UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA
E ENGENHARIA DE MATERIAIS — P2CEM

DISSERTACAO DE MESTRADO

DESENVOLVIMENTO DE BIOMATERIAIS MICRO E
NANOESTRUTURADOS BASEADOS EM COMPOS-
TOS DA FAMILIA DOS FOSFATOS DE CALCIO PA-
RA APLICACAO EM REGENERACAO OSSEA E RE-

CONSTITUICAO DENTARIA

por

JANAINA ALVES PEIXOTO

Universidade Federal de Sergipe
Cidade Universitaria “Prof. José Aloisio de Campos”

Sao Cristovao — Sergipe — Brasil



DESENVOLVIMENTO DE BIOMATERIAIS MICRO E
NANOESTRUTURADOS BASEADOS EM COMPOS-
TOS DA FAMILIA DOS FOSFATOS DE CALCIO PA-
RA APLICACAO EM REGENERACAO OSSEA E RE-

CONSTITUICAO DENTARIA

JANAINA ALVES PEIXOTO

Dissertacdo apresentada ao nucleo de
pbs-graduacdo em ciéncias e engenharia
dos materiais da Universidade Federal
de Sergipe, como um dos requisitos para
a obtenc¢do do titulo de mestre em Cién-
cia e Engenharia dos Materiais.

Orientador: Mario Ernesto G. Valério

Sao Cristovao

2011



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA BIBLIOTECA CENTRAL

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE

P372d

Peixoto, Janaina Alves
Desenvolvimento de hiomatenals micro e nanpestruturados

baseados em compostos da familia dos fosfatos de calcio para
aplicacdo em regeneracdo oOssea e reconstituicdo dentaria |/
Janaina Alves Peixoto. — 580 Cristdvio, 2011

a7 f..il.

Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Engenharia de Materiais) -
Universidade Federal de Sergipe, Pro-Reitoria de Pos-Graduacdo e
Pesquisa, Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia & Engenharia
de Materiais, 2011

Orientacor: Prof. Dr. Mario Emesto Giraldo Valério
1. Manoestruturas. 2. Hidroxiapatita. 3. Blomatenais. 4

Regeneracdo ossea. 5 Reconstituicdo dentaria. | Titulo.

COU 6520.3:616.71




DESENVOLVIMENTO DE BIOMATERIAS MICRO E NANOESTRUTURADOS
BASEADOS EM COMPOSTOS DA FAMILIA DOS FOSFATOS DE CALCIO PARA
APLICACAO EM REGENERACAO OSSEA E RECONSTITUICAO DENTARIA

JANAINA ALVES PEIXOTO

DISSERTACAO SUBMETIDA AO CORPO DOCENTE DO PROGRAMA DE POS-
GRADUACAO EM CIENCIA E ENGENHARIA DE MATERIAIS DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE COMO PARTE DOS REQUISITOS
NECESSARIOS PARA A OBTENCAO DO GRAU DE MESTRE EM CIENCIA E
ENGENHARIA DE MATERIAIS.

Aprovada por "

SAO CRISTOVAQ, SE - BRASIL
FEVEREIRO DE 2011



Dedico este trabalho ao meu

marido Davidson e a minha querida filha Ana Carolina



AGRADECIMENTOS

A minha familia pelo amor, compreensao e apoio durante a vida académica.

Ao meu marido Davidson pelo carinho, paciéncia, compreensao e o principal in-
centivador da minha vida académica. E a minha filha Ana Carolina pelos momentos de

alegria que me proporciona.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Mério Ernesto Giroldo Valério, pela amizade, con-
fianga, incentivo, paciéncia e orientacao deste trabalho.

As minhas queridas amigas Elisangela, Renata, Mirna, Veronica e Cristiane por

todo carinho e companheirismo.

Aos amigos e colegas do laboratério Ramon, Ricardo, Bruna e Thiago, pela aju-

da, pelas sugestdes e discussdes.

As secretarias Kaka, Geo e Claudia pela eficiéncia e presteza com as questfes

burocraticas.

Ao professor Euler Araudjo pelas importantes sugestdes, discussdes e direciona-

mento para o melhoramento do trabalho.
A técnica do Departamento de Fisica, Adriana pela ajuda nas medidas de DRX.

Ao CETENE, Recife-PE, pela realizagdo das medidas de Microscopia Eletronica

de Transmisséo e Varredura.
A UFS e CNPQ pelo apoio a pesquisa e a CAPES pelo apoio financeiro.

Obrigada a todos aqueles, inclusive ndo citados, que contribuiram para a reali-

zacao deste trabalho.



RESUMO

Este trabalho teve como objetivo investigar a influéncia de diferentes tempos de
maturacgdo (26 a 120 horas) e de temperaturas de tratamentos térmicos (100 a 600° C) na
morfologia e tamanho de particula/cristalito de nanocristais de hidroxiapatita (HAP)
produzidas através da precipitacdo controlada de uma solugé@o contendo Ca(NO3),.4H,0
(nitrato de calcio tetrahidratado) em outra contendo (NH4),HPOy(fosfato de aménio
bibasico). Os resultados de difracdo de raios X (DRX) revelaram a formacdo da fase
hexagonal da HAP em todas as amostras. Os resultados de estimativa de tamanho de
cristalito calculados pelo método de Scherrer e de Willianson-Hall mostraram que néo
houve variacdo significativa de tamanho dos cristalitos com a variacdo de temperatura
ou de tempo de maturagdo. Os resultados de grau de cristalinidade obtidos por dois mé-
todos diferentes, o da largura a meia altura do pico (002) (Método 1) e o do vale entre
0s picos (112) e (300) (Método 2) indicaram que o grau de cristalinidade ¢ maximo para
amostras tratadas a 300° C. Ja na andlise de tempo de maturacdo, pelo método 1 foi veri-
ficado uma diminuic¢do no grau de cristalinidade com o aumento do tempo de matura-
cao, o que ndo foi verificado pelo método 2. As analises de espectroscopia RAMAN
comprovaram a formagdo de HAP observada no DRX, visto que 0s espectros das amos-
tras mostram os modos de vibrago ativos tipicos do grupo (PO,)* O modo v;aparece
em grande intensidade em torno de 962 cm™, sendo caracteristico da HAP. As analises
morfolégicas de MET mostraram a existéncia de particulas nanométricas com bom grau
de cristalinidade formando aglomerados. Esses aglomerados também sdo observados
em maior escala nas imagens de MEV. Os resultados de espalhamento dinamico de luz
(EDL) juntamente com os de raios X, os de Raman e as estimativas de tamanho de cris-
talitos por Scherrer e W-H confirmam que ha uma pequena varia¢do nas distribuicdes
de tamanhos das particulas em funcdo da temperatura de tratamento térmico e que esta
variacdo pode ser correlacionada ao grau de cristalinidade. Isso permitiu propor um mo-
delo para os estagios iniciais de formacdo da HAP. As imagens de MET confirmam que
ha modificacdo da morfologia com diferengas no tratamento térmico, mas que isso ndo

acontece com variagdes no tempo de maturacéo.

Palavras-chave: hidroxiapatita, tempo de maturacédo, tratamento térmico, morfologia,
tamanho de cristalito.



ABSTRACT

The main aim of the present work is to study the effect of different maturation times (26
to 120h) and different heat treatments (100 to 600°C) in the morphology and particle or
crystallite sizes of nanopowders of hydroxyapatite (HAP) produced by a controlled pre-
cipitation method, where a solution containing Ca(NO3),.4H,0 is slowly mixed to a
solution containing(NH,4),HPO,. The results of X-ray diffraction revealed the formation
of hexagonal phase of HAP in all samples. The results of X-ray diffraction (XRD) re-
vealed the formation of hexagonal phase of HAP in all samples. The Scherrer and Wil-
liamson-Hall methods were used to obtain the crystallite sizes of the samples and the
results revealed that the changes in the average nanoparticle sizes with the heat treat-
ment temperature and maturation time is very small. The results of degree of crystallini-
ty obtained by two different methods, FHWM peak (002) (Method 1) and the valley
between the peaks (112) and (300) (Method 2), indicated that the higher crystallinity
was obtained for the sample treated at 300°C. On the other hand the degree of crystallin-
ity decreased as the maturation time increased and that was observed only by the meth-
od 1. Raman spectroscopy results confirmed the formation of HAP observed in the
XRD, since the spectra of all samples showed the typical vibrational modes of
the(PO4)*groups. The symmetric stretching modevs, around 962cm™, is very intense
and that is characteristic of HAP crystalline matrix. TEM results showed the existence
of well crystalline nanometric particles forming agglomerates. Such clusters are also
observed on a larger scale in SEM images. Dynamic Light Scattering (DLS) measure-
ments combined with those of TEM, X-rays and Raman confirm that the variations in
the distribution of the particle sizes can be correlated to the degree of crystallinity of the
samples as a function of the temperature of the heat treatment. And that can be ex-
plained in terms of the evolution of the HAP formation in the initial stages during heat
treatment. TEM images also confirms that is the morphology of the particles change as
a function of the heat treatment temperature, but it does not happen with variations in

the maturation time.

Keywords: hydroxyapatite, maturation time, heat treatment, morphology, crystallite
size.
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1.INTRODUCAO E OBJETIVOS

1.1 Considerac0es iniciais

O desenvolvimento de novos biomateriais € um dos principais focos das pesqui-
sas vinculadas a biotecnologia. Esses materiais podem ser usados em contato com o
organismo no tratamento, substituicdo ou ampliacdo de tecidos, 6rgaos ou determinadas
funcGes corporais, resultando em uma melhoria na qualidade e na expectativa de vida da
populacdo. Esses materiais se destacam por apresentarem biocompatibilidade com o

organismo.

Os biomateriais mais empregados como substituto ésseo sdo as bioceramicas a
base de fosfato de célcio. O desenvolvimento dessas biocerdmicas € um mercado que
vem apresentando grande expansdo devido a propriedades como biocampatibilidade e
auséncia de toxicidade local ou sistémica e taxas de degradacdo variaveis [1]. A hidro-
xiapatita, Cajo(PO4)s(OH),, € um exemplo de fosfato de célcio. A hidroxiapatita(HAP)
sob forma sintética vem sendo bastante utilizada devido a suas semelhancas com a fase
mineral de ossos e dentes, 0 que favorece o crescimento ¢sseo nos locais onde ela se
encontra, estabelecendo ligacdes de natureza quimica com o tecido 6sseo, sendo que as

células ndo distinguem entre hidroxiapatita e a superficie 6ssea [2].

Na literatura, varios métodos tém sido reportados para sintese de hidroxiapatita,
tais como reacdo de estado sélido, método sol-gel, método hidrotermal e método de

precipitacdo [3,4,5,6], sendo este ultimo bastante usado pela comunidade cientifica.

Caracteristicas diferentes de particulas de hidroxiapatita tais como morfologia,
cristalinidade e tamanho de particula, tém mostrado diferentes consequiéncias bioldgicas
[6,7]. Foi relatado que pequenas mudancas no tamanho de particula e morfologia do
composito HAP/polietileno tém efeito significativo nas propriedades mecénicas do
composito [8]. Dentes humanos naturais séo compostos de nanobastfes de hidroxiapati-
ta, tipicamente menores que 100 nm, dispostos em lamelas e estdo vinculados ao cola-
geno [9]. Devido ao seu tamanho na escala nanométrica, cristais de hidroxiapatita tém

uma grande superficie, o que permite reabsor¢cdo homogénea por osteoclastos [10]. Por-



tanto, a sintetizacdo de nanop6s de hidroxiapatita € de grande interesse como reforco da

fase biocompativel em aplicagdes biomédicas.

1.2 Objetivos

Estudos anteriores foram realizados sobre a influéncia das condicfes de sintese
na morfologia, cristalinidade e no tamanho de particula da hidroxiapatita [3,4,5]. Estu-
dos mostram que 0 aumento da temperatura de calcinacdo e do tempo de maturacéo
resulta em um aumento na cristalinidade e no tamanho de particula de HAP
[3,5,11,12]. Nesse trabalho apresentamos o desenvolvimento e estudo de nanohidroxi-
apatita sintética pelo método via Umida de precipitacdo controlada, tendo como objeti-
vo a andlise do efeito de diferentes tempos de maturacao (26h, 50h e 5 dias) e diferen-
tes tratamentos térmicos (temperatura ambiente a 600°C) na morfologia, cristalinidade
e tamanho de particula. Esses valores de tempo de maturacdo foram escolhidos por se-
rem proximos aos utilizados no processo de producdo via imida encontrado na litera-
tura [3,4,5]. Ja as temperaturas de tratamento térmico foram escolhidas nessa faixa
porque as variagcoes de cristalinidade e tamanho sdo pequenas [3] e a maioria dos tra-

balhos s6 faz esse estudo a temperaturas maiores que 600°C.

Para cumprimento dos objetivos propostos, serdo feitas analises de difratometria
de Raios X, espectroscopia Raman, microscopia eletrdnica de varredura e de trans-

misséo e espalhamento dindmico de luz.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Os Biomateriais

Os biomateriais sdo amplamente usados na area da saude, sobretudo em disposi-
tivos temporario ou permanentemente implantados no corpo humano, de modo que sua
utilizacdo no reparo de partes danificadas do tecido 6sseo tem revolucionado a ortopedia

e odontologia atual. A evolucdo dos biomateriais é relativamente recente. No entanto,

é possivel dividi-los em trés geracoes:

e Primeira geracdo — implantes 6sseos: ligas metalicas (primeira articulacao artifi-
cial de quadril desenvolvida em 1961);

e Segunda geracdo — dispositivos bioativos: desenvolvimento de biovidros e bio-
ceramicas fosfatadas (iniciou-se nos anos 70);

e Terceira geracao — engenharia de tecidos (até a atualidade).

O termo biomaterial foi definido na Conferéncia de Consenso em Biomateriais
para aplicagdes clinicas de 1982, a qual diz que se entende por biomaterial como “Toda
substancia (com exce¢do de farmacos) ou combinacdo de substancias, de origem sintéti-
ca ou natural, que durante um periodo de tempo indeterminado é empregado como um
todo ou parte integrante de um sistema para tratamento, ampliagdo ou substituicdo de
quaisquer tecidos, 6rgdos ou fungdes corporais” [13]. No entanto, recentemente, uma
defini¢do mais complexa foi publicada: “Um biomaterial ¢ uma substancia que foi pro-
jetada para assumir uma forma que, sozinho ou como parte de um complexo sistema, €
usado para o controle das interagbes com componentes de sistemas vivos, no curso de
qualquer procedimento terapéutico ou diagnostico em medicina humana ou veterinaria”

[14].

Em geral, os biomateriais séo utilizados na interface com tecidos bioldgicos para
avaliar, tratar, aumentar ou substituir qualquer tecido, 6rgédo ou funcdo do corpo [15,16].
Por isso, um biomaterial tem que apresentar compatibilidade bioquimica, auséncia de
efeitos toxicos para o0 organismo e propriedades biomecanicas capazes de responderem

as solicitagdes dinamicas e estaticas a que estara sujeito durante a sua vida util.



Devido a suas distintas propriedades e formas, os biomateriais podem ser aplica-
dos em diversas partes do corpo (Figura 1). Muitos materiais da area medica sdo bioma-
teriais: lentes intraoculares, enxertos, proteses, cateteres, “stents”, tubos de circulagdo
extra-corpdrea e arcabougos (“scaffolds”) empregados na Engenharia de tecidos, dentre

outros. [17].
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Figura 1: Exemplos da Aplicacédo dos biomateriais [18].

A principal diferenga entre biomateriais e as outras classes de materiais é a sua
capacidade de permanecer em um sistema biol6gico sem danificar o ambiente e sem ser
danificado durante esse processo. O estudo destes materiais envolve diferentes areas do
conhecimento cientifico: fisica, quimica, biologia, engenharia de materiais e farmacolo-

gia, e o objetivo final de todos os estudos é fazer com que os biomateriais implantados



desempenhem adequadamente a funcdo do corpo que lhe foi designada, chegando o

mais proximo possivel da funcéo substituida.

Com o aumento do nimero de materiais utilizados como biomateriais e os diver-

sos aspectos envolvidos na interacdo com tecidos biolégicos, tém-se procurado classifi-

ca-los em diversos grupos. De uma forma geral, os biomateriais podem ser classificados

em funcdo do comportamento fisioldgico e em funcdo da sua natureza e origem.

Segundo o comportamento fisioldgico, os biomateriais podem ser classificados

em biotoleraveis, bioinertes e bioativos[19]:

Biotoleraveis - materiais tolerados pelo organismo, que se caracterizam pela
formacdo de uma camada envoltoria de tecido fibroso que oferece um isolamen-
to dos tecidos adjacentes. Essa camada é formada devido a liberagdo de compos-
tos quimicos, ions, produtos de corrosdo e outros que se formam a partir do ma-
terial implantado. Quanto maior a camada de tecido fibroso formada, menor a
tolerancia dos tecidos ao material implantado. Sdo exemplos de materiais bioto-
leraveis praticamente todos os polimeros sintéticos, bem como a grande maioria
dos metais. Dentre os metais e suas ligas, 0os mais utilizados sdo o ouro, as ligas
de aco inoxidavel e as ligas de CrCoMo.

Bioinertes — materiais também tolerados pelo organismo, mas a formacdo de te-
cido envoltério tem espessura minima, sendo menos suscetiveis a causar uma
reacao bioldgica adversa. Esses materiais liberam quantidades minimas de pro-
dutos quimicos, favoraveis a interagdo com os tecidos vivos. Sdo exemplos de
materiais bioinertes alguns metais, como o titanio e algumas ceramicas, como a
alumina, a zirconia e aquelas a base de carbono.

Bioativos — materiais em que se observa a formagéo de uma interacdo firme com
os tecidos adjacentes. A bioatividade é definida como sendo a propriedade de
formar tecido sobre a superficie de um biomaterial e estabelecer uma interface
capaz de suportar cargas funcionais Os materiais bioativos utilizados na substi-
tuicdo de tecido 6sseo possuem normalmente na sua composi¢do quimica ions
livres de célcio e fosforo superficiais, que promovem uma ligagéo fisico-quimica
com o tecido 0sseo envolvente, estabelecendo uma interface capaz de favorecer
o0 desenvolvimento de processos como fixacao do implante, biocolonizacéo e re-

generacdo de tecidos anfitrides. Os principais materiais dessa classe séo os bio-
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vidros, as vitroceramicas, e os fosfatos de célcio (hidroxiapatita e o fosfato tri-

calcico).

Além da classificacdo referida, encontram-se incluidas nos comportamentos fisi-
oldgicos as denominac@es de biocompatibilidade e osteocondutividade. A biocompatibi-
lidade pode ser definida como a capacidade do material ter uma resposta apropriada
numa aplicacéo especifica, com o minimo de reacgdes alérgicas, inflamatdrias ou toxicas,
quando em contato com os tecidos vivos ou fluidos organicos. E importante destacar
que a bioatividade representa um caso especifico de biocompatibilidade, pois materiais
que propiciam a formacdo de tecido fibroso ao seu redor sdo considerados biocompati-
veis, mas ndo bioativos. J& a osteocondutividade é a propriedade que alguns materiais
possuem de poder guiar a formacédo 6ssea na sua superficie, quando sdo implantados em
tecido Gsseo. Este processo ocorre pela penetracdo de vasos nos espagos e/ou nos poros
existentes na estrutura do material, que véao induzir a deposicéo de novo 0sso [20]. Qua-
se todos os materiais bioativos, habitualmente usados, podem ser classificados como

sendo materiais osteocondutores.

Quanto ao tipo de material utilizado, os biomateriais podem ser classificados de
acordo com sua natureza e origem em quatro grandes familias [21,22]:
e Auttlogos — o biomaterial é obtido de areas doadoras do proprio individuo;
e Homologos — sdo obtidos de individuos da mesma espécie do receptor;
e Xenogénicos — sdo obtidos de individuos de espécies diferentes do receptor,
sendo mais comumente obtidos de bovinos;

e Aloplasticos — podem ser de natureza metalica, ceramica ou polimérica.

Os biomateriais podem ser classificados ainda como bioestaveis ou bioabsorviveis
[23]:

e Bioestiveis — permanentes. Materiais utilizados na substituicdo de um tecido le-
sado por tempo indeterminado, devendo possuir caracteristicas mecanicas e fisi-
co-quimicas compativeis com a fungéo a qual foi designado;

e Bioabsorviveis — temporarios. Materiais que substituem tecidos que necessitam
de um suporte que preencha apenas temporariamente a regido lesada, até que a
recomposicao tecidual se cicatrize, ou ainda que direcione 0 processo regenera-

tivo. Apds certo periodo de tempo em contato com os tecidos, esses materiais
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acabam sendo degradados, solubilizados ou fagocitados pelo organismo. Tais
materiais sdo extremamente interessantes em aplica¢@es clinicas em funcao de
ser desnecessaria uma nova intervencdo cirdrgica para a retirada do material do
implante. Os principais exemplos desses materiais sdo os fosfatos tricalcicos

(TCP), &cido polietatico e gesso.

2.2 Bioceramicas

Bioceramicas podem ser definidas como biomateriais de origem ceramica. Em
geral, sdo consideradas biocompativeis e frageis, e satisfazem necessidades requeridas
em algumas aplicagdes, tais como: excelente resisténcia a compressdo; alta resisténcia
ao desgaste; pequeno coeficiente de atrito, 0 que é interessante para aplicacdo em articu-
lacBes; boa aparéncia estética que se assemelha com o dente natural e facil aplicacdo
[24]. As bioceramicas podem ser produzidas em uma variedade de formas e fases e po-
dem cumprir diferentes papéis na reparacdo do corpo. As bioceramicas podem ter fun-
cOes estruturais, como em proteses; podem ser utilizadas como revestimentos para me-
Ihorar a biocompatibilidade de implantes metalicos; bem como funcionar como reticu-
lados reabsorviveis, funcionando como estruturas temporarias que sdo dissolvidas
quando o corpo reconstroi o tecido ou 6rgao danificado. Outras sdo utilizadas como

sistema de entrega de medicamentos (drug delivery).

Tem-se conhecimento do uso de ceramicas como biomateriais desde 1892,
quando Dressman relatou o uso de gesso (CaS0,4.0,5H,0) como um possivel substituto
para 0ssos, além de servir como preenchimento de cavidades 0sseas. Entretanto, suas
propriedades pouco atraentes, como baixa resisténcia e rapida absorcdo pelo organismo,
geravam a fragmentacéo e degradacdo desse material em pouco tempo. Outros estudos
pioneiros sobre a utilizagdo de materiais ceramicos como biomateriais foram realizados
por Albee, em 1930 [25], utilizando uma ceramica de fosfato tricalcico para regenerar
um defeito dsseo e para a formacdo de 0sso novo. Cinquenta anos depois comegaram a
surgir diferentes tipos de ceramicas de fosfato de calcio como materiais implantaveis
para aplicacdo em medicina e odontologia. Em 1974 foi publicada a primeira aplicacao
odontolégica do B-fosfato tricalcico no tratamento de doengas periodontais [26,27], se-
guindo-se em 1975, pelo trabalho de Nery et al [28], com B-fosfato tricélcico, com a



introducdo do conceito de porosidade como uma caracteristica importante para estes

tipos de bioceramicas.

Alguns trabalhos existentes na literatura demonstram que as ceramicas a base de
fosfatos de calcio sdo bioativas e sua bioatividade depende fundamentalmente da com-
posicdo quimica e da microestrutura da bioceramica. Como exemplo tem-se os fosfatos

de calcio.

2.3 Ceramicas de Fosfato de Calcio

A grande aceitacdo das bioceramicas a base de sais de fosfato de célcio deve-se,
principalmente, a sua semelhanca com a fase mineral de 0ssos, dentes e tecidos calcifi-
cados; ao seu alto grau de biocompatibilidade; bioatividade; auséncia de toxicidade;

taxas de degradacdo varidveis e osteocondutividade [28].

Tais caracteristicas positivas podem ser explicadas pela natureza quimica destes
materiais, que por serem formados basicamente por ions célcio e fésforo, participam

ativamente do equilibrio i6nico entre o fluido bioldgico e a ceramica [29].

As principais limitac6es do uso de fosfatos de calcio com biomateriais sdo as su-
as propriedades mecanicas, por serem frageis e apresentarem baixa resisténcia a fadiga.
Os pobres comportamentos mecanicos sdo ainda mais evidentes em ceramicas porosas,
visto que porosidade superior a 100um é uma exigéncia para que ocorra uma vasculari-
zacdo adequada e colonizacio de células Gsseas [30-32]. E por isso que, em aplicacdes
biomédicas, os fosfatos de célcio séo usados principalmente como revestimentos e en-

xertos.

Ha varias fases de fosfatos de céalcio, como exemplo tem-se a bruxita
[CaHPO42H,0], o fosfato tricalcio [TCP, Ca3(PO4)] e a hidroxiapatita
[HAP,Cay0(PO4)s(OH)2] [33], sendo esta ultima fase similar a fase inorgénica consti-
tuinte do osso humano. O tipo de fase de fosfato de célcio formado ird depender das
condicBes do meio utilizado durante o processo de sintese, tais como temperatura, pH,

concentracéo de ions e razéo Ca/P.



Os fosfatos de célcio sdo classificados pela sua razdo Ca/P que pode variar de
0,5 a 2,0. A estabilidade das fases de fosfato de célcio depende da temperatura e do pH
do meio[34].

A solubilidade é uma das mais importantes propriedades dos compostos de fos-
fato de calcio. Para a maioria dos fosfatos de célcio, @ medida que a razdo Ca/P aumen-
ta, o produto da solubilidade diminui, ou seja, hd uma reducdo da razdo de degradacéo

desses materiais in vivo [35]. A tabela 1 mostra os tipos de fosfatos de célcio, suas for-

mulas estruturais e solubilidade em meio fisiologico.

Tabela 1: Tipos de fosfatos de calcio, formulas estruturais e solubilidade

em meio fisiologico.

Fosfato de Calcio Férmula Ca/P Solubilidade
Quimica a25°C, g/L
Fosfato Monocalcicomono-
hidratado (MCPM) Ca(H2P0Oy)2.H,0 0.5 ~18
Fosfato Dicélciodihidratado
(DCPD) CaHPQO4.2H,0 1.0 ~0.088
Fosfato Octacélcio (OCP) Cag(HPO,)2(PO4)4.5H, 1.33 ~0.0081
O
a-Fosfato Tricalcico (a-TCP) a-Caz(POy), 1.5 ~0.0025
B-Fosfato Tricalcico (B-TCP) B-Caz(POy) 1.5 ~0.0005
Apatita com deficiéncia de Caiox(HPO4)x(PO4)s-
calcio (CDHA) (OH)p(0<x<1) 1.5-1.67 ~0.0094
Hidroxiapatita (HAP) Cayo(PO4)s(OH), 1.67 ~0.0003
Fluorapatita (FA ou FAp) Caio(PO4)sF- 1.67 ~0.0002
Fosfato Tetracalcico (TTCP) Cay(PO,).0 2.0 ~0.0007

Fonte: adaptado de [33]




Dentre todos os fosfatos de célcio, o B-fosfato tricalcico (B-TCP) e a hidroxiapa-
tita (HAP) séo os que tém despertado maior interesse de estudo para aplica¢Ges biologi-
cas devido a suas excelentes respostas biologicas em ambientes fisiologicos [36-38].
Devido a semelhanca quimica entre a hidroxiapatita e 0 0sso mineralizado, a HAP sinte-
tica apresenta forte afinidade com os tecidos hospedeiros. Por outro lado, o B-TCP tem
mostrado ser reabsorvivel in vivo, resultando em um crescimento de novos 0ssos substi-

tuindo o implante [39].

2.3.1 A Hidroxiapatita (HAP)

A hidroxiapatita € um sal a base de fosfato de calcio, formando a principal fase

inorganica dos tecidos duros do corpo humano.

Além da sua ocorréncia bioldgica, a hidroxiapatita pode ser sintetizada em labo-
ratorio por reacoes de estado sélido e por métodos Umidos. As sinteses no estado sélido
requerem altas temperaturas, mas o material obtido € muito cristalino e geralmente este-
quiométrico. Os métodos Umidos sdo método de precipitacdo em solugdo aquosa, méto-
do hidrotermal, método sol-gel, método de microemulsdo, entre outros. Por meio dos
métodos Umidos podem-se preparar materiais com diferentes morfologias, estequiome-
tria e diferentes cristalinidades. No método de precipitacdo, a temperatura de preparacao
ndo excede os 90°C, podendo ser preparados cristais de dimensGes nanométricas com
formas variadas: do tipo agulha, ldmina, bastdes, etc. As condig¢des de preparacdo influ-

enciam diretamente a estequiometria, razdo Ca/P e cristalinidade da HAP [40].

A HAP sintética apresenta alta similaridade estrutural, quimica e fisica com a
matriz mineral dssea; biocompatibilidade; bioatividade e osteocondutividade, ou seja,
capacidade de formar ligacdo quimica com o 0sso, acelerando a formacao do novo 0sso
ao redor do implante e, com isso, acelerando o tempo de cicatrizac¢do, diminuindo, con-
sequentemente, o tempo total de tratamento. Além desta caracteristica, a HAP tem ele-
vada capacidade de adsorver e/ou absorver moléculas, tornando-a substituta do 0sso
humano em préteses e implante e do controle da perda 6ssea, sendo utilizada também
no tratamento de tumores 0sseos, através da acdo prolongada de farmacos anticanceri-
genos; e no tratamento de remocao de metais pesados em aguas e solos poluidos, prove-

nientes da industria metalUrgica e da incineragdo de lixo industrial. Na catélise industri-
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al a ceramica HAP aparece como uma base sélida capaz de catalisar a decomposicao de

alcoois, assim com a oxidacéo do metano [41].

A hidroxiapatita estequiométrica € o fosfato de célcio mais estavel e menos so-
lavel de todos. Possui formula estrutural Ca;o(PO4)s(OH),, com razdo Ca/P igual a 1,67
[42]. Devem ser considerados dois tipos de HAP: as sintetizadas em baixas temperatu-
ras, que apresentam baixa cristalinidade e tamanho de cristais pequenos, e as sintetiza-
das a altas temperaturas, que apresentam alta cristalinidade e tamanho de cristais gran-

des.

Em aspectos estruturais, até a temperatura de 250°C a hidroxiapatita pura crista-
liza-se na forma monoclinica com grupo espacial P2;/b; entretanto, acima de 250°C
ocorre uma transicdo alotrdpica para a forma hexagonal, com grupo espacial P6s/m
[43,44]. No entanto, algumas impurezas ou substituicdes parciais da hidroxila por ions
cloreto ou fluoreto, estabilizam a forma hexagonal a temperatura ambiente. Esse € 0
motivo pelo qual os monocristais naturais de hidroxiapatita geralmente exibem uma
conformacdo hexagonal, que possui cela unitaria com parametros de rede: a = b =9,
3983 A ec=6,8677 A. A cela unitaria da HAP esté representada na Figura 2.

o—» .

Figura 2: Cela unitaria da HAP, destacando os sitios de Ca(l) em azul, Ca(ll) em lilas e atomos
de fosforo em amarelo, oxigénio em vermelho e hidrogénio em verde [45].
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A hidroxiapatita com cela unitaria hexagonal € formada por 6atomos de fosforo,
2 fons de hidroxila OH", 10 fons de célcio e 24 atomos de oxigénio. Os fons de Ca*
estdo agrupados em dois sitios ndo equivalentes, quatro ions no sitio Ca(l) e seis ions no
sitio Ca(ll). Os 24 atomos de oxigénio ocupam 3 sitios na estrutura, 0s 6 atomos de fos-

foro e o grupo OH" ocupam um sitio.

Ca(l)s Ca(ll)s [PO(1O(INO(IN)2]6 (OH).

Os Ca”* situados no sitio Ca(l) est&o alinhados paralelamente ao eixo ¢ e cerca-
dos por atomos de oxigénio, formando piramides poliédricas. As bases triangulares des-
sas piramides sdo ocupadas acima e abaixo por 3 atomos de O(l) e por 3 a4tomos de
O(Il), respectivamente, conforme é mostrado na figura 3 e 4. Os dois tetraedros do poli-
edro de Ca(l) sdo rodados um em relacdo ao outro de forma gque 0s oxigénios nao sao
alinhados, como pode ser visto na figura 4b. Além disso, as distancias Ca-O sdo diferen-
tes. Enquanto as distancias Ca(l)-O(l) estdo entre de 2,3864 a 2,387A, as distancias
Ca(1)-O(11) estdo entre 2,438 a 2,4386A [46].

Os sitios de Ca(ll) sdo octaédricos bastante distorcidos, e os 6 &tomos de Ca es-
tdo dispostos em dois triangulos equilateros perpendiculares ao eixo ¢: um no plano
(001)com z=0,25 e outro z=0,75, de maneira que sua projecdo no plano ab forma um
hexéagono, figura 5. Os triangulos de Ca®*tém 0,408 nm de lado, formando um canal ao
longo do eixo c. Os fons OH situam-se no centro do canal dos Ca®* logo abaixo do pla-
no dos Ca?* (em Z = ~0.7), como mostrado nas figuras 3 e 5. Os fons do sitio Ca(l) es-
tdo coordenados a seis atomos de oxigénio pertencentes a diferentes tetraedros de PO, e
a outros trés atomos de oxigénio relativamente distantes. Ja os ions do sitio Ca(ll) estéo

coordenados a outros cinco oxigénios e a uma hidroxila.
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Figura 3: Projecado da estrutura da hidroxiapatita no plano perpendicular
ao eixo c.

=1.0

=0.750

=0.5

=0.250

=0.0

Figura 4: Detalhe do sitio de Ca(l) e do P mostrando os poliedros de coor-
denacdo dos sitios e o alinhamento dos poliedros de Ca(l) ao longo do eixo
c do cristal. (a) Canal do Ca(l) visto ao longo do eixo ¢ na cela unitaria da
HAP [46]. (b) Projecdo no plano ab da célula unitaria da HAP. (c) visdo
tridimensional de uma célula unitaria da HAP.
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(@) (b)

Figura 5: Detalhe do sitio do Ca(ll).(a): projecdo no plano ab mostrando o
arranjo hexagonal dos Ca(ll) no canal do OH. (b) visédo tridimensional re-
alcando os dois planos (001) nos quais os triangulos de Ca(ll) se distribu-
em.
Cada um dos 6 atomos de fosforo esta coordenado a 4 4tomos de O, denomina-
dos de O(1), O(ll) e O(l), dando origem a 6 tetraedros de PO, que formam a base es-
trutural unitaria da hidroxiapatita. Os tetraedros de PO, estdo ligados a dois ou trés ato-

mos de célcio, de acordo com o nimero de coordenacdo do oxigénio.

Os tetraedros sdo ligeiramente distorcidos de forma que as distancias sdo: P-
O(1)=1.5515, P-O(I1)=1.5391 e P-O(111)=1.5396. Devido a esta deformacdo, os angulos
internos ao tetraedro também sao diferentes e se agrupam em trés valores: 3 angulos
$02-p1-03 = Poz-p1-03 ~ 107°, 2 &ngulos ¢po1-p1-03~110° € do2-p1-01=112.5°. A figura 6 mos-
tra detalhe do arranjo dos ions P e O no tetraedro PO, da HAP. Os tetraedros de PO,
estdo ligados a dois ou trés atomos de Ca, de acordo com o numero de coordenacdo do

oxigénio.

Figura 6: Detalhe do tetraedro de coordenacdo do P na HAP.
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Por ultimo, o grupo hidroxila ocupa um sitio 4e na estrutura da HAP cuja coor-
denada z=0.205 (coordenada do O) esta proxima da coordenada especial z=Y4 e por isso
s&o dois sitios muito proximos ao longo do eixo ¢. Como o fator de ocupac¢éo do sitio é
50%, isso significa que quando o sitio imediatamente abaixo de (0 0 1/4) esta ocupado,

0 imediatamente acima esta vazio e vice versa.

Quase todas as posicoes atbmicas da hidroxiapatita sdo iguais as da fluroapatita
[Ca10(PO4)sF2], com excecdo do grupo hidroxila, que se encontra deslocado 0,20 A para
cima ou para baixo ao longo do eixo cem relacdo ao centro do tridangulo formado pelo
sitio de Ca,[47,48].

A estrutura da hidroxiapatita permite substituicbes catibnicas e anibnicas iso-
morfas com grande facilidade. O Ca?* pode ser substituido por metais como Pb?*, Cu?*,
Sr?*, cd*, Co*, Zn**, Fe?*, etc. As hidroxilas podem ser trocadas por carbonatos, flior
e cloro e os grupos fosfatos por carbonatos e vanadatos. Essas substituicdes podem alte-
rar a cristalinidade, os parametros de rede, as dimensdes dos cristais, a textura superfici-
al, a estabilidade, a solubilidade e as propriedades de adsorc¢do da estrutura da hidroxia-
patita, dependendo do sitio ocupado [49].

O fon carbonato COs* possui grande relevancia bioldgica. O teor de carbonato
presente na fase mineral da dentina, esmalte e 0ssos varia de 4-8%. A hidroxiapatita
com teor de carbonato é chamada de apatita carbonatada, podendo ser de dois tipos: tipo
A, quando o ion carbonato entra no sitio do ion hidroxila, o que resulta em uma expan-
sdo do eixo “a” e uma contracdo do eixo “c” da estrutura da HAP; e tipo B, quando o
ion carbonato substitui o ion fosfato retraindo o eixo “a” e expandindo o eixo “c”, dimi-
nuindo a cristalinidade e o tamanho do cristal, alterando a forma acicular para alongada
e achatada, aumentando assim a dissolugdo das apatitas carbonatadas em meio bioldgi-
co, como mostrado na figura 7 [39]. Tanto a substitui¢do do grupo hidroxila quanto do
grupo fosfato pelo grupo carbonato precisa ser acompanhada de outras alteracdes este-
quiométricas ja que a valéncia do carbonato e 2-, em relagéo a 1- da hidroxila e 3- do

grupo fosfato.

[1P2)

A substituicdo se OH" pelo F causa contragdo no eixo “a” sem efeitos significa-

tivos no eixo “c”. A cristalinidade é aumentada, formando-se cristais maiores e mais

compactos. A apatita torna-se mais estdvel e menos sollvel. Esse tipo de mecanismo é
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empregado para inibicdo de caries dentarias. A adicdo e incorporacdo de fluoreto

aumentam a razdo Ca/P, aproximando-a do valor estequiométrico [39], ver figura 7.

7~ 00, + OH » Substituicso JE N
i do tibo A =k

ek | ~\4 .,""“ po; 3 " mwo

il ' ipab ; ™

Enp & ‘, . Na* ou P* » OH * Néo ha mudancas

LV Nos acos

Eteo ¢
constante

Figura 7: Efeito de diferentes ions na forma do cristal de hidroxiapatita
adaptado de [39].

2.4 Bioceramicas Nanoestruturadas

Um material nanocristalino ¢ definido como sendo “um material que € composto
de muitos cristais, a maioria dos quais uma ou mais dimensdes séo da ordem de 1 a 100

nm ou menos” [50].

Nanopds sdo pds extremamente finos com um tamanho médio de particulas na

faixa de 1 a 100 nm e nanofibras sdo fibras com diametro dentro de 1 a 100 nm [33].

O grande interesse pelas bioceramicas nanoestruturadas esta relacionado as no-
vas caracteristicas que esses materiais podem oferecer, tais como, a microestrutura e
nanoestrutura microporosas, elevada area superficial de gréos e de microporos, estrutura

cristalogréafica similar a do esqueleto humano e a boa biocompatibilidade.
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De acordo com muitos estudos, as dimensdes das apatitas biologicas em tecidos
calcificados sdo sempre no intervalo de poucas centenas de nandmetros, com 0s meno-

res blocos na escala de tamanho manométrico [33].

O desenvolvimento de biomateriais baseados em fosfatos de célcio se beneficia
da nanotecnologia, que oferece uma abordagem Unica para superar as deficiéncias de
diversos materiais convencionais. Por exemplo, ceramicas em nanoescala podem apre-
sentar ductilidade significativa antes de sofrer uma fratura pelos contornos de grdo. Em
1987 Karchet Al.[51] relatou que, com dimensdes nano, uma ceramica fragil pode so-
frer uma grande deformacé&o pléstica, de até 100%. Além disso, a cerdmica nanoestrutu-
rada pode ser sinterizada a uma temperatura mais baixa, reduzindo os problemas associ-
ados com o processo de sinterizacao a altas temperaturas. Assim, bioceramicas nanomé-
tricas e nanocristalinas representam uma classe promissora na area de implantes ortopé-
dicos e dentarios, representando uma melhora nas propriedades biol6gicas e biomecani-
cas.

Estudos “in vitro” e “in vivo” evidenciaram o aumento da viabilidade celular
6ssea com o emprego de biocerdmicas nanométricas de alumina, hidroxiapatita e de
titdnia. Essas ceramicas, quando na forma particulada esférica e/ou equi-axiais com di-
ametro inferior a 100 nm, proporcionam em suas superficies a liberacdo de ions de Ca e
P, aumentando a absorcdo de célcio e favorecendo a mineralizacdo precoce da matriz
Ossea [52]. Diferentes estudos constataram que a utilizacdo de biomateriais nanoestrutu-
rados favorece a osseointegracdo, a osseoinducdo através da proliferacdo de células de
osteoblastos, e outras células dsseas sobre a superficie das nanoparticulas e para o inte-

rior das microporos e nanoporos dos granulos.
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3.0 MATERIAIS E METODOS
3.1 Introducao

Os compostos propostos nesse trabalho foram produzidos através do método de
reacdo de precipitagdo controlada. A sintese de p6s por este método é muito utilizada
pela comunidade cientifica, visto que é uma técnica de baixo custo e as particulas obti-

das apresentam composi¢do homogénea, muito fina e com granulometria estreita.

Uma das principais desvantagens da producédo da hidroxiapatita por este método
é que, geralmente, resulta em pds com particulas aglomeradas. Os aglomerados formam
granulos, ao se consolidarem, caracteristica muitas vezes indesejavel para um po cera-

mico.

3.2 Preparacao das amostras via Precipitacdo Controla-
da

Os reagentes de partida utilizados foram nitrato de calcio [Ca(NO3),.4H,0] a
0,167 mol, como fonte de fons Ca®*; fosfato de amdnio bibasico [(NH4),HPO,4] a 0,1
mol, como fonte de fosfato ( PO,% ); e uma base fraca, hidréxido de aménio [NH,OH],

usada no controle do pH.
A metodologia para producdo de hidroxiapatita consiste em trés etapas:

()] A reacdo de precipitacdo via umida ocorre gotejando de forma controlada
(~2mL/min) uma solucdo de nitrato de calcio em uma solugdo de fosfato de
amonio, mantendo-se durante todo o processo o pH em torno de 10,4 da mistura
através da adicdo de hidroxido de aménio. Todo esse processo ocorre sob agita-
cao constante com uma taxa de 10.000 rpm, para garantir uma boa homogenei-
zagdo da reagdo. Para evitar mais uma variavel no processo de sintese, é necessa-
rio um controle da temperatura. A temperatura de sintese usada foi 27°C. A rea-
cao que representa a sintese do material € a seguinte:

10Ca(NO3),+6(NH.),HPO,+8NH,OH — Cayo(PO4)s(OH),+20NH,NO;+6H,0
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(1) Maturacéo da solucdo: apds a reacdo, a amostra fica maturando, para que
haja continuacgdo da reagdo acima citada e crescimento dos grdos, formando-se
uma suspensdo, que é, entdo, filtrada e lavada com &gua destilada, resultando em

um gel de cor esbranquicada.

Foram produzidos trés lotes de amostras, sendo que a diferenca de um lote para

outro foi 0 tempo de maturacéo.

e Lote 1: amostra maturada por 26horas;
e Lote 2: amostra maturada por 50 horas;

e Lote 3: amostra maturada por 5 dias (120 horas).

(1) Tratamento térmico em atmosfera aberta. Apds o processo de filtragem,

foram empregados diferentes tratamentos térmicos no material em forma de gel.

A amostra maturada por 50 horas foi dividida em sete amostras, sendo que o que
diferenciou uma das outras foi o tratamento térmico pela qual passaram:
e Amostra seca a temperatura ambiente, por meses, denominada HAP auvg)-
ENTE;
e Amostra seca a 100°C por 2 dias, denominada HAP1go;
e Amostra calcinada a 200°C por 1 hora, denominada HAP,q;
e Amostra calcinada a 300°C por 1 hora, denominada HAP3;
e Amostra calcinada a 400°C por 1 hora, denominada HAP 4q0;
e Amostra calcinada a 500°C por 1 hora, denominada HAPs;

e Amostra calcinada a 600°C por 1 hora, denominada HAPgo;

As amostras maturadas ha 26 horas e 5 dias foram calcinadas a 400°C por uma

hora, sendo denominadas de HAP4qo 26n) € HAP 400 (5 DIAS).

A calcinagdo das amostras foi feita em um forno modelo N1100-HC, a uma taxa
de 10 °C/min., em atmosfera aberta. A figura 8 ilustra o aspecto das amostras produzi-
das em fase gel, apds o processo de filtragem e lavagem com agua destilada; e em po,
apos tratamento térmico. Vale ressaltar que as amostras que passaram por diferentes

tratamentos térmicos, apresentaram-se como pos-brancos.
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Figura 8: A esquerda, amostras de HAP em fase gel, apés o processo de
filtragem e lavagem com agua destilada. A direita, amostras de HAP em pd,
apos tratamento térmico.

Precipitacdo via Umida
C&(NO3)2.4H20 + (NH4)2HPO4

Maturacao
5 dias
‘| Filtracdo e lavagem “

Gel

-
Maturacao Maturacao
26 horas 50 horas

Calcinagéo 200°C, 300°C,
400°C, 500°C, 600°C.
Seca a 100°C/2dias;
Seca a temperatura ambiente

Calcinagéo
a400°C

Calcinacao
a400°C

Obtencdo dos pds de HAP
Cayo(PO4)s(OH)2
Técnicas de Caracterizagdo
estrutural

Figura 9: Fluxograma geral do processo de preparacdo da HAP sintética
pelo método de precipitagdo via Umida controlada e técnicas usadas para
caracterizar os pdés-ceramicos
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3.3 Difratometria de Raios X

A difratometria de raios X é uma das principais técnicas de caracterizacdo mi-
croestrutural de materiais cristalinos, oferecendo informacg6es sobre a geometria da rede,
identificacdo de materiais desconhecidos, orientagcdo de um cristal, defeitos e outros

parametros estruturais.

Os raios X ao atingirem um material podem ser espalhados elasticamente (sem
perda de energia). Esse tipo de fenbmeno é chamado de espalhamento coerente. O foton
de raios X depois da colisdo com o elétron muda de trajetoria, porém, mantém a mesma

energia e mesma fase do féton incidente.

Quando os atomos que geram este espalhamento estiverem espacados regular-
mente, como em uma estrutura cristalina, e apresentarem entre eles espacamentos com-
paréveis em magnitude ao comprimento de onda da radiacdo incidente, pode-se verificar
que as relacdes de fase entre os espalhamentos tornam-se periddicas e que efeitos de

difracdo dos raios X podem ser observados em varios angulos.

Para planos paralelos de uma estrutura cristalina, as condi¢des para que ocorra a
difracdo de raios X véo depender da diferenca de caminho percorrida pelos raios X e do
comprimento de onda da radiacdo incidente. Essa condicdo é expressa pela Lei de

Bragg:
n.A = 2d.sind (3.1)

onde) corresponde ao comprimento de onda da radiagdo incidente, d a distancia entre
planos paralelos da estrutura cristalina, n a um nimero inteiro (ordem de difracdo) e ¢
ao angulo de incidéncia dos raios X (medido entre o feixe incidente e os planos cristali-

nos).

21



1
Incident
beam

Figura 10: Difrac&o de raios X por um cristal, e a deducéo da Lei de Bragg
[53]

As medidas de difracdo de raios X foram realizadas num difratbmetro da marca
RigakuUItima+RINT 2000/PC, com feixe de radiacdo Cu K, (A=1.5406 A), operando
no regime 40 KV/40 mA, num intervalo de varredura 260 entre 8° ¢ 80°, sendo utilizado
0 modo varredura continua com velocidade de 2 °/min. Para analise qualitativa das fases
existentes, foi utilizado o banco de dados ICSD (Inorganic Crystal Structure Database,

Germany), através do portal periddicos da CAPES [46].

3.3.1 Método de Rietveld

A analise de estruturas cristalinas por difracdo de raios X em po € de grande im-
portancia para a identificacdo dos materiais. No entanto, essa analise se restringe muitas
vezes na identificacdo das reflexdes de Bragg e na comparacdo com um banco de dados
onde é possivel identificar o material e determinar as possiveis fases formadas. O méto-
do de Rietveld é uma técnica utilizada para a determinacdo da estrutura cristalina e ana-

lise quantitativa de fases, através dos espectros de difracdo (de raios X ou de néutrons).

Este método € baseado na comparacdo do espectro de difragdo de raios X obtido,
com um espectro calculado a partir dos dados das estruturas (parametros cristalografi-
cos) das fases existentes. Utilizando o método dos pds, sdo usuais duas situagoes:
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1) obtido o espectro de difracdo de um material puro é possivel efetuar o refina-
mento da respectiva estrutura cristalina, isto é a obtencdo do grupo de simetria, dos pa-

rametros de rede e, eventualmente as posi¢des atdbmicas e os fatores térmicos;

2) conhecida a estrutura cristalina das fases presentes na amostra, € possivel
quantificar as fases, refinando simultaneamente os parametros das respectivas estrutu-

ras, e obter o tamanho do cristalito.

3.3.1.1 Indicadores estatisticos

O critério usado para avaliar a qualidade do refinamento, ou seja, a convergéncia
dos parametros refinados é feito por indicadores estatisticos numéricos utilizados duran-
te 0 processo de céalculo e ap6s o término deste. E por meio desses indicadores que se
pode avaliar o andamento do refinamento, optando-se por dar prosseguimento, parar ou

finaliza-lo.

Em seguida, sdo apresentados alguns indicadores estatisticos usados para estimar

a qualidade do ajuste:

s (o v )]
in io — YiC
pr = [WI XlOO% (32)
_ [ZilYio— Yicl 0
Ry = [H5e—el] x100% (3.3)
N+p—Cc 1Y/2
Rexp = m] XlOO% (34)

Onde Yi, e Yjc sdo respectivamente as intensidades observadas e calculadas no i-ésimo
passo (na escala 20), w; é um fator de peso da distribuicdo, N é o nimero total de pontos,

P é o numero de parametros ajustados e C é o numero de vinculos aplicados.
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O indicador de qualidade do ajuste que ao final do refinamento deve estar pro-

ximo de 1 ¢é dado por:

R
§=—"F (3.5)
Rexp
O programa utilizado para o refinamento das estruturas foi o PowderCell. Atra-
ves deste software é possivel ajustar, gradualmente, a estrutura cristalina, com o objeti-
vo de tornar o calculo comparativo entre os difratogramas experimentais e tedricos os

mais proximos possiveis [54].

3.3.1.2 Parametros do Refinamento

O PowderCell permite a visualizacdo simultanea do espectro experimental e do
espectro teorico, a0 mesmo tempo em que fornece os valores de Rp, Rwp € Rexp. Os para-
metros envolvidos na otimizacdo devem ser ajustados gradualmente, em virtude do ele-
vado nimero dos mesmos, partindo dos mais relevantes. Na figura 11observam-se 0s
primeiros parametros a serem refinados: fator de escala, grau do polinémio, zero do

goniébmetro e deslocamento da amostra [54].

refinement parameters - I

Iattic:e.-"profile] atoms ] results ] standard Iimits]

|C:\D ocuments and Settings\usuario\DesktopADRX X_Y\padrdo IC5D 15'j
1000000.00000

scale factor [0 467185 W Eo |0.000000 r
0.000000
background
degree of polynom 6 - v zeroshift  |-0.3153432 r
dizplacement |0.0134091 .

’3_ Neratians M Start \/| ? Help | x Qancel| oK \/l

Figura 11: Quadro geral do refinamento no programa PowderCell

Existe um conjunto de funcdes analiticas onde sdo modelados os efeitos relacio-
nados com o perfil do pico de difracdo. Algumas equacBes analiticas propostas para
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corrigir estes efeitos sdo a Gaussiana, a Lorentziana e a Pseudo-Voigt. Os picos de di-
fracdo foram ajustados a uma funcdo Pseudo-Voigtl, que é uma combinagdo das fun-

¢Oes Gaussiana (u = 0) e Lorentziana (u=1) (equacéo 3.6)

y=yo+ A {n 2 = (1= )VEIRZexp [ 257 (r — x)?} (36)

' 4(x—xg)2+w?2

onde u é o fator de forma da curva, w € a largura a meia altura, A € a area do pico, X 0

centro do pico, e Yo 0 deslocamento na origem.

Os proximos parametros a variar sdo 0s parametros da rede a, b e ¢, e, em segui-
da, os parametros relacionados com a largura a meia altura dos picos, U, V e W (figura

12). Esses parametros se relacionam com a largura a meia altura da seguinte forma:

FWHM? = U tan?6 + V tanf + W (3.7)

refineme

tams ]results ]standardlimits]

general

|E:\Documenls and Settingstusuario\Desktop\DRX X_Y\padido IC5D 15'ﬂ

lattice

a |9.379874 | b c |6.85221 |
lattice
« [90.000000 g J90.00000¢ ¥ [120.0000
profile
0.500000 5.000000 0.500000

FwHM u |0.063684 |v v 1162613 v w |[0.130580 v

-0.500000 0.000000 -0.500000

mixing na nb

preferred orientation

none ol ’— o2 ’—

M Start s/| ? Help | X Cancel HﬁI

Figura 12: Quadro relativo aos parametros de rede no programa Powder-
Cell

Os ultimos parametros a serem ajustados séo as posigdes atbmicas e o fator de

ocupagéo atomica (figura 13).
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Figura 13: Quadro relativo as posicdes atdmicas no programa PowderCell

O refinamento de todas as amostras foi feito sempre com a mesma sequéncia de

passos.

3.3.2 Tamanho de cristalito e deformacdes da rede

O alargamento do pico de difracdo é basicamente de uma combinagdo entre o
tamanho reduzido dos cristalitos e a deformacédo induzida da rede. Para estimativa de
tamanho de cristalito, foram usados dois modelos: 0 modelo de Scherrer e 0 método de

Williamsson-Hall (W-H).

3.3.2.1 Método de Scherrer

A equacdo de Scherrer € uma das formas mais utilizadas para calcular tamanho
de particula através da difracdo de raios X. Esse método considera que o alargamento do
pico de difragdo é provocado pelo tamanho de cristalito. Essa formula relaciona o tama-
nho do cristalito (t) com a largura a meia altura (FWHM — Full Widthat Half Maximum)
do pico principal de difracdo (), o comprimento de onda da radiagdo incidente (A), o
angulo de difragdo ou angulo de Bragg (6g) e um fator de forma das particulas (K), que

corresponde a 0,89 para cristalitos esféricos, como mostrado na demonstracao abaixo:
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Figura 14: Modelo de Scherrer para o calculo de tamanho de particula

[55].

Considerando a figura 14, e que 0:e 0, sejam limites em torno de 6g, para os

quais a interferéncia seja completamente destrutiva, tem-se:

QB—>A:I’I/1
91_) A= 2nz+1./1
6, > A= 22 )

2

(Eq.3.8)
(Eq.3.9)

(Eq.3.10)

Tendo o tamanho do cristalito como o produto do numero de planos (m) pela

distancia interatbmica (d):
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t=m.d (Eq.3.11)

O FWHM do pico principal observado () pode ser estimado como:

ﬁ:%(291-292) = 01— 0, (Eq.3.12)

Aplicando a equacéo de Bragg a esses dois angulos, tem-se:

2tsen = em+1) A

2tsent, = m-1) A

Logo,

2t(sendy —send,) = 1 (Eq.3.13)
Sabe-se que: senf; — senf, = cos (% + %) sen
Entédo:

2t [cos (%+ &) sen (ﬁ — @)] =1 (Eq.3.14)
Por aproximagdes, tem-se que 01 + 0, = 26,

61 O\, . 6, 6\~ (6. 6
Como (—1 - —Z)e muito pequeno, sen (—1 - —2)= (—1 - —2)
2 2 2 2 2 2

Combinando as equagdes 3.6 e 3.8, e as aproximacdes acima, tem-se por fim:

KA

= feose, (Eq3.15)
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3.3.2.1 Método de Williamson-Hall (W-H)

O modelo de W-H é uma ampliagdo do modelo de Scherrer, onde é considerado
que o alargamento do pico de difracdo é uma combinacdo de duas contribuicGes: o ta-
manho do cristalito e as deformac6es induzidas (stress) da rede, como mostrado na

equacao a seguir[56]:

feost = () + 4esend (3.16)

Nesta equacdo, A ¢ o comprimento de onda dos raios X, f é a largura a meia al-
tura (em rad), 6 é o angulo de Bragg, D, o tamanho de cristalito, K o fator de forma do

cristalito e € a microdeformacdo da rede.

Para estimar o tamanho médio e a microdeformac&o dos cristalitos por esse mo-
delo é necessario construir um grafico defcosé em funcéo de4senf, como mostrado na

figura 15.

Y =0.00314 X + 0.007
0.0125 B DADOS EXPERIMENTAIS
— AJUSTE LINEAR

0.0120

0.0115

B cos ( 6)

0.0110 -

0.0105 *—-4—per—F——+—r——FT"-"—""—T"—"—7—"7
1.1 1.2 1.3 1.4 15 1.6 1.7 1.8 1.9

4 sen (0)

Figura 15: Grafico de W-H para estimativa de tamanho de cristalito e de-
formacao da rede
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A microdeformacéo presente no material e 0 tamanho de cristalito séo extraidos,
respectivamente, dos coeficientes angular e linear do ajuste linear feito com os pontos
experimentais, de acordo com a equacéo 3.16.

Para o célculo da estimativa de tamanho de cristalito por ambos os modelos, fo-
ram utilizados os valores de Sda largura a meia altura do pico da amostra, ap6s o ajuste
a uma funcdo pseudo-voigt. O valor experimental de g deve ser corrigido através da
equacdo (3.17), onde p; é a largura a meia altura do pico de difragdo de um monocristal
de referéncia (largura instrumental), cujo tamanho de cristalito é consideravelmente
maior que 200 nm. O LaBg (Hexaboreto de Lantanio, padrdo NIST) foi utilizado como
monocristal de referéncia, cujo valor de g; usado foi de 0.004.

B=Bo" - B (3.17)

Uma vez que durante o refinamento, o programa PowderCell otimiza os parame-
tros U, V e W, obtendo a largura a meia altura dos picos da amostra pela equagéo 3.7, o
calculo do tamanho do cristalito (D) e das deformagdes da rede (s;) € igualmente efetu-

ado.

Os resultados de tamanho de cristalito calculados pelo modelo de Scherrer foram
obtidos atraves da média dos valores de todos os picos da HAP com 26 entre 10-80°.

3.4 Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman é uma técnica fotonica de alta resolucdo que proporci-
ona em poucos segundos informacdo estrutural de materiais orgénicos e inorganicos,
notadamente da ordem local, permitindo assim sua identificacdo. Sua andlise se baseia
no exame da luz dispersada por um material ao incidir com um feixe de luz monocro-
matica. Trata-se de uma técnica de analise que leva somente em consideracdo o material
que esté sendo analisado, ndo necessitando de nenhum tipo de preparacdo nem alteracéo
da superficie em que vai ser feita a analise [57].

30



A analise de espectroscopia Raman se baseia em incidir um feixe de luz mono-
cromética de frequéncias vosobre uma amostra cujas caracteristicas se desejam determi-
nar, e examinar a luz espalhada pela amostra. A maior parte da luz espalhada apresenta
a mesma frequéncia da luz incidente, mas uma fracdo muito pequena apresenta uma
mudanca na sua frequéncia, resultante da interacdo da luz com a matéria. A luz que
mantém a mesma frequéncia v, da luz incidente é chamada de espalhamento Rayleigh e
n&o fornece nenhuma informacéo sobre a composicdo da amostra analisada. A luz espa-
Ihada que apresenta frequéncias diferentes da radiacéo incidente é a que fornece infor-
macdes sobre a composicdo molecular da amostra e é chamada de espalhamento Ra-
man. As novas frequéncias, vot+vy € vo—vr, 80 as frequéncias Raman, caracteristicas da

natureza quimica e do estado fisico da amostra e independentes da radiacdo incidente.

As variacOes de frequéncia observadas no fendmeno de espalhamento Raman
sdo equivalentes a variacOes de energia entre o foton absorvido e o espalhado. Os ions e
atomos ligados quimicamente para formar moléculas e redes cristalinas, estdo submeti-
dos a constantes movimentos vibracionais e rotacionais; estas oscilacdes sdo realizadas
em frequéncias bem determinadas, em funcdo da massa das particulas envolvidas e do
comprimento dindmico das ligagdes existentes. Cada um dos movimentos vibracionais e
rotacionais de uma molécula correspondera, portanto, a um valor determinado de quan-
tum de energia vibracional. Um diagrama energético em que cada estado de energia é

representado por uma linha horizontal é mostrado na figura 16.

1st excited
electronic state
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Figura 16: Diagrama energético em que as linhas horizontais representam
distintos estados de energia e que mostra as transi¢cdes entre estados ener-
géticos para diferentes interacdes luz-matéria.

Quando os fétons de feixe de luz, com energia hvo muito maior que a diferencga
de energia entre os niveis vibracionais (ou rotacionais) da molécula e muito menor do
gue a energia necessaria para excitar os estados eletrénicos, chocam-se com ela, a maior
parte dos fotons atravessa, mas uma pequena fracao é espalhada (da ordem de 1 féton
dispersado por cada 10™ incidentes). Esse espalhamento pode ser interpretado pelo se-
guinte processo: um foton incidente leva uma molécula transitoriamente a um nivel su-
perior ndo permitido também chamado de niveis virtuais, a qual retorna rapidamente a
um dos niveis de energia permitidos, emitindo um foéton; a frequéncia do féton emitido

dependera do tipo de interacdo com os niveis vibracionais da molécula em quest&o.
Podem ocorrer 0s seguintes casos:

e Se a interacdo foton-molécula é um foton espalhado na mesma frequén-
cia do foton incidente, diz-se que o choque ¢é elastico ja que nem o foton
nem a molécula sofrem variagdes em seus estados energéticos; a molécu-
la volta a0 mesmo nivel de energia que tinha antes do choque e o féton
espalhado tem a mesma frequéncia vo que o féton incidente. Esse feno-
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meno é chamado de espalhamento Rayleigh. A maior parte da luz espa-
Ihada pela molécula é devido a este tipo de fenémeno.

e Se o resultado da interacdo foton-molécula é um foton espalhado com
frequéncia distinta do foton incidente, diz-se que o choque é inelastico
(existe transferéncia de energia entre a molécula e o féton); e neste caso
podem acontecer dois fendmenos:

- se o féton espalhado tem frequéncia menor que a do feixe incidente,
ocorre uma transferéncia de energia do féton para a molécula que, depois
de saltar para um estado de energia ndo permitido, retorna para um esta-
do vibracional ou rotacional permitido maior que o inicial, sendo o foton
espalhado com frequéncia vo-v;. Esse fenémeno é chamado de espalha-
mento Raman Stokes.

- se o foton espalhado tem uma energia maior que a do feixe incidente,
ocorre uma transferéncia de energia da molécula para o féton; isto signi-
fica que a molécula inicialmente, antes do choque, ndo se encontrava em
seu estado vibracional fundamental e sim em um de maior energia e de-
pois do choque passa para esse estado (fundamental); sendo o f6ton espa-
Ihado com frequéncia vo+v,. Esse fendmeno é chamado de espalhamento

Raman anti-Stokes.

Assim o espalhamento Raman Stokes ou Anti-Stokes € uma forma de provar as
frequéncias dos modos vibracionais de uma determinada molécula. Cada molécula tem
um conjunto de valores v, caracteristicos de sua estrutura poliatbmica e da natureza das

ligacbes quimicas que a formam.

Como pode ser observado na figura 17 o espectro Raman é formado por uma
banda principal Rayleigh e duas séries de bandas secundérias correspondentes as bandas
Raman Stokes e anti-Stokes, situadas simetricamente em ambos os lados da banda Ray-
leigh.
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Figura 17: Bandas Rayleigh, Stokes e anti-Stokes [57]

E importante ressaltar que o deslocamento das frequéncias Raman é independen-

te da frequéncia v, da radiacao incidente.

Quando uma determinada molécula encontra-se dentro de uma matriz sélida, os
modos rotacionais e vibracionais sofrem interferéncias da estrutura cristalina ou da ma-
triz amorfa do hospedeiro. Em sistemas cristalinos, por exemplo, é bastante comum a
completa supressdo dos modos rotacionais de um grupo molecular devido a ligacédo dos
atomos/ions que constituem o grupo com o restante da matriz. As frequéncias caracte-
risticas dos modos de vibracdo também podem ser alteradas ja que a presenca de outros
atomos/ions nas proximidades do grupo molecular de interesse modifica a natureza das
ligacOes entre as espécies quimicas alterando tanto a comprimento de equilibrio das
ligacOes, quanto a constante de forca da ligagdo. Alteracdes nos angulos de ligacdo de
grupos moleculares tambem alteram as frequéncias dos modos de vibragdo. Desta for-
ma, a espectroscopia Raman ndo s6 ajuda a identificar espécies quimicas em um deter-
minado sélido ou liquido, mas como também permite a interpretacdo de mudancas de

simetria local em torno do grupo de interesse.

As medidas de espectroscopia Raman das HAP’s foram realizadas com o intuito
de observar a presenca dos grupos funcionais da HAP ativos em Raman. Para realizagéo
das medidas, a amostra em pé foi depositada em uma lamina e colocada no suporte do
equipamento. O espectrémetro utilizado foi um micro-Raman, modelo Senterra, fabri-

cado pela Bruker, com laser de Ar de 785 nm, e poténcia de 50 mW.
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3.5 Espalhamento Dinamico de Luz

A utilizacdo do espalhamento dindmico de luz se deve a capacidade desta tecni-
ca ndo invasiva de investigar o tamanho das particulas isoladas e moléculas contidas em

arranjos polidispersivos isotrépicos e néo isotropicos.

A técnica se baseia no fato de que particulas quando suspensas em um solvente
estdo em movimento Browniano, e que se movem em consequéncia das colisbes com
particulas constituintes dos solventes. Sabemos que particulas pequenas se movem mais
rapidamente que particulas grandes. lluminando estas particulas alvo com um feixe de
laser por um determinado periodo de tempo t a luz espalhada por todas as dire¢des inter-
fere construtivamente em um detector. Entretanto, como as moléculas se movem através
de movimento browniano no solvente, ha flutuacdo da radiacdo espalhada devido ao
efeito Doppler, e, portanto as ondas podem interferir destrutivamente em outro momen-
to ¢’ gerando a diminuicdo ou auséncia de sinal no sistema de detec¢do. Esta flutuacédo
do sinal da intensidade da luz espalhada fornece dados sobre tamanho médio das parti-

culas e potencial Zeta [58].

Para uma dispersdo de particulas esféricas, com viscosidade do solvente n, sob
temperatura constante T, o coeficiente de difusdo D €é inversamente proporcional ao

diametro hidrodindmico dy das particulas, como mostra a equacéo de Stokes-Einstein,

kT
D= m (3.18)

Devido ao movimento Browniano, a intensidade da luz espalhada por um con-
junto de particulas sofre flutua¢6es ao longo do tempo. Supondo que haja uma janela de
dimensao reduzida, atraves da qual a luz espalhada pelas particulas alcanga um detector,
a intensidade da luz que atinge o detector ira flutuar devido ao movimento das particu-
las. Esta flutuagdo da intensidade de luz espalhada ocorrerd com maior velocidade
quando a dispersdo contiver particulas pequenas, as quais se movimentam mais rapida-
mente e passam diante da janela um numero maior de vezes dentro de um determinado

intervalo de tempo.
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Portanto, existe uma relacdo entre a velocidade de flutuacdo da luz espalhada e o
coeficiente de difusdo das particulas. Existe também uma func¢do de autocorrela¢éo da
intensidade de luz espalhada. Apds o espalhamento da luz do laser pelas particulas, as
intensidades da flutuacdo da luz espalhada s@o convertidas em pulsos eletromagnéticos,
sendo tratados e processados por um correlator digital atraves da comparacéo direta da
intensidade de luz espalhada em sucessivos intervalos, gerando uma funcéo de correla-
¢ao bem definida:

_ {(@I(t+7)
g(®) = L2 (3.19)

A teoria da funcdo de correlacdo (3.11) fundamenta-se na comparacgdo da inten-
sidade de espalhamento que adentra no correlator em um determinado tempo t, esta in-
tensidade é muito semelhante a outras intensidades em instantes ap6s um curto periodo
de tempo (¢ + 7), portanto, estes dois sinais sdo correlacionados. Entretanto, consideran-
do a intensidade do sinal em um periodo t com outra intensidade coletada a um periodo
muito posterior (t + 10%), ndo ha relacdo entre os dois sinais, ja que a intensidade decai
rapidamente em funcdo do tempo de correlagdo entre um sinal e outro devido as particu-
las se moverem em dire¢Oes randémicas no meio [59]. Portanto, a correlagdo decai ex-

ponencialmente em funcdo do tempo, conforme € mostrado na figura 18.
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Figura 18: Funcdo de correlacdo utilizada pelo ZS nano para anélise de
distribuicdo de tamanho de particula da amostra de HAP

A funcdo de correlagdo pode ser reescrita em funcéo do coeficiente de difuséo
das moléculas no meio:
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g(t) = A+ Y Be(-24°DD) (3.20)

ondeA corresponde a amplitude da onda, B representa a linha de base para tempo infini-
to, Do coeficiente de difusdo do meio e g o vetor de espalhamento, que é dado por:

= (5)sn() ean

onden é o indice de refracdo do liquido que dispersa as particulas, 6 ¢ o angulo de de-
tec¢do da luz espalhada e Ao € 0 comprimento de luz da radiacéo incidente.

Os dados de saida de uma medida do espalhamento dinamico das particulas iso-
ladas podem ser apresentados como uma distribuicdo da intensidade de espalhamento,

do nimero de particulas e volume em funcdo do didametro hidrodinamico das particulas.

As medidas de espalhamento dindmico de luz foram realizadas no equipamento
Zetasizer ZS fabricado por Malverninstruments, UK, com detector fixo em um angulo
de 173° e feixe de laser 35mW, 633nm He-Ne, ilustrado na figura 19.

Figura 19: Equipamento Zetasizer ZS para analise de distribui¢cdo do tama-
nho de particula

Para realizacdo das medidas foi necessaria a suspensao de 4 mg da amostra em
p6 em uma solugdo sob agitacdo de 10.000 rpm contendo 40 mL de agua ultra pura +
0.6 pL de tenso ativo Tween 80 (usado com o intuito de reduzir a formagao de aglome-

rados e portanto de precipitados na suspenséo).

Posteriormente a solucdo foi colocada em um ultrassom de ponta com amplitude
de 25% (Cole Parmer Ultrasonic Processor 505 com 500 wats) por quinze minutos para

desaglomerar as particulas para formar uma nanosuspensdo homogénea dos nanopos e
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uma aliquota de 5mL desta nanosuspensédo foi retirada a meia altura e depositada em
uma cubeta de poliestireno (modelo DTS 1060) apropriada para a analise do tamanho de
particulas.

3.6 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

Um microscopio eletrénico de transmissdo (MET) consiste de um feixe de elé-
trons que € emitido em direcdo a uma amostra ultrafina, interagindo com a amostra en-
quanto a atravessa. E composto também por um conjunto de lentes magnéticas, que ser-
vem para condensar o feixe, encerrados em uma coluna evacuada com uma pressao cer-
ca de 10° mm Hg, para que o feixe de elétrons percorra toda a coluna sem ser detido
por moléculas de ar [60]. Através de uma pequena amostra, com seccdo muito fina co-
locada no porta-amostras, a imagem é formada na interacdo dos elétrons transmitidos,
sendo ampliada e focada em um dispositivo de imagem, como uma tela fluorescente, ou
uma camada de filme fotografico, ou é detectada por um sensor como uma camara
CCD. Através dessa técnica é possivel verificar a distribuicdo atdmica, morfologia e
defeitos cristalinos, além da identificacdo quimica de um unico monocristal. A figura

20mostra estrutura esquematica de um microscépio eletrénico de transmissao.
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Figura 20: Estrutura esquematica de um microscopio eletronico de trans-
missao

38



O objetivo de se utilizar essa técnica foi obter um conhecimento mais detalhado
da morfologia dos grédos das amostras preparadas. As amostras foram analisadas no
CETENE- Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste, localizado em Recife-PE,
através de um microscopio eletronico de transmissdo fabricado pela FEI, Tecnai20 com

resolucdo pontual de 0,2 nm com magnificacdo de até 1 milhdo de vezes.

Para a preparacdo das amostras utilizou-se 2 mg de nanopds em uma suspensao
diluida 10:1 partes de solvente (&lcool isopropilico).Posteriormente, para uma melhor
homogeneizacdo na suspensdo das nanoparticulas em pé a solucdo foi agitada por 5
minutos sobre amplitude de 25% através do ultrassom de ponta (ParmerUIltrasonic Pro-
cessor modelo 505 de 500 watts). Um micropipetador comercial (0,1 ul a 2,5 pl) foi
utilizado para deposicdo de uma Unica gota da solucdo sobre as grades do porta-
amostras de Cu com recobrimento de filme carbono de 200mesh (Eletronic Micros-
copySciences). Todas as amostras, apds a preparacdo, foram mantidas por 24 horas em
dissecador a vacuo até o momento da realizacdo das medidas. O software ES vision -

Tecnai foi utilizado para a analise das imagens de MET.

3.7 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Um microscopio eletrénico de varredura é constituido por um feixe de elétrons
numa coluna sob vacuo com pressdo inferior a 10 mbar. A energia de um elétron do
feixe pode ser de algumas centenas de eV a 100 keV. O percurso do feixe de elétrons é
feito atraves das lentes condensadoras e dirigido a incidir numa pequena superficie da
amostra. Um conjunto de bobinas defletoras permite, através da aplicacdo de campos
elétricos, a varredura do feixe na superficie da amostra. Quanto mais lento for a varre-
dura, melhor sera a qualidade da imagem. A medida que os elétrons incidem na amos-
tra, varias interaces podem ocorrer, resultando na emissdo de elétrons da sua superfi-
cie. Parte desses elétrons produz a chamada imagem de ES (elétrons secundarios). Outra
parte desses elétrons emitidos é refletida e coletada por um detector que converte este
sinal em imagem de BSE - imagem de elétrons retroespalhados. Ocorre também a emis-
sdo de raios X pela amostra durante 0 bombardeamento de elétrons, que fornece a com-

posi¢do quimica elemental de um ponto ou regido da superficie, possibilitando a identi-
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ficacdo de praticamente qualquer elemento presente, ou mesmo fazer 0 mapeamento que
contém a distribuicdo espacial dos elementos da &rea varrida. Podem ser analisadas por-
cOes ou fases de uma amostra com didmetro minimo de 1 um. O volume analisado de-

pendera da energia dos elétrons incidentes.

Para a preparacdo das amostras utilizou-se 2 mg de nanopds em uma suspensao
diluida 10:1 partes de solvente (&lcool isopropilico). Posteriormente, para uma melhor
homogeneizacdo na suspensdo das nanoparticulas em pé a solucédo foi agitada por 5
minutos sobre amplitude de 25% através do ultrassom de ponta (ParmerUltrasonic Pro-
cessor modelo 505 de 500 watts). Uma lixa d’agua 2000 foi utilizada para polir o porta
amostra. Um micropipetador comercial (0,1 ul a 2,5 pl) foi utilizado para deposi¢ao de

uma Unica gota da solugéo sobre o “stuby” (porta amostra).
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4.0 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Difratometria de Raios X e tamanho dos cristalitos

A difratometria de raios x foi utilizada nesse trabalho com dois objetivos princi-
pais. O primeiro deles é realizar um estudo qualitativo das fases cristalograficas presen-
tes nos pos produzidos, através da identificagdo de suas fases cristalinas e usar estas
informacdes para realimentar a etapa de producdo das amostras. O segundo objetivo foi
0 de avaliar o tamanho médio dos cristalitos das amostras produzidas em diferentes

condicdes de temperatura de tratamento térmico e/ou de tempo de maturacéo.

As figuras21 e 22 mostram os difratogramas das amostras produzidas com dife-
rentes tempos de maturagdo: HAP 0026h), HAP400,HAP00DIAS); € @S amostras que passa-
ram por diferentes processos de tratamento térmico: HAPawmeiente, HAP100, HAP2q0,
HAP300, HAP 400, HAPs500 € HAPg00.

O padrdo de referéncia utilizado foi o difratograma da hidroxiapatita hexagonal
de ficha cristalografica nimero 151414, obtido no banco de dados ICSD, acessado via
portal da pesquisa da CAPES [46].

Através dos difratogramas, notou-se que em todas as amostras houve a formacéo
de uma estrutura tipica da HAP hexagonal com relacédo sinal ruido indicando bom grau
de cristalinidade, onde os picos de maior intensidade sdo observados nos angulos de
difragdo 26 de 26° e 32° a 34°, referentes aos planos cristalinos (002), (211), (112) e

(300), respectivamente.
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Figura 21: Difratogramas de raios X de Caj0(PO4)s(OH), produzida com
diferentes tempos de maturacdo em comparagdo com o padrédo ICSD
151414,
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Figura 22: Difratogramas de raios X de Cajo(PO4)s(OH), produzida com
diferentes tempos de maturacdo em comparacdo com o padrédo ICSD
151414,
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Para determinar o tamanho de cristalito das amostras via 0 método de Scherrer
ou método de Williamson-Hall (W-H) conforme descrito no capitulo 3— Materiais e
Métodos precisamos determinar as larguras a meia altura de véarios picos do difratogra-
ma de raios X e destes valores, descontar o alargamento instrumental relacionado com
as caracteristicas do equipamento utilizado nas medidas. No caso da HAP, o difrato-
grama sempre apresenta 0s principais picos muito préximos e superpostos. Mesmo o
pico correspondente ao plano (002) que teria intensidade suficiente para uma andlise
direta da largura a meia altura esta préximo do pico relacionado ao plano (201) que ape-
sar de ter uma intensidade baixa nas condi¢Ges usuais de medida, pode influenciar a
largura a meia altura principalmente no caso de amostras com tamanho pequeno de cris-
talito, na escala nanométrica, que é exatamente o caso das amostras em estudo. Outro
efeito que pode distorcer o valor da largura a meia altura determinado diretamente dos
dados experimentais € o fato da radiacdo incidente na amostra ndo ser monocromatica.
Apesar do difratbmetro usado nas medidas contar com um monocromador instalado
antes do detector que separa as linhas Ko das demais linhas de fluorescéncia de Raios-
X do tubo de Cu, o sistema ndo separa as linhas Kal da Ka2, que tem comprimentos de
onda muito proximos (1,540598 e 1,544426A, respectivamente). Na figura 23 pode-se
ver 0 efeito do alargamento devido a superposi¢do das linhas Kal da Ka2 para o pa-
dréo da HAP. Os dois difratogramas foram simulados no PowderCell usando as mesmas

condicBes com a diferenga da superposi¢do Kal da Ko2.

Assim, a medida da largura a meia altura de qualquer pico de difracdo direta-
mente dos dados é susceptivel a estas diferentes fontes de erros, a menos que a amostra
seja altamente cristalina, com cristalitos de grande tamanho e com picos no difratogra-
ma razoavelmente isolados e em baixos angulos (o efeito de superposicdo das linhas

Kol da Ka2 é tanto maior quanto maior for o 20).
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Figura 23: Difratograma simulado da HAP com base no padrédo ICSD 15-

1414 comparando a condicdo de medida perfeitamente monocromatica, com

a presenca apenas da linha Kal com a situagcio mais realista das medidas
que apresenta a superposicdo Kal+ Ka?2.

Para contornar estes problemas, ja que as amostras ndo satisfazem as condi¢oes

acima, a estratégia adotada foi a seguinte:

Passo 1: Usando técnicas de refinamento das medidas de raios X, através do
PowderCell, obtém-se as informagdes necessarias para a determinacdo das largu-
ras de diversos picos. Ou seja, usando os parametros refinados U, V e W, que
definem o perfil dos picos de difracdo, é possivel calcular a largura a meia altura
das medidas para cada &ngulo que corresponde a um pico de difracdo da HAP.
Como no refinamento é possivel incluir explicitamente a contribuicdo das raias
Kal da Ka2 do Cu, este efeito € compensado na determinacdo do padréo de rai-

os X refinado.

Passo 2: Para contornar o problema do alargamento instrumental, uma medida
de uma amostra padrdo NIST 660a (LaBs)foi realizada e foi feito o refinamento

no Powdercell. Os valores do Uiys, Vins € Wins do padrao foram obtidos.

Passo 3: Usando os U, V e W de cada amostra e os valores de Uiy, Vins € Wigs,
os alargamentos reais dos picos sdo obtidos das equacbes 3.7 e 3.17, discutidas

no capitulo 3- Materiais e Métodos.
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A tabela 2 apresenta o fator de qualidade, os parametros U, V e W e 0s parame-

tros de rede a e ¢, obtidos no refinamento das amostras.

Tabela 2: Parametros obtidos através do refinamento das amostras de HAP
no programa PowderCell: fator de qualidade (S), parametros U, Ve W e
parametros de rede a e c.

FATOR DE PARAM ETROS da fungéo de PARAMETROS
AMOSTRA perfil Pseudo-Voight DE REDE
QUALIDADE A%
©) U Vv w ad) | c(A) )( o | Ac(@s)
PADRAO ICSD
151414 - - - - 9.3983 | 6.8677 - -
HAP avBiENTE 1.18 -0.5 4.9167 -0.5 9.4265 | 6.8673 | 0.30 | -0.01
HAP, 1.40 -0.5 1.1018 | 0.1660 | 9.4101 | 6.8664 | 0.13 | -0.02
HAP 0 2.27 -0.5 1.7071 | -0.0526 | 9.4137 | 6.8693 | 0.6 | 0.02
HAPq 2.20 -0.0469 | 1.3955 | 0.0285 | 9.4002 | 6.8610 | 0.02 | -0.10
HAP 0 1.03 0.0637 | 1.1626 | 0.1306 | 9.3799 | 6.8522 | -0.20 | -0.23
HAPsq 1.78 -0.5 1.7557 | 0.0374 | 9.4236 | 6.8754 | 027 | 0.11
HAPgq 2.70 -0.3402 | 1.6592 | 0.0348 | 9.3979 | 6.8659 | 0.00 | -0.03
HAP 400026n) 1.22 -0.5 1.7815 | 0.0086 | 9.4230 | 6.8762 | 0.26 | 0.12
HAP 40050143) 1.80 0.1321 | 1.2606 | 0.0513 | 9.4025 | 6.8638 | 0.04 | -0.06

Observando-se a tabela 2, percebe-se que houve pequenas variacbes, sempre
menores do que +0.3%, dos parametros de rede a e ¢ das amostras tratadas com diferen-
tes temperaturas em relacdo ao padrdo do banco de dados ICSD 15-1414. Nas amostras
tratadas a temperatura ambiente, a 100°C, a 300°C e 400°C (maturada 5 dias) houve
uma expansao do eixo a e uma contracdo do eixo ¢ da estrutura. Nas amostras tratadas a
200°C, 500°C e 400°C (maturada 26 horas) houve uma expansao dos dois eixos. Ja nas
amostras tratadas a 600°C e 400°C (maturada 50 horas) ocorreu o oposto, houve contra-

¢ao dos dois eixos da estrutura.

A figura 24 apresenta como exemplo, o resultado do refinamento efetuado ao di-
fratograma de raios X da amostra seca a temperatura ambiente. O difratograma experi-
mental é apresentado em preto e o padrdo do banco de dados ICSD 151414 refinado em
vermelho. O gréfico inferior em verde representa as diferencas entre as intensidades
experimentais e as calculadas ao final do processo de refinamento. Observando-se 0s
valores do fator de qualidade (S) (tabela 2), verifica-se visualmente um bom ajuste entre

0 espectro simulado e o experimental.
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Figura 24: Refinamento da amostra seca a temperatura ambiente.

De posse dos valores dos alargamentos reais dos picos de difracdo das diferentes
amostras, é possivel estimar o tamanho médio dos cristalitos. Para tanto, foram usados
dois modelos: 1- estimativa pela formula de Scherrer diretamente, e 2- método de Willi-
amson-Hall. Conforme mostrado no capitulo 3- Materiais e Métodos, o alargamento dos
picos de difragdo tem basicamente duas origens, o tamanho reduzido dos cristalitos e a

deformacéo induzida da rede.

O modelo de Scherrer so6 considera que o alargamento é devido a reducéo do ta-
manho de cristalito e é usado largamente na literatura para avaliar o efeito da escala
nanomeétrica no padrdo de difragdo. O método de Scherrer fornece apenas um compor-
tamento qualitativo. Segundo K. Venkateswarlu et.[56], 0 modelo de W-H € uma sofis-
ticacdo do modelo de Scherrer, onde é considerado que a largura & meia altura € uma

combinacgéo da contribui¢do do tamanho do cristalito e da deformacdo induzida da rede.

A figura 25(a) mostra a curva gerada pelos pontos de todos os picos de difracdo
em toda a regido medida de 10° a 80° em 26. Pode-se notar que a curva ndo pode ser
representada por uma reta Unica o que seria um indicio de que o modelo de Willianson-
Hall ndo pode ser usado neste caso. Nos poucos casos encontrados na literatura do uso
do modelo de W-H para a HAP, normalmente os autores apresentam somente a regido
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de 4senfentre ~0.9 e 2, que corresponde a 0 aproximadamente entre 13° e 30°, 0 que
equivale aos picos do difratograma entre 26° e 60° em 26, ou seja a regido principal com
0s picos mais intensos[56]. Apesar de ndo existir nada no modelo de W-H que justifique
formalmente isso, a ideia que esta por trds e que normalmente ndo é comentada, é que
os picos da HAP fora desta regido, por serem de menor intensidade sdo mais suscetiveis
aos erros experimentais inerentes ao método. Os picos em angulos abaixo de 10-11° em
20 sofrem do efeito do espalhamento a baixos angulos que gera uma curva de fundo
bastante intensa. Ja os picos em altos angulos em 26tém o efeito ampliado da contribui-
cao das raias Kal e Ka2 do Cu. No entanto, mesmo dentro da “regido 6tima” ou regiao
mais confidvel do difratograma, existe uma arbitrariedade na escolha do ponto a partir
do qual se deve considerar o ajuste linear no modelo. Verificou-se que na diferenca mi-
nima de um ponto a mais ou a menos no gréfico, gera uma modificacdo no ajuste linear,
que aparentemente parece ter pouca importancia, mas que, torna-se significativa no cal-
culo do tamanho de cristalito através do coeficiente linear da reta gerada no ajuste. As
figuras25(b) e (c) mostram dois ajustes lineares de uma unica amostra (HAP3q0), em que
a diferenca entre eles foi gerada apenas pela remocédo de dois pontos, resultando em
uma diferencga de aproximadamente 2nm no tamanho de cristalito calculado. Esse resul-
tado mostra que o modelo de W-H tem suas limitacdes, pois pontos diferentes geram
ajustes lineares diferentes e tamanhos de cristalitos diferentes. Pode-se considerar entdo
que, no caso das amostras deste trabalho, a precisdo do método de W-H na determina-
¢do do tamanho do cristalito deve ser da ordem de 2nm, pelo menos. Como a preciséo
do método esta relacionada diretamente com as caracteristicas do padréo de difracdo de
raios X da matriz cristalina, com o grau de complexidade do difratograma, a regido na
qual os picos sdo mais isolados ou mais superpostos e a regido na qual se encontra 0s
picos de maior intensidade, pode-se generalizar que no caso da HAP, a propria natureza
do presente método fornece resultados de tamanho de cristalito com incertezas da ordem

de alguns nandmetros.
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Figura 25: Diferentes ajustes lineares de uma Unica amostra (HAP300). Em
(a), curva gerada pelos pontos de toda a regido do difratograma experimen-
tal de 10° a 80° em 26.A figura (c) contém dois pontos, um no inicio e outro
no final, a mais que a figura (b). As equacdes obtidas do ajuste lineares nos

dois casos sdo mostradas nos graficos correspondentes.
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Para as demais amostras adotou-se o intervalo de (1 — 1.2) < 4senf < (1.8 —

2.1) e os resultados dos graficos de W-H séo exibidos na figura 26. Para cada amostra

também é mostrado o ajuste linear obtido e os valores do coeficiente angular e linear da

reta ajustada.
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Figura 26: graficos de Williamson-Hall das amostras de HAP

Na tabela 3 estdo os valores de tamanho de cristalito calculados através do mo-

delo de Scherrer e do de W-H. Como, a priori e apenas com as medidas de difratometria

de raios X ndo se obtém a morfologia das amostras, o calculo do tamanho foi feito com

os extremos dos valores de fator de forma do cristalito (K) para que resultasse em uma

maior confiabilidade dos dados obtidos. Foram usados K = 0,89 (particula esférica) e

K =1,39. O que esta apresentado na tabela 3, na realidade, € um intervalo de tamanho

de cristalito para cada amostra. No caso dos valores obtidos pelo método de Scherrer,

cada numero da tabela indica a média calculada de todos os picos do difratograma da

HAP e suas incertezas foram obtidas através do desvio padréo de cada amostra.

Tabela 3: valores do tamanho de cristalito das amostras calculado através
dos modelos de Scherrer e Williamson-Hall.

TAMANHO ESTIMADO (nm) DEFORMACAO
AMOSTRA SCHERRER W-H INDUZIDA
K=0,89 K=1,39
HAPaveiente | 7,6417 11,0+2,8 (18,1-28,3)+2,0 0,00757
HAP:00 13,320,6 19,620,9 (14,9-23,3)+2,0 0,00124
HAP .00 13,9+1,8 21,621,8 (23,4-36,5)+2,0 0,00365
HAP0 14,5£2,1 22,623,3 (21,1-33,0)+2,0 0,00344
HAP 100 12,120,7 20,241,2 (13,8-21,6)+2,0 0,00117
HAPs0 12,01, 18,821,9 (17,7-27,6)£2,0 0,00319
HAPG0 11,2+1,0 17,51,6 (21,2-33,1)+2,0 0,00332
HAP4000615) 12,313 19,3%2,1 (18,9-29,5)+2,0 0,00338
HAPuoeoas) | 13,0£1,6 20,3125 (20,6-32,1)+2,0 0,00318

O tamanho de cristalito estimado pelo modelo de W-H foi sempre maior que o

estimado pelo de Scherrer, 0 que era de se esperar, ja que o de W-H considera que a

largura a meia altura de um pico (FWHM) é uma combinacao da contribuicdo tanto do

50




tamanho como da deformacéo induzida da rede. No geral, é observado que no calculo
realizado pelos dois modelos ndo houve variacdo significativa de tamanho de cristalito
nas amostras tratadas a diferentes temperaturas. Os tamanhos de todas as amostras fica-
ram entre 10 e 20nm, pelo método de Scherrer, considerando os extremos de K (0,89 e
1,39) e entre 20 e 30nm pelo método de W-H. Apenas na amostra seca a temperatura
ambiente (HAPamsienTE), Pelo modelo de Scherrer foi verificada um tamanho menor em
relacdo as outras. Nota-se que a incerteza inerente aos métodos de W-H (~2nm) e de
Scherrer sdo despreziveis diante das flutuacdes existentes na determinacdo do método
que é carregada pela arbitrariedade no valor da constante K. Uma conclusdo importante
é que os dois métodos s6 podem ser melhorados em termos de sua precisdo se o formato
dos cristalitos for conhecido o que requer necessariamente a comparacdo com resultados

de microscopia eletrénica.

Segundo I. Mobasherpouret.[61]e K.P. Sanosh et.[3], um aumento na temperatu-
ra de calcinacdo resulta em um aumento no tamanho de cristalito. Em seus trabalhos
foram verificados uma pequena variacao de tamanho de cristalito na faixa de temperatu-
ra abaixo de 600 °C. Em seus calculos de tamanho, ndo foram considerados nenhuma
das correc@es incluidas no presente trabalho (alargamento instrumental, efeito do fator
de forma K, regido do grafico de W-H, e outros). Os autores utilizaram um Unico fator
de forma (K = 0,89), considerando que todas as particulas eram esféricas. Os resultados
destes autores sdao no minimo questionaveis e inconclusivos, se todas as demais corre-
cBes ndo forem corretamente avaliadas e descontadas. No presente trabalho foi possivel
mostrar que uma simples modificacdo na regido do grafico de W-H pode modificar o
tamanho médio de cristalito de 2nm e uma mudanca no fator de forma pode provocar

uma modificacdo da ordem de 10nm.

Em relacdo as amostras com diferentes tempos de maturacéo, também néo foi
verificado variagdo de tamanho. Segundo YingJun Wang et. [6] um aumento no tempo
de maturacdo resulta em um aumento de tamanho de cristalito. A diferenga de tamanho
estimado entre uma amostra maturada por 24 horas e outra maturada por 96 horas foi
menor que 2nm. Em seus célculos, assim como dos autores anteriores, nao foi descon-
tado o fator da deformacéo induzida e do alargamento instrumental do pico e considerou

o fator de forma de particula esférica. Novamente, os resultados s&o no minimo questio-
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naveis e a diferenca de 2nm pode muito bem ser relacionado a deformacéo induzida nos

cristalitos ou ao alargamento instrumental, por exemplo.

Uma conclusdo que pode ser tirado desta parte do trabalho € que a determinacéo
de tamanho de cristalito via difratometria de raios X € uma ferramenta Gtil, mas deve ser
analisada com cautela. Os valores obtidos devem ser encarados com uma estimativa do
tamanho médio de cristalito e deve-se sempre tomar o cuidado de analisar as possiveis
fontes de erros na determinacdo dos tamanhos e o efeito que elas terdo nos resultados
finais. A melhor opcéo parece ser a de fornecer um intervalo de tamanhos e ndo somen-
te um unico valor. Mesmo quando a forma dos cristalitos é conhecida e, portanto, o va-
lor de K pode ser definido em bases sélidas, as demais aproximacdes feitas ao longo do

processo sempre induzirdo flutuacdes que devem ser avaliadas e citadas corretamente.

4.2 Difratometria de Raios X e grau de cristalinidade

Segundo K.P. Sanosh et.[3] e E. Landi et.[62], 0 grau de cristalinidade pode ser

estimado através da seguinte relaco:

Xe=1- (va12i300 / 1300) (4.1)

onde 3o € a intensidade do pico correspondente ao plano (300) e vi12/300 COrresponde a
intensidade do vale entre os picos (112) e (300) do difratograma. Esse vale desaparece
completamente em amostras ndo cristalinas, ou seja, totalmente amorfas, ja que a ten-
déncia € que os picos (112) e (300) se alarguem e se fundam a medida que a amostra se

torna mais amorfa, fazendo com que V(112)/(300)~1(300)€ POMaNto X¢ - 0. A segunda

coluna da tabela 4 apresenta os valores de grau de cristalinidade X, (1/&) calculados
300

pela expresséo (4.1) para as amostras de HAP.

Landi et. al. [62] também discutem que o a expressao (4.1) é altamente depen-
dente do tamanho dos cristalitos. Isto é particularmente importante no caso do presente
trabalho j& que os resultados da sessdo anterior mostram que os cristalitos sdo nanomé-

tricos e este fato é evidenciado no alargamento dos picos da difratometria de raios X.
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Quanto menor for o cristalito, mas largo o pico deve ser e, portanto mais dificil serd em
identificar o valor correto do vale entre os picos (112) e (300). Os autores propuseram
um segundo método baseado na largura a meia altura do pico (002) (veja equacgéo (4.2))
para verificar o grau de cristalinidade das amostras por eles estudadas. Segundo eles, a
diferenca dos resultados obtidos pelos dois métodos foi sempre inferior a 10%. Mas
analisando atentamente o trabalho, é possivel perceber que eles consideraram apenas
amostras tratadas acima de 750°C e mesmo assim para a grande maioria das amostras
eles soO calcularam o Xc para tratamentos acima de 850°C. Nestas temperaturas € conhe-
cido na literatura [5,11,12] que os cristalitos da HAP crescem bastante permitindo um

correto uso da equagéo (4.1).

No segundo método proposto por Landi e colaboradores, e descrito pela equacédo

(4.2) abaixo, B(,00) € a largura a meia altura do pico relativo a reflexdo (002), dado em

graus, e a constante 0,24 [62] foi determinada para um familia bastante vasta de HAP’s.

Boon 3/ X = 0,24 (4.2)

Na segunda coluna da tabela 3, os valores de X, (Byo,) determinados via equa-
¢do (4.2) sao apresentados.

Tabela 4: grau de cristalinidade das amostras de hidroxiapatita

AMOSTRA Xc(V112/300) X:(Boo2) DIFERENCA
Fa. (41 £q. (4.2 %)
HAP amsienTE 0,62+0,02 0,16+0,01 387%
HAP 100 0,75+0,04 0,58+0,03 29%
HAP290 0,76x0,02 0,58+0,03 31%
HAP300 0,77+0,01 0,67+0,03 15%
HAP 400 0,68+0,03 0,41+0,02 66%
HAP5q0 0,72+0,05 0,45+0,02 60%
HAPg00 0,71+£0,04 0,59+0,02 20%
HAP 400026Hs) 0,78+0,03 0,43+0,02 81%
HAP 4006D1As) 0,70+0,06 0,38+0,02 84%

Na terceira coluna da tabela 4, sdo apresentadas as diferencas entre os dois mé-
todos de célculo do grau de cristalinidade. Os valores de incerteza obtidos pelos dois
metodos, X:(V112/300) € Xc (Booz), foram calculados através da propagagdo de incerte-

zas das formulas 4.1 e 4.2. Como era esperado, existe uma diferenca apreciavel entre 0s
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valores obtidos pelos dois métodos que sé pode estar conectado ao fato das amostras do
presente trabalho estar na escala nanométrica. A diferenca é maior exatamente para a
amostra apenas seca a temperatura ambiente. Este resultado esta de acordo com o que
foi obtido por difratometria de raios X que indica que esta amostra é a que apresenta
menores cristalitos e, portanto o valor de X.(v112/300) Calculado pela eq. (4.1) € mais

susceptivel a erros.

Pode-se verificar ainda que ndo ha uma relagdo claramente linear entre o grau de
cristalinidade e a temperatura de tratamento térmico. Segundo Y. Jun Wang et. [6], ha
um aumento da cristalinidade com o aumento do tempo de maturacdo. O comportamen-
to de X, calculado pelos dois métodos pode ser mais bem visualizado na figura 27 (a),
em funcdo da temperatura de tratamento térmico, e na figura 27(b), em funcdo do tempo

de maturacéo.
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Figura 27: Gréafico dos graus de cristalinidade Xc das amostras calculados
pelas equacgdes 4.1(curvas em preto) e 4.2 (curvas em vermelho) em funcéo
da temperatura de tratamento térmico (a) e do tempo de maturacao (b).

A figura 27(a) indica que o comportamento do Xc obtido pelos dois métodos é
basicamente 0 mesmo, embora os valores absolutos de Xc por cada método sejam muito
diferentes. Ja os resultados da figura 27(b) demonstram que a influéncia do tempo de
maturacdo € diferente nos dois meétodos de célculo do Xc. Considerando que o
X, (Booz2) € que apresenta menores chances de ser influenciado pelo tamanho de crista-

lito na escala nanomeétrica, pode-se concluir que o aumento do tempo de maturagéo di-
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minui o grau de cristalinidade da amostra, dentro do intervalo estudado. Este resultado é
exatamente o oposto do obtido por K.P.Sanosh. et al [3]. No entanto os autores usaram
apenas 0 método baseado no vale entre 0s picos das reflexdes dos planos (112) e (300),
que apresentam maiores possibilidades de ser mascarados pelo efeito do alargamento

dos picos de difragdo devido ao tamanho nanomeétrico dos cristalitos.

A amostra HAP3p foi a que apresentou maior grau de cristalinidade nos dois
métodos. Essa discrepancia com a literatura tanto no estudo do tempo de maturacao
como no de temperatura de tratamento sera melhor investigada na continuidade deste
trabalho. E importante lembrar que as medidas de DRX usadas para estimar o grau de
cristalinidade foram realizadas no modo varredura continua, j& as encontradas nos traba-
Ihos de Sanosh. et al [3] essas medidas foram realizadas no modo stepscan, que oferece
um melhor resolucdo no difratograma e uma melhor relacdo sinal ruido. Nas proximas
etapas deste trabalho as medidas seréo refeitas em modo stepscan e pretende-se estender
0 estudo em fungédo do tempo de maturagéo tanto para valores menores do que 24 horas,

quanto para maiores do que 5 dias, e da temperatura para valores maiores do que 600°C.

4.3 Espectroscopia Raman

Os espectros Raman das amostras de HAP produzidas com diferentes tratamen-
tos térmicos e diferentes tempos de maturacdo sdo representados nas figuras 28 e 29,

respectivamente.
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Figura 28: Espectro Raman das amostras de HAP maturadas por 50 horas
que passaram por diferentes tratamentos térmicos.
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Figura 29: Espectro Raman das amostras de HAP com diferentes
tempos de maturacédo (26h, 50h e 5 dias) e calcinadas a 400°C por 1 hora.

O espectro Raman das amostras € similar ao obtido por A. Antonakos. et al, G.L.
DArimont. et. al. e R. Cusco et. al. [63,64] contendo os modos do grupo fosfato. O gru-
po fosfato, em primeira aproximacao, apresenta uma simetria tetraédrica T4 com o P**

ocupando o centro do tetraedro e4 fons de O% nos vértices. Na teoria de grupos, siste-
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mas que apresentam esta simetria (tais como a molécula de CHa, os grupos (SiO4)*
(BO,)”, entre outros) possuem 9 modos normais de vibragdo agrupados conforme ilus-
trado na figura 30(a) [65]. Para a grande maioria dos sistemas deste tipo, vale a regra

geral vi>v3 e vy>vy [66].

Na HAP, o tetraedro do (PO4)* é distorcido apresentando as distancias e angulos
de ligacdo apresentados na tabela 5. Os valores das distancias e angulos foram calcula-
dos baseando-se na estrutura cristalina da HAP de acordo com o padrdo do banco de
dados cristalograficos ICSD 151414,

(b)
Figura 30: (a) Representacdo dos 9 modos de vibracdo do grupo (PO,4)*", 1

modo A; com frequénciavi, 2 modos E degenerados com frequénciav,, 6
modos T, divididos em 2 grupos triplamente degenerados, um com frequén-
ciasvs e v4[60]. (b) Tetraedro do grupo (PO4)* na matriz da HAP.

Tabela 5: Distancias P-O e angulos O-P-O no grupo (PO4)*", na estrutura

da HAP, obtidos com base na estrutura cristalina do padrdo ICSD 151414.

pP-01 1,5515

Distancias (A) P-02 1,5391

P-03 1,5396

02-P1-01 1125

~ 02-P1-03 107,39
Angulos (graus) 03P1-03 1077
03-P1-01 110,83

Na HAP o modo de estiramento simétrico v; do P-O esta proximo a 960 cm™: o
modo de flex&o (bending mode) v, O-P-O em 420 cm™; 0 modo de estiramento assimé-
trico vs P-O esta entre 1020 cm™ e 1050 cm™; e os modos de flexdo v4 O-P-O em dois
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picos distintos aparecem préximo a 580 cm™ e 591 cm™[64,67,68]. O fato de o tetraedro
ser ligeiramente distorcido faz com que os modos E se desdobrem em dois e 0s modos
T, em trés. Este efeito pode ser visto nos espectros de todas as amostras.

Em todos os espectros aparece a banda correspondente ao estiramento simétrico
do tetraedro vie esta se apresenta muito intensa. Essa banda é caracteristica da HAP, o
que, juntamente com os resultados de DRX, garante que as amostras formadas sdéo HAP
[64,67].

Na amostra seca a 100°C por dois dias (HAP1q0) aparece uma banda em 986,8
cm™ que pode ser correspondente a um deslocamento na frequéncia de um dos modos

de vibracéo vs.

A tabela 6 mostra o deslocamento Raman do modo v; das amostras de HAP. E

possivel verificar que algumas amostras apresentam diferentes frequéncias Raman.

Tabela 6: deslocamento Raman do modo vI das amostras de HAP em com-
paracdo como grau de cristalinidade.

AMOSTRA DESLOCAMENTO Xc(V112/300) X:(Booz2)
RAMAN (+0.5cm™) Eq. (4.1) Eq. (4.2)

HAP amsienTE 962 0,62+0,02 0,16+0,01
HAP g 962,5 0,75%0,04 0,58+0,03
HAP 00 962 0,76%0,02 0,58+0,03
HAP300 963 0,77+0,01 0,67+0,03
HAP 00 962,5 0,68+0,03 0,41+0,02
HAPsq 961,5 0,72+0,05 0,45+0,02
HAPgs00 961,5 0,71+0,04 0,59+0,02
HAP 400(26h) 962 0,78+0,03 0,43+0,02
HAP400D143) 961,5 0,70+0,06 0,38+0,02

A figura 31 mostra uma ampliacdo da banda correspondente ao modo vibracio-
nal vi;das amostras de HAP com tratamentos térmicos de 300°C, 400°C e 500°C e das

amostras com diferentes tempos de maturagéo.
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Figura 31: banda do modo v; das amostras de HAP. (a) HAP com diferentes
tratamentos térmicos. (b) HAP com diferentes tempos de maturacao.

Na figura 31(a) pode-se visualizar que, a medida que a temperatura aumenta, ha
uma diminuicdo do valor da frequéncia do modo vy, ou seja, ha um deslocamento para a
esquerda das bandas, até a temperatura de 300°C. Sendo este deslocamento mais evi-
dente nas bandas das amostras HAPsq € HAPgq € estas se apresentam na mesma posi-

¢do, ndo havendo deslocamento de uma em relagéo a outra.

Na figura 31(b) verifica-se que a amostra maturada por 50 horas (HAP4q0) apre-
senta menor frequéncia e a maturada por 5 dias (HAP 400 dias)), Maior frequéncia, sendo
que ha um deslocamento bem consideravel da amostra HAP 0o dias) €M relagéo as ou-

tras.

A largura & meia altura (FWHM) da banda do modo v; foi obtida para todas as
amostras e os resultados estdo na tabela 7, em comparacdo com os valores do grau de
cristalinidade das amostras. A relacdo entre o grau de cristalinidade e a posicéo e largu-
ra a meia altura (FWHM) da banda do modo v, pode ser melhor analisada atraves dos

gréaficos da figura 32.
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Tabela 7: valores de FWHM da banda de Raman e valores de cristalinidade
obtidos por DRX.

AMOSTRA | FHWM RAMAN | X, (V112/300) X, (Booz)
Eq. (4.1) Eq. (4.2)

HAP amsienTE 7,320,1 0,62+0,02 0,16%0,01

HAP g 6,6+0,1 0,75+0,04 0,58+0,03

HAP 6,5+0,1 0,76+0,02 0,58+0,03

HAP3q 6,9+0,1 0,77+0,01 0,67+0,03

HAP 400 6,4+0,1 0,68+0,03 0,41+0,02

HAPsq 7,0+0,1 0,72+0,05 0,45+0,02

HAPgoo 7,240,1 0,71+0,04 0,59+0,02

HAP 400(26Hs) 6,8+0,1 0,78+0,03 0,43+0,02

HAP400501A5) 7,0+0,1 0,70+0,06 0,38+0,02
P 0T ] o X
g 962,2 0.4 mg L::‘ 962,0 0,45
oo R i

Temperatura de tratamento (°C) Tempo de maturaggo (horas)
(a) (b)

724 % 107 - 075 ’%
r\/\ 2
5 405 g, 68 '
e / W AR
% = E 6,6

6,6 - l\. : 03 64l 0,40;;%

Temperatura de tratamento (°C)
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Figura 32: Posi¢do espectral do modo v, em funcdo da temperatura de tra-
tamento térmico (a) e do tempo de maturacdo das amostras (c). Largura a
meia altura (FWHM) do modo v, em funcdo da temperatura de tratamento

térmico (b) e do tempo de maturacdo das amostras (d).
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A relacdo da posicdo do pico Raman do modo de estiramento simétrico do grupo
fosfato em funcdo da temperatura de tratamento térmico segue de uma maneira geral o
comportamento do grau de cristalinidade, ou seja, quanto maior o Xc, maior a frequén-
cia do modo. Ja o FWHM, segue em linha geral o0 comportamento inverso. As amostras
de maior cristalinidade tém menor valor de FWHM. Este resultado pode ser interpretado
como uma manifestacdo do ordenamento da rede da HAP a medida que o grau de crista-
linidade aumenta. Quanto mais organizado o ambiente ao redor do grupo fosfato, menor
a dispersdo da frequéncia do modo de estiramento simétrico e, portanto menor o
FWHM. Ja o aumento da frequéncia do modo Raman, mesmo pequeno, é uma evidén-
cia do enrijecimento da ligacdo P-O, com consequente aumento da constante de forca,
que pode ser explicado tanto pela diminuicdo do volume livre disponivel para o grupo
fosfato vibrar quanto pelo surgimento ou complementacdo de ligacdes deste grupo com
o0 restante da estrutura cristalina da HAP. O aumento de cristalinidade pode ser tanto
devido ao maior grau de organizacdo e de empacotamento da estrutura hexagonal da
HAP, quanto a reducdo de fase amorfa ou a aumento no tamanho das particulas ja que
para particulas menores uma menor quantidade de grupos fosfatos estaria proximo da
superficie das particulas e, portanto uma maior fracdo estaria no volume da s particulas
em uma vizinhanga organizada. Analisando os tamanhos de cristalitos obtidos por DRX,
ndo é possivel afirmar com certeza se o efeito de empacotamento € o que domina ja que
as amostras com parametros de rede mais proximos do valor do padrdo do banco de
dados cristalograficos sdo as amostras tratadas a 300 e 600°C. J& os tamanhos de crista-
litos determinados por DRX também ndo permitem conclusGes definitivas. Aparente-
mente tanto a amostra HAP3p quanto a amostra HAPg tem tamanhos ligeiramente

maiores.

Tanto a posi¢ao quanto o FWHM do modo v; apresenta um dependéncia direta
com o grau de cristalinidade X (v112/300) Mas uma dependéncia ndo tao clara quando se
considera o grau de cristalinidade X.(Byo,) em funcdo do tempo de maturagéo. A prin-
cipal diferenga entre as duas formas de avaliar Xc é o efeito marcante da dimensédo na-
nométrica dos cristalitos no primeiro. Este efeito corrobora com o que foi discutido no
paragrafo anterior e reforca a combinacdo dos efeitos de grau de cristalinidade real e
tamanho de cristalito no ordenamento dos modos Raman do grupo fosfato da HAP. N&o
é possivel afirmar ainda que um destes efeitos é mais decisivo do que o outro na defini-

¢do do espectro Raman de uma amostra de HAP.
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4.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A microscopia eletronica de varredura foi usada com o intuito de verificar a su-
perficie e morfologia das amostras. A figura 33 exibe a imagem de MEV da amostra de
hidroxiapatita seca a temperatura ambiente. A figura 33 (a) mostra dois aglomerados de
particula de aproximadamente 2 um de tamanho de forma arredondada. Em (b) é mos-
trado um dos aglomerados da figura anterior em maior aumento. Em (c) e (d), aglome-
rado de particulas de aproximadamente 1 pm.

Figura 33: MEV da amostra de HAP maturada por 50hs e seca a temperatu-
ra ambiente (HAPAMBIENTE). (a) aglomerados de particula de 2 um de
tamanho de forma arredondada, (b) ampliacdo da imagem anterior, (c) e

(d), aglomerado de particulas de aproximadamente 1 pum.
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Na figura 34 estdo ilustradas as amostras de HAP seca a 100°C por dois dias.
Em (a) verifica-se a formacao de placas de HAP com comprimentos em torno de 10 pm;
em (b) ampliacédo da figura anterior para uma escala de 1 um, mostrando uma placa de
HAP compacta, de baixa porosidade, com aproximadamente 500 nm de espessura; em
(c) pode-se observar que as placas sé@o formadas pela juncdo de pequenos aglomerados
arredondados de particula; e em (d) tem-se um aglomerado arredondado, com didmetro
maior de aproximadamente 700nm, mostrando que além das placas grandes, hd também

pequenos aglomerados isolados.

Figura 34: MEV da amostra de HAP maturada por 50hs e seca a
100°C/2dias (HAP100).(a) placas de HAP com comprimentos em torno de 10
pum; (b) placa de HAP compacta, de baixa porosidade, com aproximadamen-
te 500 nm de espessura; em (c) placa com pequenos aglomerados arredon-

dados de particula; e (d) aglomerado arredondado, com diametro menor
que 1 pum.
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Na figura 35 tém-se imagens das amostras de hidroxiapatita tratada a
600° C por 1 hora (HAPgg). Na figura 35 (a) é observado um aglomerado
isolado de formato arredondado e tamanho menor que 1pum. Em (b), aglome-
rado com didmetro memorcom aproximadamente 3um , e em (c) aproxima-
cdo da figura anterior, mostrando que o aglomerado apresenta porosidade e

é formado por particulas menores de forma ndo muito bem definida.

Figura 35: MEV da amostra de HAP maturada por 50hs e tratada a
600°C/1h (HAP600) Em (a) aglomerado isolado esférico menor que 1 pm.
Em (b), aglomerado com didmetro maior que 5 um, e em (c) aproximac¢do da
figura anterior.
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4.2 Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

As micrografias das microscopias eletronicas de transmissdo foram obtidas com
o0 intuito de investigar a estrutura, a morfologia e os tamanhos de particulas das amos-
tras de HAP pura [Ca;o(PO4)s(OH),] produzidas com diferentes tempos de maturacao e
diferentes tratamentos térmicos. Atraves dessas imagens foi possivel conhecer a forma

das particulas e estimar o tamanho das mesmas.

A figura 33 ilustra as particulas de HAP maturadas por 50 horas e seca a tem-
peratura ambiente (HAPamsienTe). A figura 36 (a) revela um aglomerado de particulas
de hidroxiapatita em escala manométrica com 20nm a 80nm de comprimento, com mor-
fologia diversificada, sendo que a maior parte encontra-se de forma arredondada. Em
(b) é apresentada outra regido do mesmo aglomerado e em (c) apresenta uma imagem de
uma particula razoavelmente bem definida apresentando forma hexagonal de dimenséo

maior igual a (47,7 £ 0,2) nm.

Figura 36: MET da HAP maturada por 50hs e seca a temperatura ambiente
(HAP 0); (a) particulas aglomeradas, (b) particulas sobrepostas, (c) parti-
cula com forma hexagonal.

A figura 37 ilustra uma imagem de microscopia de alta resolucdo da mesma
regido da figura 36(c). Nota-se a existéncia de algumas regides monocristalinasrealcan-
do que a amostra mesmo sem sofrer tratamento térmico apresenta cristalitos muito bem
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definidos. As regides da imagem que apresentam planos cristalinos bem definidos fo-
ram analisadas através da transformada de Fourier (FFT) feitas usando o software ES
Vision, o que permitiu obter as distancias interplanares de cada uma das particulas. As
distancias interplanares obtidas podem ser diretamente comparadas com as distancias
interplanares da estrutura hexagonal da hidroxiapatita (ICSD 151414). As seguintes
distancias interplanares obtidas 5,16 A, 2,60 A e 4,07 A correspondem ao espagamento
dos planos dio1, a2 € dago, respectivamente. Os valores obtidos através do padrdo da
HAP obtido no banco de dados ICSD 151414 sdo 5,25A (dio1), 2,62A (dag) e
4,07A(d2o0).

Figura 37: MET de alta resolucdo da HAPAMBIENTE. As regides marcadas
na figura da esquerda foram analisadas por transformada de Fourier e 0s
resultados estdo na figura da direita.

A figura 38 mostra uma micrografia de alta resolucdo da amostra de HAP tratada
a 100°C por 2 dias (HAP1q0). Pode-se observar que a amostra é formada de aglomerados
de particula de morfologia arredondada, e que os aglomerados possuem um tamanho em
torno de 20 nm. Através da analise de FFT foram obtidas as distancias interplanares
2,79 A, que pode corresponder tanto as familias de planos {121} como {211} que apre-
sentam distancias interplanares de 2,79A ou a familia de planos {112} que tem 2,77 A
de distancia interplanar. A distancia interplanar de 2,72 A se relaciona a familia de pla-
nos {300} da HAP.
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Figura 38: MET de alta resolucdo da HAP100. A regido marcada na figura
da esquerda foi analisada por transformada de Fourier e os resultados es-
tdo na figura da direita.

Na figura 39, é ilustrada uma particula na forma de bastdo da amostra HAP 4o
(26Hs) COm aproximadamente 51nm x 20nm de tamanho e orientagdo perpendicular ao
plano {121} ou {221} da HAP.

Figura 39: MET de alta resolucédo da amostra HAP400 (26 horas). A regido
marcada na figura da esquerda foi analisada por transformada de Fourier e
os resultados estdo na figura da direita.

A figura 40 mostra as amostras de HAP maturadas por 50h e tratadas a

400°C/1h. O tamanho meédio dos aglomerados é em torno de 50nm x 20nm. As figuras
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(@) e (b) mostram um aglomerado de particulas sobrepostas em forma de bastdes, ja a
figura (c) mostra uma micrografia de alta resolucéo e a transformada de Fourier corres-
pondente aos planos {300} e {121} ou {112}.

Figura 40: MET da HAP maturada por 50hs e calcinada a 400°C/1h
(HAP400 (50hs)); (a) e (b) particulas aglomeradas e sobrepostas, (c) MET
de alta resolucdo (a regido marcada foi analisada por transformada de
Fourier (figura da direita)).

Na tabela 8 estdo todos os valores das distancias interplanares obtidas para as

amostras analisadas por MET com as respectivas familias de planos correspondentes.
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Tabela 8: distancias interplanares e familia de planos das amostras de HAP

AMOSTRA DISTANCIAS ERRO (%) | FAMILIA DE
INTERPLANARES PLANQOS
dteérico(A) dmedido (A)
HAPamBIENTE 5.25 5.16+0.13 -1.7 {101}
2.62 2.60+0.06 -1.0 {202}
4.07 4.07+0.01 0 {200}
HAP 100 2.77-2.81 2.79+0.05 +0.7 {112} / {121}
2.71 2.72+0.02 0.4 {300}
HAP 400 2615) 2.81 2.82+0.02 1.1 {121} / {211}
HAP 400 (s0Hs) 2.71 2.74+0.04 1.1 {300}
2.77 2.79+0.01 0.7 {112} / {121}

Através das micrografias verifica-se que as amostras com diferentes tempos de
maturacao apresentaram o mesmo tamanho (em torno de 50nm x 20nm), e mesma mor-
fologia, em forma de bastéo, estando proximo dos resultados de tamanho de cristalito

calculados por Scherrer e W-H.

As amostras com diferentes tratamentos térmicos apresentaram variacdo de morfo-
logia e de tamanho. Esses valores contrariam os resultados obtidos por Scherrer e W-H
e podem ser explicados pelo fato de que para analise de microscopia é utilizada uma
porcdo muito pequena da amostra, ndo significando que haja variacdo no tamanho mé-
dio das particulas. As imagens de microscopia também mostram tamanhos maiores que
os estimados por Scherrer e W-H, o que era esperado, visto que em microscopia é me-
dido o tamanho da particula e o calculo por Scherrer e W-H resulta em uma estimativa

do tamanho de cristalito (uma particula pode ser formada por mais de um cristalito).
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4.6 Espalhamento Dinamico de Luz (EDL)

A técnica de espalhamento dindmico de luz foi utilizada com o propoésito de es-
timar os tamanhos de particula das amostras com diferentes tratamentos térmicos e dife-
rentes tempos de maturacéo, a partir de uma suspensao. Conforme discutido no capitulo
3- Materiais e Métodos, o EDL mede o volume hidrodindmico da particula e a partir
desta informacdo estima o tamanho hidrodindmico da particula. Isso significa que os
valores de volume e tamanho determinados representam a particula e a porcéo do fluido
no qual as particulas estdo suspensas que € arrastado junto com as particulas. A técnica
admite que porcdes muito pequenas do fluido sdo carregados junto com as particulas e

que portanto a adsorcdo das moléculas do fluido na superficie das mesmas é pequena.

Os graficos deEDL das amostras foram expressos em duas grandezas distintas,
intensidade de espalhamento e nimero de particulas que espalham a luz em funcgéo do
tamanho. Como nanoparticulas com dimensfes maiores espalham mais a luz do laser,
mesmo que estejam em pequenas quantidades, essas sdo as responsaveis pela reprodu-
cdo do gréafico de intensidade por tamanho, mesmo que elas se encontrem em peguena
quantidade na amostra. J& no grafico de nimero por tamanho, 0 que se observa é uma
real distribuicdo de tamanho, visto que o que vai importar é a quantidade de particulas
de um mesmo tamanho em uma determinada amostra. A figura 40 ilustra os gréaficos de

EDL das amostras de HAP com diferentes tratamentos térmicos.

Trés regides de tamanhos podem ser claramente vistas em todas as medidas da
figura 41, a primeira entre 4 e 10 nm, a segunda na regido de 70 a 200nm e a terceira na
regido de 400 a 1300nm. A Ultima regido representa os agregados que Sao visiveis nas
imagens tanto de MEV quanto de MET. A 12 regido, representa as particulas de menores
dimensGes e podem representar particulas com um dnico cristalito. Ja a regido interme-
diaria representa pequenos aglomerados e/ou particulas contendo, provavelmente, de

um a alguns cristalitos.

No caso especifico da amostra HAP4q, a combinacdo dos resultados de MET
(ver figura 40) e de EDL permite conjecturar que os picos observados nas curvas de
EDL em ~78nm (£10nm) podem ser devido as particulas de formato alongado que se
difundem na suspensdo na dire¢do de perpendicular ao seu maior didmetro. J& o pico em
cerca de 190nm pode ser devido a difusdo das mesmas particulas executando movimen-
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tos de rotacdo provocando um arraste de fluido maior e, portanto um volume hidrodi-
ndmico aparente maior. Outra possibilidade é que aglomerados com forma de bastdes,

como os apresentados na figura 36 sejam 0s responsaveis por este pico.

Na figura 42, estdo as curvas de EDL de nimero e intensidade de espalhamento
por tamanho das amostras que sofreram diferentes tratamentos térmicos. As mesmas

regides de tamanho existentes nas amostras da figura 41 podem ser identificadas aqui.

Os resultados de intensidade EDL estdo de acordo com as imagens de microsco-
pia eletronica de varredura, visto que os valores de intensidade das amostras apresenta-
ram-se em torno de 500 nm, comprovando o que a MEV ja havia mostrado, que houve a
formacdo de aglomerados de particulas. Os resultados dos graficos de namero confir-
mam que ndo ha variacdo significativa nos tamanhos das particulas, como mostra os
graficos de DRX, as medidas de Raman e a estimativa por Scherrer e Willianson-Hall.
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Figura 41: Gréfico de intensidade e do numero de particulas obtidos das
medidas de EDL em fun¢do do tamanho das nanoparticulas de HAP das
amostras maturadas por 50 horas e tratadas a diferentes temperaturas.
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Figura 42: Graficos da distribuicdo da intensidade e do numero de particu-
las obtidos das medidas de EDL em funcdo dotamanho das nanoparticulas
de HAP das amostras tratadas a 400°C e maturadas por 26 horas e 5 dias.

As particulas com dimensdes da ordem de 10nm podem ser vistas nas imagens

de alta resolucdo de MET das amostras HAP19o € HAP40. Além disso, estas imagens
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indicam particulas de formato mais proximo do arredondado e formadas por um Gnico
cristalito. A combinacdo de todos estes resultados permite interpretar a grande disperséo
de valores encontrados na determinagdo dos tamanhos usando a difratometria de Raios
X e 0s métodos de Scherrer e W-H. No caso das amostras HAP4q a grande variacao de
tamanho é real e percebe-se tanto particulas alongadas com dimensdes de dezenas de
nm quanto particulas arredondadascom ~10nm. Assim é correta a informacéo contida na
tabela 3.J4 para amostra HAP100, os resultados de EDL e MET indicam particulas
aproximadamente esféricas formando aglomerados de diferentes tamanhos. Assim po-
de-se adotar para o K o valor de 0,89 e os tamanhos médios de particula determinados
pela difragcéo de raios X ficam em torno de 14-15nm e este valor deve ser devido a uma
distribuicdo bimodal dando origem aos dois picos observados em~6 e ~9nm das medi-
das de EDL.

Por ultimo, pode-se tentar correlacionar a posi¢ao dos primeiros picos das medi-
das de EDL das amostras tratadas termicamente com o grau de cristalinidade X, (Bygz)-
O resultado € apresentado na figura 43. Aparentemente existe uma correlacdo inversa
entre a cristalinidade da amostra e o tamanho das menores particulas obtidas, até a tem-
peratura de tratamento térmico de 400°C. Ou seja, nesta faixa de temperaturas, o aumen-
ta da cristalinidade esta associado a diminuicdo do tamanho das menores particulas pre-
sentes na amostra. Uma possivel interpretacdo é que a medida que a temperatura aumen-
ta, material das particulas menores sdo transferidos para particulas maiores de forma
que aquelas formadas durante a fase de maturacdo e secagem da amostra diminuem de
tamanho a custa do crescimento de outras particulas. Este processo pode produzir parti-
culas amorfas devido a transferéncia de material para outras particulas, reduzindo, por-
tanto o grau de cristalinidade da amostra. Considerando as imagens de MET, pode-se
concluir ainda que as particulas inicialmente arredondadas crescem na forma de bastdes
alongados formando particulas maiores, que ddo origem aos picos de EDL acima de
50nm. Acima de 400°C aparentemente o mecanismo muda e todas as particulas crescem
através de processos do tipo coalescéncia o que desloca os picos para tamanhos maiores

e aumenta o seu grau de cristalinidade novamente.
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das pela posi¢cdo dos picos nos graficos de EDL, com o grau de cristalini-

dade, em funcao da temperatura de tratamento térmico das amostras.
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5. CONCLUSOES

O processo de producdo via umida de hidroxiapatita (HAP) por precipitacdo
controlada mostrou-se uma metodologia simples e eficiente, sendo capaz de produzir

nanocristais de HAP pura.

Através do estudo realizado utilizando as técnicas de difratometria de raios X,
espectroscopia Raman, microscopia eletronica de transmisséo, microscopia eletronica
de varredura e espalhamento dinamico de luz, foi possivel uma anélise dos efeitos de
diferentes tempos de maturacdo e diferentes tratamentos térmicos nas caracteristicas

estruturais e morfologicos da HAP.

As analises de difratometria de raios X confirmam a formacéo de uma unica fase
cristalina da HAP hexagonal em todas as amostras, inclusive na amostra que foi apenas
maturada e seca a temperatura ambiente, mostrando que modificagdes no tempo de ma-
turacdo e na temperatura de tratamento térmico, dentro dos intervalos estudados,ndo sao
os fatores determinantes na formacdo da fase cristalina da HAP e nem produzem fases
cristalinas adicionais. Da difratometria de raios X também foi possivel concluir que as
amostras apresentam parametros estruturais que concordam com o padréo do banco de
dados cristalograficos ICSD 151414 com diferenca de no maximo +0.3% em relacao

aos parametros de rede do padrao.

Nas estimativas de tamanho de cristalitos realizadas tanto pelo método de Scher-
rer como pelo de Willianson-Hall (W-H) foi verificado que ndo houve variagdo signifi-
cativa do tamanho de cristalito para amostras tratadas a diferentes temperaturas e dife-
rentes maturacoes, sendo que o tamanho de todas as amostras ficou entre 10 e 20nm,
pelo método de Scherrer e entre 20 e 30nm pelo de W-H. Esta diferenca entre os dois
métodos ja era esperada ja que no metodo de Scherrer o alargamento devido a deforma-
cao induzida nos cristalitos ndo € levado em conta. As variagfes de tamanho de cristali-
to entre as diferentes amostras estdo dentro da precisdo dos dois métodos. A amostra
somente maturada a temperatura ambiente pode ser considerado como Unica excecao,

com um tamanho de cristalito entre 8 a 10nm.
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Uma constatacdo paralela, ndo conectada diretamente aos objetivos iniciais do
trabalho é que a determinacdo do tamanho de cristalito usando o alargamento dos picos
do difratograma de raios X por qualquer um dos dois métodos contém muitos aspectos
que podem ser fontes de imprecisdes e que podem conduzir a erros razoavelmente gran-
des e estimativas irreais de tamanho. Os principais aspectos que devem ser considerados
séo: i- influéncia do alargamento devido ao processo de medida, do tipo de equipamen-
to, da geometria da medida, também chamado de alargamento instrumental; ii- natureza
do proprio difratograma de raios X e existéncia de picos isolados o suficiente para uma
correta avaliacdo do alargamento; iii- limitacdes dos préprios métodos de avaliacdo do
tamanho e um certo grau de arbitrariedade na escolha do parametro de forma K. Todos
estes aspectos demonstram que apesar dos métodos baseados no difratogramaserem
largamente usado e razoavelmente facil de usar, ele deve necessariamente ser acompa-

nhado de outros métodos de determinacdo de tamanhos de cristalitos/particulas.

Os resultados de difracdo de raios X também permitiriam estimar o grau de cris-
talinidade das amostras, e isto foi feito, por dois métodos diferentes, um através da
FHWM do pico (002) (Método 1) e outro pelo vale entre os picos (112) e (300) (método
2). Os resultados indicaram que ndo ha uma relagdo do aumento da cristalinidade com o
aumento da temperatura de tratamento térmico, no intervalo de temperaturas considera-
do, indicando que nem sempre € verdadeira a hipdtese de que aumento de temperaturas
significa aumento de grau de cristalinidade. Esta afirmacdo, no entanto, é encontrada
com frequéncia na literatura sem evidéncias diretas. Aparentemente existe uma confu-
sdo de que a melhor definicdo dos picos num difratograma de raios X é uma indicagéo
de que a amostra é mais cristalina. Esta € inclusive o ponto de partida do método 2 para
a HAP. No entanto, isso nem sempre ¢é verdade, como demonstrado neste trabalho, prin-
cipalmente quando se considera amostras na escala nanométrica e nestes casos metodos
de avaliacéo do grau de cristalinidade como o método 2 para a HAP se mostram melho-
res. J& na analise de tempo de maturagdo, pelo método 2 foi verificado umadiminuigéo
da cristalinidade com o aumento do tempo de maturagéo, o que ndo foi verificado pelo

método 1.

As andlises de grau de cristalinidade (X.) feitas pelos dois métodos propostos
por Landi, Xc(vi121300) € Xc (Booz) mostram que ha uma diferenca bastante significativa

entre os valores absolutos obtidos pelos dois métodos. Pode-se verificar que ndo existe
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um comportamento linear entre o grau de cristalinidade e a temperatura de tratamento
térmico, e que, apesar dos valores absolutos de X.obtidos pelos dois métodos sejammui-
to diferentes, o0 comportamento obtido pelos dois métodos é basicamente 0 mesmo. Ob-
serva-se também que, pelo método X, (Boo2) um aumento do tempo de maturagéo resul-
tou em uma diminuicdo do grau de cristalinidade e pelo método Xc(vi12/300) NA0 existe
essa relacdo, sendo que a amostra maturada por 50h foi a que apresentou maior grau de
cristalinidade.

As analises de espectroscopia Raman das amostras mostram os modos de esti-
ramento do grupo PO, sendo que o modo viapresenta em grande intensidade em torno
de 962 cm™, sendo caracteristica da HAP. Para a faixa de temperatura de 300°C a
600°C, ha um deslocamento para menoresfrequéncias das bandas vi, havendo um deslo-
camento maior nas bandas das amostras HAPsoe HAPgg0e estas se apresentam na mes-
ma posicao, ou seja, ndo ha deslocamento de uma banda em relacdo a outra. Nas amos-
tras com diferentes tempos de maturacéo, verificou-se que a amostra maturada por 50h
(HAP490) apresenta menor frequéncia e a maturada por 5 dias (HAP40o( dias)), maior fre-
quéncia. A relacdo da posicdo do pico Raman do modo de estiramento simétrico do
grupo fosfato em funcdo da temperatura de tratamento térmico segue de uma maneira
geral o comportamento do grau de cristalinidade, ou seja, quanto maior o Xc, maior a
frequéncia do modo. J& o FWHM, segue em linha geral o comportamento inverso. As

amostras de maior cristalinidade tém menor valor de FWHM.

As analises morfoldgicas feitas através da microscopia eletrénica de transmissdo
das amostras revelam a existéncia de particulas nanométricas formando aglomerados.
As amostras tratadas por diferentes temperaturas apresentaram diferentes morfologias e
diferentes tamanhos, isso nao foi observado para as amostras com diferentes tempos de
maturacgdo, onde ndo houve variagdo nem no tamanho, nem na morfologia. Nas imagens
de alta resolugdo de todas as amostras nota-se a existéncia de algumas regiées mono-
cristalinas realgando que a amostra mesmo sem sofrer tratamento térmico apresenta
cristalitos muito bem definidos. Na maioria das imagens de alta resolucéo, cada particu-
la observada era composta por um unico cristalito. Mas isso ndo descarta a possibilidade

de existir particulas com mais de um cristalito.

As analises de microscopia eletronica de varredura confirmam os resultados ob-

tidos por MET, em que se observa a formacdo de aglomerados. A amostra maturada a
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temperatura ambiente forma aglomerados arredondados. Ja na amostra seca a 100°C
ocorre a formacdo de placas densas, com comprimentos em torno de 10 um e na amos-

tra tratada a 600°C ocorre a formagéo de um aglomerados com porosidade.

Outra estimativa do tamanho de particulas foi feita através do espalhamento di-
némico de luz (EDL). Os resultados dos gréaficos de nimero confirmam que ndo ha va-
riacdo significativa nos tamanhos das particulas, como mostra os graficos de DRX, as
medidas de Raman e a estimativa por Scherrer e Willianson-Hall. Ja os resultados de
intensidade EDL estdo de acordo com as imagens de microscopia eletronica de varredu-
ra, visto que os valores de intensidade das amostras apresentaram-se em torno de 500
nm, comprovando a formacao de aglomerados, identificados também no MEV.

Com a juncdo de todos 0s nossos resultados, sugerimos um modelo de cinética
de formacdo da hidroxiapatita em funcdo da temperatura. Onde observamos as seguintes

etapas:

1°) da temperatura ambiente até 400°C: ocorre diminui¢cdo do tamanho das menores
particulas e aumento da cristalinidade;

2°) de 400°C a 600°: todas as particulas crescem através de processos do tipo coales-
céncia, o que desloca os picos para tamanhos maiores e aumenta o grau de cristalinidade

novamente.

Por fim, foi verificado que os resultados obtidos pelas diferentes técnicas de ca-
racterizacdo das amostras corroboram, visto que os resultados de estimativa de tamanho
de cristalito por Scherrer e Williamson-Hall e os graficos de Raman assim como os re-
sultados de MET e as estimativas de tamanho de particula realizadas pelo espalhamento
dindmico de luz comprovaram a formacdo de particulas nanométricas e que ndo houve
alteracdo significativa de tamanho nas amostras tratadas a diferentes temperaturas e
maturadas por diferentes tempos, como mostrado na tabela 9. Os resultados de MEV e
intensidade por espalhamento dindmico de luz mostram que essas nanoparticulas for-

mam aglomerados de particulas.
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Tabela 9: valores das estimativas de tamanho de cristalito e particula das
amostras de HAP pelas diferentes tecnicas de caracterizacdo: DRX, MET e

EDL

Tamanho de cristalitos e de particulas (nm)

DRX MET EDL
AMOSTRAS | emen —
HAP svisienTe 8 18 20-80
HAPloo 13 15 ~20
HAP . 13,9-21,6 23,4-36.5
HAP_ 14,5-22,6 21,1-33,0 Entre 4 e 10 nm
HAP, 12,1-20,2 13,8-21.6 50
HAP, 12,0-18,8 17,7-27,6
HAP 11,2175 21,.2-33.1
HAP 0cashs) 12,3-19,3 18,9-29,5 ~51
HAP4OO(5DIAS) 13,0-20,3 20,6-32,1
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6. PROPOSTA DE TRABALHOS FUTUROS

e Refazer as medidas de difratometria de Raios X das amostras em modo steps-
cann, que oferece uma melhor resolucdo no difratograma e uma melhor relacéo
sinal ruido.

e Entender o estudo do comportamento do tamanho e da morfologia das HAP em
funcdo do tempo de maturacdo tanto para valores menores do que 24 horas,
quanto para maiores do que 5 dias, e da temperatura para valores maiores do que
600°C.

e Realizar estudo de Espetroscopia de Infravermelho por Transformada de Fouri-
er, para verificar se houve alguma alteracdo nos modos vibracionais do grupo
CO; das amostras.

e Produzir bioceramicas de hidroxiapatita com diferentes porosidades.

e Avaliar in vitro as condicdes de aplicablidade das bioceramicas produzidas.
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