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Resumo

Neste trabalho utilizou-se a moagem mecéanica de alta energia com sucesso na
produgdo de poés nanocristalinos de hidroxiapatitas em cinco diferentes procedimentos
experimentais. A hidroxiapatita moida foi estudada por difragdo de raios-X e
espectroscopias de infravermelho e Raman. Para quatro diferentes procedimentos foi
obtida a hidroxiapatita, com diferentes tempos de mistura (15, 30, 45 e 60 horas),
enquanto a rea¢do 5 ndo ocorreu formag@o de HA. Esse processo de moagem utilizado
para obter hidroxiapatita tem a vantagem de ndo haver necessidade de fusdo dos
reagentes e do procedimento ser realizado a seco. O material pode ser compactado e
transformado em pegas. A alta eficiéncia do processo abre as portas para produgdo
comercial da hidroxiapatita nanocristalina tendo sido comparado com o método de
precipita¢do indicando também a formagao da HA.

Em uma segunda fase, foi estudada a propriedade estrutural e elétrica de filmes
espessos da hidroxiapatita. Esses filmes foram preparados em duas camadas utilizando a
técnica de “screen printing” em substrato de alumina (Al;O3). A sintese por moagem
mecanica foi usada para produzir os pos de hidroxiapatita utilizados nos filmes. As
amostras foram estudadas por raios-X, MEV, EDX, infravermelho, Raman e
propriedades elétricas. Foram estudadas a constante dielétrica dos filmes (g;) e suas
perdas (D) no espectro de radio freqtiéncia. Para todos os filmes hd um decréscimo na
constante dielétrica na medida que a freqiiéncia aumenta, encontrando-se valores entre 4
e 9 em fungdo da concentragdo do fundente no filme. A perda também decresce com o
aumento da freqiiéncia. A difra¢do de raios-X dos filmes indica que os principais picos
pertencem a hidroxiapatita. Esses resultados sugerem que a técnica de “screen printing”
em filmes espessos de hidroxiapatita ¢ excelente para aplicagcdes em coberturas
biocompativeis de materiais implantados e materiais isolantes de circuitos elétricos e
camadas dielétricas em biosensores.

Outra fase do estudo foi a obtengdo da hidroxiapatita com diferentes graus de
cristalinidade e tempos de mistura (HA2/60, HA4/15 e HAS5/15) para teste de
bioatividade. A analise de bioatividade mostrou que todas as amostras implantadas nos
coelhos podem ser consideradas biocompativeis, ja que s@o consideradas nio toxicas e

ndo causam inflamagdo e/ou rejeitos na parte do animal, durante o periodo de



implantagdo. As amostras implantadas nos coelhos apresentam nova formagao do tecido
Osseo com a presenga de células osteoblasticas.

O colageno anidnico e os compositos de colageno com hidroxiapatita nanocristalina
(Col-HAN) e colageno com hidroxiapatita comercial (Col-HACOM) foram estudados
por propriedades fisico-quimica, Opticas, dielétricas e piezelétricas, considerando o
desenvolvimento de novos biomateriais com potencial em suporte para crescimento
celular e em sistemas de controle de transporte de drogas.

O elemento de tensor forga piezelétrico (d,4), a constante elastica (sss)-€ a constante
dielétrica (g;;) foram medidas para filmes de colageno com valores de 0,102 pC/N, que
¢ um resultado compativel quando comparado com dados da literatura obtidos por
outras técnicas . Para o composito Col-HAN obteve-se o valor de 0,041 pC/N e de
0,012 pC/N para o Col-HACOM. A andlise de DSC mostrou duas desnaturagdes
endotérmicas nos filmes de coldgeno e nos compositos. O compoésito Col-HAN
apresentou uma estabilidade térmica melhor, se comparado com o Col-HACOM. A
difragd@o de raios-x do filme de coldgeno mostrou caracteristicas de material amorfo. Os
principais picos associados a hidroxiapatita nanocristalina estdo presentes nas amostras
dos compdsitos, alem da presenga de picos menos intensos de outras fases cristalinas da

apatita.



Abstract

Mechanical alloying has been used successfully to produce nanocrystalline powders
of hydroxyapatite (HA) using five different experimental procedures. The milled HA
were studied by x-ray powder diffraction, infrared and Raman scattering spectroscopy.
For four different procedures, HA was obtained after a couple hours of milling (15, 30,
45 and 60 hours). For one of the procedures we do not had the HA formation. This
milling process, used to produce HA, presents the advantage that melting is not
necessary and the powder obtained is nanocrystalline. The material can be compacted
and transformed in solid ceramic samples. The high efficiency of the process opens a
way to produce commercial amount of nanocrystalline HA.

We did a study of the structural and electrical properties of bioceramic
hydroxiapatite (HA) thick films prepared by the screen printing technique. The films
were prepared in two layers using the screen printing technique on Al,O3 substrates.
Mechanical alloying has been used successfully to produce nanocrystalline powders of
hydroxyapatite (HA) to be used in the films. We also look for the effect of the grain size
of the HA in the final properties of the film. The samples were studied using X-Ray
diffraction, scanning electron microscopy (SEM), energy-dispersive x-ray spectroscopy
(EDS), infrared and Raman scattering spectroscopy and electric measurements. We did
a study of the dielectric permittivity and the loss of the films in the radio-frequency of
the spectra. One can notice that, for all the films there is a decrease of the DC with the
increase of the frequency. The values of the dielectric constant of the films are in
between 4 and 9 (at 1KHz), as a function of the fuse concentration. The loss is
decreasing as we increase the frequency for all the films. The X-ray diffraction (XRD)
patterns of the films indicate that all the peaks associated to HA phase is present in the
films. These results strongly suggests that the screen-printing HA thick films are good
candidates for applications in biocompatible coatings of implant materials but also for
the insulating materials of electronic circuits and dielectric layer in bio-sensors.

We also did a study of the biocompatibility of the nanocrystalline HA. HA with
different degrees of crystallinity and time of milling (HA2/60, HA4/15 and HAS5/15)
were used in the tests. The bioactivity analysis shows that all the samples implanted in
rabbits can be considered biocompatible, since they had been considered non toxic, had

not caused inflammation and reject on the part of organisms of the animals, during the



period of implantation. The samples implanted in rabbits had presented new osseous
tissue formation with the presence of osteoblastics cells.

The physicochemical, optical, dielectric and piezoelectric properties of the anionic
collagen (Col), collagen-nanocrystalline hydroxyapatite (Col-HAN) and collagen-
commercial hydroxyapatite (Col-HACOM) composite was studied in view of the
development of new biomaterials which have potential applications in support for
cellular growth and in  systems for controlled drug  delivery.

The piezoelectric strain tensor element d, 4, the elastic constant sss, and the dielectric
permittivity €;; were measured for the anionic collagen film, with value of 0,102 pC/N,
which is in good agreement compared with values reported in the literature obtained
with other techniques. For the collagen-HAN composite membranes, a slight decrease
of the value of the piezoelectricity (0,041 pC/N) and 0,012 pC/N for the Col-HACOM
was observed. The thermal analysis shows two denaturation endothermic for the
collagen sample, Col-HAN and Col-HACOM composite films. The Col-HAN
composite film shows a better thermo stability, if compared with Col-HACOM
sample.

The X-ray diffraction pattern of the collagen film shows a broad diffraction pattern
characteristic of amorphous material. The main peaks associated to the crystalline HA
are present in the sample of Col-HAN and Col-HACOM. In the Col-HAN composite,
one can also notice the presence of other peaks with low intensities which is an

indicator of the formation of other crystalline phases of apatite.
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1° Capitulo

1. Introducio

A bioceramica, baseada em fosfato de célcio principalmente em forma de
hidroxiapatita (HA), tem sido muito utilizada em medicina e odontologia nos tltimos 20
anos, sendo um dos grandes avangos da medicina, pois apresenta a possibilidade de
reparar e/ou substituir partes do corpo humano por materiais pré — fabricados. As
inimeras aplicagdes incluem peliculas para cobertura de implantes ortopédicos e
dentarios, cirurgias maxilofacial e otolaringologia [1]. Com respeito as peliculas, elas
promovem a adesdo entre a protese e 0 0sso [2]. A HA esta presente em vertebrados
com cerca de 60 a 70% da fase mineral em ossos humanos [3]. O osso humano é
formado basicamente por uma fase organica e outra mineral. Na fase orgénica, as fibras
de coldgeno servem como matriz para a precipitagdo da HA (fase mineral),
determinando as estruturas dos cristais.

Atualmente n3o ha como imaginar a medicina moderna sem a utilizagdo de
materiais metélicos, polimeros, carbono vitreo, biovidros e bioceramicas em implantes.
A pesquisa desses novos materiais tem aumentado nos ultimos anos devido a sua
enorme importdncia e tentativa da ndo rejeigdo por parte do corpo humano.

A possibilidade da construgdo anatdomica e funcional das partes do corpo humano
tem levado diversas dreas da ciéncia a buscar novas alternativas para os materiais ja
existentes; os denominados biomateriais, compativeis com o corpo humano e, portanto,
capazes de serem implantados sem que haja rejeigdo no organismo. Portanto, o estudo e
desenvolvimento desses tipos de materiais sdo de fundamental importancia para o ser
humano, possibilitando a reconstrug@o e/ou substituig@o de partes de ossos e cartilagens
do corpo humano por formas especificas chamadas implantes, proteses ou dispositivos
prostéticos [4].

Os biomateriais sdo materiais utilizados em implantes no corpo humano ou de
animais [5-6], podendo ser permanentes, como no caso dos marca - passos, proteses de
0ssos e dentes, ou temporarios como o cateter. Suas propriedades mecénicas e quimicas,
num sentido geral, e o grau de aceitagdo pelo "hospedeiro”, no caso do corpo humano,
determinardo seu desempenho biolégico ou biocompatibilidade, responsavel pela
existéncia ou ndo de rejeicdo do material pelo organismo. As propriedades bésicas

requeridas para esses tipos de materiais sdo a completa biocompatibilidade com a maior
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resisténcia mecanica possivel, eficiente bioatividade, resisténcia quimica, especialmente
aos fluidos sangiiineos € um bom desempenho (articulagdo) mecanico.

A biocompatibilidade ¢ entendida como a compatibilidade entre o material da
prétese e o sistema bioldgico, podendo ser classificada como compatibilidade estrutural
e superficial. A compatibilidade estrutural refere-se a adaptagdo mecénica do implante
com o ambiente onde este serd colocado, como exemplo o osso humano, devendo
apresentar uma Otima transmissdo de carga mecanica entre ambos. A compatibilidade
superficial € outro ponto fundamental neste caso, uma vez que a superficie da prétese
esta diretamente em contato com o tecido humano, portanto, a interagdo entre eles sera
responsavel pela rejeicdo ou ndo do organismo. Esta compatibilidade superficial
apresenta uma maior eficiéncia quando s@o utilizados materiais bioativos na superficie
da protese, como é o caso de filmes de hidroxiapatita (HA) e observagdo do seu
comportamento em contato com fluidos corporais simulados [7].

A HA apresenta uma estrutura semelhante ao tecido désseo, permitindo uma
maior interag@o com este. Com o tempo hé o crescimento de tecido dsseo sobre o filme
de HA. No trabalho de Vogel e Hoéland [5] um dos testes para a verificagdo da
biocompatibilidade de vitro-cerdmicas foi realizado submetendo-se o material da
protese a uma cultura de células, verificando-se apds algum tempo a auséncia de
qualquer indicio de deteriorag@o destas. Para testar a bioatividade, Vogel e Holand [5]
realizaram implantes de cubos de vitro-ceramicas em cobaias, na regido da tibia. Apds
doze semanas esses implantes foram retirados. A forga necessaria para retira-los foi da
ordem de 5N/mm?, que é oito vezes maior do que a utilizada em outros implantes. Além
deste fato, verificou-se também a presenga de tecido dsseo firmemente aderido na
bioceramica.

E bastante conhecido que, na constituigdo dos ossos e dentes, tem-se a presenga
dos elementos célcio e fosforo [8]. Sabe-se também que esses elementos sdo
encontrados na natureza como Fluoroapatita (Ca;o(PO4)sF2) que pertence a série dos
minerais isomorficos denominados Apatita [9].

Os componentes dos ossos sdo classificados em organicos e inorganicos. Os
organicos, com aproximadamente 30% em peso, sdo feitos de colageno, uma segunda
substincia que funciona como cimento e os componentes celulares. A fragdo inorgénica
por sua vez consiste de uma parte amorfa e outra cristalina. A primeira fase aparece
predominantemente em 0ssos jovens, sendo parcialmente transformada com o passar do

tempo em uma fase cristalina denominada Hidroxiapatita (HA) [10], com férmula
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Cajo(PO4)s(OH), e uma estrutura cristalografica bem definida [42]. Aproximadamente
40% em peso de um osso humano adulto é composto de HA.

Os primeiros implantes foram realizados com materiais utilizados mais em
aplicagdes comerciais do que propriamente em medicina, causando inflamacgdes e
rejeigdo. A segunda geragdo de materiais biocompativeis foi de materiais inertes que
ndo degradavam e ndo apresentavam influéncia significativa sobre o metabolismo. A
terceira geragdo de materiais foi utilizada como indutor de processos metabdlicos e
crescimento de tecidos que foram denominados de indutores bioativos ou metabdlicos.
Finalmente, a quarta geragdo € denominada de compositos celulares, utilizados no
sistema de transporte para proliferacdo e diferenciagdo das células.

Virios autores citam exemplos de biomateriais compostos de metais e ligas [43],
polimeros orgénicos [4], ceramicos [11] e biovidros [12] . Combinagdes de polimeros,
compositos feitos de polimeros com fibras de carbono e ceramicas bioativas ou
bioinertes também tém sido utilizadas na construgdo de préteses. Existe ainda a
necessidade de utilizagdo de diferentes tipos de materiais na produgdo de uma tunica
protese, como por exemplo, ligas de titdnio para formar o corpo da protese (com
resisténcia mecénica e a corrosdo), um filme fino de hidroxiapatita para compatibilizar o
material formador do osso com a prétese (bioatividade), uma superficie esférica de
alumina na extremidade da prétese para melhorar sua resisténcia € uma capa de
polietileno.

Devido as suas propriedades, principalmente sua biocompatibilidade, a HA tornou-
se entdo uma das substdncias mais estudadas nos ultimos doze anos [10, 13-16, 23].
Uma das propriedades mais interessantes da Hidroxiapatita ¢ sua bioatividade, ou seja,
a formagdo e interagdo de tecido 6sseo sobre sua superficie. Este fato esta diretamente
relacionado com a sua porosidade. Estudos de porosidade em implantes de HA em céaes
[13] e em maxilar humano [14] mostraram que houve colagem do osso dentro dos poros
aberto presentes na superficie do implante. No caso de implantes com HA densa, o
estudo em cdes [15] e biopsias realizadas em humanos [16] mostraram que esses
implantes foram envolvidos por fibras de tecidos humanos, com uma quantidade
variavel de formag&o de novo tecido dsseo.

Apesar dessas qualidades, as propriedades mecanicas da apatita s@o
relativamente pobres. Embora resista a for¢as de compressdo da ordem de 250 MPa, sua
resisténcia a fadiga ainda é muita baixa [17]. A solucdo deste problema foi a utilizagdo

de proteses metalicas recobertas com. filmes de apatita [6, 18], apresentando grandes
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resultados. Tais filmes sdo depositados sobre substratos bioinertes como ligas de titanio,
cuja fungdo € promover a fixagdo da protese ortopédica no organismo humano, ou seja,
biocompatibilizar a prétese com o tecido, evitando deste modo a rejei¢do pelo
organismo. Existem vdérios beneficios devido a utilizagdo de camadas de HA
exemplificando a rapida adaptagéo dolimplante com o tecido ao seu redor, reduzindo o
tempo de restabelecimento [19], aumento na formag&o do osso [20], 6tima fixagdo entre
o implante e o osso [21] e a redug@o da liberagdo de ions metélicos [22]. Apesar desses
beneficios, deve-se tomar um cuidado especial com a espessura do filme, uma vez que
filmes poucos espessos podem degradar com o tempo. Experiéncias mostraram que
poucas semanas ap6s o implante cerca de 10 a 15 pum da superficie da apatita
dissolvem-se durante o processo de interagdo com o tecido 6sseo. Por outro lado, filmes
de 100 a 150 pm podem apresentar defeitos devido a fadiga. A espessura mais adequada
que se tem encontrado é em torno de 50 um [17].

Além das cerdmicas, outros materiais tém demonstrado grande potencial como
substituto de filmes de HA como os biovidros e bioceramicas [5, 6] ou vitro-ceramicas
bioativas. Um dos maiores estudiosos desses tipos de materiais é Larry L. Hench [23]
que desenvolveu biovidros e bioceramicas. Como -vantagens desses materiais pode-se
citar sua excelente integracdo Ossea, uma maior flexibilidade de alteragdo da
composi¢do e controle da estabilidade quimica. Esses materiais tém apresentado
excelente biocompatibilidade, ndo interferindo nas células dos tecidos onde s@o
implantados. Pode-se citar alguns exemplos de biovidros como os desenvolvidos por
Ogino e Hench [24] que estudaram filmes de SiO; - Na,O - CaO - P,0s e SiO; - Na,O
ou ainda sistemas do tipo SiO; - Na,O/ K,0 - MgO - Al,O; - F ou SiO; - Na,0 - CaO -
Al O3 - B,0;3, entre outros [5, 6]. Os filmes de biovidros podem também apresentar na
sua constituigdo quantidades significativas de apatita. A partir de um tratamento térmico
adequado, pode-se melhorar sua bioatividade, permitindo uma ligagdo mais adequada
com o tecido dsseo [25].

Varios processos [26,27] sdo utilizados para produzir HA com amplas aplicagdes,
inclusive substituto temporario do osso humano [27-30]. A sintese hidrotérmica ¢
caracterizada pela reagdo de solug@o aquosa em recipiente fechado com controle de
temperatura e pressdo. Um método especifico de sintese hidrotérmica consiste de
submeter solu¢des aquosas contendo Ca*? e PO4™ a altas temperaturas (200 — 500°C).

Nos trabalhos realizados até agora [32], foi obtida BTO e BSO pela técnica de

sintese por moagem mecénica. A vantagem desse processo refere-se ao fato de que a
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fusdo ndo € necessdria para que haja formagdo de pé nanocristalino e o material exibe
excelentes propriedades mecénicas [31-33].

Recentemente, um grande interesse tem sido focalizado no uso de compésitos de
materiais biodegradaveis ou bioabsorviveis tal como coldgeno [34-35], gelatina [36] e
polimeros sintéticos como o Polihema [37].

Colageno, o qual existe em uma variedade de formas morfologicas [38], é a mais
abundante estrutura protéica no tecido conectivo além de ter uma longa histéria como
biomaterial [39]. Moléculas individuais de coldgenos, na qual as hastes sdo
semiflexiveis, tem didmetro em torno de 1 nm e comprimento em torno de 280 nm,
sofrem auto-reagrupamento para formar estruturas de redes complexas. Alguns
materiais biolégicos e biopolimeros sdo base para exibir uma orientagdo polar uniaxial
de moléculas dipolares, podendo ser considerados bioeletrodos. Materiais poliméricos
biocompativeis sdo agora usados extensivamente ap6s tratamento de polarizagdo
proprio para aplicagdes biomédicas como superficies antitrobogénicas e membranas
artificiais [40]. Estudos de piro e piezeletricidade em varios tipos de sistemas biolégicos
mostraram a presenga de polaridade natural na estrutura de varias partes de animais e
plantas. Em muitas estruturas naturais de moléculas polares como as proteinas, sdo
alinhadas em paralelo com uma diregdo preferencial do eixo polar para formar uma
estrutura cristalina. Essas estruturas podem ser vistas como eletrodos naturais, por que
pode ser observada, na direcdo axial, polarizagdo intrinseca, piroeletricidade e
piezeletricidade [40].

Propriedades piezelétricas do colageno tém sido investigadas em sistemas
biolégicos complexos como o osso e tenddo. Propriedades piezoeléctricas do osso sdo

de grande interesse em vista de sua fungio no crescimento 6sseo [41].

1.1. Objetivos

Dentro desse contexto, este trabalho destina-se ao estudo de propriedades dpticas e
estruturais da hidroxiapatita (HA) obtidas por moagem de alta energia; propriedades
opticas e elétricas de filmes espessos sobre superficie de alumina; propriedades Opticas
dos testes de bioatividade e propriedades Opticas, térmicas e elétricas de seu compo6sito

com colageno anidnico . As seguintes etapas serdo desenvolvidas:
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a. Sintese e caracterizagdo de hidroxiapatita nanocristalina (HA) obtida através de
novo procedimento de moagem de alta energia;

b. Sintese e caracterizagdo de filme espesso de HA pelo método “Screen-Printing”;

c. Estudo da bioatividade de HA in vivo;

d. Obtengdo e caracterizag@o de novos compositos de Colageno-HA.

No capitulo 2 serdo mostradas as técnicas experimentais de Sintese por Moagem
Mecénica aplicadas na caracterizagdo dos materiais estudados e observagdes referentes
a difragdo de Raios X, Espectroscopias de Infravermelho e Raman, Constante Dielétrica
e Perda, Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) juntamente com a Energia
Dispersiva de Raios-X (EDX) e analise de Calorimetria Diferencial de Varredura
(DSC).

No capitulo 3 serdo apresentados os resultados referentes a HA nanocristalina com
especial destaque a sua obtengdo por técnica de mecanossintese, € comparagdo com
método de precipitagdo, filmes espessos obtidos com uma mistura de HA nanocristalina,
vidro como fundente e quitosana como ligante, além de testes de bioatividade realizados
em coelhos com HA nanométrica.

No capitulo 4 serdo apresentados os resultados para filmes de coldgeno com suas
devidas caracterizagdes e dos novos compdsitos obtidos de hidroxiapatita nanocristalina
e colageno.

As conclusdes decorrentes deste trabalho serdo tratadas no capitulo 5. Os trabalhos
futuros e publicagdes decorrentes deste trabalho, serdo abordadas nos capitulos 6 e 7

respectivamente.
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Capitulo 2
2. Técnicas Experimentais

Este trabalho utilizou técnicas de caracteriza¢do para identificar a estrutura da HA e
conseqiientemente as fases obtidas pelo processo de moagem (po) e sinterizagdo (filme)
com a difragdo de Raios-X [1-3], Espectroscopia Infravermelho com transformada de
Fourier [4-5], Espectroscopia de Espalhamento Raman [6-8], Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV) [23], Energia Dispersiva de Raios-X [26] e Analise Térmica
Diferencial DSC [30]. Havera um detalhamento maior sobre o processo de sintese por
moagem mecanica devido ser esta a base experimental da obtengdo da HA, e sobre

medidas piezelétricas, relacionando os fatores de perdas piezelétricas e dielétricas.

2.1. Sintese por Moagem Mecanica

A técnica de sintese por moagem mecdnica ou comumente denominada moagem
mecénica ¢ uma ferramenta poderosa no processamento de materiais. Surgida no final
da década de 60 nos Estados Unidos foi desenvolvida inicialmente na fabrica¢do de
ligas a base de ODS (Oxide Dispersion Strengthening) com resisténcia a altas
temperaturas e aplicagdes em turbinas de avido. Essa técnica passou a ser aplicada para
produgdo de uma vasta gama de novos materiais, incluindo materiais amorfos [9],
nanocristalinos [10] e ligas com elementos normalmente imisciveis [11].

O equipamento empregado na sintese por moagem mecanica ¢ 0 moinho de bolas de
alta energia, constituido de jarras internas onde € colocada a mistura de pds elementares
ou de ligas junto com as bolas, e as particulas de pd estdo sujeitas as colisdes de altas
energias pelos seus movimentos. Os materiais utilizados na confecg¢do das jarras e bolas,
geralmente, s@o carbeto de tungsténio, 'ac;o ou ceramica, cujas diferengas de densidade e
dureza influenciam no resultado do processo, dependendo das sucessivas fraturas e
soldagens das particulas em conseqii€éncia desses impactos.

Os moinhos mais utilizados nessa técnica sdo os planetarios (Figura 2.1),
vibratdrios, horizontais ou atritores, onde todos usam o mesmo procedimento descrito
anteriormente. O moinho planetéario proporciona choques de altas e variadas energias e,
por produzir pequenas quantidades de p6, ¢ muitissimo utilizado em nivel laboratorial.

E composto por jarras montadas em um disco que gira em torno do seu proprio eixo
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com velocidade angular Q. As jarras giram em sentido contrario com velocidade
angular o e as forgas centripetas criadas por essas rotagdes sdo aplicadas nas bolas e na
mistura de pdés contidos nas jarras, produzindo choques com energias até 40 vezes

maiores que as provocadas pela for¢a da gravidade.

Outro tipo de moinho de alta energia utilizado em escala laboratorial ¢ o moinho
vibratdrio, onde a carga de bolas e do pd ¢ agitada em trés direcdes perpendiculares
entre si. O terceiro tipo de moinho € o chamado horizontal, composto por uma jarra que
gira em torno de um eixo central horizontal com velocidade méaxima abaixo da
velocidade critica que mantém a bola colada na parede interna da jarra. As bolas sobem
coladas na parede da jarra até¢ uma altura maxima de onde caem, produzindo choques de
baixa energia, comparados com os choques do moinho planetério. Esse tipo de moinho
¢ inviavel para ensaios laboratoriais porque para atingir energias de impacto suficientes

para a sintese por moagem mecéanica, o didmetro da jarra deve ser maior ou igual a 1 m.

Além dos choques, o atrito mecanico também se comporta como meio a transferir

energia para a mistura de pds.

O moinho atritor é o quarto tipo de moinho, composto por um eixo central com
aletas que giram em alta velocidade provocando colisdes e fricgdes entre as bolas e a
mistura de pos. A capacidade maxima desse moinho é em torno de 0,3 m®> com o eixo
girando a velocidades proximas de 250 rpm. A energia transferida para o po é
relativamente baixa comparando-se com as energias dos moinhos planetarios e
vibratérios, provocando grande contaminagdo do p6é durante o movimento de fricgdo

entre as bolas.
2.1.1. Propriedades Microestruturais dos Pos

2.1.1.1. Contorno de Grio

O contorno de grdo € um defeito bidimensional e é definido como a fronteira que
separa dois grdos ou cristais com orientagdes cristalograficas diferentes. A sua
existéncia ndo corresponde a um estado de minima energia, mas ¢ determinada pela
histéria do material. Um exemplo simples seria a situagdo quando um liquido solidifica,
ocorrendo a cristalizagdo a partir de varios nucleos orientados, aleatoriamente,

crescendo juntos e formando agregados cristalinos, ou ainda, quando um material é
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processado por sintese mecénica, seus graos sdo quebrados sistematicamente formando
os contornos. Nesta situagdo os atomos estdo mais fracamente ligados ao longo do
contorno € possuem, em média, mais energia do que os atomos no interior do cristal
devido a essas energias de contorno. Em termos gerais, a energia do contorno de grio é
a soma do excesso de energia de todos os atomos do contorno, relacionado aos atomos
internos. O valor dessa energia € fungdo do grau de desorientagdo dos 4tomos do

contorno.

Os contornos de grdo sdo mais reativos, quimicamente, em razdo dessa energia
interfacial, sendo menor em materiais com grandes grdos por causa da quantidade
menor de superficie que eles possuem. Os grdos tendem a crescer a altas temperaturas

para reduzir o valor total da energia superficial.
2.1.1.2. Difusio em Materiais

Para haver mudangas microestruturais ou reagdes quimicas em solidos € necessario
que haja movimento de 4tomos e moléculas. Esse movimento € denominado difusdo. Do
ponto de vista atdmico, a difusdo € a migragdo de atomos de um sitio para outro da rede
cristalina. Para um 4tomo se mover desta forma € necessario que o sitio vizinho esteja
desocupado e que ele tenha energia suficiente para quebrar as ligagdes que o mantém

naquela posicdo.

Dois tipos de difusdo podem ser identificados. No primeiro caso, os 4tomos saem de
seu sitio para uma lacuna vizinha. Esse tipo de difusdo depende da existéncia de lacunas
e sua extensdo € fungdo da quantidade desses defeitos existentes no material. O segundo
caso envolve a migragdo de atomos de um sitio intersticial para outro. Esse tipo de
difusdo € mais comum e mais rapido, pois normalmente existem mais sitios intersticiais

vagos que lacunas, além dos atomos intersticiais serem menores € mais moveis.

O pardmetro que mede a eficiéncia da difusdo € o coeficiente de difusdo D. Para
determina-lo ¢ necessario definir um fluxo de atomos J durante a difusdo, assim como a
quantidade de massa ou 4tomos M que atravessam uma se¢@o reta do material, de area

A, por unidade de tempo, ou seja:

J—ldM 2.1

A4 dr
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Se a difuséo for estaciondria, ou seja, o fluxo independe do tempo, a concentragdo C do
elemento em processo de difusdo, ao longo de cada posi¢do x do material, ¢ invariavel

com o tempo. O fluxo na diregZo x pode ser escrito como:

dac
J=-D— 2.2
dx

onde d%x € o gradiente de concentragdo ao longo de x e o sinal negativo indica que a

diregdo de difusdo € contréria ao gradiente de concentragdo. A Equagdo 2.2 é conhecida
como a primeira lei de Fick. Para o caso da difusdo ndo ser estaciondria, tanto o fluxo
como a concentragdo em cada ponto do sélido varia com o tempo. Neste caso usa-se a
Equagdo da segunda lei de Fick:
oC o ,.oC
—=—| D— 23
ot ox\ oOx
Um fator primordial que influi na difusdo dos atomos € a temperatura. A

dependéncia do coeficiente de difusdo com a temperatura é dada por [12]:

D=D, exp(— &) 2.4
RT

onde D, € a parte do coeficiente de difusdo que independe da temperatura, Qq € a
energia de ativagdo para a difusdo, R é a Constante universal dos gases e T a

temperatura em escala Kelvin.
2.2. Modelagem do Moinho

A mecanossintese € uma técnica barata, eficiente e extremamente flexivel, com
diversos parametros que influenciam no resultado final do processo, tais como: massa e
velocidade das bolas (energia de choque), relagdo entre massa das bolas e massa dos
pos, freqiiéncia do choque e tempo de moagem, com efeitos diferentes para cada tipo de
moinho utilizado. E razoavel supor, que a técnica de sintese por moagem mecénica
torne-se cada vez mais importante, a medida que os estudos desses pardmetros no
produto final da moagem sejam desenvolvidos. As dificuldades em se descrever um
processo com tal complexidade sdo uma barreira para um estudo mais profundo, mesmo
com o conhecimento do processo empirico experimentalmente estabelecido. Uma
descrigdo qualitativa da sintese mecanica é extremamente importante e necessaria para

que haja a possibilidade de previsdo dos resultados do processo, ou pelo menos, a
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determinagdo de quais pardmetros fisicos sdo responsaveis pelo produto final da

moagem.

Visando um conhecimento qualitativo do processo de moagem serdo abordados dois
topicos de modelagem. Primeira parte terd destaque a modelagem do choque e a

segunda do produto final envolvidos na moagem.
2.2.1. Choque

O choque € o principal evento de transferéncia de energia do moinho para a mistura
de pds e por isso, as caracteristicas do choque determinardo o resultado da moagem,
dependendo da geometria das colisdes. O p6 pode ser preso entre duas bolas ou ainda
entre uma bola e parede do moinho com variagdo de dngulos de impacto (Figura 2.2).
Magini e Iasonna [13] propdem um modelo para quantificar o fendmeno de
transferéncia de energia, durante a mecanossintese, sustentado por medidas

experimentais da poténcia elétrica e mecédnica consumidas durante a moagem, em

moinho planetéario. A potencia média P envolvida em um processo de moagem € dada
pelo produto de um fator intensivo, ou seja, a energia cinética da bola no instante do
choque (Ex) que depende de uma unica colisdo, por um fator extensivo denominado
freqiiéncia de choque (f), que depende de toda a moagem, representado pela Equagéo

2.5,

P=E.f 2.5

2.2.2. Produto Final

O produto final da moagem depende, essencialmente, dos choques, pois estes sdo a
principal forma de transferéncia de energia do moinho para os pds. Neste caso, faz-se
necesséaria uma descrigdo qualitativa de como os pardmetros do choque influenciam as
caracteristicas do produto final da moagem. Alguns modelos do produto final sdo
descritos abaixo, de acordo com o pardmetro ou pardmetros do choque considerados

responsaveis pelas reagoes.
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2.2.2.1 Energia Cinética

Burgio e col. [14] propuseram um modelo para correlacionar as condigdes de
operagdo e o produto final em um moinho planetério Fritsch Pulverisette 5. A trajetéria
de uma bola em um moinho desse tipo estd esquematizada na Figura 2.1 e os
movimentos do disco e das jarras sdo acoplados, com velocidades angulares (Q) e da
jarra (@) relacionadas por ® = -1,25 Q. Uma breve descrigdo do modelo juntamente com

os resultados experimentais que os sustentam sdo apresentados a seguir:

Uma bola, de massa m;, e diametro dy, € colocada a mover-se colada a parede da
jarra do moinho sem girar ou rolar até ser langada em direg¢do a parede oposta por uma
composi¢@o de forgas inerciais e, apds um ou mais choques, volta a ficar colada a
parede, movendo-se com velocidade igual a da parede até ser langada novamente. A
velocidade da bola no momento em que ela descola da parede € calculada por

consideragdes da geometria do moinho e é dada pela Equagéo 2.6.

v, =[(QR)2 +a)2(r—%)2(1—2gﬂm 2.6

Onde R e r s@o os raios do disco e da jarra, respectivamente. Apds a bola descolar da
parede da jarra, ela ndo sofre mais ag@o de nenhuma forga, sendo razoavel supor que, no
momento antes de ocorrer o choque, a velocidade da bola ¢ também obtida pela
Equagdo 2.6. A velocidade da bola ap6s o impacto € a mesma de um ponto da parede da

jarra e pode ser calculada pela Equagdo 2.7, desenvolvida a partir da Equagéo 2.6.
2 1/2
Fo= {(QR)2 + wz(r - %) + ZQwR(r -~ %ﬂ 2.7

A energia cinética AE (Equagdo 2.8) transferida da bola ao pé durante o choque ¢
calculada utilizando-se a diferenga da energia cinética das equagdes 2.6 € 2.7, e € dada

por:

1 a)3 d d :
AE, =k, - E, =5mb(Vf -¥7)= —m,,[a[r—é’j:rnge}(r-?b] 2.8
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A Equagdo 2.9 representa a energia total transferida por unidade de massa do po
durante toda a moagem, dada por:
_K(Q-0)
2z

£ 2.9

onde ¢ expressa o grau de preenchimento da jarra (¢ < 1), N, é o numero de bolas
colocadas na jarra, t € o tempo total de moagem, m, € a massa do pé e f} a freqiiéncia de

choque das bolas com a parede do moinho. A expressdo de f,¢€ definida por:

AEr:ﬂ]Ybf_bt 2.10

mp,

onde o fator K depende das condigdes de moagem.

O nivel de energia transferida para o p6 durante um choque pode ser correlacionado
as energias de ativagdo das varias reagées que possam vir a ocorrer. Para certa condigdo
de moagem, uma dada quantidade de energia é transferida durante o tempo integral da
moagem. Essa energia total transferida para o p6 determina que tipo de reagdo pode
ocorrer. Demonstra-se experimentalmente que para pequenas energias com tempo de
moagem curto ou baixa energia transferida por choque, ocorre um desordenamento da
rede cristalina, enquanto que para quantidades maiores de energia, fases amorfas e
intermetélicas sdo produzidas. Uma andlise mais detalhada sobre a transferéncia de

energia no processo de sintese mecéanica pode ser encontrada na literatura [15-16].
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Plano Horizontal

forga centripeta

Figura 2.1 — Representagdo esquematica do movimento das bolas e da mistura

de pés no moinho planetério.

Figura 2.2 - Colisdo Bola-P6-Bola da mistura durante Sintese por Moagem

Mecénica.
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2.2.2.2. Temperatura de Moagem

A temperatura de moagem € um pardmetro muito importante e decisivo na
constituicdo da formagdo do pd. Desde que o processo de difusdo é envolvido na
formag@o do produto final é esperado que a temperatura de moagem tenha um efeito
significativo na formagdo do sistema.

Durante a formagdo de monocristais foi observado que o tamanho de grdos
aumentou na moagem de materiais a altas temperaturas [17]. O grau de solubilidade do
sélido foi observado na redugdo da temperatura de moagem. Um exemplo seria que
durante a formagdo de uma liga Cu-Ag (37%) em sistema de moagem planetario ou de
alta energia foi observado uma mistura das fases amorfa e cristalina (solugdo soélida
super saturada) a temperatura ambiente, enquanto que a 200°C foi notada formacio
apenas de Cu-Ag (8%) [18]. Resultados similares foram observados em ligas de Zn-Al
[19] e Ni-Ag [20] onde se pode explicar a partir do aumento de difusividade e efeitos de

equilibrio a altas temperaturas de moagem.
2.2.2.3. Intensidade da Moagem

Chen et col. [21] utilizaram um moinho vibratério planetario do tipo Fritsch
Pulverissete para estudar a amorfizagdo em ligas Ni-Zr. Tal dispositivo era composto
por uma jarra de Carbeto de Tungsténio, cuja temperatura pode ser regulada e montada
em uma base que vibra com amplitude ajustdvel. Uma bola de ago com massa entre
100g e 10.000g foi colocada na jarra junto com o pd, adquirindo um movimento de
subida e descida com freqiiéncia e velocidade que dependiam da amplitude de vibragdo
da base. A bola foi langada com velocidade inicial pela agdo da vibragdo da base e como
¢ a tUnica forga atuante nesse movimento, a bola volta a chocar-se com a base a
velocidade maxima. Devido a presenga do p6, os choques sdo praticamente inelasticos,
de forma que, apds os impactos, a velocidade da bola com relagdo ao po € zero.

A amorfizag3o total é obtida se o produto myVmasy/ € maior que um valor minimo.
Abaixo desse valor, hd uma coexisténcia de fases amorfas e cristalinas, ou seja, o
mesmo produto final pode ser alcangado transferindo-se um grande momentum de
impacto com baixa freqiiéncia ou ainda um momentum menor com uma freqiiéncia mais
alta. Baseado nesses dados ¢ definida uma intensidade de moagem / que governa o

produto final:
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e mV st

m,

2.11

onde my € a massa da bola, m, a massa do pé colocado no moinho, Vs a velocidade
méxima da bola e f a freqiiéncia de impacto. A intensidade de moagem pode ser
normalizada pela massa do pd, pois a freqiiéncia de impacto em uma dada particula
deve diminuir com o aumento da quantidade de pd colocada no moinho. Quanto maior a
intensidade de moagem maior a fragdo de fase amorfa e a amorfizagdo total é obtida
para valores acima de uma intensidade especifica /a. Para a liga Ni,¢Zr;, & temperatura

ambiente, seu Ja ¢ aproximadamente 510 ms™.
2.3. Medidas Piezelétricas

O efeito piezelétrico foi descoberto em 1880 pelos irmdos Pierre e Jacques Curie
[27]. Eles provaram que certos tipos de cristais desenvolvem carga elétrica quando
exposto a uma determinada pressdo mecénica. Inversamente, ao se aplic‘ar um campo
elétrico nesse cristal ocorrera uma deformagdo fisica. Tem-se entdo que o fendmeno
piezelétrico trata-se de uma interagdo linear entre um sistema elétrico e um sistema
mecanico. Apenas materiais com suficiente assimetria, exibem propriedades
piezelétricas [28].

Essas interagdes eletromecanicas tém sido aproximadas por uma relagdo entre essas

duas variaveis [29]:
S=s*T + dE 2.12
D=dT +¢'E 2.13

onde S € a deformag@o elastica, T € a tensdo, E representa o campo elétrico, D o vetor
deslocamento, SijE € o tensor de acoplamento eléstico (relativa ao campo E constante),
SjjT ¢ o tensor dielétrico (relativa a tens@o T constante) e d a constante piezelétrica.

Entre as 32 classes de materiais cristalinos, 11 possuem centro de simetria e sdo
apolares. Para essas classes de cristais, aplicando-se uma tensdo obtém-se um
deslocamento i6nico simétrico. As outras 21 classes cristalinas sdo ndo centro-

simétricos, sendo 20 dessas classes possuidoras de efeito piezelétrico. A excecdo
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encontra-se no sistema cubico com simetria caracteristica no qual ndo se gera efeito
piezelétrico.

Se o plano piezelétrico (Figura 2.3) polariza na dire¢@o indicada por P, transporta
elétrons sobre as duas faces do plano, onde uma tensdo compressiva causa um fluxo de
corrente transiente no circuito externo, gerando corrente em dire¢do oposta (Figura
2.3a). Inversamente, a aplicagdo do campo elétrico produz tensdo no cristal, chamada
forca compressiva (Figura 2.3b). As mudangas na polarizagéo, as quais acompanham o
efeito piezelétrico direto sdo manifestadas na aparéncia da superficie do cristal e, no

caso de um circuito fechado, na corrente [22].

2.3.1. Fator de Perda Dielétrica [22]

Um capacitor, conectado a uma fonte senoidal:

V=re“ 2.14
de freqiiéncia angular
® =2V 2.15

armazena carga, quando o material € dielétrico no vacuo.

0=CV 2.16
e atrai uma corrente de carga |
l, = % = joCV = Ioej(m%) 2.17

destacando a voltagem por um angulo de fase temporal em 90°. C, € a capacitancia do
condensador no vacuo.

Quando o condensador € preenchido com alguma substdncia, sua capacitdncia

aumenta para:
-

C=C,==Ck 2.18
&, .

onde € e g, representam a permissividade ou constante dielétrica no material e no
vacuo, respectivamente, enquanto k’- € a razdo entre ambos denominada constante
dielétrica relativa do material. Simultaneamente, pode ocorrer o aparecimento, ao
adicionar-se o componente de corrente de carga Ic, de um componente de perda de

corrente.
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L,=GV 2.19

na fase com a voltagem, onde G representa a condutancia do dielétrico. Neste caso, a
corrente total que atravessa o condensador € representada pela Equagéo 2.20:

I=1.+1 =(joC+G)V 2.20
e incluindo um 4ngulo de fator de perda 6 < 90°, em oposigdo a voltagem ¥ aplicada, na
qual € , para uma perda de angulo 8, oposto ao eixo j.

E prematuro concluir que o material dielétrico combinado com um capacitor
paralelo por um resistor (circuito RC) tenha o mesmo comportamento elétrico. A
resposta de freqiiéncia para esse circuito, a qual pode ser expressa pela razio da
corrente de perda (I)) pela corrente de carga (Ic), ¢ denominada fator de dissipagdo (D)
ou tangente do angulo de perda (tg 3).

Dmigs =l 221
I.  ®RC

Essa perda dielétrica pode ocorrer pela absor¢@o de energia elétrica por um material
dielétrico que estd sujeito a um campo elétrico alternado [22]. A perda pode ser
importante a freqtiéncias de campo elétrico nas vizinhangas da freqiiéncia de relaxagio
para cada um dos tipos de dipolo em operagdo para um material especifico. E desejavel
uma baixa perda elétrica na freqiiéncia de utilizag@o [22]. Uma freqiiéncia de relaxagio
¢ tomada como sendo o inverso do tempo minimo de reorienta¢do dos dipolos quando a

estes sdo submetidas polarizagdes.

2.3.2. Fator de Perda Piezelétrica
Consiste na dissipagdo de energia mecédnica proxima a vizinhanga da ressonéncia
piezelétrica. O estudo desse efeito em ceramicas foi investigado e alguns autores
atribuiram a histerese dielétrica [24], entretanto a principal causa foi interpretada como
fricgdo interna no material [25]. O fator de perda Q"' foi medido a partir da curva de
ressondncia da admitdncia elétrica (Y) em relagdo a freqliéncia empregando a seguinte
relagdo:
g =Lk 222
fo
onde f) e f, correspondem as freqtiéncias localizadas no ponto em (Y) = (Ym)\/i ¢ Y

representa o valor do pico de ressondncia méxima e f sua freqiiéncia correspondente.
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F
(a)
e, BB I . ;
— *
(i) (i)
(b)

Figura 2.3 — (a) Efeito Piezelétrico Direto e (b) Efeito Piezelétrico Indireto.
(i) contrag@o (ii) Expansdo.

F = Forga Compressiva, A = Corrente, P = Polarizabilidade.
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Capitulo 3
3. Hidroxiapatita Nanocristalina, Filmes Espessos e Testes de Bioatividade

3.1. Sintese de Hidroxiapatita Nanocristalina Obtida por Novo Método de Moagem
de Alta Energia

3.1.1. Introducio

O reparo bem sucedido de defeitos nos ossos com um composto de fosfato de calcio,
descrito como “composto de fosfato de calcio triplo” foi primeiramente relatado por
Albee em 1920 [1]. Em 1969, Levitt e col. [2] e Monroe e col. [3] em 1971 descreveram
um método de preparagdo de uma ceramica de apatita pela fluorapatita [Ca;o(POs)sF>] €
sugeriram um possivel uso dessa ceramica em aplicagdes odontoldgicas e médicas.
Clark e col. [4] e Hubbard [5] descreveram métodos de preparagdo de cerdmicas de
fosfato de calcio com viabilidades comerciais. Entretanto, essas ceramicas ndo sio
apropriadamente descritas como fosfato tricalcio ou cerdmica TCP em aplicagdes
clinicas por Nery e col. [6], mas sim uma mistura de f - fosfato de calcio [Ca3;(PO,);] e
Hidroxiapatita [HA — Ca;o(PO4)s(OH)] (Figura 3.1)[7].

Em meados da década de setenta, trés grupos a saber: Jarcho e col [8-10] nos
Estados Unidos, de Groot e col. [11-12] e Denissen [13] na Europa e Akao e col. [14]
no Japdo, trabalhando simultaneamente, mas independentemente, com a
comercializagdo e desenvolvimento da HA utilizando-a como biomaterial no reparo de
0ssos em termos de aumento e substituicdo.

Neste capitulo serdo mostrados comparativamente os métodos de obtengdo da
hidroxiapatita por moagem e o método de precipitagdo como o desenvolvido por Sarig
e Kahana [15] que prepararam nanocristais de hidroxiapatita pela reagdo de CaCl, e
NaH,PO; a temperatura ambiente ¢ pH 7,4. Trabalhos recentes tratam da técnica de
sintese por moagem mecanica propondo um método de preparagdo de pds e compodsitos
de corpo cerdmico com uma matriz de HA, utilizando Brushita (CaHPO4.2H,0) e
CaCO; como materiais de partida e o p6 obtido da moagem seco por 12 horas a 90° C
[16]. Fanovich e col [17] estudaram a estrutura dos p6s de hidroxiapatita modificado,
onde esses pOs eram preparados numa suspensdo de alcool isopropilico e tratado em

moinho planetario com rotagéo de 1190 rpm durante 10 e 20 horas. Yeong e col. [18]
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obtiveram hidroxiapatita nanocristalina através de sintese mecanoquimica de pds de
CaO e CaHPO4 por 24 horas de moagem em suspensdo de etanol e sinterizagdo por 25
horas. Thangamani e col. [19] prepararam hidroxiapatita por precipitagdo de Ca(OH), e
H3;PO4 [20] seguido de moagem do p6é em meio de propanol / acido estedrico na razio
(1:1) durante 6 horas. Outra rota utilizada para obtengdo da hidroxiapatita foi a
elaborada por Sang-Hoon Rhee [21], na qual ele faz reagir por tratamento de sintese
por moagem mecanica o Ca;P,0; com CaCOs; em meio de acetona/agua, onde, depois
de formada a lama no moinho, € realizado tratamento térmico a 1100°C por 1 hora. No
trabalho realizado por Suchanek e col. [22] o método de mecanossintese € associado a
um posterior tratamento hidrotérmico na sintese de pds de hidroxiapatita carbonatada a
temperatura ambiente, onde € realizada uma reagdo em meio aquoso de um composto de
Ca(OH),/CaC0O3/Na;CO; com (NHy),HPO4.

A hidroxiapatita obtida neste trabalho diferencia dos demais por ser obtida por
moagem de alta energia em meio totalmente seco sem a necessidade de tratamento
térmico pré e pds - moagem. Descreveu-se cinco diferentes procedimentos para a
obtengdo de HA havendo obtengdo em quatro deles. Observou-se pequeno tamanho de

cristalito na HA obtido nos processos propostos.
3.1.2. Estequiometria das Reacdes

Através de moagem mecéanica foram produzidos pds nanocristalinos de HA usando
cinco diferentes tipos de reagdes com tempos de moagem em 15, 30, 45 e 60 horas.

Os 6xidos comerciais Ca(OH), (Vetec 97% com 3% de CaCOj;), CaHPO4 (Aldrich
99%), Ca3(PO4)2.x HO (Aldrich 99%), P,Os (Vetec 99%), CaCO; (Aldrich 99%) e
(NH4)H,PO4 (Vetec 98%) foram utilizados para preparar a HA. Para comprovar a
eficiéncia do processo realizou-se comparagdo com a HA comercial (Vetec 98%) (HA-
COM).

Todas as reagdes foram realizadas num moinho de bolas planetdrio Fritsch
Pulverisette 6 com uma determinada proporgdo estequiométrica entre os reagentes. Para
evitar 0 excesso de aquecimento do moinho, foram realizados contagens de tempo de

moagem com intervalos de 30 minutos e pausas de 10 minutos.
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Reacdo HAIL:

6,97.10° mol de hidréxido de calcio foi introduzido juntamente com 2,09.107 mol de
fosfato de calcio em recipiente de ago inox com volume de 221,69 cm’ e relagdo massa
de reagentes x massa de esferas de ago (& 10 mm) em 1:9,6 aplicando-se rotagdo de

370 ciclos/min na horizontal descritas na reagao:
3C&3(PO4)2.XH20 * C_a(OH)z —3¥: Calo(PO4)5(OH)2 + XHzo
Reacdo HA2:

2,79.10 mol de hidréxido de célcio juntamente com 4,18.10 mol de hidrogeno fosfato
de célcio foram introduzidos em recipiente de ago inox com volume de 221,69 cm’ e
relagdo massa de reagentes x massa de esferas de a¢o (& 10 mm) em 1:9,6 e submetidos

arotagdo de 370 ciclos/min na horizontal descritas na reagdo:
6 CaHPO, + 4 Ca(OH), — Ca,o(PO4)s(OH), + 6 H,O

Reacdo HA3:

6,97.107 mol de hidroxido de calcio juntamente com 2,09.10% mol de pent6xido de
fosforo foram introduzidos em recipiente de ago inox com volume de 221,69 cm’ e
relagdo massa de reagentes x massa de esferas de ago (& 10 mm) em 1:9,6 e submetidos

a rotacdo de 370 ciclos/min na horizontal, descritas na reagéo:
3 P,Os + 10 Ca(OH),; — Ca;o(PO4)s(OH), + 9 H,O

Reagdo HA4:

2,79.10” mol de carbonato de calcio juntamente com 4,1 8.107 mol de hidrogeno fosfato
de célcio foram introduzidos em recipiente de ago inox com volume de 221,69 cm’ e
relagdo massa de reagentes X massa de esferas de aco (& 10 mm) em 1:9,6, aos quais foi

aplicada rotagdo de 370 ciclos/min na horizontal descritas na reagéo:
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6 CaHPO4 + 4 CaCO3; — Ca;o(POs)s(OH), + 2 H,O + 4 CO;,

Embora pudesse parecer algo 6bvio, teoricamente, que qualquer reagdo no estado
solido levasse a produzir hidroxiapatita pelo processo de sintese por moagem mecéanica

em moinho de alta energia, ndo € o que ocorre.

A reacdo tedrica para producdo de hidroxiapatita, descrita abaixo, forma, na
verdade, uma fase diversa da hidroxiapatita esperada, como pode ser observado por

difragdo de raios-X (Figura 3.5).

Reagdo HAS:

6,97.102 mol de carbonato de calcio com 4,18.10% mol de dihidrogeno fosfato de
amOnia em recipiente de aco inox com volume de 221,69 cm’ e relagdo massa de
reagentes massa de esferas de ago (& 10 mm) em 1: 9,6 aos quais foi aplicada rotag@o

de 370 ciclos/min na horizontal descritas na reagdo:

6 (NH4)H2PO4 + 10 CaCO3 — Ca;o(PO4)s(OH), + 8 H,O + 10 CO, + 6 NH;

Os produtos das reagdes 4 e 5 diferem das trés primeiras devido a estas liberarem

COz e/ou NH3.

3.1.3. Difracio de Raios-X
3.1.3.1. Método Experimental

A difragdo de raios-X foi determinada utilizando-se um equipamento Siemens
D5000 com radiagdo Ko -Cu em uma geometria do tipo Bragg-Brentano e espagcamento
de temperatura de 300 K por passo de “scanning” usando amostras pulverizadas. Foi
usado, para cada passo, um intervalo de 5 segundos, com um tubo de Ko -Cu em 40 kV
e 25 mA, com faixa em 20 entre 20-60° a taxa de 1°/min. A analise do tamanho de

cristalito (L) da fase de HA foi incluida para se ter um pardmetro de comparagéo entre



Capitulo 3 - Hidroxiapatita Nanocristalina, Filmes Espessos e Testes Bioatividade 28

as 4 primeiras reagdes com respeito a média de formagdo dos cristalitos, utilizando-se a

equagdo de Scherrer’s [28]. |

L.= k_'?' 3.1
pcosé

onde k € o coeficiente de forma (valores entre 0,9 € 1), A é o comprimento de onda, B é

a largura do pico de cada fase ¢ 6 € o angulo de difragdo. Para esse propésito foi
escolhido o pico isolado em 25,8 graus, concordando com o grupo espacial da HA
(P63/m). Esse pico corresponde ao hkl = 002 ao longo do eixo cristalografico ¢. Foi
utilizado o LaBs (SEM 660 — National Institute of Standard Technology) modelo de p6
padrdo para determinar a largura instrumental (wi,s, = 0,087°) e logo apés calcular o
tamanho de cristalito via equagdo 3.1. O parametro B € corrigido usando-se a equagdo
3.2:

2 2 2
ﬁ=‘\’W exp — W inst 3.2

onde Wy, corresponde a largura de pico experimental obtida para cada amostra. O

tamanho de grio para todas as amostras foi obtido assumindo coeficiente k=1.
3.1.3.2. Resultados e Discussiao

Os difratogramas de raios-X apresentadas nas Figuras 3.4 — 3.8 representam as
reagoes HA1 a HAS, respectivamente, com diferentes tempos de moagem comparados
com os picos de difragdo da HA-COM e obtidos pela literatura [24], enquanto o grafico
da Figura 3.3 representa a difragdo de raios-x do produto da reagdo 3 (HA3) com
temﬁos menores de moagem, para se determinar a faixa mais préxima de formagdo da
hidroxiapatita. Observa-se que apds duas horas e meia de moagem ja se tem a formag&o
de HA. Pode-se observar que as trés reagdes iniciais (HA1, HA2 e HA3) tém como
resultado da moagem, a formagdo de hidroxiapatita. Para essas reacdes, realizou-se a
comparagdo da hidroxiapatita comercial (HA-COM), com o padrdo HA-REF [24], onde
se observou a presenga de picos extra (M), indicando fase extra no produto industrial.
Essa fase foi identificada como sendo CaHPO,. Acredita-se que sua presenga seja
devido a tragos do produto original utilizado na produgdo da hidroxiapatita comercial.
Pode ter ocorrido obten¢do de hidroxiapatita comercial por reagdo hidrotérmica das

reagdes HA2 ou HA4.
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Na Figura 3.4 tem-se difragdo de raios- X dos produtos da reagdo 1 (HAI)
observando-se que, a partir de 15 horas, ja se tem uma boa identificagdo da fase de
hidroxiapatita, ndo havendo diferenca visivel entre as fases dos outros tempos de
moagem, comparando-se com as linhas de difrag@o obtidos da literatura (HA-REF)[24].

A Figura 3.5 apresenta o grafico de difragdo de raios-X dos produtos da reagio 2
(HA2) observando-se que, com 15 horas de moagem, ja se tem uma boa identificagdo
da fase de hidroxiapatita, ndo havendo diferenga visivel entre as fases dos outros tempos
de moagem, sendo apenas observada a formagado de linhas de difrag@o extra referentes a
CaHPO, (W) [24], comparando-se com as obtidas da literatura (HA-REF). Atribuiu-se
sua presenga a tragos do reagente original da reagéo.

A Figura 3.6 apresenta o grafico de difragdo de raios-X dos produtos da reagdo 3
(HA3) observando-se que, a partir de 15 horas, ja se tem uma boa identiﬁcac;éo da fase
de hidroxiapatita, ndo havendo diferenga visivel entre as fases dos outros tempos de
moagem, comparando-se com as linhas de difragdo obtidas da literatura [HA-REF].

Um estudo mais minucioso da difragdo de raios-X na reagdo 3 (HA3) mostra que
com 2,5 horas de moagem ja se observa o pico principal da hidroxiapatita (Figura 3.3)
com um aumento ao longo do tempo. O pico de Ca(OH), [24] decresce com o aumento
do tempo de moagem e com 5 horas ndo hd mais sua visualizagdo, dando margem a

formacdo da hidroxiapatita.

Na Figura 3.7 tem-se a indicagdo dos picos de difrag@o obtidos da reag@o 4 (HA4) e
pela literatura da hidroxiapatita HA-REF ¢ CaHPO, (M). Apés 15 horas de moagem
ainda hé presenga das linhas de difragdo do CaHPOj.

Aumentando o tempo de moagem observa-se o decréscimo de intensidade nas linhas
de difracdo do hidrogeno fosfato de célcio e as linhas associadas a hidroxiapatita s@o
dominantes em 60 horas de moagem. Entretanto, para essa reagdo encontrou-se uma
forte caracteristica amorfa. As linhas de difragdo da hidroxiapatita estdo posicionadas
sobre uma banda de difrag3o larga, indicando um maior indice de fase amorfa.

A Figura 3.8 apresenta o grafico de difragdo de raios-X para reagdo 5 (HAS)

observando-se que, com 15 horas de moagem, tem-se uma identificagdo da formagéo de
linhas extra referentes a fase NH;CaP3;09.3H,O (4)[24] provavelmente devido ao
sistema utilizado ser fechado e haver formagdo de amdnia, ocorrendo deslocamento do
equilibrio formando outra fase diferente da HA. Com 60 horas de moagém hé apenas

presenga de fase amorfa.
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Os difratogramas de raios-X indicam que o tamanho do cristalito ficou em torno de
14 a 44 nm (Figura 3.2). Em média temos os valores em 39,1 + 2,5 nm; 33,8 + 1,8 nm;
40,3 +2,6 nm e 19,2 + 0,5 nm para as reagdes HA1, HA2, HA3 e HA4 respectivamente.

Os maiores e menores cristalitos foram obtidos pelas reagdes HA3 e HA4.



Tamanho de Cristalito (nm)
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Figura 3.1 Modelo Representativo da Estrutura da Hidroxiapatita
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Figura 3.2 — Evolugdo do tamanho de cristalitos das fases de HA nas reagdes HA1 (W),
HA2 (@), HA3 (A) e HA4 (0O) com as respectivas barras de erros.
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Figura 3.3 — Difratogramas de Raios-X dos produtos da reagdo 3 com tempos de
moagem em 1h (HA3/1), 2 h e 30 min (HA3/2,5), 3 h (HA3/3),5h
(HA3/5),9h (HA3/9) e dados da literatura para HA - REF (®) e Ca(OH),
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Figura 3.4 — Difratograma de Raios-X dos produtos da reag@o 1com tempos de moagem
em 15h (HA1/15), 30h (HA1/30), 45h (HA1/45) e 60h (HA1/60) e dados
da literatura para HA-REF e CaHPO,4 (W) .
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Figura 3.5 — Difratograma de Raios-X dos produtos da reagdo 2 com tempos de
moagem em 15h (HA2/15), 30h (HA2/30), 45h (HA2/45), 60h (HA2/60) e
dados da literatura para HA-REF e CaHPO4 (H).
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Figura 3.6 — Difratograma de Raios-X dos produtos da reagdo 3 com tempos de
moagem em 15h (HA3/15), 30h (HA3/30), 45h (HA3/45), 60h (HA3/60) e
dados da literatura para HA-REF e CaHPO4 (W).
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Figura 3.7 — Difratograma de Raios-X dos produtos da reacdo 4 com tempos de
moagem em 15h (HA4/15), 30h (HA4/30), 45h (HA4/45) e 60h (HA4/60) e
dados da literatura para CaHPO4 (M) € HA-REF.
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Figura 3.8 — Difratograma de Raios-X dos produtos da reagdo 5 com tempos de
moagem em 15h (HAS5/15), 30h (HAS5/30), 45h (HAS5/45) e 60h (HA5/60) e
dados da literatura para NHsCaP3;04.3H,0 (9) e HA-REF.
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Na Figura 3.9 estdo representadas comparativamente as difragdes de raios-X dos
produtos das reagdes 1 a 5 (HA1, HA2, HA3, HA4 e HAS) com as HA formadas a
tempos de moagem em 60 horas, comparadas com as linhas de difragdo obtidas pela
literatura (HA-REF, CaHPO, (M) e (NH,)CaP300.3H,0 (#)) [24]. Observa-se que nas
trés reagdes iniciais (1, 2 e 3) ha favorecimento da formagdo de HA, indicado pela
difragdo de raios-X notando-se, também pequenas diferen¢as entre as reagdes. Na
Figura 3.9 sdo observadas presengas de linhas de difragdo extra nas reagdes 2 e 5. Essa
fase foi identificada como CaHPO4 na reagdo 2 e (NH4)CaP304.3H>O na reagdo 5.
Acredita-se que a presenga de CaHPOy4 pode ser um trago do produto original da reagdo
2 usada para produzir HA e na reagéo 5, provavelmente devido ao sistema utilizado ser
fechado e haver formagéo de amdnia, ocorre deslocamento do equilibrio no sentido dos
reagentes formando outra fase diferente da HA. Com 60 horas de moagem ha apenas
presencga de fase amorfa.

Na reagdo 1 (HA1/60) foram utilizados o Ca3(PO4),.xH,O e o Ca(OH); como
reagentes de partida, observando-se que o produto desta reagdo foi a HA, com boa
identificagdo da sua fase. Para a reagdo 2 (HA2/60) foram utilizados o CaHPO, € o
Ca(OH); e ¢ observado a presenga de linhas de difrag@o extra de CaHPO4 em relagéo a
HA-REF [24]. Esta é uma indicagdo de que o CaHPO, ainda se encontra presente,
mesmo apds 60 horas de moagem. Na .reac;ﬁo 3 (HA3/60) foi utilizado Ca(OH); e P,0s,
onde as linhas de difrag@o extra ndo sdo observadas, mesmos apds 60 horas de moagem.
Para as reagdes 4 (HA4/60) e 5 (HAS5/60), onde é observada a formacdo de CO, e NH;
também ha indica¢do de formag@o de linhas de difrag@o extra obtidas pela literatura para
HA-REF, NH4CaP304.3H,0 [24]. Para a reac¢do 4, os picos associados a formagdo de
HA sdo observados apds 60 horas de moagem, onde foram utilizados, como reagentes
de partida CaHPO4 e CaCO;. Na reagdo 5 foram utilizados NHsH,PO4 e CaCOs,
ocorrendo produgdo de NH3 e CO,. Apds 60 horas de moagem foi observado que o

produto € completamente amorfo.
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Figura 3.9 — Difratograma de Raios-X das amostras HA1/60, HA2/60, HA3/60,
HA4/60, HA5/60 e dados da literatura (NH4)CaP304.3H,O (‘), CaHPO4
(M) e HA-REF.
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3.1.4 Espectroscopia de Absorcio na Regiio do Infravermelho
3.1.4.1. Método Experimental

O espectro infravermelho foi obtido usando pastilhas dos pés de HA-COM e de HA
em KBr. A espessura de cada pastilha variou entre 0,5-0,6 mm. O espectro foi medido

na regido entre 400 e 4000 cm™ com espectrometro SHIMATZU FTIR-283B.

3.1.4.2. Resultados e Discussao

Na Figura 3.10 tém-se os espectros infravermelhos para os produtos da reagio 1
(HA1) com tempos de moagem em 15h (HA1/15), 30h (HA1/30), 45h (HA1/45) e 60h
(HA1/60). Sera utilizado o numero de onda (v (cm™), cyjo indice i representa o nivel
vibracional da molécula. A posi¢do das bandas no espectro depende das massas
relativas dos atomos, geometria e constantes de forgas das ligagdes [62] que provocam
alteragbes no momento de dipolo. Nesses espectros constatam-se absor¢des
caracteristicas da hidroxiapatita. A banda em 1647 cm™ é atribuida a 4gua absorvida.
Vibragdes associadas a (03)COs~ estdo em 1465, 1415 ¢ 1093 cm™ e (12)CO5™ em 869
cm™. O modo (v3) P-O com estiramento fora do plano tem atribuigdes em numero de
onda associado a 1047vs cm’, enquanto o modo simétrico (v;) P-O-P encontra-se em
962s cm™. O modo (v4) P-O € confirmado nos nimeros de ondas em 603s e 570s cm’
em (v4) O-P-O. O modo de estiramento simétrico (v3) P-O € observado no nimero de
onda em 461w cm™. A hidroxila livre [34] é observada no nivel Vibracibnal em 630s
cm™.

Na Figura 3.11 sdo mostrados os eépectros infravermelho para os produtos da reagdo
2 (HA2) com tempos de moagem em 15h (HA2/15), 30h (HA2/30), 45h (HA2/45) e
60h (HAZ2/60). Nesses espectros pode-se verificar absor¢des caracteristicas das bandas

da hidroxiapatita. A banda em 1645 cm’

¢ atribuida a 4gua absorvida. Vibragdes
associadas a (\)3)CO3'2 estdo em 1465, 1421 ¢ 1091 cm’ enquanto o modo (v3) P-O tem
atribuigées em numero de ondas associadas a 1047vs cm’. Bandas do (v;) P-O-P
encontram-se em 960s cm™. O nivel vibracional (vs) P-O esté distribuido em nimero de
ondas de 601s e 568s cm™. O estiramento simétrico do modo (v;) P-O é observado em

470w cm’™.
Na Figura 3.12 tém-se os espectros infravermelho para a reagdo 3 (HA3) com
tempos de moagem em 15h (HA3/15), 30h (HA3/30), 45h (HA3/45) e 60h (HA3/60).
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Nesses espectros pode-se verificar absorgdes caracteristicas das bandas da
hidroxiapatita. A banda em 1643 cm™ ¢ atribuida & 4gua absorvida durante o processo
de sintese por moagem mecanica. Vibragdes associadas a (03)COs™ estdo em 1467,
1421 ¢ 1097 cm™. O nivel vibracional (v3) P-O tem atribui¢des em numero de ondas
associadas a 1047vs cm™. Numero de onda em 962s cm™ esta associado a vibragdo do
estiramento simétrico (v;) P-O-P. Vibra¢do em 634s cm™ ¢é atribuida a OH livre e em
603s e 568s cm™ estdo vinculados a (v4) P-O e (v4) O-P-O, respectivamente. O modo de
estiramento simétrico () P-O é observado no nimero de onda em 474w cm’™

Na Figura 3.13 tém-se os espectros infravermelho para a reagdo 4 (HA4) com
tempos de moagem em 15h (HA4/15), 30h (HA4/30), 45h (HA4/45) e 60h (HA4/60).
Nesses espectros pode-se verificar absor¢des caracteristicas da hidroxiapatita. A banda
em 1648 cm™ ¢ atribuida a 4gua absorvida. Vibragdes associadas a (L3)CO;7 estdo em
1482 ¢ 1418 cm™. O nivel vibracional (v3) P-O tem atribui¢do associada a 1054vs cm™.
Numero de onda em 869 cm™ esta associado a vibragdo em (L2)CO572, enquanto em
601s e 572s cm™ estdo associados a0 modo em (v4) P-O e (vy) O-P-O respectivamente.

Na Figura 3.14 tém-se os espectros infravermelho para a reagdo 5 (HAS) com
tempos de moagem em 15h (HAS5/15), 30h (HAS5/30), 45h (H54/45) e 60h (HAS5/60).
Nesses espectros pode-se verificar absor¢des caracteristicas das bandas da
hidroxiapatita. A banda em 1648 cm™ ¢ atribuida a 4gua absorvida. O nivel vibracional
(v3) P-O tem atribuigdo a numero de onda associado a 1064vs cm™. Numero de onda
em 869 cm™ esta associado a vibragdo em (12)CO57, enquanto o nﬁmer6 de onda em

565s cm’! esta associado a modo do (vg) O-P-O.
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Figura 3.10 — Espectro na regido do Infravermelho dos produtos da reagéo 1
(HA1) com tempos de moagem em 15h (HA1/15), 30h (HA1/30), 45h
(HA1/45), 60h (HA1/60) e ceramica HA-COM
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Figura 3.11 — Espectro na regido do Infravermelho dos produtos da reagéo 2
(HA2) com tempos de moagem em 15h (HA2/15), 30h (HA2/30), 45h
(HA2/45), 60h (HA2/60) e ceramica HA-COM
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Figura 3.12 — Espectro na regido do Infravermelho dos produtos da reagéo 3
(HA3) com tempos de moagem em 15h (HA3/15), 30h (HA3/30), 45h
(HA3/45), 60h (HA3/60) e ceramica HA-COM
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Figura 3.13 — Espectro na regido do Infravermelho dos produtos da reagdo 4
(HA4) com tempos de moagem em 15h (HA4/15), 30h (HA4/30), 45h
(HA4/45), 60h (HA4/60) e ceramica HA-COM ‘
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Figura 3.14 — Espectro na regido do Infravermelho dos produtos da reagdo 5 (HAS) com
tempos de moagem em 15h (HAS5/15), 30h (HAS5/30), 45h (HA5/45), 60h
(HA5/60) e ceramica HA-COM
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Na Figura 3.15, tém-se, para efeito comparativo, os espectros infravermelho para os
produtos das reagdes 1, 2, 3, 4 e 5 (HA1, HA2, HA3, HA4 e HAS), respectivamente)
com tempos de moagem em 60 horas, juntamente com o espectro da HA-COM, cujas
bandas caracteristicas sio do tipo (v4)565s cm™, (v4) 603s cm™, (v3) 1040vs cm™ e
1091vs e ainda (v|) 961s cm™ atribuidas ao jon fosfato (POs~). As bandas em (v2) 874
cm’, (v3)1419 cem’ e (v3)1452 cm™ sdo atribuida ao ion CO5™. Vibragdes associadas a
dgua absorvida sio detectadas pela banda a 1638 cm™. Os modos (v2) P-O sdo
observados apenas nas reagdes HA1, HA2 e HA3 com numeros de ondas em 462w,
470w e 474w cm’' respectivamente, além do numero de onda em 470w cm™ associada a
HA-COM. A presen¢a dos modos do carbonato em amostras comerciais indica a
presenga de impurezas derivadas do processo de preparagdo, na qual ndo € detectada
em raios-X.

Os espectros de absor¢do no infravermelho das amostras HA1, HA2 e HA3 podem
ser diretamente associados com o espectro da HA-COM. O ponto interessante € a
presenga de modos do CO;? a 1465 e 1415 cm™ na reagdo 1, ndo havendo presenca de
carbono nos reagentes de partida, sendo utilizado Ca(OH), com 97% de pureza e 3% de
CaCOj; como impureza. Nas reagdes 2 e 3 também € usado Ca(OH), como reagente de
partida e observada a presen¢a de modos do CO5? nas mesmas vibragdes. Acredita-se
que a quantidade de CaCO; € baixa e apds o aumento no tempo de moagem, o carbono
esta sendo liberado na forma de CO,. Nas reagdes 4 e 5, onde foi utilizado CaCOs3, os
modos vibracionais em 1418 cm™ e 1482 cm™ juntamente com o modo em 1428 cm™
respectivamente sd@o mais intensos, se comparado com as reagdes 1, 2 e 3, mas ndo
detectadas no raio-X. Outros modos associados ao CO5” sdo facilmente identificados a
869 cm nas reagdes 1, 4 e 5 e 867 cm™ na reagdo 2 mas nio identificada na reagio 3.
Na Figura 3.14, o espectro da reagdo 5 (HAS5/60), na qual € caracteristica de uma
amostra amorfa com bandas largas, a absor¢do associada a CO;” em 1428 cm™ ¢
localizada. Na Tabela 3.1 tém-se os dados dos modos vibracionais dos elementos

identificados nas reagdes, juntamente com a HA e HA carbonatada.
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Figura 3.15 — Espectro na regifo do Infravermelho das amostras HA1/60, HA2/60,
HA3/60, HA4/60, HA5/60 e ceramica HA-COM.
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- Nimero de Onda (cm’l)
HA HA-COM | HA1/60 | HA2/60 | HA3/60 | HA4/60 | HAS/60
HA[22, 30, | Carbonatada
34] [30]
1630 1630 1638 1647 1645 1643 1648 1648
1469 1465 1465 1467 1482
1454 1452
1415 1419 1415 1421 1421 1418 1428
1088vs 1090vs 1091vs 1093vs | 1091vs | 1097vs
1065vs 1060vs 1054vs | 1064vs
1035vs 1032vs 1040vs 1047vs | 1047vs | 1047vs
962s 961s 961s 962s 960s 962s
873 874 869 871 : 869 869
631s 634s 630s 634s
602s 605s 603s 603s 601s 603s 601s
574s 575s ' 572s
565s 568s 565s 570s 568s 568s 565s
474w 474w 470w 470w 474w
462w 462w 461w

Tabela 3.1 — Modos vibracionais dos espectros na regido do Infravermelho obtidas para as
amostras HA1/60, HA2/60, HA3/60, HA4/60, HA5/60 e HA-COM comparados
com dados de referéncias.

b = “bending” ss = “stretching” simétrico so = “stretching” fora do plano
intensidades das bandas

w = fraca s = forte vs = muito forte

3.1.5. Espectroscopia Raman
3.1.5.1. Métodos Experimentais ‘

A espectroscopia Raman foi medida com um espectrometro de triplo monocromador
do tipo Dilor XY, equipado com um detector CCD usando a linha de excitagdo Ar-laser
em 4880 A.
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3.1.5.2. Resultados e Discussido

Na Figura 3.16 tém-se os espectros de Raman para a reagdo 1 (HA1) com tempos de
moagem em 15h (HA1/15), 30h (HA1/30), 45h (HA1/45) e 60h (HA1/60). Nesses
espectros pode-se verificar absor¢des caracteristicas das bandas da hidroxiapatita.

Vibragdes associadas ao modo (v3) P-O estdo associadas a 1042sh, 1028s e 1071sh
cm”. O modo (v;) P-O-P tem atribui¢io em numero de onda associada a 959vs cm™,
sendo este o pico mais caracteristico da hidroxiapatita. Comprimentos em 604s, 588s e
577s cm™ estéio associados a vibragdes em (v4) O-P-O. Os modos correspondentes a (v,)
O-P-O estio representados pelos niimeros de ondas em 443s e 432s cm’.

Na Figura 3.17 véem-se os espectros de Raman para a reag@o 2 (HA2) com tempos
de moagem em 15h (HA2/15), 30h (HA2/30), 45h (HA2/45) e 60h (HA2/60). Nesses
espectros pode-se verificar absorgdes caracteristicas das bandas da hidroxiapatita.

Vibragdes associadas a modos tipo (vs) O-P-O estdo em 605s, 586s e 577s cm™. O
estiramento do modo (v;) P-O-P tem atribuigdo em numero de onda associada a 958vs
cm’, sendo este o pico mais caracteristico da hidroxiapatita. Numero de ondas em
1043sh cm™, 1028s e 1068sh cm™ estdo associados a vibragdes em (vs) PO. O unico
pico representativo para o modo (v;) O-P-O na reagdo 2 (HA2) é em 432s em™ (ver
Tabela 3.2 as representagdes).

Na Figura 3.18 vém-se os espectros de Raman para a reagdo 3 (HA3) com tempos
de moagem em 15h (HA3/15), 30h (HA3/30), 45h (HA3/45) e 60h (HA3/60). Nesses
espectros pode-se verificar absorgdes caracteristicas das bandas da hidroxiapatita. As
bandas em 433s cm™ e 445s sdo atribuidas a modos de vibragdes associadas a0 modo
(v2) O-P-0. Os vibracionais em 580s, 591s e 609s cm” sdo modos de (\/4) O-P-0. O
modo (v;) P-O-P tem atribui¢do em numero de onda associada a 963vs cm’™, sendo este
0 pico mais caracteristico da hidroxiépatita. Numeros de onda em 1046sh, 1070sh e
1078s cm™ estdo associados a vibragdes em (v3) P-O. Para os espectros de Raman da
reagdo 4 (HA4) com tempos de moagem em 15h (HA4/15), 30h (HA4/30), 45h
(HA4/45) e 60h (HA4/60) observados na Figura 3.19, pode-se verificar absorgdes
caracteristicas das bandas da hidroxiapatita com atribuigdes em 433s cm™ a vibragdo
tipo (v2) O-P-O. O modo em 589s cm’ esta associado a modo tipo para (v4) O-P-O. O

estiramento (v;) P-O-P tem atribui¢do em nimero de onda associada a 961vs cm’,
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sendo este o pico mais caracteristico da hidroxiapatita. Ntimero de onda em 1075s cm™

esta associado a vibragdes em (v3) P-O.

Para os espectros de Raman da reagdo 5 (HAS) com tempos de moagem em 15h
(HAS/15), 30h (HAS5/30), 45h (HAS5/45) e 60h (HAS5/60) observados na Figura 3.20,
pode-se verificar absorgdes com caracteristicas amorfas, constatadas pela difragdo de
raios-X (Figuras 3.7 e 3.8), a bandas com atribuigdes em 431s cm™ para modos de
vibragdo em (v;) O-P-O, 592s cm’ (v4) O-P-O e (v;) P-O-P a 947m cm’ (ver na Tabela

3.2 as representagoes).
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Figura 3.16 — Espectro Raman dos produtos da reagéo 1 com tempos de moagem em

15h (HA1/15), 30h (HA1/30), 45h (HA1/45), 60h (HA1/60) e a

ceramica HA-COM.
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Figura 3.17 — Espectro Raman dos produtos da reagdo 2 com tempos de moagem em
15h (HA2/15), 30h (HA2/30), 45h (HA2/45), 60h (HA2/60) e a ceramica
HA-COM.
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Figura 3.18 — Espectro Raman dos produtos da reagdo 3 com tempos de
moagem em 15h (HA3/15), 30h (HA3/30), 45h (HA3/45), 60h
(HA3/60) e ceramica HA-COM
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Figura 3.19 — Espectro Raman dos produtos da reagdo 4 com tempos de moagem em
15h (HA4/15), 30h (HA4/30), 45h (HA4/45) e 60h (HA4/60) e ceramica
HA-COM.
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Figura 3.20 — Espectro Raman dos produtos da reagdo 5 com tempos de moagem em
15h (HAS5/15), 30h (HAS/30), 45h (HAS5/45), 60h (HAS5/60) e ceramica
HA-COM.
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Na Figura 3.21, temos os espectros de Raman.das amostras das reagdes 1, 2, 3, 4, 5
e HA-COM, comparando-se apenas os tempos finais de moagem em 60 horas, onde os
espectros de HA contém bandas associadas a modos vibracionais internos e bandas
devido ao ion hidroxila com modos de estiramento e rede [29-35]. Os modos
vibracionais internos de ions fosfato, carbonato e hidroxila na apatita aparecem acima
de 400 cm”. Bandas abaixo desse valor sdo os modos de rede externa (LM). Foi
observado que o espectro Raman de P-O-P (v,) encontra-se em 959vs cm™ com grande
intensidade e caracteristica da HA. Esse modo € associado ao estiramento simétrico de
fosfato em v; (P-O-P)A; como estrutura tetraedrica livre. O modo v, (O-P-O)E esta
associado a modos angulares simétricos e v; (P-O) juntamente com v4(O-P-O) a modos
T, associados a estiramento antisimétrico e modos angulares. Nas reagdes 1, 2 e 3 s&o
observados todos os modos dos reagentes comerciais. Para as reagdes 4 e 5 todos os
modos associados ao fosfato s@o identificados com exce¢do do modo O-P-O (v;) para
reagdo 4 e P-O (v3) para reagdo 5 (Tabela 3.2). |

Para a reagdo 4 acredita-se que a razo estd associada ao grau de amorfizagdo do
produto obtido, na qual € esperada uma baixa eficiéncia da luz de espalhamento. Para a
reacdo 5 ndo houve formagdo de HA, ainda que observados modos de fosfato em 947m

em™ (vy), 592s cm’” (vg) e 431scm™ (va).
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Deslocamento Raman (cm'l)
HA HA HA-COM | HA1/60 | HA2/60 | HA3/60 | HA4/60 | HAS/60
[32,34] | Carbonatada
[32]

1087
v3(P-O)sa) 1075s 1075s 1075s
v3(P-O)sa) 1061sh 1070sh 1072sh 1071sh | 1068sh | 1070sh
v3(P-0) (sa) 1053sh 1048sh 1046sh 1042sh | 1043sh | 1046sh
v3(P-O) (sa) 1028s 1029s 1029s 1028s 1028s

wi(P-O-P) o 962vs 962vs 959vs 959vs | 958vs | 963vs | 961vs
vi(P-O-P)5 948m 948m 947m
0-P-0) (sas) 608s 608s 608s 604s 605s 609s
0-P-0) sas) | 593s 592s 590s 588s 586s 591s 589s 592s
0-P-O) sas | 580s 584s 577s 577s 377s 580s
0-P-0) v 447s 448s 445s 443s 445s
0-P-0) ) 432s 432s 432s 432s 432s 433s 431s
Tabela 3.2 — Modos vibracionais dos espectros Raman obtidos para as amostras HA1/60,
HA2/60, HA3/60, HA4/60, HAS5/60 e ceramica HA - COM comparados com
dados de referéncias.
(b) =“bend” (sas) = “stretching” antisimetrico (s)= “stretching”
intensidades das bandas
(s) = forte (sh) = “shoulder” (vs) = muito forte (m)=médio
ERAL PO GEAR
GU'VERSIBABE PED SLO0

ARLIGTESL BE CENCIAS E TECH
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Figura 3.21 - Espectro Raman das amostras HA1/60, HA2/60, HA3/60, HA4/60,

HAS5/60 e da ceramica HA-COM.
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3.2. Hidroxiapatita Obtida pelo Método de Precipitagio
3.2.1. Introdugao

Neste item sera estudada a obtengdo de hidroxiapatita por via da precipitagdo através
da reagdo entre Ca(OH), e H3PO, e o precipitado calcinado a 900°C por 5 horas. Sarig e
Kahana [15] obtiveram particulas nanocristalinas de hidroxiapatita através de
precipitado com reagdes entre solugdes diluidas de CaCl, e NaH,PO4 a temperatura
ambiente e pH 7.,4. Osaka e col. [20] conseguiram obter a hidroxiapatita pelo mesmo
método, através de reag@o entre solugdes de Ca(OH), e H3;PO4. O método de preparagio
da apatita por precipitagdo, comumente utilizada em preparagdes comerciais, ¢ baseado
nos métodos de Rathje [60], que consiste na adigdo de acido fosférico (H3PO4) gotejado
em uma suspensdo aquosa de Ca(OH),. Esse método ¢ modificado pela adi¢do de
hidr6xido de amoénia (NH4OH) no intuito de manter o meio alcalino, assegurando a
formacdo da HA apés sinterizagdo do precipitado [14 — 25] e de Hayek e Newesely
[61], os quais utilizam nitrato de calcio [Ca(NOs),] e fosfato de amonio (NH,),HPO,
com adi¢do de NH4OH.

3.2.2. P6 de Hidroxiapatita

O p6é de HA foi obtido por precipitagdo ocorrido da reag@o entre as solugdes de
Ca(OH); (Vetec 97% com 3% de CaCOs) e H3PO4 (Vetec 85% P.A.). Ufna suspensio
com concentragdo de 0,2 mol/L de Ca(OH), foi agitada a temperatura ambiente
juntamente com uma solugdo de concehtragéo 0,1 mol/L de H3PO4 adicionada em forma
de gotas produzindo um precipitado pastoso de pH 7,4. O precipitado foi deixado em
repouso por cerca de 24 horas. Apds este periodo foi filtrado e seco a 90° C por 2 horas
e o produto calcinado a 900°C por 5 horas.

A caracterizagdo do pd obtido foi realizada com andlises de espectroscopia

infravermelho e difragdo raios-X.

3.2.3. Difrac¢ao de Raios-X
3.2.3.1. Método Experimental

A difragdo de raios-X foi determinada utilizando-se procedimento descrito no

item 3.1.3.
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3.2.3.2. Resultados e Discussao

Na Figura 3.22 estéo representadds os difratogramas de raios-X da Hidroxiapatita
(HAU) obtida pelo método de precipitagdo comparado com os picos de difragdo obtidos
pela literatura (HA-REF (®) e B-Ca3(POs); (M) [24], Observa-se o favorecimento da
formagdo de Hidroxiapatita, indicado pela difragdo de raios-X. Na mesma figura é
observada a presenga de linhas de difragdo extra da fase de B-Ca3(POys),. Este fato deve-
se a reagdo ter favorecido também a formagdo do B-Ca3(POs), devido ao meio ndo estar
muito bdsico, garantindo a formagdo de hidroxiapatita, apds calcinagio do
precipitado[14 e 25]. Esse método € sensivel a concentragdo de cada um dos reagentes e
ao pH da reagdo de formag@o da hidroxiapatita sobre sinterizagdo dos precipitados de

apatita [26-27].
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Figura 3.22 — Difratograma de Raios-X da HA calcinada (HAU) e dados referentes
da literatura HA-REF (®) e B-Ca3(POy), (H)
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3.2.4. Espectroscopia de Absor¢ido na Regido do Infravermelho

3.2.4.1. Método Experimental

O espectro na regido do infravermelho foi obtido utilizando-se procedimento

descrito no item 3.1.4.
3.2.4.2. Resultados e Discussao

Na Figura 3.23 tém-se os espectros de infravermelho para a hidroxiapatita calcinada
(HAU) juntamente com o espectro da HA-COM, cujas bandas caracteristicas sdo 963vs
em™ (v1), 470w cm™ (v,), 1040vs e 1091vs cm™ (v3), 565s cm™ (v4) e 603s cm’ (va)
(Tabela 3.1) podem ser atribuidas ao ion fosfato (PO,~). As bandas a 874 cm™ (v,) e
1452 cm™ (v3) sdo atribuida ao fon CO;>. Vibragdo associada a agua € detectada pela
banda a 1630 cm™. A presenga dos modos vibracionais do carbonato.em amostras
comerciais indica a presenca de impurezas derivadas do processo de preparagdo, a qual
ndo ¢ detectada em raios-X.

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho da amostra HAU pode ser
diretamente associado com o espectro da HA-COM. A presenga de modos do (v3) CO;*
a 1467 e 1427 cm™ deve ser originada de CaCO; (3%) como impureza do Ca(OH),.
Acredita-se que a quantidade de CaCO; € baixa e apdés o aumento no tempo de
aquecimento, o carbono esta sendo liberado na forma de CO,. A absor¢do do ion
fosfato (PO4™) ocorre em 1044vs cm™ (v3), 964s cm™ (vy), 601s e 568s cm™ em (vs). A

hidroxila livre ocorre em 631s cm™ e a 4gua absorvida em 1653 cm™.
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Figura 3.23 - Espectros na regido do Infravermelho da amostra de

hidroxiapatita calcinada (HAU) e HA-COM
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3.2.5. Conclusdes

A moagem mecédnica de alta energia foi usada com éxito para produzir pds
nanocristalinos de hidroxiapatita utilizando quatro diferentes procedimentos. Foram
utilizados o6xidos e sais comerciais de Ca3(PO4),xH,0, Ca(OH),, CaHPOy4, P,0s,
CaCO; e (NH4)H,PO4 em cinco diferentes procedimentos. O processo de moagem de
alta energia utilizado para obtencdo da HA apresenta a vantagem de ndo haver
necessidade de calcinagdo e o cristalito obtido apresentar dimensdo nanométrica. O
material obtido pode ser compactado e transformado em amostra de ceramica sélida. O
poé de hidroxiapatita obtido foi estudado por difragcdo de raios-x, espectroscopias de
infravermelho e Raman. A hidroxiapatita foi obtida com diferentes graus de
cristalinidade e tempos de moagem. A anélise da difragdo de raios-x indicou o tamanho
do cristalito variando entre 14 a 44 nm. Em média os valores ocorreram em 39,1 + 2,5
nm; 33,8 + 1,8 nm; 40,3 + 2,6 nm e 19,2 £ 0,5 nm para as reagdes HA1, HA2, HA3 e
HAA4, respectivamente. Os maiores e menores cristalitos foram obtidos pelas reagGes
HA3 e HA4 (ver Figura 3.2). Houve formagdo de HA nas quatro reagdes iniciais, mas
para a reagdo 5 ndo houve formagdo de HA observando-se um alto grau de amorfizago.

As espectroscopias infravermelho e Raman sugerem que com o aumento do tempo
de moagem hé a tendéncia de formacdo da hidroxiapatita, como visto na analise de
difracdo de raios-X. |

O difratograma de raios-X e a espectroscopia infravermelho obtidos da analise do p6
pelo método de precipitagdo indicam a formagdo de hidroxiapatita [24] com alto grau de

mistura com B-Caz(POy),.
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3.3. Filmes

3.3.1. Filmes Espessos de Hidroxiapatita Obtidos pelo Método “Screen-Printing”
3.3.2. Introducio

A cerdmica de hidroxiapatita, comparando-se com o 0sso e outras bioceramicas
como o fosfato de calcio (TCP), alumina (o - Al,O3), etc; é extremamente quebradiga.
A partir desta visdo, muitos esforgos t€ém sido empenhados para desenvolver métodos
de processar depdsitos de hidroxiapatita em ligas resistentes a corrosdo. Avangos mais
recentes em sintese de cobertura de hidroxiapatita incluem deposigdo eletroforética
[36-37], eletroquimica [38], de pulso “laser” [39], feixe i6nico [40] e mais
recentemente a deposigé@o sol-gel [41-42]. O método sol-gel recebeu mais atengdo nos
ultimos onze anos devido a facilidade de processamento e utilizagdo de temperatura
ambiente. Outros métodos de deposi¢do incluem o de filmes espessos de hidroxiapatita
na qual incluem langamento de particulas [43-44]. Recentemente o método de deposito
de pulso “laser” (PLD) tém sido aplicado para produzir filmes espessos de
hidroxiapatita cristalina [45-46]. A hidroxiapatita utilizada na obtengdo dos filmes
espessos foi sintetizada pelo método de moagem mecanica de alta energia. A vantagem
deste método esta associada ao o fato de ndo haver necessidade da calcinagdo, além do
p6 obtido ser nanocristalino exibindo excelentes propriedades mecénicas [47-49];
podendo ser facilmente modelado (injetado, compactado, etc.) a qualquer geometria. A
produgdo e o estudo das propriedades das ceramicas de hidroxiapatita sdo importantes
em razdo das possiveis aplica¢des nas areas de ortopedia, odontologia.

O filme espesso de hidroxiapatita foi preparado sobre superficie de prata, utilizada
como eletrodo. As propriedades estruturais dos filmes serdo discutidas com forte
énfase nas propriedades elétricas. Essas propriedades sdo importantes com vistas as

possibilidades de aplicag@o na fabricagio de sensores biologicos.

3.3.3. Hidroxiapatita Nanocristalina

A cerdmica utilizada na preparagdo do filme foi obtido através de sintese por
moagem mecénica entre Ca(OH), e P,Os como descrito no item 3.1.2. denominado

HA3 com 60 horas de moagem.
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3.3.4. Preparacio da Pasta

A pasta foi preparada por uma suspensdo de material organico (resina, solvente
orgénico ou algum aditivo para proporsionar comportamento reologico a pasta) e o po
de hidroxiapatita (HA3/60) na razdo 30:70 respectivamente. A substdncia orgénica
utilizada na preparagdo do filme foi a quitosana (85% a 5 mg/L). A quitosana é um
polimero que contém uma estrutura B-1-4 ligada a unidades de 2 amino-2-deoxi-D-
glucopiranose e € prontamente obtida por N-desacetilagdo da quitina, um
polissacarideo natural e abundante na natureza. Esse biopolimero ¢ o componente
estrutural das carapagas de alguns crusticeos, insetos € moluscos além de ser base
celular de alguns microorganismos.

A quitosana e seus derivados tem sido explorados como membranas por didlise,
acelerador na cicatrizagdo e transportador no controle de distribui¢cdo de drogas [50].
Para haver uma melhor adesdo entre a pasta e o substrato (Al,O3) foi necessério
adicionar um fundente (vidro — Glasstécnica Imp. Com. de vidros LTDA), na forma de
po, com temperatura de fusdo baixa. A concentragdo de vidro na massa total da
amostra € indicado pela referéncia Y. As amostras s@o indicadas por HA3GY, onde Y
= 35,10, 15, 20 e 25 % (% em massa) e G significando vidro.

3.3.5. Substratos e Eletrodos

O substrato de alumina (Al,0O3) utilizado foi um produto comercial fornecido pela
Engecer. O material do eletrodo foi produzido para a técnica de “Screen Printing” pela

Joint Metal-PC 200, na geometria descrita na Figura 3.24.
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(b)

Figura 3.24 — Coordenada retangular associada a amostra dos filmes espessos para

medidas piezelétricas e da constante dielétrica.
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3.3.6. Técnica de “Screen Printing”

No método de “screnn-printing”, uma forma contendo um orificio desenhado na
geometria desejada ¢ colocada sobre um substrato na qual serd depositada a pasta
formadora do filme. Essa pasta é for¢ada, utilizando-se um rodo ou dispositivo similar
em oposi¢do a forma colocada sobre o substrato.

As variantes do processo incluem o tipo de tela, dispositivo utilizado para forgar a

pasta, composigdes e reologia da pasta e rugosidade da superficie do substrato.

3.3.7. Preparaciao dos Filmes

O eletrodo inferior (Ag®) foi pintado na superficie do substrato de alumina e
sinterizado a 850 °C por cerca de 1 hora. Sobre a camada do eletrodo sinterizado foi
depositada uma camada da pasta de hidroxiapatita por “screen printing” e sinterizado
pelo seguinte processo:

e 1? Camada: 100 °C por 1 hora + 400 °C por 1 hora+ 700 °C por 1 hora

e 22 Camada: 100 °C por 1 hora + 400 °C por 1 hora+ 700 °C por 1 hora

Os filmes obtidos tinham espessuras variando entre 20 e 400 um.

3.3.8. Difracido de Raios-X
3.3.8.1. Metodo Experimental

A difragdo de raios-X e a determinagdo do tamanho de cristalito realizada nos

filmes foram efetuadas utilizando-se o procedimento descrito no item 3.1.3.

3.3.8.2. Resultados e Discussiao

A Figura 3.25 mostra as difragdes de raios-X dos filmes juntamente com o do p6 de
HA3/60, utilizado na preparagdo dos filmes. A difragdo do pé mostra que todos os
picos associados a hidroxiapatita estdo presentes. Para essa ceramica o tamanho do
cristalito esta estimado em 38,9 nm (Figura 3.2). A amostra HA3GS5 tem todos os picos
associados a hidroxiapatita, entretanto o tamanho de cristalito associado a
hidroxiapatita esta em torno de 46 + 3,6 nm (figura 3.26). Pode-se associar o aumento

no tamanho de grdo ao processo de sinterizagdo sofrido pelo filme. Pode-se identificar
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ainda a presenca de dois pequenos picos (indicados pelas setas) provavelmente
associados a presenga do fundente (vidro) que foi utilizado para baixar a temperatura
de sinterizagdo e melhorar a adesdo entre o filme e o substrato. Esses picos sdo
provavelmente associados a presenga de vidro na estrutura do filme, mesmo com o
aumento do percentual no filme (Y = 10, 15, 20 e 25 %), o fundente parece afetar
pouco o tamanho de cristalito da hidroxiapatita com 44 £ 3 nm; 47,5+ 3 nm; 46,3 + 3

nm e 42,5 £ 3 nm, respectivamente (Figura 3.26).
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Figura 3.25 — Difratograma de raios-X da ceramica HA3/60, dos filmes espessos
HA3GS5, HA3G10, HA3G15, HA3G20, HA3G25 e dados da literatura
para o HA -REF.
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Figura 3.26 — Tamanho de Cristalito da ceramica HA3/60 e dos filmes espessos
HA3GS, HA3G10, HA3G15, HA3G20, HA3G25 com as respectivas

barras de erros.
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3.3.9. Espectroscopia de Absor¢io na Regiio do Infravermelho

3.3.9.1. Método Experimental

O espectro na regido do infravermelho foi medido utilizando-se o mesmo

procedimento realizado no item 3.1.4., com os p6s dos filmes formados.
3.3.9.2. Resultados e Discussio

A Figura 3.27 mostra os espectros na regido do infravermelho para os filmes
espessos HA3GS, HA3G10, HA3G15, HA3G20 e HA3G25 comparados com o
espectro da ceramica HA3/60. Neste grafico, as bandas caracteristicas da hidroxiapatita
sd@o observadas [30]. Para a ceramica HA3/60 sdo identificadas as bandas para os
modos do (vs) O-P-O em 568s e 603s cm™. A banda em 632s cm™ é associada a
hidroxila livre (OH™) aparecendo em todos os espectros dos filmes. Os modos de
(1)3)CO3'2 sdo observados em 1097, 1421 e 1467 cm", mas o (\)2)C03’2 a 875 cm’ 56 é
identificado no espectro do filme de hidroxiapatita com 25 % de vidro, onde os modos
de carbonato estdo associados a presenga de impureza (nos reagentes comerciais) no
processo de preparagdo e ndo identificados em difratometria de raios-X. Os modos de
fosfato sdo identificados em todas as amostras de filmes, mas o estiramento simétrico

(v1) P-O-P apenas é observado nas amostras com 10 e 25 % de vidro (Tabela 3.3).
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Figura 3.27 — Espectros na regido do Infravermelho da ceramica HA3/60 e dos filmes

espessos HA3GS5, HA3G10, HA3G15, HA3G20 e HA3G25
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Niimero de Onda (cm™)
HA HA3/60 | HA3G5 | HA3G10 | HA3G15 | HA3G20 | HA3G25
HA[22, 30, | Carbonatada
34] [30]

H,O 1630 1630 1643 1654 1652 1656 1654 1654
v3(CO5%) 1469 1467 1461 1465 1461 1461 1463
v3(COs”) 1454
v3(CO5H) 1415 1421 1433 1415 1433 . 1425 1421
v3(P-0)s0) 1088vs 1090vs 1097vs | 1091vs | 1093vs | 1091vs | 1089vs | 1091vs
v3(P-0)s0) 1065vs 1060vs

- v3(P-O)so) 1035vs 1032vs 1047vs | 1043vs | 1047vs | 1043vs | 1043vs | 1045vs

vi(P-O-P)(s) 962s 961s 962s 968s 962s
v5(CO5Y) 873 875
OH’ livre 631s 634s 634s 632s 632s 632s 636s 634s

vs(O-P-O)p) 602s 605s 603s 603s 603s 603s 601s 601s

V4(O-P-O)(b) 574s 575s

vs(O-P-O)w) 565s 568s 568s 569s 569s 569s 569s 570s
v2(P-0) (ss) 474w 474w 474w | 470w 472w 459w 462w 470w
v2(P-0) (ss) 462w 462w

Tabela 3.3 — Modos vibracionais dos espectros na regido do infravermelho das amostras
HA3GS5, HA3G10, HA3G15, HA3G20, HA3G2S5 e ceramica HA3/60.

b =“bending” so = “stretching” for a do plano ss = “stretching” simétrico

intensidades das bandas

vs = muito forte s= forte w = fraco

3.3.10. Espectroscopia Raman
3.3.10.1. Método Experimental

A espectroscopia Raman foi medida utilizando-se procedimento realizado no item

3.1.5.

3.3.10.2. Resultados e Discussio

Os espectros Raman da ceramica HA3/60 juntamente com os espectros dos filmes
de hidroxiapatita podem ser observados no grafico da Figura 3.28. O espectro da
hidroxiapatita contém bandas associadas a modos vibracionais internos € modos de
rede [50, 52-53, 30]. Os modos associados a (v;) P-O-P, (v2) O-P-O, (v3) P-O e (v4)
O-P-0, para a cerdmica HA3/60 sdo indicados (Figura 3.28 e Tabela 3.4). Observa-se
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que, o espectro Raman do estiramento (v;) P-O-P no modo a 962vs cm™ é o mais
intenso e caracteristico da hidroxiapatita. Esse modo é associado com o de estiramento
totalmente simétrico a (v;) PO4>(A,) do ion fosfato tetraédrico livre, enquanto os de
(v2) PO4'3(E) sdo associados a modos de banda simétricos. Os modos em (v3) P-O e
(vg) O-P-O s@o associados a T, com estiramentos anti-simétricos € modos de banda
respectivamente.

Na Figura 3.28 pode-se observar os modos da ceramica HA3/60 comparativamente
com os dos filmes espessos. A cerdmica HA3/60 tem modos de (v;) COs? em 1070
cm’ ndo havendo identificagio deste modo nos espectros dos filmes (Figura 3.28 e
Tabela 3.4). O nimero de onda em 1046sh cm™ esta associado a (vs) P-O e o pico
principal da hidroxiapatita em 962vs ém'l tem vinculo com o modo de estiramento (L)
P-O-P com boa observagé@o em todas as amostras dos filmes espessos. Os picos em (v4)
0-P-O sio observados em 609s, 591s e 580s cm™', mas o0 modo em 609s cm™ € o tnico
a ndo aparecer nos espectros dos filmes. Os modos a (v;) O-P-O estdo associados a
numeros de onda em 445s e 432s cm™, onde 0 modo a 445s cm’’ ndo foi identificado
nos filmes. As analises de infravermelho e Raman associadas nos ddo uma boa
caracterizagdo Optica dos filmes de hidroxiapatita, comparados com os dados da
literatura. As principais linhas associadas a hidroxiapatita sdo identificadas nas

amostras dos filmes.

H/VERSIDADE PEBERAL B® GEAR
1 I@TEGA BE CIENCIAS E TEGRGLOSL
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Figura 3.28 — Espectros Raman da ceramica HA3/60 e dos filmes espessos
HA3GS5, HA3G10, HA3G15, HA3G20 e HA3G25
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Deslocamento Raman (cm™)
HA[30, HA HA3/60 | HA3GS | HA3G10 | HA3G15 | HA3G20 | HA3G25
34] Carbonatada
[30]
v3(P-O)sa) 1075s 1075s 1080s 1080s 1081s 1074s 1073s
v3(P-O)(sa) 1061sh 1070sh 1070sh
0) (sa) 1053sh 1048sh 1046sh | 1052sh | 1052sh 1053sh 1047sh 1049sh
0) (sa) 1028s 1029s
v1(P-O-P) ) 962vs 962vs 963vs 967vs 967vs 967vs 962vs 962vs
\'I(P-O-P)(s) 948m 948m
%4(0-P-0) (sa5) | 608s 608s 609s
fO-P-0) s | 393s 592s 591s 597s 596s 596s 590s 589s
{O-P-0) (sa5) | 380s 584s 580s 585s 585s 584s 579s 579s
v5(0-P-0) 1 447s 448s 445s
v(0-P-O) ) | 432s 432s 433s 436s 434s 438s - 427s 430s

Tabela 3.4 — Modos vibracionais dos espectros Raman das amostras HA3G5, HA3G10,
HA3G15, HA3G20, HA3G25 e ceramica HA3/60.
(b) = “bending” (sas) = “stretch” antisimétrico (s) = “stretching”
intensidades das bandas
(s) = forte (sh) = “shoulder” (vs) = muito forte (m)=médio
3.3.11. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Energia Dispersiva de

Raios-X (EDX)
3.3.11.1. Método Experimental
As micrografias dos filmes de HA foram obtidos em um microscépio eletrdnico de

varredura PHILLIPS XL-30, operando com grupos de elétrons primarios limitados

entre 12 e 20 KeV em amostras liofilizadas retangulares cobertas com uma camada de

carbono de 30 nm de espessura.

3.3.11.2. Resultados e Discussio

A morfologia dos grdos dos filmes foi investigada por meio da microscopia
eletrdnica de varredura (MEV). As Figuras 3.29-3.32 representam as micrografias das

amostras HA3GS, HA3G10, HA3G20 e HA3G25 respectivamente com fator de
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ampliacdo de 5000X. Comparando-se estas ﬁgurés, pode-se observar presenga de vidro
que conduz a uma morfologia esférica para as particulas sintetizadas no filme HA3G5
(Figura 3.29). Com o aumento da presenga de vidro os grdos sdo agregados em
conjunto formando placas para as amostras HA3G10 e HA3G20 (Figuras 3.30 e 3.31).
Para amostra HA3G2S5 (Figura 3.32) a morfologia esférica para os grﬁos ¢ observada.
A analise de energia dispersiva de raios-X (EDX) [Figura 3.33] mostra que os
elementos principais do pé da ceramica HA3/60 sdo carbono, oxigénio, fosforo e
calcio. Para os filmes HA3GS, HA3G10 e HA3G15 os principais elementos também o
sdo. O EDX para o cristal presente na ceramica HA3/60 mostra que a razdo massica de
Ca/P estd em torno de 2,1 (ver Tabela 3.5). O valor tedrico esperado seria 2,15. Para os
filmes com quantidades grandes de vidro (HA3G10 e HA3G15) sdo observados razdes
massicas Ca/P em torno de 2,4 (Tabela 3.5). Para a amostra de filme HA3GS5 a razédo
massica Ca/P estd em torno de 1,62 bem abaixo do valor tedrico. Para a amostra
HA3G15 (tabela 3.5) a razio massica esperada seria em torno de 2,15; mas o

encontrado foi 2,37; sendo esta uma boa aproximagdo com o valor tedrico.
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Figura 3.29 — Micrografia do filme espesso HA3GS5 com fator de ampliagdo
5000X |

Figura 3.30 — Micrografia do filme espesso HA3G10 com fator de ampliagdo
5000X
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Figura 3.32 — Micrografia do filme espesso HA3G25 com fator de ampliagdo 5000X
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Figura 3.33 — Energia Dispersiva de Raios-X (EDX) da cerdmica HA3/60 e dos
filmes espessos HA3GS5, HA3G10 e HA3G15.
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3.3.12. Medidas Dielétricas
3.3.12.1. Metodo Experimental

As medidas dielétricas foram obtidas através de analisador de impedancia HP
4291A em conjunto com analisador de impedancia HP 4194, o qual cobre uma regido
entre 100 Hz e 1,8 GHz. A geometria das amostras utilizadas nas medidas dielétricas
encontra-se na Figura 3.24 e a descri¢do de preparagdo dos filmes no item 3.3.7. O
didmetro e espessura de cada amostra sdo descritos na Tabela 3.6.

Foram preparadas diferentes amostras com concentragdes de vidro compreendidas
entre 5 € 25 %. A HA (HA3/60) utilizada na formagdo dos filmes foi preparada por

moagem mecanica de alta energia. O estudo a ser realizado nos filmes com relagdo as
medidas dielétricas compreende a analise da constante dielétrica (€;) e a perda (D). A

fungdo do processo de sinterizagdo € o aumento da concentragdo de vidro nas

propriedades estruturais do filme serdo discutidos.

3.3.12.2. Resultados e Discussio

Na Figura 3.34 temos os valores das constantes dielétricas (€;) dos filmes (Tabela
3.5). Observa-se que para todos os filmes hd um decréscimo da constante dielétrica
com o aumento da freqiiéncia. A constante dielétrica foi estudada numa faixa de

freqiiéncia entre 100 Hz e 40 MHz. Na freqiiéncia de 1 kHz a constante dielétrica para

o filme HA3GS5 é baixa (g = 4,9) e aumenta levemente com o aumento da
concentrag;ﬁo' de vidro. O filme HA3G20 tem constante dielétrica de 8,7. Esse é um
comportamento interessante que se pode associar a0 comportamento microestrutural do
filme, ja observado na analise de MEV. Com o aumento da presenga de vidro, os graos
sdo agregados simultaneamente formando placas observadas nas amostras HA3G10 e
HA3G20. O processo microestrutural parece ser critico nas propriedades elétricas dos
filmes.

Os valores das constantes dielétricas sdo completamente compativeis com 0s
valores relatados na literatura, onde, para filmes preparados por deposi¢do de pulso
“laser” foi encontrado constante dielétrica em torno de 5,8 a 1 kHz de freqiiéncia [51].

Na Figura 3.35 tem-se os resultados das tangentes dos angulos de perda (tg §) ou
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fatores de dissipagdo (D) dos filmes. Observa-se que a perda é decrescente com 0
aumento da freqiiéncia para todos os filmes. Uma perda alta foi observada para uma
concentragdo maior de vidro (HA3G25) com D = 0,7 em freqiiéncia de 1 kHz. Perda
pequena foi notada em HA3G10 (D = 0,1). Para altas freqiiéncias (1 MHz) a perda
decresce e para todos os filmes, se encontra em torno de 0,01 (ver Figura 3.35). Esses
valores de constante dielétrica e perda sdo similares aos da alumina (Al,Os) utilizadas

convencionalmente para aplicagdes de microondas [54-56].
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Figura 3.34 — Constante Dielétrica relativa (€;) em fungdo da freqiiéncia da série

HAGY (Y =5, 10, 15, 20 e 25 %).




Capitulo 3 - Hidroxiapatita Nanocristalina, Filmes Espessos e Testes Bioatividade 86

s
05
05 -
H:SG20
0.3
00 - =
a0l (1| | (] 100 1000 10000 10000

Freqilenc ia (KHz)

Figura 3.35 — Perda Dielétrica (D) em fung@o da freqiiéncia da série HAGY (Y =5,
10, 15, 20 e 25 %).
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Amostra Espessura | ¢ [ess/eo] | D (833"/833’) Ca/P
[um] (lkHZ) (lkHz) Razao
Massica
HA3/60 (p6) 2,10
HA3GS 351 4,96 0,27 1,62
HA3G10 328 5,75 0,10 2,37
HA3G15 305 5,38 0,58 237
HA3G20 328 8,73 0,48
HA3G25 325 8,22 0,72

Tabela 3.5 - Medidas das constantes Dielétricas relativas (g;), Espessura (e), Perda
Dielétrica (D) das amostras de filmes espessos e a Razdo Maéssica da
relagdo Ca/P obtidos pela Energia Dispersiva de Raios-X (EDX) [valor
tedrico esperado para a HA de 2,15] para ceramica HA3/60 e os filmes
espessos HA3GS5, HA3G10, HA3G15, HA3G20 e HA3G25.

3.3.13. Conclusoes

Nesse capitulo foram estudadas propriedades elétricas e estruturais dos filmes
espessos da biocerdmica hidroxiapatita (HA). Os filmes foram preparados em duas
camadas utilizando a técnica de “screen printing” em substrato de alumina (Al;03). A
moagem mecdnica de alta energia foi utilizada na preparagdo do p6 da ceramica
nanocristalina HA3/60 usada na preparagdo dos filmes. As amostras foram estudadas

por difratometria de raios-X, microscopia eletronica de varredura (MEV), EDX,
medidas da constante dielétrica (g;) e perda dielétrica (D) e espectroscopias

infravermelho e Raman.

Os difratogramas de raios-X dos filmes indicaram que todos os picos associados a
fase da hidroxiapatita estavam presentes. linhas extras encontrados nos difratogramas
indicam a probabilidade de associagdo com fundente. Observa-se que houve um
aumento no tamanho do cristalito devido ao processo de sinterizagdo aplicado aos
filmes. O tamanho dos cristalitos nos filmes ficaram em torno de 46 nm. A morfologia
das particulas dos filmes foi investigada por meio da microscopia eletrdnica de
varredura e a presenga de vidro levou a uma morfologia esférica para as particulas dos
filmes sinterizados. Com o aumento da presenga do vidro nos filmes os grdos sdo
agregados formando placas. Esse comportamento da formagdo de “clusters” € critico

nas propriedades elétricas dos filmes. O EDX mostra que os elementos principais dos
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filmes sdo carbono, oxigénio, fosforo e calcio. Para os filmes com maior presenga de
vidro, o EDX mostrou que a razdo massica de Ca/P ficou em torno de 2,37. O valor
tedrico para a hidroxiapatita € 2,15. Esse é um bom resultado comparado com o valor
esperado.

Os resultados das espectroscopias na regido do infravermelho e Raman sugerem
que o processo de sinterizagcdo ndo modificou a estrutura da HA nos filmes.

Para todos os filmes é observada uma diminui¢do nos valores da constante
dielétrica (€;) com o aumento da freqiiéncia, encontrando-se entre 4 ¢ 9 a 1 kHz em
fungdo da concentragdo do fundente. Estes valores sdo bastante compativeis com
medidas anteriormente reportadas na literatura [51], onde a constante dielétrica e
perdas foram medidas em filmes preparados por deposi¢éo de pulso “laser”.

A perda dielétrica (D) decresce com o aumento da freqiiéncia para todos os filmes.
Altas perdas foram observadas em altas concentragdes de fundente com D = 0,7 a 1
kHz para HA3G25. Perdas baixas sdo observadas em concentragdes de fundentes
baixas como D = 0,1 a 1 kHz na amostra HA3G10. Para altas freqiiéncias (1MHz) a
perda é baixa com valores para todos os filmes em torno de 0,01. Esses valores de
constante dielétrica e perda dielétrica sdo similares a alumina (Al,O;3) utilizada
convencionalmente para aplicagdes em microondas. O método de “screen printing”
usado na obtencdo de filmes espessds da hidroxiapatita é uma excelente opgédo para
aplicagdo em coberturas biocompativeis de materiais utilizados em implantes, mas
também para materiais isolantes de circuitos eletronicos e camadas dielétricas em

biossensores.
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3.4. Bioatividade da Hidroxiapatita
3.4.1. Introdugio

A mecanossintese tem sido utilizada nas ultimas duas décadas para produzir muitos
materiais [55] incluindo-se ligas nanoestruturadas, compostos amorfos e fases instaveis
e meta-estavéis. Atualmente a técnica € usada em larga escala para produzir produtos
comerciais em dominio metalico, como a obtengdo cerdmica ferroelétrica nanocristalina
de niobato de litio (LiNbO3) pelo nosso grupo [47]. Neste trabalho, sera estudada a
biocompatibilidade da HA nanométrica produzida pelo método de moagem de alta
energia obtido em nossos laboratdrios, realizando testes em coelhos.

Hidroxiapatita sintética € um material representativo para a substitui¢do do osso, por
que hd uma semelhan¢a quimica com sua fase inorgénica, além de ser um material
ceramico caracterizado por elevada biocompatibilidade, sendo por isso cada vez mais
utilizado no campo biomédico, dada sua contribui¢cdo para a integragdo e durag@o dos
implantes no corpo humano [59]. A hidroxiapatita [Ca;o(POs)2(OH),] € largamente
utilizada em cirurgias ortopédicas e odontologicas, ambas como enchimento massivo
[57] de fenda dssea e como revestimento de superficie [55]. Zeng e Lancefield [58]
utilizaram a técnica de deposigdo de pulso “laser” para obter revestimento de HA em

superficie de implantes metalicos, tornando-os biocompativeis.

3.4.2. Teste de Bioatividade
3.4.2.1. Método Experimental

Os testes de bioatividade foram realizados em coelhos machos da raga “New
Zealand” com 2,5 kg pelos professores Norberto Aranha da UNESP-Araraquara e
Luciane Rezende de Oliveira da UNAERP — Ribeirdo Preto. Primeiramente o fémur dos
coelhos foi perfurado com uma broca de 1,6 mm de didmetro até 3,3 mm e irrigado com
soro fisioldogico. A esse furo foi adicionado manualmente HA misturado com o sangue
do animal. Depois de colocado HA no furo, fechou-se o local com a pele do animal e
suturou-se. ApOs cirurgia, o animal foi submetido a um tratamento com inje¢do de
penicilina, subcutdnea de Flunixin Meglumina durante 3 dias e Rifamicina para

cicatrizagdo. Ndo houve restrigdes na mobilidade do animal no periodo pés-cirtrgico.
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O dia de implanta¢do da amostra foi considerado como dia zero. Apds 30 dias, o
fémur foi extraido e colocado em solugdo de formol 10 % antes de iniciar sua

preparagdo para a andlise histoldgica.

3.4.3. Difragao Raios-X
3.4.3.1. Método Experimental

O difratograma de raios-X foi medido utilizando-se procedimento como descrito no

item 3.1.3.
3.4.3.2. Resultados e Discussiao

Foram utilizadas amostras de hidroxiapatita para realizagdo de testes de bioatividade
com \reagdo 2 (HA2/60) a 60 horas de moagem e reagdes 4 € 5 (HA4/15 e HAS5/15) a 15
horas de moagem, onde pode-se observar pequenas diferengas (Figura 3.36). Na reacgdo
4 (HA4/15) observa-se pico extra de CaHPO, (l)[24] em comparagio com o HA-REF
[24]. Entretanto observa-se a forte caracteristica amorfa para essa reagdo comparada
com as reagdes 1, 2 e 3. Os picos de HA estdo posicionados sobre um. difratograma
bastante alargado, indicando também fase amorfa (Figura 3). Na reagdo 5 (HAS/15) foi
observada presenca de (NH4)CaP309.3H,0O (@) [24] com forte amorfizagdo. Para as trés
reagdes utilizadas no estudo de bioatividade, apenas a HAS5/15 ndo formou HA. Os
difratogramas de raios-X indicam que o tamanho de cristalito variou de 14,3 a 36,9 nm

(Tabela 3.8).
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A (NH,)CaP,0,3HO

Intensicdade (u.a.)

B CEIHP(»:)4
HA-REF
L ..‘ I|l I l.. l'l.L ‘-’Il'|||”| rI.
20 30 40 50 60

26 (graus)

Figura 3.36 - Difratograma de Raios-X das amostras HA2/60, HA4/15, HAS/ 15 e dados
da literatura (NH;)CaP309.3H,0 (A), CaHPO, (M) e HA-REF.
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3.4.4. Espectroscopia de Absor¢io na Regiio do Infravermelho

3.4.4.1. Método Experimental
O método de espectroscopia de infravermelho realizado nos pds € o mesmo descrito

no item 3.1.4.
3.4.4.2. Resultados e Discussao

Na Figura 3.37 temos o espectro infravermelho das amostras submetidas a
bioatividade, juntamente com o espectro da hidroxiapatita comercial (HA-COM). Neste
espectro, as bandas de absor¢do caracteristicas do HA sdo observadas [30,32]. As
bandas a 565s cm™ (v4), 574s cm™ (v4) , 603s cm™ (vs), 1035vs em™ (v3), 962s cm™ (vy)
e 1065vs cm’ (v3) podem ser atribuidos ao ion PO4’3 . A banda a 1088 cm™' ¢ atribuida
ao (v3) P-O. Vibragdes associadas a agua absorvida s@o identificadas na banda a 1630
cm™ e 0 modo correspondent a hidroxila livre ¢ identificado em 631 cm™ (ver Tabela
3.6).

Para reagio HA2/60 as absor¢des associadas a COs;? em 1465 e 1421cm™ sdo
observadas. Para mostras HA4/15 e HAS/15, os modos associados a CO3'2 em 1478 ¢
1420 s3o mais intensos, se comparados com HA2/60. O modo associado a (v3) CO;?
em 872 cm” ¢é mais facilmente identificado para HA4/15 e HAS5/15 comparado a
mesmo modo vibracional da amostra HA2/60 em 871 cm™ (Tabela 3.6). O espectro de
infravermelho da reagdo HAS/15 mostra associag@o a CO;?% em 1446 cm™', com bandas
largas centradas em 562 cm™. A Tabela 3.8 mostra também os modos vibracionais da

HA e HA carbonatada.
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Figura 3.37 - Espectro na regifo do Infravermelho das amostras HA2/60, HA4/15,
HAS5/15 e ceramica HA-COM.
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Numero de Onda (cm'I)
HA HA HA | HA2 | HA4 | HAS
[22,30, | Carbonatada COM 60 15 15
34) [30]

H,0 1630 1630 1638 1645 | 1658 | 1656
v3(CO5) 1469 1465 | 1478
v3(COs%) 1454 1452 1446
v3(CO5Y) 1415 1419 | 1421 | 1420
v3(P-O)s0) | 1088vs 1090vs 1091vs | 1091vs
v3(P-0")s0) | 1065vs 1060vs 1052vs | 1060vs
v3(P-O)o) | 1035vs 1032vs 1040vs | 1047vs
Vi(P-O-P)s) | 962s 961s 961s 960s
v2(CO5%) 873 874 871 872 | 872
OH' livre 631s 634s
v4(O-P-O)py | 602s 605s 603s 601s | 600s
va(PO4s )y | 574s 575s
v4(O-P-O)p) | 565s 568s 565s 568s | 570s | 562s
vo(P-O)ss) | 474w 474w
v2(P-O)ss) | 462w 462w

Tabela 3.6 — Modos vibracionais na regido do Infravermelho obtidos para as
amostras HA2/60, HA4/15 e HAS5/15 comparados com dados de
referéncias.

(b) =“bend” (ss) = “stretching” simétrico (so) = “stretching” fora
do plano
intensidades das bandas |

w = fraca s = forte vs = muito forte

3.4.5. Espectroscopia Raman

3.4.5.1. Métodos Experimentais

O método de espectroscopia Raman nos pds é o mesmo descrito no item 3.1.5.

94
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3.4.5.2. Resultados e Discussio

Para as amostras relativas aos testes de bioatividade podemos observar que, para
amostra HA2/60 (Figura 3.38), os modos vibracionais associados ao fosfato sdo 1068,
1043 ¢ 1028s cm™ (v3) P-0, 958vs cm™ (v;) P-O-P, 605s, 586s e 577s cm™ para o (va)
0-P-O e 432s cm’! (v2) O-P-O (tabela 3.7). Todos os modos associados éo fosfato sdo
bem observados em comparagdo com o comercial tendo como excegdes os niveis
vibracionais a 951vs cm™ (v;) P-O-P Que aparece em HAS5/15 e 577s cm™ em HA2/60.
Para a amostra HA4/15, temos os modos vibracionais 4 962vs cm’ (\/1)P04'3 e 591 cm™
(V4)PO4'3 detectados. O nivel vibracional mais forte encontra-se em 1086 cm™, ndo
observado em HA2/60 e HA-COM. Modos vibracionais a 1068 cm'l, 983, 900 e 712
também estdo presentes. O modo a 962vs cm™ (v;) P-O-P ¢ muito largo quando
comparado com as amostras HA2/60 e HA-COM. Isso € uma confirmagdo que a nova
estrutura obtida nesta reagdo tem um alto grau de amorfizagdo, confirmado pela difragdo

de raios-X.

Para a amostra HAS5/15 (Figura 3.38), onde ndo temos formagdo de HA,
encontramos modos associados ao fosfato apenas em 951vs cm” (v;) P-O-P com banda
larga e picos extras em 1085, 711 e 420 cm'l, presente também em 712, 418 e 395 cm’
na amostra HA4/15.

Os espectros na regido do infravermelho ¢ Raman sdo uma boa representagdo dos
dados relatados da literatura. As linhas mais fortes associadas a HA foram identificadas
em nas amostras com uma boa concordancia em relagdo as analises de difrag@o de raios-

X.
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Deslocamento Raman (cm™)
HA [30] HA HA-COM | HA2/60 | HA4/15 | HA5/15
carbonatada
[30]
1086 1085
v3(P-O)sa) | 1061sh 1070sh 1075sh | 1068sh
v3(P-O)(sa) 1075s 1075s
v3(P-0) sy | 1053sh 1048sh 1046sh | 1043sh
v3(P-0) (sa) 1028s 1029s 1029s 1028s
983
vi(P-O-P) ) | 962vs 962vs 959vs 958vs 962vs
vi(P-O-P) | 948m 948m 951m
V4(O-P-0) (sa5) | 608s 608s 608s 605s
900
712 711
V4(O-P-0) sa5) | 3935 592s 590s 589s 591s
v4(0O-P-0) a5y | 380s 584s 577s 577s
v2(O-P-O) ) | 447s 448s 445s
v2(0-P-O) ) | 432s 432s 432s 432s
422 418 420
395

Tabela 3.7 — Modos vibracionais dos espectros Raman obtidos para as amostras

HA2/60, HA4/15, HAS5/15 comparados com dados de referéncias.

(b) =“bend” (sas) = “stretching” antisimetrico (s) = “stretching”
intensidades das bandas

(s) = forte (sh) = “shoulder” (vs) = muito forte (m) = médio
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Figura 3.38 - Espectro Raman das amostras HA2/60, HA4/15, HA5/15 e da cerdmica
HA-COM.
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3.4.6. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Anilise de Energia
Dispersiva de Raios-X (EDX)

3.4.6.1. Método Experimental

As micrografias das amostras dos pés de HA foram obtidos utilizando-se

procedimento realizado como descrito no item 3.3.11.
3.4.6.2. Resultados e Discussio

As Figuras 3.39 a 3.4]1 mostram as micrografias do MEV das amostras HA2/60,
HA4/15 e HAS5/15. As microestruturas das amostras demonstraram tamanho de grdo
variando entre 100 e 150 nm, enquanto os cristalitos para estas amostras.obtidas pelas
difragdes de raios-X estdo entre 14,3 a 36,9 nm (Tabela 3.8). Os grdos observados
nessas figuras sdo formados por peqhenas subunidades de cristalitos. As dimensdes
dessas subunidades sdo calculadas pela largura do perfil da difragdo (equagdes 3.1 e
3.2), usando a equagdo de Scherrer’s. Os tamanhos médios das subunidades foram
calculados em 36,9; 14,3 e 35,5 nm para os produtos das reagdes HA2/60, HA4/15 e
HAS5/15 respectivamente (Tabela 3.8). O tamanho médio das subunidades € obviamente
menor que o da superficie do grdo. O tamanho da superficie de gréo reflete a presenca
dessas subunidades. Esse tipo de efeito ja foi observado na literatura associado a
produg@o de particulas de CdS [58].

Na Figura 3.42 observa-se os graficos da analise de EDX das amostras HA2/60,
HA4/15 e HAS5/15, mostrando que os principais elementos identificados sdo carbono,
oxigénio, célcio e fosféro. O EDX da ceramica HA2/60 mostra a razdo atdmica de Ca/P
= 1,67 enquanto a razdo Ca/P da amostra HA4/15 € 1,83 com similaradade entre
quantidades de carbono e oxigénio a cerdmica HA2/60. A razdo atdmica Ca/P obtida
para HAS5/15 foi 1,50. Esses resultados sugerem que a razdo Ca/P da cerdmica
nanocristalina HA2/60 encontra-se proximo do valor esperado da hidroxiapatita, ou
seja, Ca/P = 5/3 ~ 1,67. Para as amostras HA4/15 e HAS/15, as razdes Ca/P estdo acima

e abaixo do esperado para o valor esperado da HA, respectivamente.
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Figura 3.40 — Micrografia da amostra HA4/15
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Figura 3.41 — Micrografia da amostra HAS5/15

HA2/60
Ca-u
P
E O HA4/15
2 |C Ca-p
O
o
©
=)
2 Ca-a
2 P
ki3
Ca-p HAS5/15
I ¥ I '
0 2 3 4 5 6

Energia (KeV)

Figura 3.42 — Grafico de EDX para amostras HA2/60, HA4/15 e
HAS/15
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Amostras Tamanho de Cristalito (nm)  Tamanho do Grao (nm)
Raios-X MEV

HA2/60 36,9 117,2

HA4/15 14,3 100,8

HAS5/15 35,5 1544

Tabela 3.8 — Tamanho de cristalito (nm) e grdo (nm) obtidos para amostras HA2/60,
HA4/15 e HAS/15 comparados com raios-X e MEV

3.4.7. Ensaios Histolégicos

As Figuras 3.43 a 3.46 mostram os ensaios histolégicos das amostras HA2/60,
HA4/15 e duas amostras da reagdo 5 (HAS5/15a e HAS5/15b), diferenciando apenas na
posi¢do de coleta, respectivamente e os resultados sugerem que as amostras de HA
implantadas nos coelhos podem ser consideradas biocompativeis, visto que, eles foram
considerados atoxicos € ndo causaram inflamagdo nem rejei¢do na parte do organismo
dos animais durante o periodo de implantagdo. As amostras implantadas nos coelhos
apresentaram formagdo de novos tecidos oOsseos com a presenga de células
osteoblasticas (Figuras 3.43, 3.44, 3.45 e 3.46). Os condrécitos e esteocitos sdo as
denominadas células cartilaginosas e 6sseas, respectivamente, enquanto suas células que
tem fungdo excretora de macromoléculas da matrix extracelular sdo denominadas

condroblastos e osteoblastos, respectivamente.
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Figura 3.43 — Micrografia histologica da amostra HA2/60. C — Cartilagem,
CB - Condroblastos, CC — Condrécito, ON — Osso Novo.

Figura 3.44 — Micrografia histologica da amostra HA4/15. C — Cartilagem,
ON - Osso Novo, OV — Osso Velho.
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Figura 3.45 — Micrografia histologica da amostra HA5/15a. C — Cartilagem,
ON - Osso Novo, OV — Osso Velho

Figura 3.46 — Micrografia histologica da amostra HAS5/15b. C — Cartilagem,
ON - Osso Novo, OB — Osteoblasto, OC - Ostedcitos
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3.4.8. Conclusoes

Foi obtida a hidroxiapatita com diferentes graus de cristalinidade, pureza e tempos
de moagem (HA2/60, HA4/15 e HAS/15) para testes de bioatividade. A analise do
tamanho de cristalitos realizada através de difragdo de raios-X mostra particulas com
dimensdes em 36,9; 14,3 e 35,5 nm para HA2/60, HA4/15 e HAS/15, respectivamente,
e por MEV observa-se a formagdo de unidades grandes com dimensdes de 117,2; 110,8
e 154,4 nm. A analise de EDX mostra que as razdes atdmicas de Ca/P para os produtos
dessas reagdes sdo respectivamente 1,67; 1,83 e 1,50. Esses resultados sugerem que a
cerdmica nanocristalina HA2/60 tem a razdo atdmica Ca/P proxima da tedrica (5/3 =
1,67). Os dados da analise de infravermelho e Raman sdo uma boa concordancia
comparada com os da literatura. A analise de bioatividade mostra que todas as amostras
implantadas nos coelhos podem ser consideradas biocompativeis, ja que sdo
consideradas ndo tdxicas e ndo causam inflamagZo e rejeitos na parte do animal, durante
o periodo de implantagdo. As amostras implantadas nos coelhos apresentam nova

formagdo do tecido ésseo com a presencga de células osteocitas.
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Capitulo 4
4. Compositos de Coldageno — Hidroxiapatita
4.1. Introducio

Recentemente, um grande interesse tem sido focalizado no uso de compdsitos de
materiais biodegraddveis ou bioabsorviveis tais como colageno [1-2], gelatina [3] e
polimeros sintéticos como o Polihema [4].

Coléageno, que existe em uma variedade de formas morfoldgicas [5], é a mais
abundante estrutura protéica no tecido conectivo, além de ter uma longa histéria como
biomaterial [6] (Figuras 4.1 (a) e (b)). Moléculas individuais de coldgenos, nas quais as
hastes s@o semiflexiveis, t€m didmetro em torno de 1 nm e comprimento em torno de
280 nm, sofrem auto-reagrupamento para formar estruturas de redes complexas. Alguns
materiais bioloégicos e biopolimeros apresentam uma orientagdo polar uniaxial de
moléculas dipolares, podendo ser considerados bioeletrodos. Materiais poliméricos
biocompativeis sdo agora usados extensivamente apds tratamento de polarizagdo
proprio para aplicagdes biomédicas como superficies antitrobogénicas e membranas
artificiais [7]. Estudos de piro e piezeletricidades em varios tipos de sistemas bioldgicos
mostraram a presenca de polaridade natural na estrutura de varias partes de animais e
plantas. Em muitas estruturas naturais de moléculas polares como as proteinas, sdo
alinhadas em paralelo com uma dire¢do preferencial do eixo polar para formar uma
estrutura cristalina. Essas estruturas podem ser vistas como eletrodos naturais, por que
pode ser observada, na diregdo axial, polarizagdo intrinseca, piroeletricidade e
piezeletricidade [7].

Propriedades piezelétricas do colageno tém sido investigadas em sistemas
bioldgicos complexos como o osso e tenddo. Propriedades piezelétricas do osso sdo de
grande interesse em razdo de sua fung¢éo no crescimento dsseo [8].

Os filmes de colagenos anidnicos e filmes de compositos coldgeno-HA foram
caracterizados por analises térmicas (DSC), Difracdo de Raios-X, investigagdo
dielétrica e piezelétrica, considerando o desenvolvimento de novos biomateriais com
potencial para aplicagdo em guias de regeneragdo Ossea. Foram realizados investigagdes

comparativas entre os filmes de colédgeno (Col) e de dois compbsitos, formados por
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colageno com hidroxiapatita comercial (Col-HACOM) e um segundo com colageno e

hidroxiapatita nanocristalina (Col-HAN).
4.2. Métodos Experimentais

4.2.1. Preparacio da amostra de HA
Através de moagem mecanica de alta energia foi produzido p6 nanocristalino de
hidroxiapatita (HAN) usando os reagentes da reag@o 3 (HA3) por 60 horas consecutivas

observada reagdo pelo item 3.1.2.

4.2.2. Preparacio do Colageno
O colageno foi preparado por solubilizagdo através de serosa bovina apds 72 horas
de tratamento alcalino em presenga de sais, seguido por homogeneiza¢do em solugdo de

acido acético a pH 3,5 [9].

4.2.3. Preparacao dos filmes

Os compositos foram obtidos colocando em moldes acrilicos, colageno em esponja
embebido em solugdo saturada de HA (30% - 70%) e seco em fluxo laminar de ar. A
esponja de colageno foi preparada equilibrando o colageno solivel em solugdo tampéao
de fosfato com concentragdo 0,13 mol/L a pH 7,4 por cerca de 120 horas, seguido de
centrifugag@o (10000 rpm) por 1 hora. O gel formado é embebido em molde acrilico,

congelado e liofilizado.

4.2.4. Modelo Piezelétrico
A piezeletricidade deve existir para determinadas simetrias de estruturas cristalinas.
Em geral, cristais anisotropicos possuem efeitos piezelétricos, cujo modelo matematico

pode ser representado pela matrix dj;:

dll dl2 dl3 d14 dIS dl6
dZI d22 d23 d24 d25 d26
d31 d32 d33 d34 d35 d36
onde djj sdo as constantes piezelétricas. De acordo com o tipo de simetria, alguns

valores de constantes podem assumir um valor nulo [11]. No caso de biopolimeros

naturais, a simetria observada é a Do (02) pela nomenclatura Hermann-Mauguin [12].
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Para este caso dys=-djs e nula as outras constantes. No o0sso, a piezeletricidade s6
aparece quando uma for¢a cisalhante atua sobre as fibras organizadas do colageno
(Figuras 4.1 (a) e (b)) que deslizam umas sobre as outras.

A piezeletricidade € observada quase que universalmente para todos os polimeros de
textura orientada [13]. Para essa simetria, o tensor piezelétrico é representado por uma

nova matriz 3x6:

000d, 0 0
000 0 -d, 0
000 0 0 0

A piezeletricidade também tem sido observada em filmes orientados de diversos
polimeros sintéticos com atividade dptica.
Para essa mesma simetria temos que o tensor dielétrico €;; € representado pela matriz

3x%3:

e, 0 0
0 ¢, O
LRI | R

O tensor de acoplamento eléstico Sy tem representagdo na matriz 6x6:

Atribui-se a filmes obtidos a partir de polimeros, coordenadas retangulares,
representadas na Figura 19 como s@o obtidas na amostra. Os eixos 2 e 3 estdo no plano
da amostra e o eixo 1 perpendicular a ela.

As equagdes que representam o acoplamento eletromecénico para esse sistema s3o:

D,=¢,E; +d,T, Sy S s 00 0 4.1
S, S; S 0 0 0
S5 &3 Sy 0 0 0

S, =sET, +d, E, 4.2
J e b=y 0 0 0 s45 O O
0 0 0 s5 O
0 0 0 0 0 s
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onde S; (Sy, Sy, ...Se) € a deformagdo eléstica, Tj (T1, Ty, ... T¢) € a tensdo, E; representa o
campo elétrico e D; o vetor deslocamento.

Utilizando-se das constantes sUE (relativa ao campo E), SijT (relativa a tensdo) e a
constante piezelétrica djj juntamente com os tensores definidos anteriormente nas
equagdes 9 e 10 e a diregdo do campo aplicado no eixo 1 (E; = E; = 0), chega-se as

seguintes equagdes:

D, = glrlEl +d,,T, 4.3
S =551, +dyE, 4.4

O acoplamento eletromecanico para o tensor piezelétrico d;4 pode ser observado nas
equagdes 12 e 13. Na geometria descrita na Figura 19, a propagacdo de onda ocorre no
plano da amostra (S4 <> S»3) acoplada ao campo elétrico aplicado perpendicularmente
ao plano do material (eixo 1).

Isolando o vetor D, (equagéo 4.3) em relagdo a deformacgéo elastica S4 (equagdo 4.4)
temos:

% d

S ss

ko = £ T 4.6

A partir da definigdo de k;4 é possivel obter a relagdo de acoplamento elastico € a

constante dielétrica determinada sob diferentes condi¢des:

D S

S ss o= € 1 _ 1 — % 2 4.7
E - T i 14

S ss € 1

A piezeletricidade d,4 serd dada pela equag@o 4.8, descrita abaixo [4.11]:

_ . 4.8
dy = k14\/‘911555
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A partir da equagdo 4.7 pode-se obter a relagdo de ky4:

S *

&

k14 == __lrl 4.9
€n

onde kj4 € o fator de acoplamento piezelétrico, sT“ ¢ a constante dielétrica obtida por
meio da capacitdncia em freqii€ncias (abaixo da zona de ressondncia (1 MHz)). A
constante dielétrica €%}, ¢ obtida através de medidas da capacitancia a freqiiéncias acima
da faixa de ressonéncia (1 GHz).

A representagdo de T4 (equagéo 4.3) ¢ dada pelas equagdes 4.3 e 4.4:

1 d,
=S} 4.10
Sss Ss55€11

. oD . .
Assumindo que — = 0 podemos obter a seguinte equagio do movimento:

2 2
0 “u , 1 0o “u, 411

onde u4 é o deslocamento no plano da amostra (plano perpendicular ao campo elétrico)
e p € a densidade.

A velocidade pode ser obtida pela seguinte equagéo:

_ 1 _ o 4.12
\/psst k
2r

onde o representa a freqiiéncia e k o numero de onda (k£ = 7)

v

A constante elastica sE55 ¢ determinada a partir da obtengdo de sucessivas

freqiiéncias ressonantes com freqiiéncia f:

D 1 4.13

Sss=———"3
" 4p(fLy
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aonde temos que f e L sdo respectivamente a freqiiéncia ressonante e o didmetro do

eletrodo e p a densidade. A equagdo 4.13 € obtida pelas equacdes 4.7 e 4.12. Das

113

medidas experimentais pode-se obter os valores de & 5.0 f.L e p. Das equagdes 4.13

e 4.9 determina-se s°ss e k4. Através da equagio 4.8 determina-se o tensor piezelétrico

dig.

(a)

« Hydroxyproling

« Proline

+——Alaning

= Hydroxyproline

e=Profine

(b)

Figura 4.1. — Modelos Esquematicos do Tropocolageno
(a) Modelo de bolas
(b) Modelo de varetas
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4.2.5. Difraciao de Raios-X
4.2.5.1. Método Experimental

As difragdes de raios-X do colageno e do compdsito de colageno e hidroxiapatita
nanocristalina foram determinadas utilizando-se procedimento descrito no item 3.1.3.
O difratograma de raio X realizado na cerdmica HAN indica que o tamanho de

cristalito ficou em torno de 38,9 nm (Figura 3.2 e Figura 3.26).
4.2.5.2. Resultados e Discussao

Na Figura 4.2 s@o mostrados os difratogramas de raios-X do pé de HA comercial
(HACOM), colageno anidnico (Col) e seu compoésito (Col-HACOM), juntamente com
as difragdes das intensidades das fases de HA e CaHPO, obtidas pela literatura [12] e
denotadas por barras. Pode-se notar que o pé comercial (HACOM) apresenta picos
associados com HA cristalina. Se for feito comparagdo com a HA-REF (0) [10] pode-se
observar o aparecimento de linhas de difragdo extra (M) indicando presenga de fase
extra no produto comercial. Essa fase foi identificada como sendo CaHPO, [10].
Acredita-se que possa ter ocorrido formagdo desse produto na reagdo original de
produgdo da HA comercial.

Na Figura 4.3 as difragdes mostradas sdo do pd nanocristalino de hidroxiapatita
gerado pela reagdo 3 com 60 horas de moagem (HAN), observando o tamanho de
cristalito em torno de 38,9 nm, de acordo com o raios-X (Figura 3.6); do compésito de
colageno com HAN (Col-HAN) e do proprio coldgeno (Col). As fases comparadas de
difragdes de HA e CaHPO4.(H,0), (4 ) obtidos pela literatura [10] e denotados por
barras. Observa-se que o pé de HAN estd associada com a fase cristalina de HA,
entretanto, quando olha-se para a difragdo do composito (Col-HAN), nota-se o
aparecimento de uma fase extra, identificada por CaH(PO4.(H,0O), (4 ), mas ndo ha

identificacdo das linhas de difragdo da fase de HA , levando-se a propor que possa ter

havido uma forte interagdo do HAN com as fibras do colageno.
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Col

Col-HACOM

Intensicade (v.a.)

m CaHPO,
coo L || .nh.‘ 1|.1LLL|II||1|I|||1 I.Il..l.l‘l |l.|l|.|ull
e HA-REF
1L'l’ lII "l I\I.l 'l"ll I|Hlf|l
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Figura 4.2 - Difratograma de Raios-X do Colageno (Col), do Colédgeno com
Hidroxiapatita Comercial (Col-HACOM) e do p6 de Hidroxiapatita

Comercial (HACOM). As barras verticais estdo associadas as fases de

HA-REF (®) e CaHPO, (W).
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=
e HAN
E
7
&
=
ACaHPO, (H,0),
| P lll nl l..." 1 “ul e, wll III ...l‘ IS BT B
HA-REF
| '1‘ Ill ’|'1 I|I|l l."|l|||||.ll
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28(graus)

Figura 4.3 — Difratograma de Raios-X do Colageno (Col), do Colageno com
Hidroxiapatita Nanocristalina (Col-HAN) e do p6 de

Hidroxiapatita Nanocristalina (HAN). As barras verticais estdo

associadas as fases de HA-REF e CaHPO4.(H,0), (& )
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4.2.6. Espectroscopia de Absor¢ao e Transmissio na Regiao do Infravermelho

4.2.6.1. Método Experimental

O espectro na regido do infravermelho foi obtido usando-se os filmes do colageno
(Col), composito Col - HA-COM e Col-HAN por ATR e os pés de HA-COM e HAN
usando-se pastilhas feitas desses pds em KBr por absor¢@o. A espessura de cada pastilha

variou entre 0,5-0,6 mm. O espectro foi medido na regido entre 400 e 4000 cm™ com

espectrometro SHIMATZU FTIR-283B.

4.2.6.2. Resultados e Discussiao

Na Figura 4.4 estdo representadas as medidas espectrométricas de infravermelho do
pé de HA-COM, compdsito de coldgeno com HA-COM (Col-HACOM) e do filme de
colageno (Col). Para a HA-COM foram observadas as ressonancias associadas aos
modos de estiramento em 1040vs e 1091 cm’ para (v3)(P-O) e estiramento simétrico em
961s cm™ para (v;)(P-O-P). Modos associados ao ion (v3)CO5? foram observados em
1452 e 1419 cm’™'. As bandas a 565s e 603s cm™ pertencem ao modo vibracional v, do
grupamento fosfato da HA (O-P-O), enquanto o modo a 874 cm’ ¢ associado a (v2)
CO5™.

O espectro infravermelho do coldgeno mostra uma forte banda de absorgdo atribuida
a amida I (C=0) em torno de 1650 cm™, amida II (N-H) em 1558 cm” e a banda
centrada em 1238 cm™ representa os modos vibracionais da amida III (C-N). Na Figura
4.5 observam-se as medidas espectrométricas na regido do infravermelho no pd de
HAN, Col-HAN e no filme de coldgeno. As bandas de absor¢do caracteristicas da HAN
s30 observadas. As bandas em 568s cm™ (vs), 603s cm™ (vs) e 1047vs (v3) e 1097vs
cm™ (v3) podem ser atribuidos ao ion PO,>. As bandas a 1467 e 1421 cm™ sdo
atribuidas ao modo (V3)CO3'2. Vibragdes associadas a agua absorvida s@o detectadas em
1643 cm™. O espectro do compésito de Col-HAN ¢é caracterizado por bandas de
absorg¢do ligadas a HA e colageno. Banda em 962s cm™ é associada ao grupo (v;)P-O-P

1

fracamente. Absorgdes a 1238 cm™, 1450 cm’ e 1558 cm’ estdo associadas ao

colageno.
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Figura 4.4 — Espectro na regido do Infravermelho do filme de Colageno (Col), do
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composito de Colageno com Hidroxiapatita Comercial (Col-HACOM) e

do pé de Hidroxiapatita Comercial (HACOM).
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Transmitancia

T

.8 = I

| 0% i 1 ¥ I ’ I ® 1 = S
2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400

Numero de Onda ( c.m'l)

Figura 4.5 — Espectro na regido do Infravermelho do filme de Colageno (Col), do
compdsito de Colageno com Hidroxiapatita Nanocristalina (Col-HAN) e

do p6 de Hidroxiapatita Nanocristalina (HAN).
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4.2.7. Medidas Dielétricas e Piezelétricas

4.2.7.1. Método Experimental

As medidas dielétricas e piezelétricas foram obtidas utilizando-se procedimento
realizado como descrito no item 3.3.12. para os filmes de colageno e dos compdsitos de

colageno com HA-COM e colageno com HAN.

4.2.7.2. Resultados Discussio

Na Figura 4.6 ¢ mostrada a geometria usada nas medidas dielétricas e piezelétricas.
Os planos 2 e 3 sdo associados a amostra e o eixo 1 € perpendicular ao das amostras. As
faces planas das amostras sdo os eletrodos de prata. Para o caso do coldgeno (Col) e dos
compdsitos com HACOM e HAN a espessura e o didmetro de cada amostra estdo
relacionados na Tabela 4.1 e as Figuras 4.7 a 4.9 representam suas admitancias. O
didmetro “L” variou entre 1,0 cm e 4,4 cm, enquanto as espessuras “‘e” ficaram entre
27,88 um e 150,72 pm para o Col, Col-HACOM e Col-HAN. O valor médio obtido
para o modo f.LL = 253,86 kHz.m. O elemento do tensor piezelétrico d;4 para o colageno
ficou em torno de 0,102 pC/N enquanto o Col-HACOM apresentou piezeletricidade de
0,012 pC/N (Tabela 4.1). Comparando com o composito de Col-HAN (0,041 pC/N) este
apresenta um melhor resultado. Isto nos indica que as particulas nanométricas do HAN
apresentam pequenos distirbios na organizagdo das fibras do colageno. Nesta situagéo,
o HAN € o melhor candidato em futuras aplicagdes desses compdsitos. Na Tabela 4.1,
pode-se ver que Col-HAN apresenta a menor densidade e o mais alto valor para o modo
f.L. Acredita-se que uma alta forga i6nica da HA em relagdo as fibras de colégeno,
induz uma diminui¢do de auto organizagdo dessas fibras na estrutura do coldgeno, na
qual pode explicar o fraco decréscimo da piezeletricidade do Col-HAN. Na Tabela 4.2
tém-se os valores do fator de perda QM para todas as amostras. Em média, as amostras
de colageno (Col) e o compdsito de hidroxiapatita comercial com colageno (Col-
HACOM) apresentam respectivamente uma alta e baixa perda comparada com outras
amostras, com valor intermediario para o compdsito de coldgeno com hidroxiapatita
nanocristalina (Col-HAN). Essa ¢ uma indicagdo em que se pode obter alta
piezeletricidade (d;s) € uma baixa perda utilizando-se hidroxiapatita nanocristalina para

0s compositos.



Capitulo 4 - Compdsitos de Coldgeno — Hidroxiapatita 121
2 J 5 >

-

Ry

_,_.—4-"""/ -

i L
Figura 4.6 - Coordenadas retangulares fixadas das amostras para medidas das
constantes piezelétricas e dielétricas.
Filmes p (kg/m’) e 1 MHz 1 GHz fL. dis
(um) sT“/go gS”/go (KHz.m) 102 CN™!

Col 948.,4 27,88 1,536 1,293 253,86 0,102
Col-HAN 918.9 97,68 2,009 1,704 744,53 0,041
Col-HACOM 930,0 150,72 1,899 1,875 654,22 0,012

Tabela 4.1 — Densidade (p), Espessura (e), Permissividade Dielétrica (g), Constante de

Freqiiéncia (f.L) e Piezeletricidade (d,4) do colageno (Col), colageno

-HACOM (Col-HACOM) e colageno-HAN (Col-HAN).

Q!
L (cm) Col Col-HACOM Col-HAN
1,0 0,160 - -
1,2 0,160 - -
1,4 0,160 - -
1,6 0,159 - -
1,8 0,153 0,132 -
2,0 0,165 0,100 0,149
2,2 - - 0,200
2,4 0,148 0,110 0,137
2,6 0,157 0,110 0,127
2,8 0,159 0,110 0,130
3,2 0,146 0,110 0,150
3,6 0,170 . 0,109 0,147
4,0 0,300 0,108 -
4,4 0,280 0,260 -

Tabela 4.2 — Fator de Perda (Q™) para amostras do colageno (Col), comp6ésito
de colageno com HACOM (Col-HACOM) e colageno com HAN (Col-HAN).
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Figura 4.7 - Admitancia elétrica como fung@o da freqiiéncia externa e didmetro do

eletrodo (L) para o filme do Colageno Anidnico.
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Figura 4.8 — Admiténcia elétrica como fungéo da freqiiéncia externa e didmetro do

eletrodo (L) para o compésito de colageno com HACOM.
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Figura 4.9 — Admitancia elétrica como fungdo da freqiiéncia externa e didmetro do
eletrodo (L) para o compésito de colageno com HAN.
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4.2.8. Analise Térmica de DSC
4.2.8.1. Método Experimenta

As estabilidades térmicas do colédgeno (Col), compésito de colageno com HA-COM
(Col-HACOM) e colédgeno com HAN (Col-HAN) foram determinadas pela medida da
temperatura de desnaturagdo usando um equipamento Shimadzu DSC-50. As
membranas de coldgeno e composito foram lacradas em células de aluminio e aquecidas

com uma taxa de 10 °C/min em atmosfera de N».
4.2.8.2. Resultados e Discussio

A Figura 4.10 mostra as curvas de DSC comparando colageno (Col), compoésito do
colageno com hidroxiapatita comercial (Col-HACOM) e composito de coldgeno com
hidroxiapatita nanocristalina (Col-HAN). Neste caso observa-se a desnaturagdo do
colageno ocorrendo em 75,17°C e uma segunda transi¢do em 229,10°C. O compdsito de
col-HACOM também duas transi¢des, ocorrendo em 56,1 °C e 228,80°C e o compdsito
Col-HAN com transi¢des em 76,41°C e 229,50°C. A interagdo continua ocorrendo entre
as fibras do colageno e as hidroxiapatitas, pois hA um aumento na transi¢do de
desnaturagdo dos compositos. O composito de Col-HAN apresenta maior estabilidade
térmica quando comparado com o compésito de hidroxiapatita comercial haja vista que
sua primeira transi¢do apresenta temperatura de desnaturagdo maior, apresentando

valores compativeis com o coldgeno anidnico.
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Figura 4.10 Curvas de estabilidade térmica por DSC das amostras coldgeno
anionico (Col), compdsito de colageno com HACOM

(Col-HACOM) e composito de colageno com HAN (Col-HAN).
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4.2.9. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Analise de Energia
Dispersiva de Raios-X (EDX)

4.2.9.1. Métodos Experimentais

As micrografias das membranas de colageno (Col), compésito de colageno com
hidroxiapatita comercial (Col-HACOM) e compésito de colageno com hidroxiapatita
nanocristalina (Col-HAN) moldadas em cubas de acrilico imersas em solugdo tampio
de fosfato com concentragé@o de 0,15 mol/L a pH 7,4 obtido em microscopio eletrdnico
de varredura PHILLIPS XL - 30 operando com grupos de elétrons primarios limitados
entre 12 e 20 KeV em amostras liofilizadas e cobertas com uma camada de carbono

com 30 nm de espessura.
4.2.9.2. Resultados e Discussao

A Figura 4.11 mostra a micrografia da esponja de colageno anionico, onde podem
ser observadas fibras de coldgeno com aumento de 3500 vezes. As Figurés 4.12e4.13
mostram eletromicrografias das peliculas dos compositos Col-HACOM e Col-HAN
respectivamente com uma alta aproxi‘mac;ﬁo dos cristais de hidroxiapatita. Na Figura
4.12 mostra-se que os cristais de HA-COM (3500X) tém um aspecto denso, enquanto
nos cristais observados do HAN (Figura 4.13) ha um aspecto superficial mais poroso
com um aumento de 4 vezes maior (15000 X). A analise de EDX (Figura 4.14) mostra
que os principais elementos da esponja hibrida de coldgeno sdo carbono, oxigénio,
calcio e fosforo. O EDX dos cristais de HACOM presentes no compoésito Col-HACOM,
mostra uma razdo massica de Ca/P em torno de 1,92 (Figura 4.14), enquanto para o
compdsito Col-HAN apresenta valor proximo de 1,83 com razdo tedrica de 2,15. A
razdo massica dos pds de hidroxiapatita comercial (HACOM) e nanocristalina (HAN)

sdo respectivamente 1,84 e 2,10.
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Figura 4.12 — Micrografia do filme de compésito de coldgeno anidnico
com hidroxiapatita comercial (Col-HACOM) [3500X]
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Figura 4.13 — Micrografia do filme de composito de coldgeno anidnico

com hidroxiapatita nanocristalina (Col-HAN) [15000X]
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Figura 4.14 — Energia Dispersiva de Raios-X (EDX) das amostras dos
compositos de colageno com HACOM (Ca/P = 1,92), compbsito de
colageno com HAN (1,83), p6s de HACOM (1,84) e HAN (2,10).
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4.2.10. Conclusoes

Neste capitulo foram estudadas as propriedades Opticas, dielétricas e piezelétricas do
colageno anidnico e compdsitos de coldgeno com hidroxiapatita comercial (Col-
HACOM) e hidroxiapatita nanocristalina (Col-HAN), considerando-se o
desenvolvimento de novos biomaterias na qual tem potenciais aplicagdes para
crescimento celular e em sistemas de regeneragdo Ossea.

O elemento de tensor forga piezelétrico (d;4), a constante elastica (sss) € a constante
dielétrica (g1;) foram medidos para o coldgeno anidénico e os compdsitos de
hidroxiapatita. A difratometria de raios-X do filme de coldgeno (Col) mostra um
difratograma alargado caracteristico de um material amorfo. Para o compoésito Col-
HACOM foi observado um alto grau de cristalizagdo com os picos principais associados
a hidroxiapatita cristalina presente nesta amostra. Para o compo6sito nanocristalino (Col-
HAN) foi utilizado hidroxiapatita obtido pela rea¢do 3 (HA3/60) com método de
moagem de alta energia por 60 horas e, pela difragdo de raios-X, observa-se o tamanho
do cristalito em torno de 38,9 nm. Para esse compdsito temos a presenga da
hidroxiapatita (HA-REF) e CaHPO4.(H,0),. Pode-se observar que na difragdo do p6 da
hidroxiapatita nanocristalina (HAN) apresenta os picos principais associados a
hidroxiapatita cristalina.

As medidas da espectroscopia de infravermelho nos pds de hidroxiapatita comercial
(HACOM) e nanocristalina (HAN), filmes de colageno (Col) e seus compdsitos com os
pos (Col - HACOM e Col — HAN) apresentam ressondncias principais associadas aos
modos do ion fosfato (PO4>). Ressonéncias associadas ao modo de estiramento do ion
carbonato 03(CO3'2) sdo observadas nbs modos a 1452 e 1419 cm’ para a ceramica de
hidroxiapatita comercial (HACOM) e modos em 1467 e 1421 cm” para a hidroxiapatita
nanocristalina (HAN). O espectro de infravermelho do filme de coldgeno (Col) mostra
bandas com forte absor¢do associadas a amida I (C=0), amida II (N — H) e uma banda
centrada em 1238 cm™, representando o vibracional de amida III (C — N).

As micrografias dos filmes dos compodsitos de Col-HACOM e Col-HAN,
respectivamente, mostram depoésitos de hidroxiapatita na superficie do colageno, com
formagdo de cristais com carater denso para a HACOM no seu comp06sito € um aspecto
superficial mais poroso no compdsito de Col-HAN. A analise de EDX mostra que os
principais elementos das esponjas hibridas séo carbono, oxigénio, célcio e fosforo. O

EDX dos cristais de HACOM presentes no composito Col-HACOM mostra razéo
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massica de Ca/P = 1,92 enquanto para a nanocristélina (Col-HAN) foi encontrado valor
proximo de 1,83. Os valores da razdo massica Ca/P das ceramicas HAN ¢ HACOM
estdo em torno de 2,10 e 1,84 respectivamente, sugerindo que o valor 6btido para a
hidroxiapatita nanocristalina ¢ bem proxima do teérico (Ca/P = 2,15).

O elemento do tensor piezelétrico' (d14) obtido para o colageno anidnico ficou em
torno de 0,102 pC/N, na qual é um bom resultado comparado com valores encontrados
na literatura obtidos por outros métodos. O composito de coldgeno com hidroxiapatita
nanocristalina (Col-HAN) apresentou um resultado melhor, com valor em torno de
0,041 pC/N, comparado com o compo6sito Col-HACOM (d;4= 0,012 pC/N). Isso € uma
indicagdo que as particulas nanocristalinas da hidroxiapatita apresentam pequenos
distirbios na organizagdo das fibras de colageno nos compdsitos. Essa situagdo nos da
uma indicag¢do de que essas particulas sdo as melhores opgdes em futuras aplicagdes. O
composito Col-HAN possui uma baixa densidade e um alto valo para a constante f.L.
Acredita-se que a alta for¢a idnica da hidroxiapatita contribua no aumento da alta
organizag@o (menos anisotropico) da estrutura das fibras e colageno, na qual pode-se
explicar o pequeno aumento na piezeletricidade do compésito Col-HAN, alem de
apresentar uma maior estabilidade térmica, comparando-se com o Col-HACOM. Em
média, o coldgeno e o compdsito Col-HACOM apresentam piezeletricidades mais alta e
baixa respectivamente, comparando-se com outras amostras. O valor da
piezeletricidade do composito Col-HAN, como esperado, indica que, se pode obter um
alto valor e um baixo valor da constante piezelétrica (d,4) utilizando-se a hidroxiapatita
nanocristalina nas amostras de compositos, devido a presenga da HA, haja vista que a
mesma diminui a piezeletricidade no colédgeno.

A analise de DSC mostrou que a incorporagdo de HA nanocristaliné ao colageno
formando o composito Col-HAN apresenta maior estabilidade térmica que o composito

com hidroxiapatita comercial (Col-HACOM).
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Capitulo 5

5. Conclusoes Gerais

A moagem mecénica de alta energia foi usada com éxito para produzir pos
nanocristalinos de hidroxiapatita (HA) utilizando quatro diferentes procedimentos.
Foram utilizados 6xidos e sais comerciais de Ca3(PO4),.xH,O , Ca(OH),;, CaHPOy,,
P,0s5, CaCO;3 e (NH4)H,PO4 em cinco diferentes procedimentos. O pé de hidroxiapatita
foi obtido nas quatro primeiras reagdes (HA1, HA2, HA3 e HA4) comprovado pela
caracterizagdo por difragdo de raios-X, espectroscopias infravermelho e Raman. A
reacdo 5 (HAS) mostrou pela difragdo de raios-X que, com 15 horas de moagem, houve
uma identificagdo da formacdo de linhas de difracdo extra referentes a fase
NH4CaP304.3H,0, provavelmente devido ao sistema utilizado ser fechado e haver
formagdo de amoénia, ocorrendo deslocamento do equilibrio formando outra fase
diferente da HA. Com 60 horas de moagem ha apenas presenca de fase amorfa. A
hidroxiapatita foi obtida com diferentes graus de cristalinidade e tempos de mistura,
onde, pela analise da difragdo de raios-X, tem-se o tamanho do cristalito variando entre
14a44 nm.

Um estudo mais minucioso da difragdo de raios-x na reagdo 3 (HA3) mostra que
com 2,5 horas de moagem tem-se a presenga de hidroxiapatita.

As espectroscopias infravermelho e Raman sugerem que com o aumento do tempo
de mistura ha formagao da hidroxiapatita, como visto na analise de difragédo de raios-X.

Filmes espessos da bioceramica hidroxiapatita (HA) foram estudados através da
difratometria de raios-X, microscopia eletronica de varredura (MEV), medidas da
constante dielétrica (g,), perda dielétrica (D) e espectroscopias infravermélho e Raman.
Os resultados da difratometria de raios-X indicaram que a fase da hidroxiapatita estava
presente. Os difratogramas de raios—X indicam a presenga de fase/fases extra além da
HA nos filmes, provavelmente associados com o fundente. Pode-se concluir que houve
um aumento no tamanho de cristalito devido ao processo de sinterizagdo aplicado nos
filmes. O tamanho de cristalito dos filmes se apresentou em torno de 46 nm. Com o
aumento da presenga do vidro nos filmes os grdos sdo agregados formando placas. Esse
comportamento da formagdo de agregados é critico nas propriedades elétricas dos

filmes.
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Os resultados das espectroscopias infravermelho e Raman sugerem que o processo
de sinterizagdo ndo modificou as propriedades opticas dos filmes.

Para todos os filmes foi observada uma diminuigdo nos valores da constante

dielétrica (g;) com o aumento da freqiiéncia. O método de “screen printing” usado na
obteng@o de filmes espessos da hidroxiapatita € um excelente candidato para aplicagdes
em coberturas biocompativeis de materiais utilizados em implantes, mas também para
materiais isolantes de circuitos eletronicos e camadas dielétricas em biossensores.

Em testes de bioatividade foi utilizado a HA com diferentes graus de cristalinidade,
pureza e tempos de moagem (HA2/60, HA4/15 e HAS5/15). A analise do tamanho de
cristalitos realizados através de difragdo de raios-X mostra particulas com dimensdes
em 36,9; 14,3 e 35,5 nm para HA2/60, HA4/15 e HAS/15. O tamanho de grdo medidos
pela analise de MEV apresentou dimensdées de 117,2; 110,8 e 154,4 nm,
respectivamente. A analise de EDX mostra que as razdes atdmicas de Ca/P para essas
reagdes sdo, respectivamente, 1,67; 1,83 e 1,50. Esses resultados sugerem que a
cerdmica nanocristalina HA2/60 tem a razdo atémica Ca/P préxima da tedrica (5/3 =
1,67). Os dados da analise do infravermelho e Raman sdo uma boa concordancia
comparada com os da literatura. A analise de bioatividade mostra que todas as amostras
implantadas nos coelhos podem ser consideradas biocompativeis, ja que sdo
consideradas ndo téxicas e ndo causani inflamag3o e rejeitos na parte do animal, durante
o periodo de implantagdo. As amostras implantadas nos coelhos apresentam nova
formagdo do tecido 6sseo com a presenga de células osteoblasticas.

As propriedades Opticas, dielétricas e piezelétricas do coldgeno anidnico e
compositos de colageno com hidroxiapatita comercial (Col-HACOM) e hidroxiapatita
nanocristalina (Col-HAN) foram estudadas.

A difratometria de raios-X do filme de colageno (Col) mostra um difratograma largo
caracteristico de material amorfo. Para o comp6sito Col-HACOM foi observado um alto
grau de cristalizagdo com os picos principais associados a hidroxiapatita cristalina
presente nesta amostra. Para o compdsito nanocristalino (Col-HAN) foi utilizado
hidroxiapatita obtido pela reagdo 3 (HA3/60) com método de moagem de alta energia
por 60 horas e, pela difragdo de raios-X, observa-se o tamanho do cristalito em torno de
38,9 nm. Para esse compdsito tem-se a presenga da hidroxiapatita (HA-REF) e

CaHPO4.(H20)2.



Capitulo 5 — Conclusdes Gerais 135

As medidas da espectroscopia infravermelho nos pds de hidroxiapatita comercial
(HACOM) e nanocristalina (HAN), filmes de colageno (Col) e seus compdsitos com os
pds (Col - HACOM e Col — HAN) apresentam ressonancias principais associadas aos
modos do ion fosfato (POs™) e secundarias ao fon carbonato v3(COs?). O espectro
infravermelho do filme de colageno (Col) mostra bandas de absor¢do associadas a
amida I (C=0), amida II (N — H) e uma banda centrada em 1238 cm, representando o
modo vibracional da amida III (C — N).

A analise de microscopia eletronica dos filmes dos compdsitos de Col-HACOM e
Col-HAN, respectivamente, mostram depodsitos de hidroxiapatita na superficie do
colageno, com formagdo de cristais com carater denso para a HACOM no seu
composito € um aspecto superficial mais poroso no compdsito de Col-HAN.

O elemento do tensor piezelétrico (d;s) obtido para o colageno anidnico ficou em
torno de 0,102 pC/N, sendo um valor compativel com valores reportados na literatura
obtidos por outros métodos. O composito de coldgeno com hidroxiapatita nanocristalina
(Col-HAN) apresentou um resultado melhor, com valor em torno de 0,041 pC/N,
comparado com o composito Col-HACOM (d;4 = 0,012 pC/N). Isso € uma indicag@o
que as particulas nanocristalinas da hidroxiapatita apresentam pequenos distirbios na
organizagdo das fibras de colageno nos compositos. Essa situagéo nos d4 uma indicagéo
de que essas particulas sdo as melhores opgdes em futuras aplicagdes. O cémpésito Col-
HAN possui uma baixa densidade e um alto valor para a constante f.L. Acredita-se que
a alta forga i6nica da hidroxiapatita contribua no aumento da alta organiza¢do (menos
anisotropico) da estrutura das fibras e coldgeno, na qual pode-se explicar o pequeno
aumento na piezeletricidade do compoésito Col-HAN, alem de apresentar uma maior
estabilidade térmica, comparando-se com o Col-HACOM. Em média, o coldgeno € o
compoésito Col-HACOM  apresentam piezeletricidades mais alta e baixa
respectivamente, comparado com Col-HAN. O valor da piezeletricidade do compésito
Col-HAN, como esperado, indica que, se pode obter um baixo valor da constante
piezelétrica (d;s) utilizando-se a hidroxiapatita nanocristalina nas amostras de

compositos.
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Capitulo 6

6. Sujestdes para Trabalhos Futuros

a. Sintese de hidroxiapatita (HA) por moagem de alta energia com outras
possibilidades de reagdes ndo abordadas nesta tese, visando um estudo comparativo

e melhora nas propriedades dpticas, térmicas e elétricas do material obtido;

b. Sintese de ligas de HA por moagem de alta energia, realizando a substitui¢do do
calcio por Ti, Fe, Cu, Bi e Mo e o fosforo por Nb e V, realizando estudo

comparativo das propriedades com a HA;

c. Realizar estudo das propriedades mecanicas da HA e ligas de HA para otimizagéo

destas caracteristicas ;

d. Preparacdo de filmes bioldgicos utilizando HA e compositos das ligas de HA com
polissacarideos galactomanana e quitosana, além do coldgeno, fazendo suas

respectivas caracterizagdes visando melhorar suas propriedades piezelétricas;

e. Obtengdo de filmes espessos utilizando as ligas de HA e a HA com outros fundentes
e ligantes na inteng@o de se estudar, comparativamente, as propriedades elétricas e

estruturais dos filmes;

f. Realizar testes de bioatividade com as ligas de HA, visando novas caracteristicas de

biocompatibilidade em cobaias;

g. Realizar testes com pegas ceramicas da HA e ligas da HA em SBF (Simulated Body
Fluid). '
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Abstract

In this paper, we did a study of the physicochemical, dielectric and piezoelectric properties of collagen films, considering the
development of new biomaterials which have potential applications in coating of cardiovascular prostheses, support for cellular
growth and in systems for controlled drug delivery. The piezoelectric strain tensor element d,,, the elastic constant Sss, and the
dielectric permittivity &, were measured for collagen films. It was observed that the collagen samples submitted to different pH
treatment lead to different electrical behavior. For sample S2 (pH =5.2) one has a higher denaturation temperature (7, =
80.55°C), lowest density (p =909.6 kg m~—7), highest dielectric function, lowest frequency constant product (fx L =320.33
kHz.m) and higher piezoelectricity (d,, = 0.122 pC/N) which is our major interest in this study. The loss factor Q ~' measured for
all the samples shows that for all the electrodes dimensions sample S2 present the highest loss factor which is between 0.68 and
0.76. We believe that the different pH treatment is critical to the final level of organization of the microscopic structure of the

sample, which could result in an increase of the piezoelectricity. © 2001 Elsevier Science B.V. All rights reserved.

Keywords: Collagen films; Piezoelectric properties; Loss factor

1. Introduction

Collagen, which exists in a variety of morphological
forms, is the most abundant structural protein of the
animal connective tissue and has a long history as
biomaterial [1]. Individual molecules of collagen, which
are semi flexible rods ~ 280 nm in length and ~ 1 nm
in diameter, undergo self-assembly to form interwoven
network-like structures, ranging from long fibrils to
complex. The native fibril possess a high degree of axial
alignment of collagen molecules and are characterized
by a regular stagger of approximately 1/4 of a rod
length between each molecule and its axially aligned

neighbor, which is characterized by a banding pattern '

* Corresponding author.
E-mail address: sombra@ufc.br (A.S.B. Sombra).

with a ~ 67 nm period [2]. Type I collagen molecules
form stable solutions in acids, pH < 3.5 and low ionic
strength at any temperature from freezing to denatura-
tion. Monomeric native molecules are also soluble and
form stable solutions at 3.5 <pH < 7.4 and low ionic
strength at temperatures in the range from freezing to
maximum of 20°C. At temperatures greater than this,
aggregates and fibrils begin to form, although the rates
obviously depend on the solution conditions. The
fibrils, which ultimately form are usually well ordered
pattern similar to those observed in vivo. Self-assembly
in pure systems is very dependent upon the tempera-
ture, ionic strength, nature of the added salt, and pH,
which suggests that growth of the fibrils is largely
directed by hydrophobic and eletrostatic forces [3].
Collagen fibril assembly is an example of an entropy-
driven self-assembly process, which is driven by the loss
of collagen-bound solvent molecules [4].

0921-5107/01/$ - see front matter © 2001 Elsevier Science B.V. All rights reserved.
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Abstract

In this paper we report a study of the physicochemical, dielectric and piezoelectric properties of anionic collagen and
collagen—hydroxyapatite (HA) composites, considering the development of new biomaterials which have potential applications in
support for cellular growth and in systems for bone regeneration. The piezoelectric strain tensor element d,,, the elastic constant
sss, and the dielectric permittivity &,, were measured for the anionic collagen and collagen—HA films. The thermal analysis shows
that the denaturation endotherm is at 59.47 °C for the collagen sample. The collagen—HA composite film shows two transitions,
at 48.9 and 80.65 °C. The X-ray diffraction pattern of the collagen film shows a broad band characteristic of an amorphous
material. The main peaks associated to the crystalline HA is present in the sample of collagen—HA. In the collagen—-HA
composite, one can also notice the presence of other peaks with low intensities which is an indication of the formation of other
crystalline phases of apatite. The scanning electron photomicrograph of anionic collagen membranes shows very thin bundles of
collagen. The scanning electron photomicrography of collagen—HA film also show deposits of hydroxyapatite on the collagen
fibers forming larger bundles and suggesting that a collagenous structure of reconstituted collagen fibers could act as nucleators
for the formation of apatite crystal similar to those of bone. The piezoelectric strain tensor element d,, was measured for the
anionic collagen, with a value of 0.062 pC N~!, which is in good agreement compared with values reported in the literature
obtained with other techniques. For the collagen—-HA composite membranes, a slight decrease of the value of the piezoelectricity
(0.041 pC N~') was observed. The anionic collagen membranes present the highest density, dielectric permittivity and lowest
frequency constant f.L. © 2001 Elsevier Science B.V. All rights reserved.

Keywords: Collagen-hydroxyapatite; Films: Piezoelectric properties

1. Introduction rication, which can be overcome by mixing with a
suitable binder. Recently, a great interest has been

Calcium phosphate based bioceramics, mainly in the focused on the use of composites of biodegradable or
form of hydroxyapatite (HA), have been in use in bioreabsorbable materials, such as collagen [2,3],
medicine and dentistry for the last 20 years. Applica- gelatin [4], and synthetic polymers, like polyhema [5].
tions include coatings of orthopedic and dental im- Collagen, which exists in a variety of morphological
plants, alveolar ridge augmentation, maxillofacial forms [6], is the most abundant structural protein of the

surgery, otolaryngology, and scaffolds for bone growth
and as powders in total hip and knee surgery [1]. These
materials exhibit several problems of handling and fab-

animal connective tissue and has a long history as
biomaterial [7]. Individual molecules of collagen, which
are semi-flexible rods ca. 280 nm in length and ca. 1 nm
in diameter, undergo self-assembly to form interwoven
* Corresponding author. Fax: + 55-8-5287-4138. network-like structures, ranging from long fibrils to
E-mail address: sombra@ufc.br (A.S.B. Sombra). complex structures. The native fibrils possess a high

0921-5107/01/$ - see front matter © 2001 Elsevier Science B.V. All rights reserved.
PII: S0921-5107(01)00674-2



On the piezoelectricity of collagen—chitosan films

C. C. Silva,?® C. G. A. Lima,® A. G. Pinheiro,? J. C. Goes,® S. D. Figueir¢® and A. S. B. Sombra®

¢ Departamento de Quimica Orgéanica e Inorganica (UFC), Departamento de Fisica,
Universidade Federal do Ceara, Caixa Postal 6030, CEP 60455-760, Fortaleza, Ceara,
Brazil. E-mail : sombra@ufc.br

b Laboratério de Optica ndo Linear e Ciéncia dos Materiais (LONLCM), Departamento de
Fisica, Universidade Federal do Ceara, Caixa Postal 6030, CEP 60455-760, Fortaleza, Ceara,
Brazil. E-mail: sombra@ufc.br

¢ Departamento de Engenharia Mecanica-UFC, Centro de Ciéncias-UF C-Fortaleza-Ceara,
Brazil '

¢ Departamento de Biogquimica e Biologia Molecular, Centro de Ciéncias-UF C-Fortaleza-Ceara,
Brazil

Received 3rd January 2001, Accepted 22nd June 2001
First published as an Advance Article on the web 15th August 2001

We studied the physicochemical, piezoelectric and dielectric properties of collagen—chitosan films, with regard
to the development of new biomaterials which have potential applications in the coating of cardiovascular
prostheses, support for cellular growth and in systems for controlled drug delivery. The piezoelectric strain
tensor element d, ,, the elastic constant s, and the relative permittivity &, , were obtained for the collagen
and collagen—chitosan films. Resonance measurement of the piezoelectric strain constant d, , of collagen gives
0.096 pC N1, which is in good agreement with values reported in the literature, measured using other
techniques. It was observed that addition of 15% of chitosan increased the piezoelectricity to 0.212 pC N~ 1.
The frequency constant f L and the piezoelectric strain element d, ,,, obtained for this sample, present the
highest value for the samples under study (427.24 kHz m and 0.212 pC N ™). This value for the d, , element is
of the same order as that obtained for bovine bone (d,, = 0.2 pC N~%) (T. G. Netto and R. L. Ziemmerman,
Biophys. J., 1975, 15, 573), which is about one-tenth of the piezoelectric constant d,, of quartz crystal. Our
results also show that the presence of chitosan contributes to an increase in the thermal stability of the
collagen films, which is associated with an increase in the denaturation temperature of the collagen—chitosan
samples compared with the collagen sample. We believe that the increase in the organization of the
microscopic structure of the sample, results in an increase in the piezoelectricity. These high values for the
frequency constant and piezoelectricity, give the possibility of using these films in electronic devices based on

acoustic waves (e.g. surface acoustic wave devices (SAW)) which operate in the MHz frequency range using

piezoelectric substrates.

1. Introduction

Polymeric composite materials, of both natural and synthetic
origin, constitute by far the broadest and most diverse class of
biomaterials. Charge and polarization storage via the electret
state has been found in many biomaterials. As biomaterials,
electrets have found interesting applications as anti-
thrombogenic surfaces, in the stimulation of tissue growth in
bone and in special artificial membranes.!™® Fundamental
macromolecules of biology, such as collagen and chitin,
exhibit the effect. Collagen and chitosan have great potential
in the field of bioactive biomaterials. Collagen, the most abun-
dant protein in the animal kingdom, has a long history as a
biomaterial. We can find it in prostheses of heart valves, in
artificial skin, in contact lenses and in injectable gels for soft
tissue augmentation.! Collagen molecules (molecular weight
300000) are rod-like triple helices, which are 300 nm in length
and 1.5 nm in diameter. Collagen fibers possess a high degree
of axial alignment of collagen molecules and are characterized
by a regular stagger of approximately + of a rod length
between each molecule and its axially aligned neighbor.! Chi-
tosan is a polymer, which contains B-1-4 linked 2-amino-2-
deoxy-D-glucopyranose repeat units and is readily obtained by

4154 Phys. Chem. Chem. Phys., 2001, 3, 4154-4157

the N-deacetylation of chitin, a naturally abundant poly-
saccharide. This biopolymer, is the structural component of
the cuticles of crustaceans, insects, and molluscs and is also
found in the cell of some microorganisms. A number of bio-
medical applications have also been envisaged. Chitosan and
its derivatives have been explored as membranes for dialysis,
wound healing accelerators and carriers for controlled drug
delivery.? The object of this research is the study of the physi-
cochemical, dielectric and piezoelectric properties of collagen—
chitosan films, with regard to the development of new
biomaterials which have potential applications in the coating
of cardiovascular prostheses, in support for cellular growth
and in systems for controlled drug delivery.?

2. Experimental methods

The collagen was solubilized from bovine serosa after 72 h
treatment under alkaline conditions, followed by homogeniza-
tion in acetic acid solution, at pH 3.5, and brought to a final
concentration of 1%, determined by hydroxiproline.* Chito-
san, FUKLA, with molecular mass of 2000 kD, was solu-
bilized in 1% acetic acid solution. The membranes, cast in

DOI: 10.1039/b100189m
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Abstract

Calcium phosphate based bioceramics, mainly in the form of hydroxyapatite (HA), have been in use in medicine and
dentistry for the last 20 years. Applications include coatings of orthopaedic and dental implants, alveolar ridge augmentation,
maxillofacial surgery, otolaryngology, and scaffolds for bone growth and as powders in total hip and knee surgery. These
materials exhibit several problems of handling and fabrication, which can be overcome by mixing with a suitable binder. In this
paper, mechanical alloying has been used successfully to produce nanocrystalline powders of HA using five different experi-
mental procedures. The milled HA were studied by X-ray powder diffraction, infrared and Raman scattering spectroscopy. For
four different procedures, HA was obtained after a couple of hours of milling (on an average, 20 h of milling depending on the
reaction procedure). The XRD patterns indicate that the grain size is within the range of 29—-103 nm. This milling process, used
to produce HA, presents the advantage that melting is not necessary and the powder obtained is nanocrystalline with extra-
ordinary mechanical properties. The material can be compacted and transformed in solid ceramic samples. The high efficiency
of the process opens a way to produce commercial amount of nanocrystalline HA. Due to the nanocrystalline character of this
powder, their mechanical properties have changed and for this reason a pressure of 1 GPa is enough to shape the sample into any
geometry. © 2002 Published by Elsevier Science Ltd.

Keywords: A. Ceramics; C. Raman spectroscopy; D. Ferroelectricity

1. Introduction

Hydroxyapatite (HA, Ca,o(PO4)s(OH),) is widely used in
reconstructive orthopaedic and dental surgery, both as
massive filling [1] of bone gaps and as a surface coating.
In the latter case, it promotes adhesion between prostheses
and bone [2]. This substance is present in substantial
amounts in the mineralised tissue of the vertebrates—60—
70% of the mineral phase of the human bone [3]. In order to
propose the biosynthetic process of the bone, the synthesis

* Corresponding author. Fax: +55-8-5287-4138.
E-mail address: sombra@ufc.br (A.S.B. Sombra).

of HA was developed in this work. The human bone is
formed basically by an organic phase and other mineral
phases. In the organic phase, the fibres of collagen serve
as a matrix for the precipitation of HA, determining the
structure of the crystals. The collagen gives the bone its
elastic resistance. The mineral phase is formed by HA.
Several processes [4,5] are used to produce HA of wide
application as a temporary substitute for the human bone
[5-9]. Hydrothermal synthesis is characterised by the reac-
tion of aqueous solutions in closed recipients under
controlled temperature and/or pressure. The temperature
can be elevated above the boiling point of water, reaching
the pressure of vapour saturation. One specific method of

0022-3697/02/$ - see front matter © 2002 Published by Elsevier Science Ltd.
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In this paper we did a study of the physicochemical, dielectric and piezoelectric properties
of anionic collagen and collagen-hydroxyapatite (HA) composites, considering the
development of new biomaterials which have potential applications in support for cellular
growth and in systems for bone regeneration. The piezoelectric strain tensor element dis,
the elastic constant ss5, and the dielectric permittivity £11 were measured for the anionic
collagen and collagen-HA films. For the collagen-HA composite film (Col-HACOM) the main
peaks associated to the crystalline HA is present. For the nanocrystalline composite,
nanometric HA powder (103 nm particle size) (HAN), obtained by mechanical milling were
used. For the composite film (Col-HAN) the HA and CaH(PO,),H,0 phases were detected.
One can see that the HA powder (HAN) present the main peaks associated to crystalline HA.
The IR spectroscopy measurements on HA-COM and HAN powders, Col-HACOM and
Col-HAN composite films and collagen film (Col) presents the main resonances associated
to the modes of (PO,)3~, (CO3)?~. The IR spectra of Collagen Film (Col) shows the bands
associated to amide | (C=0), amide Il (N—H) and amide IIl (C—N) vibrational modes. The
scanning electron photomicrography of the Col-HACOM and Col-HAN films, respectively,
shows deposits of HA on the surface of collagen. It also shows that HACOM crystals has a
dense feature, whereas the HAN crystals has soft porous surface. Energy-dispersive
spectroscopy (EDS) analysis showed that the main elements of the hybrid sponge were
carbon, oxygen, calcium, and phosphorus. The EDS of HACOM crystal, present in the
Col-HACOM composite showed a molar ratio Ca/P =1.71, whereas the Col-HAN composite
the molar ratio of calcium and phosphorus (Ca/P =2.14) and the amount of carbon were
greater. The piezoelectric strain tensor element dy4 obtained for the anionic collagen was
around 0.102 pC/N. The collagen composite with nanocrystalline HA crystals (Col-HAN)
present a better result (d;s =0.040 pC/N) compared to the composite with the commercial
ceramic (di4 =0.012 pC/N). This is an indication that the nanometric particles of HA present
little disturbance on the organization of the collagen fibers in the composite. In this
situation the nanometric HA are the best candidates in future applications of these
composites. © 2002 Kluwer Academic Publishers
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Abstract

¥
In this paper mechanical alloying has been used successfully to produce nanocrystalline
powders of hydroxyapatite (HA) using five different experimental procedures in a pure
dry process. The milled HA were studied by x-ray powder diffraction, infrared and
Raman scattering spectroscopy. For four different procedures, HA was obtained after a
couple of hours of milling (in average 60 hours of milling, depending in the reaction
procedure). This milling process, used to produce HA, presents the advantage that
melting is not necessary and the powder obtained is nanocrystalline with cristallite size

in the range of 22nm to 39 nm.
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Abstract

Calcium phosphate based bioceramics, mamly in the form of hydroxyapatite (HA), have
been in use in medicine and dentistry for the last 20 years. Applications include coatings
of orthopedic and dental implants, alveolar ridge augmentation, maxillofacial surgery,
otolaryngology, and scaffolds for bone growth and as powders in total hip and knee
surgery. These materials exhibit several problems of handling and fabrication, which
can be overcome by mixing with a suitable binder. In this paper mechanical alloying
has been used successfully to produce nanocrystalline powders of hydroxyapatite (HA)
using five different experimental procedures. The milled HA were studied by x-ray
powder diffraction, infrared and Raman scattering spectroscopy. For four different
procedures, HA was obtained after a couple of hours of milling (in average 35 hours of
milling, depending in the reaction procedure). The XRD patterns indicate that the grain
size is within the range of 15 to 45nm. This milling process, used to produce HA,
presents the advantage that melting is not necessary and the powder obtained is
nanocrystalline with extraordinary mechanical properties. The material can be
compacted and transformed in solid ceramic samples. The high efficiency of the process
opens a way to produce commercial amount of nanocrystalline HA. Due to the
nanocrystalline character of this powder, their mechanical properties have changed and

for this reason a pressure of 1 GPa is enough to shape the sample into any geometry.



PROPERTIES AND IN VIVO INVESTIGATION
OF NANOCRYSTALLINE HYDROXYAPATITE
OBTAINED BY MECHANICAL ALLOYING

C.C. Silva"? | A. G. Pinheiro ® , R. S. de Oliveira ® , M. A. Pimenta ?, A. Righi ®
J.M. Sasaki® | J.C. Gées “?, N. Aranha © , L. R. de Oliveira ©
and A.S.B.Sombra®"

1- Departamento de Quimica Organica e Inorgéanica - UFC
Caixa Postal 6030, CEP 60455-760, Fortaleza, Ceara, BRASIL,
2- Departamento de Fisica, UFMG CP 702
30123-970 - Belo Horizonte MG, BRAZIL
3-Laboratério de Optica ndo Linear e Ciéncia dos Materiais (LOCEM)
Departamento de Fisica, Universidade Federal do Ceara
Campus do Pici, Caixa Postal 6030, 60455-760 Fortaleza-Ceara-Brasil
4- Departamento de Engenharia Mecanica — Centro de Tecnologia -
UFC — Fortaleza — Ceara - BRASIL
5- Instituto de Quimica — UNESP - Araraquara
6- Universidade de Ribeirdo Preto - UNAERP



Abstract

¢
Mechanical alloying has been used successfully to produce nanocrystalline powders of
hydroxyapatite (HA) using tree different procedures. The milled HA were studied by X-Ray
powder Diffraction, Infrared, Raman scattering spectroscopy and Scattering Electronic
Microscopy (SEM). We obtained HA with different degrees of crystallinity and time of
milling. The grain size analysis through SEM and XRD shows particles with dimensions of
369, 143 and 35.5nm (for RI1, R2 and R3 respectively) forming bigger units with
dimensions given by 117.2, 110.8 and 154.4nm (for R1,R2 and R3 respectively).The energy-
dispersive spectroscopy (EDS) analysis showed that an atomic ratio of Ca/P = 1.67,1.83 and
1.50 for reactions RI1,R2 and R3 respectively. These results suggest that the RI1
nanocrystalline ceramic is closer to the expected value for the ratio Ca/P for hydroxyapatite,
which is 5/3 =1.67. The infrared and Raman spectra are in good agreement with the data
reported in the literature. The major lines associated to HA were identified in our samples
with good agreement with the x-ray analysis. The bioactivity analysis shows that all the
samples implanted into the rabbits can be considered biocompatible, since they had been
considered not toxic, had not caused inflammation and reject on the part of the organisms of
the animals, during the period of implantation. The samples implanted in rabbits had

presented new osseous tissue formation with the presence of osteoblasts cells.
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Abstract

In this paper we did a study on the struétural and electrical properties of bioceramic
hydroxiapatite (HA) thick films. The films were prepared in two layers using the screen
printing technique on Al,O3 substrates. Mechanical alloying has been used successfully
to produce nanocrystalline powders of hydroxyapatite (HA) to be used in the films. We
also look for the effect of the grain size of the HA in the final properties of the film. The
samples were studied using X-Ray diffraction, scanning electron microscopy (SEM),
energy-dispersive spectroscopy (EDS) and electric measurements. We did a study of the
dielectric permittivity and the loss of the films in the radio-frequency of the spectra.
The X-ray diffraction (XRD) patterns of the films indicate that all the peaks associated
to HA phase is present in the films. One can notice that, for all the films there is a
decrease of the DC with the increase of the frequency. The values of the dielectric
constant of the films are in between 4 and 9 (at 1 kHz), as a function of the flux
concentration. The loss is decreasing as we increase the frequency for all the films.
These results strongly suggests that the screen-printing HA thick films are good
candidates for applications in biocompatible coatings of implant materials but also for

the insulating materials of electronic circuits and dielectric layer in bio-sensors.
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Abstract

In this paper we did a study on the structural and electrical properties of bioceramic
hydroxiapatite (HA) thick films. The films were prepared in two layers using the screen
printing technique on Al,Os substrates. Mechanical alloying has been used successfully
to produce nanocrystalline powders of hydroxyapatite (HA) to be used in the films. We
also look for the effect of the grain size of the HA in the final properties of the film. The
samples were studied using X-Ray diffraction, scanning electron microscopy (SEM),
energy-dispersive spectroscopy (EDS), infrared and Raman scattering spectroscopy and
electrical measurements. We did a study of the dielectric permittivity and the loss of the
films in the radio-frequency of the spectra. The X-ray diffraction (XRD) patterns of the
films indicates that all the peaks associated to HA phase is present in the films. One can
notice that, for all the films there is a decrease of the DC with the increase of the
frequency. The values of the dielectric constant of the films are in between 4 and 9 (at
1KHz), as a function of the flux concentration. The loss is decreasing as we increase the
frequency for all the films. These results strongly suggests that the screen-printing HA
thick films are good candidates for applications in biocompatible coatings of implant
materials but also for the insulating materials of electronic circuits and dielectric layer

in bio-sensors.



