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Resumo

Torres, F. R. Biocompositos de goma gelana dopada com Eu’* e nanocristais de celulose
para impressio 3D. 2022. 103 f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias, Area: Quimica) —
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e¢ Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo,

Ribeirdo Preto, 2022.

Este trabalho propds a preparacao e o estudo de nanomateriais compositos de goma gelana (GG)
dopada com ions Eu®" e nanocristais de celulose (CNC) com propriedades favoraveis para a
obten¢do de estruturas tridimensionais por meio da técnica de impressdo 3D. A GG ¢ um
polissacarideo natural, resultado da agdo de bactérias, que pode ser preparado na forma de gel
como um biomaterial versatil e funcional, que se apresenta de duas formas distintas: a acetilada
(HAGQG) e desacetilada (LAGG), que produzem géis diferentes. Nesta dissertacao, os estudos
foram conduzidos com ambos os tipos. Devido a lacuna no estudo dessas matrizes associadas
aos ions lantanideos, grupo de elementos conhecidos por suas propriedades luminescentes
especificas, as GGs foram dopadas com ions Eu**, possiveis de serem utilizados como sonda
estrutural em analises espectroscopicas. Esse polissacarideo reticula na presenca de cations pelo
mecanismo de gelificagdo ionotrépica e, por conta disso, os ions Eu*" alteraram gradativamente
as propriedades viscoelasticas dos materiais, o que foi confirmado por estudos de reologia
oscilatoria. Este efeito foi mais pronunciado na forma LAGG, uma vez que o ion pode manter
gradativamente o comportamento de sua estrutura de gel quando um aumento na temperatura
foi aplicado, diferente do observado em amostras nao dopadas. O estudo espectroscopico dos
filmes obtidos a partir dos géis mostrou uma baixa eficiéncia na transferéncia de energia entre
as matrizes e o ion, contudo, revelou como a interagdo do ion Eu** com as GGs ocorre. A fim
de se intensificar o processo de emissdo nos materiais, o ligante [(-dicetona TTA (2-
tenoiltrifluoroacetona) foi adicionado aos filmes por meio de uma solucao de acetona, formando
um complexo com o Eu** na matriz. Esses resultados mostraram a possibilidade de se obter um
material luminescente de alta intensidade de emissdo com a GG, além de ter sido realizado um
estudo estrutural inédito da matriz. Foi realizado entdo o reforco mecanico desse material com
CNC, dominios cristalinos de fibras celulosicas isoladas por hidrélise acida, neste caso
extraidos de celulose bacteriana. As propriedades espectroscopicas do composito GG-Eu** e
CNC também foram exploradas e observou-se os ions sendo sensibilizados por excitagao direta
na matriz e perfis de emissdo concordantes com o Eu*" em um ambiente de baixa simetria. O
estudo com o ligante TTA foi estendido ao composito, obtendo-se também materiais com
emissoes intensificadas. A partir das interagdes com o ion lantanideo, as propriedades fotonicas
dos sistemas estudados se mostraram interessantes e, combinadas as atuais aplicagdes desses
biomateriais, novos sistemas biocompativeis podem ser desenvolvidos. As caracteristicas
mecanicas que o gel biocomposito apresentou foram favordveis para a obtengdo de estruturas
tridimensionais por meio da impressdo por extrusdo na manufatura aditiva, visando uma
aplicacdo deste material biocompativel na area de engenharia de tecidos.

Palavras-chave: biomateriais; polissacarideo; lantanideo; luminescéncia

Torres, F. R.



Dissertacdo de mestrado

Abstract

Torres, F. R. Biocompositos de goma gelana dopada com Eu’* e nanocristais de celulose
para impressio 3D. 2022. 103 f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias, Area: Quimica) —
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e¢ Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo,

Ribeirdo Preto, 2022.

This work proposed the preparation and study of composite nanomaterials of Eu**-doped gellan
gum (GG) and cellulose nanocrystals (CNC) with favorable properties for obtaining three-
dimensional structures through the 3D printing technique. GG is a natural polysaccharide, the
result of the action of bacteria, which can be prepared in the form of a gel as a versatile and
functional biomaterial, which comes in two different forms: acetylated (HAGG) and
deacetylated (LAGG), which produce different gels. In this work, studies were conducted with
both types. Due to the gap in the study of these matrices associated with lanthanide ions, a group
of elements known for their specific luminescent properties, the GGs were doped with Eu**
ions, which could be used as a structural probe in spectroscopic analyses. This polysaccharide
cross-links in the presence of cations by the ionotropic gelation mechanism and, because of
this, the Eu*" ions gradually changed the viscoelastic properties of the materials, which was
confirmed by oscillatory rheology studies. This effect was more pronounced in the LAGG form,
since the ion could gradually maintain the behavior of its gel structure when an increase in
temperature was applied, unlike that observed in undoped samples. The spectroscopic study of
the films obtained from the gels showed a low efficiency in the energy transfer between the
matrices and the ion, however, it revealed how the interaction of the Eu®" ion with the GGs
occurs. In order to intensify the emission process in the materials, the ligand -diketone TTA
(2-thenoyltrifluoroacetone) was added to the films through an acetone solution, forming a
complex with Eu®" in the matrix. These results showed the possibility of obtaining a
luminescent material with high emission intensity with GG, in addition to having carried out an
unprecedented structural study of the matrix. The mechanical reinforcement of this material
was then carried out with CNC, crystalline domains of cellulosic fibers isolated by acid
hydrolysis, in this case extracted from bacterial cellulose. The spectroscopic properties of the
GG-Eu*" and CNC composite were also explored, and the ions were observed to be sensitized
by direct excitation in the matrix and emission profiles concordant with Eu** in a low symmetry
environment. The study with the TTA ligand was extended to the composite, also obtaining
materials with intensified emissions. From the interactions with the lanthanide ion, the photonic
properties of the studied systems proved to be interesting and, combined with the current
applications of these biomaterials, new biocompatible systems can be developed. The
mechanical characteristics that the biocomposite gel presented were favorable for obtaining
three-dimensional structures through extrusion printing in additive manufacturing, aiming at an
application of this biocompatible material in the area of tissue engineering.

Key words: biomaterials; polysaccharide; lanthanide; luminescence
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1. Introducio

Este trabalho ¢ resultado dos estudos desenvolvidos no projeto de mestrado
“Compositos para impressao 3D luminescentes: Sintese, estudo estrutural e espectroscopico”,
desenvolvido no Grupo de Nanomateriais e Sistemas Luminescentes, de fevereiro de 2020 a
julho de 2022, em colaboracio com o Prof. Dr. Hernane S. Barud da Universidade de
Araraquara. Esse projeto almejou inicialmente a obtencdo de materiais formados por
nanocristais de celulose (CNC), sendo uma matriz com histoérico de estudo no grupo, obtidos a
partir de membranas de celulose bacteriana e dopados com ions lantanideos. Esse material entdo
seria inserido em goma gelana (GG) para a formagdo de géis biocompositos a ser usado na

obtengdo de estruturas tridimensionais luminescentes através da impressao 3D.

Ja nos primeiros meses de desenvolvimento do projeto houve uma mudanca de
estratégia. Ao constatar a auséncia de relatos na literatura, até aquele momento, acerca do
estudo da interagao de GG com os ions lantanideos e de como o processo de gelificagdo desse
interessante biopolimero pode ocorrer envolvendo a agdo de cations, optou-se pela dopagem de
dois tipos diferentes de GG com o ion eurdpio (Eu"). Além disso, devido ao fato deste ion
possuir propriedades espectroscopicas que possibilitam seu uso como sonda estrutural, a
inser¢cao na matriz de interesse torna-se uma possibilidade ideal para um estudo inicial da
estrutura desta. Foram entdo obtidos géis de GG dopados com ions Eu**, e, inicialmente, as
suas propriedades viscoelasticas foram estudadas por meio de ensaios de reologia realizados no
laboratorio do Grupo de Biopolimeros e Biomateriais da Uniara. Na sequéncia, os géis foram
secos como filmes autossuportados, e nestes foram realizados estudos espectroscopicos através

de analises de fotoluminescéncia.

Na etapa seguinte dos estudos, os CNC foram adicionados na GG dopada com ions Eu*"
visando o refor¢o mecanico do composito final, que foram avaliados quanto a sua resisténcia
mecanica. Devida a baixa intensidade de emissdo do ion eurdpio na GG e na matriz composita,
uma estratégia adotada foi a inser¢ao do com TTA (2-tenoiltrifluoroacetona), um ligante com
alto coeficiente de absor¢ao molar, que através do efeito antena pode aumentar a intensidade
da luminescéncia do ion lantanideo. Finalmente, os géis de GG dopados com ion eurdpio e
CNC, obtidos neste trabalho, foram usados para a impressdo de estruturas tridimensionais

através da manufatura aditiva, o que habilita o uso desse material em engenharia de tecidos
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aproveitando-se das suas interessantes propriedades mecanicas, além das propriedades de

fotoluminescéncia do compdsito final.

1.1. Biopolimeros

O desenvolvimento de materiais Opticos t€ém sido baseado em sistemas envolvendo
vidro, semicondutores ou polimeros, no entanto, a auséncia da biocompatibilidade e
biodegradabilidade desses materiais limitam o seu uso em algumas areas importantes, como em
implantes degradaveis e em sensores bioativos, além de existir o crescente interesse em

I, Recentemente, interfaces

componentes que ndo sejam prejudiciais a0 meio ambiente
bioldgicas tém atraido aten¢do no desenvolvimento de novos materiais que fornegam um
processamento Optico aprimorado, com sensibilidade em meio bioldgico, possibilitando a unido
da fotdnica a biomedicina 2. Devido a sua abundancia na natureza, processos de fabricagio
ecologicamente corretos e amplas faixas de aplicagdes possiveis, os biopolimeros tém sido

estudados como matérias-primas renovaveis e de baixo custo para o desenvolvimento de uma

vasta gama de materiais biodegradaveis a base de polissacarideos ou proteinas .

Dentre as aplicagdes dos biopolimeros, especificamente na area da biofotonica se
concentra o desenvolvimento de guias de onda transparentes baseados em sistemas derivados
de plantas e animais, de modo a se obter fibras Opticas biocompativeis que fornecam luz para
deteccdo ou para indugdo terapéutica nos tecidos, além de permitir comunicagdes Opticas por
meio de dispositivos fotdnicos implantados *°. Nesse sentido, a fluorescéncia sensivel ao
ambiente pode permitir o monitoramento continuo € nao invasivo de reagdes bioquimicas por
meio de sensores opticos °. A biocompatibilidade, biodegradabilidade e flexibilidade mecanica
inerente a esses materiais, possibilitam seu uso na area da engenharia de tecidos; uma vez que
biomateriais podem apresentar semelhancas quimicas e bioldgicas com os tecidos naturais e,
entdo, serem utilizados para reparad-los ao fornecer suporte mecanico as células em tempo e

condigdes habeis para seu crescimento e reparo de um defeito em um determinado tecido 7.

Os proximos topicos deste trabalho apresentam uma descrigdo das propriedades e
aplicagdes dos biopolimeros estudados, a GG e os CNC, assim como uma abordagem sobre a

aplicacdo de compositos na técnica de impressao 3D.

Torres, F. R.
17



Dissertag¢do de mestrado

1.1.1. Goma gelana

A Goma Gelana (GG) ¢ um polissacarideo natural derivado de bactérias, que pode ser
preparado na forma de gel como um biomaterial versatil, funcional e moldavel em diferentes

formas de tecido '!!

. Esse polissacarideo foi identificado em 1978 pela CP Kelco, na época
uma divisdo da Merck Co. em San Diego, EUA, se destacando como de grande potencial
durante um extenso programa de triagem de bactérias encontradas no solo e na agua para
identificar polissacarideos com propriedades mecanicas uteis em busca de alternativas para
gelificantes ja presentes no mercado de alimentos '%!'*. O Japdo foi o primeiro pais a aprovar a
GG como “aditivo alimentar natural” em 1988, o que provocou um aumento no interesse por
empresas e pesquisadores japoneses em seu estudo para aplicacdes industriais '*!°. J4 em 1992
os EUA e a Unido Europeia permitiram o seu uso como um gel multifuncional, estabilizante e

agente de suspensio nas inddstrias alimenticia e cosmética '>!°.

Esse polissacarideo, conhecido inicialmente como polissacarideo S-60 !7 (ou PS-60) '8,
tornou-se disponivel comercialmente pela CP Kelco, que possui patente sobre o produto, o
produzindo no Japao e nos EUA com nomes de Kelcogel para uso em industria alimenticia e
Gelrite para uso como agente gelificante alternativo ao dgar em laboratorio, assim como em
meios para crescimento biologicos *?°. A GG consta na lista geral de aditivos alimentares do
Mercosul e recebeu aprovagio para uso também no Brasil em 1998 2! e, desde entdo, diversos
alimentos e cosméticos baseados neste polimero foram introduzidos ao mercado.
Recentemente, sua aplicacdo se estendeu também para usos farmacéuticos, como formulagdes

oftalmicas e administracio oral de medicamentos 2.

A GG ¢ resultado da fermentagao aerdbica da bactéria Sphingomonas elodea (Figura 1
— b, ¢), uma bactéria Gram-negativa ndo patogénica 2, antes conhecida como Pseudomonas
elodea °, e que vive em algas Elodea Canadensis '' (Figura 1 - a). Durante este processo, uma
cultura da bactéria ¢ inoculada em meio de fermentagdo composto por uma fonte de carbono,
como glicose, uma fonte de nitrogénio, oxigénio e vérios sais inorganicos. A literatura * mostra
que a composi¢ao deste meio pode variar quanto as fontes de carbono e nitrogénio, e pode
conter amido soluvel e extrato de levedura ou ainda sacarose e peptona, ambos fornecendo um
bom rendimento na fermentagdo. O controle do pH ¢ um fator determinante para producao de
GG, ja que este influencia significativamente o crescimento celular, devendo ser mantido entre

6,5 ¢ 7,0, j4 que meios com valores fora dessa faixa reduzem quantitativamente a formagao
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esperada do produto 2>%6. Além disso, a temperatura, a aeragio e a agitacdo devem permanecer

rigorosamente constantes para que a consisténcia do produto seja garantida.

A producdo de GG € um processo crescente com uma producdo maxima de 12 g/L, onde
a viscosidade do meio aumenta durante as fases exponencial e estacionaria >’ a2 medida que o
organismo metaboliza a glicose e secreta a GG, sendo a ultima o componente predominante da
substancia polimérica extracelular da bactéria '! (Figura 1 — d). No final do processo, quando o
substrato foi totalmente consumido, a viscosidade atinge um valor muito alto, sendo necessaria
a diluicdo do meio de cultura com uma solugao salina para a reducao de sua viscosidade e tornar
possivel a recuperagdo do produto. O meio ¢ submetido a um tratamento térmico para matar as
bactérias, ¢ a GG em sua forma nativa ¢ coletada a partir da precipitagdo com alcool
isopropilico. Apos repetidas etapas de precipitacdo, visando a purificacdo do material, o

polimero ¢ ressuspenso em agua, dialisado e as fibras obtidas sdo secas e moidas de onde se

27,28

obtém um p6 branco

Figura 1. (a) Elodea canadensis; (b) microscopia eletronica de varredura e (c) microscopia eletronica
de transmissdo de células Sphingomonas elodea cultivadas; (d) processo de fermentagdo laboratorial

para a GG. Fontes: adaptado de Lee et al. # ¢ Fialho et al. ¥’ .

A estrutura da GG ¢ a de um heteropolissacarideo anidnico linear composto por
unidades repetidas de tetrassacarideos compreendendo mondmeros de B-d-glicose, um de acido
B-d-glicuronico e um de o-l-ramnose nas razdes molares 2:1:1 (Figura 2). Na forma que ¢
secretado pela bactéria, o polimero possui aproximadamente 1,5 substituinte acil por unidade

de repeticdo do tetrassacarideo, isso porque os grupos acil O-acetato e L-glicerato ligados ao

Torres, F. R.
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mesmo residuo de glicose adjacente ao acido glicurdnico, aparecem a cada duas e a cada uma
unidade de repeticdo, respectivamente '*!7. No estado s6lido, o polissacarideo se apresenta
como uma dupla hélice coaxial tripla, estabilizada por associagdes intercadeias que envolvem

os grupos glicerato com os substituintes acetil posicionados no exterior da hélice .

A GG pode apresentar diferentes graus de acetilagdo: um, em que a maioria dos grupos
acil podem ser preservados em procedimentos de fermentagdo mais suaves, dando origem a
high acyl gellan gum ou HAGG '>?’; e outro, destinado ao seu uso regular na industria, onde
os substituintes podem ser removidos por tratamento alcalino quente no meio de fermentagao,
resultando na sua forma desacilada que contém poucos ou nenhum grupo acil, chamada de low

acyl gellan gum ou LAGG.

_ | HsC 0] © ®
[ e " o HyC 1 om
0 HOH,C o ™9 L
HO 0 o)
H HO
HyC——F—O Ofo HO 4y HO OH
. HOH,C~ ~OH “n
Glc GIcA Glc Rha
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O= H,C OH
HOH,C HOH,C 3 "
0 0 0
Homo 0
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it OH HO &y HO OH
B Glc GIcA Gle Rha

Figura 2. (Acima) estrutura quimica da unidade de repeti¢do da GG nas formas HAGG e (abaixo)

LAGG. Fonte: Bacelar et al. ' .

Ambas as formas do polissacarideo formam géis termorreversiveis que diferem em suas
propriedades mecanicas. A maneira mais comum para se preparar esses géis € pelo resfriamento
de uma solucgdo quente da GG, processo que pode ser mediado ou ndo pela interagao de cations,

como sera discutido mais adiante %3!

. Em altas temperaturas, a GG se apresenta como uma
estrutura de uma fita simples, o que reduz significativamente a viscosidade dessa solucao, com

isto, & medida que ocorre o resfriamento ha uma transicio de uma espiral termicamente
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reversivel para cadeias de dupla hélice, que por sua vez se agregam e se ligam umas as outras
formando zonas de jun¢do (Figura 3). Interacdes secundarias, incluindo ligagdes de hidrogénio,
ligam as cadeias poliméricas flexiveis desordenadas conectando zonas de jun¢ao adjacentes.
Um maior nimero de cadeias sdo concentradas nessas zonas a medida que a temperatura
diminui abaixo do ponto de gelificacdo, resultando em uma grande rede molecular na qual as

moléculas de 4gua podem ser aprisionadas ''-?’,

o g_\‘i{‘{{\“\\
555 WK i
X NP opeay X AR
e AR 2T
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Figura 3. Ilustragdo do processo de gelificagdo da GG através da aglutinacdo de suas cadeias

poliméricas, em um resfriamento com e sem a adi¢do de cations (circulos laranjas). Fonte: adaptado de

1.3 1.3,

Robinson et al. ** e Miyoshi, et a

Na HAGG, os substituintes acil tém um grande impacto no processo de ordenagdo e,
consequentemente, nas caracteristicas mecanicas dos géis, sendo que o glicerato estabiliza a
dupla hélice a medida que a solucao ¢ resfriada enquanto o acetato provoca a agregagao entre
as hélices, tornando os géis macios, elasticos e ndo quebradigos. Estes gelificam entre 50 °C e
80 °C, dependendo da concentragdo de polimero, uma vez que esta GG ¢ capaz de formar géis

autossustentaveis em concentragdes acima de 0,2% 243* .

Ja na LAGG, a auséncia dos grupos acil resulta em um comportamento de gelificacao
muito diferente em comparagdo ao anterior. Nesta, a agregacao das duplas hélices para formar
uma rede tridimensional ¢ facilitada pelo intermédio de cations, geralmente monovalentes ou
divalentes, em um processo conhecido como gelificacdo ionotrdpica, onde ions, de modo mais

notdrio o sodio, potassio e calcio, aumentam significativamente o niimero de zonas de jungao,
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fazendo com que a gelificagiio ocorra em temperaturas mais baixas, entre 30 °C e 50 °C 33-¢,
Géis auto suportaveis e moldaveis podem ser formados em concentragdes acima de 0,05% de
GG, sendo eles rigidos, ndo elasticos e quebradi¢os, ou seja, com caracteristicas tao diferentes
de géis formados por HAGG que ambos podem ser colocados em extremidades opostas do
espectro de textura de géis hidrocoloides (Figura 4) *. A consisténcia dos géis pode ser alterada
de acordo com suas aplicagdes, estes podem ser formulados para endurecer com ou sem
aquecimento, permitindo o design e a produgdo de géis resistentes ao calor e géis que podem

liquefazer durante um certo periodo de tempo 2>’

[ Firme, fragil ]
Goma gelana LAGG

k-Carragenina Agar

Pectina Alginato

Gelatina ) )
1-Carragenina
Xantana
Goma gelana HAGG

[ Macio, flexivel ]

Figura 4. Comparagdo esquematica da textura do gel de HAGG ¢ LAGG com outros agentes

gelificantes. Fonte: adaptado de Sworn e Stouby 2.

Além de ser empregada na industria de alimentos como estabilizante e espessante, a GG
¢ aplicada em formulagdes médicas através de hidrogéis utilizados na cultura de tecidos
vegetais ¢ na cultura bacteriana, sendo recentes os estudos como um componente de um
material composito para engenharia de tecido em humanos ?>%. O gel de GG ja foi usado de
forma eficiente na liberagdo e no crescimento de condrdcitos articulares humanos, devido a
similaridade estrutural com glicosaminoglicanos nativos que constituem a matriz extracelular
de tecidos animais, compativeis com os residuos de acido glucurdnico presentes na estrutura da

GG 13,39.

Filmes de GG podem ser usados para regeneragdo dssea guiada (GBR), onde materiais
com caracteristicas bioabsorviveis tém sido empregados em procedimentos cirtirgicos isolando
regides com tecidos defeituosos e prevenindo a invasdo de tecido conjuntivo fibroso no espago

do defeito, podendo assim promover a cicatrizacdo 6ssea *°. Em um estudo relatado por Chang
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1 avaliando esse potencial cicatrizante, defeitos cranianos padronizados de nivel critico foram
feitos em ratos, para em seguida aplicar um filme de GG, obtido a partir de um gel preparado
em agua a uma concentracao de 2% (m/v), ao modelo de estudo. A Figura 5 mostra os cortes
transversais com corante dos defeitos O0sseos experimentais dois meses apos a cirurgia. No
controle, o tecido conjuntivo (colageno em azul) cresceu na area do defeito 6sseo, fazendo com
que as células dsseas, com uma taxa de crescimento muito mais lenta, ndo pudessem crescer
em seu espaco original, impedindo o crescimento 6sseo novo natural. J4 no grupo experimental,
diferentes graus de cicatrizagdo o0ssea foram observados em filmes de variadas concentra¢des
de GG em comparagdo com o grupo controle. Nas regides cobertas pelo filme, a GG impediu o
crescimento de colageno (Figura 5 -b), isolando com sucesso o defeito dsseo da entrada de
células do tecido conjuntivo e fornecendo o espago onde as células do tecido 6sseo pudessem

Crescer.

Figura 5. Filmes de GG para regeneracao ossea guiada eficaz: ferimentos apos dois meses de inicio dos

testes: (a) controle € (b) ferimento coberto com filme 2% GG. Fonte: adaptado de Chang, S-J. et al. *!.

O defeito 6sseo foi reparado em tempo e espago criticos de cicatrizagdo para ser
preenchido por osso recém-formado, tecido esse que pode proliferar em regides protegidas pelo
filme de GG, que impediu que qualquer tecido conjuntivo invadisse o defeito. Portanto, uma
estrutura morfologica densa na fase inicial de cicatrizagdo pode impedir a migragdo apical de
fibroblastos para locais de defeitos dsseos, e na fase posterior uma estrutura porosa foi essencial
para adaptacao celular e permeacao suficiente de nutrientes. Na imagem, o filme que cobriu o
defeito ainda era visivel parcialmente degradado no meio da por¢do de corte do cranio, assim
como em testes de degradagdo, ndo se dissolvendo completamente mesmo ap6s 30 dias, o que

evidencia uma boa biodegradabilidade do material ja que esse deve resistir a um periodo
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suficientemente longo para que o tecido Osseo atinja um estdgio de cicatrizacdo ideal,
geralmente entre 4 e 6 semanas. Além disso, nenhuma resposta inflamatoria foi observada ao
redor do filme GG durante o estdgio inicial do estudo, confirmando que a utilizagdo das

caracteristicas apresentadas da GG pode torna-la um material promissor para aplicagao de GBR.

No entanto, os hidrogéis de GG simples, mesmo sendo estaveis, podem se dissolver sem
controle em fluidos fisiologicos levando a um desempenho mecanico pifio. Modificagdes
quimicas permitem superar algumas limitagdes dos géis tradicionais, melhorando a
funcionalidade mecanica e a estabilidade a longo prazo '°. Porém, j4 ¢ relatado na literatura que
modificacdes fisicas também sdo empregadas para melhorar as propriedades fisico-quimicas e
bioldgicas, como na combinagdo com outros polimeros com a matriz, dependendo do seu

1

método de preparagdio '!. Um interessante grupo de materiais que pode ser incorporado as

matrizes poliméricas para aplicagdo como como fase de refor¢o ¢ o de CNC.

1.1.2. Nanocristais de celulose

Os nanocristais de celulose (CNC), também chamados de celulose nanocristalina ou
nanowhiskers de celulose, sdo os dominios cristalinos de fibras celuldsicas isolados por meio
de hidrélise acida, e tem atraido grande interesse como um material de refor¢o funcional no
desenvolvimento de biocompositos, devido ao seu potencial em melhorar as propriedades
mecAnicas em matrizes poliméricas, que é resultado de sua estrutura altamente ordenada **.
Esse material ¢ definido como nano por pelo menos uma dimensdo da sua estrutura ser

observada em nanoescala, ou seja, de 1 a 100 nm *#4,

A celulose ¢ o polimero natural e biodegradavel mais abundante na Terra, podendo ser
sintetizada por uma variedade de organismos, incluindo plantas, animais marinhos, fungos e
bactérias *>#. Isso apresenta uma vantagem em relacdo a outros materiais por existirem na
natureza de forma vasta, uma vez que estdo presentes em todas as fibras celuldsicas, nao
havendo a necessidade de sintese, apenas de extracdo, o que levou um aumento do interesse em
sua aplicagdo nas ultimas décadas como um material renovavel, visando valores de

sustentabilidade e quimica verde 4748,

Os CNCs sao constituidos por polimeros de celulose, um polissacarideo formado por

uma cadeia de D-glicopiranose que sao unidas por ligacdes B-1,4 glicosidicas, estrutura que
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conta com trés grupos hidroxilas livres: OH secundario nas posi¢des C2 e C3 e um OH primario
em C6 (Figura 6) **%. Estes participam de interacdes intermoleculares dando origem a
compactagao da estrutura cristalina e as propriedades fisicas da celulose, além das hidroxilas

serem suscetiveis a tratamentos quimicos para uma funcionalizagdo especifica do material.

i o) OH

_OH
<M ' H < e ‘
OH ~OH OH “~OH
n

Figura 6. Estrutura quimica bésica da celulose mostrando a sua unidade de repeticdo. Fonte: Siqueira

et al. %,

Tais fibras de celulose sao compostas por microfibrilas de superficie nao regular
formadas por regides cristalinas e amorfas (Figura 7). Na primeira, o arranjo das moléculas de
celulose ¢ altamente ordenado, resultado da agdo combinada da biopolimerizagao e cristalizacao
da celulose comandada por processos enzimaticos, € mantida por meio de ligacdes de
hidrogénio intra e intermoleculares °*2. Por meio dessas mesmas interagdes, essa regido
ordenada se conecta as regides amorfas, que sdo orientadas aleatoriamente, resultado da ma
formagcdo da estrutura devido a alteragdo no processo de cristalizagdo 3. O alto ordenamento
nas regides cristalinas, com um arranjo geométrico que se repete nos eixos principais de sua
estrutura, confere mudangas significativas em propriedades mecanicas, elétricas, Opticas,
magnéticas, ferromagnéticas, dielétricas e de condutividade em materiais em que esses cristais
de celulose sdo inseridos >*, sendo que os CNCs com maior relagio comprimento/didmetro

apresentam efeitos de reforco mais eficazes.
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Regido cristalina

Regido amorfa (cristal de celulose)
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Figura 7. Esquema ilustrativo mostrando as regides cristalinas e amorfas da fibra de celulose. Fonte:

adaptado de Silva et al. .

Dentre diversos métodos de extracdo, o mais eficaz e amplamente estudado ¢ o
isolamento dessas regides cristalinas por meio da hidrélise 4cida >°. Neste processo, os dominios
amorfos distribuidos na microfibrila sdo removidos, uma vez que sdo suscetiveis ao ataque
acido devido a desorganizacao natural das moléculas de celulose nessas regides menos densas,
onde os ions H3O" podem penetrar promovendo a clivagem hidrolitica das ligagdes glicosidicas
e liberando cristalitos individuais 3. As regides cristalinas sdo insoluveis em 4cidos por conta
da inacessibilidade provocada pela elevada organizacdo das moléculas de celulose na
microfibrila. Portanto, o isolamento dos CNCs ¢ facilitado pela cinética de hidrélise mais rapida

apresentada pelas regides amorfas em relagdo as regides cristalinas 66,

Tal processo ¢ realizado com o emprego de 4cidos fortes, como o acido sulftrico,
ocorrendo a esterificagdo dos grupos hidroxila com a introdugdo de grupos sulfato (—OSO3)
distribuidos aleatoriamente na superficie da celulose, o que leva a suspensdes aquosas estaveis
de CNCs carregados negativamente que tendem a se dispersar devido a repulsao eletrostatica
entre as particulas individuais *>°’. A presenca de grupos sulfato residuais na superficie da
celulose catalisa a sua degradag@o por meio da reagdo de desidratagdo, diminuindo fortemente
a estabilidade térmica do material, o que consequentemente limita a temperatura maxima que
um sistema nanocomposito pode ser submetido e restringe a sua aplicagdo >®. A extragio da
celulose também pode ser realizada com acido cloridrico, resultando em cristais de alta
estabilidade térmica, porém sem carga superficial, o que promove a agrega¢cdo dos CNCs em
suspensdes aquosas por meio de ligagdes de hidrogénio °*>. Em vista disso, os grupos sulfatos

podem ser removidos por didlise ou dessulfatagdo, porém uma alternativa proposta por
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Vasconcelos et al. ** foi 0 uso concomitante de acido sulftrico e acido cloridrico combinando
as propriedades resultantes de ambos os métodos para produzir suspensdes aquosas de CNC

estaveis e termicamente resistentes.

O processo de extragdo se inicia com a forte hidrolise acida da celulose, controlando-se
a concentracao de acido e sua propor¢do para celulose, assim como o tempo e a temperatura de
reagdo, fatores estes que influenciam diretamente na morfologia e nas propriedades do material
final, sendo os CNCs mais finos obtidos com 4cido mais concentrado e temperaturas mais altas
em rea¢des mais longas 8. Em seguida, a reacio é interrompida com a dilui¢io com 4gua gelada
e o acido ¢ removido por repetidas lavagens e centrifugagdes, podendo ainda remover o acido
residual por meio de uma dialise. Outro ponto para obter uma suspensao estavel de CNC ¢ a
sonicacao e, caso se queira produzir nanocelulose solida, ela pode passar por um processo de

secagem ¥

A hidrolise acida preserva os dominios cristalinos e leva a formac¢ao de CNC individuais
de alta pureza, menores do que em outros métodos de extracdo, no formato de agulhas de
diametros de 5 a 50 nm e comprimentos de fibra variando de 100 nm a varias centenas de
nandmetros *°, semelhante a um bigode, o que d4 entdo o nome dessas estruturas também de
whiskers **. Em suspensio, eles apresentam tendéncia em se alinharem devido a sua elevada
rigidez e elevada relacdo de comprimento por didmetro, o que causa uma tendéncia a

birrefringéncia.

Mesmo constituidos pelas mesmas moléculas de celulose, os CNCs podem ser obtidos
com particularidades nas suas caracteristicas dimensionais e superficiais, o que afeta
diretamente o seu desempenho como particula de refor¢o em compositos. Além das ja citadas
diferentes condi¢des nos processos de extragdo, a proporcao entre as regides cristalina e amorfa
pode variar dependendo da fonte da fibra celuldsica, o que pode resultar em nanocristais de

aspectos diferentes 46!

, como os exemplos mostrados na Figura 8, com mudangas na razao
entre o comprimento e a espessura, parametros decisivos na eficiéncia que esse material pode

ter ao ser utilizado como fase de reforco em uma matriz compdsita 2.
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Figura 8. Microscopia eletronica de transmiss@o e microscopia de for¢a atdbmica de suspensoes diluidas
mostrando as diferentes morfologias de CNCs de varias fontes de celulose: CNC de (a) madeira macia,
(b) fibras de sisal, (c) celulose bacteriana e (d) celulose de tunicado hidrolisadas com acido sulfurico;
CNCs produzidos por (e) ultrassom de nanofibrilas de celulose oxidada com (2,2,6,6-
tetrametilpiperidin-1-il)oxil e (f) hidrdlise de acido fosforico de algoddo (f). Fonte: Vanderfleet e

Cranston *.

O preparo de matrizes de CNCs com outros tipos de polimeros ¢ tema de vérias linhas
de pesquisas, com casos de resultados de alto desempenho na industria de pléastico (PVC), na
preparagao de filmes finos e também em matrizes com outros polimeros naturais. No caso da
elaboragdo de filmes, ¢ importante a compatibilizagdo do meio de dispersao dos CNCs com o
polimero que sera empregado na confec¢do da matriz, sendo o meio aquoso o mais usual.
Porém, o tratamento quimico da superficie da fibra pode ser necessario para melhorar a
aderéncia na interface fibra-matriz e aumentar o desempenho delas como elementos de reforgo
de matrizes poliméricas. A presenga de grupos hidroxila na superficie nos CNCs pode permitir
modifica¢des adicionais para alterar sua hidrofilicidade, através do uso de surfactantes, agentes

de acoplamento ou da acetilagdo da superficie, por exemplo 6.

Dentre celuloses de diversas fontes, a celulose bacteriana (CB), sintetizada por algumas
espécies de bactérias como a Acetobacter xylinum, % ganhou particular interesse por ser uma

excelente matriz para a produgdo de nanocompoésitos para aplicagdes tecnoldgicas, em areas
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como de biomedicina e farmacologia e na industria de papel, sendo ela um produto
biocompativel, ndo toxico e biodegradavel. Essas diversas aplicagdes se ddo pelas
caracteristicas citadas e também por possuirem alta pureza, uma alta resisténcia mecanica no
estado imido, mesmo com sua baixa densidade, e por serem altamente porosas, o que possibilita

alta capacidade de retencio de agua +>%4.

A CB ¢ obtida por fermentacdo e foi inicialmente relatada em 1886 por Brown, que ja
identificava a alta resisténcia mecanica de sua membrana . Tais bactérias produzem celulose
para protecao contra radiagdo ultravioleta e ambiente quimico agressivo, sendo que apenas uma
célula da bactéria pode polimerizar até 200.000 moléculas de glicose por segundo em cadeia
seguindo em um processo de automontagem ¢, Essa bactéria, em um meio de cultura estatico
rico em polissacarideos, produz uma membrana altamente hidratada de CB na interface
liquido/ar, contendo até 99% de agua e formada por uma estrutura tridimensional que consiste
em uma rede altamente reticulada de nanofibras de celulose pura (Figura 9). Por conta disso,
apesar da similaridade de estrutura quimica com celuloses de outras fontes, a organizacio

estrutural da CB proporciona a ela propriedades mecanicas diferentes, e sua alta area superficial

tem potencial para aplicagdes em engenharia de tecidos, por exemplo .

Figura 9. (a) CB produzida em cultivo estatico, (b) microscopia eletronica de varredura da CB e (¢)

microscopia eletronica de transmissdo CNCs produzidos a partir de BC com uma combinagdo de H,SO4

1. % 1.4,

e HCI. Fonte: adaptado de Huang et al. °° ¢ Vasconcelos et a

Enquanto a celulose de origem vegetal € parte da composi¢ao da fibra celulosica (bagago
de cana entre 40 e 50%, madeira 50% e algoddo 90 % de celulose), estando associada a outros

tipos de biopolimeros como lignina, hemiceluloses, pectina *%6°

, a CB ¢é composta praticamente
apenas de celulose, sendo purificada somente com processos leves envolvendo solugdo de
hidréxido de sodio **. A alta pureza da CB a torna ideal para a extragio de CNCs, porém sua

estrutura de rede altamente cristalina requer fortes condigdes de hidrélise para que haja a quebra
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da morfologia dos feixes de fibrilas e nanofibrilas individuais, resultando em nanocristais de

didmetro variando entre 5 e 50 nm e comprimento entre 100 ¢ 1000 nm %,

1.1.3. Impressao 3D de biomateriais

A impressdao 3D, também conhecida como manufatura aditiva, ¢ uma técnica que
envolve a deposi¢do controlada de camadas sucessivas de um material com posicionamento
preciso para a formagdo de uma estrutura tridimensional de forma automatizada, permitindo
um melhor controle do formato e da porosidade do objeto em comparagdao com outros métodos
de fabricacdo ¢7. Dentro dessa 4rea estd a bioimpressdo, que é usada para fabricar estruturas
tridimensionais multicamadas a partir de materiais biologicos, geralmente células e
biomoléculas, por meio da manufatura aditiva, para a obtengdo de materiais com geometrias
altamente complexas, alta resolugdo e tamanhos de poros controlados com precisdo e
distribuidos uniformemente pelos objetos, podendo ser aplicada em diversas areas ®%. Esse
método ¢ um campo de estudo emergente que faz parte do campo mais amplo da engenharia de
tecidos e medicina regenerativa, unindo diversas areas do conhecimento, como tecnologias de
bioengenharia, ciéncia dos materiais, biologia celular, fisico-quimica e medicina, garantindo

grandes inovagdes para a biotecnologia e a biomedicina .

O conceito de engenharia de tecidos surgiu em 1993, com um estudo de Langer e

Vacanti °

que descreve as caracteristicas e aplicagdes de scaffolds tridimensionais
biodegradaveis pela primeira vez ’'. Os scaffolds poliméricos 3D sdo utilizados na engenharia
de tecidos para fornecer suporte biomecanico as células até que estas estejam organizadas em
um tecido funcional com uma arquitetura que simule as caracteristicas do tecido nativo ’2. Apos
o primeiro relato, varios métodos convencionais de fabricacdo foram aplicados a fabricagao
desse tipo de estrutura, como ligagao de fibras ou moldagem, porém nenhum permitia o controle
suficiente da forma do material ou da porosidade, o que resultava em scaffolds inconsistentes,
ndo ideais para aplicagdo ’!. Contudo, a partir de 2003, pesquisadores iniciaram o uso de
métodos de impressdo 3D para a fabricagdo dessas estruturas de formatos personalizados com
distribuicao de poros controlados. Com a popularizagdo dessa técnica, cada vez mais estudos

abrangeram a otimizacdo dos processos envolvidos, as comparagdes de métodos, a

caracterizago e aplicagdes in vitro e in vivo de scaffolds obtidos por impressdo 3D 7°.
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A depender da aplicagdo do material, diferentes técnicas de impressdo podem ser
usadas, como impressdes a jato de tinta, ou baseadas em laser ou ainda em extrusdo. Esta tiltima
¢ um dos métodos mais utilizados nesse campo, onde os biomateriais sdo extrudados através de
um cabecote de impressao usando seringas com pontas ou bicos especificos que se movem ao
longo dos eixos x € y e, por pressdo pneumatica ou for¢a mecanica, utilizando-se ou ndo de
aquecimento, sdo depositados em uma placa de construcdo que se move continuamente para

baixo, permitindo o crescimento da estrutura de baixo para cima 7* (Figura 10).

Figura 10. Esquema mostrando as etapas principais da manufatura aditiva, desde a preparagdo do
material, modelamento da geometria e obtengdo de uma pega por deposicao de camadas sucessivas de

material. Fonte: adaptado de Daguano et al. ®.

Para um gel ser impresso dessa forma, ele deve apresentar propriedades reologicas
adequadas para que as estruturas tridimensionais pretendidas sejam obtidas e, desse modo, o
gel em questdo ndo deve apresentar caracteristicas nem fortemente viscosas nem elasticas
(Figura 11). A alta viscosidade se destaca, pois, com o decorrer do tempo, o material pode nao
manter sua forma filamentar e se deformar, ndo sendo possivel formar camadas sucessivas de
dimensdes desejaveis; enquanto propriedades altamente eldsticas formariam estruturas muito

rigidas e frageis, passiveis de desestruturacio ’°.

Portanto, um equilibrio entre os
comportamentos eldstico e viscoso deve ser alcangado para um gel ser imprimivel,
caracteristica que pode ser estudada por meio de testes de amplitude de tensdo em analises de

reologia oscilatoria.
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Figura 11. Representagdo de géis com comportamentos reologicos diferentes entre fortemente elasticos
€ viscosos € suas consequéncias esperadas no processo de bioimpressdo. Fonte: adaptado de Amorim et

al 75

As chamadas biotintas podem ser semeadas com cé¢lulas vivas antes ou depois de serem
impressas, porém no primeiro caso as propriedades reologicas do material de suporte devem
ser adequadas de modo que a for¢a de cisalhamento associada a extrusdo nao cause danos
mecanicos as células 7. O atual esforco nessa 4rea busca biomateriais, ou misturas, com
propriedades mecénicas que reduzam a forca necessaria para impulsionar a extrusdo do
material, para que assim , as c€lulas vivas permanecam protegidas e ndo sejam alteradas durante
a impressdo. Biomateriais com a adigdo de CNCs geralmente exibem melhores
comportamentos para essa propriedade, sem a adi¢do de outros modificadores reologicos, ja
que os nanocristais sdo orientados preferencialmente na direcao de impressao. Porém, esse tipo

de modificagdo no material pode ocasionar no aumento da deformacio de sua estrutura °.

Além da ja citada “printabilidade”, ou seja, a capacidade de um gel ser imprimivel, os
biomateriais devem apresentar biocompatibilidade, para ndo causar efeitos indesejaveis no
tecido hospedeiro; biodegradabilidade, uma vez que a maior parte dos materiais sdo usados
como substratos provisorios para induzir a regeneragao de tecidos recém-desenvolvidos, o que
minimiza a presenca material residual que possa ser fonte de infecgdo; absor¢ao de agua
suficiente, o que facilita a difusdo de nutrientes e residuos; e resisténcia e estabilidade mecanica

adequadas ao tecido original a ser reparado %76,
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O funcionamento da impressora 3D ¢ auxiliado por um programa de computador, que
contém o arquivo da forma que se quer obter em uma plataforma que controla todas as varidveis
de todo o trabalho de impressao, desde a velocidade de movimentagdo do bico, a vazao do
material, a temperatura do processo, dentre outros fatores que devem ser cuidadosamente
ajustados de acordo com o material inicial para que se possa obter a estrutura com as

caracteristicas desejadas '*.

A estrutura dos scaffolds também deve cumprir alguns requisitos para o seu uso em
engenharia de tecido, um deles ¢ o controle rigoroso da porosidade do material a depender de
sua aplicagdo, o que pode ser alcangado pelo uso da impressao 3D nessa area. Com essa técnica,
¢ possivel se obter estruturas com porosidade gradiente, onde se varia o tamanho dos poros ao
longo do scaffold, mantendo a interconectividade entre eles, a fim de imitar melhor a estrutura
dos tecidos desejados. A utiliza¢do desse tipo de preenchimento ¢ interessante, uma vez que a
presenga de poros grandes facilitam o crescimento de tecidos, o suprimento de nutrientes e a
remocao de residuos, € os pequenos facilitam a ligacdo celular 7>77. O controle da geometria do
objeto também ¢ importante pois permite a presenca de uma alta area superficial interna na
estrutura em relacdo ao volume. Isso gera ndo so interagdes espaciais entre as células, o que
promove uma melhor proliferacdo, migracdo e adesdo entre elas, como também o controle da

taxa de degradagio do material ou até mesmo a taxa de liberagdo de um farmaco ’.

O desafio atual se concentra no desenvolvimento de novos materiais com tamanhos
clinicamente relevantes com o uso de compositos de base bioldgica com a capacidade
de fabricacdo de tecidos biomiméticos, com a otimizagdo dessa tecnologia para atender a
necessidades relacionadas a casos médicos especificos na chamada medicina personalizada,
com um aperfeigoamento almejando no futuro a impressdo de d6rgdos funcionais, além do
aumento da acessibilidade dessa técnica para que ela esteja difundida em ambientes médicos e,

consequentemente, disponivel para a sociedade ’!.

Atualmente os estudos de GG nessa area tem sido em aplicagdes como curativos,
cartilagem artificial e osteogénese Ossea *°. Apesar de suas propriedades favordveis, a
dificuldade no uso de GG na engenharia tecidual se encontra em sua fragilidade estrutural e em
suas propriedades sensiveis & temperatura, o que pode limitar suas aplica¢des especificas ©. E
importante saber como o gel responde ao corpo humano ja que este pode apresentar

propriedades diferentes ao longo do tempo com a estrutura se tornando mais forte ou mais fraca
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in vivo, devido a interagdo com sais inerentes aos tecidos vivos e do contato prolongado a
temperatura corporal, o que ¢ decisivo para fins de curativo de feridas ou substituicdo de

cartilagem.

A combinac¢do com outro polimero ¢ valida para que os requisitos de impressao do
biomaterial possam ser alcangados, portanto, neste trabalho, foi desenvolvido um compdsito
preparado com GG e CNC. A adicdo de CNC pode influenciar positivamente as propriedades
mecanicas do material, atingindo caracteristicas mais satisfatorias ao esperado para a obtengao
de uma estrutura por impressao 3D com uma aplicagdo como scaffolds nanofibrosos para
engenharia de tecidos moles, permitindo obtencao de estruturas mais complexas em geometrias

especificas.

A interacdo inédita da GG com o ion Eu®" pode melhorar as suas propriedades
mecanicas, mantendo a estrutura do gel mesmo com variacao de temperatura, por agir como
um forte agente gelificante para o polimero. Além disso, as propriedades espectroscopicas do
ion tornam possivel entender a cinética da degradagdo de um scaffold formado por essa matriz
composita em um fluido bioldgico, identificando o tempo em que ele sera reabsorvido em um
uso em engenharia de tecidos, por meio de uma resposta de variagdo da luminescéncia em
relagdo ao tempo. Além disso, as propriedades resultantes da interagio entre GG, CNC e Eu*"
podem possibilitar o desenvolvimento de novos materiais para aplicacdes em sistemas fotdnicos

biocompativeis.

1.2. Lantanideos

Os lantanideos compreendem os elementos do Lantanio (La, Z = 57) ao Lutécio (Lu, Z
=71) e pertencem ao grupo de elementos de terras raras, nos quais ainda se incluem o ftrio (Y,
Z =39) e o Escandio (Sc, Z =21). Esses elementos sdo agrupados dessa forma pois apresentam
propriedades quimicas, Opticas e magnéticas particulares que sdo consequéncia de sua estrutura

eletronica caracteristica '%7.

O termo terras-raras para esse grupo nao ¢ adequado para denominar tais elementos, ja
que eles foram assim nomeados, pois, a principio, eram conhecidos na forma de seus 6xidos,
ou "terras" em uma nomenclatura mais antiga e, atualmente, sabe-se que nao sao raros, uma vez

que a abundincia desses na litosfera é relativamente alta 33!, O primeiro deles a ser isolado foi
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o itrio em 1794 por Johan Gadolin, um quimico finlandé€s, a partir de um mineral chamado
gadolinita encontrado em um local proximo a Ytterby, na Suécia. Mais de 100 anos se passaram
até que que o restante da série de elementos pudesse ser identificada, ja que a obtengdo de suas
espécies puras exige uma separacao trabalhosa ja que tais elementos apresentam propriedades

fisicas e quimicas muito semelhantes 8>,

Atualmente, os lantanideos possuem ampla aplicabilidade, desde catalisadores no
tratamento de emissdes automotivas e no craqueamento do petréleo ao desenvolvimento de
dispositivos fotonicos levando em consideragao suas propriedades luminescentes especificas.
Também se tem aumentado o interesse na aplicagdo deles no estudo de sistemas bioquimicos,

principalmente como sondas espectroscopicas de biomoléculas 34,

Essa semelhanca dentro do grupo dos lantanideos ¢ devida principalmente as suas
configuracdes eletronicas, que podem ser escritas como [Xe] 4f 5s% 5p® 5d%! 6s>. No sexto
periodo da tabela periddica, apds o orbital 6s ser ocupado por dois elétrons, os orbitais 5d e 4f
se estabilizam, levando ao preenchimento dos orbitais 4f até sua capacidade de 14 elétrons,
enquanto a configuracio externa permanece inalterada nos 6s>. Desse modo, o grupo que
compde esses elementos pode ser chamado de "série interna de transi¢do" "®%. Na forma ionica,
eles se apresentam com estado de oxida¢do +3 como o mais estdvel, podendo também ser
obtidos nos estados +2 (como Sm, Eu, Yb) ou +4 (como Ce, Pr, Tb) a depender do balango
entre as energias de ionizagdo, reticular e de ligagio do ion *¢. Uma propriedade que diferencia
os lantanideos de outro ions metalicos ¢ em relacdo ao seu arranjo espacial, ja que, por serem
maiores, apresentam alto numero de coordenacao, geralmente 8 € 9, mas que variam entre 6

12, seja em solugdo ou no estado sélido 7.

Os lantanideos possuem entdo orbitais 5s> e 5p° preenchidos que sio radialmente mais
externos que os orbitais 4f e apresentam extensao radial limitada, ndo participando de modo
efetivo das ligagdes (Figura 12) 3%%7. Isso causa um efeito de blindagem sobre elétrons 4f,
fazendo com que estes interajam fracamente com o ambiente quimico externo e por conta disso,
os lantanideos sao classificados como acidos duros de acordo com a classificagao de Pearson ¢
interagem com os ligantes predominantemente através de ligagdes idnicas ou de ion-dipolo,

com baixo carater covalente 55,
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Funcao de distribuigao radial (rR,, 2)

L T T T T -1 >
Raio (r)

Figura 12. Fungdes de distribuigdo radial para os orbitais 4f, 5s € 5p, no caso para o ion Nd** livre,

ilustrando a natureza interna dos orbitais 4f. Fonte: Biinzli e Choppin ¥’.

Desse modo, esses cations se coordenam preferencialmente com bases duras,
principalmente aquelas contendo como atomos doadores o oxigénio € o nitrogénio, entdo as
estruturas das matrizes utilizadas nesse projeto, como os grupos carboxilato da GG ou as

hidroxilas dos CNC, sdo sitios em potencial para coordenagao dos ions lantanideos.

A partir dessa distribuigdo eletronica, pode se entender também a contragao lantanidica,
que ¢ a diminuicdo progressiva dos raios atdomicos e ionicos devido ao baixo poder de
blindagem dos elétrons 4f, o que resulta em um aumento da carga nuclear efetiva sobre os
elétrons 5s* e 5p® com o aumento do niimero atdmico no periodo %6, Como consequéncia
disso, a basicidade dos elementos diminui ao longo da série e, além dessa diferenca afetar
sutilmente a solubilidade deles, essa mudanca quimica ¢ aproveitada na separacdo dos

lantanideos por métodos de fracionamento.

Apesar de suas distribuigdes eletronicas induzirem propriedades quimicas muito
semelhantes, o preenchimento progressivo dos orbitais 4f ao longo da série dos lantanideos
resulta em propriedades fisicas caracteristicas ao grupo em relagdo a espectroscopia e
magnetismo %°. Como visto, suas propriedades eletronicas sdo pouco perturbadas pela interacdo

com ligantes, o que resulta em bandas finas de emissdo em espectros eletronicos comparaveis
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as de transi¢des atdmicas; ademais, as transi¢does apresentam tempos de vidas relativamente

longos de seus estados excitados, de microssegundos a milissegundos 5.

A baixa influéncia que o campo cristalino tem na quebra de degenerescéncia dos niveis
eletronicos faz com que os niveis 4f dos ions lantanideos possuam energias especificas,
variando pouco em um diagrama de energia (Figura 13). Porém, a interacdo do campo cristalino
influencia diretamente na intensidade das transi¢des f-f, uma vez que a maioria delas acontecem
por mecanismo de dipolo elétrico, sendo proibidas pela regra de Laporte 32%63% No entanto,
caso o ion lantanideo esteja em um sitio sem centro de inversao, tal regra ¢ relaxada devido a
termos de paridade impares no hamiltoniano de campo ligante e, por ser proibida, a transicao

apresenta um longo tempo de vida para o estado excitado *2.
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Figura 13. Niveis de energia calculados de ion lantanideos trivalentes na faixa de energia até 40.000

cm’!. Fonte: adaptado de Ma et al. .

Nos ions livres, os niveis de energia dos lantanideos sao descritos por um Hamiltoniano
considerando a interagdo resultante (Figura 14) do campo central (Ho), o acoplamento spin-

orbita (Hso) e a repulsao intereletronica (Hre), de acordo com a equagdo 1.

Hion livre = HO + HRE + HSO (Equa¢¢70 ])
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O Hyp depende dos numeros quanticos principal e de momento angular e separa as

diferentes configuracdes eletronicas (5p, 4f, 5d) em aproximadamente 103 cm™! em energia 3%,
A degenerescéncia das configuragdes 4f ¢ removida pela interacao de repulsdo intereletronica

S 2S +

(Hrg), inerente aos sistemas multieletronicos, resultando em termo DL. Esses termos sdo

afetados pelo acoplamento spin-orbita (Hso), que remove a degenerescéncia dos termos @5 VL

em relacdo aos seus componentes 2S + 1 do momento angular total, resultando nos niveis ®5*

DL,

A perturbagdo causada pelo ambiente quimico ao redor do ion livre diminui a simetria
do campo esférico e quebra a degenerescéncia desses niveis em J dando origem aos niveis Stark,
que podem se dividir em um maximo de 2J + 1 a depender da simetria do campo ligante 3%°!.
Tal perturbacdo ¢ descrita pelo Hamiltoniano de campo cristalino (HCC), que somado ao

Hamiltoniano de ion livre resulta no Hamiltoniano total, como mostra a equacgao 2.

H = Hion tivre + Hee (Equacgao 2)
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Figura 14. Representagdo com as principais perturbagdes que levam ao desdobramento dos niveis de

energia dentro de uma configuragio 4" dos lantanideos. Fonte: adaptado de Sousa Filho et al. *'.

1.2.1. fon Eurépio

O Eu*' possui a configuragdo eletronica [Xe]4f%, com 54 dos seus 60 elétrons
distribuidos nas camadas fechadas do atomo de xenonio e 6 elétrons na camada 4f, sendo estes
protegidos do ambiente externo pelos orbitais 5s* e 5p®. Os seis elétrons na camada 4f podem
ser organizados de 3003 microestados diferentes nos sete orbitais 4f, e distribuidos em 119
multipletos que por conta da interacdo spin-orbita originam 295 niveis de energia diferentes.
Seu termo espectroscopico de menor energia ¢ um septeto (2S + 1) e o momento orbital de
menor energia é representado pela letra F (L = 3), assim, tem-se 'F; e ] podendo assumir valores

de 0 <J <6 (entre [L + S| e |L —S|), o que resulta no fundamental sendo "Fo (Figura 15) *2.
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A partir da excitacdo do ion com uma fonte de energia referente ao ultravioleta, os niveis
energéticos superiores relaxam ndo radiativamente e populam o estado °Do. A partir deste
estado excitado entdo podem ser observadas as emissoes atribuidas a transigdes para os estados
’Fy de mais baixa energia, exibindo uma luminescéncia caracteristica de cor vermelha >4, O
estado °Dy ndo é desdobrado pelo campo cristalino pois possui J = 0 e os valores finais de J para
os estados "Fy sdo baixos, propriedades que tornam as analises dessas transi¢des relativamente
simples em um espectro eletronico para a obtengao informagdes sobre a estrutura em que o ion
estd ocupando °2. Desta forma, o uso do Eu** é muito interessante para o inicio da caracterizacio
espectroscopica de novos materiais, o que o qualifica como uma sonda estrutural. O preparo de
biocompésitos a base de CNC e GG com a presenca de ions Eu**, além de ter o potencial para
o desenvolvimento de novos sistemas fotonicos biocompativeis, permite o estudo da mudanca

estrutural a nivel molecular dessas matrizes através de analises espectroscopicas, via alteragao

na esfera de coordenacao do ion lantanideo.

A transi¢do °Dy — "Fy (Figura 15) ocorre por dipolo elétrico e aparece em um espectro
entre 570 e 585 nm, com intensidade variando de muito fraca a forte, dependendo da simetria
que o ion estd inserido, porém apresentando apenas uma banda nessa regido ja que sua
degenerescéncia ¢ iguala 1 (J=0e2J+ 1 =1). Segundo a regra de sele¢do para J, essa transi¢ao
¢ estritamente proibida pelo J inicial e final serem 0, porém ela ocorre devido a uma relaxagao
na regra pela mistura de J quando o Eu®" est4 localizado em um ambiente de ligante nio

esfericamente simétrico **.

A transi¢do Do — ’F1 ¢ a unica que ocorre unicamente por mecanismo de dipolo
magnético e, por conta disso, sua intensidade integrada ¢ independente da mudanga do campo
cristalino *°. Ela pode entdo ser considerada como uma constante em um espectro eletronico e
usada como referéncia para a andlise da intensidade das demais transi¢des do Eu*", como na
comparacdo da razdo de intensidades entre as bandas Do — "Fi e Dy — F» de diferentes
compostos por exemplo, ou ainda permitindo a realizacdo de célculos de parametros de
intensidade e de eficiéncia de emissdo do nivel Do °*. A banda dessa transi¢do ocorre entre 585
e 600 nm, e pode ser desdobrada pelo campo cristalino em até trés componentes, além de se
apresentar mais intensa que a transi¢io *Do — 'F2 nos espectros de sélidos com estrutura

cristalina de alta simetria.
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Figura 15. Niveis de energia do ion Eu®" e suas transi¢des eletronicas. Fonte: adaptado de Syamchand

e Sony 2.

A transi¢do Do — 'F» é chamada de hipersensivel, ji que a intensidade desta é muito
influenciada pelo ambiente quimico em que ion estd inserido e pela natureza dos ligantes.
Ocorre entre 610 e 630 nm e ¢ usada, geralmente, para caracterizar o grau de simetria do sitio
de coordenacio do ion Eu**, ao passo que ndo é observada ou apresenta baixa intensidade
quando o ion estd ambientes de alta simetria, por outro lado, sua intensidade ¢ muito alta em

ambientes fortemente assimétricos >4,

.. , o, ) . .
Com os espectros de emissdo do fon Eu*", e com base na intensidade da transicdo
SDo—’F1, é possivel obter valores de coeficientes de emissdo espontinea (Agy), a partir da

intensidade integrada das bandas de emissdo (Son) € do baricentro da transi¢do f—f (voy). Os
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calculos seguem a equagdo 3 7%

, utilizando como referéncia o coeficiente de emissao para a
transi¢do °Do — 'F1, sendo equivalente a Ag1 = 15.7%, e n é o indice de refragio do meio em que
o0 ion esta inserido.

App = Apq (ﬁ) (vﬂ) (Equacgado 3)

So1/ \voa

Somando-se os valores calculados para cada uma das transi¢des do espectro, tem-se o
coeficiente de emissio espontinea (Awral) para o nivel Dy (equacio 4) € o seu inverso é tido

como o tempo de vida radioativo (equagdo 5).
Aorar = XAoy = Ao + Ao1 + Aoz + Aoz + Ags (Equagdo 4)

1

Trap = (Equagdo 5)

Atotal

Com este valor e os dados de tempo de vida experimental para a amostra, a eficiéncia

quantica da emissdo relativa ao nivel *Dy pode ser calculada pela equagio 6.

n= 22 (Equacdo 6)

Trad

Também a partir desses espectros, podem ser determinados parametros de intensidade
de Judd-Ofelt experimental Q, e Q4 usando a equagio 7 onde, x = n(n + 2)?/9 é a corregio de
campo local de Lorentz e n novamente o indice de refragdo do meio, o ¢ a frequéncia angular
do campo de radiagdo incidente, e (7F,| | U (’1)||5D0) sdo iguais a 0,0032 ¢ 0,0023 para Q> e Qa,

respectivamente:

3hc34p; o
= E 7
4e2w3 x(7F||UM||5Dg)? (Equagao 7)

97}

Como geralmente a transicdo Dy — 'Fg ndo ¢é detectada nos espectros, o valor
experimental de {26 ndo ¢ considerado. No estudo espectroscopico de amostras dopadas com o
ion europio, os pardmetros de Judd-Ofelt podem avaliar de modo comparativo o ambiente de

coordenagio do ion, em relacdo a simetria local (€2) e a fatores de covaléncia (Qa) *°.
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1.2.1. Transferéncia de energia

A luminescéncia por excitagdo direta do ion lantanideo ¢ limitada pela baixa capacidade
de absorcao de luz devido a natureza transicao f-f, que € proibida por Laporte, diminuindo a
probabilidade de transi¢des f-f, € sendo um ponto a ser superado na preparacdo de materiais
luminescentes. Tal propriedade resulta em coeficientes de absor¢cdo molar € baixos (menores
que 10 L mol™! cm™) para a maioria das transigdes nos espectros de absor¢do, ou seja, apenas

uma pequena parte de radiacio ¢ absorvida por excitagdio direta nos niveis 4f°’.

O nivel emissor Dy do Eu*", por exemplo, pode entdo ser povoado com maior eficiéncia
pela sensibilizagdo de um ligante organico de alto coeficiente de absor¢do molar, o qual
apresenta maior eficiéncia de excitacdo pela absor¢do de luz na regido do ultravioleta *%. A
coordenagdo do ion Eu** ao ligante pode acarretar bandas de emissdo relativamente intensas do
ion lantanideo por meio da transferéncia de energia intramolecular do ligante ao ion lantanideo,

em um fendémeno conhecido como efeito antena 3°.

A eficiéncia deste processo depende da selecdo do ligante adequado para determinado
ion lantanideo, visando a formagao de complexos. Os B-dicetonatos fazem parte de um grupo
de ligantes comumente estudados em complexos trivalentes de lantanideos devido a sua grande
capacidade de atuar como sensibilizadores, exibindo uma alta eficiéncia quantica, bandas
estreitas de emissdo e boa estabilidade termodinamica **!%. Embora complexos de B-dicetonato
possam sofrer fotodecomposicao sob irradiagdo UV de longo prazo, esse efeito pode ser
atenuado incorporando esses complexos em hibridos organicos/inorganicos ou ainda polimeros,
0 que permite ampliar o campo de aplicagdo desses complexos, como exemplo, em materiais
emissores em novos tipos de OLEDs '°!. Sua intensa luminescéncia é também amplamente
explorada para aplicagdes como sondas luminescentes em bioensaios, diagnostico em analises

clinicas por bioimageamento, dispositivos como sensores UV e como laser 22,

O Eu** ¢ um ion de grande importancia para a formagdo desse tipo de sistema, recebendo
grande atencdo no estudo de materiais de alta intensidade de luminescéncia, e a sua interagao
com ligante B-dicetonato 2-tenoiltrifluoroacetona (TTA) resulta no complexo (Eu(TTA)s, ou
Europio (I11) tenoiltrifluoroacetonato (Figura 16), ja amplamente relatado na literatura '%-1% ¢,
também, utilizado nos estudos desse trabalho. O preparo de materiais de matriz a base de GG e

CNC dopados com Eu’" e a sua interagiio com tal ligante buscou a obtencio desse complexo e,
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consequentemente, um material com uma luminescéncia de emissdes intensas, com base na

transferéncia de energia do ligante organico para o ion europio.

(a) (b)
O

Figura 16. (a) estrutura quimica do ligante TTA e do (b) complexo hidratado formado com interagéo
com o Europio, Eu(TTA):.2 H2O e a (c¢) luminescéncia vermelha caracteristica do complexo em po.

Fonte: (a) e (b) adaptados de Forster et al. ' ¢ (c) o autor.

Quando um complexo ¢ irradiado por luz ultravioleta, os seus ligantes organicos
absorvem fortemente em uma ampla faixa de comprimento de onda e seus elétrons sdo
excitados a um nivel vibracional do primeiro estado singleto excitado, que sofre rapidamente
conversdo interna para niveis vibracionais mais baixos do estado S1 (Figura 17) '°. Elétrons
neste estado excitado podem decair para o estado fundamental (fluorescéncia) ou ocorrer um
cruzamento intersistema (ISC) ndo radiativamente do estado singleto S1 para o estado tripleto
T1 de menor energia. No estado excitado T1, o elétron pode decair radiativamente para o estado
fundamental (fosforescéncia) ou via transferéncia de energia do estado tripleto do ligante ao

estado excitado do ion lantanideo %197,
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Figura 17. Esquema de niveis de energia mostrando a transferéncia de energia do ligante para o ion

lantanideo. Fonte: adaptado de Binnemans *.

Para que isso ocorra, ¢ necessario que a energia do nivel T1 esteja em ressonancia com
o nivel excitado do ion lantanideo. Outro fendmeno que pode também ocorrer ¢ a
retrotransferéncia de energia do ion lantanideo para o estado tripleto, tendo a eficiéncia desses
processos dependentes da energia dos niveis tripleto do ligante e nivel emissor do lantanideo.
No caso do sistema TTA e Eu’", a energia ¢ transferida para qualquer um dos niveis de °Dj,
sendo o nivel emissor *Dy (17227 cm™) ** 0 mais provavel, porém caso ndo seja, a energia de
excitacdo é dissipada por processos nio radiativos até esse nivel '%®. A partir do Dy ha o
decaimento radiativo para qualquer um dos niveis 'F; e a emissdo ocorre em energias menores

(ou seja, em comprimentos de onda maiores) do que aquela absorvida inicialmente pelo ligante.
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2. Objetivos
2.1. Geral

Sintese de compositos de Goma Gelana dopada com ions Eu’* e nanocristais de celulose
visando a obtencdo de materiais para impressdo 3D, seja na construgdo de scaffolds

nanofibrosos ou sensores luminescentes.

2.2. Especificos

» Preparacao de géis de dois tipos de goma gelana com varias concentragdes de ions
Eu3+;

» Preparacio de filmes de dois tipos de goma gelana com apenas ions Eu®" e
complexos de ions Eu**;

= Obtencdo das nanocristais de celulose partindo de membranas de celulose
bacteriana;

» Preparacdo de compdsitos de nanocristais de celulose e goma gelana em diferentes
composigdes;

= Avaliar as propriedades fisicas, mecanicas e térmicas dos materiais obtidos;

= Estudos espectroscopicos utilizando os ions Eu*" como sonda estrutural;

= (Caracteriza¢ao morfologica desses materiais;

= Obtengao de scaffolds nanofibrosos por impressao 3D.
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5. Conclusao

Géis de GG com adic¢do de Eu*" foram obtidos de forma inédita, e os estudos estruturais
confirmaram que o ion lantanideo promoveu a reticulagao da cadeia do polissacarideo, e alterou
gradativamente as propriedades viscoelasticas do material, o que foi evidenciado por estudos
de reologia oscilatéria. Esses testes indicaram que esse efeito foi acentuado na forma
desacetilada da GG, provavelmente devido a auséncia de grupos acil existentes na outra forma.
A presenga do ion na rede polimérica reduziu sua resisténcia reticular, de modo que essas
amostras quebraram em tensdes mais baixas, mas o comportamento do gel consolidado foi
mantido. As concentracdes de Eu®" testadas foram capazes de manter gradativamente a
estrutura dos géis mesmo com o aumento da variagdo de temperatura, uma vantagem sobre 0s
géis puros, que pode vir a ser explorada. Tais propriedades podem ser favoraveis para sua
utilizagdo em estruturas tridimensionais biocompativeis, por meio da impressao por extrusao

para obtencdo de scaffolds visando uma possivel aplicacao deste material.

A andlise de luminescéncia dos filmes de LAGG e HAGG mostrou uma eficiéncia
reduzida na transferéncia de energia entre as matrizes e o ion lantanideo. O perfil de emissao
indicou que o ion Eu’* se encontrava em um ambiente de baixa simetria e possuia uma
luminescéncia de baixa intensidade, uma vez que a GG apresenta diferentes grupos capazes de
promover a desexcitagdo dos niveis emissores. Apesar disso, os tempos de vida para o estado
excitado °Dy foram relativamente altos quando comparados a matrizes com alta concentragio
de grupos OH. Esses dados podem indicar que a interacdo entre Eu*'e a GG foi fraca, mas
suficiente para estabilizar o ion Eu’" na matriz, estabilizando a estrutura do gel na forma de
uma ponte intermolecular com os oxigénios carboxilicos do polissacarideo. A emissdo do
material pode ser intensificada com a adicdo do ligante TTA, mesmo abaixo da propor¢ao
estequiométrica do complexo formado por ele. Tempos de vida mais longos do estado excitado
Do do que os relatados para o complexo hidratado também indicam que o Eu** foi coordenado
em um ambiente com baixa concentracdo de grupos O-H. Esses resultados mostraram a
possibilidade de se obter um material luminescente de alta intensidade com GG, além de
realizar um estudo estrutural inédito da matriz, que ¢ biocompativel e possui propriedades
luminescentes promissoras. Este trabalho pioneiro abre caminho para o estudo do uso desses

materiais obtidos a partir da interagdo de lantanideos com essas matrizes.
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Os CNC obtidos a partir de celulose bacteriana, utilizando o método de hidrélise com
uma mistura de acidos cloridrico e sulftrico, permitiram que os compositos formados por
diferentes proporg¢des de celulose em um filme de LAGG dopado com Eu** mantivesse as
propriedades luminescentes anteriormente encontradas para a GG. Esse material pdde ter a sua
emissdo intensificada através do tratamento com o ligante TTA, que também se mostrou
eficiente para essa matriz composita. Além disso, a CNC agiu de modo satisfatorio como fase

de refor¢o, melhorando progressivamente as propriedades mecanicas do material.

Por fim, o gel preparado com LAGG dopado com Eu*" e CNC possuiu propriedades
adequadas para impressdao baseada em extrusdo, sendo capaz de ser aplicado na manufatura
aditiva na obtencdo de pegas tridimensionais com formas e estruturas também satisfatorias.
Diferentes aplicagdes podem ser consideradas para esse material utilizando-se dessa técnica,

dentre elas a area de engenharia de tecidos.
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