdo superficial, pelo
que o escoamento da solugdo pelos orificios do reservatério do equipamento de fiacao
centrifuga e a formacdo de fibras ocorrerd de formas diferentes consoante a

concentracao.

1 1mm

SkU
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Figura 6.1 Imagens SEM de fibras de PCL a 10350 rpm usando DCM como solvente, um
colector de 47,5 cm de didmetro e o reservatério com orificios de 0,5 mm de didmetro.
Concentragdes de PCL: A) 10 %; B) 11 %; C) 12 %; D) 13 %; E) 14 %.

Figura 6.2 Imagens SEM de fibras de PCL a 16800 rpm usando 1,4 - dioxano como solvente,

um colector de 47,5 cm de didmetro e o reservatério com orificios de 0,5 mm de didmetro.
Concentragoes de PCL: A) 10 %; B) 15 %; C) 20 %.

A partir da observacao dos dois conjuntos de imagens SEM obtidas, conclui-se de

imediato que a concentracdo é um parametro de elevada importancia na formacao de
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fibras, alterando-lhes o didmetro e o alinhamento, sendo também responsavel pela
existéncia de contas e outros defeitos.

Com a solucao de 10 % de PCL, na Figura 6.1-A, foram produzidas fibras com
didmetros varidveis, com baixo alinhamento da rede de fibras e com algumas contas
originadas pela forga centripeta, insuficiente para ultrapassar a tensao superficial e
estirar o jacto antes que este chegue ao colector [28].

Para uma solugdo com uma concentracao de 11 % de PCL, Figura 6.1-B, foram
obtidas fibras com didmetros inferiores aos anteriores, continuando estes a ser pouco
uniformes, existindo defeitos ao longo de uma ou outra fibra. De notar, ainda, a
existéncia de um alinhamento na maioria das fibras obtidas. Na Figura 6.1-C, com uma
solucao de 12 % de PCL, foi obtida uma rede de fibras alinhada, onde a quase
totalidade das fibras forma feixes compactos, sem a existéncia de contas e com
didmetros semelhantes. Na solucdo de 13 % de PCL, Figura 6.1-D, apesar de existir um
alinhamento de fibras, nota-se que o mesmo nao é tao elevado como nas fibras obtidas
com a concentracao anterior, existindo alguns defeitos em algumas fibras e uma menor
uniformidade de didmetros das fibras, apesar de esta ser semelhante ao da concentracao
anterior. Pela observacao das fibras obtidas a partir de uma solucao de 14 % de PCL,
Figura 6.1-E, nota-se, de certo modo, um retrocesso, um recuo para as caracteristicas
obtida para a concentragao de 10 % de PCL, Figura 6.1-A, uma vez que volta a existir
uma desorganizagdo na rede de fibras e a presenca de defeitos. Porém, as fibras sem
defeitos apresentam os menores didmetros de fibras desta concentracao.

Para medicdo de didmetros das fibras ao longo deste trabalho foi utilizado o
programa ImageJ, que fornece o valor do didmetro da fibra em pixéis e os converte para
unidades de comprimento. Os resultados sao obtidos a partir de uma amostra aleatéria
de 25 a 50 fibras por cada imagem. A variagdo da populagdo da amostra deve-se a
dificuldade de seleccdo das fibras em determinadas imagens.

Os resultados obtidos para a relagdo entre o didmetro das fibras e a concentracao

da solucao podem ser observados no grafico da Figura 6.3.
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Figura 6.3 Variacdo dos didmetros de fibras formadas com uma solugdo de PCL dissolvida em
DCM com uma concentracao varidvel, com uma velocidade fixa de 10350 rpm, um colector de
47,5 cm de didmetro e o reservatério com orificios de 0,5 mm de didmetro.

Com base em todos os dados analisados, é possivel concluir que a solucdo com
uma concentracao de 12 % de PCL serd a ideal para a producdo fibras poliméricas de
PCL, pois é aquela que apresenta que apresenta a maior uniformidade de didmetros, o
melhor alinhamento de fibras, um didmetro proximo do menor que foi atingido e a
auséncia de contas.

Em relagdo as solugbes com 1,4 - dioxano como solvente, os resultados foram
semelhantes, isto é, a concentracao influencia de facto a morfologia das fibras. Porém,
nota-se que as concentragoes para as quais se obtém as melhores caracteristicas de fibras
sao diferentes das concentragdes das solucdes que utilizam o DCM como solvente. Em
comparagao com as fibras do primeiro conjunto de imagens, pode-se também verificar
que as fibras produzidas a partir das solugdes que utilizam o 1,4 - dioxano como
solvente possuem um didmetro menor do que as que utilizam solugées com o DCM
como solvente, bem como um menor alinhamento.

Analisando a Figura 6.2, as fibras produzidas a partir de uma solu¢do com uma
concentragao de 10 % de PCL, Figura 6.2-A, tém didmetros pequenos e bastante
semelhantes entre si. Porém, existem muitas contas e defeitos numa rede de fibras
totalmente desorganizada. Em relacao a concentracao de 15 % de PCL, Figura 6.2-B, as
fibras produzidas, a semelhanca da concentracido anterior, mantém a desorganizacdo da

rede e a existéncia de defeitos, embora em menor quantidade. Os didmetros sdo um
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pouco maiores e menos uniformes que os das fibras da andlise anterior. Finalmente, para
as fibras formadas a partir de uma solugao de 20 % de PCL, Figura 6.2-C, apesar da
existéncia de alguns defeitos e dos didmetros serem mais elevados e menos uniformes
que as anteriores, a rede de fibras encontra-se muito mais alinhada. De notar que na

Figura 6.4 podem ser confirmadas as observagoes efectuadas relativas aos didmetros.
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Figura 6.4 Variacdo dos didmetros de fibras formadas com uma solugdo de PCL dissolvida em
1,4 - dioxano com uma concentracao variavel, com uma velocidade fixa de 16800 rpm, um
colector de 47,5 cm de didmetro e o reservatério com orificios de 0,5 mm de didmetro.

Para solugoes com DCM como solvente verificou-se que o aumento de
concentracdo conduziu a uma diminuicdo de didmetro das fibras. Porém, nao foi
verificada a mesma linearidade em relacdo ao alinhamento das fibras e & quantidade de
contas e/ou defeitos com o aumento da concentragdo. J& para solugdes com 1,4 —
dioxano como solvente, observou-se que o didmetro das fibras produzidas aumentou com
a concentracdo, tal como o alinhamento das fibras. Também o aparecimento de contas
e/ou defeitos se mostrou dependente da concentragdo, tendo-se verificado uma
diminuicdo com o aumento da concentracdo. Sistematizando e analisando ainda outra

velocidade, 4100 rpm, apresenta-se a Figura 6.5.
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Figura 6.5 Variacdo dos didmetros e da existéncia ou ndo de contas e/ou defeitos em fibras,
com a variacdo da concentracao, usando o reservatério com orificios de 0,5 mm de didmetro e
uma velocidade de rotagao fixa.

6.1.2.Influéncia da velocidade de rotagao na formacao de fibras de PCL

E razodvel assumir que o escoamento da solucdo e a velocidade com que esta sai pelos
orificios é influenciado pela velocidade de rotacdo do reservatorio, que influencia por sua

vez a formacao das fibras, tal como é observado nas equacoes 2.1 e 2.2.
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11mm

Figura 6.6 Imagens SEM de fibras de PCL a 12 % usando DCM como solvente, um colector de
47,5 cm de didmetro e o reservatério com orificios de 0,5 mm de didmetro. Velocidade de rotagao
do reservatério: A) 4100 rpm; B) 10350 rpm; C) 16800 rpm.

Figura 6.7 Imagens SEM de fibras de PCL a 15 % usando 1, 4 - dioxano como solvente, um

colector de 47,5 cm de didmetro e o reservatério com orificios de 0,5 mm de didmetro.
Velocidade de rotagao do reservatério: A) 4100 rpm; B) 10350 rpm; C) 16800 rpm.

A partir da observagdo dos dois conjuntos de imagens, verifica-se que, a
semelhanca da concentragdo da solucao, a velocidade de rotacdo do reservatério é

também um pardmetro importante no diz respeito a morfologia das fibras, ao seu
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alinhamento e a existéncia ou nao de contas e defeitos. Observando as fibras produzidas
a 4100 rpm, Figura 6.6-A, ndo se verifica a existéncia de contas ou defeitos, porém o
desalinhamento das fibras é claramente evidente. Quanto a Figura 6.6-B, a uma
velocidade de 10350 rpm verificou-se um alinhamento de quase todas as fibras sem
contas ou defeitos. A 16800 rpm, Figura 6.6-C, comega-se a verificar um desalinhamento
das fibras, nao existindo defeitos. Porém ¢é possivel observar algumas fibras com
didmetros muito superiores a todas as outras. Observando o grafico da Figura 6.8
verifica-se que os didmetros médios das trés amostras diminuem com o aumento da

velocidade de rotagao, apresentando um baixo desvio padréao.
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Figura 6.8 Variacdo dos didmetros de fibras formadas com uma solugdo de PCL dissolvida em
DCM, com uma velocidade varidvel, uma concentracao fixa de 12 %, um colector de 47,5 cm de

didmetro e o reservatério com orificios de 0,5 mm de didmetro.

Em relacao as fibras produzidas usando a solucao de PCL a 20% com 1.4 -
dioxano, para uma velocidade de 4100 rpm, Figura 6.7-A, observam-se fibras com
didmetros pouco uniformes, com uma orientacdo razoiavel da rede de fibra e a
inexisténcia de defeitos. Para as fibras da Figura 6.7-B, a uma velocidade de 10350 rpm,
comeca-se a observar um maior desalinhamento das fibras face as anteriores. Porém, a
baixa uniformidade de didmetros continua a ser visivel, bem como a inexisténcia de
defeitos. Com uma velocidade de 16800 rpm, Figura 6.7-C, as fibras apresentam uma
orientacdo ainda menor mas possuem um didmetro inferior as anteriores. A partir da
Figura 6.9 observa-se que o didmetro das fibras a velocidades de 4100 rpm e 10350 rpm
é relativamente semelhante, enquanto que a 16800 rpm o didmetro das fibras é um

pouco mais baixo que os anteriores.
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Figura 6.9 Variacdo dos didmetros de fibras formadas com uma solugdo de PCL dissolvida em
1,4 - dioxano com uma velocidade varidvel, uma concentragdo fixa de 15 % de PCL e o
reservatério com orificios de 0,5 mm de didmetro.

Foi assim verificado que a velocidade de rotacdo do reservatorio é um importante
parametro neste processo, afectando o didmetro e o alinhamento das fibras e a
existéncia ou nao de defeitos. Em relacdo ao didmetro é possivel verificar, tanto
visualmente como numericamente, o efeito da velocidade. Para a solucao de 12 % de
PCL observou-se um didmetro menor para velocidades de rotacdo mais elevadas, tendo
sido verificado um resultado semelhante para a solucao de 15 % de PCL com 14 -
dioxano. Quanto ao alinhamento, para solucbes que usam DCM como solvente,
verificou-se um bom alinhamento de fibras a uma velocidade de 10350 rpm, enquanto a
4100 rpm e a 16800 rpm o alinhamento néo foi tdo pronunciado. Para solugoes com 1,4
- dioxano, a medida que se aumentou a velocidade de rotacdo do reservatoério, o
alinhamento das fibras foi diminuindo. Quanto a existéncia de contas e/ou defeitos,
para o primeiro conjunto de imagens, com DCM como solvente, ndo foram verificadas
quaisquer contas ou defeitos, nao sendo possivel concluir como é que a velocidade de
rotagdo influencia a formagao de contas e/ou defeitos. Ja para as solugdes com 1,4 —
dioxano como solvente, verificou-se que o aumento da velocidade de rotagdo aumentou a
quantidade de contas e defeitos. Sistematizando e analisando ainda outra concentragao,

11 % de PCL numa solu¢ao com DCM, apresenta-se o grafico da Figura 6.10.
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Figura 6.10 Variacdo dos didmetros e da existéncia ou ndo de contas e/ou defeitos em fibras,
com a variacdo da velocidade de rotacdo do reservatorio, reservatorio com orificios de 0,5 mm de
diametro e uma concentracao fixa.

6.1.3.Influéncia do didmetro do colector na formacao de fibras

A semelhanca da electrofiacdo, também a fiacdo centrifuga de fibras é afectada pela
distancia nao da seringa ao colector, mas dos orificios do reservatério ao colector, tal
como demonstrado por Mellado et al [28]. O solvente, apds a saida da solugdo pelo
orificio, necessita de tempo para evaporar e, por isso, espaco, que depende da velocidade
com que ¢ ejectado. Caso a distdncia do orificio ao colector seja menor que a necesséria,
a fibra colectada estara cheia de contas e defeitos, podendo ocorrer, por vezes, a
formagao de filmes poliméricos, devido a ndo evaporacdo do solvente. Caso a distancia
do orificio ao colector seja superior a necessaria, a fibra serd formada mas ndo atinge o
colector, caindo na base do colector devido a gravidade.

Para estudar o efeito da distdncia na formacdo das fibras foram usados trés
colectores com didmetros diferentes. Os colectores sdo cilindricos e compostos por folha
de aluminio apoiada em varodes de acrilico, tendo os didmetros: 27,5 cm; 37,5 cm; 47, 5
cm.

Em todos os colectores as fibras ndo atingiram o colector, formando uma rede de

fibras na base do colector devido a gravidade. Uma hip6tese que pode justificar estes
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resultados serd a turbuléncia de ar criada em volta do reservatoério, sendo esta mais
elevada nos colectores com menor didmetro. Uma vez que o colector encapsula, de certa
forma, o reservatoério, o ar em volta do mesmo nao consegue passar livremente em todas
as direcgoes, criando um efeito tipo vortex. Verificou-se que este efeito é prejudicial para
a formacao de fibras, uma vez que a barreira de ar em movimento funciona como uma
parede impedindo o movimento da fibra e a correcta evaporagao do solvente, ndo sendo
produzidas fibras ou sendo formadas fibras muito defeituosas. A medida que o didmetro
dos colectores aumenta, mais espago para circulagdo de ar existe, pelo que o efeito aqui
descrito vai sendo cada vez mais atenuado, possibilitando uma producao de fibras com
uma menor quantidade de defeitos, quando comparados com os resultados obtidos para
didmetros de colector menores. Assim, de maneira a recolher as fibras formadas, criou-se
um colector amovivel em cartao.

Com este estudo concluiu-se que o colector cilindrico forrado a folha de aluminio
com um didmetro de 47,5 cm é aquele que permite obter melhores resultados. Verificou-
se também a necessidade de utilizagdo de um outro colector, localizado na base do

colector, de maneira a serem recolhidas as fibras produzidas.

6.1.4.Influéncia do solvente na formagao de fibras de PCL

Apds a producao das primeiras fibras de solugbes de PCL com DCM e da primeira
analise morfolégica das mesmas através de SEM, verificou-se que todas as fibras
formadas sdo totalmente porosas, como é possivel observar na Figura 6.11. Este

resultado verificou-se para qualquer concentracao ou velocidade testadas.
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Figura 6.11 Imagem SEM de fibras de PCL a 10 %, 2100 rpm, colector de 37,5 cm de didmetro
e reservatério com orificios de 1 mm de didmetro, usando DCM como solvente.

Uma vez que as fibras formadas a partir de solugdes contendo DCM nunca
atingiram o colector, possivelmente devido a sua elevada taxa de evaporagdo, testou-se
um outro solvente, o 1,4 - dioxano cuja taxa de evaporagdo é inferior. Porém, a
semelhanca do DCM, as fibras produzidas também nao atingiram o colector cilindrico
de 47,5 cm de didmetro. Apesar de nao se ter conseguido obter o efeito desejado,
verificaram-se diferencas, a nivel morfoldgico, nas fibras de PCL produzidas em relagdo
as obtidas a partir de solugdes com DCM: as fibras de solugoes com 1,4 - dioxano nao
sdo porosas mas sim lisas, como é observado na Figura 6.12, e tém menores didmetros
que as fibras de solugdes com DCM.

De maneira a verificar de que maneira é que o solvente interage com o polimero e
de que forma afecta a cristalinidade da fibra, duas fibras obtidas com solventes
diferentes foram submetidas a difraccdo de raios-X, estando a normalizacdo do espectro

obtido representado na Figura 6.13.
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Figura 6.12 Fibras de PCL obtidas a partir de uma solu¢ao de PCL a 15 % com 1,4 - dioxano,
a uma velocidade de 4100 rpm, um colector de 47,5 cm de didmetro e o reservatdrio com orificios
de 0,5 mm de didmetro.
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Figura 6.13 Espectro normalizado de difraccao de raios-X do PCL a 12 % em DCM (a
vermelho — curva inferior) e em 1,4 - dioxano (a azul — curva superior).

A partir do espectro acima foi possivel calcular o tamanho da cristalite de ambas as

fibras, recorrendo a equagao 6.1:

0,891

te(nm) = B cos 6

(6.1)
onde,

tc(nm) é o tamanho da cristalite, em nanémetros;
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A é o comprimento de onda dos raios-X, que neste caso foram emitidos a partir duma
fonte de Cu, sendo de 1,541 nm;
B é a largura do pico de difraccdo de maior intensidade, medida a meia altura nos
graficos da Figura 6.19, sendo de f = 0,361° para fibras obtidas a partir de uma solucao
de PCL com DCM e f = 0,454° para fibras obtidas a partir de uma solu¢do de PCL
com 1,4 - dioxano;
Finalmente 8 é o angulo correspondente ao pico de maior intensidade, tendo-se
verificado que para as fibras obtidas a partir de uma solucdo de PCL com DCM ¢é de
21,334° e para as fibras obtidas a partir de uma solucao de PCL com 1,4 - dioxano é de
21,407°.

Realizando o célculo, obtém-se diferentes tamanhos de cristalite entre as fibras:
234 nm para as fibras obtidas a partir de uma solu¢do de PCL com DCM e 186 nm
para as fibras obtidas a partir de uma solu¢do de PCL com 1,4 - dioxano. Ambas as
fibras foram produzidas a partir de solu¢oes com uma concentracao de 12 % de PCL, a
10350 rpm, com o reservatério com orificios de 0,5 mm e com o colector de 47,5 cm.

Com os dados acerca do tamanho da cristalite, é possivel concluir que as fibras
de PCL formadas a partir de uma solucdo com DCM sdo mais cristalinas que as
formadas a partir de solu¢bes com 1,4 - dioxano.

Com base nestas observacodes é possivel concluir que a interaccdo do polimero
com o solvente é também um importante factor a ter em conta pois as caracteristicas
morfologicas e a cristalinidade das fibras parecem variar dependendo dos solventes

utilizados nas solugdes precursoras.

6.2. Culturas celulares

Realizaram-se testes de cultura celular em cinco membranas com diferentes combinagoes
de concentracao de PCL e velocidade de rotacao, nomeadamente 10 % a 10350 rpm, 11
% a 10350 rpm, 12 % a 10350 rpm, 12 % a 4100 rpm e 12 % a 16800 rpm, dispondo de
trés réplicas para cada combinacdo. Todas as solugoes utilizadas tém DCM como

solvente e foram produzidas utilizando o reservatério com orificios de 0,5 mm de
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didmetro e um colector de 47,5 cm de didmetro. A adesdo e proliferagao das células da
linhagem C2C12 (Figura 6.14) nas membranas foram determinadas através do teste de

viabilidade celular com o indicador resazurina.

Figura 6.14 Células da linhagem C2C12 em proliferacao (A) e em diferenciacao (B).

Recorrendo ao aparelho BioTek ELX 800 mediram-se as absorvancias do meio com
resazurina ou resorufina (resazurina metabolizada pelas células), tendo-se obtido os
valores de absorvancia absolutos e relativos ao controlo. Estes testes foram realizados
quatro vezes ao longo de sete dias, estando a variagdo dos valores de absorvancia
absoluta presentes no grafico da Figura 6.15. As absorvancias foram medidas a 570 nm
e a 600 nm, valores de comprimento de onda onde a resorufina e a resazurina tém o
maximo valor de absorcao, respectivamente.

Com base nos resultados obtidos nos ensaios efectuados é possivel concluir que
as membranas testadas apresentam bons resultados a nivel de adesdo e proliferagao
celular, nao sendo citotéxicas nem possuindo uma morfologia impeditiva da adesdo das
células. De notar que no teste realizado no sexto dia as células na lamela do controlo
encontravam-se ja em declinio, o que pode justificar-se se, por hipétese, as células
tiverem atingido entretanto a confluéncia. Devido a estrutura tridimensional das
membranas é de admitir que, nestas, as células, por disporem de uma maior Aarea
disponivel quando comparada com a da lamela do controlo, atinjam a confluéncia ao fim
de um tempo superior. Ao oitavo dia verificou-se que as células semeadas nas fibras
produzidas a partir de uma solucao de 12 % de PCL com uma velocidade de

reservatério de 4100 rpm e 16800 rpm poderdo ter entrado em confluéncia, entrando a
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populacdo em declinio, uma vez que a absorvancia absoluta observada é menor que a do
sexto dia. Pelas indicacbes dadas pela absorvancia, as outras trés amostras, pelo

contrario, ao oitavo dia continuam a proliferar.
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Figura 6.15 Média das absorvancias medidas nas trés réplicas de cada amostra e no controlo ao
longo de sete dias.

Passados sete dias substituiu-se o meio por um outro com apenas 1 % de soro
fetal bovino. Este é um meio fraco, estimulando a diferenciagdo celular. Seguiu-se a
fixacdo das células com metanol a 100 %, glutaraldeido a 2,5 %, seguido de trés
lavagens com PBS e glutaraldeido e lavagens posteriores com etanol a 50 %, 70 %, 90 %
e 100 %. Tanto o metanol como o glutaraldeido permaneceram 24 horas em contacto
com as células nas membranas, enquanto as lavagens duraram apenas cinco minutos. Na
Figura 6.16 e Figura 6.17 é possivel observar imagens de SEM de células da linhagem
(C2C12 aderentes a membranas produzidas a partir de uma solucao de 12 % de PCL e
uma velocidade rotacional de 16800 rpm, e a partir de uma solucao de 10 % de PCL e
uma velocidade rotacional de 10350 rpm, respectivamente. As células representadas
nestas figuras foram fixas apés cinco dias em contacto com meio de diferenciagdo. Ja na
Figura 6.18 e Figura 6.19 observam-se imagens histolégicas de microscopia de células
(C2C12 diferenciadas numa membrana produzida a partir de uma solucao de 11 % de

PCL, a uma velocidade rotacional de 10350 rpm e ap6ds 7 dias de diferenciacao celular.
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Figura 6.16 Células da linhagem C2C12 aderentes a fibras obtidas a partir de uma solugdo de
12 % de PCL com DCM, a uma velocidade de 10350 rpm, um colector de 47,5 cm e o
reservatorio com orificios de 0,5 mm de didmetro.
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Figura 6.17 Células da linhagem C2C12 aderentes a fibras obtidas a partir de uma solugdo de
10 % de PCL com DCM, a uma velocidade de 16800 rpm, um colector de 47,5 cm e o
reservatorio com orificios de 0,5 mm de didmetro.
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Figura 6.18 Células da linhagem C2C12 aderentes e diferenciadas em fibras obtidas a partir de
uma solugao de 11 % de PCL com DCM, a uma velocidade de 10350 rpm, um colector de 47,5
cm e o reservatério com orificios de 0,5 mm de didmetro.
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Figura 6.19 Células da linhagem C2C12 aderentes e diferenciadas em fibras obtidas a partir de
uma solugdo de 11 % de PCL com DCM, a uma velocidade de 10350 rpm, um colector de 47,5
cm e o reservatério com orificios de 0,5 mm de didmetro.
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7.Conclusao

Os trabalhos desenvolvidos nesta dissertacdo inserem-se na &area de Biomateriais e
Engenharia de Tecidos, areas da FEngenharia Biomédica relacionadas entre si, tendo
como finalidade a construgdao de um aparelho de fiacdo centrifuga e a andlise das suas
potencialidades através da producao de fibras de PCL. Este tipo de sistema possibilita a
producao de fibras poliméricas micrométricas a partir solugdes poliméricas, possuindo
uma taxa de produgdo muito superior a electrofiacdo e permitindo o alinhamento das
fibras produzidas, ideal para a mimetizacdo de substratos celulares alinhados e, assim,
para aplicacdo médica em estruturas com as mesmas caracteristicas.

O equipamento construido ¢ constituido por trés grupos distintos de
componentes: componentes de rotacdo e transmissao de movimento, que permitem a
transmissao de velocidade de rotagdo entre o motor e o reservatorio cilindrico onde é
colocada a solucao polimérica, pelo sistema de aquecimento, que permite o aquecimento
e controlo da temperatura do reservatorio cilindrico e pelas estruturas de suporte do
sistema.

Durante o processo de desenvolvimento do equipamento verificou-se que nem
sempre as solucoes encontradas se mostravam adequadas, tendo havido a necessidade de

efectuar optimizagoes de varios componentes. Foram substituidos o reservatorio
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cilindrico e o respectivo veio, alterada a forma de transmissdo de velocidade entre o
motor e o reservatorio cilindrico, substituindo a ligacdo directa por indirecta,
adicionando-se duas polias, uma correia e um veio adaptador de latao. Foram ainda
adicionados dois rolamentos e o respectivo suporte e uma base em arddsia para o
equipamento. No processo de optimizacdo gradual foram também substituidos ou
adaptados alguns elementos da estrutura de suporte.

O controlo da velocidade de rotacao do reservatério é efectuado directamente no
motor, devido a existéncia de um controlador de velocidade integrado no Dremel 4000.
A velocidade de rotagdo méaxima marcada no mesmo é de 35000 rpm. Porém, devido a
carga adicional introduzida pelas polias e correia, verificou-se, através da utilizagdo de
um tacémetro, que a velocidade seleccionada nao corresponde & real. Ja o controlo de
temperatura das resisténcias é efectuado mediante um controlador de temperatura 716
da Red Lion ligado a um termopar e as resisténcias responsaveis pelo aquecimento.

Para se verificar a eficiéncia do aparelho montado, foi utilizado PCL, um
polimero sintético, biocompativel e biodegradavel, profundamente estudado e com varias
aplicagbes biomédicas. Para a realizacdio de wum estudo completo acerca do
comportamento deste polimero neste novo sistema, foram analisados varios parametros,
de maneira a ser possivel determinar os ideais para a producao de fibras de PCL. Assim,
os parametros que foram variados durante os ensaios foram a velocidade de rotagao do
reservatorio, a concentragdo da solucdo utilizada, o didmetro dos orificios do
reservatorio, o didmetro do colector e o solvente utilizado na solugao.

Tanto a concentracao da solucdo como a velocidade de rotagao do reservatorio
afectam o alinhamento da rede de fibras, o didmetro das fibras produzidas e a existéncia
ou ndo de contas e/ou defeitos. Constatou-se que o didmetro do colector utilizado
também se mostrou importante, permitindo, ou nao, a formacao de fibras e afectando o
seu alinhamento e quantidade de contas e/ou defeitos. Por dltimo, verificou-se que o
solvente utilizado na solugdo é também um pardmetro sobre o qual deve recair atencao,
pois a interacg@o polimero-solvente parece influenciar tanto a nivel morfolégico, como a

nivel estrutural, as fibras produzidas.
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Da variagao individual dos parametros estudados verificou-se que as fibras ideais
foram obtidas a partir de uma solucao de 12 % de PCL, tendo DCM como solvente, a
uma velocidade de rotacdo do reservatorio de 10350 rpm, com o reservatorio com
orificios de 0,5 mm de didmetro e um colector cilindrico com 47,5 cm de didmetro. As
fibras produzidas de acordo com estes parametros mostraram-se alinhadas, com
didmetros no intervalo (8,87 + 2,23) um e sem contas nem defeitos. J4 as fibras obtidas
a partir de solugoes de PCL contendo 1,4 — dioxano mostraram-se menos alinhadas, com
mais defeitos mas didmetros menores, no intervalo (1,14 + 0,48) pm e (7,78 + 3,63) pm.

Através da andlise dos espectros obtidos pela difraccao de raios-X de fibras de
PCL formadas a partir de solucées com 12 % de PCL, utilizando DCM ou 1,4 - dioxano
como solvente, verificou-se uma maior cristalinidade nas fibras de PCL obtidas a partir
da solucao que utiliza DCM, mostrando-se uma vez mais a importancia da escolha do
solvente na formacao de fibras poliméricas por fiacdo centrifuga.

A partir de testes de adesdo e proliferacido celular, com a resazurina, verificou-se
que as membranas nao sao citotoxicas, tendo as células aderido e proliferado durante os
varios dias em que foram cultivadas. A ades@ao e proliferacdo celular foram também

comprovadas através de imagens obtidas por SEM.

Apesar do sucesso do equipamento na producdo de fibras, ndo foi possivel obter
fibras com didmetros na ordem dos nandémetros, tais como as fibras produzidas através
de electrofiacdo. Para que tal seja possivel, devem ser estudados outros solventes, com
taxas de evaporacao diferentes da dos solventes utilizados. Devem ainda ser estudados
reservatorios com didmetros de orificios diferentes, uma vez que nao foi possivel obter
qualquer conclusdo acerca da influéncia dos mesmos, devido as diferengas de ligagoes,
directa e indirecta. Seria também importante aprofundar a influéncia nado sé do
didmetro mas também do ntimero de orificios em cada reservatorio.

Com a substituicdo da ligacdo directa pela ligacdo indirecta foi possivel diminuir
varios efeitos secundarios originados pelo funcionamento do aparelho, nomeadamente a
vibracdo da estrutura e de varios componentes. Porém, verificou-se que existiu uma

perda de velocidade devido a adicdo de carga a que o motor passou a estar sujeito.
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Assim, sugere-se que possa ser feita uma optimizacdo do sistema de transmissdo com
vista a diminui¢do das forcas de atrito, diminuindo dessa forma a carga imposta ao
motor. Uma alternativa passara por usar um motor com maior poténcia.

Um factor limitante do equipamento de fiagdo centrifuga de fibras construido é o
facto de a velocidade do motor com carga ser completamente diferente da velocidade
selecionada no motor. Assim, sugere-se que o equipamento possa ser dotado de um
tacémetro digital que permita a leitura, permanente, da velocidade de rotagdo a que o
reservatorio é sujeito. Outro factor restritivo deste equipamento encontra-se no facto do
operador ter que colocar manualmente a solucdo no reservatério. Com este
procedimento nao é possivel estudar o efeito da variacdo do caudal de entrada da
solugdo no reservatério, bem como de o manter constante. Uma solucido possivel para
este problema reside na utilizacdo de uma bomba infusora associada a um veio oco que
sirva de ligagdo ao reservatoério e que permita a entrada e a circulacdo da solugdo num
reservatorio fechado, tendo como tnicas saidas os orificios nas suas paredes.

Seria interessante caracterizar a influéncia da temperatura ambiente, da
humidade e da existéncia de vacuo na formagdo de fibras poliméricas, o que seria
possivel com a construcdo de uma camara com capacidade de controlo atmosférico
destas variaveis.

De maneira a verificar a utilidade e eficacia do equipamento construido, torna-se
necessario realizar estudos para outros polimeros em trabalhos futuros, de maneira a ser
verificada toda a potencialidade do sistema. O sistema de temperatura deve ainda ser
testado com a utilizagdo de polimeros fundidos, devendo o estudo ser comegado com o
PCL, de maneira a ser possivel comparar com os resultados obtidos neste trabalho com
o PCL em solugao.

Um avango tecnolégico com interesse para este aparelho serd automatizar o
mesmo, criando um sistema de fiagdo centrifuga controlada por computador. A
utilizagdo de um microcontrolador, como por exemplo o Arduino, associado a um
software pratico e funcional, como por exemplo o LabView, potenciara um controlo mais
eficiente da velocidade de rotacdo do reservatorio e da temperatura, bem como do fluxo

da solugdo, caso a sugestao atras referida venha a ser concretizada.
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Tabela A.1 Fungoes da matriz extracelular (ECM) nos tecidos nativos e nos scaffolds em

tecidos submetidos a técnicas de Engenharia de Tecidos.

Fungoes da ECM em
tecidos nativos

Fungoes analogas dos

scaffolds em tecidos

submetidos a

Arquitectura e propriedades
biolégicas e mecanicas dos
scaffolds

propriedades mecanicas dos
tecidos.

estabilidade mecénica ao
tecido lesado e d& rigidez
e firmeza aos tecidos.

tratamento

1 —  Oferece  suporte Oferecem suporte Biomateriais com locais de ligacao

estrutural as células estrutural para células para células; estrutura porosa com
ex6genas para que estas interconectividade para a migragao
adiram, crescam, migrem celular e para a difusdo de
e se diferenciem, tanto ¢n nutrientes; resisténcia temporaria a
vitro como in vivo. biodegradagao apés implantagao.

2 — Contribui para as Fornece forma e Biomateriais que preencham o

espago vazio da lesdo e possuam
propriedades mecéanicas proximas
das do tecido nativo.

3 — Fornece sinais quimicos
as células.

Interactua activamente
com as células para
facilitar actividades
celulares como a
proliferagao e a
diferenciacéo.

Sinais biol6gicos como locais de

adesdo  celular; sinais  como

topografia ~ da  superficie  do

material.

4 - Actua
reservatérios de factores de

como

crescimento e potencia as
suas accoes.

Funciona como veiculo de
transporte e reservatério

para factores de
crescimento aplicados
exogenamente.

A existéncia de microestruturas e

outros factores da matriz que

retenham os agentes bioactivos no
scaffold.

5 — Fornece um ambiente
fisico flexivel que permite
modelar a resposta do tecido
a processos dinamicos como
a cura de uma ferida.

Fornece um volume de
vazio necessario a
vascularizagao e a

formagao de tecido novo.

A  existéncia de poros na
microestrutura para a difusdo de
nutrientes e metabolitos; design da

matriz com mecanismos e taxas de

degradagao controlaveis;
compatibilidade aceitavel dos
biomateriais e dos produtos

degradados para com o tecido.
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Tabela A.2 Comparativo entre varios processos de produgao de nanofibras.

Processo

Possibilidade

de ampliagao

(scale up)

Repetibilidade

Controlo
da

dimensao

da fibra

Vantagens

Fibras longas e

Desvantagens

Problemas com o

. continuas solvente, baixa
Electrofiagao . . . .
(solugdio) Sim Sim Sim produtividade,
solucao
¢ instabilidade  do
jacto.
Fibras longas e Degradagao
continuas térmica do
olimero
Electrofiacao . . . P ’
. Sim Sim Sim problemas
(fundido) .
relacionados com
descargas
eléctricas
Fibras longas e Limitages a nivel
continuas, de polimeros,
elevada degradacao
Meltblowing Sim Sim Sim . ,g ) <
produtividade, térmica do
sem problemas polimero
de solvente
Fécil mudanga Processo
Template 5 . . "
. Nao Sim Sim do didmetro da complexo
synthesis .
fibra
Processo Simples  Processo
Drawing Nao Sim Nao 4 .
descontinuado
Necessita apenas Apenas trabalha
Phase- ~ . ~ . .
. Nao Sim Nao de equipamentos com determinados
Separation . .
simples polimeros
Obtém Processo
Self- 5 . 5 facilmente fibras complexo
Nao Sim Nao .
Assembly com didmetros
muito pequenos
Nao necessita de Por vezes pode
Fiacao . . . alta  voltagem, necessitar de
i Sim Sim Sim
centrifuga elevada elevadas
produtividade temperaturas
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Tabela A.3 Influéncia dos pardmetros que influenciam a electrofiacio na morfologia das
nanofibras produzidas.

Parametros Efeitos na morfologia da fibra

Parametros da solugdo

. . Baixa — Geragdo de contas; Alta — Aumento do
- Viscosidade . . .
didmetro das fibras, desaparecimento de contas.

~ 3 Aumento do didmetro da fibra a medida que a
- Concentragao do polimero N
concentracao aumenta.

3 Redugdo do nimero de contas e goticulas a medida
- Peso molecular do polimero ,
que o peso molecular do polimero aumenta.

. Redugao do didmetro da fibra com o aumento da
- Conductividade o
conductividade.

Parece nao afectar a morfologia da fibra, porém
- Tensao superficial quanto maior for a tensdo superficial maior é a
instabilidade do jacto.

Pardmetros de processamento

N . Diminuicao do didmetro da fibra com o aumento da
- Tensao aplicada B
tensao.

. Aparecimento de contas a distdncias muito curtas e
- Distancia entre a ponta da . 3 . . .
muito elevadas, é necessaria uma distancia minima
agulha e o colector 5 . .
para a formacao de fibras uniformes.

Redugdo do didmetro das fibras com a diminuigdo do
- Caudal do polimero caudal, aparecimento de contas com um caudal muito
elevado.

Parametros ambientais

. Elevada humidade resulta na formagao de poros
- Humidade . )
circulares nas fibras.

O aumento da temperatura resulta numa reducdo do
- Temperatura o )
didmetro da fibra.

Adaptado de Bhardwaj e Kundu [15].
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Tabela A.4 Componentes principais dum aparelho de fiacdo centrifuga e as respectivas fungoes.

Componente

Motor

O motor é o responsavel pela velocidade angular do reservatério onde a
solucdo polimérica ou fundido se encontra, obrigando, através do efeito
centrifugo, a salda da mesma solugdo ou fundido pelo/s orificio/s
existente no reservatério. O motor estd acoplado a um sistema de
controlo, de maneira a ser possivel regular a velocidade angular.

Reservatoério

com orificios

7

E no reservatério que é colocada a solugdo polimérica ou fundido. Os
orificios permitem que a solu¢do ou fundido saiam do reservatério. A
taxa de produgao de fibras estd dependente do ntimero de orificios: cada
orificio produz cerca de 1 grama de fibras por minuto [20].

Sistema térmico

O sistema térmico possibilita o aquecimento e o arrefecimento dos
materiais colocados dentro do reservatério. O sistema térmico possui um
controlador de temperatura, para que seja possivel seleccionar a

temperatura que o operador deseja. Este sistema é indispensavel na

formacao de fibras de fundidos.

Colector

E no colector que sdo colectadas as nanofibras produzidas. Este
componente circunda o reservatério na sua totalidade.

Camara
ambiental

Esta camara permite a realizacdo de vacuo e torna o ambiente que
circunda o aparelho asséptico, nao permitindo contaminagoes das
nanofibras. Possibilita um melhor controlo de temperatura e humidade e
serve ainda de protecgdo para o operador [19].
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Tabela A.5 Comparagdo entre o equipamento de fiagdo centrifuga utilizado por vérios grupos

de investigacao.

Tlustracao

Equipamento

Referéncia

Local de entrada
do polimero

Orificio ”

Fibras colectadas ;

<

Anel aquecedor \5 Reservatorio rotacional

Colector

- Motor;

- Colector cilindrico a 15 cm do

reservatorio;

- Sistema de aquecimento inferior

controldvel;

89 mm de

diametro, com 24 orificios de 0,25

- Reservatério de

mm de didmetro interno.

Cimara Ambiental

- Motor;

- Colector cilindrico; Vazquez et
al.  [25]

cilindrico

utiliza um  colector
com 304,8 mm de
(24]

um colector formado

didmetro; Padron et al
utilizaram
por 10 colunas; McEaching e
Lozano [4] utilizaram um colector
varetas  de

constituido  por

politetrafluoroetileno  igualmente

espacgados;

- Sistema de aquecimento inferior

controldvel,

- Reservatorio com 2 orificios, sem
informacao disponivel acerca das
suas dimensdes; Vazquez et al. [25]
utiliza um reservatério cilindrico
de 2 mL com nimero desconhecido
de orificios com 0,250 mm de
didmetro; McEaching e Lozano [4]
reservatorios

utilizam dois com

capacidades diferentes, com um
numero desconhecido de orificios

com 0,255 mm de didmetro;

- Camara ambiental.

4, 19, 24,

25]
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Tlustracao Equipamento Referéncia

- Motor;

B - Colector cilindrico com 300 mm

Reservatorio  phyrada do Polimero de diAmetro:
Rotacional ’

Colector - Reservatério com um volume

interno de 700 pLL e um didmetro
externo de 12,5 mm, com 2 [22]
orificios de 0,340 mm de didmetro;

- Fornecimento continuo de
solucdo polimérica, de maneira a
manter a pressao hidrostatica

constante e o fluxo continuo.

- Motor
- Colector cilindrico;

- Reservatério com duas agulhas
Anel aquecedor | ), () 255 mm de didmetro a

Colector superior

Abras Spinneret servirem de dois orificios;
Anel aquecedor [2 1]
inferior - Sistema de aquecimento superior

e inferior controlavel, utilizado

Motor para fundidos;

- Reservatério para  solugoes
diferente do reservatério para
fundidos.

- Motor;

- Colector formado por varetas
(material  ndo é  referido),
igualmente espagadas;

- Reservatério com duas agulhas
de 0,838 mm de didmetro a [20]
servirem de dois orificios;

() Camara de Filmar|

by spinnerst - Camara de alta velocidade

{c) Limpada

(d) Colector Phantom Vision v12.1;

- Lampadas de 120 W de alta
intensidade.
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Tlustracao Equipamento Referéncia

Reservatério - Aparelho bésico de producgao de

algodao doce;

- Numero de orificios do
reservatorio e  didmetro  dos

orificios desconhecido;

[26]
- Sistema de aquecimento inferior,

por meio de duas resisténcias, sem

controlo possivel;

Cilindro colector Botio On/Off

- Colector cilindrico de plastico;
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Tabela A.6 Anilise comparativa dos diferentes trabalhos da literatura referentes a técnica de

fiacdo centrifuga.

Ref.!

Material Solvente

Didmetro das
fibras obtidas

Parametros

estudados

Peso molecular e

Outras caracteristicas

relevantes

Variados. Entre Aparelho rudimentar para
126] PLA Sem uso de 993 nm e 10-50 | viscosidade fabrico de algoddo doce.
' solvente. pm. inerente. Parametros do aparelho
incontrolaveis.
PEO - 300 nm; Tipo de | Aparelho protegido por
reservatério, tipo | uma cdmara para controlo
PS e PP sem | 4o orificio, | dos parametros
PEO - 4gua informagao. propriedades ambientais e protecgao do
desionizada, 7% reolégicas da | operador. Utilizacdo de
[19] PEO, PP | a 16%; PP — sem solucao, rotacoes entre 3000 e 5000
e PS. solvente; PS e velocidade de | rpm para a producdo de
bismuto sem rotagéo, fibras de PEO. Producao
informacao. temperatura, de 1g/min por orificio.
sistema colector e
o ambiente
circundante.
N Nylon 6 — 165 + | Tipo de | As fibras de Nylon 6 e
Solugdo de 20 .
% de Nvlon 6 55 nm; PVDF — | reservatorio, PVDF foram formadas a
w e on
’ , }(; 201 + 86 nm; | propriedades 7000 rpm e usando
em acido
L N PP — 372 £ 238 | reolégicas da | agulhas de 0,255 mm
férmico; Solugado - e [ )
Nylon 6, de 13.5 wt% d nm. solucao, como orificios; J4 as fibras
e 135w e .
[21] PVDF e PVDF 0 velocidade de | de PP foram formadas a
em
PP. L . rotagéo, 12 000 rpm, a 225°C, em
dimetilacetamida .
temperatura. ciclos de 30 segundos,
e acetona (1:1);
tendo agulhas
PP sem uso de i
semelhantes como orificios
solvente. )
de saida.
- ~ Entre 50 e 3500 | Propriedades Uso de 3 velocidades de
Virias solugdes: nm; média a | reoldgicas da | rotacdo diferentes: 4000,
22] PLA. A4,6,8e10 4000 rpm: 1,14%3 sollugfmo, 8000, 12000 rpm.
Wt% de PLA em + 50 nm; média | velocidade de
P a 12000 rpm 424 | rotagdo.
cloroférmio.
+ 41 nm.
Mais baixo — a | Propriedades As fibras obtidas provém
Vérias solugoes: | 18 wt% e 8000 | reoldgicas da | de ciclos de 25 segundos
rpm: 311 £+ 156 | solugdo, (>1g/min); Foram
[25] PVDF 18,215 €25 (com  contas); | velocidade de | utilizadas essencialmente
' wt% de PVDF | Mais alto — a 25 | rotacdo. duas velocidades de
em wt% e 8000 rpm: rotagao: 4000 e 8000 rpm.
acetona/DMAc. | 1709 + 939 nm
(sem contas).

! Referéncia Bibliografica
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Ref.?2 Material Solvente

Didmetro das

Parametros
estudados

Outras caracteristicas

fibras obtidas relevantes
A uma | Propriedades Obtiveram-se maiores
concentragao reoldgicas da | rendimentos a velocidade
6ptima de 5 | solugdo, de rotagdo mais elevadas
wt% e 4000 rpm | velocidade de | a maijores concentragoes
4] BEH- PEO e as fibras | rotagdo. de BEH-PPV (5 e 10
PPV. cloroférmio possuem um wt%).  Para  maiores
didmetro médio velocidades  os  ciclos
de 570 +- 120 duram 10 s enquanto para
nm. baixas velocidades cada
ciclo dura 30 s.
A uma | Temperatura el O didmetro das
temperatura de | velocidade de | nanofibras produzidas ¢é
320°C e a uma | rotacdo muito mais dependente da
[23] PBT. Sem solvente. velocidade de temperatura do que da
rotacdo de 12000 velocidade de rotagéao.
rpm, obtém-se
1,17 + 0,92 pm.
A 9000 rpm e | Propriedades Verificou-se que as fibras
com a solugdo de | reolégicas da | colectadas pouco tempo
16 wt% ¢é obtido | solugdo e | (5 s) depois de se colocar
o menor valor de | velocidade de | o reservatdrio em rotacdo
médio de | rotagéo. tém um didmetro muito
didmetro das maior que aquelas
[4] PCL. Diclorometano. | fibras: 220 4+ 98 colectadas com o
nm. reservatério em rotagdo
h4 alguns segundos (30 s).
Diminuigao de
cristalinidade ~ com o
aumento da velocidade de
rotagao.
A uma | Propriedades Obtiveram-se maiores
concentragao reoldgicas da | rendimentos a velocidade
o6ptima de 5 | solucdo, de rotagdo mais elevadas
wt% e 4000 rpm | velocidade de | a maiores concentracoes
[24] BEH- PEO e as fibras | rotag@o. de BEH-PPV (5 e 10
PPV. clorofé6rmio possuem um wt%).  Para  maiores
didmetro médio velocidades  os  ciclos
de 570 +- 120 duram 10 s enquanto para
nm. baixas velocidades cada
ciclo dura 30 s.
A uma | Temperatura el O diametro das
temperatura de | velocidade de | nanofibras produzidas ¢é
320°C e a uma | rotacdo muito mais dependente da
[23] PBT. Sem solvente. velocidade  de temperatura do que da
rotacdo de 12000 velocidade de rotagdo.
rpm, obtém-se
1,17 + 0,92 pm.

2 Referéncia Bibliografica
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Apéndice B — Aparelho de fiacdo centrifuga de

fibras de primeira geracao
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Apéndice C — Protocolo da cultura celular
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Esterilizagdo das amostras

1.

A partir de rede de fibras produzidas a 10350 rpm e 10 % de PCL, 10350 rpm e 11
% de PCL, 10350 rpm e 12 % de PCL, 4100 rpm e 12 % e 16800 rpm e 12 % de
PCL, cortaram-se, em forma de disco de 12 mm de didmetro, 8 réplicas de cada
amostra.

Esterilizaram-se as réplicas de cada amostra com uma solugdo de isopropanol a 70
% em 4gua ultra-pura, deixando-se em repouso durante 20 minutos.

Retirou-se, por meio de uma pipeta, a solucdo de isopropanol das amostras. Deixou-

Se secar.

Descongelacao das células

4.

Adicionou-se 4 mL de meio DMEM com 10% de soro fetal bovino e penicilina e
estreptomicina a 1 mL de meio de congelagdo com células C2C12.

Contou-se o numero de células, por meio de um hemocitémetro.

Passaram-se os 5 mL prefeitos anteriormente para um frasco de cultura celular T25,
tendo-se colocado 0 mesmo numa incubadora a 37°C e com uma atmosfera a 5% de
CO..

Acompanharam-se as células nos dias seguintes, ndo deixando que estas atingissem
a confluéncia. Quando necessiario mudou-se o meio celular e, na existéncia de uma
elevada densidade celular, mudaram-se as células para um frasco de cultura celular

T75.

Sementeira das células nas amostras

8.

10.

Selecionaram-se 3 réplicas de cada amostra, tendo estas sido colocadas no interior
de um copo de teflon e presas por uma anilha de teflon.

Colocou-se 250 pL de meio em cada copo, de maneira a molhar as réplicas e a
diminuir a hidrofobicidade natural do PCL. Deixou-se repousar durante 24 horas na
incubadora.

Retirou-se 250 pL. de meio em cada copo, colocando-se 250 pL. de meio com cerca de

5000 células.
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Determinacédo da adesao celular

11.
12.

13.

14.

15.

16.

17.

24h apds a sementeira, adicionou-se 25 uL de resazurina a 0,5 % a cada copo.
Deixou-se a incubar durante 2 horas na incubadora.

Retirou-se 200 pL. de meio com resazurina de cada copo, tendo-se colocado numa
placa de 96 pocos.

Juntou-se 200 pL. de PBS as membranas dentro dos copos, de maneira a lavar as
células.

Retirou-se 200 uL. de PBS dos copos, tendo-se adicionado 250 pL de meio.
Colocou-se a incubar os copos com as células.

Colocou-se a placa de 96 pogos num aparelho, BioTek ELX 800, de forma a medir a

absorvancia do meio a 570 nm e a 600 nm.

Determinacéo da proliferacao celular

18.

Passados dois, cinco e sete dias, retiraram-se os copos com meio e células da
incubadora e repetiram-se os passos 11-17 de maneira a estudar a proliferacao

celular.

Fixacao

19.

20.

Apos sete dias em proliferacdo, retirou-se o meio de crescimento celular sendo este
substituido por um meio fraco, pobre em BSA, tendo-se adicionado 250 pL do
mesmo. Este meio foi mudado a cada dois dias.

Cinco e sete dias depois das células se encontrarem em meio de diferenciagao, fixou-
se as células as membranas de trés maneiras diferentes: retirou-se o meio de
diferenciacdo e juntou-se 250 pL de glutaraldeido (2,5 %), deixando-se repousar
durante 24 horas. Realizaram-se trés lavagens com PBS durante cinco minutos;
retirou-se o meio de diferenciagdo e juntou-se 250 pL de glutaraldeido (2,5 %),
deixando-se repousar durante 24 horas. Realizaram-se quatro lavagens com etanol
(50 %, 70 %, 90 % e 100 %) durante cinco minutos; retirou-se o meio de

diferenciacio e juntou-se 250 pL  de metanol (100%). Deixou-se secar.
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Apéndice D — Sistematizacao de resultados
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Foram realizados varios ensaios ao longo deste trabalho, tendo em conta os seguintes
parametros variaveis:

- Velocidade de rotacdo, em rpm, do reservatério: 2100, 4100, 10350, 16800 e 18500
(apenas para 1,4 — dioxano);

- Diametro do colector: 27,5 cm, 37,5 cm, 47,5 cm;

- Concentracao de PCL utilizadas: para solugdes com DCM 1-20% wt.; para solugoes
com 1,4 — dioxano, 5 %, 10 %, 15 %, 20 % wt.; Cada ensaio foi realizado com cerca de
1-5 mL de solugéao.

Neste apéndice sao reportados os ensaios realizados, de uma forma resumida,
recorrendo a tabelas que descrevem se houve ou nao formacgao de fibras. Quando
necessario, sera feita uma brevissima descricdo tendo em conta uma anélise visual.

O primeiro grupo de tabelas e imagens corresponde a fibras produzidas no
reservatoério cilindrico com dois orificios de 1 mm. O segundo grupo corresponde a fibras
produzidas no reservatério com dois orificios de 0,5 mm, bem como numa renovagao de

todo o sistema de transmissdo de velocidade e do reservatoério.
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Solugées de PCL utilizando DCM como solvente e o reservatério com orificios de 1

mm de didmetro

Solugao Velocidade Diametro Tipo de Formacao de o
. Descricao
(%owt) Dremel (rpm) | Colector (cm) Colector Fibras?

20000 Nao | -

lab 15000 47.5 Aluminio Nao | -
10000 Nao | -

5000 Nao | -

- Velocidade Diadmetro . >
Solucao Tipo de Formacao
Dremel Colector

(%owt) (rpm) (cm) Colector = de Fibras?

Descricao

Mais fibras que as
anteriores

20000 Sim concentragoes, sendo
possivel a sua recolha.
Muito quebradigas.

6 47,5 Aluminio

. Semelhante ao
15000 Sim .
resultado anterior.
10000 Nio Muito pouca fibra. Sem
interesse.
5000 Nio Nada

. Velocidade L . .
Solugao Diametro Tipo de Formacao

D 1
(%wt) S Colector Colector | de Fibras?

(rpm)

Descricao

(cm)
Fibras muito finas,
90000 Sim tipo, electrofiacio.
Porém possuem
contas.
Sim Semelhante a0
15000 .
L resultado anterior.
7 47,5 Aluminio : ;
. Fibras cheias de
Nao
10000 contas. Sem
interesse.
. Formacao de fibras
Nao .
5000 apenas a volta do
copo.
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Velocidade Diametro

Solucao Tipo de Formacao -
Dremel Colector . Descricao
(%owt) Colector @ de Fibras?
(rpm) (cm)
Fibras muito finas,
. semelhantes as da
20000 Sim 5 ,
electrofiacio.  Porém
possuem contas.
Fibras menos finas
15000 L. Sim que as anteriores e
8 47,5 Aluminio .
com mais contas.
5 Fibras com muitas
10000 Nao .
contas. Sem interesse.
Formacao de fibras
5000 Nao apenas em redor do
copo.

Velocidade | Diametro Formacao

Solugao Tipo de
Dremel Colector
(%owt) Colector

de Descricao

(rpm) (cm) Fibras?
) Fibras muito finas. Porém
20000 Sim
possuem algumas contas.
Fibras menos finas que as
. anteriores e com mais contas
15000 Sim . .
e mais espacadas entre si.
9 47,5 Aluminio Sem grande interesse
5 Sem interesse — com muitas
10000 Nao
contas.
Sem interesse — fibras com
5000 Nao um elevado didmetro e
espagadas entre si.

Velocidad F a
Solugao S Diametro Tipo de R

Dremel de Descricao

(%owt) (rpm) Colector | Colector ot
(cm)

Fibras mais finas, com uma
20000 Sim boa rede de fibra formada,
mas cheias de contas.

15000 Sim Semelhante as anteriores.

10 10000 47,5 Aluminio Nio Muitas contas em muito

pouca fibra.

Zona interna com fibras
. muito finas, enquanto a zona
5000 Sim . .
externa com fibras que ainda

tém solvente — fundidas.
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Velocidade | Diametro Formacgao

Solucgao Tipo de

(%owt) Dremel Colector Colector ' de Descricao
(rpm) (cm) Fibras?
20000 Sim Fibras finas.
15000 Nao Fibras com muitas contas.
11 10000 47,5 Aluminio Nao Fibras com muitas contas.

Fibras semelhantes as de 15

5000 Sim
% wt. a 10 000 rpm.

- Velocidade | Diametro . Formacao
Solucgao Tipo de o
Dremel Colector de Descricao
(%owt) Colector .
(rpm) (cm) Fibras?
20000 Sim Fibras finas mas com contas.
15000 Sim Fibras com muitas contas.

Fibras semelhantes as de 15

% wt. que, quando o copo

12 10000 47,5 Aluminio Sim . .
deixa de ser alimentado,
ficam com contas.
. Fibras semelhantes as de 15
5000 Sim

% wt. a 10 000 rpm.

> Velocidade | Diametro . Formacao
Solucgao Tipo de o
Dremel Colector de Descricao
(%owt) Colector .
(rpm) (cm) Fibras?
20000 Sim Fibras finas com contas.
. Fibras com contas e ainda
15000 Sim
molhadas.
Zonas interiores com contas.
7 i teri
13 10000 475 Aluminio Sim onan Al Ceroes
semelhantes aos 15 % wt. a
10 000 rpm.
Fibras tipo 15 % wt. a 10
5000 Sim 000 rpm  mas  muito
molhadas.
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Velocidade | Diametro Formacao

Solugao Tipo de -
Dremel Colector de Descricao
(%owt) Colector .
(rpm) (cm) Fibras?
. Fibras mais grossas e com
20000 Sim
algumas contas.
. Viarias contas mnas fibras.
15000 Sim .
Sem interesse.
Semelhante ao 15 % wt. a 10
14 10000 47,5 Aluminio Sim 000 rpm mas com mais
contas.
Fibras sem contas mas com
Nao um didmetro elevado. Com
5000 L.
desperdicio mno copo —
formacéao de fibra no mesmo.

- Velocidade | Diametro . Formacao
Solucao Tipo de

Dremel Colector de Descricao
(%owt) Colector

(rpm) (cm) Fibras?

Boa rede de fibras, mais ou

. menos orientadas. Porém

20000 Sim o

diametro elevado e algumas

contas.

Pouca fibra formada com
15000 Sim bastantes contas. Sem

15 Aluminio interesse algum.
Fibras sem  contas e
47,5 . .

orientadas, rede uniforme,
10000 Sim boa rede, porém didmetro

um pouco elevado. Tamanho

orificio?

Fibras a wvolta do copo.

. Fibras um pouco mais finas

5000 Sim . .

que as anteriores, orientadas

e uniformes.
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Velocidade

Solucao
Dremel
(%owt)
(rpm)
20000
15000
16
10000
5000

Diametro

Colector

(cm)

47,5

Tipo de
Colector

Aluminio

Formacao
de
Fibras?

Descricao

Muito pouca fibra formada

Sim com 3 mL.
Sim Fibras algo espacadas mas
com poucas contas.
Fibras inicialmente muito
Sim finas ma depois, com o final
da alimentacdo do copo,
ganham contas.
Poucas fibras. Quase tudo
Sim formado no copo (efeito

bailarina).

Velocidade

Dremel
(rpm)

Solucao

(%owt)

20000

15000

17
10000

5000

Diametro

Colector

(cm)

47,5

Tipo de
Colector

Aluminio

Formacao
de
Fibras?

Descricao

Fibras muito espacadas e

Sim
com contas.
. Muitas contas. Sem
Sim )
interesse.
Fibra com contas e uma
S dispersao estranha.
lm 7 . . N
Desperdicio = fibras a volta
do copo.
. Fibra apenas formada em
Nao

redor do recipiente.

Velocidade

Dremel
(rpm)

Solucgao

(%owt)

20000

15000

18
10000

5000

Diametro

Colector

(cm)

47,5

Tipo de
Colector

Aluminio

Formacao
de
Fibras?

Descricao

Fibras espacadas, com um

Sim N
didmetro elevado e contas.
. Fibras com mais contas que
Sim ]
as anteriores.
Fibras mais préximas entre
Sim Si e com menos contas.
Porém a malha nao foi
formada uniformemente
B Nao houve fibra formada
Nao

para além da do copo.
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Velocidade

Dremel
(rpm)

Solucgao

(%owt)

20000

15000
19

10000

5000

Diametro
Colector

(cm)

47,5

Tipo de
Colector

Aluminio

Formacao
de
Fibras?

Descricao

Sim Muito pouca fibra e muito
espacada.
. Sem interesse — pouca fibra e
Sim .
muita conta.
. Fibras muito espagadas,
Sim )
grossas e com muitas contas.
Nao Nada.

Velocidade

Dremel
(rpm)

Solugao

(%owt)

20000

15000

20
10000

5000

Diametro

Colector

(cm)

47,5

Tipo de
Colector

Aluminio

Formacao
de
Fibras?

Descricao

_ A solugdo ficou toda na
Nao
parede do colector.
. A solucdo ficou toda na
Nao
parede do colector.
Fibras a volta do copo. Boa
Sim rede de fibras, didmetro
elevado e algumas contas.
. Nao houve producdo de
Nao

qualquer tipo de fibras.
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Solugoes de PCL utilizando DCM como solvente e o reservatério com orificios de
0,5 mm de didmetro

- . Diametro . Formacao
Solugao Velocidade Tipo de -
(%owt) ( ) Colector Colect de Descricao
w rpm olector
- & (cm) Fibras?
16800 Nao e
10350 . Nao |
1, 2 47,5 Aluminio -
4100 Nao
2100 Nao |

> . Diametro . Formacgao
Solugao Velocidade Tipo de -
(%owt) (rpm) Colector Colector ' de Descricao
(cm) Fibras?
Fibras muito finas mas
16800 Sim cheias de contas. Rede sem
. padrao.
3 10350 47,5 Aluminio Nao |
4100 Nao
2100 Néo | e

> . Diametro . Formacgao
Solugao Velocidade Tipo de -
(%owt) (rpm) Colector Colector ' de Descricao
(cm) Fibras?
Sim Fibras muito finas com
16800 contas muito pequenas. Rede
. sem padrao.
4 10350 47,5 Aluminio Nao Muitas contas.

4100 Nao
2100 Nao |
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Diametro

Solugao Velocidade

Colect
(%owt) (rpm) S

(cm)

16800
4

5 10350 75
4100
2100

Tipo de
Colector

Aluminio

Formacao
de Descricao
Fibras?
Fibras finas no interior da
Sim rede e muitas contas no
exterior da rede.
Nao Muitas contas
Nao Gotas molhadas
Nao | e

. . Diidmetro
Solugao Velocidade
Colector
(%wt)  (rpm)
(cm)
16800
4
6 10350 75
4100
2100

Tipo de

Colector

Aluminio

Formacao
de Descricao
Fibras?

Fibras finas no interior da

Sim rede e muitas contas no
exterior da rede.

Sim Pouca fibra e muitas contas.

Nao Filme cheio de gotas.

Nao -

. . Diidmetro
Solugao Velocidade
Colector
(%wt)  (rpm)
(cm)
16800
10350
7 47,5
4100
2100

Tipo de
Colector

Aluminio

Formacao

de Descricao
Fibras?

Sim Fibras finas, com contas.
Fibras finas com algumas

Sim contas. Didmetro da rede de
fibras elevado.

Nao Formacao de filme

Nao -
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Solugao Velocidade

(%owt)

(rpm)

16800

10350

4100

2100

Diametro
Colector

(cm)

47,5

Tipo de
Colector

Aluminio

Formacao
de
Fibras?

Descricao

Fibras finas com algumas

Sim
contas.
Fibras finas com o didmetro
Sim da rede mais elevado do que
a7 % wt. e 10350 rpm.
Fibras finas e alinhadas.
Sim Também se formaram fibras
a volta do copo.
Nao =

Solugcao Velocidade

(%owt)

(rpm)

16800

10350

4100

2100

Diametro

Colector

(cm)

47,5

Tipo de
Colector

Aluminio

Formacao
de
Fibras?

Descricao

Fibras finas com algumas

Sim
contas
Fibras finas com o didmetro
Sim da rede mais elevado do que
a 8 % wt. e 10350 rpm.
Fibras finas e alinhadas.
Sim Também se formaram fibras
a volta do copo.
Nao =

Solugao Velocidade

(%owt)

10

(rpm)

16800

10350

4100

2100

Diametro

Colector

(cm)

47,5

Tipo de

Colector

Aluminio

Formacao
de
Fibras?

Descricao

Fibras com uma boa rede e

Sim
sem contas.
Sim Fibras finas e sem contas
S Fibras a wvolta do copo.
1m Pouca fibra formada na rede.
Nao =
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Solugao Velocidade

(%wt)  (rpm)
16800
11 10350
4100
2100

Diametro .
Tipo de

Colector

Colector

(cm)

47,5 Aluminio

Formacao
de
Fibras?

Descricao

Fibras finas e com muito

Sim

poucas contas.
Sim Fibras finas e sem contas
Sim Fibras finas e sem contas
Nao | -

Solugao Velocidade

(%wt)  (rpm)
16800
12 10350
4100
2100

Diametro .
Tipo de

Colector

Colector

(cm)

47,5 Aluminio

Formacao
de Descricao
Fibras?
. Fibras muito finas e sem
Sim
contas.
. Fibras muito finas e sem
Sim
contas.
Sim Fibras finas sem contas.
Nao

Solugao Velocidade

(%wt)  (rpm)
16800
10350

13
4100
2100

Diametro .
Tipo de

Colector

Colector

(cm)

47,5 Aluminio

Formacao
de
Fibras?

Descricao

Sim Fibras muito finas.
Sim Fibras muito finas.
Nao |
Nao | e

Solugao Velocidade

(%wt)  (rpm)
16800
10350

14
4100
2100

Diametro .
Tipo de

Colector

Colector

(cm)

47,5 Aluminio

Formacao
de

Fibras?

Descricao

Sim Fibras finas.
Sim Fibras finas.
Nao
Nao
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Diametro Formacao

Solugao Velocidade Tipo de -
(%owt) ( ) Colector Colect de Descricao
w rpm olector
- & (cm) Fibras?
16800 Sim | e
Pouca fibra e rede
10350 . Sim desorganizada. Formaram-se
15 47,5 Aluminio .
fibras a volta do copo.
4100 Nao
2100 Nao |

- . Diametro . Formacao
Solugao Velocidade Tipo de -
(%owt) ( ) Colector Colect de Descricao
w rpm olector
- e (cm) Fibras?
Sim Fibras com zonas mais ou
16800 .
menos uniformes.
16 10350 47,5 Aluminio Nao | e
4100 Nao
2100 Nao |

- . Diametro . Formacao
Solugao Velocidade Tipo de -
(%wt) ( ) Colector Colect de Descricao
w rpm olector
: . (cm) Fibras?
16800 Nao e
17, 18 10350 Nao | e
N 47,5 Aluminio iLO
19, 20 4100 Nao e
2100 Néo | e
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Solugées de PCL utilizando 1,4 - dioxano como solvente e reservatério com orificios

de 0,5 mm de didmetro

Solugao Velocidade Diametro Tipo de Formacao de -
. Descricao
(%owt) (rpm) Colector (cm) Colector Fibras?

18500 Nao | -

16800 . Nao | -
5 47,5 Aluminio -

10350 Nao | -

4100 Nao Filme

. . Diametro . >
Solugao | Velocidade Tipo de Formacao

Colector !
(%wt) (rpm) Colector | de Fibras?
(cm)

Descricao

Fibras muito finas,

com contas e com uma
18500 Sim seccao da rede com
bastante solvente por

evaporar
10 16800 47,5 Aluminio Sim Fibras muito finas mas
com muitas contas
Fibras muito molhadas
10350 Nao e cheias de contas. Sem
interesse
4100 Nao Nada

Diametro

Solucgao Velocidade Tipo de Formacgao .
Colector . Descricao
(%owt) (rpm) Colector de Fibras?
(cm)
18500 Nao Contas
. Fibras com
16800 Sim .
muitas contas
L. . Fibras muito
15 10350 47,5 Aluminio Sim .
finas com contas.
Fibras muito
4100 Sim finas com poucas
contas.
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Diametro

Solucgao Velocidade Tipo de Formacao de -
Colector . Descricao
(%owt) (rpm) Colector Fibras?
(cm)
Nao
18500 Contas
. Fibras finas com
16800 . Sim .
20 47,5 Aluminio muitas contas
. Fibras com
10350 Sim .
muitas contas
4100 Nao |
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Apéndice E — Desenho técnico de componentes
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