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APRESENTAÇÃO

A engenharia de materiais, se tornou um dos grandes pilares da revolução técnica 
industrial, devido a necessidade de desenvolvimento de novos materiais, que apresentem 
melhores características e propriedades físico-químicas. Grandes empresas e centros de 
pesquisa investem maciçamente em setores de P&D a fim de tornarem seus produtos e 
suas tecnologias mais competitivas. 

Destaca-se que a área de material compreende três grandes grupos, a dos metais, 
das cerâmicas e dos polímeros, sendo que cada um deles tem sua importância na geração 
de tecnologia e no desenvolvimento dos produtos. Aliar os conhecimentos pré-existentes 
com novas tecnologias é um dos grandes desafios da nova engenharia. 

Neste livro são explorados trabalhos teóricos e práticos, relacionados as áreas de 
materiais, dando um panorama dos assuntos em pesquisa atualmente. Apresenta capítulos 
relacionados ao desenvolvimento de novos materiais, com aplicações nos mais diversos 
ramos da ciência, bem como assuntos relacionados a melhoria em processos e produtos já 
existentes, buscando uma melhoria e a redução dos custos. 

De abordagem objetiva, a obra se mostra de grande relevância para graduandos, 
alunos de pós-graduação, docentes e profissionais, apresentando temáticas e metodologias 
diversificadas, em situações reais. Sendo hoje que utilizar dos conhecimentos científicos 
de uma maneira eficaz e eficiente é um dos desafios dos novos engenheiros.

Boa leitura.

Henrique Ajuz Holzmann
João Dallamuta
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RESUMO: Defeitos críticos em tecido ósseo 
constituem um problema de reparo do tecido pois 
a velocidade das células fibroblásticas (do tecido 
conjuntivo) é maior do que a das células ósseas 
o que impede estas de compor a maior parte do 
reparo. Assim, é necessária uma barreira biológica 
(membrana de fibroína funcionalizada) que atue 
impedindo que os fibroblastos preenchem mais 
o defeito ósseo do que os osteoblastos e, assim, 
promover uma reparação efetiva por parte dos 
osteoblastos. A membrana para regeneração 
tecidual guiada (RGO) foi desenvolvida pelo 
método reverso a partir do uso do liofilizador 
(por processo de liofilização) que é capaz de 
transformar o estado líquido da fibroína do bicho 
da seda em estado de cristalitos sólidos com 
objetivo de realizar o recobrimento de superfície 
em membrana de fibroína. Desenvolveu-se o 
protocolo no laboratório até que este recobrimento 
de superfície se tornasse viável. Foi obtida assim 
sobre substrato inerte uma membrana contendo 
cristais sólidos de fibroína. A membrana foi 
caracterizada por Microscopia de varredura 
(MEV), Análise termogravimétrica (TGA), 
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Difração dos Raios X (DRX) e Microscopia de Força Atômica (AFM). Além disso foi possível 
fazer a modelagem mecânica das propriedades da mesma. Resultados mostram a obtenção 
da membrana de fibroína com a presença de microporosidades e topografia adequada que 
favorece a interação celular. As análises de TGA mostram que a perda de massa ocorreu a 
2000C. A análise de MEV mostrou uma topografia de superfície com formação de glóbulos de 
fibroína com perspectiva de biointeração celular devido ao substrato preparado. O substrato 
mostrou a presença de microcristalitos semicristalinos no DRX e identificou a presença da 
proteína por meio da identificação no espectro Raman. Foi possível obter a modelagem a 
partir do ANSYS das propriedades mecânicas da membrana de fibroína. Dessa maneira, a 
membrana de fibroína com morfologia, estrutura e degradação compatível foi obtida e com 
grande perspectiva de aplicação futura. 
PALAVRAS-CHAVE: Método de síntese por liofilização, fibroína, membrana, caracterização 
físico-quimica.

SYNTHESIS OF PHYSICAL AND CHEMICAL CHARACTERIZATION OF A 
BIOLOGICAL MEMBRANE OBTAINED FROM THE FIBROIN IN THE SILKWORM 

COCOON
ABSTRACT: Critical bone defects constitute a problem of repair of tissue as the velocity 
of fibroblastic cells (conjunctive tissue) is higher than the bone cells and that stops them 
from being a greater part of the repair process. As such, a biological barrier is necessary 
as a functionalized membrane in order to allow an adequate barrier to fibroblasts, and also 
promote an effective repair by two osteoblasts. A membrane for guided technical regeneration 
(RGO) was developed by the reverse method from the use of a lyophilizer (by lyophilization 
process) that is capable of transforming the liquid state of fibroin from the silk bug into a state 
of solid crystallites for the purpose of manufacturing or surface recovery in fibroin membrane. 
We developed the laboratory protocol that ensured this surface covering becomes viable. 
A membrane containing solid fibroin crystals was obtained on an inert and biocompatible 
substrate. The membrane was characterized by Scanning Electron Microscopy (SEM), 
Thermogravimetric Analysis (TGA), X-Ray Diffraction () and Atomic Force Microscopy (AFM). 
Furthermore, it was possible to model the mechanical properties of it. Results show the 
obtaining of a fibroin membrane with the presence of microporosities and adequate topography 
that favors cellular interaction. The TGA analysis shows that mass loss occurred at 200°C. 
SEM analysis shows a surface topography with fibroin globule formation with the prospect of 
cellular biointeraction due to the prepared substrate. The substrate showed the presence of 
semi-crystalline microcrystallites on XRD and identified the presence of the protein by means 
of identification on the Raman spectrum. An ANSYS model of the mechanical properties of 
the fibroin membrane was obtained. As such, a fibroin membrane with compatiblemorphology, 
structure and degradation was obtained with a great prospect of future application.  
KEYWORDS: Synthesis method by lyophilization, fibroin, membrane, physical-chemical 
characterization.

1 |  INTRODUÇÃO
Superfícies biocompatíveis e com possibilidade de aplicação em regeneração 
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tecidual guiada (RGO) vem sendo estudadas. Proteínas de superfícies podem ser 
funcionalizadas na superfície permitindo uma biointeração mais efetiva com os fluidos 
biológicos (Kundu, 2013). A Fibroína vem sendo estudada como biomaterial devido à sua 
perspectiva em relação a biocompatibilidade, e também a suas propriedades mecânicas 
inerentes de resistência mecânica sob espessuras mínimas. Além disso a fibroína é uma 
proteína insolúvel sintetizada por aranhas, pela larva do bicho-da-seda (bombyx mori) e 
por outras mariposas como Antheraea, Cricula, Samia (mariposa), Gonometa e numerosos 
outros insetos (Arunkumar, 2006). A fibroína obtida a partir do casulo do bico da seda 
(bombyx mori) é uma das mais pesquisados pela técnica de cultivo aliada a extração e 
métodos químicos para obtenção de seus fios de fibroína. A estrutura de célula unitária 
básica  é de proteína que consiste em folhas beta antiparalelas onde a sequência Glicina-
Serina-Glicina-Alanina-Glicina-Alanina) é a sua estrutura primária. A porcentagem de Glicina 
maior presente permite a embalagem apertada da folha como podemos observar na Figura 
1 abaixo. É  composto de fios de espessura nanométrica que consiste em um fio biológico 
de maior resistência mecânica à tração em menor espessura, o que também contribui 
para a estrutura e resistência mecânica além da biocompatibilidade da seda. Dentre os 
materiais biológicos existentes, a fibroína é uma das que possui maior resistência mecânica 
em nanoescala, em especial em relação as suas nanofibras, por isso tem-se despertado 
enorme interesse dos cientistas a respeito dessa proteína (Koh, 2015).

Figura 1: Estrutura molecular da Fibroína

A proteína fibroína usada neste trabalhado como recobrimento de membrana é 
oriunda do bicho da seda. Neste caso o casulo é composto por serina e fibroína, sendo que 
nosso interesse se concentra apenas na parte da fibroína (proteína com massa molecular 
de 25 a 325 KDa). Sua organização estrutural sobre 3 estruturas de duas cadeias uma de 
alto e a outra com baixo peso molecular, suas fibras possuem entre 10 e 25 µm de diâmetro, 
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e a seda I é a fibroína das glândulas emitida a partir do bicho da seda (Bombyx mori), a 
seda II do arranjo de moléculas de fibroína, sendo a seda I composta de domínios amorfos 
e a seda II de domínio cristalino e fase com melhores propriedades mecânicas, além seda 
III que representa a interface entre a proteína, o ar e a água (Araújo, 2018). O objeto de 
usar a proteína fibroína como superfície da membrana seria o de produzir superfícies mais 
biocompatíveis favorecendo assim a sua melhor interatividade e biointeração com o meio e 
fluidos biológicos cujo tempo e interação inicial são condições sinequanon. Assim, o objetivo 
do nosso trabalho foi o de produzir membrana inteiramente recoberta com a proteína fibroína. 
Primeiro, preparou-se um padrão inicial de membrana para que, a partir desse ponto focar 
na parte da otimização do processo propriamente dito. Produziu-se biomembranas com 
expectativa futura de serem biocompatíveis para aplicação de regeneração óssea guiada. A 
fibroína vem apresentando um enorme potencial de aplicação na regeneração tecidual, em 
especial, e regeneração tecidual óssea guiada como membrana de barreira. Neste trabalho 
houve a produção de membranas de fibroína obtidas pelo método de aspersão. Assim, 
após a conversão do estado líquido obtido do extrato puro, seguida de congelamento e 
liofilização o protocolo de obtenção foi otimizado. A metodologia usada foi a do método 
reverso que foi inteiramente desenvolvida em nosso laboratório com os princípios básicos 
a partir de algumas referências (Aciari,2013). Em média leva-se cerca de 3 meses para 
obter os parâmetros ótimos de protocolo padrão. Obteve-se a membrana de fibroína e, em 
seguida, ela foi caracterizada por análises físico-química investigando a superfície dessa 
membrana. As análises realizadas foram as de espectroscopia por infra-vermelho (FTIR), 
Análise termogravimétrica (TGA), Microscopia eletrônica de varredura (MEV). Análise por 
modelagem também foi realizada a partir do Programa ANSYS. Os resultados mostraram 
ser possível a obtenção do filme de superfície em membrana de fibroína.

2 |  MATERIAIS E MÉTODOS

2.1 Preparação das membranas de fibroína

Uma cobertura de superfície da proteína fibroína na forma de semicristais de 
micropartículas dispostas em glóbulos quando usado o processo reverso de transformação 
de estado da matéria. Isso só foi possível devido ao uso de um liofilizador (Liobras L101). 
Neste caso obtém-se o extrato puro de fibroína obtidos a partir da extraçãode casulos 
do bicho da seda. Em etapa normal do processo de liofilização consegue-se passar do 
estado da matéria  sólido congelado diretamente para o estado sólido seco  sem passar 
pelo estado líquido evitando assim a etapa crítica de “shrinked” onde corre muita perda 
de liquido durante a etapa intermediária, e com isso há uma contração significativa do 
polímero, o liofilizar permite a mudança do estado da matéria indo do sólido congelado 
para o sólido seco sem passar pela etapa líquida, garantindo assim a preservação das 
medidas das amostras sem alteração de dimensão. Neste caso, obtemos o extrato puro 
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de fibroína obtido de casulos do bicho da seda, com protocolo específico e dispostos 
comercialmente. Em seguida alíquotas do extrato são armazenadas em tubos FALCON (5 
mL) por dois dias em freezer. Em seguida as alíquotas em gelo são inseridas nos suportes 
de vidro do liofilizador denominadas maminhas, e, uma rampa específica pré-estabelecida 
em regime protocolar prévio é acionada. A etapa de liofilização é programada para 48 
horas e a temperatura do ciclo permanece a -500C. Em seguida o ciclo de liofilização se 
processa por 2 dias consecutivos. As amostras são secas em estufa a 500C por 5 dias 
consecutivos. Após o término do processo, as amostras são armazenas em dessecador. 
Após a obtenção da fibroína na forma de sólido seco, a mesma é pré-aquecida a 500C e uma 
pasta é formada. A pasta é pincelada e pulverizadas sobre um substrato polimérico inerte. 
Após esta etapa a mesma é seca à estufa a 38°C por 5 dias até a aplicação. Assim, com a 
obtenção de cristais sólidos de fibroína e após um pequeno aquecimento em estufa forma-
se uma massa pastosa na consistência de uma tinta grossa. Até conseguirmos parâmetros 
aceitáveis no laboratório, levamos em média 3 meses Assim elas foram pulverizadas em 
substratointerte e obtidas previamente e, a estes foram pinceladas em toda a superfície 
da membrana com um pincel estéril. Em seguida as membranas são secas em estufa em 
temperaturas abaixo de 500C.

A membrana obtida foi caracterizada por Microscopia de varredura (MEV), Análise 
termogravimétrica (TGA), Análise Raman, espectroscopia do infra-vermelho (FTIR), 
Difração dos Raios X (DRX), Microscopia de Força Atômica (AFM). Resultados prévios 
mostram a obtenção da membrana de fibroína com a presença de microporosidades 
denominadas particularmente para esta proteína como glóbulos que são estruturas que 
causam irregularidades na superfície como investigadas pelo MEV e AFM e que poderiam 
favorecer a interação celular. As análises de TGA mostram que a perda de massa das 
membranas ocorreu a 2000C e isso ocorreu em todas as condições avaliadas. Ajustes em 
relação a hidrofilia a longo prazo ainda devem ser realizados. Dessa maneira, a membrana 
de fibroína foi obtida e com grande perspectiva de aplicação futura.

2.2 A obtenção da fibroína desidratada por processo de Liofilização
A liofilização é o método mais comumente utilizado para a preparação de proteínas 

desidratadas, as quais devem apresentar estabilidade adequada por longo período de 
armazenagem em temperaturas ambientes (Tattini, 2006). Sendo assim, este método 
desenvolvido é inovador pois diminui a etapa de formação de hidrogéis e manter o formato 
desejável e melhor controle do processo durante a fase de preparação dos arcabouços 
(scaffolds) (Araújo, 2018). Obteve-se o extrato da fibroína obtida do casulo de seda, sendo 
que no nosso caso foi obtido comercialmente, congela-se em tubos Falcon a parte líquida 
por mais de 1 dia. Em seguida, tira-se imediatamente e leva-se ao liofilizador por 2 dias 
consecutivos obtendo assim a proteína seca na forma de cristais, de aspecto pré-pastoso.
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2.3 Análise de Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV)
A análise de microscopia eletrônica de varredura (MEV) foi usada a fim de identificar   

rugosidade de superfície e estrutura topográfica e possíveis concavidades e glóbulos de 
superfície. As amostras de membrana de fibroína foram metalizadas em um metalizador 
marca Emitech, modelo K550X, sob corrente de 50 mA  por  180 s.  O MEV apresenta 
detector de elétrons secundários (SEM IVO MA 10 Zeiss UFF Volta Redonda).  Os 
parâmetros de operação utilizados foram voltagem de 20kVa 21.24kV, WD de 12mm e 
distância de trabalho de 14-15mm. Alguns recobrimentos de fibroína feitos por diferentes 
técnicas têm sido realizados em diferentes ensaios apresentados à Literatura, mas poucos 
conseguem obter um recobrimento satisfatório (Yamamoto, 2014).

2.4 Análise Termogravimétrica da membrana de Fibroína
As membranas de fibroína, bem como o extrato líquido obtido comercialmente 

usado como matéria prima base foram analisados no equipamento de Termogravimetria 
(TGA) cujo equipamento se encontra localizado na Pós-Graduação em Engenharia de 
Volta Redonda-UFF no equipamento SDT-600 (Steel Dragon, Mayangone, Myanmar). A 
amostra de membrana foi analisada em uma faixa de 25°C a 1000°C no ar e à uma taxa de 
aquecimento de 15 °C. As isotermas foram desenhadas para determinar a perda de massa. 
Sabe-se que o TGA é amplamente utilizado para avaliar degradação, desidratação, inchaço 
e perda de massa.

2.5 Análise de Difração de raios-X (DRX)
As análises de DRX foram usadas para caracterizar as fases presentes e a 

cristalinidade da membrana de fibroína obtida. As análises foram realizadas no laboratório 
de DRX do Instituto de Física de Niterói UFF. As análises foram realizadas em um 
difratômetro Bruker D8 Advance com fonte de radiação Co-Kα, acessórios de medição 
capilar, spinner e um detector rápido LynXeye. As análises foram realizadas em uma faixa 
de varredura de 10 a 80 ° com passo de 0,02º, 0,5 s para cada passo e 15 rpm para a 
rotação do porta-amostra.

2.6 Modelagem da membrana de fíbroína feita por ANSYS R 19.1 (student 
free))

A partir das propriedades mecânicas obtidas na literatura foi realizada uma simulação 
mecânica estática estrutural de deformação com a aplicação de uma força longitudinal de 
1000 N em uma extremidade e um suporte fixo na extremidade oposta usando análise no 
programa ANSYS R 19.1.
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3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1 Obtenção da membrana de fibroína
Foi possível obter a membrana de fibroína pela técnica da liofilização,  seguida de 

aspersão sobre o substrato prévio de polímero inerte e secagem em estufa em períodos 
determinados. O aspecto obtido das membranas biológicas de fibroína pode ser observado 
abaixo, de coloração marrom acastanhado como visualizado na Figura 1 abaixo.

 

Figura 1: Membrana de Fibroína

3.2 Microscopia Eletrônica de varredura (MEV)
Podemos analisar no Microscópio Eletrônico de Varredura (MEV). Obteve-se uma 

membrana com conformação estável e morfologia na forma de glóbulos. Foi possível 
avaliar a superfície topográfica da membrana e identificar um revestimento relativamente 
homogêneo. A proteína fibroína é disposta de maneira pura como sintetizada e processada 
no liofilizador e após ciclos de secagem na estuda e sua estrutura de superfície se faz 
presente em arranjo denominados glóbulos de superfície, estes, estando presentes em toda 
sua extensão de área de superfície como podemos perceber na análise de Microscopia 
Eletrônica de Varredura (MEV). Estes aspectos topográficos propiciam a presença de 
microporosidades, além do próprio fato da fibroína ser uma proteína biológica constituindo 
assim a biomembrana propriamente dita, favorecendo assim a biocompatibilidade, interação 
com o meio e ausência de aspectos citotóxicos.
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Figura 2: Análise de Microscopia eletrônica de varredura das membranas de Fibroína obtidas a 
partir do método proposto.

Dessa maneira, obtemos os filmes de proteína ainda que não da espessura 
esperada, mas a caminho de uma cobertura de superfície homogênea de fibroína, 
dispostas na forma de preenchimento da proteína fibroína na superfície em topografia de 
relevo rugoso e com aspectos de superfície do MEV sob formação de glóbulos no aspecto 
de superfície e capaz de revestir todo o substrato de superfície. Este aspecto no geral 
favorece a biocompatibilidade.
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3.3 Análise termogravimétrica (TGA) das membranas obtidas de fibroína
A análise termogravimétrica (TGA) possibilita determinar continuamente a massa 

da amostra durante a aplicação de uma taxa de aquecimento e, com isso, a observação 
contínua do ponto ou faixa referencial em que ocorre a perda de massa e também quantificá-
la em função do porcentual dessa perda de massa. A TGA é assim muito usada para avaliar 
a degradação, desidratação, grau de intumescimento (inchimento higroscópico)e perda de 
massa. A partir da primeira derivada dessas curvas podemos predizer fenômenos como o 
início ou o término dos processos. Durante a etapa do processo, pode-se notar que a perda 
de massa que ocorre na faixa de 25 a 500C. A perda de massa também foi avaliada, neste 
caso a perda de massa da fibroína foi aferida primeiramente em seu estado líquido “in 
natura” e, em um segundo momento em seu estado sólido já na forma de membrana onde 
a perda de massa da membrana de fibroína ocorreu na faixa 2000C, faixa um pouco maior 
que o estado líquido que ocorreu na faixa de 150 0C como podemos observar na Figura 3 
abaixo. A perda de massa da fibroía na forma de revestimento de superfície da membrana 
ocorreu na faixa de 2000C. estes estudos corroboram os estudos de Polak (2010) em um 
dos primeiros estudos no brasil a respeito de fibroína.

a b

Figura 3: Análise Termogravimétrica (TGA) da proteína fibroína: a) quando ainda no estado 
líquido da matéria e b) quando no estado sólido da matéria\ como revestimento da membrana

3.4 Análise da membrana de fibroína por espectroscopia Raman
De acordo com esta metodologia inovadora que está sendo usada para identificar os 

padrões da fibroína por meio da criação de bancos de dados foi possível obter a técnica por 
meio de identificações dos padrões estudados em todo o mundo. Nossos resultados ainda 
demonstram haver problemas na determinação dos padrões talvez devido as interferências 
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ainda presentes na interação do laser diretamente na superfície da membrana de fibroína. 
Obtemos o sinal de fluorescência das amostras de fibroína estando os picos na faixa de 
300, 450 e 700.

Figura 4: Espectro Raman inicial inferindo apenas fluorescência

A espectroscopia Raman tem se mostrado uma ótima ferramenta na Indústria 
farmacêutica pela facilidade, rapidez e monitoramento de incontáveis grupamentos 
químicos. É uma técnica altamente sensível, e por enquanto ainda estamos estabelecendo 
os padrões da membrana fibroína nos nossos bancos de dados.

3.5 Análise de DRX
As análises de DRX foram usadas para caracterizar as fases presentes e a 

cristalinidade da membrana de fibroína obtida mostrou um material com cristalinidade 
significativa estando o pico principal próximo a 37 no espectro o que demonstra significativa 
presença de fibroína na superfície da membrana, demonstrando assim pico característico 
da proteína fibroína como podemos visualizar na Figura 5 abaixo. As análises foram 
realizadas no laboratório de DRX do Instituto de Física de Niterói UFF.

Figura 5: Análise de DRX obtido da membrana de fibroína
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3.6 Modelagem da Membrana da Fibroína
Uma espessura ideal da membrana de fibroína foi tomada com base nos estudos 

de Bexiga, 2014 com dimensões e valores padrão tomadas a partir da tabela abaixo. 
Tomando as dimensões laterais e espessura média da membrana dimensões assim iremos 
simulamos as dimensões usando a modelagem por meio do software ANSYS 19.1.

Tabela 1 Parâmetros usados na modelagem da mebrana fibroína a partir dos estudos de 
Bexiga (2014)

A partir dos resultados obtidos por esta modelagem é possível verificar na Figura 
6 abaixo as análises de deformação que realizadas pelo mesmo programa (Software de 
elementos finitos Acadêmico\student free). 

Figura 6: Modelagem a partir das propriedades mecânicas obtidas da membrana de fibroína. 
Na figura 6a (perfil de deformação da membrana de fibroína) na figura 6b apresenta a 

simulação em carregamento de 1000N sob suporte metálico

Baseado na geometria pré disposta nos ensaio experimentais  obtidos da literatura 
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foi possível similar o comportamento de deformação em tração da membrana de fibroína. 
Os resultados mostraram uma deformação máxima de 0,04mm a partir do carregamento 
longitudinal de 1000 newtons em uma extremidade da membrana, com a extremidade 
oposta em condição de suporte fixo. Os resultados obtidos da membrana de fibroína 
também estão de acordo com os estudos de Moraes (2010).

4 |  CONCLUSÃO
Nossos resultados iniciais demonstram ser possível obter a membrana de fibroína 

para aplicação em regeneração óssea guiada (RGO) em defeitos críticos de tecidos ósseos, 
entretanto ensaios de otimização entre os parâmetros ideais em relação aos parâmetros 
obtidos. Foi possível obter a membrana de fibroína por meio do uso do processo de 
liofilização, convertendo o estado líquido da fbroína extraída do casulo do bicho da seda 
para semicristalitos sólidos como recobrimentos de superfície do material sintetizado 
perfazendo o revestimento das membranas de fibroína. As técnicas de caracterização 
físico-química demonstraram ser possível caracterizar as amostras no seu ponto chave em 
todos os parâmetros checados por meio do uso das análises realizados, sendo que o MEV 
demonstrou a obtenção de uma topografia favorável, já análise termogravimétrica (TGA) 
mostrou a perda de massa na faixa de 2000C e o pico da fibroína como grupamento químico 
foi identificado pela metodologia Raman.
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