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RESUMO

O presente estudo tem como foco a caracterizacdo dos fosfatos de calcio, em especial a
hidroxiapatita (Ca10(PO4)s(OH)2) ¢ B-tricalcio fosfato (Caz(PO4)2), com hierarquia de poros
obtidos através de um novo processo de sintese usando precursores biocompativeis. Em
estruturas inorganicas, a [UPAC- International Union of Pure and Applied Chemistry classifica
0s poros em termos dos diametros em mesoporos (2 nm <@ < 50 nm) e macroporos (@ >50
nm). Os objetivos propostos na tese envolvem dois aspectos, o primeiro relacionado com o
desenvolvimento de um molde organico constituido por dois compostos: surfactante Brometo
de Cetiltrimetilamonio (C1sTAB) e amido de milho gelatinizado para formagédo de estruturas
com hierarquia de porosidade de meso e macroporos. O segundo aspecto é em relacdo a
producdo de hidroxiapatita dopada com Eu®* para uso em sistemas porosos de liberacdo de
farmacos dotados de sonda luminescente. Para tanto, foram preparadas amostras de
hidroxiapatitas e B-tricalcio fosfato dopadas com 6 mol% de Eu®" sintetizadas na presenca do
C16TAB e/ou amido de milho. Foram empregadas as seguintes técnicas de caracterizagdo: a
difracdo de raios X (XRD), estrutura fina de absor¢do de raios X (XAFS), microscopia
eletronica de varredura (SEM), espalhamento de raios X a baixos angulos (SAXS) e a ultra
baixos angulos (USAXS), espectroscopia de fotoluminescéncia e testes de citotoxicidade. Dos
resultados de XRD foi constatado que a ordem de gotejamento das soluc¢des de partida e o tipo
de molde orgénico empregado promove variagdes nas dimensdes dos cristalitos dos fosfatos de
calcio e surgimento de fases B-Caz(P207), a-Cax(P207) e fosfatos de célcio carbonatados junto
com a fase cristalina do B-TCP. Na investigacdo por XAFS foi avaliado a simetria local de
incorporacéo do Eu®* na estrutura da hidroxiapatita. Os resultados revelam que a incorporagéo
de Eu®* se da em maior escala em sitios de Ca(1) do que no de Ca(2). Os resultados de
fotoluminescéncia também revelaram que a simetria do fon Eu®* é afetada pela ordem de
gotejamento das solucOes de partida e pela presenca do C16TAB no meio reativo. Em relagdo
a formacdo de arranjos com hierarquia de porosidade os resultados de SAXS/USAXS e SEM
indicaram que 0 molde constituido por C16TAB ndo formaram poros, enquanto que as amostras
com molde da combinag&o entre amido de milho e C16TAB apresentaram estruturas de meso e
macroporos. Testes de citotoxicidade in vitro revelaram que os sistemas de fosfatos de célcio

porosos desenvolvidos ndo sdo toxicos.

Palavras-Chave: Fosfatos de Célcio. Porosidade. Amido. Europio (111).
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ABSTRACT

The main purpose of the present study were to produce and characterize calcium
phosphates, specially hydroxyapatite (Cai0(PO4)s(OH)2) and B-tricalcium phosphate
(Caz(POa4)2), with hierarchical pore arrangement obtained through a new synthesis process
using just biocompatible precursors. IUPAC- International Union of Pure and Applied
Chemistry classifies the pores in terms of the cavities diameters in mesopores (2 nm <@ <50
nm) and macropores (@> 50 nm). The main objectives were twofold. The first was the template
development using a surfactant, cetyltrimethyl ammonium bromide (C16TAB), and gelatinized
corn starch to obtain a hierarchical arrangement of pores form meso to macropores. The second
aspect was the production of hydroxyapatite doped with Eu®* for drug delivery systems
equipped with luminescent probes. For this purpose, pure samples and calcium phosphate-
doped samples with 6 mol% of Eu®" were produced with C16TAB and / or corn starch. The
following experimental characterization techniques were employed: X-ray diffraction (XRD),
X-ray absorption fine structure (XAFS), scanning electron microscopy (SEM), Small angle X-
ray scattering (SAXS) and the Ultralow angles X-ray scattering (USAXS), photoluminescence
and cytotoxicity test. XRD revealed that the solutions drip order and the type of organic
template promotes variations in the crystallites dimensions and induces the appearance of -
Caz(P207), 0-Cax(P207) and carbonated calcium phosphate phases with of the main B-TCP
phase. XAFS technique showed that the Eu®* incorporation occurred preferentially in the Ca(1)
sites of HAP. The luminescence results also revealed that the symmetry of the Eu®* ion is
affected by solutions drip order and the presence of C1sTAB solution in the reactive medium.
The hierarchical arrangement of pores was evaluated by SAXS / USAXS and SEM analysis.
The results indicated that only C1sTAB was not able to induce proses, whereas the samples
produced with combination of corn starch and CisTAB presented meso and macropores
structures. In vitro cytotoxicity tests revealed excellent biocompatibility of our calcium

phosphate porous systems.

Keywords: Calcium Phosphate. Porosity. Starch. Europium (111).
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CAPITULO I — Introduc&o e Objetivos
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1 INTRODUCAO

Os estudos de biomateriais sintéticos aplicados a sistemas biologicos trazem inUmeros
beneficios para a prevencao e tratamento de doencgas, sobretudo aumentando a qualidade de
vida da populacdo. As bioceramicas constituintes de fosfatos de célcio se destacam por: (i)
excelente biocompatibilidade; (ii) ndo apresentar toxicidade local ou sistémica; (iii) natureza
biodegradavel em pH fisioldgico; (iv) facilidade em adsorver ions e moléculas. Todas essas
caracteristicas combinadas demonstram a potencialidade de aplicacdes dos fosfatos de célcio

em diversos sistemas desenvolvidos para fins terapéuticos na medicinal’..

Os estudos sobre as bioceramicas com base nos fosfatos de célcio tém produzido
avancos tecnologicos significativos, em especial no que tange a liberacdo controlada de
farmacos no tratamento ndo invasivo de diversos tipos de cancer e infecgdes [“°“°I, Um sistema
eficiente para essa finalidade precisa ser dotado de poros, com didmetros bem definidos que
sejam capazes de transportar, sem afetar atividade bioldgica da substancia terapéutica, e realizar

a liberac&o in situ sobre o tecido alvo a ser tratado com taxas conhecidas ° .

As primeiras estruturas de aluminosilicatos utilizadas possuiam arranjo poroso com alto
grau de ordenamento de longo alcance no arcabougo tridimensional (3D), e poros com
distribuicdo estreita de diametros da ordem de ~ 1 nm a 2 nm'”). Esse sistema foi classificado
como microporoso pela Unido internacional e Quimica Pura e Aplicada (IUPAC)® .
Posteriormente a barreira dos microporos foi ultrapassada com o desenvolvimento e
classificacdo de estruturas inorganicas dotadas de mesoporos (2 nm < @ <50 nm) e macroporos
(@ >50 nm). Vale a pena ressaltar que a IUPAC somente atribui o termo "ordenado™ para
estruturas inorganicas meso e microporosas se 0s poros forem acessiveis para o transporte de

moléculas e interconectados com ordenamento espacial em duas ou em trés dimensoes'®..

Os métodos de obtencdo de sistemas porosos obtidos através de aluminosilicatos (
MCM-41 e SBA-15) ja estdo bem difundidos e estabelecidos [****), Na tltima década, trabalhos
cientificos comegou relataram o desenvolvimento de novos tipos de substratos com fosfatos de
célcio dotados de porosidade aleatéria ou ordenada *#**14%51 para 0 uso como veiculo de
liberacdo gradual, in situ, de moléculas de substéncias terapéuticas: anticancerigenas,

antibacterianas e anti-inflamatorias /%28,



Neste sentido, tem crescido a cada ano o0 nimero de estudos que relatam a estratégia de
métodos de processamento dos moldes inorganicos e/ou orgénicos para a obtencédo de estruturas
porosas de fosfatos de célcio. Entre os tipos de moldes destacam-se: moldes de
surfactantes!*¥?°?%22l: ‘moldes de blocos de polimeros>?*?4l:  moldes inorganicos de
silicatos>?%?") e carbonatos'*’/. Alguns métodos mais sofisticados de moldes combinados,
usam a combinac&o de dois ou trés moldes com diferentes caracteristicas para se obter um Unico
molde unificado e consolidado®?**", Os resultados destes estudos foram pertinentes para obter
diferentes porosidades. Apesar de serem bastantes eficientes na obtencdo de meso e
macroporos, 0s métodos citados tém usado moldes organicos de polimeros sintéticos com alto
custo comercial ou moldes inorganicos de silicatos, que implicam na formacdo de fases

adicionais de silica em estruturas porosas de fosfatos de célcio.

A rota de obtencdo dos fosfatos de calcio meso-macroporos em desenvolvimento nesta
tese ndo possui estas limitacGes, ja que a peculiaridade da rota proposta esta na utilizacao de
moldes organicos naturais. Neste intuito, utilizamos a gelatiniza¢cdo do amido como precursor
de macroporos aliado a pequenas quantidades de surfactantes catiénicos como delienador de
mesoporos, para obter uma estrutura de poros interconectada com meso e macroporos que
favorece o transporte de massa no material. O amido é um material abundante de baixo custo
comercial, excelente biodegradacéo e biocompatibilidade com o organismo humano!**/, Apesar
dos estudos que relacionam o amido como precursor de macroporos em sistemas
inorganicos*’*°! sdo encontradas limitagdes nestes estudos sobre o emprego do amido como
delineador de porosidade em fosfatos de calcio. Essas limitacGes estdo atreladas ao fato dos
grdos de amido interagirem somente com as particulas cristalinas de fosfatos de célcio
previamente formadas***>*¢"1 ou seja 0 amido €é adicionado a rota de sintese somente apds a

formacdo de pé com cristais de fosfato de calcio.

Nestes trabalhos da literatura %% a ades&o do amido com os fosfatos de calcio se
da através de um pre-tratamento térmico da mistura resultante do pé com cristais de fosfato de
calcio e amido. Os grdos de amido sdo derretidos formando uma goma aderente e
posteriormente toda a mistura é calcinada a temperaturas necessarias para degradacdo da parte
orgénica e obtenc¢do da porosidade desordenada. Este método € conhecido como consolidacao
do amido %, O interesse em estudar os fosfatos de calcio, em especial o B-Tricalcio fosfato
(Cas3(POs4)2) e a Hidroxiapatita (Cai0(PO4)s(OH)2 ) é devido a aplicagdo destas biocerdmicas

como estruturas biocompativeis de meso e macroporosos ideais para o tema de estudo proposto.
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As pesquisas em biomateriais estdo centralizadas no aprimoramento de estruturas
porosas tridimensionais (3D) tipo scaffolds, microestruturas de poros de dimensdes
micrométricas formados por nanoparticulas'*’! de p-tricélcio fosfato e/ou hidroxiapatita. E a
estes tipos de fosfato de célcio apresentarem boa solubilidade, biodegradacéo e bioreabsorgédo
no organismo humano %%, Nos ultimos anos os carreadores de farmacos desenvolvidos sdo
dotados de sonda luminescente para indicacdo da liberagéo in situ. A inclusdo de uma sonda
luminescente como o fon terra rara Eu®" em sistemas carreadores de farmaco tem a finalidade
em usar a luminescéncia como um indicador da liberacdo e carreamento de determinado
farmaco até o local desejado de tratamento. Por esta razdo, o B-triclcio fosfato e a
hidroxiapatita dotados de meso-macroporos com sonda luminescente de ion TR3*" para
carreamento de farmacos de administracdo epidérmica serdo os dois fosfatos de calcio objeto

de estudo desta tese.

1.1 Objetivos

A presente tese almeja propor modelos que relacionam o emprego do ion terra rara
Eurdpio (Eu®*) como sonda luminescente e estabelecer metodologias para o desenvolvimento

de fosfatos de calcio meso-macroporos para liberacdo gradual de farmacos.

(i) Desenvolver rota de sintese inédita e caracterizar um molde organico da combinacéo
formada entre a gelatinizacdo do amido de milho (molde dos macroporos) e surfactantes
catidnico de Brometo de cetiltrimetilamonio-C16TAB (molde de mesoporos) para criar um

arranjo com hierarquia de porosidade (meso-macroporos) nos fosfatos de célcio de interesse;

(i) Investigar as propriedades superficiais da matriz porosa, morfologia e tamanho dos
poros e particulas, orientacdo e disposicdo espacial dos poros para definicdo do grau de
ordenamento espacial da porosidade e sua reprodutibilidade, bem como analisar a eficiéncia
dos moldes organicos empregados para obtencédo da hierarquia de porosidade;

(ili) Realizar um estudo estrutural visando entender os mecanismos envolvidos na
incorporagdo e luminescéncia provenientes da dopagem por ions terra raras (TR) trivalentes,

como o Eu®*, na fase meso-macroporosa cristalina da Hidroxiapatita [Caio-x TRx(PQO4)s(OH)2].

(iv) Avaliar a citotoxicidade da matriz porosa de fosfatos de calcio em meio de cultura

de células sadias.
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1.2 Organizacédo da Tese

Para um melhor entendimento do leitor, a tese esta organizada em quatro partes além
das consideracdes finais dos estudos realizados e referéncia bibliografica das literaturas
consultadas. O segundo capitulo apresenta uma reviséo bibliogréfica que sucinta sobre as fases
minerais dos fosfatos de calcio, em especial a hidroxiapatita e o p-tricélcio fosfato, bem como,
os diversos métodos ja desenvolvidos para producdo de poros em fosfatos de célcio. S&o
apresentados também as propriedades do Eu®" em sistemas luminescentes e uma breve
descricdo das propriedades fisicas e quimicas do amido de milho e surfactante C1sTAB
utilizados no estudo.

O terceiro capitulo descreve as metodologias empregas para preparacdo de amostras de
hidroxiapatita e o PB-tricalcio fosfato, como também é apresentada detalhes das técnicas

empregadas na caracterizacao e no estudos das propriedades fisicas das amostras analisadas.

O quarto capitulo estd destinado a apresentacdo dos principais resultados da
caracterizacdo das amostras produzidas. Neste capitulo também € realizado uma discussdo dos
resultados relevantes das propriedades observadas no material objeto de estudo e avaliacdo de
modelos que expliqguem o comportamento observado. Por fim, serdo apresentadas as
consideracdes finais dos resultados obtidos com proposta de trabalhos futuros e as referéncias
das consultas bibliogréficas que serviram como base para os estudos desenvolvidos na tese. As
discussbes complementares ao texto da tese estdo apresentadas nos apéndices. Como
convencdo, serd utilizada as siglas em inglés para designar as técnicas de caracterizacao

utilizadas.
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CAPITULO II - Revis&o Bibliogréafica
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo apresentaremos algumas informacdes ja relatadas na literatura que séo
pertinentes ao tema desta tese. Primeiramente, introduziremos aspectos gerais sobre a
composicdo e estrutura dos fosfatos de calcio analisados. Posteriormente, abordaremos

informagdes sobre estruturas porosas dos fosfatos de célcio.

2.1 Os Fosfatos de Calcio

Os fosfatos de célcio sdo compostos com étima biocompatibilidade com organismo
humano. Esta caracteristica marcante é devida a familia dos fosfatos de calcio abrigar através
de processos de biomineralizacéo, formacao de materiais inorganicos in vivo, alguns compostos
que séo encontrados na fase mineral do 0sso humano e esmalte dentario com diferentes razGes
entre calcio e fosfato [“. Por esta razdo, os fosfatos de célcio s&o usados como reparadores
6sseos desde 1890 *%4°], Na tabela 2.1 sio apresentadas algumas estruturas de fosfatos de célcio

a serem abordadas nas sessdes seguintes desta tese.

Tabela 2.1 - Compostos de Fosfatos de Calcio considerados neste estudo.

Compostos Razéo Molar Formula Quimica
Pirofosfato de célcio desidratado Ca/P=1 Ca2P2072H20
Fosfato Octacélcio-OCP Ca/P=1,33 CagH2(P04)e5H20
Fosfato Tricélcio na fase -TCP Ca/P =15 B -Caz(POa4)2
Fosfato Tricélcio na fase a- TCP Ca/P=1,5 a -Caz(PO4):2
Apatita com deficiéncia de calcio 1,5 <Ca/P <1,67 Caio-x(HPO4)x(PO4)s-
X(OH)Z-X
Hidroxiapatita estequiométrica- HAP Ca/P=1,67 Ca1o(PO4)sOH2

2.2 A Hidroxiapatita

A hidroxiapatita € um dos principais fosfatos de calcio. Ela é constituida por Calcio
(Ca?"), grupo fosfato (PO)s*> e Hidroxila (OH)". A hidroxiapatita estequiométrica (Ca/P=1,67)

possui formula quimica Caio(PO4)sOH2. Nos sistemas biologicos a sua composi¢do quimica
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varia conforme a natureza da ocorréncia do tecido de sustentacdo ou com mecanismos
bioldgicos de calcificacio empregados!“®“?l . Neste caso, é possivel o surgimento de canais de
substituicdes idnicas em sitios de calcio, do grupo fosfato e hidroxila promovendo alteracdes
significativas da razdo molar estequiométrica e, assim, beneficiando o surgimento da fase de
apatita deficiente em calcio (Cao-x(HPO4)x(PO4)sx(OH)2x ) ** .

A HAP possui simetria hexagonal (grupo espacial P63/m) com parametros de rede
a=h=9,398 A e c=6,867 A e densidade 3,15g/cm?3““. Devido a ordenacdo da simetria dos sitios
calcio podemos representar a estrutura da hidroxiapatita como sendo: 4Ca(1)?* 6Ca(2)**[P O(1)
0(2) 20(3)]6* (O(4) H)2; em que quatro calcios ocupam o sitio de Ca(1) e seis o sitio de Ca(2)
. Os dois sitios de célcio tem a seguinte simetria: i) o sitio Ca(2) possui simetria Cs com seis
vizinhos formando um poliedros distorcido de quarto oxigénios: 1 O(4) 1 O(2), 2 O(3) mais
proximos e outros 2 O(3) mais afastados; ii) os sitios de Ca(1) com simetria Cz estdo ligados a
dois grupos de oxigénios: 3 O(1) e 3 O(2) formando um paralelepipedo de base triangular
orientados ao longo do eixo ¢ conforme a Figura 2.1. O sitio de Ca(2) possui simetria mais

desordenada que o sitio de C(1).

Figura 2.1- Célula unitaria da HAP com vista na direcdo [001], mostrando a posicao espacial dos
poliedros do sitio de Ca(!) em vermelho, os poliedros do sitio Ca(2) em azul, os fésforos em amarelo,
sendo em roxo oxigénio da hidroxila do sitio Ca(2) e os demais oxigénios em cinza.
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2.3 O B-Tricalcio Fosfato

O B-tricélcio fosfato Cas(POa4)2 - € usualmente obtido através do aquecimento a 700 -
800°C das apatitas deficientes de calcio Cag(HPO4)(PO4)s(OH).- Ele sobressai por apresentar
grande taxa de reabsorcao, in vivo, e solubilidade em pH fisiol6gico duas vezes maior que a
hidroxiapatita “>“°!, O B-tricalcio fosfato pode apresentar dois outros polimorfos em altas
temperaturas: o-TCP, estavel entre 1120 °C - 1430 °C, com estrutura monoclinica de grupo
espacial P21/a e a fase o/-TCP formada em ~1430 °C “°/,

A estrutura cristalografica do B-tricélcio fosfato foi observada primeiramente por Gopal
e Calvo em 1972 no mineral Whitlockite (Cas(MgFe)(PO4)sPO3OH)“’!, posteriormente
estudada em detalhes por Dickens e colaboradores em 1974 “/ e, mais recentemente, pelo
grupo de Yashima,2003“°! . O B-tricélcio fosfato possui matriz cristalina romboédrica que
pertence ao grupo espacial R3c com célula unitaria composta por 21 estruturas de Caz(POa4)2
sendo delimitada pelos pardmetros de rede a=b= 10,439 A ec=37,375 A e densidade 3,07g/cm?®

1481 Conforme a figura 2.2 em sua estrutura é observada cinco sitios de calcio (Ca(1): Ca(2);
Ca(3); Ca(4) e Ca(5)) com trés sitios de fosforos (P(1); P(2) e P(3)) ndo equivalentes que
combinados formam duas colunas A e B paralelas ao eixo c. A coluna A é composta por 3 P(1);
2 Ca(4); 2 Ca(b)), ja a coluna B é constituida por 2 P(2); 2 P(3);2 Ca(1); 2 Ca(2); 2 Ca(3). Sendo

que na coluna A o sitio de Ca(4) possui fator de ocupacéo igual a 1/2.

Cc
car-00) B

Caz-O(B)b
I
P-0(4) V"
P;-0(4) ’
C=1-0(7)’z '
Ca3-0(3) | i
Ll
Ca,-0(8) “
Pz<0(4)~;‘i"
P;-0¢4) fb.
(B) &

|

a3-0(8)
A

Figura 2. 2 - Colunas A e B da estrutura do g-TCP com vista ao longo da direcdo [001].
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2.4 Meso e Macroestrutura em sistemas biocompativeis.

Os avancos da nanotecnologia tornaram possiveis os estudos de mesocristais. Os
mesocristais sdo definidos como uma nova classe de materiais sélidos, que podem ser
considerados como conjuntos de nanocristais cristalograficamente orientados majotariamente
em uma Unica direcdo de plano cristalino'“'). Mesocristais possuem cristalinidade elevada e a
formarem estruturas com porosidade ordenada. Uma das formas de se obter estruturas de
mesocristais € usando moldes com cadeias de polimeros e/ou moléculas de surfactantes. A
camada de polimero e/ou surfactante que envolve as unidades basicas, normalmente
nanoparticulas monocristalinas, impede a coalescéncia das mesmas e promove a formacéo de
blocos monocristalinos de dimensdes meso/macrométricas que ddo origem aos mesocristais.
Em termos termodindmicos a tendéncia é haver a coalescéncia dos nanocristais com a
diminuicdo da area superficial e, consequentemente, este processo diminui a energia total do
solido. Assim, uma das fungdes do recobrimento polimérico é manter o sistema em um minimo
local de energia preservando as estruturas e conexdes existentes nos mesocristais '“*/. Com o
uso de moldes com moléculas ou cadeias de polimeros de tamanho adequado durante a
formagdo de mesocristais, € possivel obter estruturas interconectadas em escala de tamanhos
variaveis que podem ser chamadas de microporos, mesoporos ou macroporos dependendo dos
didmetros dos poros dos intersticios de conexdo. Entretanto, esta mesma metodologia com
algumas adaptac6es pode ser empregada para sistemas policirstalinos dotados de agregados de
unidades basicas espacialmente ordenadas. Na figura 2.3 esta representado o processo de
formacdo de mesocristais de fosfatos de calcio com inicio na nucleacdo de grupos fosfato
(PO)+> e fons Ca?* orientada por moléculas de surfactante e posterior revestimento das unidades

béasicas cristalinas por um molde polimérico.

{Pn.t" g Ca?t
T ® (2]

e

-~ .__ 2
Nucleagdo @ o=

Moléeulas de Surfactante l
Revestimento polimérico

—5—

Nanoparticulas (Unidade Basica)

Arranjo de Mesocristais

Figura 2. 3 — Representacdo esquematica da formagéo de blocos monocristalinos para obtencéo de
mesocristais e arquitetura com porosidade bem definida. Adaptado de [41] .



Na tabela 2.2 sdo apresentados os resultados da literatura relacionados a producéo de

meso e macroporos de fosfatos de célcio com diferentes moldes orgénicos e inorganicos.

Tabela 2.2 - Métodos relevantes na literatura para producéo de poros em fosfatos de calcio.

Processos/ Métodos

Descricao/ Referéncia

a) Revestimento por
moldes inorganicos de
aluminosilicatos.

Camadas de silica porosa (MCM-41 e SBA-15) atuam como moldes da
mesoestrutura na mineralizagio dos fosfatos de calcio [2526:27],

b) Surfactantes Catidnicos

Utilizacdo de surfactantes catidnicos (Ci6TAB) como direcionares da
mesofase através da formacédo de micelas com 2 nm a 10 nm de diametro
para atuarem como molde [19:20:21:22],

c) Polimeros e Blocos de
Co-Polimeros (Combinacéo
linear de distintos blocos de

Blocos de polimeros (Pluronic F127;KLE ) e cadeias poliméricas Unicas
(PMMA, PS) séo utilizados na rota de sintese de fosfatos de calcio por
co-precipitacdo em solugdo [1523:24],

mondmeros)

Combinacao de dois a trés moldes com estruturas de diferente natureza
e tamanho. Polimeros em Blocos + Esferas de PMMA ou PS +
surfactantes catiénicos (C1sTAB) [3:29:30],

Mistura dos Pos de fosfatos de célcio - com &rea superficial previamente
determinada - com suspensdo de grdos de amido de batata
funcionalizados. A suspenséo € aquecida até 80°C para intumescimento
dos gréos de amido (gelatinizacao) e inicio do processo de consolidacdo
entre 0 amido e particulas de fosfatos de célcio (3435363371,

d) Moldes combinados

e) Consolidacdo do Amido

As bioceramicas sdo usadas em tratamentos clinicos ha muitos anos. O emprego de
porosidade nas bioceramicas ainda é relativamente nova. Esta nova propriedade potencializa e
expande o uso das bioceramicas em tratamentos de traumas, enxertos regenerativos ou
inflamacGes. Neste sentido, pode-se considerar diferentes geracdes de bioceramicas porosas.
Na primeira geracédo de bioceramicas porosas o0 emprego de materiais bio-inertes foi favorecido,
independente de suas aplicacdes e interacBes in vivo. Ja na segunda geracdo o objetivo foi
desenvolver arquiteturas com bioatividade com o corpo humano, ou seja, sistemas sintéticos
que possam estimular/simular respostas in vivo no organismo hospedeiro para, por exemplo,
favorecer o crescimento dsseo 1! para reparacéo de fraturas dsseas reposicdo 6ssea. Na segunda
geragdo também se enquadra 0s compostos que sejam reabsorvieis, ou seja, estruturas que
dissolvam em contato com fluido bioldgico e que os produtos gerados sejam absorvidos ou
secretados pelo organismo'“?l. Nessa geracgdo, compostos de fosfatos de célcio porosos foram

largamente utilizados.

A terceira geracao nasceu da necessidade em desenvolver arquiteturas biocompativeis
de poros bem definidos (uniporosidade) na escala macrométrica (@ ~ 100um) devido as

peculiaridades fisioldgicas no uso desta arquitetura como sustentacdo temporaria (scaffolds) em



18

engenharia de regeneracéo de tecidos moles “’/. A desvantagem dos produtos desta geracgéo é
anao diversificagdo dos diametros dos poros, e assim, uma menor potencialidade de transportar
farmacos com tamanhos de moléculas diferentes. Enquanto que na quarta geracdo sdo
desenvolvidos métodos para obter uma distribuicdo hierarquica da porosidade como, por
exemplo, estruturas micro-meso-macroporosas em um Unico produto, e assim, garantir uma
melhor capacidade de carreador de farmaco. Uma vez que produtos biocompativeis de
arquitetura com diferentes graus de diametros de porosidades transportam mais massa e
diferentes tamanhos de moléculas, podendo transportar com facilidade dois ou mais farmacos
de diferentes pesos atdmicos, e assim aumentando a eficacia do tratamento com tempos maiores

de liberacdo devido a diferenca na velocidade de difusdo entre poros de didametros distintos.

A utilizacdo de cadeias de amido de milho em conjunto com surfactante (C16TAB) torna
possivel obter a porosidade com diferentes tamanhos de poros e que possam ser utilizados para
selecionar a adsorcdo e liberagdo de farmacos com diferentes pesos atbmicos. As estratégias de
processamento de diferentes tamanhos de poros sdo: i) o surfactante C1TAB forma micelas
que orientem a nucleacdo dos fosfatos de calcio, e assim, tém-se um molde de mesoporos (@
<50nm); ii) as longas cadeias de amido ocupam os intersticios do meio reativo envolvendo as
particulas de fosfato de célcio. E proposto que as cadeias de amido formem vazios ordenados e
macromeétricos (@ >50nm) apds a extracdo por tratamento térmico. Sendo assim, com o
desenvolvimento dessa tese serd proposto a quinta geracdo de bioceramicas porosas. Esta
geracgdo é caracterizada pela integracdo entre sistemas com hierarquia de porosidade ordenada

mais sondas luminescentes de ions terras raras (TR) para indicar a liberacdao de farmaco in situ.

2.5 O Eurdpio (Eu) como sonda luminescente.

Os ions terras raras foram descobertos por Johann Gadolin em 1794, que conseguiu
obter uma oOxido (terra) de um mineral de cor escura, posteriormente batizado de Gadolinita.
Este “terra” foi chamado de ftria por Gadolin [“’], Um dos ions terras raras de grande aplicacio
tecnoldgica como marcador ou sonda luminescente é o Eurdpio (Eu, Z=63). Ele vém sendo
estudado para fabricacdo de plasticos, ceramicas, vidros fluorescentes, etc...O eurdpio foi
descoberto inicialmente por Boisbaudran em 1890, observando transic¢des eletronicas que ndo
pertencia ao composto de samario e gadolinio analisado. Mas somente em 1901, analisando
amostras de saméario contaminadas com um elemento desconhecido o quimico Demarcay

batizou este elemento desconhecido de eurépio em homenagem a Europa .
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O fon de eurdpio tri valente, Eu®*, destaca-se entre os fons terras raras por sua
fotoluminescéncia intensa com emissdo na regido do visivel. A emissdo luminescente ocorre
como resultado da transicdo eletrénica radiativa na qual o elétron passa de um estado com
energia mais alta para um estado de energia mais baixa, sendo a diferenca de energia liberada
na forma de fotons. A fotoluminescéncia do eurdpio correspondente as transi¢Ges internas 4f-
4f. Em geral, essas transi¢des sdo proibidas pela regra de selecdo de Laporte onde ndo ha
transicdo de estados de mesma paridade, sendo assim as transi¢des Opticas caracterizadas por
tempo de vida de micro a milisegundos **/ . Quando este jon é introduzido em uma matriz
cristalina, em solucéo, em complexos ou numa matriz vitrea, o efeito Stark com o deslocamento
e/ou desdobramento de linhas espectrais do atomo ou moléculas devido ao campo cristalino
mistura os estados 4f tornando as transi¢des eletrénicas intraconfiguracional bem intensas. O
fato da camada 4f ser interna e blindada pelos estados preenchidos 5s e 5p faz com que a posi¢édo
espectral das transi¢des eletronicas seja pouco sensivel a vizinhanga quimica, o que produz uma
assinatura bem caracteristica a este ion terra rara. No entanto o ambiente no qual esta o ion pode
suprimir sua emissdo (quenching) como por exemplo ambientes de fénons de alta frequéncia

que sao caracteristicos de meios aquosos e organicos com longas cadeias carboxilicas.

Uma caracteristica marcante do ion eurdpio é que tanto as bandas de absorcbes ou
excitacdo quanto as bandas de emissdo acontecem nos mesmos comprimentos de onda e a
largura das bandas é estreita, se comparada com outros croméforos como por exemplo 0s metais
de transicdo da 12 linha da tabela periddica. Todas estas caracteristicas fazem deste ion terra
rara (TR) um bom candidato como sonda luminescente integrado a sistemas organicos e
inorganicos para formacgdo de compostos com diferentes aplicacdes tecnoldgicas, inclusive na

area médica. Na figura 2.4 esta apresentado os niveis de energia do ion Eu®".
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Figura 2. 4 — Representacdo esquematica dos niveis de energia do Eu*. Adaptado de [50].
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2.6 O Amido.

O amido natural ( CséH100s)n € uma fonte de carboidratos na dieta humana e, por isso, é
um biopolimero abundante e totalmente biodegradavel. Em sua estrutura sdo encontrados duas
unidades distintas de homopolimeros de a-D-glicose: a amilose e amilopectina. Amilose é um
polimero linear com as unidades de a-D-glicose unidas por ligagdo glicosidicas a-D- (1,4).
Amilopectina sdo macromoléculas (ver figura 2.3) formadas por ligacdes lineares do tipo a-D
(1,4) conectadas por ligaces glicosidicas do tipo a-D-(1,6) nos pontos de ramificacdo. Nesses
pontos de ramificacdo sdo formadas estruturas do tipo A, B e Vh que dependem da orientacdo

e extensao das cadeias, como também da fonte natural de amido®*°°.

Figura 2.5- Em (A) estrutura quimica da amilose e (B) estrutura quimica ramificada da amilopectina .
Adaptado de [52] e [53] .

O amido de milho utilizado nesta tese da Corn Products do Brasil-amisol/3408 contém
cerca de 28% de amilose e 72% de amilopectina®/. Os granulos de amido de milho s&o
insolliveis a temperaturas abaixo de 50°C ¢/, A solubilidade em &gua é alcancada pelo
aquecimento acima da temperatura critica ~ 74°C. Nessa temperatura os granulos absorvem
agua e com a forte relaxacdo da cadeia ha quebra segmentada dos granulos de amido e liberacédo
de amilose e amilopectina no meio. Esse processo pode ser dividido em trés partes distintas: (1)
Intumescimento com aumento de varias ordens de grandeza do volume dos grdos devido a
absorcdo de &gua das vizinhangas do gréo; (2) Gelatinizacdo, as cadeias de amilose e
amilopectina se encontram em um estado de dispersdo amorfa com moléculas de &gua ocupando
os intersticios das unidades de a-D-glicose 0 que promove aumento na viscosidade e densidade
do meio; (3) Retrogradacédo, fase na qual a estrutura do amido tende a voltar ao estado de
agregado devido a re-associacdo das cadeias de amilose e amilopectina ap6s a gelatinizagéo
cessar com a diminuicdo da temperatura. Esse Ultimo processo promove mais pontos de
ramificacao das cadeias o que cria um precipitado insoltvel formado por regides lamelares com

aglomerados de polimorfos cristalinos do tipo A, B e Vh %%,
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Figura 2.6- Microscopia eletronica de varredura de gréos de amido de milho, mostrando a
morfologia cubica dos micrograos de amido de milho [54] .

O amido de milho natural foi escolhido neste trabalho por apresentar maior teor de
amilose (28%) dentre as outras fontes naturais de amido, ja que maiores teores de amilose

favorece o processo de gelatinizacdo do amido a ocorrer proximo a temperatura ambiente (361,

2.7 O Surfactante C1sTAB.

O surfactante C16TAB é um sal quaternario de amoénio (R1sN*X", X= Br") catiénico que
atua como agente ativo de superficie na interface entre fase liquida e gasosa. O C16TAB possui
estrutura quimica conforme a figura 2.4 e arranjo molecular fracamente ligado ao brometo (Br
), um contra-ion para contrabalancear a carga positiva do surfactante. O surfactante, de maneira
geral, tende a se organizar na superficie da solucdo aquosa com o grupo hidrofébico, cadeia
com 16 carbonos, voltado para o interior e hidrofilico, grupo catiénico C4sH12-N*, voltado para
o solvente. Na estrutura afipatica do C1sTAB, estrutura composta por grupos hidrofébicos e
hidrofilicos, as moléculas de surfactante se auto-organizam no interior do solvente formando
micelas de didmetros de 2 nm a 10 nm °°! . Estas micelas s&o agregados moleculares na forma
de esferoides que se formam apds a solugéo atingir a concentracdo micelar critica (CMC), limiar
entre solubilidade de monémeros e formagéo da agregacao e orientacdo de micelas. O CMC do
C16TAB ¢ 0,80-1,0 mM/dm?3 a 25°C *%),
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Figura 2.7- Estrutura quimica do C16TAB. Fonte: [55] .
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CAPITULO 111 -Materiais e Metodologias
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3.1 PREPARACAO DAS AMOSTRAS

Nesta tese a metodologia de preparacdo das amostras difere dos estudos da literatura,
principalmente devido a proposta de associagdo dos moldes de compostos organicos com a
metodologia de co-precipitacdo para mineralizacdo dos cristais de fosfatos de calcios
investigados. A nucleacéo e crescimento dos cristais de fosfatos de calcio ocorrem em meio as
solugdes dos moldes desenvolvidos. Portanto nesta se¢do sera abordado as metodologias e

materiais utilizados para a preparacdo das amostras a serem investigadas.

Os fosfatos de célcio foram sintetizados por co-precipitacdo em via Umida inicia através
do gotejamento do reagente fonte de ions Ca?*, nitrato de calcio Ca(NO3)2.4H20 (Sigma
Aldrich -99,98% de pureza ), em uma soluc&o fonte de ions fosfato (PO4*) de fosfato de amonio
dibasico (NH4)2HPO4 (VTEC 99,98% de pureza ) mantida sob agitagdo de 10.000 rpm ou vice-
versa formando uma suspensao de precipitacdo esbranquigada e opaca. Sendo que, os resultados
apresentados neste trabalho serdo de dois fosfatos de calcio, Hidroxiapatita e B-TCP, obtidos

pelas reacdes de co-precipitacao:
- Ca10(PO4)sOH: (Hidroxiapatita) com Ca/P =1,67 dos reagentes de partida e pH 10,4:

10Ca(NO;), 4H,0+6(NH, ), HPO, +8NH,OH > Cay,(PO,)5(OH), +10H,0+ 20N,H,0,  (3.1)

- Caz(P0Os)2 (B-tricélcio fosfato) com Ca/P =1,5 dos reagentes de partida e pH 10,8:

Ca, (HPO,)(PO,); (OH) o> 3Ca, (PO,), + H,0 (3.2)

3.1.1 Detalhes dos Lotes de Amostras produzidas
Lote 1 - Amostras Controle

Amostra de hidroxiapatita produzida apenas pela reacdo 3.1 a 74°C com solucéo fonte
de Ca?* gotejadas sobre PO,> foram denominadas de HAP-C. Enquanto as amostras
denominadas de B-TCP-C foram amostras produzidas de B-tricalcio fosfato pela reacéo 3.2
aquecida a 74°C sem adicdo de moldes organicos seguindo a ordem de precipitagédo de solugéo
de Ca?* sobre solucdo de PO,>. Apds a sintese, as amostras HAP-C e B-TCP-C foram
maturadas por 120 horas em temperatura ambiente para estabilizacdo dos precipitados. Em
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seguida, foram secas a 100°/48 horas e para consolidagdo da fase cristalinas as amostras foram
submetidas a tratamento térmico em atmosfera aberta em forno tipo mufla, EDG 1800, a
450°C/4h para a amostra HAP-C e 800°C/5h para B-TCP-C. A rampa de aquecimento foi de

2°/minuto.

Lote 2 - Amostras de Fosfatos de Céalcio com CisTAB

Foram dissolvidos 30mM ou 120mM de surfactante C16TAB (Sigma Aldrich- H6269)
em 100ml de &gua destilada. Esta solucéo foi mantida sob agitacdo a 10.000 rpm a 74°C por 30
minutos com pH de 10,4. Para a amostra HAP-Ca30CTAB a solugdo de 0,1M de PO4* foi
gotejada sobre a mistura da solucio aquecida a 74°C de 0,167M de solucdo fonte de Ca?* e 30
mM C16TAB. Na amostra HAP-P30CTAB foi realizado o processo de precipitagdo inverso da
amostra anterior, foi gotejado 0,167M de Ca?* na soluco a 74°C de 0,1M de solucio fonte de
POs> com 30mM de C16TAB. Estas amostras foram preparadas com pH 10,4. Para amostras
contendo 120mM de C16TAB, HAP-Cal20CTAB e HAP-P120CTAB, o procedimento de

sintese foi 0 mesmo adotada em amostras com concentrac@es de 30 mM.

Lote 3 - Amostras de Hidroxiapatita e p-tricalcio fosfato com 4g de Amido e Ci1sTAB

- Preparacgdo do molde combinado de Amido-CTAB

Foram produzidas amostras utilizado duas solucdes de partida com estruturas organicas
distintas. (i) Solucdo de 100 ml de agua destilada somente com 120 mM de C16sTAB a 74°C ;
(i1) suspenséo de 4g de amido de milho comercial (Corn Products do Brasil-amisol/3408) em
100 ml de agua destilada e gelatinizada a 74°C sem agitacdo. Posteriormente, estas duas
solugdes (i) e (ii) foram misturadas a 74°C e mantidas sob agitacéo de 10.000 rpm para formar
0 molde de combinado orgénico com (120mM) C1sTAB e (4 g) amido de milho gelatinizado.
Este molde foi chamado de Molde Combinado de Amido-CTAB. O molde combinado foi

formado em solucdo com pH de 7,0.

- Amostras de Hidroxiapatita + Molde de Amido-CTAB
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A solucéo resultante do molde de combinado organico foi empregada na rota co-
precipitacdo para formar particulas de hidroxiapatita. Para sintetizar a amostra HAP-ACPO, foi
gotejado 0,167M de Ca?* sobre solucdo aquecida a 74°C de 0,1M de solugdo fonte de PO4* +
molde combinado de Amido-CTAB. A amostra intitulada de HAP-ACCA possui rota de sintese
semelhante a amostra anterior, a Unica diferenca é a alteracdo da ordem de gotejamento das
solugbes: 0,1M de PO.* gotejada em solugdo aquecida a 74°C de 0,167M de solugdo fonte

Ca?* misturada com o molde Amido-CTAB. Estas amostras foram preparadas com pH 10,4.

- Amostras de B-tricalcio fosfato + Molde de Amido-CTAB

Na sintese da amostra B-TCP-ACCA, foi gotejado 0,1M de solucéo fonte de PO4* sobre
uma solucdo aquecida a 74°C de 0,15M de solucdo fonte Ca®* (para formagio de
Cag(HPO.)(PO4)s(OH)2) e solugdo do molde Amido-CTAB. A amostra B-TCP-ACPO tem
ordem de precipitagdo dos ions POs* e Ca?" inversa a ordem apresentada para produzir a
amostra 3-TCP-ACCA. Estas duas amostras foram produzidas em solugdo com pH de 10,8 e
tiverem 0s mesmos processos e parametros de maturacdo e tratamento térmico aplicado a
amostra controle B-TCP-C descrevida na metodologia do Lote 1. A etapa de tratamento térmico

tem a finalidade da extracdo do molde orgénico e consolidacdo das fases cristalina.

Lote 4 - Amostras de Hidroxiapatita e p-tricalcio fosfato com 4g Amido

Amostra HAP-Amido 4 g e B-TCP-Amido 4 g foram produzidas em
condicgdes semelhante as amostras controle do lote 1, solucdo a 74°C e pH de 10,4 para
HAP e 10,8 para B-TCP, a Unica diferenca esta na adigdo de 4 g de amido de milho
comercial (Corn Products do Brasil-amisol/3408) na solucdo de reagdo por co-

precipitacao.
Lote 5 - Amostras de Hidroxiapatita dopadas com 3mol% e 6mol% de Eu3*
As amostras de hidroxiapatita foram produzidas seguindo a metodologia de co-

precipitacdo da reacdo 3.1. Sendo que, as hidroxiapatitas dopadas com Eu®* (Cag.4Euo.s(POs))

foram obtidas adicionando Eu(NOz3)..6H20 (Sigma Aldrich- pureza 99,99 % de pureza) na
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solucéo fonte de ions de calcio. O calculo para dopagem de 3mol% e 6mol% de Eu®* partiu da

Eu
Eu+Ca

razao molar ( ) onde a molaridade da solucdo Ca + Eu é sempre igual a 0,167 mol/l. As

amostras dopadas sem adi¢do de moldes organicos foram denominadas de HAP-C:3%Eu®* e
HAP-C:6%Eu* para 3mol% e 6mol% de Eu, respectivamente, sendo preparadas em solugio a
74°C e pH 10,4.

As amostras dopadas com europio formadas na presenca do molde Combinado de
Amido-CTAB seguiram a metodologia descrita para o lote 3, sendo chamadas de HAP-
ACPO:3%EUu®" e HAP-ACCA:3%Eu®" para dopagem de 3mol% de Eu e HAP-ACPO:6%Eu®*
e HAP-ACCA:6%Eu®" para dopagem de 6mol% de Eu. As diferencas entre elas esta na ordem
de gotejamento das solugdes de partida. As amostras com termo: ACPO tem ordem de
gotejamento Ca?* - PO,* igual a amostra controle, ja as amostras com indicacdo ACCA tem

ordem de gotejamento inversa, POs> = Ca?*.

Lote 6 - Amostras do molde Amido-CTAB Seco

Foi produzida uma amostra somente da parte organica consolidado do molde Combinado
de Amido-CTAB. A solugédo obtida da combinacdo de 120mM de C16TAB e 4 g de amido de
milho a 74°C foi seca em estufa a 100° por 48 h para promover a consolidac¢éo de uma estrutura
organica em um corpo opaco e rigido. Essa amostra sera chamada de molde Amido-CTAB

Seco.

Também foi produzida a amostra HAP+Amido-CTAB Seco, em que 0,167M de Ca?* foi
gotejado sobre 0,1M de PO.*, como na amostra controle, e solu¢do do molde combinado de
Amido-CTAB a 74°C. Apos a reacdo de precipitacdo cessar a solucdo esbranquicada obtida foi
maturada por 120 horas e seca em estufa a 100° por 48 h para formar um sélido de particulas

de hidroxiapatita e matéria organica.

Lote 7 - Amostras de Filme de Amido gelatinizado + C1sTAB

A amostra Filme de Amido gelatinizado + C16TAB foi obtida a partir de uma aliquota
da superficie da solu¢do do molde Amido-CTAB durante a fase de gelatinizagdo do amido em
~74°C. Essa aliquota de solucdo foi maturada por 48h e seca a 30°C para formar por

sedimentagdo um filme rigido e transparente.
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Para melhor compreensdo dos procedimentos de preparagdo das amostras e diferenciar
as variagdes dos lotes de amostras preparadas € proposto a leitura da tabela 3.1 que resume as

condicdes de preparacdo das amostras produzidas e analisadas no Capitulo IV- Resultado de

Discussoes desta Tese.

Tabela 3.1 — Descric@o das amostras preparadas para estudo da Tese em relagdo a ordem de
precipitacdo das solucGes ibnicas, concentracdo de dopante e tipo de molde organico empregado.

Amostras Calcinadas Ordem de Precipitacéo Dopante  Tipo de Molde Orgénico
das Solucbes
HAP-C Ca?* > P02 e e
B-TCP-C Ca?* > POy e s
HAP-Ca30CTAB PO > Ca®* - 30 mM de C1sTAB
HAP-P30CTAB Ca?* > POs2 - 30 mM de C1sTAB
HAP-Cal20CTAB PO = Ca®* - 120 mM de C16TAB
HAP-P120CTAB Ca?* > POs2 - 120 mM de C16TAB
HAP-ACPO Ca®* > POs& - 4 g de Amido +120 mM
de C16TAB
HAP-ACCA POs& > Ca®t - 4 g de Amido +120 mM
de C16TAB
B-TCP-ACPO Ca®* > POs& - 4 g de Amido +120 mM
de C1sTAB
B-TCP-ACCA POs& > Ca®t - 4 g de Amido +120 mM
de C16sTAB
HAP-Amido 4 g Ca** 2 POs - 4 g de Amido
B-TCP-Amido 4 g Ca** > PO& -e- 4 g de Amido
HAP-C 3%Eu Ca** > POs* 3%de 0 e
Eu
HAP-C 6%Eu Ca?* > POs* (2 - ———
Eu
HAP-P30CTAB:6%Eu®" Ca?* = PO 6% de 30 mM de C16TAB
Eu
HAP- POs* > Ca* 6% de 30 mM de C16TAB
Ca30CTAB:6%Eu3* Eu
HAP-ACPO:6%Eu3" Ca?* > POs* 6% de 4 g de Amido +120 mM
Eu de C1sTAB
HAP-ACCA:6%Eu®" POs* > Ca?* 6% de 4 g de Amido +120 mM
Eu de C1sTAB
Amido-CTABSeco @ - e 4 g de Amido +120 mM
de C1sTAB
HAP+Amido-CTAB Ca?* > PO - 4 g de Amido +120 mM
Seco de C16TAB
Filmede Amido - e 4 g de Amido +120 mM
gelatinizado + C16TAB de C16TAB
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3.2 TECNICAS EXPERIMENTIAS DE CARACTERIZACAO

A seguir serd apresentada as técnicas empregadas nas caracterizacao fisica das amostras
sintetizadas para os estudos desta Tese, bem como, a fundamentagdo tedrica das técnicas e
procedimentos de preparacdo das amostras para realizagdo das medidas e analises.

3.2.1 Difratometria de Raios X (XRD)

A difratometria de raios X é uma das técnicas mais empregadas para analisar a estrutura
e identificar as fases dos diferentes materiais existentes na natureza. Os raios X sdo radiacdes
eletromagnéticas com grande abrangéncia do espectro eletromagnético, de 10 nm a 4x107 7],
Os raios X sdo gerados quando particulas de alta energia cinética é desacelerada em um alvo.
Um método usual de producdo de raios X € quando um elétron de alta energia colida com um
alvo metalico (anodo). Este elétron é produzido no catodo em um tubo catddico que compde 0
equipamento de raios X. O espectro de radiacdo gerado por tubos catodicos de raios X ndo é
monocromatico. O espectro pode apresentar radiacdo caracteristica do material que constitui o
anodo (radiacGes Ka, K, etc..) e radiacdo de fretamento do elétron, bremsstrahlung. Em 1913
Bragg demonstrou de forma simples como um feixe é difratado por um cristal. Nos materiais
cristalinos, cada plano de atomos paralelos hkl se comporta como um espelho semi-
transparente, refletindo parte dos raios e transmitindo a outra parte. Quando as reflexdes
provenientes de planos paralelos produzem interferéncia construtiva, ddo origem aos picos no
padrdo de difracdo (ver Figura 3.1). A condicdo para interferéncia construtiva € dada pela lei

de Bragg ! da equacdo 3.1.

nAd = 2d sin 6 (3.2
l o /’ l.
RN =
, 8 { ~78 bk
-
\\A ~F \C //’/(

3 Yelex"wa 5
T / |B\ -
N d v
D F_ hid

E

Figura 3.1 — Representacdo esquematica da reflexdo para uma particular familia de planos, separados
por uma distancia d. A diferenca do caminho € 2d sin 8. Adaptado de [58].
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Além de identificacdo de fases cristalinas a difratometria de raios X também é usada pra
estimar os tamanhos e morfologia das unidades cristalinas, cristalitos, formadores das particulas
que compdem um material cristalino. O modelo de Scherrer € utilizado para estimar tamanhos
de cristalitos através da largura a meia altura (FWHM- Full Width at Half Maximum) de
difratogramas obtidos pela reflexdo de raios X por planos cristalinos distantes entre si por
algumas unidades de Angstron (A). A seguir deduziremos em detalhes a equacao para 0 modelo

de Scherrer.

Na figura 3.2 os raios incidentes A,D,M irdo formar um angulo 6g com relacdo aos
planos de difragdo, no entanto os raios incidentes B e C irdo formar os angulos 0: e 62. O raio
refletido D' que foi espalhado pelos a&tomos do primeiro plano da rede abaixo da superficie que
corresponde a um comprimento de onda em fase com os raios A' e M' espalhados pelo i-ésimo
plano de atomos a baixo da superficie. Nestas condi¢des o Ultimo plano corresponde a i
comprimentos de onda em fase com A'. Com essas condi¢cdes consideradas temos que o
tamanho do cirstalito, D, sera o produto do nimero de planos (i) pelas distancia interatbmicas

(d).

Figura 3.2 — Representacdo do modelo de Scherrer para célculo de tamanho de cristalitos. Adaptado
de [57].

Na figura acima é perceptivel que os raios X incidentes que produzem angulos
ligeiramente diferentes de 0g, produz interferéncia destrutiva incompleta. O raio B', por
exemplo, produz um angulo 61 suavemente maior do que 6g em que o raio L' do i-ésimo plano
abaixo da superficie seja i+1 comprimentos de onda em fase com o raio B' da superficie plana.
Isto significa que no meio do caminho no cristal existe um plano com conjuntos de atomos
espalhando raios-X que é a metade do comprimento de onda da fase com raio B' dos &tomos do

plano da superficie.
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Esses raios se cancelam entre si e a intensidade do feixe difratado no angulo 2 6 € zero.
Ele é também zero num &ngulo 2 62 em que 62 é tal que o raio N' do i-ésimo plano a baixo da
superficie onde i-1 é o comprimentos de onda da fase com raio C' da superficie plana. Essas
consideracdes definem os dois angulos limites: 2 61 e 2 62 em que a intensidade difratada deve
ser zero nesses dois pontos, sendo que a intensidade difratada em angulos préximos a 2 6g ,
mas ndo tdo maior que 2 6; ou tdo menor que 2 02, Ndo S&0 zero mas possui um valor
intermediario entre zero e 0 maximo de intensidade do feixe difratado no angulo 2 6g conforme

mostrado na figura 3.2 e pelas equacgdes de contorno a baixo.

0 -> A= N\ (3.2)
0> A=2200 (3.3)
02->A=220 (3.4)
' e
-g 12 oo
O, 20n 20, 20 ) =

Z28 —

Figura 3.3 — Representacéo esquematica do efeito dos tamanhos de particulas no difratograma e do
modelo de Scherrer para o calculo do tamanho de particula. Adaptado de [57].

Nos estudos de Scherrer foi levado em consideragédo que o perfil do pico de difracéo
da figura 3.3 era uma distribuicdo Gaussiana e que 0s cristais eram cubicos, muito pequenos e
de tamanho uniforme. Neste sentido, para desenvolver o modelo de Scherrer temos que a
largura a meia altura 8, em radianos, é a metade da diferenca dos dois angulos extremos nos

quais a intensidade de difragéo é zero devido a interferéncia destrutiva.
p=2(20,— 20,) = (8, — 6;). (3.5)

Da equagao de Bragg: nA=2.d.sen6 dada pela equacgéo 3.1 aplicada a esses dois angulos 0: e
02 temos com a combinacdo das equacgdes 3.3 e 3.4 as seguintes expressdes adaptadas da
referéncia [57] :
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() 2tsenf; =(i+1)Ar

() 2tsenf, = (i — DA

Logo, 2t(senf; — senb,) =A.l (3.6)
Sabe-se que: senf, — senf, = cos (% + %) sen (% — %)
Entéo: 2t[cos (% + %) sen (% - %)] =\l (3.7)

Por aproximacao, temos que : 61 + 6> =2 6, € cOMo (% - %) é bastante pequeno, podemos

0. 6 )
escrever: sen (—1 - _2) ~ (_1 _ _2)
2 2 2 2

0,6,

Portanto, temos a relacdo: 2t (T) cos O = Al

Sendo =6, — 6,, a equacio de Scherrer assume a seguinte equagao '

_ kA
- B cosbg

(3.8)

A esfera de Ewald possibilita uma abordagem na qual é possivel correlacionar a
difracdo de um feixe de raios X gerada pelo cristal no espaco real e reciproco. Vetor da rede
reciproca H ¢ uma combinacdo de trés vetores de base, a*, b* e ¢c* com os indice de Miller
(h,k,I) que referem-se aos planos da estrutura cristalina. Logo, esse vetor pode ser expresso da
sequinte forma: H = a*h+b*k+c*l. O modulo do vetor H é igual ao reciproco da distancia
interplanar: H= 1/d(h,k,l) onde d(h,k,I) é a distancia interplanar de (h,k,I) °°/.

Para representar graficamente (ver figura 3.4) a relacdo de Ewald utilizada para explicar
a difracdo de raios X é conveniente definir o vetor unitario So de médulo 1/A como um vetor
paralelo ao feixe incidente e S um vetor unitario gerado pelo feixe difratado de médulo 1/A.
Uma esfera de raio 1/A (esfera de Ewald) ¢ desenhada em torno do ponto C. Ao incidir um feixe
de raio X, com um dado comprimento de onda A, a regido onde o vetor So cruza a esfera, apos
ter passado pelo cristal, é denominada de origem da rede reciproca. Se houver difracdo gerada
pelo cristal devido a distribuicao dos planos cristalinos (h,k,1), o vetor S tocara a esfera de Ewald
originando um segundo ponto, P(h,k,l) na superficie da esfera. O vetor que une os vetores Soe
S quando estes interceptam a esfera é definido como vetor da rede reciproca. Logo, para haver
difracdo é necessario que pelo menos dois vetores toquem a esfera, ou seja, a difracdo ocorre

quando a esfera de Ewald toca um ponto na rede reciproca °’! .
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Figura 3.4 - Representacdo da esfera de Ewald para representar a condi¢do de difragdo. Sendo 26 o
angulo formado entre o vetor S ou Sy e os planos (h,k,1) que geram difracéo no cristal.

Raios X que interceptam o cristal irdo produzir pontos de difracdo, também chamado
de reflexdes, formando uma distribuicdo (esfera de Ewald) ao redor do cristal. Cada ponto de
difracdo corresponde a um unico plano (h,k,l). A constante K da formula de Scherrer (Equacgéo
3.8) é uma constante que depende da forma da regido onde o vetor difratado S do feixe de raios
X toca a esfera apds ter passado pelo cristal. Como a distribuicdo dos pontos de difracdo ou das
reflex6es dependem da morfologia e simetria do cristal e das familias dos planos (h,k,I) que
constitui o cristal. Os valores adotados de k também sdo estimados com base nesses parametros.
De modo geral, para reflexdes simétricas k assume valor igual a 1 (um) e para as reflexdes

assimétricas, k assume valores diferentes que 1 (um).

O pico de difracdo da figura 3.3 pode ser afetado pelas condi¢es experimentais de
medida, fator instrumental. Esse fator instrumental contribui para o alargamento a meia altura
do pico de difragdo e é chamado de f instrumenta € depende das condig¢des de medida do XRD.
Logo, para deconvoluir o valor experimental Sexperimentat da parcela do £ instrumentat aplicamos a
aproximacéo de Gauss:

ﬁ= (,Bexperimental2 - ﬁ instrumentalz)ll2

Em nosso estudo, para determinar 0 f instumentat fOi obtido um difratograma, antes das
medidas de XRD das nossas amostras, de um padrdo microcristalino da amostra de LaBe
(hexaboreto de Lantanio) cujo o tamanho de particulas ~ 9um sé@o grandes o suficiente para

eliminar as microdeformac6es que podem afetar a estimativa do alargamento instrumental.
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Para investigacdo das amostras por difratometria de raios X foi utilizado dois
difratbmetros de raio X instalados no Departamento de Fisica da Universidade Federal de
Sergipe. O primeiro da marca Rigaku Ultima+RINT 2000/PC, os parametros de operacdo do
equipamento foram: tubo de raios X com uma tensdo 40kV , corrente de 40mA ( com poténcia
1.6 kW) com radiacio Kos e Kazdo Cu (A= 1,5405 A e 1,5444 A); o intervalo angular 20 de
medida foi de 10° a 70°, em modo de varredura continua de 2°. min™* com fenda de 10 mm. O
segundo da marca Bruker modelo D8 Advance com parametros de tubo de raios X com uma
tensdo 40kV, corrente de 40mA e com contribui¢des da radiagdo Kal e Ka2 do Cu, sendo o
intervalo angular 26 de medida foi de 10° a 70° em modo de varredura continua de 2°/ min,

passo de 0,02° e com fenda de 1 mm.

Foi utilizado amostras em forma de po, que foram previamente peneiradas com uma
peneira de 100 mesh e dispostas uniformemente sobre uma lamina de vidro para medida. Para
as analises foi utilizado como padréo de referéncia da hidroxiapatita hexagonal a ficha ICSD-
15-1414 de Andrade e colaboradores (2004) 1** e a ficha ICSD-6191 do padrdo de p-tricalcio
fosfato de estrutura romboédrica de Dickens e colaboradores (1974) “®). Ambos padrdes de
referéncia forma obtidos no banco de dados ICSD (Inorganic Crystal StructureDatabase,

Germany) acessado via Portal da Pesquisa assinada pela CAPES.

3.2.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (SEM)

A microscopia é uma ferramenta versatil para andlises de sistemas solidos micro e
nanoestruturados. Um Microscopio Eletrénico de Varredura dotado de canh&o de elétrons por
emissdo de campo (Field Emission Gun - Scanning electron microscopy SEM-FEG) permite
resolucéo pontual de 1 nm. Sendo portanto, um equipamento de investigacdo fundamental para
o desenvolvimento desta tese, ja que permite a visualizacdo do arranjo meso e macroporosos
combinado as informacgdes da morfologia, superficie e analises de constituicdo quimica das
particulas analisadas®®!. O primeiro microscépio eletrénico de varredura nasceu de uma
adaptacdo. Em 1938 von Ardenne adaptando bobinas de varredura ao microscépio eletrénico
de transmissdo. Como se tratava de um microscopio de transmisséo as amostras tinham que ser
muito finas e o tempo para obter uma imagem era de cerca de 20 min. O aumento maximo

conseguido foi de 8 000x e resolugdo aproximada de 50 nm °°). Hoje em dia os microscopios
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de varredura por emissdo de campo podem chegar facilmente a resolugdes da ordem de 1 nm.
Basicamente o microscépio de varredura consiste de uma coluna Otica-eletronica, unidade de
varredura, camara de amostra, sistema de detectores, e sistema de visualizacdo e processamento

de imagem conforme a figura 3.5.

O canhdo de elétrons por emissdo de campo é usado para produzir um feixe elétrons
com energia para ser captados pelos detectores. Esse feixe é demagnificado, reducdo do
diametro, por varias lentes eletromagnéticas com a finalidade de produzir um feixe coerente e
focado em uma determinada regido da amostra. A maioria dos equipamentos de microscopia
eletronica de varredura é capaz de produzir um feixe de elétrons da ordem de 10 nm ao atingir
a amostra com quantidade de elétrons suficiente para formar a imagem com boa resolucéo. A
fonte de emissdo eletrostatica (Field Emission Electro Gun) é normalmente um monocristal de
tungsténio com um ponta fina, cerca de 100 nm ou menos, o0 que gera um campo elétrico alto e
tem-se uma grande emissdo de elétrons com uma elevada densidade de corrente e elevado
brilho.

Incident electrons

| Collector
A I| B ||I Scintillator Preamplifier
- i s o !
Semiconductor detector ; ."I'Il Light pipe PMT ||l'
~r / ¥ '

™ |
paniiy

Figura 3.5 - Representacdo esquematica dos componentes de detec¢ao do microscopio

eletrénico de varredura [59].

Basicamente, o processo de formacao de imagem em SEM provém da interagdo do feixe
de elétron, elétrons priméarios, com a amostra analisada. A interacfes feixe-amostra podem
revelar informacgdes importantes sobre a natureza da amostra, composicao, topografia, textura
e outras propriedades. Estas interacdes podem ser resultantes das colisbes do feixe de elétrons

primarios e superficie da amostra resultando no surgimento de elétrons retroespalhados
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(Backscatterd electrons — BSE), elétrons secundarios (SE) (Secondary electrons — SE), raio x
caracteristico e elétrons Auger. Os elétrons secundérios (SE) séo elétrons que sdo ejetados de
atomos da amostras devido as interacOes inelasticas dos elétrons energéticos do feixe de
elétrons primarios. Normalmente séo considerados elétrons secundarios os elétrons emitidos da
amostra com energia inferior a 50 eV. Os elétrons secundarios sdo selecionados dos demais
elétrons com base na energia cinética. Uma das principais caracteristicas do elétron secundario
(SE) é a baixa profundidade de escape, proximas a superficie. Logo o sinal destes elétrons
possui maior resolucéo espacial que os elétrons retroespalhados, que sao bem mais energéticos
e reativos com as camadas mais profundas da amostra. Somente os elétrons secundarios (SE)
que sdo gerados bem préximos a superficie contribuem de forma expressiva para a formacao
sinal e maior resolucdo da imagem, ja que o sinal provém de uma area de secdo transversal

préxima do didmetro do feixe demagnificado pelas lentes™°..

As imagens apresentadas neste estudo sdo provenientes dos sinais gerados por elétrons
secundarios (SE) e obtidas no microscopio SEM-FEG da ©JEOL modelo JSM 6330F do
Laboratorio de Microscopia Eletronica do Laboratério Nacional de Nanotecnologia (LNNano)
do CNPEM, durante o projeto de pesquisa com numero #13187 e com o0 microscopio JEOL
JSM-7500F instalado no Centro de Multiusuarios de Nanotecnologia da UFS (CMNano-UFS)
durante o projeto de pesquisa nimero #0007/2013 operado no modo gentle-beam.

As condicdes usadas para obtencdo das imagens foram sempre utilizando uma tensao
de emissao fixa de 1- 5keV com corrente de filamento de 5-8pA e distancia de trabalho entre 2
mm a 4,1 mm. As amostras em forma de p6 foram polvilhadas sobre substrato de carbono com
aplicacdo de uma fina camada de fita ou tinta de carbono. Para melhorar o contraste e diminuir
0 carregamento superficial da amostra, suavizar a barreira potencial superficial (fungéo
trabalho), foi aplicado um filme de baixa espessura de carbono sob as amostras antes de analisa-

las nos microscépios.

3.2.3 Espectroscopia de Estrutura Fina de Absorcédo de Raios X (XAFS)

A espectroscopia de absor¢éo de raios-X (XAS) é conhecida desde 1920 quando os fisicos
Fricke e Hertz realizaram os primeiros estudos do XAS. Em 1970 Sayers, Stern e Lytle

formularam as teorias atuais desta técnica [°’). Até a década de 80, a utilizacdo de XAS era
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restrita pela escassez de fontes de radiagdo continua. Entretanto, com o surgimento de novos
laboratorios de radiagdo sincrotron com anéis de armazenamento de elétrons de alta energia (E
>1Gev) a técnica de XAS foi aprimorada e atualmente a espectroscopia de absorcéo de raios-
X é frequentemente utilizada em diversas areas da quimica, fisica e ciéncia dos materiais. A
difracdo de raios X, embora sendo uma técnica bastante poderosa para o estudo da ordem a
longas distancias em um sistema cristalino, € ineficaz como estudo da ordem local ao nivel
atdbmico. Portanto, para um estudo estrutural da ordem local, faz necessario o emprego da
técnica XAFS (X-Ray Absorption Fine Structure), sendo esta técnica de espectroscopia

apropriada para a extracdo de informagdes quimicas e do nimero de coordenagdo atdbmica.

A técnica de absorcdo de raios X de estrutura fina (XAFS) refere-se a interacdo dos raios
X com um atomo alvo nas intermediacdes das energias de ligacdo dos niveis internos desse
atomo. Medidas de XAFS sdo realizadas usando uma fonte de raios X com intensidade e energia
ajustaveis obtidas com a radiacdo sincrotron. Para producdo de radiagdo sincrotron, particulas
(elétrons ou positrons) sdo inicialmente acelerados dentro de um acelerador linear ou em circulo
e sdo posteriormente injetados em um anel de armazenamento. Este anel é mantido em ultra-
alto-vacuo com particulas nas velocidades relativisticas sdo defletidas da trajetoria retilinea por

campos magnéticos de imas de dipolos.

Ao ser defletido o feixe de elétrons produz radiacdo eletromagnética, chamada de
radiacdo de dipolo, em um largo espectro indo desde do infravermelho até raios X duros. A
radiacdo sincrotron é emitida no interior dos dipolos, na direcdo tangencial a trajetoria dos
elétrons acelerados. Os dispositivos Wigglers e onduladores produzem radiacéo sincrotron pela
interacdo do feixe de elétrons com uma sequéncia de dipolos magnéticos em paralelo, arranjado
com polaridades alternadas entre si, e que ficam distribuidos ao longo das secGes retas do anel
de armazenamento [°*!. No Brasil o Laboratdrio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), localizado
no campus Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM) ns cidade de
Campinas, Séo Paulo, disponibiliza a Unica fonte de luz sincrotron para usuérios da América

Latina.

Quando os raios X sintonizados em uma determinada energia incidem na amostra, a
radiacdo interage com os elétrons do a&tomo alvo. Esta radiacdo sera espalhada por estes elétrons
ou absorvida excitando os elétrons do atomo alvo. Um feixe monocromaético de intensidade lo
atravessando uma amostra com espessura x sera atenuado por um coeficiente linear de absor¢éo

u conforme a equacéo 3.9 (667,
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[ = IyeH* (3.9)

Quando ocorre a absor¢do do féton de raios X, esse processo promove a liberacao de
elétrons dos orbitais atbmicos mais internos, por exemplo, 1s. Esse nivel pode ser preenchido
por elétrons de orbitais mais externos com emisséo de raios X caracteristicos dando origem a
fluorescéncia de raios X, que é uma das formas de se detectar a absor¢do de raios X em uma
amostra. Este foi 0 modo de operacao escolhido para as medidas apresentadas nesta Tese. Além

da fluorescéncia de raios X a absor¢éo do feixe incidente pode gerar elétrons Auger.

Dependendo da faixa de sintonizacdo da energia do feixe de radiacdo sincrotron, em
certas energias a absorcdo pode aumentar de forma abrupta, originando a chamada borda de
absorcéo de raios X que é caracteristica de cada atomo. Esta borda surge quando a energia do
foton incidente é capaz de causar uma excitacdo no elétron de camadas internas (K, L, M, etc...)

de um atomo absorvedor para um estado do continuum, gerando efeito fotoelétrico

Hé& dois mecanismos para o decaimento energético do 4tomo apo6s o estado excitado,
provocado pela absorcao de raios X; a fluorescéncia de raios X é o primeiro mecanismo, no
qual um elétron proveniente de uma camada interna de maior energia preenche uma vacancia
em uma camada mais interna, com emissdo de foton de raio X. A radiacdo emitida é
caracteristica do 4&tomo e podem ser utilizada para quantificar e identificar os atomos de um

arranjo estrutural (),

O outro processo proveniente do decaimento energético é o Efeito Auger, no qual um
elétron migra de uma camada mais externa para outra camada mais interna, esta diferenca de
energia entre camadas é transferida para um outro elétron que possui energia suficiente para
sair para o continuum, este elétron é chamado de elétron Auger. A figura 3.6 ilustra os

mecanismos da intera¢do dos raios X com a amostra.
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Figura 3.6 - Mecanismos envolvidos na interagdo da radiagdo X com a amostra. Adaptado de [63] .

Existe trés subdivisbes principais do espectro de XAS , séo elas:

-Regido de pré-borda, refere-se as transicdes eletrénicas com absorcdo de energias
menores que a energia de ligacao dos atomos. Estas transicdes ocorrem apenas quando 0 atomo

absorvedor possui estados desocupados ou parcialmente desocupados.

- Borda de absorcao, regido responsavel pelo aumento abrupto e intenso da absorcao de
radiacdo quando a energia absorvida € suficiente para arrancar elétrons do atomo absorvedor,
ocorrendo assim, transi¢do para o continuum e o excesso de energia é fornecida ao fotoelétron

na forma de energia cinética.

-Regido de pbs-borda, é a parte do espectro compreendida até 50 eV apés a borda de
absorcdo do material, esta regido é chamada de XANES ( X-ray Absorption Near Edge
Structure) e a regido entre 50 eV a 1000 eV apos a borda de absorcéo é chamada de regido
EXAFS (Extended X-ray Absorption Fine Structure)
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Figura 3.7 - Representacao do espectro de absorcéo de raios X (borda K do Cr) da amostra KoCrO4
e 0s mecanismos fisicos envolvidos no espectro de absorcéo de raios X com a definicdo da regido de
XANES e EXAFS. Em (@) pico de pré-borda causado por transi¢des de orbitais ndo ocupados; (b)
picos de espalhamento multiplos; (c) regido de espalhamento Gnico com oscilagBes no espectro de
absorgdo (d) causada por interferéncia destrutivas e (e) interferéncia construtiva entre as ondas do
foton elétron ejetado e retroespalhados. Adaptado de [63] .

A regido de XANES é caracterizada por variagdes estreitas e intensas da absor¢éo de raios
X. O espectro XANES engloba a regido na qual o comprimento de onda do fotoelétron é da
ordem de distancias interatbmicas, consequentemente, o seu caminho médio é longo o
suficiente para que possam ocorrer espalhamentos mdultiplos antes que ele retorne ao 4&tomo
central. Devido ao espectro XANES envolver espalhamentos multiplos, interacdo de muitos
corpos, distor¢do da funcdo de onda do estado excitado pelo campo Colombiano e transi¢oes
para niveis desocupados, ele € rico em informacdes cristalograficas e quimicas do atomo
absorvedor que ndo sdo acessiveis a regido de EXAFS, como estado de oxidagéo, densidade de
estados desocupados e estrutura cristalina em que estd inserido o atomo absorvedor. Ja no
EXAFS, como o processo principal é o espalhamento envolvendo dois elementos (um
absorvedor e um retro-espalhador), o espectro de EXAFS ndo contém informacgdes sobre a
interacdo de trés ou mais atomos, por exemplo, que daria informagdes sobre angulos entre

ligaghes [,



40

A regido do espectro compreendida pelo EXAFS apresenta oscilagdes mais suaves na
absorcdo de raios X. O processo fisico que envolve as oscilagcGes de absorcdo na regido de
EXAFS é a interferéncia entre onda emitida pelo &tomo emissor e a onda retro-espalhada pelo
atomo vizinho. Se 0 atomo absorvedor ndo possui nenhum vizinho suficientemente proximo
(estado gasoso, por exemplo), o espectro de absorcao terd um aumento significativo na borda

de absorcéo e acima desta uma queda suave sem apresentar nenhuma oscilacao.

Para sistemas solidos ou liquidos, apds a borda de absorcao sdo observadas oscilagdes no
coeficiente de absorcdo M(E), sendo estas oscilacBes provenientes da interferéncia entre a
funcdo de onda do fotoelétron e o do elétron devido ao retroespalhamento da onda do
fotoelétron pelos atomos vizinhos ao absorvedor, como ilustrado pela figura 3.7. Sendo que a

absorc&o é proporcional a amplitude da onda associada ao fotoelétron na origem %41,

Para um atomo isolado teremos uma curva de (E) que apresenta um aumento bastante
grande quando a energia do feixe incidente se aproxima das energias de ligacdo dos elétrons
nos diferentes orbitais e que é proporcional a probabilidade de transicéo entre estados quanticos.
Essa probabilidade é regrada pela regra de ouro de Fermi. A probabilidade de transi¢cdo depende
da disponibilidade de estados para o fotoelétron, conforme descrito na equacdo 3.10. Em que
(i| representa o estado inicial dos elétrons que descreve os orbitais mais internos, H™ € a
Hamiltoniana que descreve a interacdo entre o campo magnético da radiacdo incidente e os
elétrons (dentro da aproximacdo de dipolo elétrico) e |f) representa o estado final do
fotoelétron.

(E)oo|(i[H'If)]? (3.10)

Em moléculas ou sélidos o fotoelétron se propaga como uma onda esférica e € espalhada
pelos 4tomos vizinhos, e portanto, o estado final |f) tem que considerar a superposi¢do da
contribuicdo da funcéo de onda do fotoelétron emitido pelo atomo central e a contribui¢do dos
fotoelétrons retroespalhados pelos atomos vizinhos. A diferenca de fase entre as partes emitidas
e espalhadas da funcéo de onda do fotoelétron promove a modulagdo em termos de energia do

coeficiente de absorcéo U(E) e, assim, as oscilagdes de EXAFS sio formadas [©%],

Como o espectro do EXAFS envolve um atomo absorvedor e outro retroespalhados,
uma contribuicdo significativa para a funcéo de onda do estado final nas proximidades do &tomo
absorvedor é proveniente da trajetéria na qual o elétron é espalhado somente uma Unica vez

antes de retornar ao atomo absorvedor, fenbmeno caracteristico do espalhamento simples.
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Devido a estas caracteristicas o espectro de EXAFS € rico de informacdes a respeito da distancia

e do nimero de vizinhos do 4tomo/ion absorvedor.

As oscilacdes na regido de EXAFS sao descritas pela equacdo 3.11 onde p(E) é o
coeficiente de absor¢do medido, po(E) é o valor que representa a absor¢do de um atomo isolado
e Al € 0 salto no coeficiente de absorgao.

_ W(E)-po(E)
x(E) = o (3.11)

Como as oscilacdes dependem da natureza ondulatéria dos fotoelétrons gerados, é

conveniente usarmos 0 nimero de onda (k) para representarmos os resultados em funcéo do

sinal oscilatorio de y(k). Sendo que k = /zm"(h;;m , € E a energia do féton absorvido e Ep a

energia de ligacdo do elétron que foi excitado. Nas analises apresentadas nesta tese o sinal de
x (k) sera multiplicado por um peso de k? para amplificar as oscilages intermediarias de
EXAFS. O modelo teérico que descreve o comportamento das oscilagfes de EXAFS y (k) em
funcdo do vetor de onda k dos fotoelétrons é construido a partir de algumas consideracées: (i)
o "livre caminho médio", ou distancia que o fotoelétron percorre durante seu tempo de vida
entre 0 atomo de origem e os atomos retroespalhadores, (ii) que os fotoelétrons sao
retroespalhados da mesma forma por grupos de &tomos em distancias determinadas, chamadas
esferas de coordenacdo, e (iii) que ao ser retroespalhados, a onda relativa a este fotoelétron
apresentara uma diferenca de fase igual para todos os atomos nesta esfera de coordenacgéo que
sO dependera das distancia percorrida pelo fotoelétron. Usando estas consideracdes, é possivel
escrever para o sinal de EXAFS 6464,

2K = $3 2. () e 270 2RID £ (1) (sin 2KR; + §y(K) (3.12)

4

Em que x (k) é o coeficiente de absorcdo normalizado; i sdo indices que representam
cada esfera de coordenacdo de vizinhos, Ni niUmero de a&tomos vizinhos na i-ésima esfera de
coordenaco,S% é o fator de reducdo de amplitude devido a relaxacdo dos demais elétrons do
atomo absorvedor, Fi(k) é amplitude de retroespalhamento dos &tomos vizinhos, a componente
¢i (k) é a defasagem total devida a i-ésima esfera de coordenagdo, 4 é o livre caminho do
fotoelétron, Ri é a distancia entre o atomo absorvedor e o vizinho i, o termo ¢i? é o fator de
Debye-Waller que representa a desordem na distancia Ri da esfera de coordenagéo i. Neste

ultimo fator, além da desordem térmica local que faz os &tomos vizinhos vibrarem em torno de



42

uma posic¢éo de equilibrio, é incluido também a desordem estrutural, que representa as varia¢oes
de distancia ao dtomo absorvedor a cada uma das esferas de coordenacéo. Esse fator equivale
ao desvio quadratico das posi¢Oes primarias dos Ni atomos vizinhos e fornece informagoes

sobre o grau de desordem das esferas de coordenacao proximas ao atomo central.

Assim, a partir do espectro de EXAFS ndo é possivel diferenciar, por exemplo, um
arranjo atdbmico tetraédrico de um quadrado plano, no entanto 0 nimero de vizinhos tem uma
grande influéncia no sinal de EXAFS. Ja na regido de XANES onde ocorre 0 aumento abrupto
da absor¢ao de fotons de raios X, chamada de “linha branca”, contém informag¢des valiosas

sobre a simetria e valéncia(s) do atomo absorvedor.

Em relagéo aos equipamentos e aparatos experimentais que constitui a linha XAFS-2 do
LNLS tem-se as seguintes consideracdes. A radiacdo desta linha provém da deflexdo do feixe
de elétrons de um dos dipolos instalados dentro do anel de armazenamento. O feixe atravessa o
conjunto de fendas guarda que tem o objetivo de impedir a passagem de feixe espalhado para a
unidade de medida. O sistema opera em alto vacuo (10®Pa) isolado por uma janela de Berilio
da pressdo de ultra-alto-vacuo (101! Pa) do anel e pressdo atmosférica por um janela de Kapton,
na bancada de experimento [®°!. Toda a sequéncia de aparatos e equipamentos estdo

representados no layout linear da linha XAFS-2 da figura 3.8.

Figura 3.8 - Layout da linha de luz XAFS-2 em operagdo do LNLS. Em (1) dipolo e front end; (2)
fendas pré espelho; (3) espelho; (4) monocromador; (5) fendas; (6) espelho toroidal revestido; (7)
obturador do feixe e (8) bancada experimental. Adaptado de [66].

Para 0 estudo desta tese também foi empregado medidas de SXS (Soft X-ray
Spectroscopy) usando raios X “moles” (< 5 keV) para investigar elementos com borda de
absorcdo mais baixas energia como o Silicio, Magnésio, Fésforo e Célcio com energia de borda
K~ 1.839 eV, 1.303 eV, 2.145 eV e 4.038 eV, respectivamente. A borda K de absor¢édo do
Calcio esta proximo ao limite de medida, 5.500 ev, da linha de luz SXS do LNLS. A linha
permite a realizacdo de experimentos espectroscopicos de fotoabsorcdo e de fotoemissao de
camada interna tais como XPS XANES, difragdo de elétrons de baixa energia (LEED) e

espectroscopia de elétrons Auger (AES).
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A seguir na figura 3.9 é apresentado uma representacéo esquematica da linha de luz SXS
em operagdo no LNLS.

5

.
Py aim
r?‘T u

Figura 3.9 — Visdo da linha de SXS. (1) dipolo; (2) front end; (3) espelho focalizador; (4)
monocromador e (5) bancada experimental. Adaptado de [67].

Motivado pela necessidade do estudo estrutural e da ordem local do Eu®* na matriz
hospedeira dos fosfatos de calcio para correlagdo com a luminescéncia e demonstrar a
possibilidade e introduzir uma sonda florescente de Eur6pio em arranjos porosos
biocompativeis as absor¢oes de raios X foram obtidos no LNLS em medidas realizadas na linha
de luz de espectroscopia de estrutura fina de absorcdo de raios X (XAFS2), sob nimero de
proposta #14456. As medidas aconteceram em torno da borda de absorgdo Ls do Eu®*, em
aproximadamente 6.977 eV, operando no modo de fluorescéncia. Um detector de Ge de 15
elementos foi usado para medir a fluorescéncia de raios X das amostras, sintonizando a janela

em energia do detector nas linhas La1 e Loz do Eu.

Para melhor entendimento da sensibilidade dos sitios de Calcio (Ca?*) e sitios de fosfato
(PO4>) com o ambiente de nucleacio aletrado pelo molde combinado de Amido+ surfactante
C16TAB foram realizadas as medidas de XANES/EXAFS nas bordas k do Fosforo (~2,145 eV)
e do Calcio (~4.038 eV) na linha de luz SXS do LNLS. As medidas aconteceram sob o regime
deteccdo da producdo total de elétrons (TEY), utilizando-se 0 monocromador com o par de
cristal InSb (111) para medidas na borda k do Fésforo e Si (111) para medidas na borda k de
absorcao do Célcio. As medidas foram feitas em modo fluorescéncia e para isso utilizou-se uma
pequena quantidade de amostras em pd. O pd foi acomodado sobre 0s portas amostras e
compactadas com isopropanol. Para interpretagcéo dos dados, primeiramente tratamos os dados
no software Athena para subtracdo do background e extracdo das oscilagdes de EXAFS, e no
segundo momento no software Artemis foram propostos modelos que forma ajustados aos

dados experimentais. Esses softwares compdem o pacote IFEFFIT versdo 8 (%,
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3.2.4 Espalhamento de Raios X a Baixos Angulos (SAXS)

O modelo fisico que descreve a técnica de SAXS (Small angle X-ray scattering) esta
fundamentada nas leis de espalhamento e fenémenos de interferéncia, os quais sdo
estreitamente correlacionados com a heterogeneidade eletronica da amostra irradiada. Em
SAXS os elétrons da nuvem eletrdnica da amostra sdo considerados fontes espalhadoras de
raios X. Por este motivo esta técnica é sensivel a contraste de densidade eletronica Ap(r) de
interface entre as particula e 0 meio de dispersdo. O processo de espalhamento pode ser descrito
com os elétrons em ressonancia com a frequéncia dos raios X incidentes. Neste caso, 0 campo
elétrico da onda eletromagnética incidente faz oscilar os elétrons das particulas. Um elétron da
nuvem eletrdnica oscilando representa um dipolo classico (carga em movimento acelerado) que
espalha ondas secundarias em todas as direcdes, e esse processo € chamado espalhamento

Thomson sendo representado pela equacdo 3.13 da intensidade espalhada.

(3.13)

2
1.(8) = 1,.7,90.10726 (Z222)

2a2

Em que I, é a intensidade primaria, a é a distancia entre do centro espalhador e detector

e o valor numérico 7,90x102® é proveniente da razdo carga e massa classica do elétron
(e?/mc?). As ondas secundarias geradas pelos espalhamento dos elétrons da nuvem eletronica
sofrem fendmenos de interferéncia construtiva e destrutiva dependendo do angulo de
espalhamento. O méximo de espalhamento ird acontecer para 26=0° em que todas as ondas
espalhadas estardo exatamente em fase. Nesse caso 0s angulos pequenos favorecem
espalhamento elastico ao invés do inelastico %77,

O processo de espalhamento é descrito em termos da rede reciproca. Imaginamos um
centro espalhador com diametro D seja iluminada por raios de uma fonte monocromatica de
ondas planas com vetor de onda: ko=2z/A. As ondas serdo espalhadas na forma de ondas
esféricas por todos os elétrons do centro espalhador e essas ondas espalhadas irdo sofrer
interferéncia uma das outras, fornecendo uma funcdo de intensidade de espalhamento que
decresce com o aumento do angulo de espalhamento. A intensidade de espalhamento sera
méaxima na direcdo do feixe incidente (&ngulo de espalhamento igual a zero, 26=0°). Esta
intensidade em &ngulos proximo a zero é proporcional ao nimero de elétrons nos centros
espalhadores. E conveniente expressar as ondas espalhadas pela forma complexa e'®. A fase ¢
é 2n/\ vezes a diferenca entre o ponto da origem do espalhamento e algum ponto arbitrario.

Logo, o termo ¢ de um conjunto de ondas espalhadas de comprimento de onda A se torna mais
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relevante com o aumento do angulo de espalhamento 26. Em baixos angulos de espalhamento
apenas os espalhamentos elasticos (sem transferéncia de energia) formam ondas coerentes. Os
espalhamentos incoerentes (Compton) sdo desfavorecidos em baixos angulos, segundo a

equacao 3.14 a baixo:

A=—= (1-cosO) +2 ;0-0, A= 1 (3.14)

m

Assumindo espalhamento elastico com ondas coerentes, as ondas esféricas espalhadas
possuem modulo de vetor de onda ki=|k, | igual a ko. O célculo da fase ¢ é ilustrado pela figura
3.10, onde s e so sdo vetores unitarios na direcdo do espalhamento e do feixe incidente,
respectivamente. O vetor r descreve a diferenca de caminho ético entre um ponto P e a origem

do sistema.

Figura 3.10 - Representacdo de espalhamento de dois pontos.

Aplicando a relacéo vetorial e trigopnométricas na ilustracdo da figura 3.10, observamos
que o vetor de espalhamento g possui a mesma direcdo de § — 8, , sendo que esse Ultimo

possui magnitude igual a 2.sen®. Também podemos encontrar a relacdo:
¢ = -(2x/\). (8 — §) . O vetor q é definido como sendo: g = (2n/1).(§ — §g)

Logo, temos a relagdo q = (4z/L). sen 6 e ¢ = - q.r. A intensidade de espalhamento
1(q) é dada pela a raiz quadrada da amplitude resultante da soma de todas as amplitudes das
ondas coerentes espalhas. As amplitudes das ondas espalhadas sé@o de mesma magnitude mas
diferem em termos da fase, que depende da disposicao dos elétrons no espacgo. A amplitude da
onda espalhada pode ser representada pelo termo e'® onde podemos representar também por: &
4T que é o fator fase. Mas considerando um ndmero enorme de elétrons dos centros
espalhadores e de fato um Gnico elétron na posicdo r ndo pode ser exatamente localizado, é

conveniente representar esse sistema em termos da densidade eletrénica p(r). Em que p(r) é
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uma funcdo radial de distribuicdo da densidade eletronica dos centros espalhadores na posicéo
r. Com esta consideracdo podemos expressar a amplitude total A(q) das ondas espalhadas na

direcdo de um vetor q pela equagéo:
A(q) = fooop(r).e_iq'rdr (3.15)

Logo, a amplitude total de espalhamento A(q) na dire¢do do vetor q é representada
como sendo a Transformada de Fourier da funcdo p(r). Em que p(r) é a funcdo radial de
distribuicdo da densidade eletronica dos centros espalhadores na posigdo r. Esta grandeza
define o ndmero de elétrons por unidade de volume (cm®). A melhor maneira de se obter a
intensidade de espalhamento 1(q) é pela relacdo do complexo conjugado, onde a amplitude A é

multiplicada pelo seu complexo conjugado A*. Logo temos:
I(q) = AA = [[p(r) p(ry).e" 41— dr, dr, (3.16)

Estd equacdo também representa uma integral de Fourier, envolvendo a distancia
relativa (r1 - rz) para todos os pares de pontos de espalhamento, os elétrons dos centros
espalhadores. E conveniente representar a dupla integracdo na equacéo 3.16 através de dois
passos: 0 primeiro é juntar todos os pares com distancias relativas iguais e, entdo, integrar todas

as distancias relativas incluindo o fator fase e considerando que r = (r1 - r2):

p2(r) = [f," p(ry) p(ry)dridr, (3.17)

A funcdo resultante é uma funcdo de Patterson largamente usada em cristalografia, e
possui as seguintes propriedades: cada par de elétron com uma distancia relativa r pode ser
representado por um ponto em um espaco ficticio, espaco-C. A densidade de pares de elétrons
com separacdo r é dado por p2(r).O segundo passo para calculara a intensidade espalhada 1(q)

consiste na integragcdo em todo o espago-C.

Esta equacdo também representa uma transformada de Fourier. A intensidade de
distribuicdo em g no espaco reciproco é determinada pela estrutura eletrénica do centro
espalhador (particula) e pode ser expressa por p2(r). Convencionalmente, podemos obter

de 3.18 a transformada de Fourier inversa;
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3 ,
pi(r) = (ﬁ) J, 1(q).e97dr (3.19)

Das equacgdes 3.18 e 3.19 podemos tirar algumas conclusbes gerais. Ha uma
reciprocidade entre o espaco real e 0 espaco reciproco. Eles sdo apenas conectados pela fase
g.r, o resultado de conexao sera 0 mesmo quando r € incrementado e q € diminuido pelo mesmo
fator aplicado ao sistema. Entdo, centros espalhadores grandes irdo fornecer padrdes de
espalhamentos a baixo angulos.

Assumindo as duas restri¢des: (1) o sistema é isotrépico, ou seja, 0 sistema nao possuli
propriedades fisicas que variam de acordo com a dire¢do ou tempo, como sistemas de particulas
em rotacdo; (2) o sistema possui uma longa ordem, isto significa que ndo ha correlacdo em
termos de densidade eletrdnica entre dois pontos suficientemente separados. De acordo com a
restricdo (1) a distribuicdo p2(r) depende apenas da magnitude de r (a distancia relativa de
pares de elétrons) o que ndo acontece para p(r) que depende do produto entre r? e p2(r) .
Neste caso, o fator fase e™4" pode ser substituido pela sua média de todas as direcdes r. Esta
propriedade é expressada pela formula fundamental de Debye (1915):

—igry _ Senqr
(e74") = o (3.20)

Logo, a equacdo 3.18 é reduzida por:

1) = [ 4m.rp* (). == dr (3.21)

qr

Também podemos ter que a funcéo radial de distribuicdo da densidade eletrdnica seja

definida agora por:

se

1(q) = 4m [, p(). ”T"Tdr (3.22)

q

Com a transformada de Fourier da equacéo 3.22, temos:

p(r) = — [ qri(@) sen (qr)dq (3.23)
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De acordo com a restri¢do (2), para grandes r a funcdo de densidade eletrdnica se tornara
independente e ,assim, podera ser substituida por um valor médio: p . A funcdo de auto-
correlagdo definida por 3.17 precisa assumir o valor da constante p2, enquanto que o valor
inicial p%(0) é p2. A estrutura dos centros espalhadores é representada por uma regido finita
onde Vp? representa termo final da densidade média. Com estes conceitos, a funcdo de
correlacdo y (r) de Debye e Bueche representa a flutuacdo da densidade eletrénica média p em
um sistema com elétrons a uma distancia r , e assim, essa funcdo de correlacao é introduzida
no nosso problema pela subtracdo do termo constante de longa distancia Vp? com o termo
inicial p? da funcdo de densidade de pares de elétrons (p2(r)). Logo temos que a flutuagdo

média da densidade eletrénica pode ser representada por:
Vy(r) = Vp? — p* e quep(r) = r2.Vy(r) (3.24)
Substituindo 3.24 em 3.22 temos:

_ © 5 sen qr
I1(q) = 4nV fo r*y(r) — dr (3.25)
Esta é a formula mais geral para sistemas de espalhamento obtidos pela restricdo (1) e

(2). y(r) é obtido pela transformada de Fourier inversa de 3.25.

vy = = J." 2 1(q).

2m2

dgq (3.26)

sen qr
qr

A equacdo 3.25 e 3.26 assume uma forma simples considerando q=0 e r =0 e o fator
fase e™d" assume um valor unitario. Exatamente em =0 todas as ondas espalhadas pelos

centros espalhadores estardo em fase.

Logo, podemos reescrever as equacdes 3.25 e 3.26 nas formas:
100) = 4nV [ r?y(r).dr (3.27)

Vy(©) = 5, a*1(q).dq (328)

A equacdo 3.27 pode ser interpretada no sentido de que cada elétron de um certo volume
V irradiado de centros espalhadores atuam de forma coerente apenas com sua regido de
vizinhancga, r—>0. A equacdo 3.28 mostra que para sistemas com grandes centros espalhadores

a integral da intensidade do espaco reciproco é unicamente relacionada com a flutuagcdo média
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da densidade eletrdnica em um certo volume V, sendo independente de caracteristicas espaciais
da morfologia dos centros espalhadores. Se, por exemplo, partes dos centros espalhadores sdo
deslocados ou deformados, o padrdo de espalhamento gerado sera alterado devido a quantidade
de elétrons da estrutura, entretanto a integral da equacdo 3.28 permanecera invariante a respeito

de tais mudancas na estrutura %%,

Q=J"q"1(q).dg (3.29)

Para um sistema formado por particulas de geometria Gnica em suspensdo no solvente,
que constitui na pratica um modelo de espalhamento valido para sistemas diluidos de N centros
espalhadores, os quais sdo suficientemente isolados sem interacdo entre eles. Temos que a

expressao que define o rendimento do espalhamento a baixos angulos (q—>0) sera:
1 (r).r?d
P(q)=1- ¢ ([0 F) (3.30)

O segundo termo da equacéo 3.30 representa o raio de giro (Rg) que pode representar as

dimensGes de centros espalhadores dispersos em um meio.

A técnica de SAXS foi Util para obter informacdes sobre a morfologias e distribuicao
de tamanho das particulas dos fosfatos de célcio de interesse. Os resultados das propostas de
pesquisa SAXS-#19954 e #10971 foram obtidos utilizando radiacdo sincrotron na linha de luz
SAXS1 do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron- LNLS em Campinas, SP. Os dados de

espalhamento foram adquiridos num detector bidimensional Pilatus 300K no qual os dados de
saida s&o curvas de espalhamento de 1(Q) vs . De modo geral, 1(Q) é a integral radial do sinal
de intensidade de espalhamento média em todas as direcdes. A grandeza ¢ (nm™) representa o
maodulo do vetor de onda de espalhamento em funcéo de 8 que representa a metade do angulo
de espalhamento e A comprimento de onda do feixe incidente. Logo, temos: q = 4m. sen6/A .
Utilizamos amostras em forma de pd, submetidas a um feixe incidente de A = 1,488 A com

fluxo de 10 fotons/s e vetores de onda na faixa 0.05 < g < 1.3 nm™,

Por sua vez a técnica de USAXS (Ultra small angle X-ray scattering) foi empregada
para investigacdo da fase porosa das amostras. A técnica de USAXS possibilita uma aplicacdo
da regido de investigacédo obtida em SAXS na linha SAXS 1 do LNLS. Em resultados USAXS

é comum investigar regides com q < 0,05 nm™ que representam sistemas com estruturas maiores
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que 120 nm, isso fazendo uma boa aproximacao da lei de Bragg para primeira aproximacéo (d=
2m/q). Como as amostras desenvolvidas podem ter macroporos superiores a 120 nm que estéo
fora dos parametros de medidas para SAXS a técnica de USAXS foi utilizada para medir o
espalhamento destas estruturas e compreender melhor o grau de ordenacdo entre elas. As
medidas de USAXS aconteceram em cooperagdo com o grupo do Dr. Jan Ilavsky do Advanced
Photon Source, Argonne National Laboratory, Chicago, USA com amostras na forma de p6 e
feixe incidente de A = 0,72932 A [, O pacote do codigo livre IRENA para SAXS e INDRA

para dados de USAXS ["?) foram empregados para analise das curvas de espalhamento.

3.2.5 Fotoluminescéncia

A luminescéncia é uma propriedade de emissdo de luz dos materiais. Sendo gerada
guando um determinado centro luminescente constituinte do material absorve energia suficiente
para que os elétrons sejam promovidos aos estados desocupados em niveis eletrdnicos de
energia mais elevados. Quando h& a promocdo destes elétrons tém-se a formacgdo do estado
excitado do centro luminescente, por exemplo Eu®*. Apds a excitacdo, os ntcleos atbmicos do
centro luminescente ajustam suas posi¢cdes para uma nova situacdo de excitacdo e entdo as
distancias inter-atbmicas sdo rearranjadas para se igualarem as distancias de equilibrio
promovida pelo estado excitado. Este processo € chamado de relaxagdo. Durante a relaxacdo
usualmente ndo ha emissdo. Apods a relaxacdo o sistema pode retornar ao estado fundamental
através de processos de decaimento radiativos. De modo geral, a emissao ocorre em energia
mais baixa do que a absor¢do devido aos processos de relaxagdo. A emissdo de energia em
forma de luz dentro do espectro eletromagnético pode abranger desde a regido do ultravioleta
ao infravermelho™’.. Entretanto, nem todo material apresenta luminescéncia. A raz3o disto é
gue a emissao radiativa tem um processo competidor chamado de retorno nao radiativo ao
estado fundamental. Neste processo a energia do estado excitado € usado para excitar os estados
vibracionais existentes no material, e assim, ha liberacdo de energia térmica e supressdo da

emissdo eletromagnética.

Por sua vez, a presenca de defeitos como dopantes faz com que niveis eletrénicos sejam
gerados na regido do band gap, distancia entre o topo da banda de valéncia e a base da banda
de condugcéo, criando novos canais para a relaxacdo do sistema “?), Neste caso, a luminescéncia
passa a ser determinada pela probabilidade relativa das transi¢cdes permitidas pelas regras de

selecdo espectroscopicas, que sdo as regras de spin e a regra de Laporte.
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A regra de spin corresponde a transigdes eletronicas que ocorrem com momento angular
de spin total conservado. Ja a regra de Laporte, postula que uma transicéo eletronica por dipolo
elétrico é permitida apenas entre estados com paridades diferentes, e por exemplo, a transi¢cdo
5d—4f do Eu?*. Logo as transi¢des entre estados de uma mesma camada, como por exemplo f
—f e d - d sdo proibidas pelas regras de Laporte. Os processos de emisséo a absorcdo que
seguem as regras de selecdo possuem geralmente tempos de decaimento radiativo da ordem de
nanosegundos [“**Y. As bandas de excitaco a linhas de luminescéncia de alguns ions terra rara
trivalentes em diferentes matrizes minerais com diversos centros luminescente estdo

apresentadas na tabela 3.2.

Tabela 3.2 — As bandas de excitagdo e linhas de luminescéncia dos centros luminescentes em
minerais. Atencdo especial para os ions de Eurdpio. Adaptado de [50].

Tran§ig_éo }Lexcitagéo (nm) Muminescéncia (nm)
eletrénica
Prit SHy-1S, 280 480, 610, 650, IR
SH-1 460
SHy-11, 490
Nd** op-*Gypp-spp 580 880, 1,060, 1,340
*I9p-2Dspy 320 380, 417
op-Pyy 380 535, 600, 670
Sm** Charge transfer 230 540, 600, 675
®Hs/p-%Psy 407
Sm?* 4f-5d 450, 580 650, 690, 700, 730,
780, 810
Eu* Charge transfer 220 590, 610, 650, 700
"Fy->Hs 325
"Fo->D; 532
Eu?t 4f7-4f%5d 250, 310 380-450
Tb** 7Fs->D; 280 380, 417, 440, 550

As estruturas de apatita mineral, Cs(POa)3(F,CI,0,0H), encontradas na natureza podem
ser fluorescentes. Na natureza ions terra raras trivalentes (TR3*) podem substituir os sitios de
calcio presentes na apatita tornando um centro luminescente em um ambiente cristalino. Os
processos de luminescéncia na apatita tem sido o objeto de inUmeras investigacdes e estudos,

dentre eles se destaca os varios estudos feitos pelo grupo Michael Gaft et al (2005) ! .
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Na figura 3.11 ¢é apresentado o espectro luminescente que permite detectar a emisséo de

centros luminescentes, como o Eu®*, em amostras de apatita sedimentar obtida nos estudos de
[50]

T T

| |
| Heating800 °C 619, | 634

3x10' .
.lex =308 nm ]

2x10' F 611] [\ 645 .
Il 594 1
1x10 873 .

400 500 600 700 800

Figura 3.11 - Espectro de luminescéncia dos centros de Eu®* em posicdes de sitios de Ca em apatitas
minerais sedimentares formadas em ambientes maritimos em temperatura ambiente ap6s tratamento
térmico a 800°C. Adaptado de [50].

As linhas 594, 619, 626, 634 e 645 nm do espectro da figura 3.11 estdo ligadas a
presenca de ions terra raras trivalentes, entretanto estas linhas ndo sdo observadas em amostras
a temperatura ambiente mas somente em amostras tratadas a 800° . Em especial as linhas em
634 e 645 nm sdo caracterizadas por transicdes de tempo de decaimento de 0,5 ms e a linha 619
nm representa transicdes com tempo de decaimento de 0,1 ms. A forma de como as linhas de
luminescéncia sdo estreitas na figura 3.11 e o longo tempo de decaimento s&o as assinaturas de
que a luminescéncia é devido as transicdes f-f de ifon trivalente terra rara. E sabido que a
luminescéncia de ions terra raras trivalentes é mais intensa quando o sitio tem baixa simetria e
a proibicdo por paridade de estados é parcialmente diminuida “*°°/, Na apatita existem dois
sitios de Calcio com simetrias diferentes, o sitio de Ca(2) tem menor simetria que o sitio de
Ca(1), e por isto o ion terra rara em sitio de Ca(2) apresenta menor transicoes eletrénicas de
paridade proibida que o sitio de Ca(1). Com o aumento da temperatura hd uma diminuicéo da
simetria da rede cristalina e isto pode explicar a grande intensidade da luminescéncia de ions
terra raras em apatitas tratadas termicamente a altas temperaturas, e também, devido a baixa

simetria a luminescéncia tem um tempo de decaimento relativo curto.
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Logo a intensidade e perfil de emissdo luminescente em apatitas é sensivel aos dois
sitios de Calcios propicios a incorporacdo do ion terra rara. Por este motivo, a técnica de
fotoluminescéncia foi escolhida para corroborar e complementar as analises da absorcdo de
raios X de estrutura fina (XAFS) da simetria de incorporacdo de ions de Europio em fosfatos
de célcio, especialmente a hidroxiapatita. A potencialidade da aplicacdo do Eur6pio como sonda
luminescente em estruturas porosas de fosfatos de célcio para sistemas de liberacdo gradual de
farmacos esta estritamente relacionada a intensidade e perfil do espectro luminescente desse
ion. Neste trabalho, as medidas de fotoluminescéncia foram realizadas utilizando um
espectrofluorimetro ISS PC, com a fonte de excitacdo formada por uma lampada de Xendnio
de 300W e um monocromador de resolu¢do de 1 mm a 2 mm. Para o registro da emisséao foi
utilizado um espectrémetro HR 2000 da Ocean Optics. Foi utilizado o porta amostra de sélido
para amostras em p6. O pé foi polvilhado uniformemente sob uma fita adesiva de carbono e
fixado a uma haste no porta amostra para sélidos. Primeiramente foi conhecido determinado o
comprimento de onda de excitacdo para a maior intensidade do espectro absorcdo das amostras.
Entdo, este comprimento de onda foi mantido fixo ao registrar a varredura do espectro de
emissdo. Os espectros de emissdes das amostras solidas foram obtidos com medidas no
intervalo de 550 nm a 705 nm com passo de 0,5 nm e comprimento de onda de excita¢do

préximo a 393 nm.

3.2.6 Espectrometria de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

O principio de uso dessa técnica se deve ao fato de que as posi¢des dos atomos na
cadeia molecular de uma molécula ndo estdo fixas, mas variam continuamente devido a grande
guantidade de diferentes tipos de vibracdo (modo vibracional da molécula). Estes estados
vibracionais podem ser excitados a estados de energia vibracionais de maior energia através da
absorcéo da energia de radiagéo na regido do espectro infravermelho. A condicéo para que haja
absorcdo da radiacdo infravermelha € que a radiacdo eletromagnética incidente tenha uma
componente com frequéncia correspondente a uma transigdo entre dois modos vibracionais de
um sistema analisado [*!. Se neste sistema ha atomos livres para se movimentarem nas trés
dimens0es, o sistema tera graus de liberdade e esses graus de liberdade serdo correspondentes

aos diferentes modos vibracionais da molécula.
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A importancia em se aplicar esta técnica em materiais como os fosfatos de célcio deve-
se ao fato de identificar os grupos funcionais através da comparacdo dos modos vibracionais
identificados em amostras com materiais padrdo existentes na literatura. Através desta técnica
pode-se, por exemplo, diferenciar a substituicio dos grupos OH™ e (PO4) pelos grupos (COs)
2 através da presenca das bandas de absorcdo caracteristicas destes grupos funcionais '), No
entanto o intuido de aplicar a técnica de Espectrometria de Infravermelho por Transformada de
Fourier € identificar de modo seguro a remanescéncia, apos tratamentos térmicos, das fragdes
orgénicas do Amido e/ou C16TAB empregados como moldes de poros na rota de sintese dos

fosfatos de célcio objeto de estudo nesta Tese.

Para este estudo foram confeccionadas pastilhas de cada tipo de p6 ceramico. Desta
forma, 5 mg de p6 de cada amostra foram misturados com 100 mg de KBr e prensados em
prensa mecanica. As amostras foram submetidas a analise por aparelho de espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourrier (FTIR) modelo Perkin Elmer FT-IR System
Spectrum do departamento de quimica da UFS, com varredura no modo transmissao no

intervalo de 4000 cm™ a 450 cm™, resolucdo de 2 cm™ e 100 scans por medida.

3.2.7 Teste de Citotoxicidade in vitro

Visando avaliar a biocompatibilidade dos sistemas de fosfatos de célcio desenvolvidos
para atuarem como carreadores de farmacos de acdo epidérmica em humanos, foram realizados
testes de citotoxicidade em cultura celular para identificar a potencialidade destes sistemas em
produzir efeitos letais em células bioldgicas sadias. Os experimentos de citotoxicidade foram
realizados com auxilio da aluna de doutorado Cintia Teles orientada pela Dra. Cristina Kurachi

do Laboratério de Biofotbnica do Instituto de Fisica de Sdo Carlos-SP.

Foi utilizada uma linhagem celular de fibroblasto de pele humana (HFF-1). As células
foram cultivadas em meio DMEM, suplementado com 15% de soro fetal bovino (SFB) e 1%
de antibidtico e mantidas em estufa a 37°C, sob atmosfera umidificada a 5% de CO.. Para 0
experimento, as células foram cultivadas em placas de 96 pocos, na quantidade de 10*
células/pogo, e incubadas por 24 horas. Apés esse periodo, as células foram lavadas com
solucéo tampdo fosfato (PBS) e os diferentes pos dos fosfatos de calcio em meio DMEM sem
fenol foi adicionado as células nas concentracdes de 0 (controle), 1, 5 e 10 pg/mL e incubados

por 30 minutos.
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Depois, as células foram novamente lavadas com PBS e o meio foi trocado para DMEM
suplementado. As placas foram incubadas por 24 horas para o estabelecimento do dano. Apos
esse periodo, foi feito o teste de viabilidade celular por 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil
brometo de tetrazolina (MTT).

A técnica de MTT € um teste quantitativo empregado para avaliar a interrupcao de uma
funcdo bioldgica critica para a sobrevivéncia da célula, a atividade mitocondrial. O MTT é um
sal solivel em &gua que apresenta uma coloragdo amarelada. Mitocondrias de células vivas
convertem 0 MTT em formazan, um sal de coloracdo roxa. Células mortas ndo causam esta
mudanca. Assim, o teste fornece uma medida da funcdo mitocondrial que pode ser identificada
por absorcéo Optica em espectrofotémetro e sua absorbancia € proporcional a concentracao do
formazan convertido no interior das células. Logo pode-se estimar a quantidade de células

viaveis presentes na amostra |/,

Para a realizacéo do teste de viabilidade, as celulas foram lavadas com PBS e a solugéo
contendo 10% de MTT (Sigma-Aldrich) em meio sem fenol foi adicionada as células, deixando-
as incubadas por um periodo de 3 horas para a conversdo dos sais. Ap0Os esse periodo uma
solugéo de isopropanol com 0,04M de HCL foi adicionada para solubilizar o sal de formazana
e sua absorbéncia (570 nm) foi entdo medida em um espectrofotdmetro. Para evitar
contaminacdo, os materiais de fosfato de calcio foram previamente autoclavados a 121°C por
30 minutos. Todos os testes foram feitos em triplicata. O resultado da porcentagem de

viabilidade celular foi obtido seguindo a formula:

( Absorbancia das células avaliadas ) 00
Abosrbancia das células do controle
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nessa se¢éo, serdo apresentados e discutidos os resultados experimentais na seguinte
sequéncia: (i) analise de sintese e caracterizacdo das estruturas porosas de fosfatos de calcio por
meio de moldes organicos empregados; (ii) caracterizacao estrutural e aspectos da morfoldgicos
das particulas de fosfatos de célcio dopados com Eurdpio; (iii) a possibilidade de dopagem de
sonda florescente de Eurdpio em estruturas de hidroxiapatita porosas; (iv) testes de
biocompatibilidade para vinculacdo das estruturas desenvolvidas em produtos destinados a
aplicacdo cutanea. A luz dos resultados, hipoteses serdo langadas sobre modelos e mecanismos

que explicam o comportamento das bioceramicas de fosfatos de célcio avaliadas.

4.1.1 Difratometria de raios X do Molde Combinado de Amido-CTAB

Para iniciar o estudo da hidroxiapatita e B-tricalcio fosfato obtidos via moldes organicos
desenvolvidos utilizamos medidas difracdo de raios X para: (i) avaliar fases cristalinas das
amostras, (ii) estudar modificacBes estruturais provenientes da interacdo entre os fosfatos de
calcio com os moldes, (iii) avaliar qualitativamente via método de Scherrer as tendéncias de
tamanhos dos cristalitos das amostras. Destacamos que as medidas de XRD foram realizadas
em sequéncia (Unico turno) com as mesmas condi¢cdes experimentais. A literatura descreve as
estruturas cristalinas de trés polimorfos de amido, chamadas de tipo A, tipo B e VVh formados

apos a retrogradagdo das cadeias do amido °°!,

A analise qualitativa dos difratogramas da figura 4.1 (a) revelou que a amostra do filme
obtido apos gelatinizacdo do amido de milho combinado com C16TAB apresenta fase amorfa.
Resultado semelhante foi reportado somente para o gel de amido em /. Entretanto, o Amido-
CTAB seco a 100°C por 48 horas tende a apresentar um grau de ordenacao cristalina com
presenca de picos estreitos na regido de 15°< 20 <28°. Levando em consideragdo o
difratogramas da figura 4.1 (b) apresentados nos estudos de Buleon,1998 [°°! observa-se que em
relacdo as estruturas dos tipos A e B do amido ndo € claro as suas presencas na amostra de
Amido-CTAB seco, devido ao polimorfo tipo A possuir um pico relativamente intenso em ~
20=14,5° e do tipo B apresenta um pico caracteristico em 26 = 4° que nao foi compreendido na

regido de medida adotada de 10° <26 < 70° para as amostras desse estudo.
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FILME DE AMIDO +C TAB

Amido-CTAB Seco a 100° C/48h
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Figura 4.1 - Em (a) estdo os difratogramas da amostra de filme de amido+C1sTAB e as
amostras de 4 g de Amido seco a 100°C e HAP mais Amido (4g) -Seco a 100°C compradas com o
padrdo de referéncia da Hidroxiapatita indicado por (*). Em (b) estd representado o DRX em 20 (0° -
30°) adaptado da referéncia [53] para diferentes polimorfos cristalinos de amido, tipo A, tipo B e Vh.

Outro fato relevante é que no difratogramas da amostra Amido-CTAB o padrdo de
difracdo possui poucas semelhangas com os apresentados nos difratogramas dos trés polimorfos
caracteristico do amido. Isto pode ser uma evidéncia que o C16TAB interagiu com o amido
durante a fase de gelatinizacao e/ou retrogradacao formando um composto organico que precisa
ser investigado em estudos futuros. Entretanto, o foco dessa tese ndo € avaliar as estruturas
cristalinas dos moldes organicos empregados, e sim a eficiéncia destes moldes na producéo de

poros em fosfatos de célcio de interesse, a hidroxiapatita e o B-tricalcio fosfato.
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Ainda em relacdo a figura 4.1 (a), o drifratograma de raios X da amostra de
HAP+Amido-CTAB seco a 100° apresentou reflexdes provenientes das distancias interplanares
dos planos cristalinos pertencentes a familia {002} em 26~26° e {211} em 26~32°, {112} em
20=32,3° e {300} em 20=33°. Esse resultado revela que os cristais dessa amostras apresentam
estrutura hexagonal semelhante ao padrdo de difracdo da hidroxiapatita. Também foi notado
nessa amostra nao calcinada, somente seca a temperatura de 100° por 48 h, ha um aumento
significativo da reflexdo de raios X em ~ 26=33° e em 20=39,9° referente as distancias
interplanares dos planos cristalinos da familia {300} e {310}. Esse aumento na intensidade das
reflexdes {300} e {310} em relacdo aos demais picos do padréo de difracdo da hidroxiapatita
de estrutura hexagonal'** pode ser proveniente de um certo grau de orientacéo de crescimento
preferencial dos cristalitos para esses planos. Observacdo semelhante foi realizada pelo grupo
de Moghimian, 2011 " que estudou hidroxiapatitas ndo calcinadas mas produzidas em reacoes

de co-precipitacdo com temperaturas de solucGes superiores a 25°C.

4.1.2. Difratometria de raios X das hidroxiapatitas via molde de CTAB.

Os difratogramas das hidroxiapatitas das amostras produzidas em solu¢do com
surfactante C16TAB estdo representados na figura 4.2 em comparagdo com o padrdo de XRD
da HAp e com a amostra controle. Nesses difratogramas fica claro que apds calcinacdo a
450°/4h a amostra controle, HAP-C, apresentou uma Unica fase e estrutura da hidroxiapatita
hexagonal'**, Portanto, o padréo de difracio da figura 4.2 confirma que a metodologia aplicada

foi eficiente para produzir cristais de hidroxiapatita.

Em relacdo aos difratogramas da figura 4.2, podemos afirmar que nas amostras
produzidas em solugdo com diferentes concentracdes de 30 mM e 120 mM do surfactante
Ci6TAB e submetidas a calcinagdo de 450°C/4h n&do foi observado fases adicionais a
hidroxiapatita hexagonal. E notado também que a amostra controle apresenta picos mais largos
gue as demais amostras e isto pode indicar cristalitos menores. Basta observar o perfil do pico
das reflexdes oriundas da familia {002} em 26=26°, que é um pico de XRD isolado dos demais,

da amostra controle em relagéo aos picos na mesma posi¢éo 26 das demais amostras.
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Figura 4.2- Difratogramas obtidos em sequéncia com mesmas condic6es experimental das amostras de
hidroxiapatita produzidas em solugdes com diferentes concentracdes de C16TAB. Em (a) estéo
representadas as amostras obtidas com gotejamento da soluc&o fonte de Ca®* na solugéo fonte de
fosfato e em (b) estdo as amostras com gotejamento da solucéo de PO.* na solucéo de calcio.
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Para melhor fundamentar essa discussao, utilizaremos 0 modelo de Scherrer da equagao
4.1 para estimar e acompanhar os tamanhos médios dos cristalitos nas amostras investigadas.
Esse modelo leva em consideracédo a largura a meia altura (FWHM) dos principais picos de
difragao (), em radianos, o comprimento de onda dos raios X incidente (1), o dngulo de Bragg
(6g) dos principais picos isolados do difratograma e a constante K, conforme discussdo
previamente detalhada no Capitulo trés desta Tese.

Nas estimativas das distribuicdes de tamanho de cristalitos foi considerado o valor de
0,94 para a constante K de Scherrer, uma vez que estima-se que as amostras podem ser
constituidas por cristais que apresentem uma ou duas dimensdes distorcidas pelo processo de
tratamento térmico aplicado e que o padrdo de difracdo apresente picos com distribuicdo

gaussiana 78]

kA

- B cosBpg (4.1)

Para efeito desse estudo foi feito algumas ponderacbes nas estimativa de andlise da
tendéncia de tamanhos de cristalitos: (i) foi descontado a parcela do alargamento instrumental
(Binst) Obtidas de uma amostra padrdo e microcristalina de LaBs submetida nas mesmas
condigOes experimentais de medida de XRD das nossas amostras, (ii) as medidas das amostras

foram realizadas em sequéncia em mesmo turno e nas mesmas condi¢des experimentais.

Também, vale a pena ressaltar que os valores da tabela 4.1 calculados para o valor
definido da constante K ndo devem ser encarados como tamanhos absolutos dos cristalitos por
dois motivos principais: i)- a microdeformacéao ndo foi considerada e ela pode também provocar
alargamento dos picos do difratograma de raios X, e ii)- a forma dos cristalitos e a distribuicdo
de tamanhos ainda ndo é conhecida, e portanto, ndo € possivel saber com precisdo qual valor K
deve ser adotado na estimativa por Scherrer. No entanto, os valores das tabelas podem ser
usados para indicar uma tendéncia geral do tamanho de cristalitos para efeitos comparativos

entre as amostras e melhor embasar a discussdo dos resultados.
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Tabela 4.1 - Tamanho médio dos cristalitos das amostras preparadas com C1sTAB em diferentes
concentragdes, considerando K= 0,94.

Amostra {002} (26°) {202} (34,2°) {203} (46,8°) Tamanho médio
(desvio da média)
HAP-C 11,12 8,48 10,73 10,1 (1,2)
HAP-Ca30CTAB 18,16 16,10 11,65 15,3 (2,8)
HAP-Ca30CTAB:6%EU 17,3 23,36 17,66 19,4 (3,6)
HAP-Ca120CTAB 13,84 13,13 11,63 12,8 (1,2)
HAP-P30CTAB 13,84 11,65 10,47 11,9 (1,7)
HAP-P120CTAB 11,56 12,30 10,46 11,4 (1,9)
HAP-P30CTAB:6%Eu 10,36 14,00 10,35 11,5 (2,1)

Conforme os tamanhos médios dos cristalitos estimados por Scherrer expostos na tabela
4.1 observa-se que a amostra HAP-C apds calcinacdo a 450°/4h apresenta 0s menores tamanhos
relativos de cristalitos, enquanto que as amostras HAP-Ca30CTAB e HAP-Cal20CTAB
produzidas pelo gotejamento de POs> sobre solucdes fontes de fons Ca?* e CisTAB
apresentaram na figura 4.2 (b) picos de difracdo mais estreitos a meia altura que sdo indicios de
maiores tamanhos relativo de cristalitos dentre as amostras analisadas. Este mesmo efeito ndo
é observado para amostras HAP-P30CTAB e HAP-P120CTAB com mesma ordem de gotejamento
da amostra controle HAP-C. Neste caso, 0s tamanhos sdo todos parecidos com o da amostra
controle, dentro das incertezas experimentais. Este resultado pode ser um indicio do efeito da

ordem de gotejamento sob o tamanho das particulas.

Em relagdo as amostras dopadas com 6 mol% de Eu®* (vide figura 4.2 (a) e (b)) os
tamanhos médios dos cristalitos sdo muito proximos aos estimados na amostra HAP-C, se
considerado as incertezas. Nessa concentracdo de dopante ndo foi observado a formacdo de
fases cristalinas adicionais, o que indica a dissolu¢cdo do Eu(lll) na rede hospedeira das

hidroxiapatitas.

Na figura 4.3 esté representado os difratogramas da figura 4.2 (b) ampliado para regido
24°<20<52° onde é percebido o deslocamento relativo de picos para angulos maiores das
amostras HAP-Ca30:Eu®* e HAP-Ca30CTAB em relagdo as amostras HAP-C e padrdo de
referéncia de Andrade e colabores, 2004“‘! constante na ficha ICSD-151414. Esse
deslocamento de alguns picos para angulos maiores pode significar variacGes nas distancias
interplanares em uma das diregdes de planos cristalinos e tamanho final de cristalitos. Apesar

das sessdes seguintes desta tese discutir os resultados da andlise da estrutura local dos sitios de
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Célcio, Fosfato e Eurdpio, este Ultimo para amostras dopadas, existentes na hidroxiapatita com
C16TAB, é importante para estudos futuros realizar uma investigacao por refinamento Rietveld
e obter a correlacdo entre as variagGes das distancias interplanares com o calculo dos parametros

de cela unitaria das amostras apresentadas na figura 4.3 preparadas com 30 mM de C1sTAB.

1 1 1
: L . “MAR-Ca30CTAB:Eu
1 1 1 LI 1 1

L 1 |

Intensidade (u.a)
_ Z 1
6

HAP -RefeTn(';ia (Andrade, et al. 2004)

24 28 32 36
20

Figura 4.3 — Comparacéo entre os difratogramas obtidos das amostras de hidroxiapatitas produzidas
com adicdo de C16TAB e a rota de sintese da amostra controle HAP-C e padrdo ICSD-151414.

4.1.3 Difratometria de raios X e FT-IR das hidroxiapatitas com Amido e Amido-CTAB

Os padrdes de difracdo das amostras de hidroxiapatitas produzidas em solugdo com
Amido (4g) e Amido (4g) -C16TAB estdo representados na figura 4.4. Uma avaliacdo da tabela
4.2 que representa os tamanhos médios estimados pela equacgéo 4.1 de Scherrer revela que: (i)
os tamanhos meédios relativos dos cristalitos da amostra HAP-Amido 4g sdo bastantes
semelhantes a amostra HAP-C. Nesse caso ndo foi perceptivel fases adicionais ao padréo de
referéncia da hidroxiapatita hexagonal, isto pode demonstrar que o arcabougo organico formado
da combinacéo entre Amido e 120mM C16TAB néo alterou a estrutura da hidroxiapatita; (ii) a
amostra HAP-ACCA apresenta formacdo de cristalitos maiores do que os da amostra HAP-
ACPO que apresentou estimativa de tamanho de cristalitos préxima a amostra HAP-Amido 4g.
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Realizando uma comparagédo entre os tamanhos médios relativos dos cristalitos entre a
amostra HAP-ACCA com a amostra HAP-Amido 4g, que diferem entre si apenas na adi¢éo de

120 mM de C16TAB e inverséo da ordem de gotejamento durante a reacdo de co-precipitacao,

fica claro, mais uma vez, que a presenca do Ci1sTAB e a ordem de gotejamento de Ca®* na

solucdo fonte de PO+* pode ter contribuido com o aumento das dimensdes relativas dos

cristalitos de hidroxiapatita na amostra HAP-ACCA.

Tabela 4.2- Tamanho médio dos cristalitos das amostras com o molde combinado de Amido e

C1sTAB considerando K= 0,94.

Amostra {002} (26°) {202} (34,2°) {203} (46,8°) Tamanho médio
(desvio da média)
HAP-C 11,12 8,48 10,73 10,1 (1,2)
HAP-Amido 4 g 9,70 12,86 11,46 11,3 (2,1)
HAP-ACCA 17,38 22,16 14,86 18,1 (4,2)
HAP-ACPO 10,20 10,89 9,92 10,3 (0,4)
HAP-ACCA:6%EU 17,10 22,86 14,20 18,0 (4,1)
HAP-ACPO:6%EU 10,60 10,25 9,62 10,1 (0,5)
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Na ordem de gotejamento inversa de fons (PO)+* sob solucdo fonte de fons Ca* junto
com CisTAB (POs* > Ca?* +CTAB) é proposto que o C1sTAB interagisse menos com ions
(PO)+> do que nas amostras produzidas pela ordem de gotejamento usual: gotejamento de
solucdo fonte de fons Ca?* sob uma solugdo resultante da mistura prévia durante 20 minutos
entre (PO)s> e C16TAB a 74°C. Neste sentido, para a rota de gotejamento inversa a interagéo
PO,> e CisTAB ndo seria favorecia por uma etapa de mistura antes da reagio de co-
precipitacdo e a expectativa seria de observar resultados de cristalitos proximos a amostra
controle sem CisTAB. Entretanto, os resultados em termos de tamanhos de cristalitos foram

bem diferentes entre as amostras.

Uma possivel hipdtese é: o (PO)+> quando gotejado sob C16TAB e Ca®* pode conectar-se
mutuamente com o C1sTAB e Ca?*. Os espagos fisicos ocupados pelas micelas de C16TAB de
2 nm a 10 nm de didmetros *°/ ancoradas a alguns sitios de (PO)+* durante a nucleacio da
hidroxiapatita podem favorecer o surgimento de espacos entre as unidades primitivas de
hidroxiapatita. Durante os tratamentos térmicos subsequentes o C16TAB € extraido e vazios
aleatdrios sdo formados, isto pode beneficiar energeticamente o crescimento dos cristalitos de
fosfatos de calcio. Complementado a andlise da tendéncia de tamanho de cirstalito para
amostras produzidas com Amido-CTAB, as amostras dopadas com 6 mol% de Eu®'
apresentaram mesma tendéncia de tamanho de cristalito que as amostras puras. Amostra HAP-
ACCA: 6%Eu*" apresentou o maior tamanho de cristalito dentre as amostras dopadas.

O espectro de FT-IR das amostras ndo dopadas, HAP-ACCA e HAP-ACPO, e controle
HAP-C estdo representadas na figura 4.5. A analise dos espectros de infravermelho das
amostras de hidroxiapatita confirma a presenca do sitio de fosfato PO.* pela assinatura dos: (i)
modos de estiramento assimétrico vs do P-O em 1092 e 1030 cm™ e do modo de estiramento
simétrico v1 em 960 cm'®; (ii) modos do grupo O-P-O observados em 602, 563 cm™ (deformacéo
angular assimétrica va) e 475 cm™ (deformagao angular simétrica v,). As bandas tipicas da agua
adsorvida estdo presentes em 1642 cm™ e nas proximidades de 3440 cm™. Uma indicacio da
presenca de impurezas de carbonatos CO3z? s30 os picos de 876 cm™ (v2), 1413 cm™ e 1451 cm
L(vs), que sdo de intensidade bem reduzida, sugerindo amostras com hidroxiapatitas levemente
carbonatadas /.

A incorporagdo de grupos carbonatos na hidroxiapatita & bem conhecida e é favorecida
pelo método de producdo de co-precipitacio das solucdes de ions base . Neste processo

grupos carbonato podem ser incorporacdo a HAP advindos do &cido carbénico (H2CO3)
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formado naturalmente na interacdo da &gua da solugdo com o CO» da atmosfera. O CO:> da
atmosfera pode ser incorporado a qualquer solugdo aquosa através da reagdo com o grupo OH"
livres da solugdo formando acido carbdnico H2COs, posteriormente este acido possui a
capacidade de dissociacdo em meio aquoso liberando o grupo carbonato na solugdo onde
acontece a formacao da fase cristalina da hidroxiapatita.

Apesar da identificagdo dos modos vibracionais dos grupos de carbonatos e fosfatos
serem relevantes para o melhor entendimento da formacéo da rede cristalina da hidroxiapatita,
o foco da analise por FT-IR € identificar a presenca de estruturas organicas do molde combinado
de Amido-CTAB nas amostras de hidroxiapatita ap6s tratamento térmico. Neste sentido foi
acrescentado na figura 4.5 o espectro da amostra Amido-CTAB seco para identificacdo dos
modos vibracionais da cadeia organica e complementar os resultados das analises de XRD das
amostras preparadas com Amido-CTAB. A caracterizacdo dos modos vibracionais sera feita
com base na estrutura de amido, ja que ela é bem mais densa que a estrutura do C16 TAB.

O amido possui estrutura em cadeia (CsH100s)n com pontos de ramificagao por ligagoes
glicosidicas do tipo a-D-(1,6). No espectro de FT-IR da figura 4.5 da amostra Amido-CTAB
fica evidente a deformacdo de CH, em 2920 e 2850 cm™ que estd compreendido na regio
caracteristica do estiramento dos modos C-H em 2800-3000 cm presentes no amido conforme
descrito na literatura [°*?l, A intensidade relativa destes modos vibracionais dependem da
relacdo entre amilose e amilopectina. Quanto maior a quantidade de amilose maior a intensidade
das bandas na regifo 2800-3000 cm™. Dentre os amidos naturais, 0 amido de milho é o que
apresenta maior quantidade de amilose e esta assinatura pode servir para definir se 0 molde
combinado de Amido-CTAB é sacrificado ou ndo apds o processo de tratamento térmico
submetido nas amostras. O estiramento do modo O-H do amido esta representado na regido de
3000 a 3600 cm™ e também em 1644 cm™, esse Gltimo é relacionado com a presenca de agua
adsorvida em regides amorfas do amido **. Como os espectro de FT-IR das amostras de HAP-
ACCA e HAP-ACPO da figura 4.5 ndo apresentam bandas de modos vibracionais na regido de
2800-3000 cm™, isto ¢ um indicio de que o molde combinado Amido-CTAB ¢ sacrificado
durante o tratamento térmico necessario para formacéo da fase cristalina da hidroxiapatita. Este
resultado de FT-IR combina bem com os resultados de XRD previamente discutidos, onde ja
ndo indicam a presenca dos moldes organicos apds o processo de calcinacdo das amostras. A
presenca dos modos da ligagdo C-O-H em 1094 cm™ e C-C em 1163 cm™ do amido nas
amostras HAP-ACCA e HAP-ACPO néo puderam ser identificados devido a alta intensidade

do estiramento P-O em 1092 e 1030 cm™ proveniente da rede da hidroxiapatita.
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Figura 4.5 — Espectros de FT-IR das amostras de hidroxiapatita produzidas em solugdo com Amido-
CTAB e calcinadas a 450°C/4h e amostras do controle HAP-C e Amido-CTAB seco.

4.1.4 Difratometria de raios X do -TCP produzidas com Amido-CTAB e somente CTAB

O padrdo de DRX da amostra B-TCP controle estd representado na figura 4.6. Esta
amostra apresenta fase unica com estrutura cristalina romboédrica semelhante ao padréo de
Dickens e colaboradores (1974)/*?! adotado para B-tricalcio fosfato. Este padrdo de difragdo
confirma que a metodologia de sintese empregada foi eficiente para obter na amostra controle

uma estrutura cristalina de P-tricdlcio fosfato sem contaminagdo da fase precursora de
hidroxiapatita deficiente em célcio.
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Figura 4.6- PadrBes de DRX das amostras de g-tricalcio fosfato produzidas em meio de Amido-CTAB e
somente CTAB comparadas com o0 DRX da amostra controle de -TCP-C e padrdo de difracdo de
Dickens (1974).

Na amostra 3-TCP:120CTAB produzida em com solugcdo de 120mM de C16TAB foram
observadas fases de pirofosfatos de calcio (B-Caz(P207) *°! e a-Caz(P207) **)) junto com a fase
de interesse. A hipotese é que essas fases podem ser provenientes da segregacdo de grupos de
fons PO4* com as micelas de C16TAB que ndo participam da formagio de p-tricalcio fosfato.
Logo, a razdo Ca/P de 1,5 para o B-tricalcio fosfato fica comprometida o que ndo é de interesse
para este estudo, ja que queremos produzir apenas fase tnica de p-tricalcio fosfato. O sistema
formado por PO+ - C16TAB ¢ instavel e 0 C16TAB € extraido com aumento progressivo da
temperatura de calcinacdo. O fon fosfato perde um oxigénio através da reacdo 2PO,> =>
(P207)* + O2 promovendo a formagdo de P.O7*, e sua insergdo na rede cristalina pode formar
B-Caz(P207) proximo a 800°C %,
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Ainda, é observado no drifratograma da amostra 3-TCP:120CTAB a presenca de picos
relacionados a fase adicional de pirofosfato a-Caz(P207) que é somente obtida em elevadas
temperaturas de calcinagdo a cima de 1250°C [®°/, Entretanto neste estudo todas as amostras de

B-TCP forma submetidas a temperatura de calcina¢do maxima de 800°C.

A origem desta fase ndo pode ser entendida completamente e futuramente novos estudos
devem ser feitos para investigar o motivo da estabilizacdo do pirofosfato a-Cax(P.O7) em
temperatura tdo baixa. No entanto, é importante lembrar que ndo € parte do trabalho produzir
esta fase, apesar desta fase possuir baixa razdo Ca/P=1 o que facilita a degradacdo da rede

cristalina em meio de fluido biol6gico /142!,

Ja as amostras B-TCP:ACCA e B-TCP:ACPO produzidas em solugdes com Amido-
CTAB apresentaram fase adicional de hidroxiapatita carbonatada que pode ser atribuida a
incorporagéo de grupos carbonatos COs? por dois mecanismos: (i) dissociacdo de H,COs em
meio reativo formado naturalmente na interacdo de OH" livres na solugdo com o CO2da atmosfera
e (ii) grupos carbonatos provenientes da decomposicdo da matriz organica do molde de combinado
Amido-CTAB com a elevagdo da temperatura de calcinacéo para 800°C. Os fosfatos de célcio que
possuem na sua estrutura impurezas como grupos carbonatados apresentam maior velocidade

de degradacio em fluido bioldgico, fato desejavel nesse estudo 4.

4.2 Microscopia Eletrdnica de Varredura (SEM)

As observagdes de imagens de SEM-FEG, via sinais dos elétrons secundarios gerados
proximo a superficie das amostras, trazem a possibilidade de um estudo com boa resolucdo
pontual da formacdo de poros em escala meso e macro, como também conhecimento da
morfologia e tamanho das nanoparticulas das amostras de fosfatos de calcio. A figura 4.7 (a)
representa a magnificagcdo de 65.000 X enquanto que (b) representa uma magnificacdo de
160.000 X das particulas contidas na amostra de HAP-C obtida ap6s calcinagdo a 450°C/4h.

E possivel constatar que a rota de co-precipitacdo beneficia a forte aglomeracdo de
particulas o que afeta a morfologia final das particulas. Entretanto é possivel notar nas figuras
4.7 que as particulas assumem nestas condicdes de precipitacdo uma morfologia de esferoides

distorcidos com dimensdes radiais da ordem de ~30 a 50 nm.
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Figura 4.7 - Microscopias eletronica de varredura das particulas da amostra controle HAP-C com
forte agregacéao e morfologias de esferoides distorcidos com particulas ~30 a 50 nm.

As imagens de SEM das amostras de hidroxiapatitas produzidas na presenca do molde
de CisTAB estdo dispostas nas figuras 4.8 e 4.9. Nestas microscopias com diferentes
magnificagdes mostra que o CisTAB promove um crescimento longitudinal das particulas
presentes da amostra controle HAP-C (ver figura 4.7), uma vez que as particulas formadas
assemelham-se a bastdes.
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A literatura propde °°' que as micelas de C16TAB submetidas a interagido com PO4*
formem uma estrutura orientada de nucleo esferoide longitudinal preenchido em suas paredes
por sitios de PO4* e posteriormente recobertos com Ca?*. Neste caso 0 CisTAB molda o
crescimento das particulas de hidroxiapatita. As particulas destas amostras apresentam
comprimento longitudinal de 380 nm a 45 nm. Entretanto, nas microscopias dessas amostras
ndo foram observados locais com poros ou arranjo com distribuigdo ordenada de porosidade.
Por andlise da microscopias da figura 4.8 e 4.9 é possivel constatar que as particulas estdo

aglomeradas de forma aleatoria

50KV XB0O00 100nm WD 36mm g 50V X55000 100nm WD S34mm

WD 3.9mm SEl 506V 2200000 100nm WD 39mm

Figura 4.8- Em (a) microscopia da amostra HAP-P30CTAB em 60.000 X em (b) HAP-P120CTAB a
50.000 X; jaem (c) 40.000X e (d) 200.000X de magnificacdo das particulas das amostras de HAP-
P30CTAB:6%Eu®".
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Figura 4.9- Em (a) e (b) microscopia das amostra HAP-Ca30CTAB e HAP-Cal20CTAB com aumento de
60.000 X; jdem (c) 50.000X e (d) 100.000X de magnificacdo das particulas de HAP-
Ca30CTAB:6%Eus".

E percebido com as imagens das figuras 4.8 (c) e 4.9 (c) que a dopagem com 6mol%
de eurdpio(lll) ndo altera a morfologia de bastdo das amostras produzidas na presenca do
C16TAB. Apesar das amostras produzidas em solugdo com o surfactante ndo apresentarem
locais com distribuicdo de poros apos calcinagdo a 450°C/4h, destacamos que em SEM-FEG as
regides de analises sdo delimitadas pela ponta de prova do feixe de elétrons incidentes. Logo, é
necessario de medidas mais amplas dessas amostras por SAXS para analisar o sistema como
um todo. Conforme discutido no capitulo 2 e 3 desta tese, também foi proposto um segundo
molde para formar poros em fosfatos de célcio. Este segundo molde provém da combinacéo
entre C1sTAB e amido de milho.
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Para estudos de microscopia as amostras produzidas deste molde foram secas
al00°C/48h. As microscopias dessas amostras foram obtidas no microscépio de varredura de
baixo vacuo (SEM-LV) ©JEOL-6510 LV do Centro Multiusuario de Nanotecnologia -
CMNano - UFS apds a deposicdo de Au. A figura 4.10 mostra em diferentes aumentos a
disposicdo lamelar das longas cadeias com 2um a 4um de espessura do material organico
consolidado.

SB 25V WDimm SS20 x4, 000 ~S5jim [ Se——
Amido+CTAB moldle_oura 0009 04 Jan 2012

. .'.
SE 25 WOfOmm 5520 gf0od tym
Am|do+C TAB_malte_ouro 0000  04Jan 2082

Figura 4.10- Imagens de microscopia eletrénica de varredura em diferentes aumentos 10.000X e
4.000X e da amostra Amido-CTAB Seco a 100°C e recoberto por ouro (Au).

A distribuicdo lamelar promovida pela a sedimentacdo das cadeias de amilose e
amilopectina forma intersticios propicios a serem ocupados por solugdo de reacdo contendo
micelas do surfactante (C16TAB), conforme especulado no esquema da figura 4.11. Estes
intersticios podem confinar moléculas de COs? liberadas pela dissociagdo de H.COs em meio
reativo. Logo, os intersticios interlamelares das microscopias apresentadas na figura 4.11
aliado a forma estrutural de cadeias organicas do molde Amido-CTAB sustentam a hip6tese do
mecanismo de incorporagdo de COs® previamente discutido na sessio dos resultados de XRD
das amostra B-TCP: ACCA e B-TCP: ACPO. A figura 4.11 ainda retrata, de forma esquematica,
a estratégia de formacdo de hierarquia de porosidade que estabelece a formacdo conjunta de

meso e macroporos nos fosfatos de célcio.
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C1TAB micelles Amylopectin
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Figura 4.11- Representacao esquematica do Amido-CTAB apds intumescimento e gelatinizagdo dos
gréos de amido de milho.

As figuras 4.12 e 4.13 mostram as microscopias em diferentes magnificagdes das
amostras de HAP- ACPO e HAP- ACCA, respectivamente. Ja a figura 4.14 apresenta as
imagens da amostra HAP-Amido 4g. Foi alcancado a formacdo de poros com o molde do
combinado de Amido-CTAB e ainda foi obtida a desejada periodicidade do arranjo poros em
trés dimens@es na hidroxiapatita. E revelado nas figuras 4.12 — 4.14 os efeitos das cadeias de
amido apds o processo de gelatinizacdo e tratamentos térmicos. Essas cadeias promovem o
surgimento arranjos conectados por macroporos ap6s um tratamento térmico de 450°C/4h das

amostras.

E proposto que o emaranhado biopolimérico formado pela segmentacdo das cadeias do
amido durante a gelatinizacdo restringe os espacos na solugdo de reagdo promovendo um grau
de ordenacdo entre as particulas e favorece um ambiente de orientagdo promovendo a conexao
de poros com diferentes didmetros. Logo, as cadeias de amido intensifica a formacdo e

manutencdo da distribuicdo de porosidade mesmo apos calcinacéo a 450°/4h.

X2 000 10pm
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Figura 4.12 - Imagens da amostra HAP-ACPO com canais de macroporos de diferentes tamanhos em
ordem crescente de magnificagdo 2.000X, 5.000X e 25.000X .Em (d) é observado uma estrutura de
superficie lisa na superficie semelhante a lamelas de amido observada em figura 4.10 que geram 0s

canais de macroporos.

Uma conexdo bem definida entre os canais de poros favorece a manutencao de todo o
arranjo poroso, bem como, a incorporacéo e liberacdo de farmaco. Esta definicéo € nitida figura
4.13 (c) da amostra HAP- ACCA onde observa-se uma interface bem delimitada entre os
macroporos de = 230-380 nm e as particulas. As estruturas que orientou o crescimento das
particulas em torno dos macroporos séo as lamelas de amido observadas nas microscopias da
figura 4.10. Estrutura semelhante também foi detectada na superficie da amostra HAP-ACPO
conforme figura 4.12 (d). Esta microscopia mostra que ainda podem ocorrer resquicios de
amido mesmo ap0s o processo de calcinacdo das amostras em temperatura de 450°C/4h.

A presenca de amido na microscopia 4.12 (d) podera ser melhor investigado com analise
quimica por EDS (Espectroscopia de Energia Dispersiva) que sera feito em estudos futuros.
Entretanto a hipdtese de permanéncia de cadeias de amido ap6s tratamento térmico ndo foi
sustentada por resultados XRD e FT-IR dessa amostra. Conforme a figura 4.14 (a) da amostra
HAP-Amido 4g, produzida sem adi¢do de C16TAB, somente as cadeias de amido segmentadas
na gelatinizacdo j& sdo suficientes para estruturar um molde de macroporos com didmetros de

~ 1pum a 200 nm na hidroxiapatita.
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A sequéncia da figura 4.14 (b), (c), (d) e (e) revela a formag&o de uma regido com poros
espacialmente ordenados em trés dimensdes. Nestas microscopias € observado a existéncia de
estruturas com diferentes dimensdes de poros, = 2um a 40nm, o que provoca uma porosidade
hierarquica com macro (@ >50 nm) e mesoporos (2 nm < @ <50 nm). Portanto, os estudos de
SEM indica que a hierarquia de porosidade também é alcancada com adi¢do do amido na rota
de co-precipitacdo da hidroxiapatita. Esse resultado sugere a grande potencialidade do emprego
do amido de milho em desenvolver sistemas porosos com hierarquia de porosidade. Entretanto
com estes resultados de microscopia eletronica de varredura ndo se pode afirmar que o
ordenamento dos poros é reproduzido a grande alcance ou se limita a uma pequena regido da
amostra. Para responder a essa questdo, medidas de espalhamentos de raios X a baixos angulos

(SAXS) sdo analisados na segéo seguinte00.

SEI 50KV %3500 1‘,",— WD 4.0mm o 50KV X30000 100nm WD 34mm

£ o

S50V X70000 100nm WD 34mm

Figura 4.13 - Em (a) e (b) detalhes dos macroporos da HAP-ACCA com magnificagdo de 3.500 X e
30.000X. Em (c) ampliacdo de 70.000X dos macroporos com interface definida.



77

Figura 4.14 — Imagens de microscopia com diferentes magnificacfes de regiGes da amostra HAP-
Amido 4g. Em especial (c) e (e) imagens de maior magnificagdo mostram a formag&o de um arranjo
poroso com alto grau de ordenamento dos poros e uma rede com vasta distribui¢cdo de macroporos e

mesoporos orientados em trés dimensdes.
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O B-tricalcio fosfato com hierarquia de porosidade também é objeto de estudo desta
Tese. As imagens de microscopia eletronica de varredura das amostras produzidas com molde
Amido-CTAB estao apresentadas na figura 4.15 para amostra f-TCP-ACCA e figura 4.16 para
amostra B-TCP-ACPO. Por sua vez, as amostras produzidas sem nenhum tipo de molde
organico de Amido-CTAB ou C1sTAB estdo representadas nas microscopias da figura 4.17.
Analisando as microscopias das figuras 4.15 e 4.16 é possivel constatar, em primeiro momento,
a potencialidade do molde Amido-CTAB na formacdo de hierarquia de porosidade com macro
e mesoporos de didmetros entre 1,2 pum a 35 nm. Entretanto quando ¢ analisado as imagens das
amostras produzidas sem molde organico do 3-TCP-C amostra controle na figura 4.17, também
é notavel a mesma correlagdo espacial e existéncia de poros entre as particulas observada nas
microscopias das amostras produzidas com Amido-CTAB. Ou seja, ndo € conclusivo como nas
amostras de hidroxiapatita o papel do molde organico de Amido-CTAB para formar porosidade

em amostras de B-TCP.

Apesar da imagem 4. 15 (a) apresentar um canal de macroporos da ordem de ~2 um e
a figura 4.15 (b), (c) e (d) e 4.16 (b) e (d) mostra particulas conectadas por macroporos de 50
nm a 280 nm o fato é que, aparentemente, as amostras de f-TCP com e sem molde orgénico
apresentam uma distribuicdo de porosidade formada pela simples correlacdo espacial das
particulas promovida pela coalescéncia desordenada. Isto leva a crer que o emprego do Amido-
CTAB como molde de macroporos em B-TCP ndo é tdo eficiente quanto foi para amostras de
hidroxiapatitas calcinadas a 450°C/4h. Tanto as amostras produzidas com ou sem molde

Amido-CTAB apresentam poros.

50kv X50000 100nm WD 4.1mm
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0000 100nm WD 4.1mm

Figura 4.15 - Imagens da amostra p-TCP-ACCA em ordem crescente de magnificagdo, em (a) é percebido a

existéncia de um canal de poro com & de 1,2 um, ja em (c) e (d) com maior magnificagdo é percebido a
distribuicdo espacial de macroporos em duas dimensdes entre as particulas de -TCP.

50kv X15000  1um WD 9.8mm SEI 50KV X45000 100nm WD 9.8mm

&

50KV X50000 100nm  WD4.1mm SEI SO0KV  X140000 1000m WD 4.1mm

Figura 4.16 - Imagens da amostra f-TCP-ACPO em ordem crescente de aumento 15.000X,
45.000X, 50.000X e 140.000X referentes aos detalhes da hierarquia e ordenagéo da porosidade.
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Figura 4.17 - Imagens em diferentes regioes da amostra controle -TCP-C com diferentes
magnificacdes. Em (b) ampliacdo da area representada em (a)com particulas achatadas em camadas
conectados por poros, em (c) e (d) poros distorcidos e particulas orientadas aleatérias, jd em (f) esta

a representacdo de um poro bem definido com = 110 nm formado pela conexao de particulas
nanométricas.
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A grande diferenga entre as mostras de hidroxiapatita e as de p-TCP é a diferenca de
350°C na etapa de calcinagéo. Isto pode fazer toda a diferenga no papel do amido em delinear
os poros no B-TCP. A literatura reporta “° que o amido de milho comeca a perder agua em ~
70°C e o inicio da degradacao do amido de milho ocorre quando a temperatura aplicada excede
300 °C ®7l. Logo, a alta temperatura de calcinagdo das amostras em 800°C inviabiliza a
capacidade do amido de milho de intensificar a porosidade em fosfatos de célcio a temperaturas

tdo elevadas.

Se 0 amido de milho comeca a despolimerizacdo quando a temperatura aplicada excede
300° ainda teremos um intervalo de 500° para alcancar a temperatura necessario para obter a
fase cristalina do B-TCP. Neste intervalo a grande maioria dos poros formados podem entrar
em colapso ou serem distorcidos pela coalescéncia desordenada das particulas, e isto coloca as
amostras produzidas com molde Amido-CTAB no mesmo patamar das amostras produzidas
sem adicdo deste molde organico. A diferenca de 500°C existentes entre o inicio do processo
de degradacdo do amido e a temperatura de calcinagdo do B-TCP potencializa a carbonizagéo
das cadeias organicas do amido de milho o que favorece o surgimento de fases adicionais de

hidroxiapatitas carbonatadas no XRD das amostras de -TCP.

Entretanto para resultados mais conclusivos é necessario em estudos futuros uma analise
por adsorcao de nitrogénio da area superficial especifica obtidas por BET (Brunauer Emmet e
Teller) e conhecer o volume ocupado pela porosidade tanto da amostra controle, f-TCP-C,

quanto das amostras produzidas com molde orgéanico, B-TCP-ACCA e 3-TCP-ACPO.

Fato interessante acontece com a microscopia da amostra B-TCP-Amido 4 ¢
representada na figura 4.18. Esta amostra produzida somente com 4g de amido apresentou poros
em dimensdes muitos maiores que apresentadas nas imagens das amostras anteriores de -TCP.
Neste caso, a vinculagdo somente do amido na solugéo de co-precipitacdo do B-TCP favorece
0 crescimento de poros. Para esta amostra os poros s6 foram visualizados em microscopias de
baixa magnificacdo 43X e 150X. Em altas magnificacdes o padrao de porosidade encontrada é
a mesma das figuras 4.17 para amostra de B-TCP-C controle. A figura 4.18 (b) mostra um
aglomerado de particula distorcida formando uma estrutura de elevada porosidade na escala
micrométrica. Esta estrutura pode ser empregada como scaffolds, grandes microestruturas
porosas compostas por nanoparticulas, e aplicado na medicina para vinculagdo de culturas de

células aplicadas na regeneragdo Gssea ou crescimento de tecido como ja reportado por =439,
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Figura 4.18- Imagens em 43X e 150X do arranjo poroso de escala micrométrica da amostra s-TCP-
Amido 4 g. Em (b) esta representado a regido de ampliacédo indicada em (a).

4.3 Espalhamento de Raios X a Baixos Angulos (SAXS) e Ultra Baixos Angulos (USAXS)

Os resultados de espalhamento a baixos angulos de raios X estdo divididos em trés
partes. A primeira parte esta relacionada com a discussao sobre a relagdo da dopagem com
Eurdpio e crescimento dos centros espalhadores. A segunda esta focada na discussdo da
viabilidade do C16TAB para obtencdo de porosidade e a terceira parte dedicada aos resultados
de USAXS visa avaliar o grau de ordenamento, e distribuicdo da porosidade das amostras
produzidas com Amido-CTAB.

Os compostos inorgéanicos polidispersos apresentam limitagGes a técnica de SAXS, tais
como a necessidade de uniformidade de formas e tamanhos, interfaces bem definidas,
individualidade espacial e auséncia de interferéncia entre particulas. Apesar dessas limitagdes,
foi empregado SAXS para complementar os resultados SEM-FEG e detectar nas amostras de
hidroxiapatita produzidas com molde de 120mM de C16TAB: (i) a formacdo de mesoporos com
ordenamento de longo alcance; (ii) a morfologia e distribuicdo de tamanho das particulas para
amostras em po (sistema concentrado) e sistema bifasico com particulas em suspensdo em agua
destilada na proporcao amostra em p6/ solvente de 1:20.
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Para sistemas concentrados ou com grau de aglomeracéao de particulas a intensidade de
espalhamento 1(q) depende das contribui¢des do fator forma P(q) e da estrutura S(q) criada pela
correlacéo espacial das particulas. Para sistemas muito pouco concentrados tém-se S(g)= 1. Na
figura 4.19 (a) esta representado o grafico In 1(q) x g? para q<0,02 (A1) das amostras dopadas
com Eu®" e produzidas com C16TAB suspensas em agua na proporc¢ao 1:20. Ja a figura 4.19 (b)
representa as medidas de sistema concentrado, amostras na forma de pd. A regido de baixos g

(q => 0) é regrada pela aproximagcéo de Guinier %79,

1(q) = 1(0)e~(@*R/3 (4.2)

Na equacdo 4.2 Rq € o raio de giro do centro espalhador em relacdo ao centro de
gravidade da distribuicdo eletrénica. A apresentacdo do perfil da ndo linearidade nas curvas de
SAXS para baixos q da figura 4.19 (a) e (b), € devido a existéncia de polidispersividade do
sistema em dois fatores: (i) aglomeragéo e (ii) dispersao dos tamanhos dos centros espalhadores.
Este resultado esta de acordo com as observacgdes anteriores feitas na secao de SEM-FEG, onde
ja era notado a forte aglomeracédo de particulas gerada pela rota de co-precipitacdo escolhida

para produzir fosfatos de calcio.

(A) IN-HAP-C [ 3-HAP-P120CTAB (B) -AAIAPC @ - HAPM-P120CT AR
< - Concentrado po
Em solucio 1:20 . 3¢ &
HAP-P120CTABEu & - HAP-P120CTAB:EY”
/- HAP-Ca120CTAB " L 2 * ® HAP-Ca120CTAB
-
I - HAP-Ca120CTAB:EL" ‘ * X @ -@- HAP-Ca120CTABEL"
-~ & 0 o *
—_— ™ ey B ' x
, E *-9 o
i m— .
®.
% S .
)
1 @
]
; q 'lv\-]j = g q_ (4‘\.11

Figura 4.19 - Curvas experimentais correspondentes a regifo de Guinier q<0,02 (A), em (a) amostras
medidas em suspensdo de agua destilada em1:20 e (b) amostras concentradas em po.

Na aproximacéo de Guinier (1939) [**"% o Ry calculado leva em conta a média de todos
os tamanhos de centros espalhadores com densidade eletronica e essa aproximacao é sensivel a
proximidade entre os centros espalhadores. Logo, as analises em sistemas concentrados fornece

uma informacao restritiva em relacdo aos tamanhos de centros espalhadores.
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Devido a aglomeracéo, ocorre interacdes entre particulas promovendo interferéncia das
ondas secundarias espalhadas por unidades individuais que afeta a intensidade de espalhamento
total, e assim, dificulta os ajustes na regido de baixos q e possiveis estimativas quantitativas do
Rq das particulas individuais em sistemas concentrados. Portanto, devido a estas limitagdes néo

sera discutido resultados quantitativos do Rqg em termos de particulas das amostras analisadas.

A inclinagdo da regido de Guinier em In 1(q) vs g® aumenta devido a formacio de
maiores aglomerados dos centros espalhadores [°°! ja que, graficamente, 0 Ry é o coeficiente
angular da curva In 1(g) vs g°. Para sistema com particulas em suspensio de gua destilada na
proporcdo 1:20 a ordem decrescente de inclinagdo das curvas da figura 4.19 (a) foi: HAP-
Cal20CTAB:Eu** >HAP-P120CTAB:Eu®* = HAP-C > HAP-Cal20CTAB > HAP-
P120CTAB.

Assumindo que o sistema concentrado, medidas feitas com amostras na forma de po,
apresente fase bem definida entre particulas e vazio (ar) e que a flutuacdo média da densidade
eletronica de um certo volume irradiado da amostra seja independente das caracteristicas
espaciais da morfologia dos centros espalhadores contidos neste volume pode-se aplicar o
modelo de Porod invariante- "Q" representado pela equagdo 4.3. Neste modelo € possivel
estimar a area sob a curva de intensidade de espalhamento para regides de baixos q. Onde
dpe ¢ simbolizam a fragdo de volume das particulas inorganicas e das particulas do ar,

respectivamente e sendo V o volume irradiado na amostra.

Q = J, 1(a)q*dq = 2n%(py — Pm)  GpbmV (4.3)

Para calcular o invariante “Q” e estimar a &rea sob a curva de intensidade de
espalhamento precisa-se representar em grafico de Kratky!’”! (ver figura 4.20) com eixo-y de
1(9)*q? para os espalhamentos das amostras em po. Para isto foi feito uma normalizacio a escala
absoluta dos dados de SAXS para amostras em péd usando medidas realizadas para folha de
kapton como referéncia, ja que as amostras foram medidas em sequéncia nas mesmas condigdes
experimentais. As medidas foram executadas na linha de SAXS 1 do LNLS preparada para

realizar experimentos em amostras na forma de po.
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Estimando as areas sob as curvas de espalhamento representadas na figura 4.20 nota-se
que as amostras dopadas com Eu®* apresentaram uma tendéncia a maiores areas de intensidade
de espalhamento seguido da amostra controle HAP-C e demais amostras sem dopagem
produzidas com C1TAB. A hipdtese do modelo de Porod invariante- "Q" é que 0 aumento da
intensidade de espalhamento esta diretamente correlacionado com aumento no contraste de
densidade eletronica Ap= pdas particulas - Pmatriz €/0U do aumento da fragdo volumétrica (¢p) dos

centros espalhadores.

N&o hé evidéncias de que este aumento na intensidade de espalhamento nas amostras
dopadas esteja correlacionada com o aumento do contraste de densidade eletrénica devido a
formacgdo de agregados localizados de Eu®*, uma vez que, nas medidas de XRD ndo foi

observado fases adicionais a hidroxiapatita.

08

HAP-C
3+
04 HAP-P120CTAB:Eu
HAP-P120CTAB
HAP-Ca120CTAB:Eu~"
03 HAP-Ca120CTAB

090 0.05 a10

q (A"

Figura 4.20 — Gréfico de Kratky para resultados expressados em 1(g)*q? vs g que possibilita a
estimativa da Porod invariante "Q" com o célculo das areas sob as curvas para regides de baixos q.

Como o material € um p6, mesmo conhecendo a densidade ~3,156 g/cm? e a densidade
de espalhamento 714 x 10%° cm™ da hidroxiapatita ndo é possivel conhecer a quantidade de
amostra exposta ao feixe de raio X. E isto € um empecilho para quantificar o aumento da fracéo
volumétrica (¢p) dos centros espalhadores para cada amostra. No entanto apesar destas
limitacOes, uma avaliagao conjunta dos sistemas concentrados e diluidos da inclinacao da regido

de Guinier (figura 4.19) para In 1(q) vs g2 e Porod invariante com grafico de 1(q)*q?vs q (figura
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4.20) trazem resultados semelhantes e indicam que as amostras dopadas com Eu®* apresentam
maiores centros espalhadores que as demais. Esses centros espalhadores podem ser formados
por aglomerados de diversas particulas e neste caso, ha uma indicacdo relativa de que as

amostras dopadas apresentam particulas mais aglomeradas que as amostras ndo dopadas.

Para a segunda parte da discusséo dos resultados de espalhamento a baixo angulo, o
objetivo principal do emprego da técnica de SAXS foi avaliar a existéncia de picos (gmax) de
correlacdo estrutural promovidos por interferéncias na amplitude de espalhamento de raios X
I que indicaria a formagdo de arranjos mesoporos ordenados produzidos unicamente pelo

C16TAB em hidroxiapatitas.

A figura 4.21 representa as curvas experimentais de espalhamento e ajustes obtidos para
sistemas concentrados na regido de medida compreendida entre 0.05 < g <1.3 nm™. Nessas
curvas ndo foi observado nenhum pico (gmax) caracteristico que possa representar a correlacdo
espacial entre particulas que poderia ser proveniente da distribuicdo ordenada de poros ou
estrutura semelhante formada. Com o perfil das curvas da figura 4.21 conclui-se que o molde
de Ci6TAB ap6s o tratamento térmico ndo foi suficiente para formar um sistema com
distribuicdo ordenada de poros de longo alcance. Esse resultado concorda com as observacoes
das microscopias das amostras de hidroxiapatita produzidas com 120 mM de C16TAB que ja
apontavam para uma distribuicdo polidispersa com particulas aleatoriamente orientadas. Este
fato sustenta a hipdtese de que nestas amostras s6 ha um sistema de Unica fase, particulas de
hidroxiapatita.

Com auxilio das observacdes de SEM-FEG foram adotadas as seguintes consideracoes
para analisar e ajustar os modelos propostos para as medidas de SAXS: (i) as amostras sdo
compostas por sistema isotropico de particulas, ou seja, ndo é necessario calcular o
espalhamento para cada direcdo; (ii) as particulas apresentam pouca inhomogeneidade na
densidade eletronica; (iii) as morfologias das particulas podem ser aproximadas por um modelo
geométrico na forma de bastonetes alongados; (iv) as particulas estdo orientadas ao acaso; (V)
a polidispersividade é associada apenas para os tamanhos das particulas e ndo na morfologia;
(vi) ndo h& uma estrutura definida o que significa que o fator de estrutura S(gq) pode ser

desconsiderado.



87

Com essas hipoteses pode-se estimar a distribuicdo de tamanhos das particulas das
amostras através da teoria da funcdo de distribuicdo dos tamanhos N(r) representada pela
equacdo 4.4. Nessa equacdo I(g) indica a funcdo de espalhamento, N(r) a distribuicdo de
tamanhos, r é a dimenséo estimada de cada particula e N(r)dr esta relacionado com a fragdo de
particulas com dimensdes entre r e r+dr. Também nesta equacdo tém-se a funcdo geométrica

ioq(r) referente ao espalhamento de uma Unica particula na matriz.

Em um sistema com particulas orientadas ao acaso essa fungéo representa a media sobre
todas as orientacdes espaciais normalizada pela intensidade em g=0. O fator m?(r)=V?

(pp — pm)? esté relacionado a probabilidade de espalhamento de cada particula [7ol,

I(q) = J,” N(r)m?()ipq(r)dr (4.4)

Usando as curvas de espalhamento das amostras da figura 4.21, foi utilizado método um
numérico de méaxima entropia aplicado no cddigo IRENA!"?! para determinar melhor modelo
de N(r) que ajusta as curvas experimentais. Estas curvas estdo representadas pelas linhas

cheias nos graficos da figura 4.21.

O método de méxima entropia trata diferente distribuicdes até atingir um minimo
guadrado desejado com maximizacdo da entropia da distribuicdo, ou seja deteccdo da
distribuicio mais provavel '®*),  Uma descricdo mais detalhada do algoritmos de méxima
entropia pode ser encontrado na referéncia de Potton et al, 1988 °°). Nesse sentido, sdo adotadas
estimativas iniciais da funcdo geométrica ioq(r) embasadas por observacdes de morfologia e

tamanho das particulas por imagens de SEM-FEG da sessdo anterior.

E importante ressaltar que, ndo sera considerado para analise as curvas experimentais
do espalhamento das amostra de p6 em suspensdo de agua destilada na proporc¢do de 1:20. Os
espalhamentos destas amostras diluidas apresentaram baixa contagem para g > 0.1 (A-1) no
detector bidimensional Pilatus. Na figura 4.21 também estd representada a distribuicdo de
tamanhos N(r) em termos da distribuicdo de volumes D(r)v, sendo que D(r)v= N(r).V(r) e
V(r)=n.L.C.H representa o volume do modelo geométrico. O fator forma P(q) considerado foi
de bastonetes alongados delimitado por semieixos: L-largura; C-comprimento e H-altura, esse

ualtimo foi mantido constante no modelo geométrico.
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Figura 4.21 - Curvas experimentais de intensidade de espalhamento em log I(g) x log (g) e melhor ajuste (linha preta) em sistema concentrado para os pos das
amostras de diferentes natureza: HAP-C (a); HAP-P120CTAB (b); HAP-P120CTAB:Eu®* (c); HAP-Cal20CTAB (d); HAP-Cal120 CTAB:Eu®* (€). Representacdo da

distribuicdo de tamanhos em termos de volumes D(r)..
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Para representar as particulas pelo modelo geométrico de bastonetes alongados assume-
se diferentes tamanhos e razfes de aspectos entre 0s semieixos da largura/comprimento. As
andlises das particulas de hidroxiapatitas por SEM-FEG da secdo anterior também foram
determinantes para estimar os valores inicias dos tamanhos e razdes de aspectos assumidos por
esse modelo na tentativa de representar a morfologia das particulas. Foi adotado diferentes

razGes de aspectos para as amostras em po.

Os resultados dos ajustes revelaram que dentre todos os lotes a amostra controle HAP-
C apresentou particulas com menor razéo de aspecto de 1.6 entre as dimensdes. Essa razao de
aspecto estd condizente com a morfologia de esferoides distorcidos observada por SEM-FEG
dessa amostra. Também as particulas da amostra controle apresentaram as menores distribuicdo

de tamanhos em termos de volume ~30 - 40 nm, condizente com as observacgdes de SEM-FEG.

Enquanto que os resultados dos ajustes das particulas das amostras produzidas com
C16sTAB e dopadas com Eu®*, apresentaram maior razdo de aspecto da ordem de 6.0, que é
tipica de particulas cilindricas bem alongadas [”!, este resultado esta condizente com as

morfologias apresentadas nas imagens de SEM-FEG dessas amostras.

As amostras dopadas com 6mol% de Eu®" também apresentaram as maiores
distribuicbes de tamanhos em termos de volume da ordem de ~30 - 60 nm, em especial a
amostra HAP-Cal20CTAB:Eu®", ver figura 4.21 (e), com as maiores distribuicdes de tamanhos

relativos de particulas dentre todas as amostras analisadas por SAXS.

Na figura 4.22 esté representado a curva de espalhamento para altos valores do vetor de
espalhamento q da amostra do molde de0 combinado organico Amido-CTAB seco a 100°/48h.
A curva de espalhamento € caracteristica de um sistema de distribuicdo lamelar “°' confirmada

pelos dois picos em q(1)max= 2.41(AY) and q(2)mex=4.84 (A1) com razdo de intensidade

< 277/‘1(2)max
27 /q(1)ymax

~2.0). Estes resultados concordam com as microscopias obtidas para o molde

proposto de Amido-CTAB. A distribuicdo lamelar é obtida pela sedimentacdo de microcadeias

segmentadas de amilose e amilopectina conforme foi discutido na se¢do de SEM.
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Figura 4.22 — Padrdo de espalhamento para estruturas lamelares do molde Amido-CTAB

As microscopias das amostras de hidroxiapatita HAP-ACPO , HAP-ACCA e HAP-
Amido 4g produzidas com Amido-CTAB revelaram estruturas porosas de ~ lum a 200 nm,
dimens@es que produziriam detalhes nas curvas de espalhamento em angulos muito abaixo do
limite de operacéo das linhas de SAXS do Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS).
Desta forma, foi necessario realizar experimentos de USAXS para estas amostras. A terceira
parte dos resultados de espalhamento a baixos angulos esta relacionada a experimentos de
USAXS obtidos em cooperacdo com o grupo de Jan llavsky do Advanced Photon Source.
Foram obtidos somente padrdes de espalhamento USAXS para amostras de hidroxiapatita

produzidas com molde Amido-CTAB e amido 4g.

Os resultados microscopia eletronica de varredura (SEM) sugerem gque o molde Amido-
CTAB nio ajuda a promover porosidade no B-TCP, diferente do que foi observado com as
amostras de hidroxiapatitas. Apenas a amostra -TCP-Amido 4g apresentou porosidade em
dimensGes micrométricas e muito a cima da escala de macroporos (@ >50 nm). Entretanto, as
grandes dimensdes das estruturas ~50-100um encontradas no 3-TCP-Amido 4g estdo além do
limite de atuacdo de USAXS (~6um) e as estruturas entre ~ 1 a 5 um concorrem diretamente
com o espalhamentos dos centros espalhadores formados por grandes aglomerados de
particulas, com dimensdes superiores a 1yum conforme observado na secdo de SEM. Por este
motivo, na figura 4.23 esta apenas representado o padrédo de espalhamento para ultra baixos
angulos para amostras em p6 de HAP-ACPO, HAP-ACCA e HAP-Amido 4g.
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Figura 4.23 — Padréo de espalhamento de USAXS para amostras de hidroxiapatita preparadas com
Amido e Amido-CTAB

Baseado nas microscopias eletronicas de varredura discutidas na sessao anterior a regido
de interesse para estudo da porosidade em hidroxiapatita estd compreendida para o vetor de
espalhamento entre 5x10* A < q < 0.25 A que foi estimada usando a regra geral da lei de
Bragg com primeira aproximacao de condi¢do da interferéncia construtiva, d=2mn/q, produziria
um intervalo nas dimensdes de estruturas entre 2,5 nm <d < 1,2 um. J& vetores de espalhamento

menores que 5x10# A (1,2 um) podem ser consideradas de aglomerados de particulas.

A analise de distribuicdo de tamanhos por SAXS e SEM das particulas de hidroxiapatita
revelaram que apesar das dimens@es das particulas individuais estarem dentro do intervalo
2,5nm <d < 1,2 um, elas estdo fortemente aglomeradas ou muito proximas e, assim, espera-se
que estas particulas gerem contribuigdes de espalhamento em regides de baixos ¢ para amostras
produzidas com os moldes de Amido-CTAB e amido 4g. Entretanto € uma dificuldade comum
distinguir a contribuicdo individual de espalhamentos a baixos angulos dos poros e das
particulas, ja que temos principio da Reciprocidade de Babinet em que padrdo de

difracdo/espalhamento de um corpo sélido, particula, é idéntico ao de um poro do mesmo
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tamanho, forma e distribuicdo espacial, distinguindo-se apenas pela intensidade da difracéo ou
espalhamento 99?1, Por ndo possuir uma distingdo clara entre o padrdo de espalhamento do
poro e das particulas na regido 5x10* A < q < 0.25 A ndo é aconselhavel empregar a teoria
de Parod Invariante “Q” discutida anteriormente para os resultados de USAXS, ja que ndo se
tem um sistema de duas fases bem definidas como nas analises anteriores de SAXS para regido

0.05 < g, onde s0 a contribuigéo das particulas eram dominantes.

O foco de empregar medidas USAXS no estudo € analisar o comportamento dos poros
com adicdo de Amido-CTAB e a relacdo direta entre porosidade com a ordem de gotejamento
das solugdes de Ca?* e PO,*, ser considerado para fins de ajuste de modelo unificado multinivel
pelo software INDRA ®®/ considerado que: (i) os espalhamentos na regido 5x10“* A < q<0.25
Al sdo provenientes unicamente de poros na hidroxiapatita; (ii) o fator forma P(q) dos poros
foi representado por um modelo geométrico de esferoides levemente distorcidos com raz&o de
aspecto entre comprimento/ largura igual a 0,8; (iii) no ajuste é proposto que o fator estrutura
S(q) dos poros ndo seja considerado devido a polidispersividade na correlacdo espacial e
estrutural entre os poros observados nas imagens de SEM-FEG. Os ajustes de multinivel por
método de maxima entropia [°°! das amostras de hidroxiapatita produzidas com os moldes de
Amido-CTAB e amido 4g estdo na figura 4.24.

S A i o cacu =

0 -~

ntensity [em 1

0

Qra'l



E
]
10 =
3
s 1
10 7
i ]
10 H
— 3
. 3 9
§ 10
2 ]
‘@ 2
§ 10 3:
£ ] N
1 ~ \
IO g LY ’—“S
3 L A ot el & .
o 0= 940 230 .
5 X 1S
10 e a) dokat
E Py S ey
9 B dat Cowe”( A1) = ) SN0 T1 - -10
3= 3
10"
2
10 —=~15
T LB e i T e R T T
e -3 2 ) ]
10 10 10 10 10
QA 1]
1 4 1 . 1
n
10" 4 ©€) |4
POLATTANS TH_34 schher S5T_T_ANS_sartrDEM. jut
10° AT ] e
3 e~ Tasibatn i 5 ehading
y 3 ff-.sm"aum v LewOirsnd
‘O - P S 8200 Tl
3 Fur) Wt 13 83 o et
3 /‘w
10° 3 - 2
10"
o 10 -
E
= =
2 10 1 — 0
§ 10° 3
w0'y o
3 s tawnes
10° E RLS-:-.J 0,4=1 - -2
3 Dowartert forr* (41| = LRIOBe+ 3 Surfes ie Veerw relie » OOSITR 00 2wt N
3 ]
10 |
|
2 G ain
1973 N s
3 P = 20 o
10 3 o et + 33 oF 1830045 -4

s - 02000857
Dwwtaet forv' 4[] = 4 50021
Y Yo

4
10

T ™ T

93

Figura 4.24 — Curva de ajuste de multinivel (linha vermelha) para os dados experimentais em (a)

HAP-ACCA, (b) HAP-ACPO e em (c) HAP-Amido 4g.,
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A distribuicdo em termos de volumes de poros apresentada na figura 4.25 foi obtida
com os ajustes de multinivel do modelo para poros em forma de esferoides distorcido na razdo
de aspecto 0.8 entre as dimensfes. Como visto na figura 4.24 o modelo reproduz bem os dados
experimentais para vetores de espalhamento entre 5x10* A < q < 0.25 A, que com base nas
microscopias de SEM-FEG é a regido de interesse para analisar a hierarquia de porosidade na
hidroxiapatita. E interessante perceber nos espalhamentos experimentais de ultra baixos
angulos da figura 4.23 e nos ajustes da figura 4.24 que o procedimento de preparacdo das
amostras, ordem de gotejamento e a presenca de surfactante CisTAB altera o perfil de

espalhamento das amostras de hidroxiapatita.

E possivel perceber que a amostra HAP-Amido 4g apresenta uma populacio de poros
que espalha a mais altos g se comparada com amostras HAP- ACCA, este fato esta relacionada
com a dimensdo da populacdo de poros encontrados na amostra HAP-Amido 4g que sera

discutido a seguir.

4
20610
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HAP_ACPO
8 HAP_ACCA
HAP-Amido 4g

Dié=ero Wedn. 258 nm
Fakr AR08

Dietribuicio de Volume (em” cm™ A™)
=)
A

H ) & 56109 2 3 4 5 6788 2 3 4 S G189
10 100 N 1000 10000
Diametros (A)

Figura 4.25 — Distribuicdo dos tamanhos de poros em relagdo ao volume para razdo de aspecto

AR=0,8 das amostras de hidroxiapatitas porosas.

A figura 4.25 mostra a distribuicdo de tamanhos de poros das amostras e revela que a
amostra HAP-Amido 4g apresenta duas regides de distribuicdo de poros, a primeira com uma
populacéo de tamanhos menores que 10 nm e outra com tamanho médio de 25,6 nm situada na
regido de mesoporos (2 nm <@ < 50 nm). Adicionando 120mM de C1sTAB a reacdo de

precipitacdo da amostra HAP- Amido 4g obtém-se a amostra HAP-ACPO, ja que ambas tem
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mesma ordem de precipitagdo de Ca?* -> PO,*. Entretanto, a amostra HAP-ACPO n&o
apresenta distribuicdo de porosidade tdo diversificada quanto a HAP-Amido 4g. Os poros da
amostra HAP-ACPO possui uma distribuicdo de tamanhos proximos ao valor médio de 19,8
nm e isto implica que o CisTAB promove a diminuicdo da dispersdo de tamanho dos poros,
diminuindo o grau de hierarquia de poros do sistema. Quanto maior a diversidade de tamanhos
de poros, meso e macroporos, maior sera o grau de hierarquia de poros do sistema. Ou seja, a
amostra HAP-ACPO apresenta poros com dimensdes mais proximas a mesoporos. Estruturas
com poros de tamanhos semelhantes sdo chamados de sistemas com uniporosidade, com Unica

escala de tamanho de poros “74°,

Uma hipdtese é que o efeito do C16TAB parece diminuir a dispersdo no tamanho de
poros devido ao maior tempo de contato com sitios de PO4* durante a fase de mistura antes do
gotejamento de Ca®". Vale a pena lembrar que para amostra HAP-ACPO a suspenséo de
120mM de C16TAB e POs* é mantida sob agitacdo durante 20 minutos antes do gotejamento
da solucio fonte de fons Ca?*. Estudos futuros para constatacdo de formacgdo das micelas

C16TAB e suas interagdes com PO4> sdo relevantes para futuras discussoes.

Em relacdo a amostra HAP-ACCA produzida com ordem de gotejamento PO4*> - Ca?*
inversa a amostra HAP-ACPO é observado uma distribuicdo de tamanho de poros mais
abrangente dentre as amostras analisadas. Uma populagdo de poros menores que 10 nm e outra
bem mais larga com valores entre ~18 nm a 100 nm com valor médio de 28,9 nm. A distribuicéo
de tamanho de poros revela que HAP-ACCA apresenta maior tamanho de poros do que a
amostra HAP-ACPO e hierarquia de poros com meso (¢ < 50 nm) e macroporos (@ > 50 nm)
gue a amostra HAP-ACPO. Este resultado leva a crer que a ordem de gotejamento afeta
diretamente a distribuicdo da porosidade na hidroxiapatita e com isto, pode-se sintonizar o
tamanho final dos poros simplesmente alterando a ordem de gotejamento das solucdes fontes
de PO+ e Ca®*. E importante conhecer os aspectos que afetam a formag&o e tamanho de poros,
uma vez que os poros devem ter tamanhos proximos a moléculas de farmaco para o devido

transporte, conservacao e liberagdo durante o tratamento.

Se o intuito for obter um sistema de unica dimensdo de poros, uniporosidade, o mais
aconselhado é produzir hidroxiapatitas com Amido-120mM de CiTAB na ordem de

gotejamento Ca?* -> PO.*. Mas se 0 objetivo é potencializar o transporte de farmacos com
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diferentes tamanhos de moléculas ou obter um sistema que possa transportar dois ou trés
diferentes farmacos de diferentes pesos atdbmicos € necessario produzir hidroxiapatitas com
Amido-120mM de Ci6TAB na ordem de gotejamento POs* = Ca?*. Os dados de USAXS
revelam que o C16TAB combinado com a ordem de gotejamento entre solugdo fonte de Ca?*e
solugio fonte de PO+> contribui diretamente para aumento das dimensdes dos poros na

hidroxiapatita.

Em relagéo a discusséo do grau de ordenamento dos poros levantada na sesséo de SEM-
FEG, os ajustes realizados para curvas de USAXS podem revelar a resposta. De fato, o
ordenamento observado nas microscopias sO € de ordem local e ndo é reprodutivel a longo
alcance. Esta evidéncia é comprovada no ajuste dos modelos as curvas experimentais de
USAXS nos quais ndo houve necessidade de levar em consideracdo o fator forma S(q). Se ha
ordenamento de poros, ele s6 deve ser local e contribui muito pouco para o espalhamento

construtivo de USAXS como um todo.

Ainda em relacdo a existéncia de estruturas ordenadas nas amostras de hidroxiapatita,
analisando cuidadosamente as curvas experimentais da figura 4.23 € percebido alguns fracos
picos em 0.76 A 1 e 1.18 A %, usando a lei de Bragg (d=2m/q) com primeira aproximagao, esta
regido pode corresponder a distancias de estruturas ordenadas de ~ 8 A e ~ 5 A,
respectivamente. Entretanto estas distancias sdo muito pequenas para estruturas de mesoporos
e sdo proximas a distancias interplanares d=3.44 A do plano (002) na hidroxiapatita ‘““!. A teoria
de espalhamento usada em espalhamentos a baixos angulos assume que o comprimento de onda

da radiacdo € muito menor que as dimensdes do centro espalhador.

Consequentemente, o espalhamento em regides proximas a q > 1A ndo pode ser
conectada a estruturas ordenadas provenientes das micelas de C16TAB com diametro da ordem
de (2n/q)= 6A. Esta dimensdo estid proxima ao comprimento de onda de raios X (~1 A)
empregado no experimento de USAXS (A = 0.72932 A). Ampliando esta discussdo, ainda hé o
espalhamento incoerente de fundo A+Xe que cresce com aumento do angulo de espalhamento
para altos g, ver apéndice A, e afeta a confiabilidade dos dados de USAXS para q > 1A™.
Portanto, ndo se pode afirmar que os picos observados para q > 1A sio relacionados com

estruturas ordenadas por C16TAB.
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4.4 Espectroscopia de Estrutura Fina de Absorgdo de Raios X (XAFS)

Nessa fase do estudo, os resultados aqui discutidos estdo voltados para a hidroxiapatita
dopada com 6mol% de eurdpio. Como em sessdes anteriores foi discutido que o B-TCP néo
apresentou porosidade significativa por nenhum dos moldes propostos, a fase p-TCP ndo sera
investigada nesta sessdo da Tese. Logo, o intuito desta parte do capitulo é investigar a estrutura
local e os mecanismos envolvidos na incorporacdo do eurdpio na rede hospedeira de
hidroxiapatita preparada com C1sTAB e Amido-CTAB através de XANES (X-ray Absorption
Near Edge Structure) e EXAFS (Extended X-ray Absorption Fine Structure), bem como avaliar
por os efeitos do amido e C16TAB sobre os sitios de Célcio e Fosfato durante a formagéo da
hidroxiapatita. Uma metodologia usual para analisar os espectros de XANES é comparar 0s
dados experimentais com os de compostos conhecidos. Na figura 4.26 (a) estdo dispostos 0s
espectros de XANES proximo a borda Lz do Eu®" e em 4.26 (b) esta representado a primeira
derivada do espectros de XANES para a amostra controle dopada HAP-C:Eu®** e HAP-
Ca30CTAB:Eu®*, HAP-P30CTAB:Eu®" comparadas com o composto de referéncia Eu20s. O
eurdpio no EuxOsapresenta estado trivalente, 3+. Analisando o perfil da linha branca e a posigao
do méximo da derivada da curva de absor¢do é possivel perceber que todas as amostras estéo

na mesma energia que Eu,Os. Isto revela que o Eu esta na valéncia 3+ nas amostras dopadas.
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Figura 4.26 — Em (a) sdo exibidas os espectros para regido de XANES préximo a borda de absorcao
Ls do Eurdpio para diferentes amostras em comparagéo com o composto de Eu,0s. Em (b) a primeira
derivada do espectro de XANES.
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A transformada de Fourier (TF) das oscilacBes de EXAFS (TF (k2 )((k))) para HAP-
C:Eu®*" e HAP-Ca30CTAB:Eu®*, HAP-P30CTAB:EuU®* esta representada na figura 4.27. A
escolha do com peso k? para representar a transformada de Fourier foi feita para realcar os
detalhes das segundas, terceiras e quartas esferas de coordenagdo proximas ao ion de Eu®* nas
amostras. Aplicando uma transformada de Fourier (TF) nas oscilagdes do espaco k através de

meax

TF(r) = \/% x(k)e?* " dk 151 & possivel obter um mapa y(r) com a distribuicdo de

Kmin
distancias no espaco-r dos grupos de a&tomos proximos, representado as esferas de coordenacéo,
em relacdo ao atomo alvo absorvedor (Eu). Logo, as posi¢des dos picos em TF (k2 )((k)) estdo
relacionadas com as distancias das esferas de coordenacdo no espaco-r engquanto que a
intensidade e o perfil da curva s&o relacionados com nimero de vizinhos e a desordem local de

uma particular esfera de coordenacéo.

o Euy03
— HAP-C:Eu

— HAP-P30CTAB:Eu
—HAP-Ca30CTAB:Eu

Amplitude da TF

Figura 4.27 — Transformada de Fourier na borda Ls do Eu para sinais de EXAFS das amostras

dopadas com Eu e composto de referéncia EuzOs.
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A figura 4.27 indica que a intensidade da primeira e segunda esfera de coordenacédo sao
aletradas entre as amostras de hidroxiapatitas, onde as duas amostras preparadas com C1sTAB
possui menor intensidade que a amostra controle HAP-C:Eu. Este efeito pode ser devido a dois
possiveis fendmenos: i) reducdo no nimero de coordenacdo médio de Eu®* nas amostras
produzidas na presenca de C16TAB, que pode ser um indicio de Eu®* na superficie devido ao
tamanho manomeétrico das particulas, ou ii) aumento no fator Debye-Waller associado com o
aumento da desordem local intrinseca induzidas pelo C16TAB nas interagdes com sitios de Ca?*
e PO+* durante a fase de nucleacdo das hidroxiapatitas.

Para esclarecer melhor este Gltimo fenbmeno, sera feito um paréntese nos resultados das
hidroxiapatitas dopadas com Eu®* e iniciada a discussdo dos resultados de XANES/EXAFS na
borda k do Ca e P para amostras produzidas com molde do combinado Amido-CTAB e somente
C1TAB. A figura 4.28 representa os espectros de absorcéo de raios X medidos préximo da
borda de absorcédo k do Ca (4.038 eV) para amostras: HAP+Amido-CTAB Seco, HAP-C, HAP-
P120CTAB, e HAP-ACPO.

——— HAP+Amido-CTAB seco a 100°C
HAP-C

HAP-ACPO

HAP-P120CTAB

Normalizado (uE)

4020 4040 4060 4080 4100
Energia (eV)

Figura 4.28 — Comparacao entre o espectro XANES na regi@o da borda K do Ca para diferentes

amostras de hidroxiapatita .

Na figura 4.28 transi¢Oes indicadas por A em ~ 4.033 (eV) antes da borda de absorgéo
podem ser atribuidos a transicdo 1s—>3d do ion Ca®" que é uma transicdo proibida de dipolo
elétrico, ja que Al =2, as transi¢do permitidas por esta regra originam fotons provenientes da
transigdo entre estados com Al==1. Entretanto essa transi¢éo € resultado de uma mistura entre

estados d desocupados com estados finais p caracteristicos, segundo estudos de Liu e
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colaboradores,2004 °*I, O pico em B, pico principal, esta associado a transi¢io por dipolo
elétrico permitida de 1s>4p [°°!. Os espectros foram normalizados em funcéo do coeficiente de
absorcdo, ver procedimentos para analise das curvas experimentais no apéndice B, sendo
possivel perceber que pelo perfil do pico B para amostra HAP+Amido-CTAB apresentou maior
coeficiente de absor¢do que as outras amostras de hidroxiapatita.

O surfactante C16TAB possui carga unitaria positiva, sendo suscetivel a interacdo com
os sitios de PO4* durante a fase de nucleagéo dos cristais de hidroxiapatita, e assim, delineando
0 seu crescimento. Como visto na sessdo de SEM-FEG o Amido confina o crescimento dos
cristais de hidroxiapatita em intersticios lamelares, e portanto, também pode afetar a simetria
em volta de PO4*. Para melhor entender os efeitos do C16TAB e amido sob o grupo PO4+*, na
figura 4.29 tém-se a transformada de Fourier com peso-k? para o sinal das oscilacdes de EXAFS
das amostras: HAP+Amido-CTAB Seco, HAP-C, HAP-P120CTAB, e HAP-ACPO excitadas

por raios X moles proximo a borda de absorcdo k do P (~2.145 eV).

—— HAP+Amido-CTAB - 100°C
—HAP-C
HAP-ACPO
HAP-P120CTAB

Amplitude da TF

N \MM
4

R (A)
Figura 4.29- Transformada de Fourier na borda k do P para sinais de EXAFS das amostras de

6

hidroxiapatita sem dopante.

A variagdo na amplitude transformada de Fourier entre as amostras indica mudancas
estruturais nas primeiras esferas de coordenagdo do sitio PO4>. A figura 4.29 revela que a
amostra apenas seca possui a menor amplitude da transformada de Fourier seguido pela amostra
produzida com 120mM de C16 TAB, a HAP-P120CTAB. Vale a pena ressaltar que, os resultados
de XRD ja previam a formagdo de hidroxiapatita em temperaturas de 100°.
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Para melhor elucidar as mudancas estruturais ocorridas envolta do atomo P, foi obtida
uma estrutura simulada baseada em Andrade e colaboradores,2004 ! tendo o P como atomo
alvo para conhecer a simetria e desordem estrutural das primeiras esferas de coordenacéo dos
dados experimentais.

A figura 4.30 (a) e (b) mostram 0s ajustes sob as curvas experimentais para a
transformada de Fourier no espaco-r e oscilages de EXAFS no espago-k. Os resultados das
distancias para as primeiras esferas de coordenagéo podem ser visualizados na tabela 4.3 onde
Ad? representa o fator de fator de Debye-Waller que esta vinculado a desordem local préxima
ao atomo alvo e o coeficiente chi-quadrado reduzido y2,, atrelado a qualidade dos ajustes.

Ajustes considerados bons apresentam valores de y2,, proximos a uma unidade.
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P11 g N > W -
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< i = PPN 2 N, /'\ Y
g ‘.Ww i \V \V";
- g P —— =
- Py - — AP PAJOCTAB
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' /‘\ P LALIAD N —— N &
% f ~ 7’
5] f \ ¢ —_ \\ / b P
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8 | i \\.» \.\,\"/-\’\/\_,4_ T~
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N « HAPL — BstF]
J "'L . ! ’I\v-\ \ !
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Figura 4.30- Em (a) transformada de Fourier (pontos) e melhor ajuste no espaco-r (linhas solidas)
para as amostras de hidroxiapatitas, (b) corresponde as oscilacdes de EXAFS com peso k? (pontos) e

melhor ajuste (linhas sélidas).

E possivel perceber com os resultados da tabela 4.3 que a formacdo do tetraedro da
ligagdo P-40 ~ 1,54 A é muito pouco sensivel a adicdo de 120 mM de C16TAB /Amido na
solucéo de reacdo. Entéo o surfactante C16TAB de carga positiva ndo interfere diretamente na
primeira esfera de coordenagdo proximo ao P. Entretanto, nas esferas de coordenacdo mais

afastadas fica nitido as alteracbes promovidas pela adigdo de C16TAB.
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A observacdo levantada no paragrafo anterior, pode ser sustentada pela comparacao
direta das distancias encontradas para a amostra HAP-C e HAP-P120CTAB. A diferenca entre
estas amostras para distancias da segunda esfera P-20 e terceira esfera P-2Ca; sdo ~ 0,32 A e
~0,69 A, respectivamente. Como a Unica diferenca entre as amostras é adicdo de 120mM de
C16TAB na solugéo de reacéo ¢ possivel dizer que o surfactante impde uma compressao local
sentida nos sitios de P na rede da hidroxiapatita com aproximacéo de sitios Ca(1) para mais
préximos de sitios de PO4>, como também, aumento no fator de desordem local Debye-Waller
para primeira esfera de Ca(1).

Tabela 4.3- Resultados dos ajustes de EXAFS na borda k do P para as primeiras esferas de
coordenagdo. NC- nimero de coordenagio dos primeiros vizinhos; R(A) a distancia média entre P e
datomos vizinhos, Ao” fator de Debye Waller atrelado a desordem local préximo ao atomo alvo e o
coeficiente de qualidade de ajuste y2,,.

Amostra Esfera NC R(A) Aol xZ.
O 4 1.54 (0.,02) 0,005
8] 2 3.00 (0,02 0,031 3.58
Ca 2 3.40 (0,01) 0,055
Ca 2 3.54 (0.01) 0,001
O 4 1.54 (0,04) 0,001
O 2 2.68 (0,01 0,037 4,84
HAP-P120CTAB 68 (0.01) i :
Ca; 2 271 (0,01) 0,109
Cas 2 3.49 (0,02) 0,002
o 4 157005 0002
. O 2 3.11 (0,02 0,041 5.21
HAP+Amido- -11 (0.02) . -
CTARB seco 100° Ca, 2 3.12(0,02)  0.002
Ca; 2 333 (0,02) 0,002
O 4 1.54 ( 0.02) 0,001
8] 2 3.17 (0,01 0,026 4,90
HAP-ACPO 17 (0.01) i :
Ca 2 280 (0,02) 0,054
Ca: 2 3.59 (0.03) 0,002

Nota: 1,54 (0,02) representa 1,54 + 0,02.

Estas observacdes podem sustentar a hipdtese levantada na sessdo de SEM-FEG e
explicar o crescimento longitudinal das particulas de hidroxiapatita quando adicionado C16 TAB
na solucdo de reacdo. Como dito, especula-se que as quantidades de surfactante, 120mM,
utilizada seja mais que necessaria para formar agregados de micelas do C16 TAB com um nucleo

micelar semelhante a um esferoide longitudinal de carga externa positiva.



103

Os grupos de PO4> recobrem inicialmente estes niicleos micelares e posteriormente uma
segunda camada é formada com sitios de Ca?* envolvendo os sitios de PO4> para formar as
particulas de hidroxiapatita °°/, conforme esquema da figura 4.31 para meio reacional aquoso.
Isto pode promover maior aproximacao espacial entre os sitios de Cae P, e assim, causar efeitos
estruturais sentidos com as leves alteragdes no tamanho de cristalitos para hidroxiapatita
produzidas com ordem de gotejamento regular Ca** = PO4* na presenca de C1sTAB conforme

descrito nos resultados de XRD.

o
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Figura 4.31- Esquema de interacéo entre sitios de PO,* e Ca?* com micelas de C1sTAB

Uma comparacdo direta das distancias das primeiras esferas de coordenacdo préximas
ao P nas amostras HAP-C e HAP-ACPO ¢ possivel observar o mesmo comportamento de
aproximacéo dos primeiros sitios de Ca(1) a~ 2,80 A. A amostra que apresenta maior diferenca
em termos das distancias das esferas de coordenacdo é HAP+Amido-CTAB seca a 100°.
Quando esta amostra é calcinada a 450°C/4h obtém-se a amostra HAP-ACPO.

E importante observar que o tratamento térmico a 450° para degradar o molde orgénico
Amido-CTAB implica no rearranjo estrutural de sitios de Ca(1) com aproximacao aos sitios de
P. Os efeitos da adi¢do do amido sdo sentidos na hidroxiapatita pela leve expanséo de 0,17 A
da segunda esfera P-20 para amostra HAP-ACPO se comprados com a amostra controle HAP-
C.

Ja em relacdo aos mecanismos envolvidos na incorporacdo do Eu®* na hidroxiapatita,
em principio, os ions de eurdpio no estado de carga trivalente podem substituir qualquer sitio
catidbnico na matriz da hidroxiapatita. Mas considerando a natureza covalente das ligac6es P-O
no ion molecular POs* e também o nimero de coordenagdo IV do P na hidroxiapatita, em
comparagdo com o nimero de coordenacgdo VI do Eu®*, é improvavel que Eu®* ocupe um local
do sitio de P. Assim, deve-se esperar que o fon Eu®* seja incorporado um dos dois sitios de Ca,
Ca(l) ou Ca(2), e como consequéncia, a carga positiva 1+ dessa substituicdo tem de ser
compensada por algum outro defeito na matriz da hidroxiapatita.
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Os possiveis defeitos incluem o oxigénio intersticial (Oi), incorporagdo de (CO3)> em
sitios de OH" e substituicdo de O no local dos sitios de OH". Carbonatos (CO3)* é um
contaminante comum na maioria das hidroxiapatitas e existem dois sitios conhecidos onde este
fon molecular pode ser acomodado. Um é a substituicdo no sitio de PO4> e outro é no sitio de
OH". O primeiro é um defeito com carga total positiva 1+ que ndo pode ser utilizado na
compensacdo da substituicdo local do Eu®** em Ca?*, mas o ultimo é um defeito carregado
negativamente que pode dar conta da carga extra promovida pela incorporacéo do ion dopante
em sitios de Célcio. Outra questdo relevante é saber qual dos dois sitios de Célcio, Ca(1) ou
Ca(2), na matriz da hidroxiapatita tem a preferéncia do Eu®*.

Os resultados de EXAFS pode poér a prova essas hipdteses de mecanismo de
compensacéao de carga como também revelar a preferéncia de sitios de Calcio na incorporagdo
do Eu®" na hidroxiapatita. Na presente Tese sera comparada as oscilagdes de EXAFS com o
sinal simulado de EXAFS obtido para diferentes modelos que representam a incorporacdo do
Eudt.

O primeiro estagio é comparar os dados experimentais de EXAFS com o0s possiveis
modelos de partida sem nenhum ajuste, com intuito de testar qual destes modelos reproduz
melhor os dados experimentais. Para a substituicdo de Eu no sitio de Ca(1) sdo consideradas
duas possibilidades: i) o Eu®* esta dissolvido na rede da hidroxiapatita, sem formacdo de
clusters devido a precipitacdo de concentracdo e sem nenhuma compensacao local de carga, ii)
0 Eu®* ocupa o sitio de Calcio com um oxigénio intersticial de carga negativa dupla (O}’ defeito
na notacdo de Kroger — Vink /) compensado por dois Eu** que ocupa sitio de Ca®* (2Eug, ()
) na hidroxiapatita. A compensagdo por carbonatos (CO3)?" em OH™ nio foi considerada desde
que o primeiro sitio de OH" esté localizado além da quinta esfera de coordenagéo do sitio Ca(1).
Do ponto de vista das oscilacbes de EXAFS, contribui¢cdes de dois atomos de oxigénio e de um
atomo de carbono a mais nestas distancias seria muito pequena e provavelmente suprimida
pelas flutuagdes experimentais dos sinal de EXAFS.

Para substituicdo no sitio de Ca(2), sdo trés possibilidades de incorporacdo: i) Eu®*
ocupa Ca(2) sem nenhuma compensacdo local de carga, ii) Eu®* em sitios de Ca(2) é
compensada por defeito extrinseco O;', como no caso do sitio de Ca(1), e iii) a incorporagéo
de Eu® em Ca(2) é compensada por O* em OH- representado por 0. Este Gltimo mecanismo
de compensacdo de carga pode ser gerado por ions hidroxila presentes no meio reacional

perdendo um atomo de H* durante etapa de mistura em meio aquosa das solugdes de partida.
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A compensacdo e carga via (CO3)> em OH™ néo foi formalmente considerada devido
ao efeito na rede desta substituicdo ser igual a introduzir um O? préximo ao local de Eucq 2y,
logo (CO3)> em OH- tem similar configuracio de 0Jy. A comparacio de todos defeitos para
compensacdo de carga com as oscilacbes de EXAFS e transformada de Fourier do sinal de

EXAFS estdo mostradas na figura 4.32 (a) e (b) para hidroxiapatitas dopadas com Eu.

= c _On Experimental
< ' Eu_ -0

' - . u - 0"
~g 15 EU oz Oon Ca(1) i

2 4 6 8 10

=
o

g
o
1

o
o
1

no
)y

@ Experimental
—Eu o" -

ca1)” i

[y
o
1

Eu’

ca(1)

Fourier Transform Amplitude

o
o
1

R (A)

Figura 4.32— Comparaco entre os diferentes modelos de incorporagédo de Eu** na hidroxiapatita
com os dados experimentais de EXAFS para amostra HAP-C:Eu. Em (a) Oscilag¢des de EXAFS
usando o peso k? e (b) corresponde a transformada de Fourier. Os circulos solidos representam os
pontos experimentais. Modelos envolvendo o Eu** no sitio de Ca(1) estéo nos graficos inferiores

enquanto que modelo para Eu** em Ca(2) estdo nos gréaficos superiores.
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Na figura 4.32 ha um indicio de que o melhor modelo é Eu®* substituindo Ca(1) e O}
como defeito de compensacdo de carga. Este modelo mostra uma boa concordéancia com a
primeira e segunda esfera de coordenacédo dos dados experimentais. Um melhor entendimento
deste resultado pode ser feito comparando algumas das caracteristicas do sitio de Ca(1) e Ca(2)
hidroxiapatita.

A tabela 4.3 mostra as distancias dos primeiros vizinhos para ambos os sitios de Célcio
e para a distancia dos sitios de P. A figura 4.33 representa a estrutura da hidroxiapatita para os
poliedros de Ca(1) e Ca(2). O sitio de Ca(1) é coordenado por 6 fons de O% em duas distancias
distintas. O poliedro do Ca(1) é formado por um prisma triangular distorcido de uma base
formada por trés sitios de O(1) e outra formada por trés sitios de O(2). O sitio de Ca(2) é muito
distorcido com seis (6) ions de O% em quatro distancias diferentes com mais um (1) ion O
préximo, produzindo um sitio com nimero de coordenacdo de VII. Um dos ions de oxigénio,

sitio O(4), pertence ao grupo OH" e forma com Ca(2) um canal de hidroxila ao longo do eixo c.

(d)

Figura 4.33— Em (a) representac&o da estrutura da hidroxiapatita construida usando codigo Vesta

baseada na estrutura de Andrade e colaboradores,2004 [*“], em (b) projecéo no plano ab. Grupos de

fosfatos sdo mostrados em amarelo. Em (c) poliedros de sitio do Ca(2) e em (d) sitios de Ca(2)
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Existem duas caracteristicas importantes que podem explicar a preferéncia do Eu®* pelo
Ca(1). Tomando como base os valores da tabela 4.4, a primeira esta relacionada com a média
das distancias entre os primeiros vizinhos de 2,41A para o Ca(l) e 2,34A para Ca(2). Esta
observacao pode ser sustentada na transformada de Fourier das oscilacdes de EXAFS, ver figura
4.34, onde a primeira esfera de coordenacéo esta deslocada para distancias menores no espago-
r das simulagdes feitas do Eu* em sitio de Ca(2) se comparadas para as simulacdes usando a
substituicdo no sitio Ca(1). Isto significa que para acomodar o Eu®* no sitio de Ca(2) a rede
hospedeira precisa sofrer uma expanséo local, fenémeno este ndo necessario se o Eu** ocupar
o sitio de Ca(2).

A segunda questao esta relacionada a esfera de coordenago. No Eu,03 o fon Eu* ocupa
dois sitios octaédricos nio equivalentes de distancia média Eu(1)-60 igual a 2,46 A e Eu(2)-
60 igual a 2,491&. Isso significa que o Ca(1) ¢ o sitio com configuracdo de primeiros vizinhos

mais perto do ambiente encontrado pelos sitios de Eu®* no composto de referéncia.

Tabela 4.4- Namero de esferas de coordenagéo para distancias dos sitios Ca(1), Ca(2) e P na

hidroxiapatita baseados na estrutura do modelo de Andrade e colabores,2004 [“*.

Ca (1) sitio Ca (2) sitio P sitio
Ligagio NC  R(4) Ligagio NC  R(A) |Ligagie NC R@)
Ca-0, 3 2387 Cay0; 2 2327 P-0, 1 1.539
Ca0; 3 2438 Car0, 1 2367 P-0; 2 1.540
Cay-0; 3 2798 Car0; 1 2371 -0, 1 1.551
Ca-P 3 3204 Cay0; 2 2517 P-0; 2 3.079
Ca-Ca; 1  3.398 Ca-0; 1 2675 P-Ca; 1 3.089
Ca-Ca 1 3469 Ca-P 1 3089  PCay 2 3204
Ca;-P 3 3583 CayP 1 3272 P-Ca 1 3273
Ca-Ca; 3 3923 Car-P 7/ 3.451 P-Ca, 2 3.583
Ca;-Ca; 3 4.032 CayP 2 3.662 P-Ca 2 3.662
Ca-Ca 2 3923
Ca;- Ca; 2 4.032

o

3
o

3
(5%}

4.072
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Baseado nesta discussdo, o modelo de Eu®" substituindo o Ca(l) (Eucaqry) © Eud?
substituindo 0 Ca(2) (Eug,(,)) ambos com compensagéo de carga por O;' foi ajustado aos dados

experimentais de EXAFS para todas as amostras e os resultados sdo mostrados na tabela 4.5.
Por sua vez, a figura 4.34 (a) mostra a transformada de Fourier e 4.34 (b) as oscilagfes de
EXAFS, onde é possivel observar que foi alcancado uma boa qualidade nos ajustes em relacéo

as curvas experimentais.

Tabela 4.5- Resultados dos ajustes de EXAFS na borda Ls-Eu para os modelos Eug,,, € Eugg,, COM

0;'. Onde NC- nuimero de coordenagdo dos primeiros vizinhos; R(/f’) a distancia média entre Eu -
datomos vizinhos, Ac* fator de Debye Waller vinculado a desordem local e yZ,.

Modelo HAP:Eu NC  R(A) Ag? 2. [| Modelo  HAP NC  RA) A¢ fE
P30CTAB:Eu
0 6 230(003) 0009 0 6  229(004) 0009
0 1 247(001) 0001 162 (63 1 246(001) 0013 105
Eucayy Eucay
P 3 355(001) 0,003 P 3 346(002) 0,004
Ca: 2 374(002) 0003 Ca 2 381(002) 0002
0 6 212(008) 0028 ] 0 6  210(001) 0029
O 1 228(003) 0003 334 0 1 228(001) 0003 318
Euca) Eucy)
0 3 296(001) 0,004 0 3 295(002) 0,002
P 2 326(001) 0002 P 2 325(002) 0002
q i 2
Modelo HAP NC RA)  A¢® 1
Ca30CTAB:Eu
0 3 231(001) 0,009
O: 1 247(001) 0002 408
Eucay)
P 3 355(001) 0.002
Ca 2 372(002) 0001
0 6 211(001) 0022
(o3 1 230001) 0002 520
Eucap)
0 3 295(002) 0002
P 2 326{003) 0002

Nota: 2.30 (0.03) representa 2,30 + 0.03.
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Figura 4.34— Em (a) a transformada de Fourier (pontos pretos) e melhor ajuste no espaco-r (linhas

solidas) para hidroxiapatitas preparadas com C16TAB nos Eug, W € Euc, @ €Om 0";,. (b)

corresponde as oscilagdes de EXAFS com peso k? (pontos pretos) e melhor ajuste (linhas sélidas).

N&o foi aplicada a corregéo de fase na transformada de Fourier.
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Os resultados das distancias das primeiras esferas de coordenacéo, fator de Debye-
Waller e o chi-quadrado reduzido ( x2, ) também é mostrado na tabela 4.5. Valores
apresentados na tabela 4.4 e tabela 4.5 também mostram que a primeira esfera de coordenacgao
de fons O% ao redor do ion Eu®* experimenta um pequeno encolhimento, se comparado com 0s
valores da primeira esfera de coordenacdo do Ca(1) na tabela 4.4.

Isto pode ser promovido pela presenca extra de um ion O* em um sitio intersticial entre
as primeiras esferas de coordenagdo. Outro interessante resultado é revelado na tabela 4.5 onde
ha uma expanséo da primeira esfera de P localizada a 3,55 A de Eu®*, se comparado com a
distancia regular de 3,2 A para Ca(1)-P na matriz da hidroxiapatita. A carga positiva extra na

rede com Eug,q, junto com rearranjo espacial dos O?% ¢ provavelmente a causa da expansio

das esferas que contém P. Esse fendbmeno também é notado para as primeiras esferas de Célcio
proximas ao fon Eu®* onde a distancia de 3,74 A é maior que ~ 3,4 A para Ca(1)- Ca(1) na
matriz da hidroxiapatita.

Para efeitos de comparagio, os modelos envolvidos com a substituicdo de Eu®* no sitio
de Ca(2) compensado por O, também foram ajustados aos dados experimentais e mostrados
na figura 4.35. E possivel ver que para todas as amostras de hidroxiapatita produzida com 30
mM de C16TAB a substituicdo de Eu** em Ca(1) com O}’ para neutralizar a carga positiva extra
mostra os melhores resultados se comparados a substituicio de Eu* em Ca(2) com 0.

Para completar a analise dos resultados da incorporacdo do Eu na hidroxiapatita, as
amostras obtidas via adi¢do do molde Amido-CTAB também tiveram suas oscilacBes de
EXAFS analisadas. Para estas amostras foi proposto o0 modelo de incorporagio de Eu®* no sitio
de Ca(1) ou Ca(2) com defeito O;' para compensagao de carga positiva da substituicao.

Os ajustes aos dados experimentais das amostras HAP-ACCA:Eu e HAP-ACPO:Eu
estdo mostrados na figura 4.36, onde (a) mostra a transformada de Fourier e (b) as oscilacdes
de EXAFS com peso k. E possivel observar que foi alcancado uma melhor qualidade nos
ajustes, em relacdo as curvas experimentais, para a situacdo de incorporagdo do Eu®" no sitio
de Ca(1).Como ja era de se esperar, as amostras dopadas preparadas com molde de Amido-
CTAB apresentariam resultados semelhares para as primeiras esferas de coordenagéo das
amostras preparadas somente com 30mM de C16TAB, ja que o molde organico é eliminado
com o tratamento térmico de 450°C para consolidacao da fase de hidroxiapatita e obtencao das

amostras em po.
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Figura 4.35- Em (a) a transformada de Fourier (pontos pretos) e melhor ajuste no espaco-r (linhas

solidas) para hidroxiapatitas preparadas com C16TAB para e Eug, o oM 0' o, (b) corresponde as

oscilacdes de EXAFS com peso k? (pontos pretos) e melhor ajuste (linhas solidas). A transformada de

Fourier ndo teve a correcéo de fase.

Na tabela 4.6 esta contabilizado os resultados dos ajustes para o Eu®* em sitios de Ca(1)
e Ca(2) com oxigénio intersticial. Conforme é possivel observar nos valores chi-quadrado
reduzido ( %, ) os melhores ajustes foram obtidos para Eu®* em Ca(1) com x2,, proximos a
uma unidade, ao contrario do observado para substituicio de Eu** em Ca(2). Este resultado
reforca as andlises anteriores de que o Eu®* é assimilado na rede da hidroxiapatita com a

substituicdo dos sitios Ca(1) e mecanismo de compensacdo de carga preferencial de oxigénio
intersticial O;'.
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Figura 4.36— Em (a) transformada de Fourier (pontos pretos) e melhor ajuste no espago-r (linhas)
para amostras HAP-ACCA e HAP-ACPO dopadas com 6mol% de Eu e preparadas com Amido-

CTAB para incorporagdo em Euc, W € Euc, o oM 0";,.(b) corresponde as oscilages de EXAFS

com peso k? (pontos pretos) e melhor ajuste (linhas). Nao foi aplicada a corregéo de fase na
transformada de Fourier.

Tabela 4.6- Resultados dos ajustes de EXAFS na borda Ls-Eu para Eucq,, € Eucg, com 0,

Modo HAP- NC RA) Aq? g% || Modeo HAP- NC RA) Ag2 44
ACCA:Eu ACPO:Eu
0 6 2280003 0010 0 6 229(004) 0009
0 1 246(001) 0001 1,89 O 1 246(001) 0015 134
Eugay Eucap
P 3 358(001) 0,003 P 3 332(0.02) 0,008
Cay 1 310001 0002 Ca 1 378002 0002
o} i 215(006) 0,038 ] 0 [i] 213(0.01) 0,039
0 1 227(001) 0,003 426 0; 1 228(001) 0002 3,18
Euea Eueay
4] 3 3010005 0,008 0 3 205(0.02) 0,002
P 2 328(001) 0,002 P 2 325(0.02) 0002

Nota: 2,28 (0,03) representa 2,28 + 0,03,
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Para concluir a discussdo dos resultados de absorcdo de raios das amostras, alguns
estudos da literatura sobre luminescéncia em apatitas™™®! reportam que a incorporagio de Eu®*
no sitio de Ca(1) é mais favoravel em baixas temperaturas. Para temperaturas acima de 800°C-
1200°C, entretanto, os autores sugerem que o ion Eu®* migrem para o sitio de baixa simetria
Ca(2) com sistema de compensacio de carga de O em OH", ou que, a substituicdo Eu®* em
Ca(2) é favorecida para redes perfeitas simuladas de hidroxiapatita, sem desvio de
estequiometria provocados por tratamentos térmicos ou incorporacdo de impurezas durante
preparacdo das amostras, por exemplo fons carbonatos (CO3)?. Desde que as amostras de
hidroxiapatita produzidas na presente Tese foram produzidas por mistura de solu¢des de partida
em atmosfera aberta a 74°C e calcinadas a 450°C, apenas pode-se esperar que o ion dopante
Eu®* sera incorporado na hidroxiapatita no sitio de Ca(l). A incorporagdo do Eu®*" na
hidroxiapatita nos sitios de Ca(2) sao favorecidos apenas para alto grau de desordem da rede
hospedeira e isto explica porque os autores precisam de altas temperaturas para observarem

alguns ions de Eu* em sitios de Ca(2).

4.5 Espectroscopia de Fotoluminescéncia do Eurdpio na Hidroxiapatita

A fotoluminescéncia é uma técnica empregada para investigar a luminescéncia das
amostras dopadas com Eu e produzidas com hierarquia de porosidade por meio do molde
Amido-CTAB. Para que um sistema poroso possa atuar como um completo veiculo de liberacédo
gradual de farmacos in situ ele necessita ter propriedades luminescentes que indiquem o estagio
da liberacdo das moléculas de farmaco proximo ao local de tratamento. Um candidato que pode
suprir essa necessidade luminescente é o Eu. O rendimento da luminescéncia do Eu é afetada
pela simetria no entorno do centro luminescente, ou seja, a simetria local do sitio de
incorporacdo do Eu na hidroxiapatita. Conhecer os mecanismos por tras da luminescéncia do
Eu em hidroxiapatitas porosas € de mais valia para possiveis aplicacfes clinicas e terapéuticas
dos sistemas desenvolvidos nesta tese.

Com este intuito, a figura 4.37 representa em (a) 0 espectro de excitacdo monitorando a
emissdo em 612 nm e (b) o espectro de emissdo com excitacdo em 393 nm para amostras
controle de HAP-C:Eu com 6mol% e 3mol% de Eu. Para efeitos comparativos, nesta fase do
estudo foi analisada a amostra de hidroxiapatita com 3mol% de Eu para investigar possivel

supresséo de luminescéncia devido a concentragao.
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A supressdo de luminescéncia promovida por excesso de concentracéo de ion dopante
é bem conhecida na literatura °°°'! e consiste na possibilidade da transferéncia de energia néo
radiativas entre niveis eletrdnicos ressonantes dos ions terra raras proximos. Este processo
aumenta a migracdo dos sitios com estados excitados dentro da matriz hospedeira, portanto é
aumentada a possibilidade da energia de excitacdo ser liberada por um sitio que favorece o
decaimento néo radiativo com decréscimo da intensidade luminescente.

A figura 4.37 (b) da emisséo das amostras de hidroxiapatita dopadas com 3 mol% e 6
mol% de Eu revela que a intensidade relativa da luminescéncia é aparentemente aumentada
para concentracGes de 6mol% de Eu. Entretanto uma ressalva tem que ser feita: apesar das
medidas de fotoluminescéncia das duas amostras serem obtidas sob mesma geometria de
medida, a area de amostra irradiada e o volume emitido ndo foi 0 mesmo entre as amostras e
isto dificulta a comparagéo direta das intensidades da luminescéncia. E bem aceito na literatura
(96971 que concentragdes de Eu proximas a 5 mol% na hidroxiapatita promovem o melhor
rendimento luminescente, sendo os efeitos de supressdo de luminescéncia observados para
concentragdes superiores a 6 mol%.

Ainda é observado na figura 4.37 (b) as linhas de emissdo devido a transi¢des °Do 2'F;
para J=0,1,2,3 e 4 do Eu®" com excitacdo em 393 nm a temperatura ambiente. Geralmente a
transicdo entre o principal nivel emissor e o fundamental °Do='Fo é de paridade proibida pela
regra de selecdo de Laport e ndo é degenerada, ou seja ndo se desdobra em qualquer simetria
do centro luminescente. Entretanto dependendo da simetria do sitio ( Cs, C1, Cz....) que 0 Eu®*
ocupe a proibico de paridade sera parcialmente proibida e a transicdo forcada °Do='Fo de
dipolo elétrico 574-580 nm podera ser observada em fracas linhas de emissdo'*’!. Este fato se
deve por ndo haver centro de inversdo no sitio de Eu®*, ou seja, o Eu®* esta em local com baixa
simetria e o campo cristalino ligante formado entre ion central, Eu, e primeiros vizinhos atua
de forma ndo homogénea misturando os estados eletronicos de paridade oposta 4f"'5d dentro
dos niveis configuracionais 4f" . A transicdo *Do=>'Fo de dipolo elétrico forgada é um indicio
de baixa simetria do Eu®", ja que ela ndo é degenerada mas em ambientes de baixa simetria tem
sua intensidade aumentada pela atuacdo do campo cristalino ligante que mistura os estados
eletronicos de diferentes momentos angulares totais J mas com mesmo S e L °Y,

E sabido que a hidroxiapatita possui dois sitios de Ca com simetrias locais diferentes: a
primeira é a simetria do sitio Ca(1) com simetria molecular triangular C3 que apresenta uma

relativa alta simetria local, apesar dos modelos de EXAFS propostos na secdo anterior
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revelarem que o sitio de Ca (1) seja formado por prisma triangular distorcido. A segunda
simetria do Ca esta nos sitio de Ca(2) com centro de simetria monoclinica Cs de baixa simetria.
O sitio de incorporagdo do Eu®* em Ca(1) apresenta uma alta simetria se comparada com o0s
sitios de Ca(2) conforme resultado comprovado pelos modelos de EXAFS. Segundo estudos da
literatura °°°°! a presenca de um Gnico pico referente a transi¢do °Do='Fo € um indicio de que
o Eu®* ocupa apenas um sitio sem centro de inversdo na rede hospedeira. Entretanto, no recorte
da figura 4.37 para comprimento de onda 560-580 nm é percebido uma assimetria na regido da
transicdo Do ='Fo e isto sugere que o Eu®" estd em dois ou mais ambientes distintos. Porém,
na amostra dopada com 6mol% de Eu esta transicdo apresenta uma intensidade relativa baixa,
e portanto, isto pode ser o primeiro indicio da simetria ao redor do fon Eu®* pode ser

relativamente alta como a encontrada no sitio de Ca(1).
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Figura 4.37— Espectros de excitacdo (a) e emissdo (b) das hidroxiapatitas para concentragdes de

6mol% e 3mol% de Eu®* .
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De acordo com a regidao de 560 nm a 580 nm do espectro de emissdo da amostra HAP-
C:6%Eu a transicdo °Do—='Fo apresenta picos localizados a 574 nm e 577 que indica o Eu*
em Ca(2) e Ca(1) respectivamente, como reportado por estudos de Gaft et al,2005"°° para
apatitas luminescentes. O resultado mostra que o pico em 577 nm é mais intenso que o pico 574
nm, isto é uma indicagdo que o fon Eu®* prefere ocupar o sitio de Ca(1) ao invés do Ca(2) na
hidroxiapatita. Estudos de °°°/ ainda revelam que a substituicdo de Eu®* em Ca(l) é
dependente do tamanho das particulas de hidroxiapatitas. Quanto menor for as particulas maior
a probabilidade da substituicdo Eu** em Ca(1) ocorrer. Conforme visto na sesséo de SEM-FEG
e SAXS as particulas de hidroxiapatitas investigadas nesta tese apresentaram tamanhos
nanométricos. Vale apena ressaltar que, a discussao dos resultados de fotoluminescéncia sobre
o sitio de incorporagdo do Eu®*" na hidroxiapatita concorda com os resultados dos ajustes de
EXAFS e, portanto, pode-se afirmar com razoavel precisdo que a preferéncia de incorporacdo
do Eu®* na hidroxiapatita acontece no sitio de Ca(1).

Em relacdo as amostras porosas HAP-ACCA:6%Eu e HAP-ACPO:6%Eu preparadas
com molde Amido-CTAB tém o espectro de fotoluminescéncia representado na figura 4.38
para excitacdo a 391 nm. A diferenca entre as amostras estd justamente na ordem de
gotejamento das solugdes fontes de Ca?* e PO4>. Durante a reagio de precipitacio da amostra
HAP-ACPO:6%Eu a solucdo ion fonte de PO4* entra em contato inicialmente com solugdo de
120mM de C16TAB e posteriormente com solucéo gotejada de Ca2*. Os possiveis efeitos desta
interacdo inicial entre POs> e C16TAB ja foram descritas nas se¢des de USAXS para obtencéo
uma estreia distribuicdo de tamanho de poros, uniporosidade, e EXAFS nas borda k do P para
investigacdo da ordem local e simetria dos primeiros vizinhos do atomo alvo P.

Apesar dos espectros de fotoluminescéncia da figura 4.38 (b) apresentarem as mesmas
transicdes ja observadas na amostra controle, HAP-C:6%Eu, 0s espectros das duas amostras
preparadas com molde Amido-CTAB revelaram diferentes perfis de intensidade relativa da
luminescéncia. Esta diferenga entre os espectros é percebida na regido das transi¢oes de dipolo
magnético °Do=>'F1 (585- 600 nm) e dipolo elétrico °Do=>'F2 (610-625 nm) de AJ=2. As
transicOes 4f de dipolo magnético permitidas pela regra de Laporte apresentam intensidade
baixas e sdo pouco sensiveis ao ambiente do campo cristalino. Ou seja, ela € pouco afetada pela
simetria dos primeiros vizinhos ao Eu*. Por esta razio a intensidade desta transicao € utilizada
como referéncia de intensidade relativas para outras transicdes “°!. Analise da intensidade

relativa em termos areas relativas sobre os picos das transi¢oes °Do ='F1 e °Do ='F, pode render
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informagbes sobre a simetria envolvidas no sitio de eurdpio %, sendo possivel definir uma

razdo de assimetria pela equacéo 4. 5.

Rii= I( ;‘Dov‘:F:) (4.5)
1(°De=2"I})

A razdo de assimetria Ro1 segue da evolucdo a transicio °Do='F2 que é de dipolo
elétrico e sensivel ao campo cristalino entre o Eu e ligantes vizinhos. O parametro Ry; €
inversamente proporcional a simetria da vizinhanca do sitio de Eu. Para Rz: diminuir é
necessario que a transicdo °Do>'F2 seja menos intensa em relagdo a transigdo °Do ='F1. Isto
s acontece para o fato da simetria dos vizinhos de Eu®* aumentar, ja que a transi¢do °Do >'F2
é fracamente observada ou ausente quando o ion se encontra em ambientes com centro de
inversdo, alta simetria [“°°°!, No espectro de emissdo, figura 4.38 (b) a amostra HAP-
ACPO:6%Eu apresenta a maior razdo de assimetria, R2i- nap-acroe%ey = 1,92 € Roi- Hap-
Accasweus = 1,74, logo o fon Eu®* na amostra HAP-ACPO:6%Eu esta em ambiente com menor
simetria que na amostra HAP-ACCA:6%Eu. Para efeitos comparativos, a razdo de assimetria
da amostra controle, HAP-C:6%Eu representada na figura 4.37, calculada em termos de areas
relativas foi de R21- Hap-c:e%eu = 1,68. Ou seja, com este Ultimo dado € possivel perceber que o
surfactante C16 TAB na concentragcdo de 120mM promove uma diminuicdo de simetria préximo

ao sitio do ion Eu®*,
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Figura 4.38— Espectros de excitagdo (a) e emissdo (b) das hidroxiapatitas preparadas com

molde para porosidade de Amido-CTAB e dopadas com 6mol% de Eu**.
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Essas sdo informacgdes de que a ordem de gotejamento regular entre as solucGes de
partida de Ca®" sob solugBes de PO,> aliada a presenca de 120mM de CisTAB favorece a
desordem da simetria local do sitio hospedeiro do Eu®*, que neste caso € o sitio de Ca (1). Como
nos resultados discutidos nas secOes anteriores, mais uma vez a relacdo entre ordem de
gotejamento das solugdes e C16TAB interferem na formagé&o da rede cristalina da hidroxiapatita.

Mapeando o perfil da luminescéncia das transi¢des eletronica do Eu na hidroxiapatita
porosa é possivel conhecer o potencial deste fon TR** como sonda luminescente na regi&o do
vermelho no espectro visivel. Para um sistema nanocarreador luminescente de farmaco,
dependendo da distribuicdo dos niveis energéticos do farmaco escolhido ele pode intensificar a
luminescéncia do Eurdpio, via efeito antena, quando esta proximos a sitios de Eu®* ou suprimir
a luminescéncia se os niveis energéticos encontrados no Eu®* sdo ressonantes com alguns
subniveis do farmaco escolhido, e assim, ha transferéncia de energia e o decaimento néo
radioativo ao estado fundamental € favorecido. Nesta ultima situacdo quando o farmaco é
liberado a intensidade dos ions Eu®" sdo aumenta, e assim, emitindo uma luminescéncia
caracteristica no vermelho. Por este motivo, é proposto nesta tese que o0s sistemas de
hidroxiapatita porosas com Eu* tem grande potencial para indicar a liberagdo de farmacos e
podem ser usados em tratamentos cutaneos, como cancer de pele. Para estudos futuros fica a
tarefa de investigar a relacdo da luminescéncia entre farmaco escolhido e Eurdpio, bem como,

a dosagem de librac&o in situ do farmaco em funcéo da luminescéncia do Eu*.

4.6 Resultados de Citotoxicidade das amostras

Os resultados do teste de citotoxicidade pelo método MTT com gréaficos que ilustram a
porcentagem de viabilidade celular estdo representados na figura 4.39. Para o teste de avaliacdo
da biocompatibilidade dentre os sistemas de fosfatos de célcio foram escolhidas as amostras
controle preparadas sem nenhum molde organico: HAP-C e 3-TCP-C, como também as amostra
B-TCP-ACPO, HAP-ACPO:3%Eu®* e HAP-ACPO:6%Eu®* dopadas com 3 mol% e 6mol% de
Eurdpio. Estas duas ultimas foram escolhidas para avaliar a biocompatibilidade das amostras
dopadas com Europio, bem como, se concentracdo de eurdpio utilizado no estudo € toxica as
celulas. Vale a pena ressaltar que, todas estas amostras tiveram a mesma ordem de gotejamento

da reacdo de precipitacio, ou seja solucio fonte de Ca?* sob solugdo de P.
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Como ja era esperado as amostras controle de hidroxiapatita e 3-TCP apresentaram
pouca flutuacdo na porcentagem de sobrevivéncia celular em funcdo da variacdo da
concentracdo de pd depositada sob o meio de cultura celular. Este resultado sugere que as
amostras controle apresentam 6tima biocompatibilidade com as células avaliadas. A amostra [3-
TCP-ACPO apresentou uma flutuagdo um pouco maior na taxa de sobrevivéncia celular dentre
as cinco amostras avaliadas. Mas considerando os intervalos das barras de erro pode-se afirmar
que esta amostra também apresenta boa biocompatibilidade a células humanas e pode ser

futuramente empregado em testes in vivo de citotoxicidade.

Por sua vez, as amostras HAP-ACPO:3%Eu* e HAP-ACPO:6%Eu* apresentaram
comportamento da taxa de sobrevivéncia idénticas e bem proximos aos apresentados para a
amostra controle HAP-C. Este resultado sugere duas analises: (i) que a adi¢do do molde Amido-
CTAB na rota de sintese destas amostras ndo alterou a biocompatibilidade do sistema e (ii) a
dopagem com diferentes concentracdes de Eurdpio ndo acrescentou efeitos de toxidade a
hidroxiapatita, mesmo dobrando a concentracdo do dopante a taxa de sobrevivéncia
permaneceu proxima de 100%. Este 6timo resultado sugere que todas as amostras produzidas

de hidroxiapatita apresentam excelente biocompatibilidade celular in vitro.

Portanto, este resultado agrega novos valores aos estudos de Luminescéncia e de
incorporacéo do ion Eu®" desenvolvidos nesta tese. Na qual, pdde-se comprovar a vinculagio
do Europio atuando como uma sonda luminescente na hidroxiapatita sem afetar a sua principal
caracteristica: biocompatibilidade em meio celular. Este resultado fecha os estudos
apresentados na presente Tese e proporciona aos sistemas de fosfato de célcio porosos
desenvolvidos um viés tecnoldgico para concretizacdo da quinta geracdo de bioceramicas
porosas, ceramicas de excelente biocompatibilidade que aliam em um U(nico sistema a
hierarquia de porosidade e sonda luminescente para indicar possivel liberacdo de farmacos in

situ.
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CONCLUSOES

Todas as abordagens dos resultados apresentados e discutidos nesta tese tiveram como
perspectiva principal a producao e caracterizagdo estrutural de fosfatos de calcio com hierarquia
de porosidade obtida pelo desenvolvimento inédito de um molde proveniente da combinacao
de um biopolimero, amido de milho, e surfactante C1sTAB. As principais conclusdes podem

ser resumidas nos itens a baixo:

Foi comprovado por XRD de que a rota de co-precipitacdo adotada produz fosfatos de
calcio cristalino nas fases desejadas e foram observadas variacdes qualitativas nas dimensdes
dos cristalitos alternando a natureza idnica da solucdo de gotejamento e do tipo de molde
organico empregado. Apesar da adi¢cdo dos moldes organicos propostos para formacao de poros,
ndo foram observadas fases adjacentes a hidroxiapatita. Entretanto, foi verificado por XRD que
no B-tricalcio fosfato, o0 molde Amido-CTAB promove a formacao de fases adicionais, como a
hidroxiapatita carbonatadas e pirofosfatos de célcio. As analises de FT-IR revelaram que o
tratamento térmico a 450°C/4h para consolidacdo da fase mineral da hidroxiapatita é suficiente

para promover a extra¢do dos moldes organicos usados.

As micrografias por SEM-FEG forneceram informacgfes que foram posteriormente
comprovadas nos experimentos de SAXS/USAXS, tais como, a rota de co-precipitacdo
promove aglomeracdo de particulas com morfologia de particulas distorcidas que apresentam
razdo de aspecto condizente com esferoides para amostra controle ou bastonetes cilindricos nas
amostras obtidas na presenca de micelas de C16TAB. Entretanto, somente o C16TAB néo foi
suficiente para produzir poros ordenados nas amostras de hidroxiapatita. Enquanto que o molde
de distribuicdo lamelar formado da combinagdo entre amido e 120mM CisTAB formou na
hidroxiapatita uma distribui¢do de poros em trés dimensdes (3D) com hierarquia de poros com
tamanhos entre = 2um a 40nm, que corresponde ao intervalo de meso a macroporos, de acordo
com a classificagdo da IUPAC, e que era um dos objetivos desta tese. Vale ressaltar que a
proposta do molde do combinado organico de 4 g de amido e 120mM de C1sTAB apresentada
neste trabalho € inédito e que, a partir dele, pode-se obter porosidade na hidroxiapatita. Para o
B-tricélcio fosfato ndo foi possivel notar a eficiéncia do molde Amido-CTAB na formacédo da
mesoporosidade ordenada devido a alta temperatura de calcinacdo a 800°C e coalescéncia das
particulas. Mas para o B-tricalcio produzido com 4g de amido foi percebido a formacéo de poros
na escala micrométria que podem ser aplicadas como scaffolds na medicina de regeneracéo de

tecidos.
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Os resultados de SAXS comprovaram que as particulas estdo fortemente aglomeradas,
com geometria de esferoides e bastonetes cilindricos para diferentes razdes de aspecto entre as
dimens@es. A dopagem com Eurdpio provocou um crescimento dos centros espalhadores que
pode ser um indicio de maior tamanho de particulas. O molde combinado organico de Amido-
CTAB apresentou distribuicdo lamelar bem definida. Uma concluséo importante dos resultados
de SAXS e que combina com a analise por SEM-FEG foi de que somente o molde de 30 mM
de C16TAB ndo foi capaz de promover a mesoporosidade almejada na hidroxiapatita. Poucos
trabalhos na literatura reportam estudos de fosfatos de calcio por SAXS. Neste sentido, outro
resultado inédito apresentado nesta tese se refere a utilizacdo da técnica de USAXS na
investigagdo da porosidade em fosfatos de calcio.

Com as analises dos resultados experimentais de USAXS observou-se gque a porosidade
foi obtida somente com adicdo de amido de milho a rota de co-precipitacdo, enquanto que o
ordenamento dos poros encontrados na hidroxiapatita é local. A hierarquia de porosidade com
meso e macroporos esta mais presente na amostra HAP-ACCA enquanto que a menor
distribuicdo de tamanhos de poros foi alcancada para ordem de precipitacdo usual das solucdes
fontes de Ca?* sob a solugdo com PO4*. Logo, este resultado inédito comprova que a simples
alteracdo da ordem de precipitacdo entre os reagentes provoca mudangas significativas da
distribuicdo de tamanho de poros da hidroxiapatita. Este conhecimento de quais parametros da
rota de sintese altera a propriedade final em estruturas de hidroxiapatitas é de mais valia para
desenvolvimento de produtos como nanocarreadores de farmacos baseados em poros de

hidroxiapatita.

Em relacdo aos resultados de XAFS ha constatacdo da incorporacdo de Eu com valéncia
3+ na matriz cristalina da hidroxiapatita, assim como, os sinais de EXAFS revelaram que o
dopante assume coordenacdo VI semelhante ao ambiente encontrado no Eu203. Com 0s ajustes
dos modelos de incorporagio propostos foi possivel determinar que o Eu®* prefere o sitio de
Ca(l) do que Ca(2) com a formagdo de O;' (oxigénio intersticial) como mecanismo de
compensacao de carga local na hidroxiapatita. Esta preferéncia de incorporacdo foi confirmada
tanto para amostras produzidas com 30mM de C16TAB quanto com 4 g de amido mais 120mM
C16TAB. Os resultados de EXAFS revelaram que o surfactante C16 TAB impGe uma compresséo
local sentida nos sitios de P na rede da hidroxiapatita. Este fato é devido ao deslocamento de
sitios Ca na direcéo de sitios de P, bem como, alteracfes no fator de desordem estrutural para

as esferas de coordenacao proximas aos sitios de fosfato.



123

Os espectros de fotoluminescéncia do Eu®" na hidroxiapatita revelaram um bom
rendimento luminescente para concentracGes de dopagem de 6mol%, como também ha uma
tendéncia de incorporacgédo do ion dopante pelo sitio de Ca(1). A ordem de gotejamento entre
as solugdes fontes de Ca®* e PO,* aliada a presenca de 120mM de CisTAB promove a

diminuic&o da simetria local em torno do sitio hospedeiro de Eu®".

Para o devido desfecho dos estudos realizados nesta tese, os resultados de citotoxicidade
in vitro confirmaram a biocompatibilidade da hidroxiapatita e de B-TCP. As amostras
apresentaram excelentes taxas de sobrevivéncias em meio de cultura celular. A dopagem com
6mol% de Eu®* ndo afetou a caracteristica biocompativel da hidroxiapatita. Tornando assim,
este sistema apto a seguir para proximas etapas de desenvolvimento de um produto final visando
aplicacdo no tratamento de cancer de pele com dosagem controlada, ja que alia em um Gnico

sistema trés caracteristicas: porosidade, luminescéncia e biocompatibilidade.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Serdo citados a seguir as perspectivas para estudos futuros com o intuito da continuidade

de pesquisa visando futuros resultados pertinentes para o tema da presente tese.

(1) Aprimoramento da rota de sintese para beneficiar a ordenacao e consolidacao de hierarquia
de porosidade em amostras de B-TCP. Nesse sentido, poderdo ser testadas novas
estequiometrias e/ou adicdo de um terceiro composto, por exemplo um polimero denso, no

molde organico Amido-CTAB com as caracteristicas desenvolvidas;

(2) Estudo guantitativo de XRD com analises de refinamento de Rietveld das nanoparticulas de

fosfatos de calcio em funcdo dos moldes de porosidade;

(3) Estudo da interface porosa ordenada do arranjo das particulas das amostras de fosfatos de
calcio por adsorcdo de nitrogénio (N2) da area superficial obtidas por BET, por exemplo

conhecer o volume total de poros das amostras;

(4) Efetuar uma analise quimica por EDS (Espectroscopia de Energia Dispersiva) da

constituicdo de algumas estruturas detectadas sob a superficie das particulas de hidroxiapatita;

(5) Comprovar por experimentos de SAXS em solucdo a 74°C a formacdo de estruturas micelar
de C16TAB, bem como, sua ordenagdo em meio reativo durante a co-precipitacdo dos fosfatos
de célcio;

(6) Investigar a relagdo da luminescéncia entre farmacos e Eurdpio, bem como, conhecer os
processos fisicos envolvidos e a dosagem de libracdo in situ do farmaco em funcdo da
luminescéncia do Eu®* através do desenvolvimento de aparatos experimentais para observagio

da liberacdo de farmaco em fluido bioldgico simulado;

(7) Conhecer a taxa de degradacdo em meio de fluido bioldgico simulado dos fosfatos de calcio

biocompativeis carreadores de farmaco e realizacdo de estudos in vivo sob a epiderme.
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APENDICE A

Neste apéndice é discutido a relagcdo entre o espalhamento incoerente e o angulo de
espalhamento para experimentos de raios X a baixos angulos. Se um feixe de elétrons com onda
associativa de amplitude Ao e comprimento de onda 4 interage diretamente com um campo
eletrostatico de um atomo a onda espalhada tera amplitude Ao igual a equacao (A-1), onde F é

o fator de espalhamento para elétrons.
As = Const.Ay. F (A-1)

O fator de espalhamento pode ser achado pela equagdo (A-2), onde Z é o nimero
atomico, f é o fator de espalhamento do atomo para raios X de mesmo comprimento de onda A

e 0 o angulo de espalhamento.

F = LZ (A-2)

.1
sin>60

2
<4TL’ n )

Coeréncia para onda significa que a amplitude é sempre adicionada e a intensidade é

dada pela raiz quadrada absoluta da amplitude. Portanto, a equacdo (A-1) pode ser representada

pela equacdo (A-3) da intensidade Is espalhada pelo atomo isolado:

I, = A% = Const. I F? (A-3)

Em adicéo a esta condi¢do, em termos matematicos, a intensidade incoerente é achada
subtraindo a intensidade coerente do total da intensidade de espalhamento de um elétron livre
pela formula de Thomson. Logo, a intensidade incoerente é proporcional ao fator de
espalhamento para elétrons (F): com ls incoerente o0 1-F2. O fator de espalhamento para os elétrons
decresce quando o angulo de espalhamento aumenta conforme equagdo (A-2). No caso, F? ira
ter um valor maximo de 1 para o minimo angulo de espalhamento 6=0 quando todas as ondas
estiverem em fase e com maxima intensidade de espalhamento. Entretanto, quando 6>1 0
fator F2 > 0 e o espalhamento incoerente, A#Xo, sera predominante. Logo, espalhamento
incoerente aumenta com o angulo de espalhamento que por sua vez aumenta com o vetor de

espalhamento conforme q = (4n/A). sen 0.
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APENDICE B

A seguir neste apéndice seré detalhado os procedimentos adotados para o tratamento dos
dados experimentais na modelagem e ajustes do modelos para representar a dopagem do Eus*.
Os dados experimentais brutos foram obtidos nas linhas de XAFS do LNLS com energia
sintonizada em torno da borda de absor¢do Ls do Eu®**, em aproximadamente 6.977 eV,
operando no modo de fluorescéncia. Utilizamos o software Athena para iniciar o tratamento
dos dados. Nessa fase temos a pretensao de transformar os dados experimentais em u(E) para

dados representados por y (k) atraves da seguinte rotina:

1 - Obtemos p(E) darelagdo entre a intensidade lo de um feixe monocromatico incidente

a amostra e | do feixe atenuado pela amostra:
1
H(E)x = —In(;)
0
2- Atribuimos uma fungdo de pré-borda e pos-borda lisa para eliminar qualquer

background instrumental e absorcao de outras bordas que ndo sejam da borda Lz do Eu;

3- Normalizamos u(E) para representar a curva de absor¢do no intervalo de 0 a 1 para

estimar o passo da borda Ap(E);

4- Identificamos a posicdo da borda de energia Eo através do maximo valor da primeira
derivada d u(E)/dE;

5- Na regido de p6s-borda ndo possuimos as medidas de p,(E), logo podemos aproximar
uma funcao bem suave : uma spline polinomial que passa bem suavemente entre as oscilacfes
de u(E);

6 - Remover o background instrumental através da funcdo aproximada e atribuida a

1o (E) para isolar o sinal das oscilacdes de XAFS.

7- Representar as energias E em espaco k através: k = /Zm‘f(h%m

8- Estabelecemos o peso k? como fator multiplicativo do sinal de XAFS de y(k) ;

9- Através da Transformada de Fourier isolamos as oscilagces de k%y(k) para
determinadas esferas de coordenacgéo de interesse que sdo formadas por diferentes grupos de

atomos e obtemos o sinal representado por y(r) no espago-r.;
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10- Para certificarmos que a Transformada de Fourier de y(k) para y(r) leve em
consideracdo apenas as oscilacdes de y (k) das esferas de coordenacdo de interesse e ndo gere

artefatos, atribuimos uma funcéo janela do tipo welch aos dados experimentais;

11- Consideramos em nosso estudo o fator Rokg= 1,2 para melhorar o perfil dos picos do

sinal de y(r);

12 - Apos esses tratamentos do dado experimental obtemos os valores dos fatores fi(k),
¢; (k) que servirdo de base na modelagem para determinar os ajustes nos parametros Nj, Ri, e
i

Os modelos possiveis de Eugq, e Eucg, foram criados software Artemis e esses
modelos foram criados baseando-se na estrutura "perfeita” de hidroxiapatita obtida de estudos
de Andrade e colaboradores (2004) [““I na qual foi proposto que uma pequena parcela dos sitios
de Ca (1) e Ca(2) foram substituidos por atomos de Eu. Também no software Artemis esses
modelos foram ajustados aos dados experimentais previamente tratados com a rotina
descriminada nesse apéndice. Na rotina de ajustes foram considerados: (i) a ndo correcdo de
fase, (ii) ajustes simultdneos no espaco k e r , (iii) contribuicGes até a quarta esfera de
coordenacdo através da delimitacdo de trajetos de retroespalhamento do fotoelétron com r
inferior a 4,4 A. Os softwares Artemis e Athena pertencem aos codigos livres do pacote
IFEFFIT v. 8 [%¢1 | A seguir é mostrado os dados de entrada do arquivo FEFF.inp gerados para

0s modelos Eucg, € Eucq, € que serdo a base dos ajustes desses modelos sobre os dados da

curva experimental das amostras de hidroxiapatita dopadas com eurépio.

Arquivo de entrada FEFF.inp gerado para o padrao da hidroxiapatita de referéncia (rede
perfeita) de Andrade e colaboradores (2004) [/ para o atomo absorvedor Ca(1) e Ca(2) e

primeiros vizinhos.

* The following crystallographic data were used:
* title Apatite-(CaOH) Pentacalcium tris(phosphate(V)) hydroxide Ca5 (P 04)3 (O H)
* title de Andrade, A.V.C.
* title Synthesis and crystal phase evaluation of hydroxylapatite using the Rietveld
* space = P 63/m
*a= 9.39830 b= 939830 ¢=6.86770
*alpha= 90.0 beta = 90.0 gamma= 120.0

*core= Cal edge = K



* atoms
*lelem X y z tag occ
* Ca 0.66670 0.33330 0.00260 Cal 1.00000

* Ca 0.25430 0.00840 0.25000 Ca2 1.00000

* P 0.36900 0.39950 0.25000 P1 1.00000
* O 048500 0.32650 0.25000 O1 1.00000
* O 0.46360 0.58860 0.25000 O2 1.00000
* O 0.25740 0.34300 0.06900 O3 1.00000
* O 0.00000 0.00000 0.20500 O4 0.50000
* H 0.00000 0.00000 0.05100 H1 0.50000

HOLE1 1.0 * CaKedge (4038.50 eV), second number is S0"2
* mphase,mpath,mfeff,mchi
CONTROL 1 1 1 1
PRINT 1 0 0 O
RMAX 7.55447
*CRITERIA curved plane
*DEBYE temp  debye-temp
NLEG 4
POTENTIALS
* jpot Z element

0 20 Ca

1 20 Ca

ATOMS * this list contains 161 atoms
* X y z ipot tag distance
0.00000 0.00000 0.00000 0 Cal 0.00000

-0.05562 1.67525 1.69907 301_1 2.38671
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1.47862

-1.42300

0.63540

-1.69566

1.06026

2.63438

-2.01634

-0.61803

-2.46481

2.17451

0.29030

0.00000

0.00000

0.53854

-2.96130

2.42276

0.07868

-3.40977

3.33109

3.35632

-2.64469

-0.71163

-0.64327

3.42469

-2.78142

2.63438

-2.01634

-0.61803

-3.73045

2.07766

1.65279

-0.78946 1.69907 301 1
-0.88579 1.69907 301 1
159113 -1.73478 302_1
-0.24530 -1.73478 302_1
-1.34584 -1.73478 302_1
0.80731 -0.49173 303_1
1.87778 -0.49173 303_1
-2.68509 -0.49173 303_1
1.08785 -1.73478 2P1_1
1.59066 -1.73478 2P1 1
-2.67852 -1.73478 2P1_1
0.00000 3.39814 1Cal 1
0.00000 -3.46956 1Cal 2
3.10849 1.69907 2P1_2
-1.08785 1.69907 2P1_2
-2.02063 1.69907 2P1_2
3.89184 0.45602 3 0O3_2
-1.87778 0.45602 3 O3_2
-2.01406 0.45602 3 0O3_2
1.11605 1.69907 1 Ca02_1
2.34864 1.69907 1 Ca02_1
-3.46468 1.69907 1 Ca02_1
3.58310 -1.73478 1Ca02_2
-1.23447 -1.73478 1 Ca02_2
-2.34864 -1.73478 1 Ca02_2
0.80731 -2.97783 303_3
1.87778 -2.97783 3 03_3
-2.68509 -2.97783 3 03_3
0.24530 1.69907 302_2
3.10802 1.69907 3 02_2

-3.35331 1.69907 302_2

2.38671

2.38671

2.43821

2.43822

2.43822

2.79884

2.79884

2.79883

3.20440

3.20440

3.20440

3.39814

3.46956

3.58324

3.58323

3.58323

3.91926

3.91925

3.91925

3.92394

3.9239%4

3.92393

4.03260

4.03260

4.03260

4.05699

4.05699

4.05699

4.10649

4.10649

4.10649
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-4.00311 0.88579 -1.73478 301_2 4.45185
2.76867 3.02390 -1.73478 301 2 4.45185
1.23444 -3.90969 -1.73478 301_2 4.45185
END

* The following crystallographic data were used:

* title Apatite-(CaOH)

* title de Andrade, A.V.C.

Pentacalcium tris(phosphate(V)) hydroxide Ca5 (P 04)3 (O H)

*title Synthesis and crystal phase evaluation of hydroxylapatite using the Rietveld

* space = P 63/m
*a= 9.39830 b=

*alpha= 90.0 beta =

*core= Ca2 edge =
* atoms
*lelem X y z tag

* Ca 0.66670 0.33330 0.00260 Cal

* Ca 0.25430 0.00840 0.25000 Ca2

* P 0.36900 0.39950 0.25000 P1

* O 0.48500 0.32650 0.25000 O1

* O 0.46360 0.58860 0.25000 O2

* O 0.25740 0.34300 0.06900 O3

* O 0.00000 0.00000 0.20500 O4

* H 0.00000 0.00000 0.05100 H1

c= 6.86770

gamma= 120.0

1.00000
1.00000
1.00000
1.00000
1.00000
1.00000
0.50000

0.50000

HOLE1 1.0 * CaKedge (4038.50 eV), second number is SO0*2

* mphase,mpath,mfeff,mchi
CONTROL 1 1 1 1
PRINT 1 0 0 O
RMAX 7.55447
*CRITERIA curved plane
*DEBYE temp debye-temp

NLEG 4
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POTENTIALS

* ipot Z element

0 20

1 20

ATOMS

* X

0.00000

0.09360

0.09360

2.36443

-2.00142

0.79031

0.79031

-0.71136

-2.00142

-2.00142

1.25018

-2.00142

-2.00142

-2.24967

-2.69813

-2.69813

3.13439

2.19025

1.00193

1.00193

-2.00142

Ca

Ca

y zZ

0.00000

0.77959

0.77959

0.11137

-1.23447

-2.04178

-2.04178

2.57889

-1.23447

-1.23447

-2.82513

-1.23447

-1.23447

2.37683

1.58690

1.58690

1.44405

2.67523

0.78617

0.78617

-1.23447

* this list contains 164 atoms

ipot tag distance

0.00000 0 Ca2
2.19080 303 1
-2.19080 3 03_1
0.00000 302_1
0.30905 3 04 _1
1.24305 303 2
-1.24305 3 03 2
0.00000 301 1
1.36667 4 H1 1
-1.36667 4 H1_1
0.00000 2 P1_1
2.06718 4 H1 2
-2.06718 4 H1_2
0.00000 2 P1_2
1.24305 303 3
-1.24305 3 03_3
0.00000 2 P1 3
0.00000 301 2
3.43385 2P1 4
-3.43385 2P1 4

3.12480 304 2

0.00000

2.32726

2.32726

2.36705

2.37173

2.51766

2.51766

2.67520

2.71981

2.71981

3.08939

3.13095

3.13095

3.27266

3.36799

3.36799

3.45104

3.45746

3.66241

3.66241

3.91075
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-2.00142

0.71163

0.71163

2.78929

1.94607

1.94607

3.42496

3.42496

-4.07121

-1.93305

-2.06979

0.06837

-2.06979

0.06837

0.65602

1.77190

1.77190

-2.00142

-2.00142

END

-1.23447

3.46468

3.46468

-2.82560

-0.44501

-0.44501

-1.23462

-1.23462

-0.11842

-3.58498

1.11605

-2.35051

1.11605

-2.35051

-4.25837

2.11885

2.11885

-1.23447

-1.23447

-3.12480 304 2
1.69907 1 Cal_1
-1.69907 1 Cal_1
0.00000 3 02_2
3.43385 301 3
-3.43385 301 3
1.73478 1Cal 2
-1.73478 1 Cal_2
0.00000 1 Ca2_1
0.00000 1 Ca2_1
3.43385 1 Ca2_2
3.43385 1Ca2 2
-3.43385 1 Ca2_2
-3.43385 1 Ca2_2
0.00000 301 4
3.43385 302 3
-3.43385 302 3
3.74290 304 3

-3.74290 304_3

3.91075

3.92393

3.92393

3.97041

3.97197

3.97197

4.03288

4.03288

4.07293

4.07293

4.16184

4.16184

4.16184

4.16184

4.30861

4.40687

4.40687

4.42028

4.42028
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Arquivo de entrada FEFF.inp gerado para simulacdo dos modelos de incorporacdo do

Eu na hidroxiapatita para Eu’ca) e EU’ca@) para os primeiros vizinhos.

* The following crystallographic data were used:

* title
* title

* title

*alpha =

*core =

Apatite-(CaOH)

de Andrade, A.V.C.

Synthesis and crystal phase evaluation of hydroxylapatite using the Rietveld

* space = P 63/m

9.39830

90.0

Eu

b= 9.39830 c=
beta = 90.0 gamma =
edge = L3

Pentacalcium tris(phosphate(V)) hydroxide Ca5 (P 04)3 (O H)

6.86770

120.0
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* atoms
*lelem X y z tag occ
* Ca 0.66670 0.33330 0.00260 Cal 0.99999

* Ca 0.25430 0.00840 0.25000 Ca2 1.00000

* P 0.36900 0.39950 0.25000 P1 1.00000

* O 048500 0.32650 0.25000 O1 1.00000
* O 0.46360 0.58860 0.25000 O2 1.00000
* O 0.25740 0.34300 0.06900 O3 1.00000
* O 0.00000 0.00000 0.20500 O4 0.50000
* H 0.00000 0.00000 0.05100 H1 0.50000
* Eu 0.66670 0.33330 0.00260 Eu 0.00001

HOLE4 1.0 * EuL3edge (6977.0 eV), second number is S0"2
* mphase,mpath,mfeff,mchi
CONTROL 1 1 1 1
PRINT 1 0 0 O
RMAX 7.55447
*CRITERIA curved plane
*DEBYE temp  debye-temp
NLEG 4
POTENTIALS
* jpot Z element

0 63 Eu

1 20 Ca

ATOMS * this list contains 161 atoms
* X y z ipot tag distance
0.00000 0.00000 0.00000 0Eu 0.00000

-0.05562 1.67525 1.69907 301_1 2.38671



1.47862

-1.42300

0.63540

-1.69566

1.06026

2.63438

-2.01634

-0.61803

-2.46481

2.17451

0.29030

0.00000

0.00000

0.53854

-2.96130

2.42276

0.07868

-3.40977

3.33109

3.35632

-2.64469

-0.71163

-0.64327

3.42469

-2.78142

2.63438

-2.01634

-0.61803

-3.73045

2.07766

1.65279

-0.78946

-0.88579

1.59113

-0.24530

-1.34584

0.80731

1.87778

-2.68509

1.08785

1.59066

-2.67852

0.00000

0.00000

3.10849

-1.08785

-2.02063

3.89184

-1.87778

-2.01406

1.11605

2.34864

-3.46468

3.58310

-1.23447

-2.34864

0.80731

1.87778

-2.68509

0.24530

3.10802

-3.35331

1.69907 301 1
1.69907 301 1
-1.73478 302_1
-1.73478 302 1
-1.73478 302_1
-0.49173 303_1
-0.49173 303_1
-0.49173 303_1
-1.73478 2P1 1
-1.73478 2P1 1
-1.73478 2P1 1
3.39814 1Cal 1
-3.46956 1 Cal_2
1.69907 2P1 2
1.69907 2P1 2
1.69907 2P1 2
0.45602 3 03 2
0.45602 3 03 2
0.45602 3 03 2
1.69907 1 Ca2_1
1.69907 1 Ca2_1
1.69907 1 Ca2_1
-1.73478 1 Ca2_2
-1.73478 1 Ca2_2
-1.73478 1 Ca2 2
-2.97783 303_3
-2.97783 303_3
-2.97783 303 3
1.69907 3 02_2
1.69907 3 02_2

1.69907 302 2

2.38671

2.38671

2.43821

2.43822

2.43822

2.79884

2.79884

2.79883

3.20440

3.20440

3.20440

3.39814

3.46956

3.58324

3.58323

3.58323

3.91926

3.91925

3.91925

3.92394

3.92394

3.92393

4.03260

4.03260

4.03260

4.05699

4.05699

4.05699

4.10649

4.10649

4.10649
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-4.00311 0.88579 -1.73478 301_2 4.45185

2.76867 3.02390 -1.73478 301 2 4.45185

1.23444 -3.90969 -1.73478 301_2 4.45185
END

* The following crystallographic data were used:

* title Apatite-(CaOH) Pentacalcium tris(phosphate(V)) hydroxide Ca5 (P 04)3 (O H)

* title de Andrade, A.V.C.

* title Synthesis and crystal phase evaluation of hydroxylapatite using the Rietveld

* space = P 63/m

*a= 9.39830 b= 9.39830 c= 6.86770
*alpha= 90.0 beta = 90.0 gamma= 120.0
*core= Eu edge = L3

* atoms

*lelem X y z tag occ

* Ca 0.33333 0.66667 0.00260 Cal 1.00000

* O 0.15850 0.48500 0.25000 O1 1.00000
* O 0.58860 0.12500 0.25000 O2 1.00000
* O 0.34300 0.08560 0.06900 O3 1.00000
* P 0.39950 0.03050 0.25000 P1 1.00000

* Ca 0.24590 0.25430 0.25000 Ca2 0.99999

* O 0.00000 0.00000 0.20500 O4 0.50000
* H 0.00000 0.00000 0.05100 H1 0.50000
* Eu 0.24590 0.25430 0.25000 Eu 0.00001

*

HOLE1 1.0 * EuL3edge (6977.0 eV), second number is SO"2
* mphase,mpath,mfeff,mchi

CONTROL 1 1 1 1

PRINT 1 0 0 O

RMAX 6.0

*CRITERIA curved plane
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*DEBYE temp debye-temp
NLEG 4
POTENTIALS

* ipot Z element

0 63 Eu
1 20 Ca
2 80
315 P
4 1 H
ATOMS * this list contains 78 atoms
* X y z ipot tag distance
0.00000 0.00000 0.00000 O Eu 0.00000
0.09360 0.77959 2.19080 2 03_1 2.32726
0.09360 0.77959 -2.19080 2 03_1 2.32726
2.36443 0.11137 0.00000 2 02_1 2.36705
-2.00142 -1.23447 0.30905 204_1 2.37173
0.79031 -2.04178 1.24305 203 2 2.51766
0.79031 -2.04178 -1.24305 203 _2 2.51766
-0.71136 2.57889 0.00000 201_1 2.67520
-2.00142 -1.23447 1.36667 4H1_1 2.71981
1.25018 -2.82513 0.00000 3P1_1 3.08939
-2.00142 -1.23447 -2.06718 4H1_2 3.13095
-2.24967 2.37683 0.00000 3 P1_2 3.27266
-2.69813 1.58690 1.24305 2 03_3 3.36799
-2.69813 1.58690 -1.24305 2 03_3 3.36799
3.13439 1.44405 0.00000 3P1_3 3.45104
2.19025 2.67523 0.00000 201 2 3.45746
1.00193 0.78617 3.43385 3P1 4 3.66241
1.00193 0.78617 -3.43385 3P1_4 3.66241
-2.00142 -1.23447 -3.12480 204_2 3.91075
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0.71161

0.71161

2.78929

1.94607

1.94607

3.42472

3.42472

-4.07121

-1.93305

-2.06979

0.06837

-2.06979

0.06837

0.65602

1.77190

1.77190

-2.00142

END.

3.46473

3.46473

-2.82560

-0.44501

-0.44501

-1.23451

-1.23451

-0.11842

-3.58498

1.11605

-2.35051

1.11605

-2.35051

-4.25837

2.11885

2.11885

-1.23447

1.69907 1 Cal_1
-1.69907 1 Cal_1
0.00000 2 02_2
3.43385 201 3
-3.43385 2 01_3
1.73478 1Cal 2
-1.73478 1 Cal_2
0.00000 1 Ca2_1
0.00000 1 Ca2_1
3.43385 1 Ca2 2
3.43385 1Ca2 2
-3.43385 1 Ca2 2
-3.43385 1 Ca2_2
0.00000 2 O1_4
3.43385 202 3
-3.43385 202_3

3.74290 2 04_3

3.92398

3.92398

3.97041

3.97197

3.97197

4.03264

4.03264

4.07293

4.07293

4.16184

4.16184

4.16184

4.16184

4.30861

4.40687

4.40687

4.42028
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