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Resumo

NOREMBERG, Bruno da Silveira. Sintese e caracterizacdo de beta fosfato
tricalcico dopadas com nanoparticulas de prata. 2014. 47f. Trabalho de concluséo
de curso — Curso de Engenharia de Materiais. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas, 2014.

O estudo apresenta a proposta de obtencédo de um material bioativo e antibacteriano
para a incorporacdo em materiais resinosos da odontologia, a fim de promover uma
regeneracdo 0Ossia com menores riscos de contaminacdo. Para isto, foram
sintetizadas particulas osseocondutaras de beta fosfato tricalcico (B-TCP), um
material ceramico poroso, biocompativel e reabsorvivel que atua como um arcabouco
estimulando o crescimento 6sseo. Com o intuito de minimizar possiveis problemas
pos-aplicacdo destes materiais no corpo humano, se propos a incorporacdo de
particulas antibacterianas. Assim, foram sintetizadas nanoparticulas de prata, um
material notavelmente conhecido pela sua propriedade antibacteriana, as quais foram
impregnadas no B-TCP por duas metodologias de imersdo. Neste trabalho, foi
avaliado a eficiéncia de dopagem por estas metodologias. Os métodos empregados
nas sinteses sao simples e de baixo custo, o que facilita sua producdo em escala
industrial, incentivando assim sua aplicagcdo. Como resultado, foi obtido um p6 branco
de granulometria fina e baixa densidade, composto majoritariamente por agregados
de B-TCP dopados com nanoparticulas de prata, porém com presenca de algumas
fases secundarias como a de a-TCP e pirofosfato de calcio.

Palavras-chave: beta fosfato tricalcico; nanoparticulas de prata; biomateriais;
nanotecnologia.



Abstract

NOREMBERG, Bruno da Silveira. Synthesis and characterization of beta-
tricalcium phosphate doped with silver nanoparticles. 2014. 47f. Completion of
course work - Materials Engineering Course. Federal University of Pelotas, Pelotas,
2014.

This study presents the proposal of obtaining a bioactive and antibacterial material for
incorporation into resin materials of dentistry in order to promote osseointegration with
lower risks of contamination. For this, the particles of beta tricalcium phosphate (-
TCP) were synthesized, a porous ceramic material, biocompatible and resorbable
scaffold that acts as a stimulating bone growth. In order to minimize possible problems
after the application of these materials in the human body was proposed the
incorporation of antibacterial particles. So, silver nanoparticles were synthesized
because they are remarkably well known for its antibacterial property material, which
have been impregnated in the B-TCP by immersion for two methodologies. This work
was then evaluated the efficiency of doping by these methodologies. The methods
employed in the syntheses are simple and low cost; making it possible turns them on
an industrial scale, thus facilitating their implementation. As a result, there was
obtained a white powder of fine particle size and low density, composed of aggregates
of B-TCP doped with silver nanopatrticles, but with the presence of some phases such
as a-TCP and calcium pyrophosphate.

Keywords: beta tricalcium phosphate; silver nanoparticles; biomaterials;
nanotechnology.
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1 Introducéo

O constante desenvolvimento tecnoldgico, aliado aos avancos da medicina,
vem permitindo que a expectativa de vida da populacdo aumente significativamente,
gerando um envelhecimento da mesma. Isto acarreta no aparecimento de inUmeros
problemas relacionados ao desgaste dos materiais constituintes do corpo humano,
que por viver mais, fica mais suscetivel a degradacdo, como por exemplo, artrites,
artroses, problemas odontolégicos dentre outros. Esta degradacao, acarreta na perda
de tecido Osseo, e pode gerar diversas complicagbes como traumas, fraturas ou
patologias que necessitem de intervencgdes cirdrgicos para corre¢cdo. Em muitos
casos, nesses procedimentos ndo ha reparo completo do tecido 6sseo, resultando em
defeitos estéticos ou perda da funcdo 6ssea. (GRANDI, 2007 apud BEOLCHI, 2009).

Assim, alternativas para contornar estes problemas sdo estudadas, e a
solucéo geralmente € encontrada na substituicdo do tecido afetado por biomateriais.
Estes, sdo materiais capazes de interagir com 0 organismo, proporcionando
beneficios a ele, como por exemplo, a substituicdo da articulacdo de um joelho
desgastado por um biopolimero, de um fémur descalcificado por um pino de titanio,
dentre outros. Entre os biomateriais utilizados, o grupo dos fosfatos de calcio, como a
hidroxiapatita, € um dos que se destaca nesta aplicacao, isto pois este mineral além
de ser inerte e biocompativel e possibilita a regeneracdo 6ssea devido a sua
propriedade osseocondutora (ALBREKTSSON e JOHANSSON 2001).

Sendo assim, a fim de utilizar estas propriedades da hidroxiapatita em
tratamentos odontoldgicos de reposicdo 6ssea, se propdem o desenvolvimento de um
material que possa vir a integrar um sistema adesivo biocompativel que estimule a
osseointegracdo em restauracdes odontologicas. Porém, como na utilizacdo destes
materiais podem ocorrem problemas de contaminacdo e infeccdo, se propdem
adicionalmente, a incorporagdo de nanoparticulas de prata para evitar ou reduzir este
problema (PUOLAKKA, 2001 apud ANDRADE, 2013). Seu uso se justifica, pois, a
prata, quando na forma de nanoparticulas coloidais, apresenta um alto poder

bactericida, atuando também no combate a virus e fungos (BERNI; RIBEIRO;



ZUCOLQOTO, 2008 apud CABALA 2013). Com isso, pretende-se obter B-TCP dopado
com nanoparticulas de prata para sua futura aplicacdo em sistemas de adesivos,
gerando compositos odontologicos, que sejam capazes de promover a
remineralizardo de dentes afetados por cérie dentéria ou outro tipo de trauma, e

manté-lo livre de bactérias, virus e fungos durante este processo de recuperacao.



2 Revisao Bibliografica

2.1 Biomateriais

O corpo humano é composto por inUmeros materiais, cada um com uma
propriedade peculiar e uma fungéo definida dentro do organismo, e como todo material
na natureza ele sofre desgaste, porém, a grande parte desses materiais acaba se
regenerando naturalmente. Com o envelhecimento, o corpo humano acaba perdendo
ou reduzindo significativamente esta capacidade, e esses materiais passam entéo a
se degradar de maneira acentuada e progressiva, até que sua funcdo no organismo
figue comprometida, acarretando na perda de funcionalidade do determinado tecido.
Atualmente, como a qualidade de vida cresceu muito em funcdo do desenvolvimento
da tecnologia, a populagdo no geral esta vivendo mais, consequentemente maiores
sdo os casos de degradacao que surgem, em especial a degradacao do tecido 6sseo.
Assim, muitos processos e materiais sdo estudados e utilizados para evitar e corrigir
este problema, em destaque, esta a aplicacdo dos biomateriais na substituicdo de
tecidos. Estes sdo uma classe de materiais que engloba polimeros, ceramicas, metais
e compdsitos e podem substituir, corrigir ou reforcar tecidos humanos (OREFICE,
2006). O grupo € composto por materiais biolégicos ou sintéticos, que interagem
diretamente ou indiretamente com o corpo humano, trazendo algum beneficio a ele
sem afetar o campo de aplicacdo, sem que haja incompatibilidade ou complicagdes.
Muitas séo as definicdes para biomateriais, mas no geral todas condizem com o citado

acima.
2.2 Fosfatos de Calcio

Dentre todos biomateriais disponiveis, 0os materiais ceramicos apresentam
inUmeras vantagens na sua aplicacdo, pois sdo compostos inorganicos mais estaveis,
atoxicos e em geral mais leves que polimeros e metais, sendo assim, apresentam
menor risco de rejeicdo e melhor adaptacdo no organismo. Por serem porosas, na
grande maioria dos casos, as ceramicas atuam como um suporte tridimensional para
o crescimento celular. Baseado nisso, uma das principais utilizagdes destes materiais

se da na forma de scaffolds, ou seja, age como um substrato condutor para o
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crescimento de tecidos. Um exemplo classico é a utilizacdo de ceramicas de fosfato
de célcio, que apresenta propriedade osseocondutora devido sua compatibilidade
ibnica (calcio e fésforo) o que estimula a remineralizacao do tecido, pois participam do
equilibrio i6nico entre o fluido bioldgico e ceramico de maneira atdxica, sem resposta
inflamatoria e com auséncia de fibrose (KAWACHI et al, 2000 apud ANDRADE, 2013).
Esta compatibilidade e semelhanca com o 0sso, aliada com o fato de ser um material
reabsorvivel, tornam os fosfatos de céalcio um importante material em tratamentos de
reconstrucao e reparacao 6ssea. Outro ponto interessante dos fosfatos é sua relacéo
Ca/P, que possibilita inameras formas de apresentacdo deste material, conforme
observado na tabela 1, assim inimeras aplicacdes podem ser conduzidas de maneira
a controlar a reatividade e disponibilidade de ions de célcio e fosforo conforme a
relacéo.

Tabela 1 — Fosfatos de calcio

Fosfato de Calcio Formula quimica Razéo Ca/P

Fosfato tetracalcico (TeCP) CasaO(POa4)2 2,0
Hidroxiapatita (HA) Caio(POa4)s(OH)2 1,67
Fosfato de célcio amorfo (ACP) Cas(P0O4)2.nH20 1,5
Fosfato tricélcico (a, o, B, y), (TCP). Cas(POa4)2 1,5
Fosfato octacélcico (OCP) CasH2(POa4)2 1,33
Mono-hidrogénio fosfato de célcio di- CasHPO4.2H20 1,0
hidratado (DCPD)

Mono-hidrogenio fosfato de calcio (DCP) CaHPOq4 1,0
Pirofosfato de calcio (CPP) CazP207 1,0
Pirofosfato de calcio di-hidratado (CPPD) CazP207.2H20 1,0
Fosfato heptacalcico (HCP) Car(PsO1s)2 0,7
Di-hidrogenio fosfato tetracélcico (TDHP) CaaH2P6020 0,67
Fosfato monocélcico mono-hidratado Ca(H2P0a4)2H20 0,5
(MCPM)

Metafosfato de calcio (a, B, y) (CMP) Ca(P0O3)2 0,5

Fonte: GUASTALDE e APARECIDA, 2010.

Estas caracteristicas de excelente compatibilidade com tecido 6sseo e alta

osteocondutividade, fazem com que os fosfatos de célcio sejam frequentemente
4



utilizados com sucesso para reconstrucdo o0ssea e dentaria (RODRIGUES et al.,
2003).

2.3 Nanoparticulas de Prata

Compostos de prata sao notoriamente conhecidos como substancias
antibacterianas, e sdo empregadas ha séculos no controle de infec¢bes. Esses
compostos tiveram seu apogeu antes dos anos 40, pois, com a descoberta da
penicilina a partir desta data seu uso acabou reduzido devido a evolucéo e descoberta
de novos antibidticos. Porém, com o uso excessivo e indevido destes, as bactérias e
virus tornaram-se mais resistentes, e, assim, a prata que estava em desuso voltou a
ser objeto de estudos, principalmente depois do crescimento e dos avancos na area
da nanotecnologia. Ultimamente, compostos de prata nanoparticulados sao alvo de
inUmeros pesquisadores, pois elas apresentam alto poder de desinfeccdo e uma
atividade antibacteriana mais duradoura em comparacdo a desinfetantes comuns,
como o hipoclorito de sodio e o fenol (CHAMAKURA et al, 2011). Esta melhor atividade
consolida as nanoparticulas de prata como um 6timo agente antimicrobiano, porém
ainda existe muita controvérsia a respeito de como ela age e qual a concentracéo
ideal para que ela ndo seja citotdxica. Atualmente, o mais correto e aceitavel, é afirmar
que ocorre um sinergismo de mecanismos, como por exemplo, para a E. Coli (LOK,
2006), que quando exposta a compostos de prata (coloides) e nanoparticulas de prata,
acabou tendo uma reducédo na concentracdo de K* e ATP intracelular, e ainda, uma
dissipacéo de forca motriz de prétons, uma diferenca de potencial quimico e elétrico
entre o exterior e o interior da membrana celular causada pelo transporte de H+
(BERTE, 2013).

Existem, atualmente, inUmeras sinteses de nanoparticulas de prata
disponiveis, mas a preferéncia e o foco dos estudos sédo sempre por aquelas que
utilizam reagentes mais amigaveis ao meio ambiente, e que produzem nanoparticulas
com menor dispersao morfolégica, como é o caso da metodologia de sintese de
nanoparticulas coloidais de prata por redugéo com citrato de s6dio (MUNRO, 1995),

uma sintese simples, a baixa temperatura, e que se utiliza de um agente redutor



menos agressivo do que os usados em meétodos mais consolidados, como o de Lee

and Meisel (1982), que utiliza o boro hidreto de sodio.

2.4 B-TCP dopado com Prata

Na literatura, sdo encontrados alguns métodos de incorporacdo de prata em
hidroxiapatita, na sua grande maioria, baseados em sor¢do, onde ions de prata em
solucéo se ligam a superficie de fosfatos de célcio sdlidos. Esta ligacdo pode ocorrer
através de varios mecanismos, como precipitacdo, troca idnica, co-precipitacao,
difusdo e ainda absorcao. Estes mecanismos de ligacdo podem ocorrer isoladamente,
mas também simultaneamente. (REIS, 2008 apud ANDRADE 2013). Muito dos
métodos encontrados sdo complexos e exigem equipamentos sofisticados para a
obtencéo de hidroxiapatita dopada com nanoparticulas de prata, porém, Marsich et
al(2013 apud ANDRADE,2013) obteve compdsitos de HA através de absorcdo de
nanoparticulas de prata em solugbes de 1mM, apenas através de ligacbes
eletroestaticas. Em seu estudo foi constatado que ouve ligacao entre a HA e as AgNPs
e que em testes biologicos a liberacdo de Ag+ foi constante em um periodo de sete

dias, mostrando um bom efeito antibacteriano para S. Aureus.



3 Desenvolvimento

3.1 Metodologia

Para compreender todas as metodologias aplicadas a este trabalho, segue na
Figura 1 uma simples esquematizacdo de todos 0s processos realizados para a
obtencdo das particulas de B-TCP dopadas com AgNPs. Primeiramente, foram
obtidos pos de hidroxiapatita deficiente em calcio e B-TCP, e a partir destes dois

materiais, foram utilizadas duas metodologias de dopagens com nanoparticulas de

prata.

Sintese de B-TCP

Sintese de AgNPs

Sintese de B-TCP
dopado com AgNPs

Caracterizacao

Figura 1 — Esquema representando as etapas de obtencéo do material proposto

3.1.1 Sintese do B-TCP

A obtencao do B-TCP deste trabalho foi baseado na metodologia descrita por
Lee (2013), através de uma sintese por precipitacdo quimica onde é de fundamental
importancia o controle da faixa de pH de precipitacdo. Esta faixa deve se manter entre

7,5 e 8,5 para a obtencdo de um B-TCP mais puro, sem a presenca de pirofosfato de

calcio, que se forma em faixa de pH acido, entre 5 e 7(LEE, 2013).




Para uma facil visualizagdo do processo de sintese utilizado, segue na Figura
2 um esquema das etapas de obtencdo do B-TCP e da hidroxiapatita deficiente em
calcio, os dois materiais utilizados na obtencdo dos compoésitos dopados com
nanoparticulas de prata.

Preparo Solugéo Transferéncia para -
NH4)2HPO4 0,5M um béquer Adicionar
(NH9)2HPO40.5M a1 a —|  caCh2H.0
37°C o
Manter sob agitacéo
Secar em estufa a Filtrar o precipitado e Apos dissolver,
90°C por 24h | lavar =1 envelhecer por 4h
Calcinar 900°C — 4h |- B-TCP
HA deficiente em
célcio

Figura 2 — Esquema das etapas da sintese de B-TCP e HA deficiente em célcio

Para a sintese, foi preparada uma solucao 0,5 M de fosfato de aménia bi basico,
a 37 °C e em agitacdo. No preparo, foram adicionados em um baléo volumétrico de
500ml, o p6 de fosfato de amodnia bi basico (Synth), e em seguida, a 4gua destilada
até atingir o volume de 500ml. Este baldo foi entdo levado a uma cuba com agua a 37
°C por cerca de 20 minutos. Apos decorrido este tempo, o conteddo do baldo foi
transferido para um béquer de 500ml, e colocado em agitacdo em um agitador
magneético, a temperatura ambiente. Em seguida, apoés a total dissolucdo do material,
foi adicionado 10 ml de hidréxido de aménia (Synth) para que o pH de precipitacdo da
HA deficiente em célcio ficasse entre 7,5 e 8,5, faixa na qual favorece a formacéo de

beta fosfato de célcio. Com o pH ajustado, se adicionou a quantidade estequiométrica
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de cloreto de calcio (Synth) que atendesse a razdo Ca/P de 1,5, para que ocorra a
formacgao do B-TCP apds o processo de calcinacédo. Esta solucéo foi agitada até a
total dissolug&o do cloreto adicionado, ao fim, a agitacao foi desligada e a solucao foi
envelhecida por 4 horas, para que ocorra a precipitacdo total da hidroxiapatita
deficiente em calcio. A proxima etapa, consistiu na filtracdo e lavagem com agua
destilada desta solucdo em papel filtro Qualy de 18um. O precipitado, que ficou retido
no filtro, foi seco em estufa por 24 horas, originando um pé fino e branco, conforme

demostrado na Figura 3.

Figura 3 — Fotografia do p6 obtido de HA deficiente em calcio obtido

Parte deste pd obtido, foi entdo reservado para ser aplicado em uma das
metodologias de dopagem e a outra parte, calcinado em forno tubular MAITEC FT-
1200, Figura 4, por 2 horas a uma temperatura de 800°C com taxa de aquecimento
de 10°C por minuto, para que ocorra a transformacéo da hidroxiapatita deficiente em
calcio em B-TCP, que sera utilizado em outra metodologia de dopagem. Sua formacgéo
ocorre a temperaturas inferiores a 1200°C, pois acima desta temos a formacéo de
compostos mistos com predominio da fase a-TCP, como podemos visualizar no

diagrama de fases da Figura 5.
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Figura 5 — Diagrama de fase de fosfatos de calcio
Fonte: RIBEIRO, 2003
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3.1.2 Sintese de nanoparticulas de prata

A sintese de AgNPs foi realizada através da irradiacdo de micro-ondas em
solucéo aquosa de nitrato de prata e citrato de sédio, utilizando uma solugéo de
formaldeido a 37% como agente redutor. Esta sintese descrita por YIN (2003), é capaz
de produzir nanoparticulas em grandes concentracdes e com distribuicdo de tamanho
em escala manométrica e homogénea. Nesta sintese, solucdes de citrato de sédio e
nitrato de prata sdo misturadas de modo que um citrato metélico de prata (AgsCsHsO7)
seja formado, em seguida é adicionado o formaldeido, e entdo esta solucao resultante
€ levada ao micro-ondas por 2 minuto a 90 °C. Nesta etapa, as moléculas de
Ag3CsHsO7 sdo reduzidas pelo formaldeido, e formam as nanoparticulas coloidais em
solucdo, o AgsCsHsO7 em excesso é entdo precipitado. Em seu trabalho, YIN (2003)
conduziu oito experimentos testando algumas condicdes de concentracdo de
reagentes e tempo de irradiacdo, avaliando sua influéncia na converséo de prata em
AgNPs e no tamanho de particula resultante. Dentre as varidveis analisadas, as
solucdes de nitrato de prata e citrato de sédio em contragcdes de 0,1M e formaldeido
em 1,5M expostas por 2 minutos na irradiacdo de micro-ondas a 90°C, foram as
variaveis que obtiveram as melhores respostas, resultando em AgNPs com fator de
conversdo de 98% e uma distribuicdo granulométrica de aproximadamente 24nm.
Sendo assim, esta foi a condicdo adotada para a sintese das nanopatrticulas.

Neste trabalho, a sintese foi feita em reator cilindrico de teflon, como pode se
observar na Figura 6, ao qual foram adicionados na seguinte ordem: 50ml de solucéo
de citrato de sddio da Sigma-Aldrich, 50ml de solucdo de AgNOs 0,1M e 10,91ml de
formaldeido a 37% ambos da marca Synth. As solucdes, com excec¢ao do formaldeido
a 37%, foram preparadas previamente e dispersadas em banho ultrassoénico,

UltraCleaner 1400A, por 2 minutos antes de serem misturados no reator.
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Figura 6 — Fotografia do reator de teflon utilizado na sintese de AgNPs.

O reator foi entdo lacrado e levado ao forno micro-ondas da Figura 7 por 2 minutos

a temperatura de 90°C.

Figura 7 — Fotografia do forno micro-ondas adaptado para sintese de AgNPs.
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O material foi removido do reator, transferido para um béquer, agitado em agitador
magneético e levado a um banho ultrassoénico, UltraCleaner 1400 A , por 30min a fim

de dispersar todas nanoparticulas produzidas, gerando uma solugdo homogenia

conforme Figura 8 .

Figura 8 — Fotografia da solucao de AgNPs dispersas.

A solucdo de AgNPs foi entdo guardada em um recipiente fechado e fora da luz, para

entdo ser utilizado na etapa de dopagem do B-TCP e HA deficiente em calcio. Todo

processo pode ser facilmente analisado no esquema da Figura 9.

Dissolver NazCesHs07
em 50 ml no
ultrassom de banho

Transferir para o
reator de teflon

Dissolver AQNOs em
50 ml no ultrassom
de banho

Levar ao micro-
ondas 2min a 90 °C

Adicionar
Formaldeido 37% ao
reator

Transferir para o
reator de teflon

Dispersar em
ultrassom

AgNPs coloidal

Figura 9 - Esquema das etapas de obten¢&o de nanopatrticulas coloidais de prata




3.1.3 Sintese de B-TCP dopados com nanoparticulas de prata

Para a dopagem do B-TCP com as AgNPs, duas metodologias foram adotadas,

ambas por processos de imersdo dos péds obtidos. A primeira metodologia é feita

utilizando o B-TCP ja calcinado, como esquematizado na Figura 10 e denominada

metodologia 1, e outra utilizando HA deficiente em calcio, que necessita de calcinacao

apos o processo de dopagem, representada na Figura 11 e denominada metodologia

2. Estas metodologias foram escolhidas, pois sao simples e nao utilizam

equipamentos sofisticados e complexos, o que viabiliza uma futura transformacao

desta escala laboratorial em uma producado industrial, visto que seria necessario

apenas um reator com agitagao.

AgNPs

1g B-TCP
Sol 1 Sol 2 Sol 3 Sol4 Sol b
Agitacdo por 3 horas
Centrnifugacéo e
lavagem
Estufa 50 °C - 24h
B-TCP dopado com Caracterizacéo

Figura 10 — Esquema da metodologia de dopagem 1.
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1g HA deficiente em
Calcio

Sol 1 Sol 2 Sol 3 Sol4 Sol b

Agitacdo por 3 horas

Centrnifugacéo e
lavagem

Estufa 50 °C - 24h

Calcinacéo 800 °C
4 h

B-TCP dopado com Caracterizacio
AgNPs

Figura 11 — Esquema da metodologia de dopagem 2.

Para a obtencdo dos compadsitos foi utilizado um método de imerséo descrito
por ANDRADE (2013), onde os po6s foram adicionados a uma solucdo contendo
diferentes concentracdes de nanoparticulas de prata. Neste método, os pés ficam
sobre agitacao nesta solucao por 3 horas para promover interagdes entre 0s materiais.
A dopagem ocorre entéo, através de mecanismos de absorcdo, adsorcdo e ainda
troca iGnica entre ions de prata e calcio.

Na sintese do compdsito, cinco aliquotas de 1 g de B-TCP ou 1 g de HA
deficiente em célcio foram pesadas em balanca analitica e cada uma delas foi
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adicionada em um béquer sob agitacdo contendo em cada um deles as seguintes
solucdes descritas na tabela 2.

Tabela 2 — Solugbes preparadas para dopagem de 3-TCP com AgNPs.

Solucéo Conteudo
20ml
10ml de H20 - 10ml AgNPs
15ml de H20 - 5ml AgNPs
17,5ml de H20 - 2,5 ml AgNPs
18,75ml de H20 - 1,25ml AgNPs
19,375ml de H20 - 0,625ml AgNPs

g b~ W N PP

Ap6s o periodo de 3 horas, Figura 12, as solugdes foram deixadas em repouso
por 2 horas, Figura 13, e entdo o sobrenadante foi destinado a caracterizagéo, para
avaliar a quantidade de prata absorvida comparando com a aliquota da solucéo
separada antes da imersédo do pd, e o precipitado foi lavado e centrifugado para a
remocao do citrato de sédio, citrato de prata, ions, contaminante e das AgNPs que

nao interagiram.

Figura 12 — Fotografia das soluc8es apds 3h de agitacéo
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Figura 13 — Fotografia das solu¢des apds 2 horas de repouso

O po seco foi caracterizado por EDX, MEV, DRX e FTIR a fim avaliar a composicao
elementar, fases formadas, morfologia e tamanho de particula e presenca de

contaminantes.

3.1.4 - Caracterizagcdes

3.1.4.1 — Microscopia eletrénica de varredura

Para avaliar o tamanho e morfologia de particula, técnicas de microscopia sao
utilizadas. Quando estruturas sdo pequenas demais ou finas demais, a visualizagéao
de sua morfologia ndo é possivel em microscopios O6ticos, pois estes conseguem
aumentos de até 2000 vezes. Sendo assim, uma técnica mais sofisticada e de maior
poder de aumento é requerida, como 0 caso da microscopia eletronica de varredura
(MEV). Esta técnica forma imagens do material analisado através de um feixe de
elétrons e ndo através de radiacdo de luz (CALLISTER, 2002).

No preparo das amostras, uma pequena gquantidade do p6 desaglomerado foi

fixada no stub, com fita de carbono, que posteriormente foi levado ao sputtering DESK
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V, Denton Vacuum, Figura 14, para ser revestido com ouro, a fim de tornar o material

condutivo para que a amostra possa interagir com os elétrons e assim gerar imagens.

Figura 14 — Fotografia do sputtering utilizado no recobrimento das amostras.

Trés amostras de cada metodologia, solugédo 1, 3 e 5 de cada grupo, B-TCP
puro e HA deficiente em calcio foram investigadas a fim de avaliar o nivel de
agregacdo dos pods, sua morfologia, seu tamanho aproximado de particula ou
agregados, e ainda a presenca de microporosidade, pois esta favorece a
osseointegracdo (CUNHA, 2010). As andlises foram realizadas no Centro de
Microscopia Eletrbnica da Regido Sul, CEME-SUL, situado na Fundac¢&o Universitaria
do Rio Grande, FURG utilizando um microscopio eletrdnico de varredura JEOL

modelo JSM-6610LV, conforme mostrado na Figura 15.
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Figura 15 — Fotografia do microscépio eletronico de varredura localizado no CEME-SUL, FURG.

3.1.4.2 - EDX

Espectrdmetro por energia dispersiva € um equipamento que determina
gualitativamente os elementos presentes em uma determinada amostra e da indicios
quantitativos de porcentagem elementar dos elementos inorganicos detectaveis. Isto
€ possivel através da aplicacdo de raios X na superficie da amostra e a posterior
analise da energia dispersada (fluorescéncia). A técnica de fluorescéncia de raios X &
nao destrutiva e se aplica a todos os tipos de amostras, incluindo sélidos, liquidos e
pés. A limitacao é a faixa de leitura, pois ndo compreende elementos organicos (C, H,
O, N) devido a faixa de leitura ser a partir do elemento sédio, até o elemento uranio.
A andlise foi realizada em um espectrofotébmetro (EDX-720 — SHIMADZU), Figura 16,
a fim de avaliar se os processos de dopagem foram eficientes, analisando a presenca
e o teor de prata resultante apds os processos. Também, foi avaliado o teor de
elemento contaminantes residual, pois 0 meio é rico em cloro e nem todo consegue
ser removido na lavagem posterior a dopagem. Todas as amostras produzidas nas

metodologias de dopagem foram analisadas.
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Figura 16 — Fotografia do espectrofotdmetro EDX 720 utilizado nas andlises

3.1.4.3 - Difracdo de raios-x

Com o intuito de determinar as fases presentes nos materiais obtidos e
confirmar a obtencéo do B-TCP, andlises de difracdo de raios X forma realizadas em
um difratbmetro Shimadzu XRD 6000, Figura 17.

Figura 17 — Fotografia do difratdbmetro SHIMADZU modelo XRD-6000.
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A difracdo de raios-X é uma técnica utilizada para obter as caracteristicas
estruturais de materiais, permitindo determinar as fases cristalinas do mesmo. O
funcionamento do difratdmetro consiste basicamente na geracdo de raios-X através
do bombardeamento de elétrons em um alvo metalico, cobre para este equipamento,
fazendo com que os elétrons das camadas mais internas sejam ejetados do atomo
constituinte do metal, e consequentemente, os elétrons das camadas externas
decaem, liberando energia, ou seja, emitindo os raios-X. Na analise se obtém um
registro gréafico dos sinais, que as reflexdes originam, nos detectores eletrdnicos de
radiacdo. Os raios-X atingem a amostra e sdo espalhados coerentemente obtendo-se
as informacoes citadas (BLEICHER; SASAKI, 2000).

3.1.4.4-UV-Vis

Para avaliar a dopagem de prata pela HA deficiente em calcio e pelo B-TCP,
foram realizadas analises de espectroscopia de absor¢cdo UV-Vis nas solucdes
resultantes do processo de imerséo, e nas solucbes de partida. As analises foram
realizadas em um Espectrofotometro UV-VIS da marca Agilent Technologies, modelo
Cary 100 conforme Figura 18. Esta técnica € utilizada para obter informacfes sobre a
absorcdo ou transmissdo de uma amostra. A amostra € posicionada no caminho
optico de uma fonte de luz UV-Vis. Esta passa pela amostra em uma determinada
faixa de comprimentos de ondas e entdo o0 equipamento quantifica o quanto de luz é
absorvida ou transmitida pela amostra. Esta técnica é muito devido a sua robustez,
custo relativamente baixo e do grande numero de aplicacbes. O principio de
funcionamento se da quando a radiacdo eletromagnética continua passa através de
um material transparente, uma parte dessa radiacdo pode ser absorvida e como
resultado da absorcédo de energia, os &tomos ou moléculas passam de um estado de
baixa energia (estado fundamental) para um estado de energia mais alta (estado
excitado), processo este quantizado (LOPES, 2008). A radiacao eletromagnética que
€ absorvida tem energia exatamente igual a diferenca de energia entre os estados

excitado e fundamental.
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Figura 18 — Fotografia do espectrofotdmetro UV-VIS utilizado nas analises.

3.2 — Resultados e Discussoes

3.2.1-MEV

Utilizando a técnica de microscopia eletrénica de varredura foi realizada uma
inspecgao visual nos materiais obtidos, nelas, foram avaliadas questdes como aspecto,
forma, morfologia e tamanho. Para realizacdo das analises, o material foi previamente
seco em estufa por 24h a 80°C e entdo uma pequena aliquota de p6 foi colocada
diretamente sobre o stub com fita de carbono. Foram feitas imagens dos precursores,
HA deficiente em calcio e B-TCP e de 3 amostras de cada metodologia, solucdo 1, 3
e 5 de cada grupo. Como dentre as amostras obtidas pelas metodologias nédo ocorreu
mudan¢ca morfologica visualmente significativa, se utilizou uma micrografia
representando cada metodologia.

Na micrografia da Figura 19, podemos vizualizar as particulas de hidroxiapatita
deficiente em célcio, obtida por precipitacdo e antes do processo de calcinacdo. Este
foi o material de partida para as 2 metodologias empregadas. Como podemos
perceber, o material ndo apresenta forma definida e estd bem aglomerado, pois

passou por um processo de secagem e nao foi disperso antes de ser utilizado nas
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metodologias nem no prepado da amostra para realizar a microscopia. Como o
material € aglomerado, ou seja, ndo esta ligado quimicamente, ele foi utilizado desta
maneira diretamente, pois como as particulas sédo ligadas entre sim apenas por
interacdes fisicas, no processo de diluicdo nas solu¢des contendo os ions de prata
estas se desfazem, restando apenas o material dissolvido e disperso nas solucoes,

uma vez que ambos séo sollveis em agua.

SElI  15kV WD11mm SS49
FURG- CEME-SUL

Figura 19 — Micrografia da vista geral das particulas de hidroxiapatita deficientes em calcio

Para uma melhor avalizacéo, na Figura 20, observamos o mesmo material com
uma maior aproximacao, e nela vizualizamos que ainda n&o existe uma forma de
particula definida, apenas um aglomerado de material que se transformara em
particulas apos o processo de calcinagao, onde se consolidaréo as ligacdes quimicas
e onde ocorrera a eliminacdo de impurezas que possam estar presentes no material,

devido a contaminantes, tanto de reagentes como dos processos.
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SElI 20kV WD11mm SS48 x11,000 1pm
FURG- CEME-SUL

Figura 20 — Micrografia da Hidroxiapatira deficiente em calcio, 11000x.

Apbs o processo de calcinacao que foi realizado na hidroxiapatita deficiente em
calcio, o que observamos é o material da Figura 21, o B-TCP, onde j& é possivel definir
a presenca de particulas esféricas agregadas. Isso ocorre devido ao processo de
coalescéncia provocado pela sinterizagdo. Esse processo gera condigbes para a
formacao de pescocos, ou seja , € fornecido energia suficiente para a consolidagcao
do material, e também, para a formacdo de agregados, juncdo de particulas por
ligagbes quimicas. Como o material esta apresentado em agregados pequenos, ndo
se faz necessario o0 uso de técnicas como a de moagem para desagregar o material,

podendo este ser utilizado na aplicacao proposta diretamente apos a sintese.
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SEl 15kV WD11mm SS41

FURG- CEME-SUL

Figura 21 — Micrografia do B-TCP

O material obtido na metodologia 1 pode ser visualizado na Figura 22, nela
vemos que ocorreu a formacdo de agregados micrométricos formados por particulas
extremamente pequenas, provavelmente nanométricas. Essa morfologia ocorreu
devido ao fato de que no processo de dopagem, o B-TCP previamente calcinado é
dissolvido e ndo passa por novo processo de tratamento térmico que favoreca o
crescimento de particulas, apenas secagem em estufa, o qual ndo fornece energia
suficiente para que isso acontegca. Assim apenas pequenas interacdes fisicas e
quimicas, uniram essas nanoparticulas nestes agregados. Outro fator importante e
que é benéfico para a aplicacdo pretendida, é que em sua formacédo, os agregados
deixam espacgos vazios, gerando particulas porosas. Isso acarreta em um material
com menor densidade o que é muito util para aplicagdo como biomaterial. Aqui vale
ressaltar também que nao foi observada particulas de prata, o que € um bom indicio
de que no processo a prata continuou em sua forma manométrica, pois com o

microscopio ndo seria possivel visualiza-las devido a sua resolucao.
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SElI 15kV WD11mm $SS44 x9,000
FURG- CEME-SUL
Figura 22 — Micrografia do B-TCP dopado com prata, metodologia 1.

Por fim, na Figura 23 temos o material obtido na metodologia 2, que passou por
um processo de calcinacdo ap6s a dopagem com prata. Nesta imagem visualizamos
gue morfologicamente o material obtido foi ligeiramente diferente do obtido na
metodologia 1. Basicamente, sdo agregados similares, porém menores. Enquanto os
agregados da metodologia 1 tendiam a uma forma esférica, os da metodologia 2 ndo
apresentam forma definida, sendo caracterizados como agregados de particulas
irregular. Esta diferenca ocorreu devido a prata impedir o crescimento de particula.

Nesta metodologia também nao foi possivel identificar prata, indicio de que
esta permaneceu nanométrica apds a imersao e a calcinacao, se mantendo dentro da

rede cristalina do material.
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SElI 15kV WD11mm SS41
FURG- CEME-SUL
Figura 23 — Micrografia da HA dopada e calcinada, metodologia 2.

3.2.2-EDX

Com o auxilio da técnica de espectroscopia de fluorescéncia por energia
dispersiva, foi possivel comprovar que os métodos de imerséao utilizados na dopagem
dos materiais com prata foram eficientes, uma vez que em todas as amostras
testadas, para ambas as metodologias, foram observadas a presenca deste elemento
na composicdo elementar. Na tabela 3, resultados para metodologia 1, e tabela 4,
resultados para metodologia 2, podemos observar um comportamento muito similar
nos resultados em ambos 0os métodos, indicando que ambos os materiais utilizados,
B-TCP e HA deficiente em célcio, apresentam o mesmo potencial de absor¢éo de ions
metalicos. Nos resultados foi possivel analisar também que o processo de lavagem e
calcinagéo néo foi capaz de remover o cloro em sua totalidade. Para contornar isto,
um reagente alternativo pode ser utilizado, como o nitrato de calcio, pois 0s

excedentes de reacéo formado (NOx) sao mais facilmente removidos no processo de
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gueima. Vale ressaltar aqui que estes resultados ndo confirmam a presenca da prata
em dimensdo nanomeétrica, apenas a presenca de ions de prata, podendo estes
estarem presente em dimensdes micrométricas ou ainda em grandes aglomerados. E
que os resultados obtidos pelo equipamento utilizado sao qualitativos, com
aproximacdes quantitativas, pois 0 mesmo nao tem poder de quantificar com preciséo
0s elementos presentes. Sendo assim, esta analise serviu apenas para validar o
método de dopagem, mostrando que a prata das solugcdes testadas consegue ser
absorvida pelo B-TCP e pela HA deficiente em calcio pelo método de imerséo

proposto.

Tabela 3 — Andlise de composicao quimica das amostras da metodologia 1.

Amostra % Ag %Cl
soll 7,459 4,748
sol2 4,272 5,338
sol3 2,223 5,380
sol4 0,997 6,740
sol5 0,579 6,474

Tabela 4 — Andlise de composicéo guimica das amostras da metodologia 2

Amostra % Ag %Cl
soll 8,526 --
sol2 2,778 5,338
sol3 1,499 4,045
sol4 1,063 4,312
sol5 0,594 3,429

3.2.3-DRX

Com o auxilio da andlise de difragdo por raio-x, foram identificadas as fases
formadas nos materiais obtidos. Na Figura 24, observamos os difratogramas para a
hidroxiapatita deficiente em calcio, e para o B-TCP obtidos pelo processo de
precipitacdo e posterior calcinacdo. Na grafico, podemos observar a formacéo do g —
TCP ap0s o tratamento térmico realizado na hidroxiapatira deficiente em calcio. Neste
material, foram identificados fases de B-TCP(fase majoritaria), a-TCP e -pirofostato
de calcio(fases minoritarias). A pureza total do B-TCP néo foi alcancada por este
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meétodo pois o tratamento térmico pode ter sido excessivo, e neste caso, ocorreu a
formacdo da fase alfa, que se forma a maiores temperaturas. Quanto a presenca de
B-pirofostato de calcio, esta ocorreu devido a utilizacdo de reagente que acidificam o
meio de precipitacdo, como o cloreto de célcio favorecendo a precipitacdo desta fase
preferencialmente. Os picos foram identificados comparando-os com as seguintes
fichas cristalograficas: JCPDS 09-169 para o B-TCP, JCPDS 09-346 para o beta
pirtofosfato de calcio e JCPDS 09-0348 para o a-TCP.

8- p-TCP
B # - p-Pirofosfato de calcio
o—o-1CP

Intensidade

20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
26

Figura 24 — Difratograma de raio-x comparativo entre HA deficiente em calcio e B-TCP

Na Figura 25, visualizamos o difratograma obtido nas analises das amostras da
metodologia 1, para 3 concentra¢cdes de nanoparticulas de prata(Soll, 3 e 5), nele,
observamos ainda a redugéo dos picos de nanoparticulas(w) conforme a solugéo fica
menos concentrada, menor quantidade de prata disponivel para absor¢cao. Nestes
difratogramas, observamos ainda que o material obtido pela metodologia 1 € um
composto rico em B-TCP, dopado com nanoparticulas de prata, porém com fases
indesejadas e minoritarias de a-TCP e B-pirofostato de calcio. A identificacdo foi feita
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através de comparacdo dos picos encontrados com os picos das seguintes fichas
cristalograficas: JCPDS 09-169 para o B-TCP, JCPDS 09-346 para o beta pirtofosfato
de caélcio, JCPDS 09-0348 para o a-TCP e JCPDS 04-783 para as nanopatrticulas de
prata.

B B-B-TCP
# # - p—Pirofosfato de calcio
ow—ci- 1 CP
B o— AgNPs
L]
=
L]
k=
i
-
z
= Sol3
Sol
T T T T T T T T T T T
20 30 40 50 60 70 80

Figura 25 — Difratograma de raio-x comparativo entre 3-TCP dopado com AgNPs da metodologia 1 em
diferentes solucgdes.

O mesmo padrédo e as mesmas fases foram encontradas na difracéo para a
metodologia 2, como podem ser observadas na Figura 26, que mostras o0s
difratogramas obtidos nas analises das amostras sintetizados com as mesmas
solugdes (Sol 1,3 e 5). Isto é um indicio de que o material pode ser obtido por ambas
as metodologias, sem alteragfes significativas nas fases obtidas no processo de

dopagem com B-TCP ou HA deficiente em calcio.
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Figura 26 — Difratograma de raio-x comparativo entre 3-TCP dopado com AgNPs da metodologia 1 em

diferentes solucgdes.

3.2.4 - UV-Vis

As solucbes de nanoparticulas de prata foram analisadas por
espectrofotometria na regido do ultravioleta — visivel, na faixa de comprimento de onda
entre 300 e 600 nm. Nesta analise, foi avaliado o comprimento de onda da banda
plasmdnica das AgNPs, que deve ser observada na regido de 350-450 nm, para que
comprove a obtencdo da prata em dimensdes nanométricas (NETO, 2010). Este
comprimento de onda pode variar nesta faixa, pois depende do quanto as
nanoparticulas estdo agregadas, de sua morfologia e tamanho das nanoparticulas
obtidas. Sendo assim podemos observar em todos espectros obtidos para as solugdes
de nanoparticulas de prata (Figuras 27, 28 e 28), que as absorbancias das solu¢cdes
ficam menores com o decréscimo na concentracao de prata nas solugdes produzidas

por diluicdo da solucéo originaria (S5) da sintese proposta.
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Para avaliar qual metodologia foi mais eficiente na absorgcéo de nanoparticulas
de prata, foi realizada a caracterizacdo comparando as solu¢des apos as 2 horas do
processo de imersédo das metodologias 1 e 2 com as solu¢des padrdes (Sol 1, 3, e 5).

Na Figura 27 podemos constatar que quando comparada a absorcéo de AgNPs
pelas metodologias 1 e 2, percebemos que a metodologia 1, que utiliza o B-TCP na
dopagem se mostrou mais eficiente, pois ocorreu uma maior redugcdo do pico de
absorbancia das AgNPs, indicando que uma maior quantidade de nanoparticulas foi

removida da solucéo.
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Figura 27 — Grafico do espectro UV-Vis do processo de absor¢cdo da metodologia 1 e 2 para a solugao
1.

O mesmo ocorre para a solucédo 3 e 5, onde o pico de absorbancia da prata

sofreu maior reducéo para metodologia 1 em ambos casos, como podemos observar

nas Figuras 28 e 29.
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Figura 28 — Grafico do espectro UV-Vis do processo de absor¢do da metodologia 1 e 2 para a solucao
3.
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Figura 29 — Grafico do espectro UV-Vis do processo de absor¢cdo da metodologia 1 e 2 para a solucdo
5.
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Assim, conclui-se que o B-TCP mostra-se mais eficiente, com um maior poder
de absorcdo de nanoparticulas do que a hidroxiapatita deficiente em calcio. Este
fenbmeno ocorre, pois a HA ndo passou por um processo de tratamento térmico, que
possibilitaria a consolidacéo das liga¢des quimicas, sendo assim, de certa forma € um
composto menos estavel e logo, esta menos propicio a dopagem por absorcao,
adsorcao ou troca idnica entre ions de prata e calcio. Outro fator que colabora para
este resultado é a questdo morfolégica, uma vez que a HA ndo mostra morfologia
definida o que deixa sua area superficial mais baixa, quando comparado com o [3-

TCP, como pode-se observas nas imagens de microscopia.

4 Conclusodes

O método de precipitacdo proposto se mostrou apto a obtencédo de compostos de
B-TCP, mesmo com presenca de algumas fases ndo desejadas, pois ambas (a-TCP
e pirofosfato de célcio), sdo fosfatos de calcio, o que ndo impede e utilizacdo do
material na aplicacdo proposta. O mecanismo de dopagem se mostrou simples, e
muito eficiente para ambas as metodologias testadas, sendo que a metodologia 1
mais eficiente no processo de dopagem. Quanto ao material obtido, podemos concluir
que através das caracterizacdes realizadas, que se trata de um material muito
promissor, pois € morfologicamente um agregado de particulas muito pequenas,
dopado com nanoparticulas de prata. Este fato permite que o material seja mais
facilmente incorporado a materiais resinosos, sem que perca suas propriedades e
vantagens do pequeno tamanho de suas particulas. Quanto a obtengdo em maiores
escalas para aplicacdo industrial, esta metodologia mostra-se muito viavel, uma vez
gue se utiliza de processos simples e de reagente acessiveis e de baixo custo,

viabilizando assim o desenvolvimento de produtos com esta tecnologia.
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