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RESUMO

Neste trabalho é apresentada a caracterizacao de vidros e vitroceramicas bioativas pro-
duzidas a partir de vidros com composi¢gdo nominal (% em peso) 60B,O3 — 5CaFy —
19Na,O— 14Ca0O — 2P,0;5 obtidos via melt-quenching. Este vidro foi pulverizado até
um tamanho de particula < 45 um e compactado em discos a 55 MPa. Tratamento tér-
mico de 120 minutos foi realizado em 8 pontos do termograma, entre as temperaturas
de transicao vitrea e fusdo. Cada disco tratado foi avaliado quanto as fases cristalinas,
indices de cristalinidade, vibra¢des moleculares e microestrutura. Os materiais tratados
a partir da transicao vitrea até o inicio da cristalizacado apresentaram carater amorfo.
As temperaturas acima do pico de cristalizacao exibiram picos de difracdo no DRX re-
ferente as fases cristalinas CaNaB;Og, CaNa3B5049, CaB;04 e Cas(POy)3F confirmadas
via espectroscopias Raman e FTIR, apresentando estabilidade na proporcao de suas fases
cristalinas e aparecimento de graos com diferentes morfologias. Trés temperaturas foram
selecionadas, com base no termograma, para o teste de citotoxicidade in vitro. Todas as
amostras mostraram boa viabilidade celular, com destaque para a tratada termicamente
apés o primeiro pico de cristalizacao. Os testes de bioatividade in wvitro evidenciaram
o potencial bioativo das vitroceramicas, aumentando o tempo de dissolucao e também,
a taxa de troca idonica quando utilizado temperaturas mais elevadas. Houve formacao
de camada apatitica para as trés temperaturas. Logo, os vidros e vitroceramicas deste
trabalho apresentam-se promissores na utilizagdo em enxertos e até mesmo implantes.
Além disso, é possivel a combinaciao com outros materiais, que podem formar compésitos

bioativos.

Palavras chave: Vidros; Vitroceramicas; Tratamento Térmico; Bioatividade.
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ABSTRACT

This work presents a characterization of bioactive glasses and glass-ceramics produced
from glasses with the nominal composition (weight%) 60B,O3 — 5CaFy; — 19Na,O—
14Ca0O — 2P5,05 obtained by melt-quenching. The glasses was sprayed until particle size
< 45 pm and compacted into discs at 55 MPa. Heat treatment of 120 minutes was perfor-
med at 8 thermogram’s points, between glass transition and melting temperatures. Each
treated disc was evaluated for crystalline phases, crystallinity index, molecular vibrations
and microstructure. The materials treated from glass transition to beginning of crystal-
lization showed amorphous feature. Samples treated above crystallization peak showed
diffraction peaks in XRD referring to CaNaB;Og, CaNa3B;01y, CaB,04 and Cas(POy4)sF
crystalline phases, confirmed by Raman and FTIR spectroscopy, showing stability in pro-
portion of their crystalline phases and appearance of grains with different morphologies.
Three temperatures were selected, based on the thermogram, for the in vitro cytotoxi-
city test. All samples showed good cell viability, especially the one heat treated after
first crystallization peak. The in vitro bioactivity tests exposed the bioactive potential of
glass-ceramics, increasing the dissolution time and also the ion exchange rate when using
higher temperatures. There was formation of apatitic layer for the three temperatures.
Therefore, the glasses and glass ceramics in this work are promising for the use in grafts
and even implants. Furthermore, the combining with other materials is possible, which

may form bioactive composites.

Keywords: Glasses; Glass-ceramics; Heat treatment; Bioactivity.
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INTRODUCAO E OBJETIVOS

Os biomateriais tém sido extremamente estudados nos ltimos anos. Isso em virtude da
incessante busca por materiais que apresentem caracteristicas especificas para substituicao
e/ou reposicao parcial ou total de regides de um individuo devido alguma intercorréncia
médica, patologica ou traumatica. Os biomateriais foram responsaveis por abrir caminhos
para a medicina regenerativa. Para isso, eles devem possuir propriedades similes a area
lesada. Dentre esses materiais, encontram-se os vidros e vitroceramicas, chamados de
bioativos, por possuirem a capacidade de interagir com o tecido vivo sem ocasionar uma
resposta inflamatéria [1].

Larry Hench foi responsavel por desenvolver o primeiro Bioglass® capaz de se ligar

1em razao da liberacao de

quimicamente ao tecido ésseo vivo e estimular a osteogénese
ions biologicamente ativos. O desenvolvimento deste material abriu portas para o conceito
de bioatividade, ampliando a investigacdo na area dos biomateriais, a fim de evitar a
utilizacdo de materiais inertes, como o Titdnio, Alumina e Zirconia. Materiais estes
que, apesar de apresentarem alta resisténcia mecanica, quando implantados podem ser
reconhecidos como agentes estranhos, gerando fibrose tecidual e até mesmo rejeicao pelo
organismo [1,2]. Portanto, novos materiais estao sendo desenvolvidos ao longo dos anos,
contendo alteracoes nas propriedades quimicas e fisicas, modificando o potencial biolégico
e ampliando a gama de materiais e, desse modo, especificando melhor as regides para
aplicacdo do material, na qual cada material apresenta um melhor desempenho [1].

Apesar de uma grande porcao dos vidros e vitrocerdmicas bioativas pesquisados e

patenteados ao longo dos anos serem formados por uma matriz vitrea de silicato, assim

LOsteogénese é o processo de formacdo 6ssea por meio de células capazes de formar a matriz organica
do tecido 6sseo, chamada de osteoblastos [1].



como o Bioglass®, estes materiais podem apresentar reduzida taxa de solubilidade e de
reabsor¢ao [2, 3], uma vez que sua libera¢do i6nica é controlada pela matriz formadora
do material, a qual é responsavel por gerar uma camada de silica-gel superficialmente,
reduzindo a interacao entre tecido hospedeiro e material. Portanto, os vidros e vitroce-
ramicas com base borato tém sido alvo de estudos recentes justamente por nao gerarem
camadas superficiais da propria matriz vitrea, desenvolvendo altas taxas de dissolugao,
demonstrando bom potencial ndo s6 na regeneracao de tecidos duros, mas principalmente
na reparagao de tecidos moles [2,4].

Na reparacao de tecidos moles, como enxertos e até mesmo reconstrugoes maxilo-
faciais, a configuragdo do material em formato de pd ou pd compressado tem carater
importante pela facilidade de manipulacao, além de aumentar a area de contato com o
tecido, incentivando a liberacao idnica, responsavel pela uniao quimica e fisica entre o ma-
terial e a regido implantada. Entretanto, esta dissolucao precisa ser balanceada a fim de
nao ocasionar uma saturacao idnica e impedir o desenvolvimento celular. Portanto, para o
desenvolvimento de um biomaterial é necessario contrabalancear suas propriedades. Den-
tre as diversas alternativas encontradas na literatura para equilibrar tais caracteristicas,
duas especificas podem ser destacadas: geragao de compositos e formacao de vitrocerami-
cas. A primeira consiste em combinar o vidro com um segundo material, os quais possuem
caracteristicas e propriedades diferentes com o intuito de unificar ou desenvolver caracte-
risticas melhores que seus precursores. A segunda alternativa foi a adotada na presente
dissertacao, que corresponde a tratar o vidro termicamente com a intencao de obter uma
vitroceramica [1,5].

Com isso, a primeira parte da presente dissertacao tem como principal objetivo, avaliar
as propriedades estruturais, vibracionais e microestruturais de discos obtidos pelo vidro
com composi¢ao nominal (% em peso) 60B,O3 — 5CaFy — 19Nay,O— 14CaO — 2P50s5,
pulverizado, compactado e tratado termicamente em diferentes temperaturas, embasa-
das no resultado de analise térmica. Para isto, as técnicas de difratometria de raios X,
espectroscopias Raman e FTIR, e também, a microscopia eletronica de varredura serao
utilizadas. A segunda parte do presente trabalho consiste em avaliar a viabilidade celular
de alguns dos materiais, bem como, o potencial bioativo dos mesmos por meio de testes

in vitro utilizando fluido corporal simulado (SBF).



CAPITULO 1

DESENVOLVIMENTO TEORICO

Neste capitulo, uma breve fundamentagao tedrica acerca dos vidros, vitroceramicas e

biomateriais é apresentada.

1.1 Vidros

Ha cerca de 40 milhoes de anos atras, os primeiros vidros naturais estavam sendo
formados como consequéncia do rapido arrefecimento das erupg¢oes vulcanicas, como é o
caso da obsidiana?. Por ser resistente a longo prazo, principalmente contra a desvitrifi-
cacao®, corrosoes aquosa e quimica, os materiais vitreos atrairam a atencao das antigas
civilizacoes [6,9].

Por meio de experimentos, observacoes e testes, os primeiros vidros comecaram a
ser produzidos por egipcios, fenicios e romanos. Quando a matéria-prima do vidro era
escolhida cuidadosamente, de forma a minimizar as impurezas, vidros translicidos eram
obtidos, ampliando o interesse tecnolégico e cientifico das populacoes posteriores, bem
como, estendendo a gama de aplicagdes. Atualmente, os materiais vitreos sao encontrados
em objetos decorativos, utensilios domésticos, janelas e vitrais, revestimentos de edificios,
componentes eletronicos, dentre outros [7,9].

Seu nome, vidro - do inglés: glass, deriva do latim “glassies” que remete ao gelo,

2Obsidiana é uma rocha amorfa formada quando uma lava de composicao félsica (rica elementos leves,
como por exemplo: silicio, oxigénio, sédio, potdssio e aluminio) resfria rapidamente [6,7].

3Desvitrificaciio é o processo em que o material deixa seu estado vitreo transformando-se em cristal
de forma néo controlada [8].



justamente em virtude da sua capacidade de permitir a passagem de luz. A isotropia*
das propriedades fisicas de vidros faz com que eles assemelhem-se a liquidos microsco-
picamente, isto porque, o posicionamento dos atomos parece como de um liquido, sem
periodicidade estrutural e com auséncia de simetria. Porém, o vidro comporta-se como
sélido, por sua rigidez mecanica quando em temperatura ambiente [7,9,10]. Inclusive,
os materiais vitreos sao comumente denominados de liquidos super-resfriados ou sélidos
nao-cristalinos [10].

Os vidros distinguem-se dos materiais ditos so6lidos cristalinos por diversos fatores.
Primeiramente, os solidos cristalinos sao materiais com arranjo atdémico extremamente
ordenado e com simetria de longo alcance, o que nao é encontrado nos vidros. Além
disso, a uma temperatura especifica, o sélido cristalino de fase tinica deixa rapidamente
o estado solido transformando-se em liquido. Este fato nao é observado nos sélidos nao-
cristalinos que, ao serem aquecidos, convertem seu estado fisico para o liquido, de forma
ténue, com alta viscosidade, sem uma temperatura fixa para que a conversao de estado
acontega [7,10].

O comportamento da transformacao do vidro pode ser apresentado em diagramas de
entalpia ou volume em funcao da temperatura, como mostrado na figura 1.1. Estando
um material vitreo em sua forma liquida, com temperaturas acima do seu ponto de fusao
(Tm), a medida que o liquido resfria, podem ocorrer rearranjos atomicos estruturais
descontinuos formando redes periédicas de longo alcance, consequentemente a entalpia
sofre uma queda abrupta, transformando o material em um cristal. Entretanto, se este
liquido puder ser resfriado de forma veloz, sem cristalizacao, ao passo que a temperatura
decai, a viscosidade do fluido aumenta, impedindo o rearranjo atomico e gerando um
decaimento continuo na entalpia, formando materiais amorfos [7].

Exatamente no ponto de fusdo, o material possui quantidade infinitesimal de cristais
no fundente em equilibrio termodindmico com o liquido, consequentemente, ambas as
fases possuem a mesma energia livre de Gibbs. Portanto, a formagdo do material final
dependera de como ocorreu o processo de resfriamento. Ainda, o intervalo de temperatura
situado entre o liquido super-resfriado e o solido, é conhecido como transicao vitrea, e o
inicio dessa transicdo é chamada de Tg. E neste intervalo que o vidro apresenta uma

relaxacao estrutural, mas mantém-se amorfo, ou seja, ocorre apenas uma acomodacao

4sotropia é uma caracteristica dos materiais e/ou substancias que possuem as mesmas propriedades
fisicas independente da dire¢do analisada [10].



atdomica gragas & alta viscosidade [10]. Segundo James E. Shelby, qualquer material que

/’quido

apresente este fendmeno de transigao vitrea ¢ um vidro [7].

Entalpia —»

/Tm

Temperatura —»

Figura 1.1: Efeito da temperatura na entalpia durante o processo de resfriamento de um
vidro. Adaptado da referéncia [7].

Técnicas para producgao de vidros foram desenvolvidas e aperfeicoadas ao longo dos
anos. Porém, a técnica de fusdo e resfriamento (melt-quenching) continua sendo a mais
utilizada. Esta técnica abrange desde a sele¢do de matérias-primas até o material vi-
treo final. Durante o processo, cdlculos das proporgoes, pesagem e homogenizagao dos
precursores sao realizados. Posteriormente, a mistura dos precursores é aquecida em
alta temperatura atingindo o estado liquido. O fundente é entao arrefecido rapidamente,
vertendo-o em um molde cuja temperatura é controlada [7].

Os precursores do vidro devem ser escolhidos cautelosamente, isso porque cada um
deles possui uma fungao especifica na matriz vitrea. Os formadores de rede sao respon-
saveis por conectar a rede como um todo, gerando uma estrutura fundamental em razao
das ligagoes covalentes dos cations com os oxigénios, sendo o SiOs, BoO3 e P5O5 os mais
utilizados [7].

J& os modificadores exercem a funcao de modificar a rede, gerando perda de interco-
nectividade por conta das ligacoes ionicas dos anions com a estrutura vitrea, formando

pontes de oxigénio ligados e nao ligados. A figura 1.2 ilustra a ruptura de uma ponte



Si-O-Si por conta da adicdo de NayO. O oxigénio adicionado satura as ligagoes de silica
formando Si-O~ e as cargas negativas sdo compensadas com a presenca das cargas po-
sitivas do sddio, neutralizando o balanco eletronico. Geralmente, os anions conectam-se
apenas aos atomos de oxigénio ligados a um cation formador ou estruturas que hé excesso
de cargas negativas. KT, Nat e Ca?t sdo exemplos de cdtions modificares de rede e a
insercao de modificadores no material vitreo gera reducao do ponto de fusao do material,

bem como redugao da sua viscosidade por conta da fragilizagao estrutural [7,11].

Figura 1.2: Cations de Si conectados a ions de oxigénio gerando dois tetraedros inter-
ligados. Uma molécula de Nay,O é adicionada, interrompendo a ligagao Si - O - Si e
ocasionando fons de oxigénio nao ligados. Adaptado da referéncia [9].

Por fim, os intermediarios sao aqueles que podem participar da rede tanto como for-
madores ou modificadores, como é o caso da alumina (Al;O3), considerada modificador
de rede em vidros silicatos, mas exercendo papel de formador de rede em vidros alumina-
tos [7,10].

A ideia de caracterizar os constituintes do vidro como formadores ou nao formadores
vitreos foi de Zachariasen, seu trabaho foi publicado em 1932 e estabeleceu conceitos e
regras a respeito da formagao de vidros de éxidos [11].

Quanto as ligacoes interatémicas dos formadores de rede, Zachariasen propos que de-
veriam ser similares a dos solidos cristalinos, pois ambos materiais possuem propriedades
mecanicas semelhantes. Consequentemente, as estruturas poderiam ser parecidas e ana-
lisadas em termos de poliedros de coordenacdo® envolvidos por um nimero variado de
ions de oxigénio, assim como acontece nos 6xidos cristalinos. Desta maneira, os poliedros

de oxigénio com geometrias triangular, tetraédrica ou octaédrica encontrados nos cristais,

®0s poliedros de coordenagio podem ser definidos como um cation central rodeado por anions [7].



poderiam estar presentes também nos vidros, mas com as orientacgoes relativas variaveis,
j& que os vidros nao apresentam estrutura ordenada. Como é o caso do SiO, vitreo, que
possui estrutura formada por tetraedros de SiO4 unidos pelos vértices assim como na
estrutura cristalina, mas variando a orientacao mutua dos tetraedros consecutivos [11].
Além disso, os poliedros de coordenacao dos éxidos cristalinos podem ser interligados
pelas faces, arestas ou vértices, sendo que a uniao por faces e arestas torna a estrutura
menos estavel em consequéncia da repulsao eletroestatica dos cations centrais. Desta
maneira, na estrutura vitrea s6 ha possibilidade de ligagao pelos vértices, sendo esta uma
das regras estabelecidas por Zachariasen relacionadas com a formagao estrutural. As
outras trés sdo: i) cada &nion é ligado apenas a dois cétions; ii) o nimero de dnions
vizinhos deve ser pequeno, em torno de 3 ou 4; iii) ao menos trés vértices de cada poliedro
devem ser compartilhados com outros poliedros [10,11]. Ou seja, as regras estabelecidas
pelo autor sao véalidas para 6xidos do tipo A;O3 quando os atomos de oxigénios formam
tridngulos ao redor do atomo A. Para AOy e A;O5 quando formam tetraedros e por fim,
forma octaédrico com os d6xidos do tipo AO3 e A,O7. Desta maneira, tais oxidos sao

agentes formadores de vidro, e dentre eles, encontra-se o éxido de boro (B2O3) [10].

1.1.1 Vidros Borato

Apesar dos vidros nao apresentarem um arranjo atéomico de longo alcance, os for-
madores de redes sao capazes de gerar estruturas fundamentais para o material. Essas
estruturas precisam ser interligadas, e a compreensao dos mecanismos de formacao é de
grande importancia para os estudos subsequentes, ja que a adi¢gdo de agentes modificado-
res na matriz acarreta em mudangas estruturais e variagdo do grau de polimerizagao [6].

No vidro B;03, seguindo o modelo proposto por Zachariasen, o boro tende a conectar-
se com 3 unidades de oxigénio, formando unidades de BOjs, as quais adotam uma coor-
denacao triangular plana [7]. Os tridngulos encontram-se dispostos de forma aleatéria
na matriz vitrea e podem formar pontes com seus vizinhos por meio dos oxigénios em
comum, resultando em um sistema de anéis, conhecidos como anéis boroxol (B3Og). Por
sua vez, os anéis podem conectar-se uns aos outros por meio de unidades de oxigénio
compartilhadas ou por meio de unidades de BO3 fora dos anéis, as quais sao conhecidas
como BOj isolados [1,10]. A figura 1.3 esquematiza a jungao de dois anéis boroxol via

BOj isolado.
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Figura 1.3: Jungdo de dois anéis boroxol via unidade de BOj isolado. Adaptado da
referéncia [7].

Os oxigénios conectam-se com o boro por meio de ligacoes covalentes e em um tnico
plano, nao formando estruturas piramidais como ocorre para o éxido bérico cristalino.
Desta maneira, a estrutura tridimensional é formada por planos que unem-se por meio
de forcas intermoleculares fracas. Como consequéncia destas ligagoes fracas, a estrutura
do vidro borato é facilmente interrompida, acarretando em uma diminui¢ao do ponto de
fusao do material [7].

As ligacoes covalentes sao fortes o suficiente para que nao haja rompimento quando
um 6xido modificador é adicionado, diferentemente do que acontece nos vidros de base
silicato e fosfato. No entanto, nos vidros boratos, a estrutura trigonal BOj3 sofre uma
mudanga de coordenacao e passa a formar grupos tetraédricos BO; . Estes grupos sao
negativamente carregados. Porém, possuem sua carga estabilizada por causa da presenca
do cation modificador [1].

Estes tetraedros podem se organizar em anéis de borato com uma ou duas unidades de
BOj e até mesmo em unidades ainda maiores, exemplificados na figura 1.4, como o caso do
diborato. Esta variacao significativa da conectividade da rede borato ao adicionar éxidos
modificadores, ocasiona mudancas nao lineares em diversas propriedades e caracteristicas
fisicas do vidro, e portanto, este efeito é conhecido como anomalia do boro [7].

As maiores unidades das estruturas borato possuem a capacidade de gerar estruturas
tridimensionais, aumentando a conectividade da matriz vitrea e tornando-a mais polimeri-
zada. Contudo, a matriz torna-se mais despolimerizada caso 6xidos modificares continuem

sendo acrescentados, isto porque, as unidades de borato tetraédrico retornam as unidades



trigonais, formando pontes de oxigénios nao ligantes (NBO’s). Desta maneira, estas vari-
acoes estao diretamente ou indiretamente relacionadas a densidade de energia permitindo
que a rede borato adquira novas outras conformacoes, como ¢ o caso dos anéis e cadeias

de metaborato, bem como, piroborato [1].
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Figura 1.4: Unidades superestruturais presentes nos vidros de borato: (a) anel boroxol,
(b) anel de borato, (c) grupo de diborato, (d) anel de metaborato, (e) cadeia metaborato
e (f) piroborato. Sendo @ indica dtomos de oxigénio ligados. Adaptado da referéncia [1].

1.2 Vitroceramicas

Vitroceramicas sao materiais obtidos por meio do processo de cristalizacao controlada
de sistemas vitreos. Para que uma vitroceramica seja obtida, é necessario que o vidro
seja produzido normalmente, e posteriormente, haja sua transformagdo em um material
policristalino [8]. Estes materiais sdo inorgénicos e suas fases cristalinas sdo ditas como
fase primaria. Podem haver fases secundarias cristalinas, e ainda, fases vitreas residuais,
as quais podem estar presentes em menor quantidade devido ao resquicio de material nao
cristalizado. As relagoes entre as fases primarias, secundarias e a porosidade denominam-
se microestruturas da vitroceramica, sao responsaveis pelas propriedades fisicas, quimicas,
biolégicas e mecéanicas do material [12], sendo capazes de conciliar propriedades dos “vi-
dros” com caracteristicas das “ceramicas”, originando o nome “vitroceramicas” [7].

A cristalizacao pode ser definida como um processo que inicia a partir de uma fase
amorfa, estruturalmente desorganizada e resulta em fases cristalinas, sélidas e estaveis,

com ordenagdao geométrica estrutural. Como o vidro encontra-se em um estado metaes-
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tavel, para que o processo seja espontaneo, é preciso que haja reducao da energia livre do
sistema. Assim, a formacao de estruturas cristalinas ocorrem com o intuito de atingir o
equilibrio termodindmico do sistema [8].

A cristalizacao demanda inicialmente da formacao de nicleos, seguida do crescimento
de cristais sobre este niicleo. Entao, primeiramente os a&tomos sdo responsaveis por formar
a primeira estrutura ordenada, chamada de niicleo, no qual o crescimento de cristais é
facilitado por camadas consecutivas de atomos. Tal etapa pode ser de dois tipos: homo-
génea ou heterogénea. A homogénea acontece quando uma nova fase desenvolve-se na
auséncia de fronteiras externas, geralmente formada a partir dos préprios constituintes da
matriz vitrea. Enquanto que, na heterogénea a formacao ocorre sobre particulas ja exis-
tentes ou interfaces correspondentes as superficies limitadoras do material. A nucleagao
heterogénea é o mecanismo mais comum ja que, os limites externos (substratos) e limites
de grdo nao podem ser excluidos [8,10].

O inicio da nucleacdo pode ser determinado pelo Tg do material em estudo. E nesta
temperatura que o vidro comeca a apresentar uma mobilidade estrutural capaz de for-
mar nucleos. Conforme ocorre o aumento de temperatura, os nicleos crescem em razao
de uma menor viscosidade e subsequente, deposicao sucessiva de material sobre eles, até
originarem os cristais. A segunda etapa, cristalizacao, é consequéncia do constante cres-
cimento dos nucleos e é caracterizada por uma liberacao de calor durante o processo.
Apresenta um pico de exotérmico, ou seja, de cristalizacdo no termograma, este pico tem
inicio no ponto conhecido como Tx. A medida que a temperatura aumenta, a taxa de
crescimento de cristais tende a ser reduzida, pela dificuldade na dissipagao de calor libe-
rado durante o processo. Ambas etapas podem ser visualizadas na figura 1.5. Portanto,
nao necessariamente a nucleacao precisa ser encerrada para que ja ocorra crescimento dos
cristais [1,8,10].

Ainda que nao ocorra o processo de nucleacdo, é possivel que haja inicio da cristalizacao
em locais da superficie de menor energia, desvitrificando o material. O resultado disso
sao cristais orientados a superficie formando uma estrutura parecida a um cubo de gelo.
O fluxo viscoso nao nucleado em resposta a variagdo na densidade aparente durante a
cristalizagao pode forgar o vidro a sofrer grandes distor¢oes em sua forma. Diferentemente
do que acontece em vidros nucleados, que nao distorcem, ou muito pouco, da sua forma

original [8].
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Figura 1.5: Efeito da temperatura na taxa de nucleacdo e crescimento de cristais em
vidros. Adaptado da referéncia [1].

Por ser formada da uniao de cristais, a vitroceramica pode dificultar sua ruptura,
ou quebra, ja que, possui uma estrutura organizada, com descontinuidades estruturais
e limitacoes de graos, garantindo uma melhor rigidez mecéanica. Elas também apresen-
tam diversas propriedades, como propriedades luminescentes, magnéticas, piezoelétricas
e dielétricas, sendo muito utilizadas nos mais diferentes ramos da indistria e pesquisa [8].

Com o avanc¢o da pesquisa, outros métodos de producgao tornaram-se viaveis, como € o
caso da cristalizagdo de vidro em pé. Este processo envolve primeiramente a sinterizacao
e utiliza as imperfeigoes de superficie e de particulas como locais de nucleagao [8]. A
sinterizagao consiste no processo em que um pé compacto, por meio de aquecimento,
reduz sua superficie especifica e sua porosidade, transformando-se em um corpo ceramico
compacto e resistente [13].

O processo de sinterizacao pode ocorrer na auséncia ou presenca de uma fase liquida,
denominando sinterizacdo em estado sélido ou sinterizacao em fase liquida, respectiva-
mente [13]. Na fabricagao de vitroceramicas, o que acontece é a transigao de um compacto
de vidro em pé, mostrado na figura 1.6 (a), para um vidro sinterizado denso com alguns
locais de nucleagao, figura 1.6 (b). No caso destes materiais, a sinteriza¢do acontece em
fase liquida devido a presenca da fase vitrea precursora, a qual possui viscosidade reduzida
conforme o aumento de temperatura. O processo ¢é seguido pela cristalizagdo e o produto

final obtido é uma vitroceramica cristalina, figura 1.6 (c) [8].
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Figura 1.6: Esquema apresentando o processo de formacao da vitroceramica, sendo (a)
vidro compacto em pé; (b) densificagdo e inicio de cristaliza¢ao; (c) vitroceramica [8].

A sinterizacao por meio do fluxo viscoso foi estudado por Frenkel [14], descrevendo o
estagio inicial deste processo para particulas esféricas. Com o modelo proposto por ele, é
possivel o calculo da taxa de retragao de duas particulas em contato. Seu modelo afirma
que a sinterizacao ocorre diretamente proporcional ao tempo e a tensao superficial, e in-
versamente proporcional a viscosidade e ao raio da particula. Como a viscosidade sofre
influéncia da temperatura e da composicao do vidro, consequentemente, o fluxo viscoso
também é afetado por estes fatores, sendo justamente este fluxo responsavel pelo processo
de sinterizacao e reducao da area superficial. Desta forma, se este fluxo nao ¢é satisfatorio,
o processo de cristalizacao superficial pode iniciar simultaneamente, reduzindo a sinteri-
zagdo, e a consequentemente, a densificacdo [15]. Portanto, sinterizacao e cristalizagao

podem ser consideradas processos concorrentes.

1.3 Biomateriais

Em virtude da evolucao cientifica e tecnolégica multidisciplinar de areas como Medi-
cina, Odontologia, Biologia, Engenharia, Fisica e Quimica, o desenvolvimento de materiais
capazes de promover a substituicdo ou formacao de tecidos vivos para repararem ou re-
porem os tecidos danificados tem aumentado a cada dia. Isto diante a preocupacao de
conservar a qualidade de vida e aumentar a longevidade da populagdo. Desta forma, todos
os materiais que exercem a respectiva funcao dos tecidos vivos quando substituidos, sao
denominados “Biomateriais” [16,17].

O termo biomaterial foi definido em 1982, ao decorrer de conferéncias realizadas pela
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Furopean Society for Biomaterials, como sendo “qualquer substancia ou combinacgao de
substancias, que nao sejam drogas, de origem animal ou sintética que podem ser usadas por
um periodo de tempo, como parte ou como um todo de sistemas que tratam, aumentam
ou substituem quaisquer tecidos, 6rgaos ou funcdes do corpo” Entretanto, em 1991
houve uma readequacao para: “Biomateriais sdo materiais com propdsito de interagir
com sistemas biolégicos para avaliar, tratar, aumentar ou repor qualquer tecido, 6rgao
ou fungao do corpo” Sendo assim, biomaterial pode ser sugerido como materiais que, ao
entrarem em contato com tecidos e fluidos biologicos, destinados ao uso em aplica¢oes
protéticas, terapéuticas e de diagndstico, nao afetem de forma adversa o organismo vivo
e seus componentes [17,18].

Apesar dos biomateriais serem motivo de intensa pesquisa atualmente, eles tiveram
origem hé muitos séculos atras. Ainda na pré-historia, por exemplo, é relatado que os
Maias foram responsaveis pela substituicdo de dentes, sendo que os implantados eram
criados a partir de conchas do mar. Pesquisas mostraram que este implante foi realizado
em vida e alcangou a integracao Ossea. Ainda, sdo expostos outros materiais utilizados
pela antiga sociedade, como ouro, vidro, madeira e até crina de cavalo para suturas.
Estes materiais eram os quais se tinham acesso e fazem parte da primeira geracao de
biomateriais [17,19].

As geragoes dos biomateriais respeitam um agrupamento conceitual, apresentando a
evolugao das propriedades dos materiais [16]. A primeira geracdo é caracterizada por
materiais bioinertes, cujo objetivo é ser implantados sem que provoquem reagao de corpo
estranho no organismo. Estes materiais geralmente ocasionam a formagao de tecido fi-
broso, ao contrario de uma ligacdo quimica. Os materiais bioinertes mais comuns sao
metais, ceramicas e polimeros, como: alumina, zirconia e polietileno (PE), sendo eles
utilizados até hoje com fixacdo do tipo morfolégica [20].

A segunda geracao é designada como materiais que possuem a capacidade de interagir
com o tecido biologico, deixando de ser passivos e tornando-se ativos, melhorando a
conexao entre material e tecido. Compreendendo as interagdes bioldgicas com superficies
de biomateriais, puderam entao produzir materiais chamados de reabsorviveis, ou seja, que
sofrem degradagao progressiva durante a regeneracao do novo tecido. Nesta geragao, estao
enquadrados os vidros, vitroceramicas bioativas e polimeros biodegradaveis de origem

sintética ou natural [20].
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A terceira geracao é definida por materiais capazes de regenerar os tecidos e nao mera-
mente substitui-los, combinando os conceitos de bioatividade e biodegradabilidade. Estes
materiais foram capazes de ativar e regenerar tecidos vivos em nivel molecular. Dentre
eles pode-se encontrar os cimentos 0sseos reabsorviveis, cartilagens para regeneracao de
articulacoes, peles artificiais e scaffolds de vidros, vitroceramicas e ceramicas bioativas.
Esta geracao é muito estudada e aperfeicoada pela Engenharia de Tecidos [20,21].

Por fim, uma nova geracao de biomateriais esta em desenvolvimento com o intuito de
auxiliar no processo de regeneracao tecidual, inspirada nas recentes descobertas do com-
portamento eletrofisiologico de células e tecidos. Esta é a quarta geracao de biomateriais
e baseia-se na capacidade das células e tecidos gerarem e receberem sinais bioelétricos em
estado estacionario. A atividade de canais e bombas de ions das membranas celulares
sao consideradas reguladoras-chave do comportamento e no controle do nimero de célu-
las (proliferagao e apoptose), posi¢oes (migracao e orientacao) e identidades (trajetérias
de diferenciagao). Assim, estes materiais seriam capazes de modificar o comportamento
celular, beneficiando por exemplo, a medicina regenerativa como um todo [21].

As propriedades apresentadas por cada geragao de materiais destinam-se a diferentes
funcoes e aplicacoes. Porém, de forma geral estes materiais devem resistir ao ataque do
organismo, sem produzir reagdes biologicas adversas, locais ou sistémicas. Desta forma,
para emprego de um biomaterial, ele deve apresentar alguns pré-requisitos, como: 1)
biocompatibilidade - promovendo boa integracao e harmonia na interacao entre implante
e tecido, sem causar perturbacoes ou induzir resposta prejudicial, suportando ao ataque
bioldgico sem liberagao de substéncias toxicas; 2) esterilizabilidade - suportando o processo
de esterilizagao, seja ele com gas (6xido de etileno), radiacdo gama, autoclave ou vapor;
3) funcionalidade - capacidade em ser moldado para adequar-se a funcao especifica; 4)
manufaturabilidade - capacidade de fabricagao e produgao do material [22].

Ao alocar um biomaterial no interior de sistemas biologicos, o tecido local tende a reagir
de diversas maneiras, a qual depende do tipo de material utilizado. Este mecanismo de
interacao entre ambos é proveniente da resposta tecidual a superficie implantada, sendo
esta uma outra maneira de classificar estes materiais [22]. A figura 1.7 aborda as 4
principais classificagoes dos biomateriais de acordo com a interacao tecido-implante, sendo

(a) inerte, (b) poroso, (c) bioativo e (d) reabsorvivel.
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Figura 1.7: Classificagdo dos biomateriais quanto & interagao tecido-implante, sendo (a)
inerte; (b) poroso; (c) bioativo; (d) Reabsorvivel. Os biomateriais implantados estao
representados em verde. Adaptado da referéncia [22].

Os materiais inertes, como ja abordado, sao fixados morfologicamente, ou seja, ne-
cessita de parafusos, cimentos ou suturas para que haja aderéncia e crescimento 0sseo
superficial com formacao de tecido fibroso. Os metais e ligas metalicas sao exemplos
desse tipo de material. Os materiais que sao porosos, como hidroxiapatita porosa e ma-
teriais revestidos de hidroxiapatita, fixam-se por meio do crescimento tecidual dentre os
poros, com fixacao do tipo biolégica e ligacdo mecanica. Tem-se também os materiais
bioativos que interagem com os tecidos 6sseos por meio de reagoes de troca idnica, disso-
lugao e precipitacao, formando camadas de fosfato de célcio biologicamente ativo. Vidros
bioativos, ceramicas e hidroxiapatita sintética sdo exemplos destes materiais. Além disso,
h& os materiais reabsorviveis que, como ja comentado, ap6s a implantacao tendem a serem
absorvidos e substituidos pelo tecido local. Sao exemplos de materiais reabsorviveis os

polimetros, beta fosfato tricalcico e sais de fosfato de calcio [2].

1.3.1 Vidros e vitroceramicas bioativas

No verao de 1967, rumo a Conferéncia de Pesquisa de Materiais do Exército dos
EUA, Larry L. Hench compartilhou uma viagem de 6nibus com o coronel Klinker que
havia recentemente retornado de uma missao no Vietna. Durante uma conversa, Hench
contou ao coronel sobre sua pesquisa em materiais resistentes a exposicao de radiacao
com alta energia, especificamente semicondutores do tipo fosfato de vanadio, os quais
suportavam até mesmo raios gama. Diante a situagao enfrentada pelo militar em sua

missao, na qual testemunhou inlimeras amputagoes em consequéncia da rejeicao do corpo
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em relacao as pecas metalicas e plasticas disponiveis para implantes, ele questionou Hench
ao dizer que se eles puderam fabricar um material capaz de suportar a alta radiacao,
poderiam entao, produzir um material que sobrevivesse a exposicao do corpo humano.
Complementarmente, o coronel ainda disse: “Podemos salvar vidas, mas nao podemos
salvar membros. Precisamos de novos materiais que nao serao rejeitados pelo organismo”
[3].

Ja em 1969, Larry H. Hench juntamente com outros pesquisadores iniciaram suas pes-
quisas baseando-se na hipotese de que, materiais metalicos e poliméricos tendem a formar
um tecido cicatricial ao seu redor quando implantados, ocasionando rejei¢ao, porque nao
sao constituidos dos mesmos elementos que compoem o tecido 6sseo. Desta maneira, se
o material fosse composto de fosfato de calcio hidratado, poderia reduzir as chances de
rejeicao pelo organismo, ja que possuiria mesma composigao dos ossos [3].

Pensando desta forma, Hench desenvolveu um vidro, conhecido hoje como Bioglass®,
o qual foi implantado em fémur de ratos na Universidade da Flérida. O resultado obtido
foi excepcional, uma vez que, nao houve formacao de tecido cicatricial. Apds anos, o
material ainda apresentou uma resisténcia da ligacao interfacial (adesdo) semelhante a
resisténcia do osso [3]. Logo, esta descoberta foi publicada em um artigo, o qual descreve
a composicao vitrea utilizada pelo pesquisador e evidencia sua capacidade de ligagao com o
tecido 6sseo, o que fez com que este material entrasse para a classe dos materiais bioativos,
que podem ser utilizados em implantes, préteses, reparo de ossos e articulagoes [23].

Os materiais bioativos, quando implantados, reagem aos fluidos corporais a fim de
ativa-los, passando por uma série de reagoes quimicas, as quais os degradam lentamente,
criando condigOes ideais para a reconstrugao éssea por meio da osteoconducao. Alguns
dos materiais ainda podem ser ditos como osteoestimulantes, os quais estimulam a dife-
renciacao de células progenitores em osteoblastos [1,2].

Independente da forma como a regeneragao € incentivada, a conexdao entre o vidro
bioativo e o tecido acontece pela formacao de uma camada de hidroxicarbonato-apatita
(HCA) na superficie, que pode acontecer ji nas primeiras horas apds o implante. A
camada de HCA possui fase mineral semelhante a do osso e por isso gera uma resistente
ligacao com o tecido. Todavia, a liberagao ionica por parte dos vidros bioativos devem
ter taxa compativel com os processos celulares que sustentam a regeneracao e crescimento

tecidual. Caso seja maior ou menor que o suportado, a velocidade de formacgao desta
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camada serd prejudicada, bem como, a interagao entre material e tecido [1,9].

Diferentemente dos vidros formados a base de silicato, os vidros boratos apresentam
baixa durabilidade quimica, resultando em uma alta taxa de degradagao, sendo muito
utilizado na engenharia de tecidos na restauracao de tecidos moles devido a sua boa
compatibilidade celular, demonstrada por testes in vitro e in vivo. Por estes vidros pos-
suirem baixa duragao, uma alternativa que vem sendo estudada ¢é o tratamento térmico
controlado para formagao de vitroceramicas [1].

A principal vantagem das vitrocerdmicas é que elas apresentam propriedades meca-
nicas superiores as dos materiais vitreos, sendo que, dependendo das fases obtidas po-
dem fornecer propriedades diferentes, interferindo profundamente na resposta biologica
da mesma, podendo ser passiva (inerte), bioativa ou reabsorvivel. Quando bioativas,
a presenca das fases cristalinas podem retardar a formacao da camada, sendo benéfico
principalmente para os materiais a base de boro [1].

Cabe aqui um adendo, as vitroceramicas fabricadas a partir do vidro pulverizado po-
dem ainda fornecer uma porosidade parecida a dos scaffolds, devido ao efeito de porosidade
induzida por cristalizacdo, que forma poros esféricos intragranulares ao longo do processo
de cristalizacao [24]. Desta maneira, ocorre uma maior liberagao i6nica, dependendo das
fases formadas, em razao da melhor interacao com o meio, podendo acelerar a formagao
da camada quando comparada as vitroceramicas, porém, mais devagar que os vidros. A
quantidade de porosidade induzida aumenta conforme uma funcao da tendéncia de cris-
talizacao. Enquanto que, a resisténcia mecanica da ceramica tende a aumentar com a
cristalinidade. Logo, é importante que todos estes fatores sejam balanceados [24].

Da mesma forma que os vidros, as vitroceramicas bioativas sofrem uma reacao biolo-
gica, desenvolvendo em sua superficie uma camada de HCA idéntica a dos vidros. Essa
camada, como ja comentado, ¢ a chave para a ligagdo entre o material e o tecido, quando
implantado. Uma forma de avaliar estes materiais, sejam vidros ou vitroceramicas, antes
da implantagao, é por meio do potencial bioativo deles [1]. Uma das maneiras de avaliagdo
dos materiais ¢ inseri-lo em contato com um liquido, acelular e aproteico que possui con-
centragdo idnica proxima a do plasma sanguineo de forma a simular os fluidos corpéreo.
Esta solugao é chamada de SBF (simulated body fluid), traduzida como fluido corpéreo
simulado, desenvolvida por Kokubo e Takadama [25]. Quando imerso neste liquido, a

base do processo ¢ a reatividade quimica, em razao das reagdes quimicas que ocorrem
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na superficie do material [1]. Desta maneira, na préxima subsegao serd apresentado os

mecanismos de formacao desta camada.

1.3.2 Mecanismo de formacao da camada

O mecanismo de formagao da camada sobre a superficie do vidro devido a interacao
com o meio de imersao foi estudado por Hench e Anderson em vidros silicatos. O pro-
cesso é dividido em dez estagios que seguem desde a exposicao do vidro ao tecido até a
mineralizagdo da matriz dssea [2]. As cinco primeiras etapas sdo descritas na sequéncia e

podem ser visualizadas por meio da figura 1.8.

1. Lixiviacao seletiva de alguns elementos, ou seja, trocas idnicas entre ions alcalinos
e alcalinos terrosos (Na® e Ca?") com cations da solucio (H' e H30T). A taxa de
lixiviacado do material é afetada dependendo da carga do ion modificador. Podendo

ser expressa por meio da seguinte sentenca:

=S5 —ONa+H"+OH — =Si—OH"+ Na"+OH™

=95 —-0Ca+H"+0OH — =Si—OH"+Cad*  +0OH™

A rede de silica pode reagir com a prépria dgua por meio da hidratagdo de suas

ligagoes com ions metalicos:

=95i—-ONa+ H,O — =8i—OH"+ Na"+0OH"

=S5i—0Ca+ H,O — =8i—OH"+Ca* +0H"

2. Dissolucao da silica da rede vitrea por ataque dos ions de hidroxila, os quais sao
responsaveis por quebrar as ligacoes Si-O-Si e formar silanol. Sendo que, as hidro-
xilas formadas nas etapas anteriores podem agir como catalisadores no processo de

dissolugao da rede.

=S5i—0—Si+ HO— =S8i—0OH+OH — Si (silanol)
3. Despolimerizagdo da rede vitrea devido a hidrolise, causando silica soltivel no meio.
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=5-0-5+0H — Si—OH+S5 -0

Nesta etapa, o silanol pode ainda se condensar e repolimerizar a camada rica em
SiO, como consequéncia da deficiéncia da superficie em fons alcalinos e alcalinos
terrosos. Esta etapa pode ser lentamente acelerada por fons Ca?t e PO~ presentes

na solucao.

=S5i1—-0OH+0OH-5 — Si—0—-5Sit+ H,0O

4. Migracao de grupos Ca’* e PO?™ provenientes das regides internas do material, a
medida que a solubilidade dos ions dissolvidos é excedida. Ocorre entao a precipita-
¢ao da solugao sobre a camada de silica gel. Forma-se entdo um filme amorfo rico em

calcio e fésforo amorfo. Este filme pode agir como barreira resistente a dissolucao.

5. Cristalizacao da camada de célcio e fésforo amorfo, geralmente incorporando em sua
estrutura cristalina fons de CO3 ", originando a hidroxicarbonato apatita (HCA) na
superficie do material. Mas também, ions como OH™ ou F~ podem ser precipitados,

formando hidroxiapatita (HAp) ou fluorapatita (FA), respectivamente.

SBF . || SBF SBF . || SBF

P045- Mgz-l- p043- Mg“ pD43- Mg2+ P043‘ Mg“

x+ HCOy HCO, x+ HCOy HCO,

Biovidroa 20
Na
P 0\5{
/Si\ / -
(0] N
] 0

Figura 1.8: Esquema da formacao de camada apatidica sobre a superficie de vidros sili-
catos quando em imersao em SBF [26].
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As cinco ultimas etapas descritas por Hench e Anderson acontecem apenas quando hé

presenca de tecidos vivos e consiste em:
6. Adsorcao de proteinas especificas.
7. Acao de macréfagos.
8. Adesao e diferenciagao celular.
9. Formacao de matriz extracelular.
10. Mineralizacao da matriz.

Para as vitroceramicas, todo o processo acontece de forma muito semelhante, conforme
pode ser observado na figura 1.9. Primeiramente a lixiviacdo ocorre, correspondendo a
etapa 1 descrita anteriormente. Posteriormente, a dissolucao que é compreendida pelas
etapas 2 e 3. Por fim, a precipitacdo da camada, a qual ocorre nas etapas 4 e 5. Sendo a
principal diferenca é que na etapa da lixiviagao é preciso que aconteca o ataque nas redes
formadoras ordenadas e, durante a dissolucao, é preciso decompor os cristais a fim de
liberar os fons que os formam [1,27]. Dificultando todo o processo e consequentemente,

retardando-o.

Pedagco de vidro em SBF que contém Ca?, H*, K*, Mg, Na*, CI', HCO;', HPO, %, OH e SO,*

OH (o Ca™ . Hidroxicarbonato ca™, PO, & €O
2 Dissolucao mmﬂ N o, apatita (HCA) FEET
2 para Na, Ca?, si** Si(OH),  Ca’t N
e Bii H g camada de silica Gel © Na® ‘\’
supvrlicl_t ‘,.‘ '-_a e ci:l‘ ' % § !
B 55 F’y DRNTH oH F OH
) N N 4 | ; | |
F SN ST S Si e S| 0 = o
0 1 T T Ll
¥, ) 1@ v, 11 1@ P
Si Si Si @ Si Sli (6] Sii @ 0} Sli (o]
BN 7N\
@ (8] (8] (0] 0 - 0 - 0
(a) Lixiviacdo (b) Dissolucio (c) Precipitacdo

Figura 1.9: Mecanismo de formagcao de camada de HCA em vitrocerdmica apds imersao
em SBF. Adaptado de [27].

Todavia, o interesse é entender os processos de formacao da camada em vidros borato.
De forma geral, os mecanismos que regem a degradagao do vidro borato e levam a formacao
da camada de HCA sdo parecidos com os silicatos, diferenciando apenas pelo fato que
a camada de boro nao possui a capacidade de se repolimerizar. Logo, o processo de

degradacao acontece de forma simultanea a hidratacao e a hidrolise da rede vitrea [1,9,28].
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Outro ponto que vale ser destacado, é que a rede borato pode conectar-se de diferentes
maneiras, devido a anomalia do boro, ja discutido anteriormente. Estas conexdes podem
facilitar ou dificultar as trocas ionicas, bem como, a degradacao e precipitagao da camada
[1]. O processo pode ser entao resumido em 4 etapas, sendo elas:

1. Hidratacao das ligacoes de boros tetraédricos e a consequente troca ionica, liberando

ions alcalinos e alcalinos terrosos. A hidratacdo cria ainda uma instabilidade que

gera um rearranjo e leva a formacgao de uma unidade tringangular, como esquema-
tizado:

=B—-0—-BNa+H,O— =B—-0OH+BOs+ Na"+0OH"

Quando em unidades de boro tricoordenadas, a hidratacao produz grupos hidroxil:

=B—-ONa+H,O — =B—-0OH+ Na"+0OH™

2. Ataque a rede vitrea por parte da hidroxila, dissociando-a e gerando como produto,
acido bérico (H3BOj3), sendo este um dos responsaveis pelo aumento do pH.

=B-0-B+H,O— =B-0OH+OH-B

Estes processos de hidratagao e hidrélise acontecem continuamente e coexistente-
mente de forma que, degradando o vidro em velocidade maior quanto aos silicatos,
uma vez que nao ha a existéncia de uma camada de borogel.

3. Migracao de grupos Ca** e PO}~ originados das regides internas do material, oca-
sionando precipitacao dos ions sobre o vidro, resultando na precipitacao de fosfato
de calcio na superficie dos vidros.

4. Cristalizagdo da camada, formando hidroxiapatita (HAp), fluorapatita (FA) ou hi-
droxicarbonato apatita (HCA).

Em geral, estes vidros apresentam dissolu¢ao mais rdpida com maiores taxas de au-
mento de pH no meio nos primeiros dias. Logo, sao mais reativos quando comparados aos

silicatos e auxiliam, predominantemente, na recuperacao de tecidos moles [1].
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CAPITULO 2

PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Este capitulo contém a descri¢do dos protocolos experimentais utilizados na realizacao
deste trabalho, relatando os passos para a preparacao das amostras e especificacoes das

técnicas utilizadas.

2.1 Preparacao do vidro e vitroceramicas

A amostra escolhida para estudo é um vidro de base borato, do sistema vitreo 60 BoO3
— 5 CaFy — (20-x) NapO — (15-x) CaO — (2x) P3O5 com (x = 0, 1, 2), produzido em
parceria com a Professora Dra. Franciana Pedrochi da Universidade Federal do Mara-
nhao (Campus de Imperatriz) e estudado pelo Dr. Pablo Nabuco Portes em sua tese de
doutorado [28]. Em seu trabalho, Portes mostrou que a amostra 60 BoO3 — 5 CaFy —
19 Nay,O — 14 CaO — 2 P5,0j5, denominada BV2, cuja composi¢ao pode ser visualizada
na tabela 2.1, obteve o melhor resultado nos testes bioldgicos in vitro. Desta maneira, foi
esta a composicao escolhida para o estudo de tratamento térmico, cujo intuito é avaliar

as fases formadas em funcao da temperatura e sua bioatividade in vitro.

Tabela 2.1: Composigao da matriz vitrea escolhida em % de massa (wt. %) e de mol%.

BQ Og CaFg NagO CaO PQO5
wt. % 60 ) 19 14 2
mol% | 57,8 41 205 16,7 0,9

Para a producao do vidro, os reagentes CaCOj3, NayCOg3, P5Os5, BoO3 e CaFy foram
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utilizados, sendo todos eles da marca Sigma Aldrich® com grau de pureza entre 98 e
99,999%. Estes reagentes tiveram suas massas aferidas em uma balanca analitica. O
CaCO3 e o NayCOj3 passaram pelo processo de calcinagao por duas horas numa tempe-
ratura de 900 e 550 °C, respectivamente. A desgaseificacao permite a eliminagao de todo
o CO4 do reagente, obtendo assim CaO e NayO. Apds este importante passo, todos os
reagentes foram depositados em um almofariz de agata, homogenizados e posteriormente
transferidos para um cadinho de platina, o qual foi inserido em um forno convencional
mantido sob atmosfera ambiente para a fusao.

A fusdo da mistura de reagentes ocorreu em 1100 °C permanecendo por 2 horas. Apds
este periodo, um molde de ago inoxidavel aquecido em aproximadamente 400 °C recebeu o
fundido, que sofreu um rapido resfriamento. A temperatura do molde foi escolhida abaixo
da temperatura de transicao vitrea do vidro.

Em seguida, para a eliminagdo das tensoes internas e para uma maior resisténcia
mecanica do vidro, o material foi recozido a 450 °C durante 5 horas. Apoés este periodo, o
forno foi resfriado por inércia térmica até atingir a temperatura ambiente. A peca obtida

pode ser visualizada na figura 2.1.

Figura 2.1: Vidro final obtido ap6s recozimento em 450 °C durante 5 horas.

Posteriormente, o material passou por processo de pulverizagao, sendo peneirado em
peneira de nylon para obten¢do de particulas com tamanho < 45 pm. O pé obtido foi
compactado por 10 minutos em uma prensa hidraulica uniaxial, com pressao na amostra
de 55 MPa, em moldes cilindricos de 5 mm de diadmetro e 2 mm de espessura.

Ap6s o processo de prensagem, as amostras foram levadas a um forno tubular para
tratamento térmico por 2 horas, sendo a taxa de aquecimento e resfriamento de 3 °C/min

em atmosfera ambiente. As temperaturas escolhidas para tratamento térmico das amos-
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tras foram baseadas na andlise térmica, portanto foram nomeadas por T de temperatura
e seu respectivo valor de tratamento térmico em graus célsius, sendo elas: T490, T560,
T615, T625, T630, T715, T785 e T810.

As pecas logo ap6s o tratamento térmico podem ser observadas na figura 2.2. Vale a
observacao de que todas as fotos foram capturadas a mesma distdncia da cidmera com o

auxilio de um tripé fixo.

Figura 2.2: Pecas apds processo de tratamento térmico, sendo (a) T490, (b) T560, (c)
T615, (d) T625, () T630, (£) T715, (g) T785 e (h) TS10.

2.2 Parametros Experimentais

Nesta subsecao ¢ descrito os equipamentos, suas respectivas marcas e modelos e as

configuragoes utilizadas para caracterizacao e estudo das amostras.

2.2.1 Andlise térmica

A andlise térmica foi realizada em um calorimetro (STA-404, NETZSCH-Geraétebau
GmbH) pertencente ao LaMaV-DEMa-UFSCar, em colaboragdo com a Professora Dra.
Viviane de Oliveira Soares, com o intuito de determinar as temperaturas caracteristicas

do material para realizacdo do tratamento térmico. Este processo foi realizado com o
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vidro da figura 2.1 pulverizado e com tamanho de particula < 45 pym. As medidas foram
realizadas em cadinho de platina, com taxa de aquecimento de 5 °C/min até atingir 900

°C em atmosfera de ar.

2.2.2 Difratometria de raios-X (DRX)

Para obtencao dos difratogramas analisados neste trabalho, um difratémetro de raios
X (D8 Advanced, Bruker) de geogremtria Bragg-Bretano do tipo € — 6, pertencente ao
Complexo de Centrais de Apoio a Pesquisa (COMCAP) da Universidade Estadual de
Maringa (UEM) foi utilizado. A radiagdo aplicada foi K, proveniente do cobre, com
tensdo de 35 kV e corrente de 30 mA. Cada medida foi realizada com velocidade de
varredura de 0,29 °/min, passos de 0,003 ° com 1 segundo de aquisi¢ao no intervalo de 7 a
65 °. A radiacdo atingiu a amostra em p6 que estava condicionada sobre um porta-amostra

de vidro em temperatura ambiente (~ 21 °C).

2.2.3 Espectroscopia Raman

Os espectros Raman foram adquiridos em um microscopio Raman Confocal, deno-
minado p-Raman (Senterra, Bruker) pertencente ao Complexo de Centrais de Apoio a
Pesquisa (COMCAP) da Universidade Estadual de Maringd (UEM). As amostras foram
excitadas em 532 nm com poténcia nominal de 20 mW e lente de magnificacdo de 20x.
Cada espectro é uma média de 3 medidas, sendo cada medida coletada com 30 varreduras
e 5 s de tempo de integracao. A regiao espectral foi de 4000 a 400 cm ™!, cuja resolugao é

de 3-5 cm™!.

2.2.4 Espectroscopia no Infravermelho

Os espectros foram coletados nas amostras em p6 por meio de um Espectrometro no
Infravermelho com Transformada de Fourier acoplado um acessorio de Reflectancia Total
Atenuada (FTIR-ATR) (Vertex 70V, Bruker) também pertencente ao Complexo de Cen-
trais de Apoio a Pesquisa (COMCAP) da Universidade Estadual de Maringd (UEM). As
amostras foram condicionadas diretamente sobre o cristal de diamante do acessorio e o ar
do equipamento foi eliminado (medidas em vacuo), eliminando contribuigoes atmosféricas.

Os espectros foram adquiridos com 128 varreduras, no intervalo de 4000 a 400 cm™! com
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resolucao espectral de 4 cm™!.

2.2.5 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As micrografias das superficie e fratura das amostras preparadas e na superficie das
amostras p6s-imersao (tempos de 0,25, 1, 7, 14, 21 e 28 dias) foram realizadas em um
Microscopio Eletronico de Duplo Feixe (Scios, Thermo Fischer Scientific). As imagens
foram captadas em diferentes ampliacoes e aceleracao do feixe de 20keV. Porém, apenas
as ampliagdoes mais relevantes foram apresentadas neste trabalho, variando de amostra
para amostra e sendo indicada pela barra de em cada imagem, referente a escala. Ainda,
é possivel obter informagoes semiquantitativas da composicao amostral. Estas andlises
foram realizadas nas amostras T560, T625 e T715 antes e apds 14 dias de imersao com o

intuito de avaliar se houve precipitagao de camada apatitica.

2.3 Avaliacdo de bioatividade (in vitro)

As amostras em suas respectivas temperaturas de tratamento térmico foram direcio-
nadas para os testes biolégicos in vitro. Dentre eles, avaliacao da citotoxicidade e imersao
em Fluido Corporal Simulado (SBF). Além da analise do material apds imersao em SBF,
a concentracao de alguns ions no liquido foram determinadas por meio da espectroscopia

de emissao atomica em plasma de micro-ondas (MP-AES).

2.3.1 Imersao em Fluido Corporal Simulado (SBF)

O Fluido Corporal Simulado (SBF) utilizado para colocar em imersdo duas pegas
(n=2) de cada tratamento térmico (T560, T625 e T715), foi preparado seguindo cautelo-
samente todos os processos e etapas descritos por Kokubo e Takadama [25]. Inicialmente,
700 mL de dgua deionizada foi depositada em um becker plastico na presenca de um
agitador magnético e banho térmico configurado a 36,5 °C. Os reagentes presentes na
tabela 2.2 foram inseridos sequencialmente e vagarosamente, sendo que, os proximos re-
agentes s6 eram adicionados apés a diluicdo completa do anterior. O nao cumprimento
deste passo pode causar precipitacao de sais na solugdo, tornando o fluido inutilizével [25].
Um peagametro (MPA 210, MS Tecnopon) e um termoémetro comum foi utilizado com

o intuito de controlar o pH e a temperatura, respectivamente. Por fim, dgua deionizada
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foi adicionada para completar 1000 mL de solugao, com a temperatura em exatamente
36,5 °C e pH em ~ 7.4. Em seguida, o fluido resfriou a temperatura ambiente, filtrou-se
com filtro de seringa (Merck Millipore) de 0,22 pm e armazenou em um frasco plastico &

temperatura entre 6 e 10 °C'.

Tabela 2.2: Reagentes utilizados na producao de SBF segundo Kokubo e Takadama [25].

Sequéncia Reagentes Quantidade (g)

1 NaCl 8,035
2 NaHCOs 0,355
3 KCl 0,225
4 K,HPO, - 3H,0 0,231
5 MgCl, - 6H,0 0,311
6 1.0M-HCl 39 mL
7 CaCl, - 2H,0 0,387
8 NaySO, 0,072
9 Tris 6,118
10 1.0M-HCl 0-5 mL

Utilizando um tubo de fundo conico do tipo falcon com capacidade para 50 mL e
prendedores plésticos, as amostras foram inseridas na solu¢ao de SBF mantendo a razao
do volume de SBF pela drea superficial da amostra em 0,1 mL/mm?, de forma que a
amostra nao tivesse contato com as extremidades do tubo. Os tubos foram mantidos em
um banho térmico com temperatura fixada em 36,5 °C pelos periodos de 0,25, 1, 4, 7,
14, 21 e 28 dias. Ao fim de cada periodo as amostras eram retiradas cuidadosamente e
enxaguadas suavemente com agua deionizada, de modo a interromper quaisquer reacoes
que pudessem ainda acontecer. Em seguida, as amostras foram mantidas em temperatura
ambiente em placas de Petri cobertas com papel aluminio, por um dia para secagem e
posteriormente armazenadas para analises.

A solugao de SBF apés imersao foi enviada para andlise na espectroscopia de emis-
sdo atomica em plasma de micro-ondas (MP-AES). Além disso, as pegas apds imersao
seguiram para analise de espectroscopia no infravermelho e em microscopia eletronica de

varredura (MEV) para deteccao da camada de apatita formada.
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pH e perda de massa

Os valores de pH foram aferidos apds a retirada das pecas de imersao com o auxilio
de um peagdmetro (MPA 210, MS Tecnopon) com precisao de £ 0,001 a temperatura de
36,5 °C, sendo o resultado uma média de 2 pecgas imersas para cada tempo de tratamento.
A calibracdo do equipamento foi feita portando solugoes tampoes de pH 4, 7 e 10 em
todos os dias de medida. Além disso, todas as pegas tiveram suas massas aferidas antes e
ap6s o periodo de imersdo em uma balanga analitica de precisdao 0,1 mg (Série 202, A&D
Company). Por fim, as pegas foram fotografadas por uma cdmera comum de smartphone
antes e apds imersao em um mesmo ambiente. O aparelho foi mantido sobre um tripé

fixo.

Espectroscopia de Emissdo Atémica em Plasma de Micro-ondas (MP-AES)

As medidas de concentragao ionica da solucao de SBF foram realizadas com o Professor
Dr. Marcelo Augusto Batista no Departamento de Agronomia na Universidade Estadual
de Maringa. Para estas analises um espectrometro de emissao atomica em plasma de
micro-ondas (MP-AES 4200, Agilent Technologies) foi utilizado. O método de curva de
calibracgao externa foi empregado em todas as determinagdes. Além disso, N foi utilizado
como fonte gas para a chama e os pardmetros experimentais foram de 3 segundos como
tempo de integracao, a velocidade de bomba peristaltica de 12 rpm, tempo de estabilizagao
de 10 segundos e 3 réplicas foram feitas, sendo o valor obtido uma média das trés medigoes.
As amostras de SBF, para as trés temperaturas (T560, T625, T715) e em seus respectivos
tempos de imersao (0, 0,25, 1, 4, 7, 14, 21 e 28 dias) foram diluidas em Acido Nitrico
(HNOj3) com diluigao de 0,5/15,14 mL. O Fésforo foi lido em 213,618 nm seguido do
Célcio em 445,478 nm.

2.3.2 Teste de citotoxicidade

Os ensaios ocorreram no Laboratério de Inovacao Tecnolégica no Desenvolvimento
de Farmacos e Cosméticos da Universidade Estadual de Maringd em Parceira com o
Professor Dr. Celso Vataru Nakamura e sua aluna Karina Miyuki Retamiro. As amos-
tras T560, T625 e T715 foram submetidas a avaliacao citotéxica por meio de células de

pré-osteoblastos da linhagem MC3T3-E1. Para isso, as células foram ressuspendidas a
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concentracao de 1,0x10° cels/mL em meio a-MEM acrescido de 10% de Soro Fetal Bo-
vino (SFB), adicionado 100 pL nos pogos da placa de 96 pogos, e incubadas por 24 h a
37 °C e 5% de COq. As amostras testadas foram diluidas (1000, 700, 400 e 100 ug/mL),
adicionados sobre a monocamada celular e incubados por 24 h, em condig¢oes idénticas.
Apoés a incubagao, 50 pLi de solucao 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT)
a 2 mg/mL foi adicionada. A placa foi incubada por 4 h a 37 °C com 5% de CO; (pro-
tegido da luz) e adicionados 150 pL de dimetilsulféxido (DMSO). A leitura foi realizada
em leitor de microplaca (PowerWave XS Microplate Reader, BioTek Instruments) a 570
nm. Os dados foram obtidos em triplicatas e plotados como médias + desvio padrao e
submetidos a teste de andlise de varidncia (ANOVA Two-Way) pelo teste de compara-
¢oes multiplas de Dunnett, comparando cada diluigdo amostral com o controle (0 pg/mlL)
dentro de cada grupo amostral (T560, T625 e T715), sendo que a significincia estatistica
considerada foi de P<0,05.
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CAPITULO 3

RESULTADOS E DISCUSSAO - PARTE I

O presente capitulo destina-se a apresentacao e analise dos resultados obtidos para as
amostras descristas em Procedimentos Experimentais, os quais foram obtidos por meio
das técnicas de andlise térmica (DTA), difratometria de raios X (DRX), espectroscopia
Raman, espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier acoplado a reflec-
tancia total atenuada (FTIR-ATR) e por fim, microscopia eletronica de varredura (MEV)

com mapeamento por espectroscopia de energia dispersiva (EDS).

3.1 Caracterizacao térmica

A caracterizagao térmica do vidro pode ser obtida por meio de um termograma, no
qual é possivel avaliar o comportamento térmico do material em estudo e determinar suas
temperaturas caracteristicas, como transi¢ao vitrea (Tg), inicio da cristalizacdo (Tx) e
fusao (Tm), conforme ji descrito no Apéndice A - Técnicas Experimentais. Esta é uma
importante analise para escolha das temperaturas de tratamento térmico, ja que envolvem
os principais processos térmicos sofridos pelo vidro.

A figura 3.1 apresenta a curva de termograma obtida via Andlise Térmica Diferencial
(DTA) para o p6 do vidro com tamanho de particula < 45 ym. O intervalo de temperatura
na qual foi realizada a medida é entre 25 e 900 °C, mostrada na figura 3.1. Entretanto, o
termograma foi exibido a partir de 200 °C ja que nenhum fenémeno foi detectado abaixo

desta temperatura.

31



Exo W

'y

T

—_ \.\
© | I
=) .§9° s:o(’J §>° x§§° & o_,ca‘) ro@ Q «\Q '\Q’Q «09 ng
<C
[_
O

| sz
Endo

| l | l . l . l L I A1 I L
| | | Q ' S ) )
q? y . o S Q S o

Temperatura (°C)

Figura 3.1: Termograma do vidro em pé com tamanho de particula < 45pum. Os detalhes
demarcados estao ampliados com suas respectivas cores.

Ao avaliar o termograma, é possivel notar um primeiro pico endotérmico durante o
processo de aquecimento, referente a primeira transicao sofrida pelo vidro, a qual estéd
associada a transi¢ao vitrea, tendo seu inicio no Tg em 490 °C e maximo em 504 °C. Este
evento térmico compete a um aumento no calor especifico do material, tornando-se um
material viscoelastico e permitindo a mobilidade estrutural. Em seguida, observa-se picos
exotérmicos, os quais remetem ao processo de cristalizagao, devido a liberacao da entalpia
de fusao da amostra [7]. A cristalizagdo tem inicio em 602 °C e cada pico exotérmico,
pode estar associado a formagao de pelo menos uma fase cristalina [7]. Para este trabalho,
dois picos estao presentes, o primeiro pico (Tp;) encontra-se em 615 °C e o segundo (Tps)
em 630 °C. Os picos de cristalizagao podem indicar mecanismos distintos de cristalizacao,
assim como, podem ser um indicio da presenca de pelo menos duas fases cristalinas no
material, fator este que merece atencao nas andlises dos difratogramas.

Para temperaturas mais altas, observa-se um pico endotérmico, o qual esta associado
ao calor absorvido e necessario para que a amostra seja fundida [7]. O processo de fusao

tem inicio em 785 °C (T}), seguido do pico endotérmico (Tm) em 797 °C.
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A temperatura em que ocorrem os fendmenos caracteristicos do vidro podem variar
de acordo com tamanho de particula da amostra e a rampa de aquecimento escolhida,
influenciando o deslocamento dos picos para temperaturas maiores ou menores, como
estudado por Edi Carlos em sua dissertacao sobre cinética de cristalizacdo em vidros
teluritos do sistema TLWN [29]. Portanto, foi de suma importancia a realizagao da andlise
térmica com tamanho de particula controlado e rampa simile a do tratamento térmico,
uma vez que as temperaturas foram escolhidas baseadas no termograma, de forma que
cada temperatura representasse diferentes estados e fases que o sistema pode apresentar,

sendo elas:

e T490 — Valor de Tg

« TH60 — Entre o pico de transigao vitrea (Tg) e o primeiro pico de cristalizagao
(Tp1);

e T615 — Primeiro pico de cristalizacao (Tp;);

« T625 — Entre o primeiro (Tp;) e o segundo pico de cristalizagao (Tps);

» T630 — Segundo pico de cristalizagao (Tps);

« T715 — Entre o segundo pico de cristaliza¢do (Tpz2) e o pico de fusdo (Tm);
e T785 — Inicio da fusao;

o T810 — Apés temperatura de fusao (Tm).

Em estudos anteriores, Lepry sintetizou vidros de base borato por meio da técnica

0 assemelha-

sol-gel com diferentes concentracoes de reagentes. Uma de suas composicoes?
se a deste vidro, apresentando ponto de Tg em 484 °C e pico de cristalizacao em 639
°C [30]. Entretanto, o material utilizado no presente trabalho possui fluoreto de célcio
(CaFy) em sua matriz, que além de ser um agente finalizador com a fungao de reduzir a
formacgao de bolhas e a tensao superficial, pode ocasionar modificagdo na coordenacao dos
atomos ou até mesmo quebra de ligagoes, tornando o fundido menos viscoso. Além disto,
ele é um facilitador de cristalizacao, reduzindo a temperatura de cristalizacao, devido a
sua capacidade de formar pequenos cristais espontaneamente durante arrefecimento ou
durante o subsequente reaquecimento de um vidro [7]. A presenga do flior pode estar
associada a uma facilitacdo na cristalizacao e contribuir para a estabilidade das fases

formadas, ja que, por conta da nucleacdo e a sua capacidade de formar pequenos cristais,

precipita e acelera o processo, como pode ser visto nos dados de difratometria de raios X.

10Composigao em porcentagem de massa: 61,3 BoO3 — 19,3 CaO — 17,5 NayO — 1,9 P5,05 [30].
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3.2 Avaliacao dos difratogramas dos vidros e vitroce-
ramicas

As amostras tratadas termicamente foram avaliadas por difracdo de raios X (DRX),
cujos resultados estao apresentados nas figuras subsequentes desta se¢ao. Inicialmente, a

figura 3.2 apresenta os difratogramas referente ao vidro sem tratamento térmico (controle),

T490 e T560.

—— Controle

— T490

— T560

,@,@,@,ﬁa@%‘a@@@@%@gz
20 (Graus)

Figura 3.2: Difratogramas de raios X para a amostra controle, T490 e T560.

E possivel observar que o difratograma do vidro controle ndo apresenta picos de difra-
¢ao, exibindo halos amorfos que confirma a natureza amorfa de vidro, sem ordenamento
estrutural de longo alcance antes de qualquer tipo de tratamento [1,31].

O mesmo pode ser visualizado para a amostra tratada termicamente em 490 °C. Esta
temperatura encontra-se na temperatura de transi¢ao vitrea do material, ponto no qual o

vidro permanece com suas caracteristicas amorfas, no entanto, espera-se o inicio de uma
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certa mobilidade estrutural, diminuindo sua viscosidade e conforme ocorre aumento de
temperatura, um fluido viscoso capaz de envolver as particulas de vidro é originado. E
por meio da formagao do fluido viscoso que os nticleos comegam a ser desenvolvidos, os
quais posteriormente, sdo responsaveis por induzirem a cristalizac¢ao [31].

Para a amostra T560, é possivel identificar o surgimento de pequenos picos de difracao
sobrepostos ao halo amorfo, em destaque na figura 3.2, podendo indicar inicio do processo
de cristalizacao [31]. Este inicio de cristalizagao pode ter sido motivado pela presenca de
CaF, na composicao da amostra, pois como ja foi relatado por Shelby, este composto
tem a propriedade de gerar pequenos cristais espontaneamente durante arrefecimento ou
durante o reaquecimento de um vidro [7]. Outro fator contribuinte pode ser o tempo
de tratamento, ja que as temperaturas determinadas pelo DTA sao coletadas de forma
dindmica, e quando a amostra esta no forno ocorre uma isoterma, ou seja, a temperatura
permanece constante no valor de tratamento térmico por 2 horas. Como a transicao vitrea
apresenta um fluxo viscoso responsavel por gerar niicleos os quais induzem a cristalizacao,
é possivel que o tempo de tratamento térmico resultou no inicio do crescimento desses
cristais. Visto que nao é preciso que a sinterizagao termine para que a cristalizacao inicie.

A amostra tratada termicamente no Tpy, T615, apresenta um difratograma contendo
picos bem cristalinos e definidos, como mostrado na figura 3.3. As fichas utilizadas para

indexacao das fases estao identificadas na figura 3.3.
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Figura 3.3: Difratograma de raios X da amostra T615 com indexagao das fases CaNaB50Og
(JCPDS #01-078-0294), CaNa3B5O1¢ (JCPDS #01-078-0295) e Caz(PO4)sF (JCPDS
#01-076-0558). O detalhe apresenta andlise semiquantitativa pelo método RIR.

Quanto as fases cristalinas, apesar da analise térmica expor a formacao de pelo menos
duas fases cristalinas devido a presenca dos dois picos de cristalizacao, foram identifi-
cados trés principais fases por meio do difratograma. Sendo que duas das fases contém
os elementos calcio, sddio, boro e oxigénio e a outra é referente a Fluorapatita. As fi-
chas atribuidas & maior parte dos picos do difratograma sao CaNaB;Og, CaNa3B;0q¢ e
Cas(POy)sF, com seus respectivos nimeros das fichas critalograficas PDF (Powder Dif-
fraction File): 01-078-0294, 01-078-0295 e 01-076-0558.

Uma semiquantificagdo das fases cristalinas pode ser obtida por meio da Razao das
Intensidades de Referéncia, do inglés, Reference Intensity Ratio (RIR). Para realizar esta
semiquantificacao, é avaliado a intensidade de espalhamento de difracdo do pico mais
intenso da fase cristalina nao quantificada com relacdo a uma amostra padrao, geralmente
Corundo (I/Ic). O Corundo é o material mais utilizado para estabelecer esta relagao,

mas pode-se utilizar quartzo ou 6xido de zinco. Uma vez obtido este valor para uma
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determinada fase, esta razdo permanece constante. Desta maneira, estes valores estao
sendo vinculados ao PDF para diversas fases cristalinas por meio do International Center
for Diffraction Data (ICDD), facilitando a quantificacdo por este método [32]. Para a
presente amostra estudada, conforme observado no grafico de setores presente no inset da
figura 3.3, foi quantificado por meio da RIR 52% de CaNaB5Og, 35% de CaNa3B501 e
13% de Caz(POy)sF.

As amostras tratadas termicamente entre Tp; e Tpo, T625 e em Tpy, T630, sdo apre-

sentas nas figuras 3.4 e 3.5, respectivamente.
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Figura 3.4: Difratograma de raios X da amostra T625 com indexacgao das fases CaNaB5;Oq
(JCPDS #01-078-0294), CaNazB;0q9 (JCPDS #01-078-0295) e Cas(POy)sF (JCPDS
#01-076-0558). O detalhe apresenta andlise semiquantitativa pelo método RIR.
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Figura 3.5: Difratograma de raios X da amostra T630 com indexacao das fases CaNaB5;Oq
#01-076-0558). O detalhe apresenta andlise semiquantitativa pelo método RIR.

A amostra T625 apresenta 48,5% de CaNaB5;Oq, 37,4% de CaNazBs0q e 14,1% de
Cas(POy4)sF. Enquanto que, a T630 foi quantificada com 49,5%, 36,4% e 14,1% das fases,

respectivamente.

A amostra T715, apresentada na figura 3.6, conta com um percentual de 47,5% da

fase CaNaB;0y, 38,6% de CaNa3zB5010 e 13,9% de Cas(PO,)sF.
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Figura 3.6: Difratograma de raios X da amostra T715 com indexacao das fases CaNaB5Og
(JCPDS #01-078-0294), CaNagB5Oq9 (JCPDS #01-078-0295) e Cas(PO4)s3F (JCPDS
#01-076-0558). O detalhe apresenta andlise semiquantitativa pelo método RIR.

Apesar da temperatura de tratamento térmico em 785 °C ter formado maior quanti-
dade da fase CaNaB5Oyg, aproximadamente 59%, a Fluorapatita 12% e CaNazB5019 29%,
como pode ser observado na figura 3.7, o percentual estimado para cada fase permanece

proximo.
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Figura 3.7: Difratograma de raios X da amostra T785 com indexacgao das fases CaNaB5;Oq
(JCPDS #01-078-0294), CaNa3B;0q9 (JCPDS #01-078-0295) e Cas(POy)sF (JCPDS
#01-076-0558). O detalhe apresenta andlise semiquantitativa pelo método RIR.

Os picos do difratograma para a temperatura de tratamento em 785 °C continuam
sendo justificados com as mesmas fichas cristalograficas de temperaturas menores, ou
seja, ap0s a temperatura inicial de cristalizagao (Tx) houve uma resisténcia entre as fases
para converter-se em outras, mostrando o quao estavel essas fases podem ser mediante a
rampa e a metodologia utilizada neste trabalho. Desta maneira, observa-se que, seguindo
o protocolo estabelecido, todas as amostras formaram fases com quantidades semelhantes.

Com relacao as fases residuais amorfas, nota-se a presenca de dois halos amorfos no
background a partir das figuras 3.3, ocasionadas devido a falta de ordenamento molecular.

A fracao cristalizada pode ser calculada por meio da equacao 3.1.

Ac

IC:Aa—i—Ac.

100 (3.1)

em que IC é o indice de cristalinidade (%), Ac é a éarea cristalina difratada e Aa é a area

amorfa difratada [33], exibido na figura 3.8b).
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Dessa maneira, a area cristalina é calculada fazendo a integral apenas do picos de
difracdo. Enquanto que, a area amorfa é calculada pela area da linha de base do difra-
tograma, conforme a linha vermelha indica na figura 3.8 a). Entretanto, como o suporte
utilizado para as medidas de DRX ¢ constituido de vidro silicato, ele também apresenta
halo amorfo, conforme exibido em cor azul na figura 3.8. Portanto, houve a necessidade de
subtrair o porta amostra da area amorfa, obtendo uma estimativa da porcao cristalizada

entre as amostras.
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Figura 3.8: a) Difratogramas das amostras T625 e T785 em preto. Em azul, o difrato-
grama do porta amostra e em vermelho, a drea amorfa refratada. b) Efeito da temperatura
de tratamento térmico na cristalinidade do material calculado [33].

Assim sendo, este método ndo permite uma quantificacio exata da porgao cristalizada.
No entanto, outros métodos quantitativos tal como do padrao interno, nao seria viavel
devido a complexidade do sistema vitreo e das fases apresentadas. Esta estimativa indica
que conforme a temperatura de tratamento térmico aumenta, hd um aumento também no

indice de cristalinidade. Outro ponto a ser destacado, ¢ que devido a subtragao da area
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referente ao porta-amostra, a contribui¢do amorfa é menor, resultando em uma estimativa
cristalizada maior que a real. Portanto, é possivel comprovar que existe um residual
amorfo presente mesmo na amostra tratada termicamente a 785 °C.

Por fim, para facilitar a observacao, a figura 3.9 compara os difratogramas de todas
as temperaturas de tratamento térmico. Contendo a indexacao das fichas cristalograficas

por meio de simbolos.
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Figura 3.9: Comparativo entre os difratogramas das amostras em todas as temperaturas
de tratamento térmico. Os simbolos e, ¢ e x sdo referentes as fichas cristalograficas da
CaNaB;0g, CaNagB501¢ e Cas(POy,)3F, respectivamente

Dessa forma, ha indicios de que um dos picos de cristalizagao encontrados no DTA

com a estruturacao da fase relacionada a Fluorapatita e, o outro pode estar associado com
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a formacao das fases relacionadas ao boro, cédlcio e s6dio. Essas fases cristalinas obtidas
neste trabalho foram encontradas e estudadas por outros pesquisadores [34-37] como Yao
et al. que trataram termicamente particulas de vidro com tamanho <50 pm compostas
de B50O3, NayO, CaO e PyO5. O tratamento foi realizado de forma isotérmica por 3
horas obtendo CaNa3zB501y como fase principal do seu material. Para temperaturas de
tratamento térmico préximas de 700 °C, os autores observaram fase de CaB5O4 também
[35].

Além disso, Marzouk et al. estudaram vidros que em sua composi¢cao haviam SrO no
lugar do P,O5. Entretanto, sem a presenca do éxido de estroncio, os autores constataram
duas fases cristalinas de calcio, sddio, boro e oxigénio. A primeira sendo a mesma encon-
trada por Yao et al., CaNazB;0y e, a segunda CaNaB50g, assim como foi encontrado
no presente trabalho. A medida que estroncio era adicionado a composicio, acarretou
na formacao de outras fases, como SryBoO5 e também fases contendo boro e sédio, como
Na2B6010 € NangO [34]

Ouis et al. também estudaram vitroceramicas bioativas de base borato em funcao
de diferentes concentragoes de reagente. Com isto, eles obtiveram fases diferentes para
cada composicao, estas fases sao compostas de célcio, fésforo, sddio e boro, variando sua
forma estrutural entre cada uma delas. Desta maneira, ndo sdo apenas as condigdes do
tratamento térmico que influenciam na obtenc¢ao da fase final, mas também a composicao
vitrea, ou seja, a quantidade de cada reagente na produgao do vidro [36].

Ainda, foi estudado que fons de Ca?" possuem facilidade em participar da separacao
de fases em vidros de borato e estao sempre prontos a nuclear e gerar fases microcristalinas
[34,36]. Devido a isto, algumas fases contendo célcio sao facilmente obtidas em diversos
estudos. Ademais, a presenca de pentoxido de fésforo na estrutura vitrea nao é expressa
em detalhes pelos pesquisadores. Todavia, sua existéncia pode promover a nucleagao
de volume e cristalizagdo. Logo, os cristais de fosfato precipitados podem agir como
nucleadores locais heterogéneos para formagao das fases [36]. Na presencga de CaFs, estes
cristais podem ser ainda mais incentivados, ja que, este composto pode atuar como agente
cristalizador naturalmente [7]. Sendo assim, a presenga de alguns elementos quimicos na
composi¢ao vitrea propiciaram a formacao de pelo menos trés fases principais quando o
vidro estudado é submetido ao tratamento térmico.

Outras fases, chamadas de fases cristalinas secundarias, também podem ter sido for-
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madas, entretanto, por estarem em menor quantidade, a intensidade do pico de difragao
é¢ menor. Além disso, estes picos podem estar sobrepostos a outros, devido a alguns pla-
nos cristalograficos em comum, dificultando sua identificagdo. Contudo, a presencga de
multiplas fases principais em vidros do tipo borato sdo comuns, como ja visto em alguns
estudos e abordado também por Erfani et al., que sintetizaram nanoparticulas de borato
de célcio e o efeito de recozimento em sua estrutura e tamanho, o qual apresentou até
cinco fases associadas ao boro em uma tnica amostra [37].

Complementarmente, amostras foram produzidas na temperatura de tratamento tér-
mico de 810 °C, ou seja, apds o Tm no DTA. O difratograma para esta amostra é mostrado

na figura 3.10 e as fichas utilizadas para indexacao das fases estao identificadas.

T810

CaB,0, (01-076-0747)

W ——
1 T 0P 5

|
‘ ” CaNa,B.0,, (01-078-0295)
‘I| [ ||| ||I|

i ‘I ||I| ||||||I|| it g LIIINI ' ||||I|||II| 0
CaNaB,;0, (01-078-0294)

Ch Gy i | |||I| i |‘ I |I||| TR TR RN TR nllh Dbt 000 0 o 10

AP LN T PN LR ‘ PR L L U R TR T
SIS T L R T
20 (Graus)

Figura 3.10: Difratograma de raios X da amostra T810 com indexacao das fases CaB504
(JCPDS #01-076-0747), CaNa3B;010 (JCPDS #01-078-0295), CaNaB;0q9 (JCPDS #01-
078-0294) e Cas(POy4)sF (JCPDS #01-076-0558). O detalhe apresenta andlise semiquan-
titativa pelo método RIR.

Vale observar primeiramente que para esta temperatura de tratamento térmico ocorreu
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a formacgao de uma nova fase, CaB5Qy, ficha cristalografica 01-076-0747. Ao comparar a
semiquantificacao realizada pelo método RIR entre a T810 e as amostras tratadas termica-
mente em temperaturas menores, pode-se notar uma consisténcia nas fases CaNazB501, e
Cas(PO,4)3F. Ainda, reducao da fase CaNaB50Og. Em contrapartida, a nova fase, CaByQOy,
prepondera o difratograma.

E possivel associar a reducdo da fase CaNaBs;Og e o aparecimento da fase CaB,Oy
como sendo decomposicao de uma em outra. Apesar de outros autores ja terem relatado
a decomposigao de fase em outros materiais [38-41], este fato nao foi observado para os
vidros, existindo a possibilidade de ter acontecido esta decomposi¢ao como resultado de
pouco tempo de tratamento térmico e consequentemente, pouca energia fornecida para
o material, evitando que as fases fossem totalmente fundidas. Garcia et al. relatam
que a fase CaNaB5;0g decompde-se em CaB,0, cristalino somado a NaB3;Os amorfo para
minerais borato [38], sendo que a fase CaBy0O, inicia sua fusdo em aproximadamente
989 °C [42]. Assim, a temperatura de 810 °C apenas a fase CaNaB5Og decompos-se, ja
que, a fase CaNa3zB509 é totalmente convertida apenas para valores superiores a 800
°C. Vale relembrar que esta temperatura também é alterada dependendo dos elementos e
composigoes que constituem o material [38].

Além da analise estrutural realizada por meio do DRX, é importante que haja a ava-
liacado dos modos vibracionais dos materiais em estudo, uma vez que eles podem fornecer
informagoes moleculares, confirmando a discussao realizada na presente secao. Para isto,

a espectroscopia Raman e infravermelho foram utilizadas.

3.3 Avaliacao espectroscépica dos vidros e vitrocera-
micas

A avaliacao dos espectros Raman e infravermelho das amostras é de grande importan-
cia na compreensao das estruturas vitreas e das vitroceramicas, ja que estas técnicas sao
capazes de avaliar os grupos funcionais formados, rompidos e/ou modificados influenciados

pela temperatura a partir da interagao radiagao-matéria.
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3.3.1 Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman, de forma geral, é capaz de fornecer informagoes vibracio-
nais do material em estudo. Com isto, informagoes quanto aos modos de vibragao das
ligacbes quimicas podem ser coletadas, permitindo que o material seja caracterizado de
forma molecular; avaliando os grupos funcionais presentes. Desta maneira, as analises
via espectroscopia Raman sao apresentadas nesta subsecao para o vidro em funcao do
tratamento térmico.

Na figura 3.11 é exibido o espectro Raman do vidro sem tratamento térmico, sequen-
cialmente é apresentado o espectro para as amostras T490 e T560. Apesar dos espectros

1

terem sido coletados no intervalo de 4000 a 400 cm™", os mesmos nao apresentam modos

vibracionais entre de 4000 até 1800 cm ™!, optando por nao inseri-los neste trabalho.

a) Vidro 761

o)
-+
(o]

1450

b) T490 1600

Intensidade (u.a.)
1342
943

c) T560 761

1450

Numero de Onda (cm™)

Figura 3.11: Espectros Raman para a) vidro; b) T490 e c¢) T560.

O espectro Raman de vidros formados por B;O3 foram conhecidos e estudados por
diversos autores [43-46]. Como ji visto, o vidro formado a base de boro tende a for-
mar anéis boroxol constituido de estruturas BO3 em um tnico plano. Com a adig¢do de
6xido modificador, essas estruturas podem alterar sua coordenagao, nao necessariamente

rompendo ligagoes, mas modificando sua conformacao [1].
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A presenca de pentoxido de fésforo na composicao deste vidro, tem a intencao de agir
justamente como agente modificador, alterando suas respostas bioativas, conforme estu-
dado por Portes [28]. Consequentemente, intensifica-se as mudangas conformacionais do
vidro e, em conjunto com os outros reagentes, promove a formacao de grupos poliboratos,
como ¢ o caso das estruturas do tipo pentaboratos.

Segundo Meera e Ramakrishna [43], em seu artigo de revisdo, os pentaboratos sao
originados em decorréncia da adicdo de modificadores na matriz vitrea, convertendo os
anéis boroxol nestas estruturas e ndo em estruturas do tipo tetrabotrato ou triborato. Isto
pode ser notado na banda em 761 cm ™!, estudado por Kamitsos e Chryssikos e atribuida
como pentaborato formado pela uniao de dois anéis de 6 membros com um tetraedro
BOj, influenciada pela adigdo de 6xidos alcalinos e alcalinos terrorosos, como o NayO e
CaO [44]. Este modo vibracional é referente as ligagoes do tipo B-O-B presente nesta
estrutura [45].

As cadeias e anéis de metaborato estdo presentes na regiao de 1450 cm™! e 638 cm™!,
apresentando modos de vibragao da cadeia e também dos anéis [43,45]. Estruturas do
tipo diborato sio notadas pela banda em 1104 cm™! [43,45]. Kamitsos e Chryssikos
observaram que a presenca de 6xidos modificadores influenciam também a presenca destes
grupos borato [44]. Ainda, o estudo Raman de vidros borato e litio mostram vibragoes
do tipo B-O em 520 cm™! referente ao boro tetracoordenado (BOj ), que estd presente na
unido dos anéis na estrutura pentaborato [45].

A banda em 1002 cm™! é devido & presenca de fésforo na matriz vitrea, a qual esté
relacionado com a criacdo de unidades de polifosfato contendo atomos de boro. Por fim,

1 com modo de estiramento simétrico das unidades tetraédricas PO,

0 pico em 943 cm™
(ligacdo P-O) (v1) [46]. Estes modos vibracionais foram também notados e explanados
por Portes em sua tese de doutorado, o qual caracterizou este vidro sem tratamento
térmico [28].

As bandas observadas para o vidro sem tratamento térmico comprovam as caracteris-
ticas de vidros boratos. Ainda, as bandas mais alargadas também validam a caracteristica
amorfa de vidro observada no difratograma.

O espectro Raman da amostra T490 é exibido na figura 3.11 b). Nota-se o surgimento

de duas novas bandas, em 1600 cm™! e em 1342 cm~!. Estas bandas podem ser atribuidas

aos modos de estiramento da ligagdo de B-O~ de anéis e cadeias de metaboratos [45]. A
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banda em 1342 cm™! pode estar relacionada a cadeia de B5O1;, ou seja, grupamento de
dipenta-borato [45,47]. Os outros modos vibracionais, seguem semelhantes aos do vidro
sem tratamento. Desta maneira, hd um indicio de que em 490 °C estd iniciando um
processo de modificacao, para que a sinterizagao inicie.

Apesar da amostra TH60 apresentar espectro semelhante a T490, nota-se um pico es-
treito e de caracteristica cristalina em 578 cm ™!, o qual pode ser associado a um cristalite.
Este modo vibracional refere-se a deformacoes das ligagoes de BO3 e BO, [48,49], as quais
podem estar associado com cristalizacao inicial das fases relacionadas ao boro, uma vez
que esta temperatura de tratamento térmico apresenta inicio de picos de difracao no raio X
e as fases contendo boro foram identificadas em temperaturas mais altas de cristalizacao.
Dessa maneira, confirma que a temperatura de 560 °C origina um processo de alteragao
estrutural e molecular no vidro e isto é possivel ser detectado utilizando a espectroscopia
Raman, por conta da sensibilidade desta técnica a mudanca de curto alcance dentro de
uma célula unitaria [50].

A medida que a temperatura de tratamento térmico do material aumenta, outras al-
teracoes foram também detectadas via espectroscopia Raman. Para isto, a figura 3.12
compara a amostra T560 e T615, mostrando que houve uma transicao entre as proprieda-
des vitreas para propriedades de vitroceramicas, ou seja, de caracteristicas amorfas tais
como picos e bandas alargados para caracteristicas cristalinas tais como picos estreitos.
Essas alteragoes espectrais corroboram com as altera¢oes nos padroes de difracao obtidos

via DRX.
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Figura 3.12: Comparativo entre os espectros Raman das amostras: a) T560 e b) T615.

O primeiro ponto a ser destacado é que o pico em 578 cm™! permanece centrado neste
valor, tornando-se apenas mais intenso. Ele se refere aos modos de deformagao entre boro
e oxigénio [48,49]. Desta forma, assim como para a amostra T560, este modo de vibragao
continua presente para a amostra T615.

A regido entre 1100 e 400 cm ™! é totalmente alterada, na qual pode-se notar a trans-
formacao das bandas largas para picos, ocasionados devido ao processo de cristalizacao

I atribuida anteriormente ao modo de estiramento si-

do material. A banda em 943 cm™
métrico das unidades tetraédricas PO, [46], também chamadas de ortofosfatos desloca-se
para 965 cm™!, correspondendo ao modo vy, (estiramento simétrico) da unidade de POy
da fluorapatita (Cas;(PO,4)sF) [51,52].

Neste intervalo espectral ainda aparecem outras bandas, as quais sao atribuidas a
modos de estiramentos e deformacoes das unidades BO3 e BO, e do acoplamento ou de-
sacoplamento entre tais estruturas [49,53]. Segundo Frost, o dnion borato mais simples
(BO37), chamado de ortoborato, apresenta quatro regides principais de vibracdo: entre

1285 e 1020 cm~! associado ao modo de estiramento assimétrico, enquanto que, estira-

mento simétrico é encontrado na regiao de 945 a 840 cm~!. Ainda, associa-se deformacao
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! e no plano, entre 672 e 570 cm™' [53].

fora do plano o intervalo entre 810 e 676 cm™
Kipcak et al. ainda complementam Frost et al. ao dizerem que os estiramentos podem
ser associados também a unidades tetraédricas de B-O [49].

Além disto, devido a presenca de pelo menos trés fases no material em analise, con-
forme apresentado na difratometria de raios X, cada fase pode apresentar pequenas mu-
dancas nos arranjos interatémicos e alteracoes nas distancias espaciais, as quais podem
ocasionar deslocamentos, auséncia ou presenca de novos picos mesmo que o grupo fun-
cional em questao seja o mesmo, isto porque, a energia espalhada inelasticamente entre
esses grupos sera diferente, uma vez que a interagao entre a radiacao e a matéria é modi-
ficada [54].

! modos

Outro detalhe a ser observado, sao os picos originados acima de 1300 cm™
vibracionais estes que sao atribuidos a cadeias de metaboratos, nao s6 por Yadav et al. [45],
mas também por Rulmont e Almou [55]. Estas cadeias podem ser cadeias simples ou até
mesmo estruturas mais complexas contendo grupos de BO3 e BO, interconectados. Desta
forma, as regides proximas a 1450 cm ™!, sao atribuidas a estiramentos de estruturas de B-
O as quais possuem um oxigénio externo aos sitios de coordenagao, ou seja, oxigénios nao
ligados. Enquanto que, as regioes préximas a 1150 cm ™! encontram-se os modos associados
as pontes de B-O, que possuem distancia interatomica significantemente menor [45,55].

A figura 3.13 apresenta o espectro Raman da amostra T615 com indexagdo da fase
da fluorapatita em verde, obtida por meio do banco de dados RRUFF ntimero R040098-
3 [56]. Além disto, em azul sdo apresentados os picos referentes a fase CaNagB50qq [48]

e a fase CaNaB;Og esta apresentada em vermelho, obtida por meio de comparagao com

a amostra T810, conforme sera discutido adiante.
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Figura 3.13: Espectro Raman da amostra T615 com indexacao da Fluorapatita em cor
verde segundo ficha RRUFF R040098-3 [56], fase CaNagB;01 em azul [48] e CaNaB50q
em vermelho obtida por comparativo.

I esté associado ao modo 14 da fluo-

Como é possivel observar, o pico em 965 cm™
rapatita [51,52, 56], enquanto que, os outros modos vibracionais estdo sobrepostos por
modos vibracionais referentes ao boro. Este fator corrobora com os resultados obtidos
pela difratometria, ao evidenciar a presenca desta fase no material.

Além disto, o espectro da amostra T615 apresenta muitas contribuicoes relacionadas
a fase CaNagB50q9. Esta fase é estruturada por pentaboratos, constituido de unidades
de polianion ((B5019)°7), em que cada atomo de oxigénio pode se coordenar com até
quatro cdtions (Na™, Ca®T). Os polidnions por sua vez, sao constituidos de dois anéis que
contém unidades trigonais BO3 conectadas por unidades tetraédricas BO4 que apresentam
diferentes distancias para as ligacoes de B-O, dependendo da localidade e vizinhanca da
molécula [57].

Outro ponto a destacar, é que possivelmente ha picos sobrepostos referentes a fase

CaNaB50g. Nela ha a presenca de unidades de polidnion também, entretanto, a estrutura
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é construida como uma folha complexa. A unidade polianionica se propaga por translacao
ao longo de um eixo, construindo longas cadeias. Cada estrutura contém dois conjuntos
de sitios catidnicos, sendo que eles podem ficar no meio das folhas ou entre as folhas [58].

A mesma anélise pode ser realizada para as amostras tratadas termicamente nas tem-
peraturas subsequentes e apresentadas na figura 3.14. Uma vez que, na regiao de 1100
a 400 cm~! ndo houve alteracoes significativas, registrando uma melhor evidenciacio dos
picos entre 800 e 700 cm™!, devido a um maior grau de cristalizacao das fases, conforme

observado pelo indice de cristalinidade das amostras.
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Figura 3.14: Espectros Raman para as seguintes amostras: a) T615; b) T625; ¢) T630;
d) T715 e e) T785.

Vale ressaltar também, a presenca de um pico 1527 cm™! para a amostra T715, o
qual pode ser atribuido a estiramentos da estruturas de B-O com oxigénio nao ligado [55].

L ¢ notoria. Provavelmente

Ainda, uma ligeira mudanga na regiao acima de 1300 cm™
devido a inibicao dos modos vibracionais relacionados as cadeias de metaborato, com o
aumento de temperatura e estabilizagao da rede cristalina.

Desta maneira, os resultados obtidos para a espectroscopia Raman concordam com o
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que foi obtido na difratometria de raios X, visto que, além da Fluorapatita ter sido detec-
tada, as fases de célcio, sédio, boro e oxigénio podem ser responsaveis pela disposicao dos
picos observados, apesar de que, por ambas fases serem constituidas das mesmas unida-
des fundamentais: BO3 e BOy, nao é possivel fazer a devida separagdo nos espectros. A
amostra T810 também foi submetida a espectroscopia Raman, como pode ser observado
na figura 3.15¢). Desta forma, foi possivel indexar os picos referentes a fases da Fluora-
patita, obtidas via RRUFF [56], CaNa3B;01o [48] e CaB2Oy4 [55], corroborando com as
fases apresentadas pela difratometria. Todavia, a amostra T810 reduziu drasticamente a
quantidade da fase CaNaB5;0g. Logo, os modos vibracionais que desapareceram ou que
tiveram suas intensidades reduzidas, podem estar associados justamente a fase CaNaB5;Oq

e foram apresentados na figura 3.15 comparando com as amostras T625 e T785.
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Figura 3.15: Espectros Raman para as amostras: a) T625; b) T785 ¢ ¢) T810 com
indexagao da fluorapatita em cor verde segundo ficha RRUFF R040098-3 [56], fase CaB0y4
em roxo [55], CaNagB501y em azul [48] e CaNaB509 em vermelho obtida por comparativo.

As fases CaNagB;019 e CaNaB5;0Oq apresentam grupos funcionais semelhantes que po-
dem acarretar na sobreposi¢do dos picos das fases e, utilizando a comparacao entre os
espectros, ha apenas a identificacdo daqueles picos da fase CaNaB5Og que nao se sobre-

poem aos da fase CaNagB50q9. A fase CaNaB5;0g obtida por comparacao foi indexada
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nos espectros das temperaturas inferiores, bem como, no espectro da amostra T810, visto
que, ainda pode existir esta fase em menor quantidade.

Além da espectroscopia Raman, a espectroscopia FTIR também pode ser utilizada
para avaliar os modos vibracionais, em virtude de serem técnicas complementares, po-
dendo fornecer novas informagoes. Apesar da maior parte das simetrias moleculares se-
rem detectaveis por ambas as técnicas espectroscopicas, ha algumas excecoes na qual sao
apenas Raman ativa ou infravermelho ativa [54]. Portanto, a espectroscopia FTIR serd
utilizada de maneira complementar neste estudo, a fim de confirmar os modos vibracionais

detectdveis via Raman [54].
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3.3.2 Espectroscopia no Infravermelho

A figura 3.16 apresenta os espectros no infravermelho entre o intervalo espectral de

1800 a 400 cm™! do vidro sem tratamento térmico, e das amostras T490 e T560.
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Figura 3.16: Espectros FTIR para: a) vidro; b) T490 e ¢) T560. As regices I, II e III
indicam os intervalos de 1500 a 1200 cm™!, 1200 a 800 cm ™! e 800 a 600 cm ™, regides
caracteristicas de vidros borato.

Para vidros borato, trés regides espectrais mostram-se ativas no infravermelho, sendo
elas: 1500 a 1200 cm™!, 1200 a 800 cm ™! e 800 a 600 cm™!, identificadas na figura 3.16

1 apresenta

pela Regiao I, II e III, respectivamente. A banda com centro em 1400 cm™
modos de vibragao de estiramento B-O das unidades de BO3 presentes em cadeias e anéis
de metaboratos [59, 60].

A regido de 1200 a 800 cm ™! é caracterizada por vibracoes de estiramento dos gru-
pos contendo tetraedros de BO4 como: diborato, triborato, tetraborato e pentaborato.
Enquanto que, entre 800 e 600 cm™! os modos vibracionais sao de deformacdo destes

1

mesmo grupos [59,60]. Por fim, o ombro em aproximadamente 556 cm~' é caracteris-

tico de estiramento das ligagoes do tipo P-O originadas pela adicdo de P2O5 na matriz
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vitrea [59].

Para as amostras T490 e T560, nota-se uma estrutura semelhante a do vidro sem trata-
mento e com caracteristica de materiais amorfos. Com a espectroscopia no infravermelho,
a detecgao do inicio da cristalizacao nao foi constatada como via Raman, possivelmente
devido a alteracoes das distancias interatémicas, justamente pelo fato da a espectroscopia
Raman ser muito sensivel a ordem de curto alcance dentro de uma célula unitéria [50].

Uma comparagao é realizada na figura 3.17 entre a amostra T560 e T615. Assim como
no Raman, é possivel perceber diferencas espectrais ocasionadas devido ao processo de

cristalizagao, como a conversao das bandas largas em bandas mais estreitas.
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Figura 3.17: Comparativo dos espectros FTIR para: a) T560 e b) T615, sendo as regides
I, IT e III os intervalos de 1500 a 1200 cm™!, 1200 a 800 cm™! e 800 a 600 cm™!, regides
caracteristicas de vidros borato.

A regiao III atribuida até entao as deformagoes dos grupos contendo tetraedros de boro
(BO4) para as amostras de carater amorfo, podem ser relacionadas na amostra T615 a
deformagoes dos boratos trigonais (BOj3), segundo Frost et al. [61]. Os autores estudaram
o mineral borato Cagz(BO3)s, observando picos de absor¢ao no infravermelho em 677, 694,
707, 712, 728 € 742 cm ™. Kipcak et al. [49], por sua vez, atribuem a regido préxima de 656

cm™! a modos de deformacao da ligagio entre boro e oxigénio dos grupos BO3 e Pascuta
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et al. [62] associam bandas em 704 e 773 cm™! a deformagdes de B-O-B e O3B-O-BOy,
respectivamente. Entao, pode-se afirmar que esta regiao é caracterizada por modos de
deformacao das ligagoes estruturais do boro (BO3 e BOy).

1

Com relacao ao intervalo de 1200 a 800 cm™", ou seja, regiao I, os modos vibracionais

continuam sendo atribuidos a estiramentos das unidades do boro, basicamente. Além

1

disso, a banda em 919 cm™" é associada a estiramento simétrico de BOs, enquanto que,

a regidao proxima a 1059 cm™! é pertencente aos estiramentos assimétricos de BOy4 [49].

1 1

Ademais, em 946 cm™' estd presente no trabalho de Pascuta et al. [62], em 945 cm™',
o qual é associado a estiramos de B-O presente nas unidades de BO, que formam os
grupos diboratos e, estiramentos de B-O em pontes que sao atribuidos em 1140 cm™! por
Rulmont e Almou [55].

A regiao I1I é atribuida a estiramentos B-O das unidades de BO3 presentes em cadeias
e anéis de metaborato, grupos piroborato e ortoborato para as amostras sem tratamento,
T490 e T560 [59,60]. Entretanto, Peak et al. [63] estudaram a adsor¢do de acido bérico
em Oxido férrico hidratado e o espectro de FTIR apresenta trés picos nesta regido, que
sao associados a estiramento das bandas trigonais de B-O, sendo o primeiro em 1395
cm™!, seguido de 1330 cm™! e 1250 cm™!. Picos estes, semelhantes aos obtidos pela
amostra T615. Apesar dos materiais serem diferentes, eles apresentam espectro simile e
a justificativa para os picos estdo associadas com os complexos trigonais de boro (BOj)
que por serem degenerados, apresentam diferentes estruturas e simetrias [63]. O mesmo é
expresso por Kipcak et al. [49], Frost et al. [61] e Pascuta et al. [62], os quais dizem que a
regidao de 1407 a 1251 em ™1, regido I, contém bandas atribuidas a estiramento assimétrico
de BOs.

! nao foi encontrado atribuicdo. Porém, este pico

Especificamente o pico em 997 ¢cm™
encontra-se muito préximo ao pico principal da fluorapatita no FTIR, em 1024 cm™!. Pico
este associado ao modo vibracional de estiramento assimétrico do PO, [51]. Desta forma,
as bandas associadas a fluorapatita podem estar sobrepostas aos modos vibracionais do
boro. Pode-se observar ainda que 962 e 1091 cm™! referente ao modo de estiramento
assimétrico e simétrico de PO, da fluorapatita, respectivamente [51]. Mas, estes picos

aparecem como um pequeno ombro no espectro da amostra T615, de maneira pouco

evidenciado, porém, presente. Ainda, a fluorapatita apresenta picos na regiao abaixo de

1 1

610 cm™!. Sendo um pico em 599 cm™! e outro em 565 cm™!, associados a deformacao
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de PO, [51].

Desta maneira, as caracterizagoes e atribuicoes realizadas para a amostra T615 podem
ser utilizadas para as temperaturas de tratamento subsequentes, conforme a figura 3.18
mostra. Ja que os modos vibracionais entre as temperaturas de tratamento térmico nao

evidenciaram alteragoes significativas.
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Figura 3.18: Espectros FTIR para as amostras: a) T615; b) T625; ¢) T630; d) T715 e f)
T785.

A amostra T810 foi também analisada por espectroscopia no infravermelho. Desta
maneira, ao detectar a fase da fluorapatita [56], CaNazB5;01o [48] e CaB2Oy4 [55], os picos
que houvessem desparecidos ou com suas intensidades reduzidas, quando comparadas com
as amostras tratadas em temperaturas inferiores, pudessem estar relacionados justamente

a fase CaNaB50y, conforme pode ser observado na figura 3.19.
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Figura 3.19: Espectros FTIR para as amostras: a) T625; b) T785 e ¢) T810 com indexacao
da fluorapatita em cor verde segundo ficha RRUFF R040098-3 [56], fase CaB2O4 em
roxo [55], CaNa3zB501¢ em azul [48] e CaNaB;Og em vermelho obtida por comparativo.

Assim como para o espectro Raman, é possivel que haja sobreposicao de picos relaci-
onados a fase CaNaB50g, devido ao modo vibracional do boro comum com CaNagB50Oq.
Desta forma, ha apenas a identificacdo das bandas que nao se sobrepoem.

Pode-se entao inferir que as informagoes obtidas por meio dos espectros de FTIR estao
em concordancia com os dados obtidos via Raman e consequentemente com a difratometria
de raios X. Vale ressaltar que a fluorapatita nao demonstra-se tao evidente no FTIR tal
como ¢é na espectroscopia Raman, evidenciando o fato das técnicas de espectroscopia
Raman e infravermelho serem complementares [54]. Cabe ainda uma observagao de que o
FTIR foi menos sensivel na detecgao do processo de cristalizacao, uma vez que, esta técnica

nao detecta pequenas mudangas de curto alcance dentro de uma célula unitaria [50].

60



3.4 Avaliacao microscépica dos vidros e vitrocerami-
cas

As imagens obtidas por meio da microscopia eletronica de varredura (MEV) sao ana-
lisadas de forma qualitativa, através do estudo morfologico das amostras tratadas termi-
camente. Para essa andlise, foram realizadas diversas micrografias, sendo que apenas as
mais representativas foram escolhidas para serem apresentadas no presente trabalho.

As imagens de MEV foram realizadas na superficie e na fratura das amostras antes
e apods tratamento térmico. Primeiramente, na figura 3.20 a), imagens do p6 de vidro
utilizado para preparo das amostras é exibida, apresentando particulas com ampla distri-
buigao nos tamanhos, mas todas menores que 45 pum, com formatos irregulares e fraturas
concoidais, caracteristica de vidros moidos, ou seja, ocasionadas devido ao processo de
pulverizagao [64].

Na figura 3.20 b) é possivel observar a superficie do material compactado, amostra
controle, antes do tratamento térmico, o qual apresenta uma superficie semelhante ao po.
E possivel notar que além da presencga das particulas irregulares, ha fraturas concoidais
formando uma espécie de aglomerados, como consequéncia do processo de compactacao
[64]. Todavia, nota-se uma compactacao efetiva de particulas, ou seja, uma pega nao
laminada em que as particulas menores sao responsaveis por rearranjar-se entre as maiores,
fazendo com que o espacamento entre particulas seja reduzido, diminuindo a formagao de
poros, no entanto, nao impedindo a presenca de microporosidades, conforme observado

no detalhe.

Figura 3.20: Micrografias obtidas via MEV sendo a) pé de vidro e b) amostra compactada
e sem tratamento térmico.

Para a amostra T490, temperatura de Tg do vidro, tanto a superficie quanto a fratura
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mostradas na figura 3.21 a) e b), respectivamente, exibem uma morfologia simile & amos-
tra controle, ou seja, as particulas continuam com aspecto de aglomerado e com presenca
de microporos. Dessa maneira, mesmo o Raman evidenciando algumas alteragoes mole-
culares, morfologicamente nota-se que a temperatura, ou até mesmo o tempo, nao foram
suficientes para iniciar o processo de sinterizagao. Dando evidéncias de que é necessario
um tratamento com temperatura superior ao pico endotérmico do Tg, ou com tempo mais

prolongado, para que a sinterizagao realmente inicie.

Figura 3.21: Micrografias obtidas via MEV da amostra T490, sendo a) superficie e b)
fratura.

A temperatura de tratamento térmico de 560 °C, encontra-se entre o intervalo de
transicao vitrea da amostra e o inicio da cristalizagdo. Neste intervalo ocorre a formagao
do fluido viscoso capaz de envolver as particulas e densificar o material, reduzindo a mi-
croporosidade existente e formando um corpo viscoelastico, conforme pode ser observado
nas imagens da amostra T560, exibida na figura 3.22 a) e b). Entretanto, observa-se a
presenca de alguns poros especificamente na fratura do material, havendo trés possiveis
hipdteses para os poros observados: 1. sao poros remanescentes que nao foram fechados
pelo fluido viscoso, como resultado de um processo de sinterizagao incompleto [65]; 2. pos-
sivel formagcao de gases devido ao processo de sinterizacao [65]; 3. indugdo de porosidade

devido a cristalizac¢ao, observado no trabalho de Mihailova, Djambazki e Mehandjiev [66].
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Figura 3.22: Micrografias obtidas via MEV da amostra T560, sendo a) superficie e b)
fratura.

Estas hipoteses podem ser consideradas, pelo fato de que é a partir do Tg que o
processo de sinterizagao comeca a ocorrer, no qual os niicleos comecam a ser formados e
posteriormente, sdo responsaveis por induzirem a cristalizagdo. Sendo que a sinterizagao
e a cristalizacao sao processos concorrentes, ou seja, a sinterizacao nao precisa terminar
de acontecer para dar inicio a cristalizagao [31]. Desta maneira, na superficie do material
mostrada na figura 3.22 a), é possivel visualizar pequenos pontos salientes do material, os
quais revelam a formacao de nicleos precedendo a formagao de cristais [67]. Além disso,
vale observar as areas rugosas que podem ser encontrados por toda extensao superficial da
amostra, assim como a parte lisa, que é homogénea. Esta rugosidade pode estar associada
justamente a precipitagdo de uma das fases do material, visto que, foi observado um
inicio do processo de cristalizacao pelos picos de difracao sobrepostos ao halo amorfo na

difratometria e, a banda em 578 cm™!

na espectroscopia Raman. Enquanto que a parte
lisa e homogénea corresponde a regiao densificada e amorfa.

As figuras 3.23 a) e b) apresentam as micrografias de superficie e de fratura da amostra
T615, respectivamente. Ao observar primeiramente a fratura, nota-se homogeneidade
morfoldgica e, por toda a extensao pode ser observado uma estrutura densa com presenca
de graos, distribuicao uniforme de tamanho e textura irregular, semelhante a retangulos,
mas com arestas e vértices levemente arredondados. A estrutura densa pode ainda estar
associada a matriz amorfa que nao passou pelo processo de cristalizacdo. Para mais,
nota-se a presenca de microfissuras, semelhantes a rachaduras e, é possivel reparar em um
aumento da quantidade de poros.

J& para a superficie, 3.23 a), é possivel notar duas morfologias diferentes. Primeira-

mente, sao exibidas regides craqueladas (semelhantes as fissuras exibidas na micrografia

63



de fratura) separadas por regioes com aspecto rugoso, a qual aparenta conter graos de
formatos irregulares, assim como na fratura, e a presenca de poros. Estes poros estao
rodeados por graos, inferindo que os poros podem estar associados ao processo de cris-
talizacdo [66]. As regides craqueladas podem estar relacionadas a transformacao de fase
(amorfo para cristalino) e ao relaxamento de microtensoes originadas entre os graos e a
fase vitrea circundante. Estas microtensoes foram estudadas por El-Maghraby et al. que,
ao estudar cristais de quartzo, observaram que estas poderiam ser ocasionadas devido
a mudanca nos coeficientes de expansao térmica [68]. Desta maneira, pode-se dizer que

para esta temperatura de tratamento térmico foi obtido centros de cristalizagao.

Figura 3.23: Micrografias obtidas via MEV da amostra T615, sendo a) superficie e b)
fratura.

Para a superficie da amostra T625, figura 3.24 a), a separacao de fases fica evidente,
uma vez que as bordas da amostra possuem aspecto da regido cristalizada superficial-
mente, similar a T615, enquanto que a regiao central apresenta cristais bem desenvol-
vidos, como pode ser visto no detalhe. Os cristais apresentam formato retangular e
sobressalente, com faces lapidadas, mas nem sempre com formato idéntico. Estes cristais
aparentam percorrer “caminhos”, os quais podem acontecer devido a conexao entre os
centros de cristalizagao. Centros estes observados na superficie da amostra T615. Podem
ser observadas ainda, pequenas fissuras, significando que o processo de cristalizacao nao
aconteceu totalmente, existindo regides que ainda estdao a sofrer este processo, ou seja,
ha a presenca de residuais amorfos. Isto é esperado, uma vez que esta temperatura de
tratamento térmico estd entre dois picos de cristalizacao, ou seja, possivelmente ¢ uma
regiao transitéria entre as fases formadas.

Para a fratura da amostra T625, figura 3.24 b), observa-se inicio de cristalizagao nas

regides proxima aos poros, destacada no inset. Além disto, alguns poros tiveram seus
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diametros aumentados e pode ser notado ainda regioes que permanecem amorfas, com

aspecto densificado e que ainda nao iniciaram o processo de cristalizagao.

Figura 3.24: Micrografias obtidas via MEV da amostra T625, sendo a) superficie e b)
fratura.

A superficie da amostra T630, figura 3.25 a), exibe uma melhor homogeneidade e
presenca de poros superficiais, os quais apresentam formas irregulares, além de alguns
lugares apresentarem resquicios da fase cristalina observada em T625, como pode ser
visto no detalhe. Ainda, é possivel notar o inicio de graos, melhor desenvolvidos préximo
a regiao porosa.

J& para a fratura da amostra T630, 3.25 b), o primeiro fato a ser notado ¢é a porosidade,
a qual aumenta significativamente. Além dos graos e cristais retangulares que podem ser
observados em seu interior. O fato aqui a ser destacado, é que nao observa-se regioes tao
densificadas como anteriormente, havendo uma reducao da quantidade amorfa residual,
o que ¢é estimado também via DRX. Ainda, vale notar que para esta temperatura de
tratamento térmico, os poros sao capazes de se interconectar, obtendo canais semelhantes
a scaffolds.

O tamanho dos poros é uma das caracteristicas mais importantes do scaffolds, uma
vez que que eles devem ter cerca de 100 pm para que a migracao celular, vascularizagao
e o crescimento 6sseo interno seja possivel. Outro fator importante é o tamanho das
interconexodes, as quais sao os caminhos entre os poros e devem ser da ordem ou maior que
40 pum pois facilitam a penetracao celular. Mas, em bioceramicas é encontrado tamanho
minimo da ordem de 20 um e além disto, quanto mais interconectado mais favoravel é o
transporte de fluidos [65]. Apesar do objetivo nao ter sido formar scaffolds, a temperatura

de tratamento térmico de 630 °C permitiu uma boa interconexao entre os poros. O mesmo
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nao é observado para amostras tratadas em temperaturas superiores, provavelmente pelo

fato da rampa térmica ser dindmica neste intervalo.

Figura 3.25: Micrografias obtidas via MEV da amostra T630, sendo a) superficie e b)
fratura.

A superficie da amostra T715 apresentada na figura 3.26 a), exibe menos poros quando
comparada com a amostra T630, observando um expressivo aumento e desenvolvimento
dos graos, o que ¢ esperado com o aumento de temperatura de tratamento, segundo
Denry et al. [69]. A redugdo de regides densificadas, é percebida na regido interna da
amostra T715, figura 3.26 b), corroborando para o fato desta amostra, ter um indice de

cristalinidade maior que as temperaturas antecedentes, figura 3.8.
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Figura 3.26: Micrografias obtidas via MEV da amostra T715, sendo a) superficie e b)
fratura.

Por fim, para a temperatura de tratamento térmico em 785 °C, observa-se a uniao
dos graos superficiais na figura 3.27 a) e com isto obtém-se uma superficie com estruturas
semelhantes a bastonetes. Na fratura desta amostra, figura 3.27 b), por sua vez, observa-
se um alto grau de cristalinidade, retangulos irregulares, bastonetes e pequenos graos,

em formato circular. Basicamente trés morfologias podem ser observadas. Todavia, nao é
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possivel inferir quais sdo as morfologias associadas a cada fase. Vale ressaltar também que
é possivel observar pequenas regioes onde ainda ha material densificado e nao totalmente
cristalizado, confirmando o fato encontrado via difratometria. Por fim, para a amostra

T810 nao foi realizado imagens de MEV, uma vez que a peca perdeu seu formato original

e neste caso, o interesse fica comprometido devido ao seu potencial de aplicacao.
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Figura 3.27: Micrografias obtidas via MEV da amostra T785, sendo a) superficie e b)
fratura.

De forma geral, apesar de ocorrer separacao das fases, ou seja, formacao de morfologias
diferentes dependendo da temperatura de tratamento térmico e consequentemente, a fase
atribuida, é possivel dizer que ha uma certa homogeneidade no quesito extensao amostral,
ja que, é possivel encontrar todas as texturas ao longo da superficie/fratura de cada amos-
tra. Além disto, pelo fato das morfologias estarem juntas, mescladas e conglomeradas,
impossibilita a identificacao e associacao referente a cada fase. Ademais, é estudado que a
morfologia é muito influenciada e limitada pela vizinhancga, como é o caso da fluorapatita,
segundo Denry et al. [69]. A cristalizagdo da fluorapatita ocorre dentro de goticulas de
fase separada e ¢é limitada pelo seu tamanho, até 500 nm, pois o crescimento do cristal
de fluorapatita pode ser impedido pelo esgotamento dos elementos-chave da matriz vitrea
circundante, acarretando em uma microestrutura de cristais isométricos de fluorapatita
em oposicao aos cristais em forma de agulha. Também foi mostrado que dependendo de
sua composicao e conectividade, as gotas separadas por fase facilitam a cristalizacao da
fluorapatita, diminuindo a energia de ativagdo para o crescimento do cristal fluorapatita
e agindo como locais de nucleagdao heterogéneos [69]. Logo, pode-se dizer que houve uma
separacao da fase vitrea do vidro, com posterior cristalizacao das fases.

As observagoes confirmaram o que ja foi anteriormente estudado por Mihailova et al.,

que a interface superficial das particulas é um fator favoravel para a cristalizacao. Ainda,
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os poros maiores originados devido ao processo de cristalizacao foram observados a medida
que obtinha-se um maior grau de cristalinidade [66].

Devido a estes fatores, os pos prensados auxiliam na cristalizacao volumétrica e se
transformam materiais fortes e relativamente densos, possuindo varias fases cristalinas e
fazendo com que o processo de cristalizacao seja melhor desenvolvido. Fato este também

descrito por Mihailova et al. [66].
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CAPITULO 4

RESULTADOS E DISCUSSAO - PARTE II

A parte II dos Resultados e Discussao destina-se a apresentacao e discussao dos re-
sultados obtidos para as andlises de citotoxicidade e bioatividade in wvitro. O teste de
bioatividade foi realizado por meio da imersao do material em fluido corporal simulado
(SBF), sendo o material analisado via espectroscopia no infravermelho por transformada
de Fourier acoplado a reflectancia total atenuada (FTIR-ATR) e microscopia eletrénica
de varredura (MEV). Ainda, a concentracao de fons dissociados no fluido (SBF) foi avali-
ado por meio da técnica de espectroscopia de emissao atémica com plasma induzido por
micro-ondas (MP-AES). Estes estudos foram realizados para trés amostras: T560, T625
e T715 a fim de que fosse avaliada as caracteristicas da rampa, ou seja, ap6s Tg, apos T

e apos Tpo.

4.1 Teste de citotoxicidade

Células pré-osteoblasticas da linhagem MC3T3-E1 foram utilizadas na realizacao deste
experimento. Ja é sabido que, quando mantido em cultura, estas células dividem-se
e multiplicam-se continuamente. Todavia, estes processos metabdlicos celulares podem
sofrer interferéncia quando em contato com materiais toxicos, podendo resultar até a
morte celular e reducao do niimero de células viaveis quando comparado com controles
nao-tratados [70].

Desta maneira, foi avaliado a viabilidade celular para as amostras T560, T625 e T715

para diferentes dilui¢oes de amostra, as quais sao exibidas na figura 4.1.
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Figura 4.1: Viabilidade celular das amostras T560, T625 e T715 testadas em diferentes
concentragoes de amostra por 24 horas de incubagdo. Sendo a concentra¢ao 0 ug/mL
o controle. O simbolo “ns” indica que nao houve diferenca significativa das dilui¢os de

amostra com o controle. E, **, *#% ¢ *¥4% & 5 diferenca estatistica entre as amostras. As
barras de erros sao referente a um n=3.

Os resultados foram satisfatérios uma vez que a quantidade de células viaveis apés o
ensaio foi superior ou muito préxima a 80%, independentemente da amostra e da dilui¢ao
estudada. Vale observar que a amostra T625 apresenta ainda um maior indice de viabi-
lidade celular e que ela nao apresentou diferenciacao estatisticamente significativa com o
controle (0 pg/mL). Desta maneira, é possivel inferir que manteve excelente viabilidade
celular em todas as dilui¢bes, ndo impedindo a multiplicacao celular e garantindo boa
compatibilidade [71]. Ainda, para a maior concentra¢ao, houve proliferacao celular indi-
cando um pouco mais de 100% de células vidveis. A amostra T715, apesar de apresentar
redugao do percentual quando comparado com a T625, diferenciando estatisticamente do
controle, possui boa resposta para todas as concentragoes. Por fim, a T560 apresenta
menor viabilidade celular para as dilui¢oes de 1000, 700 e 400 pug/mL. Estas dilui¢oes

foram estatisticamente semelhantes entre si quando comparado com o controle. A dilui-
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¢ao de 100 pg/mlL, diferi-se das outras, sendo a mais vidvel desta temperatura quando
comparado com as dilui¢oes mais concentradas.

Vale ressaltar que a composi¢ao quimica e aspectos fisicos das amostras podem in-
terferir na biodegradacao e liberacao idnica ao longo do periodo de incubagao, influen-
ciando consequentemente no pH do meio, afetando diretamente a multiplicacdo celular
e na resposta citotoxica [70,72]. Apesar desta técnica nao afirmar quanto ao potencial
de aplicacao biolégica, ela indica o quao téxico os materiais sao na presenca de células
pré-osteoblasticas, viabilizando a sintetizagao de componentes organicos na matriz dssea.
Todavia, estes pardmetros (biodegradagao, liberacao ionica e pH) sdo de suma importan-
cia na avaliacdo do potencial de aplicacao. Portanto, os ensaios de bioatividade foram

realizados e estao apresentados sequencialmente.

4.2 Teste de bioatividade

4.2.1 Avaliacao do pH, perda de massa e concentracao idnica

De forma geral, o potencial hidrogenionico (pH) possui uma forte influéncia na for-
macao da camada de apatita na superficie dos materiais. Vale salientar que a formacao
desta camada superficial ao material indica a capacidade de ligagdo com meio bioativo.
Desta forma, avaliar o pH ¢é de suma importancia e indica interacao entre o material e o
meio imerso, uma vez que estes fatores estao diretamente associados [1,9].

O meio de imersao utilizado foi o fluido corporal simulado (SBF), que é uma solugao
com concentracao de fons semelhantes ao do plasma sanguineo. Desta maneira, as amos-
tras foram imersas neste fluido por diferentes periodos: 0,25, 1, 4, 7, 14, 21 e 28 dias, a
fim de avaliar a dissolugao e formacao da camada de apatita. As amostras apos imersas
foram caracterizadas via FTIR e MEV.

Na figura 4.2 é mostrada a variacao de pH para as amostras tratadas em trés tempe-

raturas: 560 °C, 625 °C, 715 °C e para o BV2, dado obtido por Portes [28].
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Figura 4.2: Variacao do pH da solugao de imersao em diferentes tempos de imersao para
as amostras T560, T625, T715 e BV2 (dado obtido por [28]), sendo o tempo 0 o pH inicial
do SBF. Ainda, as linhas sdo guias visuais e a barra de erro é referente a n=2.

Observa-se primeiramente que o pH possui um valor inicial de 7,45, conforme orientado
por Kokubo e Takadama [25], sendo a maior taxa de crescimento nos primeiros 7 dias para
todas as amostras. A amostra T715 foi a que apresentou maior valor de pH durante os
primeiros dias, seguido da T625 e por fim, a TH560. Posteriormente, para as trés amostras
acontece uma tendéncia de estagnacao.

O aumento do valor de pH é associado a dissolugao de ions da superficie do material.
Espécies do tipo H', H301 ¢ OH™ sao responsaveis por lixiviar a superficie em decor-
réncia da hidratacdo e hidrélise das ligagoes de boro tricoordenados e tetracoordenados
provocando instabilidade no arranjo estrutural e a dissociacdo de fons como Na™, Ca?*,
F~. Todavia, a dissolucao tende a cessar a medida que o sistema torna-se saturado, re-
duzindo as trocas ionicas e estagnando o valor de pH, uma vez que, todo o mecanismo é
diretamente relacionado entre si [1,9].

Este ataque a estrutura do material e a consequentemente troca idnica, acarretam em

uma biodegradacao que pode ser observada por meio da perda de massa das amostras,
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exibidas na figura 4.3.
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Figura 4.3: Variagdo da massa das amostras T560, T625 e T715 nos diferentes tempos de
imersao.

Pode-se notar que a amostra T560 foi a qual apresentou menor perda de massa, sendo
minima a variagdo de pH também. Todavia, a amostra T625 exibe uma elevada perda
de massa até o sétimo dia e uma tendéncia de equilibrio apés este periodo, coincidindo
com as analises de pH. Enquanto que, a amostra T715 apresenta uma acentuada curva
de perda de massa.

Além da liberagao de fons de sodio, calcio e flior por meio do material, existe a presenca
de fons de fésforo e célcio no meio de imersdo. E imprescindivel a presenca destes dois
fons para que uma camada apatitica seja depositada na superficie da amostra [1]. Desta

maneira, foi entao avaliado a concentracao dos ions calcio e fésforo por meio da técnica

de MP-AES, exibido na figura 4.4.
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Figura 4.4: Concentracao dos fons de Fésforo (P) e Célcio (Ca) na solugdo pds-imersao
em cada periodo de imersao, sendo o tempo zero a solucao sem nenhuma amostra imersa.

Em geral, o aumento de calcio deve-se a sua liberacao juntamente com fons de sddio
e flior. Todavia, este aumento foi observado apenas para a amostra T715. Ao avaliar
a concentracao de fésforo, nota-se que a mesma reduziu para préximo de zero no sétimo
dia, sem grandes variagoes até o fim do periodo de 28 dias. Logo, pode-se concluir que
nos setes primeiros dias aconteceu toda a troca ionica para formacao da camada, visto
que o fésforo foi reduzido no sistema e, a amostra continuou liberando célcio, podendo
ter fragilizado sua estrutura, aumentando a biodegradacao, conforme pode ser observada
na figura 4.7.

Para a amostra T625, nota-se uma constancia na concentracao de calcio, ou seja,
subentende-se de que o calcio que estava sendo liberado para o meio, foi rapidamente
consumido para producao da camada na superficie, permanecendo apenas o que ja estava
na solucdo inicialmente. E possivel apenas realizar esta afirmacdo, visto que ocorre uma
variagdo na concentragao de fésforo no meio. Associado a este fator, acontece alteracao
do valor de pH, bem como, perda de massa. As fotos apds os periodos de imersao podem

ser visualizadas na figura 4.6.
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Todavia, para a amostra T5H60 observa-se que o ion cédlcio permaneceu constante,
ocorreu liberagao de fésforo para o meio nas primeiras 6 horas e posteriormente, nao houve
variagao significativa entre as concentragoes idnicas. Vale salientar que ha maior variagao
de pH apenas nos dias iniciais de imersao e ocorre perda de massa minima, permanecendo
o material integro com uma leve camada superficial, como pode ser observado nas fotos
4.5.

Nas fotos apos imersao podem ser notadas crescimento de uma camada para cada uma

das amostras.

(b) 0,25 d

(e) 7d (f) 14 d (g) 21 d (h) 28 d

Figura 4.5: Fotos das amostras T560 antes (0d) e ap6s imersao em SBF em 0,25, 1, 4, 7,
14, 21 e 28 dias.
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Figura 4.6: Fotos das amostras T625 antes (0d) e ap6s imersao em SBF em 0,25, 1, 4, 7,
14, 21 e 28 dias.

(e) 7d (f) 14 d (g) 21 d (h) 28 d

Figura 4.7: Fotos das amostras T715 antes (0d) e ap6s imersao em SBF em 0,25, 1, 4, 7,
14, 21 e 28 dias.

Ao avaliar os valores de pH obtidos para o BV2 por Portes em sua tese [28] e também
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apresentado na figura 4.2, vidro este utilizado como precursor no presente trabalho, nota-
se que ocorre um maximo aumento de pH préximo a 1 hora e meia de imersao, atingindo
o valor de 7,8. Posteriormente, o pH tem uma leve decaida, permanecendo estagnado até
28 dias em aproximadamente 7,65, vale ressaltar que as amostras de Portes eram em bulk.
Ao comparar com os resultados obtidos neste trabalho, percebe-se que o vidro tratado
termicamente a 560 °C teve seu potencial hidrogenidnico afetado pela sinterizacdo, uma
vez que a resposta ionica foi reduzida quando comparada com o material de partida.
Enquanto que, as amostras tratadas em 625 °C e 715 °C tiveram uma melhor resposta,
visto que, tiveram maior troca idnica com o meio, atingindo valores de pH de 8,36 e 8,56
em um periodo de 7 dias. Desta maneira, além do valor de pH ter aumentado (liberagao
de mais fons de cdlcio, sédio e flior para o meio) ocorreu também uma prolongagao no
tempo de liberagdo em comparacao com o material precursor. Por outro lado, foram as
que tiveram a maior taxa de perda de massa/degradagao.

Quando apenas sinterizada, a amostra TH60 apresentou uma alta densificacao, sem
porosidade e com uma camada superficial protetora, semelhante a um verniz (figura 4.5
a)), possivelmente formada pelo fluido viscoso, como foi observado na parte I dos resul-
tados. Esta morfologia da peca, pode ter impossibilitado o ataque por meio das espécies
do tipo H*, H30" e OH™, impedindo a hidratagao e hidrodlise da rede formadora, redu-
zindo sua interacdo com o meio de imersao. Este fator ainda, pode ter colaborado para
uma reducao na viabilidade celular observada para esta amostra, em comparagao com as
cristalizadas, T625 e T715.

As amostras com fases cristalinas, apresentaram porosidade e uma superficie mais pro-
pensa a lixiviagdo, como pode ser observado nas micrografias exploradas anteriormente.
Ambas amostras mostraram-se eficazes quanto ao quesito bioatividade, uma vez que apre-
sentaram maior interagdo com o meio e liberagdo prolongada quando comparado ao vidro
precursor, possivelmente por serem estruturas ordenadas com a presenca de cristais, difi-
cultando o processo, mas nao impedindo.

Mais um ponto a ser observado é que esta melhora na resposta bioativa pode ter sofrido
influéncia das fases cristalinas presentes nos materiais, ja que o comportamento entre a
amostra T625 e T715 é similar. Elas apresentam semiquantificacdo das fases similares,
observadas nas figuras 3.4 e 3.6, diferenciando principalmente pelo indice de cristalinidade

(IC) 3.8 b) e provavelmente, tamanho de cristais (observado nas micrografias). Como foi
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visto para a amostra T560, a parte amorfa apds a sinteriza¢ao nao desenvolveu significa-
tivamente potencial bioativo. Como a T625 apresenta IC intermedidrio, ou seja, ainda ha
uma porcao amorfizada, pode ser que houve balanceamento entre os processos de lixivia-
¢ao, dissolucao e precipitacao, desenvolvendo bom resultado na bioatividade e excelente
resposta na citotoxicidade. Ja a amostra T715, a qual apresenta maior IC, ou seja, me-
nor quantidade de fase residual amorfa, gera uma boa resposta bioativa, porém, exibe
biodegradacgao. Além disso, sua resposta citotOxica apresentou uma pequena reducao da
viabilidade celular quando comparada com o controle, este fato pode ser associado a alta
taxa de liberacao de calcio. Ja que, o céalcio possui uma dupla atribuicdo nas fungoes de
diversos tipos de células e, quando em excesso, pode ocasionar estresse celular, levando
ao dano e até mesmo, a morte celular [1,73].

Todo o processo de avaliagao bioativa é complexo e é essencial para a analise do
material bioativo em estudo. A camada precipitada sobre a superficie de cada amostra é
de suma importancia, dado que, a interface gerada entre o material e o meio é similar a que
ocorre entre 0ssos e tecidos biolégicos. Entao, cada amostra foi avaliada por espectroscopia

no infravermelho, apresentada na secdo subsequente.

4.2.2 FTIR-ATR

Os espectros de FTIR das amostras T560, T625 e T715 em funcao do tempo de imersao

em SBF, sdo exibidos nas figuras 4.8, 4.9 e 4.10, respectivamente.
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Figura 4.8: Espectros de FTIR-ATR da amostra T560 imersa em SBF pelos periodos de
tempo compreendidos entre 0,25 e 28 dias. As linhas pontilhadas destacam as mudancas
observadas entre os periodos de imersao.
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Figura 4.9: Espectros de FTIR-ATR da amostra T625 imersa em SBF pelos periodos de
tempo compreendidos entre 0,25 e 28 dias. As linhas pontilhadas destacam as mudangas
observadas entre os periodos de imersao.
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Figura 4.10: Espectros de FTIR-ATR da amostra T715 imersa em SBF pelos periodos de
tempo compreendidos entre 0,25 e 28 dias. As linhas pontilhadas destacam as mudancas
observadas entre os periodos de imersao.

A camada precipitada na superficie do material acontece de forma mais simplificada
para os materiais formados a base de boro quando comparado com os silicatos, uma
vez que eles nao possuem a capacidade de repolimerizagao. Logo, concomitantemente a
biodegradacgao, os ions de célcio e fosforo presentes no meio de imersao precipitam na
superficie do material na forma de fosfato de céalcio. Esta camada entao, pode cristalizar
em uma forma mais estdvel, como hidroxicarbonato apatita (HCA), com o aumento do
tempo de imersao [1,9].

Vale ressaltar que apatita ¢ a designagao de todos os grupos minerais inseridos nos
fosfatos, predominantemente formados por fosfato de céalcio, podendo apresentar contri-
buigoes de outros elementos, como hidréxido, cloro ou flior [74].

A formagao da camada de fosfato de célcio e seu desenvolvimento para HCA, ocorre
rapidamente, apresenta rica contribuicao de calcio e fésforo e é marcada pela presenca

das bandas no intervalo de 610 a 560 cm™!.

Esta regiao é atribuida a deformagao do
PO,4. Quando este P-O é amorfo, a vibracdo é predominante na regiao de 560 a 550
cm~!. A medida que acontece a mineralizacio da camada, convertendo em uma camada

cristalina, acontece um split, originando um pico atribuido ao P-O cristalino entre 610 e

600 cm ™! [75,76].
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1 ocasionada

O espectro também é caracteristico devido a forte banda em 1035 cm™
pelo modo vibracional de estiramento assimétrico do PO,. Esta banda pode ter seu centro
varidvel entre 960 e 1200 cm™! devido ao tamanho dos cristais de apatita e defeitos nos
precipitados de apatita [75].

A regido entre 1420 e 1450 cm ™! apresenta uma larga banda proveniente dos modos
vibracionais dos grupos de carbonato incorporados na estrutura da apatita. Esses grupos
também sdo responsdveis por gerar uma banda em 875 cm™!, que pode aparecer sobre-
posta ao pico principal do fosfato. Enquanto que, o intervalo entre 1350 e 1080 cm™! ¢
atribuido a estiramento da dupla ligagao entre fésforo e o oxigénio. Por fim, a regiao proé-
xima a 1600 cm ™! pode ser associado ao modo vibracional da molécula de O-H, indicando
umidade absorvida na camada [75].

Para o espectro da amostra T5H60 apresentado na figura 4.8, nota-se que apos 6 horas
de imersao, o espectro do vidro altera-se, possuindo contribui¢oes vibracionais da camada
de apatita, ou seja, pode-se inferir que as oscilagoes nos valores de pH neste inicio podem
estar associados a formagao da mesma. Desta maneira, observa-se que um periodo menor
que seis horas ja é suficiente para iniciar a formacao da camada. Todavia, esta camada
apresenta caracteristicas amorfas, observado pela presenca de uma s6 banda em 560
cm~!. Outro ponto, é que ndo houve mudanca significativa no espectro desta camada ao
longo do periodo de imersao, ou seja, nao houve crescimento ou desenvolvimento para a
forma cristalina da mesma.

Jé& para a amostra T625, os espectros em funcao do tempo de imersao sao apresentados
na figura 4.9. Para as 6 horas de imersao, nota-se uma mudanga espectral entre 1200 e
1400 cm ™, indicando que hé interacdo com o meio, mas com pequena taxa de dissolucao
e precipitacdo. Para 1 dia de imersdo, as bandas do material entre 900 e 500 cm™!
ainda sdo evidentes, mas pode-se observar a formacido do pico em 997 cm™! referente
ao fosfato. Para 4 dias de imersao, nota-se caracteristicas espectrais semelhantes a da
apatita, com a presenga dos grupos de carbonato ( 1411 cm™!) e fosfato (997 e 555 cm ™)
na superficie do material. Logo, ha indicios de que a formacao da camada aconteceu
entre 1 e 4 dias. Esta camada permanece com carater amorfo durante todo o periodo de
imersdo, perceptivel ao olhar para a regido entre 550 e 560 cm~!. Vale observar também,

o deslocamento de nimeros de onda menores para maiores no pico principal da apatita.

A hidroxiapatita e fluorapatita apresentam um pico principal definido entre 1026 e 1034
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cm™!, atribuido ao fosfato [77]. Desta maneira, este deslocamento pode indicar que o
processo para cristalizacao da camada esta proximo de ocorrer e precisa de um periodo
maior em imersao.

Por fim, para a amostra T715, os espectros sdao apresentados na figura 4.10. Uma
consideravel mudanga no espectro ja pode ser observada a partir de 6 horas, na qual a
regiao de 1400 cm ™! apresenta destaque, bem como as bandas em 871 cm™! e 711 cm™1.
A presencga destas bandas pode indicar a presenga de calcita (CaCOs) [78], possivelmente
devido ao consumo de calcio do meio. Todavia, acontece a conversao para a camada de
apatita ja nas periodos seguintes. Para o 1° dia, o espectro ja é caracteristico da apatita
e em 4 dias de imersdo, ji apresenta indicios de pico cristalino em 1029 cm™!. A partir
de 7 dias, ocorre evidenciagao desta banda, a qual aumenta conforme os dias em imersao.
Destaca-se também, a banda em 1095 cm™ e a regido entre 600 e 500 cm ™! para 14 dias,
as quais sao caracteristicas de uma camada mais cristalina sobre a superficie do material.

Todavia, em 21 dias, as duas bandas em aproximadamente 600 cm ™!

unem-se novamente,
podendo indicar a formacao de uma camada amorfa sobreposta a anterior. Desta forma,
para esta temperatura houve maior cristalizacao da camada de apatita.

Desta maneira, pode-se observar entao que as trés amostras imersas em fluido corporal
simulado apresentam resposta bioativa em fun¢ao do tempo de imersao. Sendo que a T715
foi a tinica a apresentar indicios de uma camada cristalina.

A apatita pode ser classificada em hidroxiapatita, fluorapatita ou cloroapatita, quando
ocorre substitui¢ao ionica, sendo constituida pelo hidréxido (OH™), fluoreto (F~) ou clo-
reto (Cl7), respectivamente. A precipitagdo da fluorapatita é favorecida quando com-
parada a precipitacdo de HAp na presenca de F~ no meio de imersao, uma vez que, a
formacao da camada ¢é fortemente influenciada pelos ions presentes no meio e também,
dependente do valor de pH [79,80]. Como os tipos de apatita se diferenciam apenas pelo
ion, nao é possivel afirmar por meio da espectroscopia no infravermelho qual das camadas

estd em crescimento. Todavia, a morfologia entre elas é alterada, e a presenca ou auséncia

de fldor torna-se detectéavel via espectroscopia de energia dispersiva (EDS).
4.2.3 MEV e EDS

Ap6s o ensaio de bioatividade em SBF, as superficies das amostras T560, T6258 e
T715 foram observadas por microscopia eletronica de varredura, nos periodos de imersao

de: 0,25, 1, 7, 14, 21 e 28 dias. As micrografias sao apresentadas na figura 4.11.
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Figura 4.11: Micrografias obtidas via Microscopia Eletronica de Varredura das superficies
das amostras T560, T625 e T715 pos-imersao em SBF nos tempos de 0,25, 1, 7, 14, 21 e
28 dias.
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Para a amostra T560, pode-se observar que a superficie comecga apresentar lixiviacao e
precipitacao de camada a partir de 6 horas de imersao, a qual pode ser melhor observada
na ampliagao da figura 4.12, corroborando com os dados obtidos via FTIR. Esta lixiviacao
progride ao longo dos periodos de imersao. Todavia, para 21 e 28 dias, a superficie do vidro
ainda nao foi totalmente biodegradada pelo meio. Também ¢é notoério o desenvolvimento
da camada ao longo do tempo, mesmo que minimo, pode ser observado nas micrografias.
Este desenvolvimento pode estar relacionado as pequenas variagoes préoximos de 14 e 21
dias no pH, na concentracao idénica do material e minimamente na perda de massa.

Ja para a amostra T625, nota-se nos dois primeiros periodos de imersao, uma su-
perficie totalmente craquelada. Neste caso a camada comegou a ser precipitada sobre o
material, como visto na ampliacao, figura 4.13. Mas, nao se pode atribuir estas rachaduras
como sendo da camada, uma vez que, esta amostra apresentou cristalizacao heterogénea
com microfissuras superficiais, as quais podem ter sido dilatadas devido ao processo de
lixiviagao. Na figura 4.11, pode ser observado com detalhe a precipitacao da camada, a
partir de 7 dias de imersao, confirmando os dados obtidos via FTIR. Porém, para pH,
perda de massa e concentragao idnica, ocorre uma maior variagao entre os 7 primeiros

dias, provavelmente devido a uma maior troca ionica entre o meio e a superficie.

Figura 4.12: Micrografia da superficie da amostra T560 apds 0,25 dias de imersao em
SBEF.
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Figura 4.13: Micrografia da superficie da amostra T625 apés 7 dias de imersao em SBF.

Por fim, para a amostra T715, pode-se observar que logo nas primeiras 6 horas ja ha a
presenca da camada sobre a superficie do material. Para melhor visualizacao, a figura 4.14
apresenta a ampliacdo deste tempo de imersao. Esta camada segue se desenvolvendo ao
longo do tempo de imersao, para 14 dias, nota-se a presenca de uma camada extremamente
extensa, corroborando com os dados de FTIR, no qual mostra o split nos picos do fosfato,
indicando a cristalizacao da mesma. Para tempos de imersao maiores, 21 e 28 dias observa-
se que uma nova camada esta crescendo em sobreposicao a cristalizada, conforme ja

discutido anteriormente.
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Figura 4.14: Micrografia da superficie da amostra T715 apo6s 14 dias de imersao em SBF.

Vale ressaltar que a morfologia da camada obtida para as trés amostras apresentam
semelhanca com a camada obtida por Manafi et al. em seu trabalho de sintese e avaliacao
da bioatividade de nanocompoésito de vidro bioativo. Neste trabalho a camada obtida foi
de fluorapatita [81]. O mapeamento por espectroscopia de energia dispersiva (EDS) pode
indicar a presenca de flior sobre a superficie das amostras, sendo assim, foram realizadas
medidas por meio desta técnica nas amostras apds 14 dias de imersao em SBF. A mérito
de comparagao, foi realizado também o mapeamento antes de imersao, pois na presenca
de camada, é esperado que a razdo Ca/P se altere. Os resultados podem ser observados
na figura 4.15.

Primeiro ponto a ser observado é que alguns elementos de baixo ntimero atomico
(u<10), como o boro, pode apresentar resultados nao tao representativos, devido a limi-
tacdo técnica do equipamento. Desta forma, nota-se que este elemento nao foi detectado
em nenhuma das amostras. Além disso, é preciso reparar na semiquantificacao do flior,
uma vez que ele aparece em menor quantidade quando comparado com as amostras pos-
imersao por 14 dias. Provavelmente, isto ocorreu devido a liberacao deste elemento no
meio e a sua precipitagao na camada como fluorapatita.

A figura 4.15 também exibe a razao Ca/P de cada uma das amostras. A razao Ca/P
da apatita é de aproximadamente 1,67 [26]. Como pode ser verificado, houve uma redugao

nesta razao entre as amostras antes para apos imersao, sendo que a amostra T715 apresen-
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tou razao de 1,74, permanecendo muito proxima a da apatita e indicando a cristalizagao

da mesma. Fato este ja observado via FTIR, bem como, nas micrografias.
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Figura 4.15: Semiquantificagdo obtida via Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS)
na superficie das amostras ThH60, T625 e T715 antes e apds 14 dias de imersao em SBF.
Sendo At% o percentual do elemento em peso atdmico.
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CONCLUSOES

A primeira parte do presente trabalho envolveu estudar o processo de cristalizacao de
amostras pulverizadas e compactadas com tamanho de particula <45 pym. As temperatu-
ras escolhidas para tratamento foram baseadas nos dados de andlise térmica, resultando
em oito temperaturas de tratamento térmico.

A difratometria de raios X indicou carater amorfo para a amostra sem tratamento
térmico e T490, além de inicio de cristalizacdo para a amostra TH60. As amostras tra-
tadas termicamente entre 615 °C e 785 °C evidenciaram trés fases cristalinas principais:
CaNaB;0Og, CaNagB;01g e Caz(PO,4)3F. Houve um aumento no indice de cristalinidade
(IC) conforme o aumento da temperatura de tratamento térmico e detectou-se uma de-
composi¢ao da fase CaNaB;Og para a fase CaB5O4 na amostra tratada acima do Tm. Os
modos vibracionais associados a cada uma das fases foram identificados via espectrosco-
pia Raman e FTIR. As micrografias evidenciaram o inicio de cristalizagao superficial na
amostra Th60 e foi possivel acompanhar o desenvolvimento da cristalizacao superficial e
volumétrica, formacao dos cristais, porosidade e a distribuicao elementar para as amos-
tras tratadas termicamente acima de 615 °C. Assim, pode-se concluir que o sistema vitreo
da forma como trabalhado, apresenta facilidade para cristalizar, mantendo estabilizada a
proporc¢ao de suas fases cristalinas, com alteragao na morfologia.

A segunda parte dos resultados consistiu em avaliar as trés amostras em funcao do
tempo de imersao em SBF. Os testes bioldgicos apontaram que os materiais ndo apre-
sentam carater citotéxico, possuindo 80% ou mais de viabilidade celular, sendo este um
pré-requisito para a aplicagdo como biomaterial. A avaliacdo da bioatividade exibiu al-
teracoes de pH, perda de massa e concentragdo ionica, as quais foram confirmadas por
analise de FTIR e MEV, indicando formacao da camada de apatita na superficie do ma-
terial, com fortes indicios, por meio do EDS, que esta camada precipitou na forma de
fluorapatita.

Conclui-se que a principal vantagem de cristalizar os vidros, por meio de uma rampa
controlada, foi a obtencao de vitroceramicas com base borato que apresentaram boa troca
idnica, exibindo formagdo de camada apatitica e apresentando fases cristalizadas nao
citotéxicas. Para futura aplicacdo em compésitos, a indicacao fica a depender do material

de reforgo utilizado.

88



PERSPECTIVAS FUTURAS

Alguns pontos deste trabalho ainda precisam ser melhor explorados, como a alteragao
do tamanho de particula do vidro e a alteracao da rampa de cristalizagao, bem como, o
tempo de cristalizacdo, afim de avaliar se ha formacao de novas fases e como se desenvolve
a morfologia da amostra.

Ainda, seria interessante avaliar vidros com diferentes composicoes, principalmente
acima do segundo pico endotérmico para verificar a decomposicao de fases e relacionar
com estudos ja realizados.

Além disso, seria interessante o estudo do tamanho de particula obtida na realizagao
da moagem do vidro em moinho de bolas, utilizando diferentes tempos, razoes entre bolas
e quantidade de bolas para facilitar o processo de preparacao da amostra.

Ademais, seria de grande valia investigar a resisténcia mecanica e a densidade destes
materiais, uma vez que varia com a composicao, a temperatura e tempo de cristalizacao,
principalmente devido a formacao de poros, o que pode, em alguns casos, fragilizar o
material.

Por fim, pretende-se realizar medidas de difratometria de raios X pods-imersao, bem
como, avaliar todas as temperaturas de tratamento térmico imersas no SBF. A avaliacao de
todos os elementos via MP-AES também faz-se necessaria. Além de produzir compdsitos
dos vidros com outros materiais bioativos, como por exemplo, a hidroxiapatita utilizando

como base para produgao, o presente trabalho.
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APENDICE A

TECNICAS EXPERIMENTAIS

Este capitulo apresenta uma breve fundamentacgao tedrica, representacoes esquemati-

cas e consideragoes importantes a respeito das técnicas de analise utilizadas neste trabalho.

A.1 Analise térmica

O termo analise térmica pode ser utilizado para descrever técnicas experimentais ana-
liticas capazes de investigar a relagao entre as propriedades (fisicas e/ou quimicas) de uma
amostra e suas respectivas temperaturas, conforme ocorre aquecimento ou resfriamento
de maneira controlada [82,83]. Logo, para que experimentos em func¢ao da temperatura
sejam realizados com éxito, é de suma importancia conhecer de forma quantitativa e
qualitativa o comportamento do material frente as mudancas de temperatura [84].

A andlise térmica engloba uma infinidade de técnicas que estudam o material em
funcdo da temperatura. Para que essas técnicas se enquadrem em analise térmica é
preciso que pelo menos uma propriedade fisica da amostra seja medida. Além disso,
a medida deve ser expressa em funcao da temperatura de forma direta ou indireta e a
medida deve ser feita sob um programa controlado de temperatura [85]. Dentre essas
diversas técnicas, destacam-se duas: DTA (Differential Thermal Analysis, em portugués,
Anélise Térmica Diferencial) e DSC (Differential Scanning Calorimeter, em portugués,
Calorimetria Exploratéria Diferencial).

O DTA utiliza como base a diferenca de temperatura na amostra analisada e uma
amostra referéncia, termicamente inerte, quando colocadas sob o mesmo controle de tem-
peratura [86]. O equipamento utilizado para a realizacdo destas medidas é um analisador
térmico diferencial e seu funcionamento esta esquematizado na figura A.1. No interior de
um bloco ceramico® contido dentro de um forno, sdo condicionados dois portas-amostras

conectados com dois termopares, um para a amostra em analise e outro para a amostra

60 bloco ceramico possui a funcio de distribuir o calor uniformemente na amostra [87].
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referéncia. Os medidores sao responsaveis por mensurar a diferenga de potencial elétrico,
na ordem de milivolts (mV) entre ambas as amostras, sendo este sinal convertido para
temperatura. Conforme o tempo passa, o forno varia sua temperatura uniformemente
entre ambas as amostras. Caso a amostra analisada (Ta) sofra uma transicao de fase, a
energia absorvida ou liberada ocasiona uma diferenca de temperatura com a amostra de
referéncia (Tr). Logo, obtém-se uma diferenca de temperatura expressa por AT = Tr —
Ta. Ao finalizar o evento de transicao, a amostra Ta volta a possuir uma diferenca de

temperatura com a amostra referéncia equivalente a zero [83,85].

Protetores Térmicos

Tubo de Aquecimento

Bloco Ceramico

Substancia Referéncia

— -

y
e f«—‘ﬂ
Potencial Elétrico

Figura A.1: Esquema de um analisador térmico diferencial. Adaptado de [87].

l ==Y

Apesar de ser semelhante ao DTA, a técnica de DSC é responsavel por diferenciar
a taxa de fluxo de calor a uma determinada temperatura entre a amostra analisada e
o material de referéncia [88]. Desta maneira, ao invés de avaliar a diferenca direta de
temperatura, como é feito pelo DTA, esta técnica avalia a diferenca de energia fornecida
entre ambas as amostras [85].

Desta forma, para que esta analise seja possivel, é preciso um calorimetro exploratério
diferencial. H&a dois tipos comumente utilizados: DSC com fluxo de calor e DSC com
compensagcao de poténcia. No primeiro, ambas as amostras (a ser analisada e de referéncia)
sao colocadas sobre um suporte metélico que pode ter diferentes formatos’. As trocas de
calor entre a amostra e o forno devem ocorrer por meio do suporte metalico, esquematizado
na figura A.2a . Quando nao ha registro de eventos térmicos esta troca acontece em
regime estacionario, ou seja, o fluxo térmico nao apresenta variacao com o tempo. Caso a
amostra analisada sofra alguma transicao, o sinal é captado por meio de uma variacao de

temperatura com a referéncia, em pV e, por meio de uma calibragao, é possivel converter

7O suporte metalico pode ser em formato de disco, torre ou cilindro. Sua forma pode interferir
principalmente na quantidade de amostra e sensibilidade na troca de calor [89].
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este sinal em mW, unidade respectiva a fluxo de calor [85,88,89]. Enquanto que, no DSC
com compensacao de poténcia cada amostra é disposta em fornos individuais e mantidas
a uma mesma temperatura com o auxilio de aquecedores elétricos individuais, conforme a
figura A.2b apresenta. Desta forma, ao ocorrer um evento térmico, a variacao na poténcia

de entrada de cada aquecedor ¢ alterada, permitindo a detecgao [88,89].
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Figura A.2: Representagao do funcionamento de um DSC sendo: (a) DSC com compen-
sacao de poténcia; (b) DSC com fluxo de calor. Adaptado da referéncia [89].

Tanto o DTA quanto o DSC fornecem seus resultados em uma curva conhecida como
termograma. Ambas as curvas sao em func¢ao da temperatura, diferenciam-se pela unidade
do eixo da ordenada e sao bem semelhantes, apresentando as temperaturas caracteristicas
da amostra, como por exemplo: cristalizacao e fusao. Mas, pelo fato do DSC fornecer a
medida em fluxo de calor, por meio de seu termograma é possivel determinar valores como
a variacao de entalpia, resisténcia térmica total ao fluxo caldrico e capacidade calorifica
[85,88,90].

As variagoes de entalpia podem ser do tipo endotérmica ou exotérmica (absorvendo ou
liberando calor, respectivamente). Estas variagdes sao consideradas transigoes de primeira
ordem pois originam picos, da mesma forma que a fusao, dessorcao, reagoes de reducao,
cristalizacao, reacoes de polimerizagao, oxidacao, cura, dentre outros. Ja as transigoes de
segunda ordem apresentam variacao do calor especifico a pressao constante, caracterizando
um deslocamento na linha de base. Estas transi¢oes de segunda ordem sao caracteristicas
em relaxagoes de tensoes térmicas de cadeias poliméricas e transi¢oes vitreas nos vidros
[90]. Tais mudangas nos termogramas podem ser observadas na figura A.3 que representam
curvas obtidas no DSC. Os valores das temperaturas caracteristicas sao determinados por

meio de extrapolagoes da linha inicial ou final do evento térmico com a linha de base [90].
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Figura A.3: Representagdo de termograma obtido em um equipamento de DSC. Adaptado
das referéncias [7,90].

Vidros apresentam curvas de DSC ja muito bem conhecida e caracterizada. Sendo que,
conforme ha o aumento de temperatura, este material possui uma transicao de fase de
segunda ordem, conhecida como transigao vitrea (Tg), ponto no qual o vidro converte de
solido para um liquido extremamente viscoso no qual ainda permanece amorfo. O inicio
da cristalizacdo é denominado Tx e da origem ao processo de cristalizacao do vidro, ou
seja, um ordenamento estrutural comeca a ser gerado. Seguido do pico de cristalizacao
no qual a fase formada ¢ estabelecida. Por fim, o inicio da fusdo e o pico de fusdo (Tm),

no qual o vidro torna-se um fundente liquido [7].

A.2 Difratometria de raios X (DRX)

A difratometria de raios X, conhecida e abreviada pela sigla DRX, é uma impor-
tante técnica nao-destrutiva capaz de identificar e caracterizar parametros estruturais de
materiais solidos cristalinos. Esses parametros abrangem o tipo da estrutura do mate-
rial, a orientacao dos cristais, fases, tamanho de cristalito, cristalinidade, dentre outras.
Tais informacoes sao aplicaveis nao s6 em areas como a Fisica mas também na Quimica,
Farmaécia, Geologia, Biologia e até mesmo Medicina [91,92].

Nem todos os materiais solidos sdo considerados cristalinos, isto porque o conceito
de cristal é proveniente de uma organizagao atoémica tridimensional e periédica de longa
escala [93]. A periodicidade de um arranjo de 4&tomos em longo alcance pode gerar diversos
planos cristalograficos. Para familias de planos paralelos costuma-se utilizar uma trinca
de indices inteiros conhecidos como (hkl) na notacao cristalografica. Estes indices podem

ser definidos pelo inverso dos pontos nos quais o plano cristalografico intercepta os eixos
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de coordenadas da célula unitdria®, tais indices sdo conhecidos por indices de Miller. Os
eixos de coordenadas de uma célula unitaria sao expressos pelas letras a, b e ¢ e os angulos
interaxiais definidos como «, 5 e v [91,94,95].

Caso o médulo dos eixos de coordenadas de uma célula unitaria e/ou seus angulos
sejam diferentes entre si, eles formam sistemas cristalinos diferentes. Auguste Bravais
foi responsavel por estudar, classificar e definir 14 configuragoes diferentes para as célu-
las unitarias sendo que, podem ser agrupadas em 7 sistemas cristalinos distintos como

apresenta a tabela A.1 [91,95].

Tabela A.1: Relagoes entre os parametros de rede para os 7 sistemas cristalinos e figuras
apresentando as 14 possiveis configuracoes espaciais das células unitarias. Sendo P a
célula unitaria primitiva ou simples; I a célula de corpo centrado; F de face centrada e C
de célula centrada uma tnica face [95]. Imagens elaborada pela autora.

Sistema Relagoes Axiais e Redes de Bravais

Cristalino Angulos Interaxiais

Cubi a=b=c
upnica @:B:’Y:goo
a=b#c
Tetragonal a=f=n~=090°
o a#b#c
Ortorréombico a=f8=~=90°
Monoclinico azb#c -l -r
=7 =90% 57 90° é-' E-'

Triclinico azlnze @
a#B#7#N P

8A célula unitdria pode ser considerada como a menor unidade (formada por um arranjo atémico) que
se repete no espaco para definir a estrutura espacial do material como um todo [94].
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a=b#c

Hexagonal
a = =90°%v=120°
Romboédrico a=b=c
ou Trigonal a=p=~v7#90°

Para estudar estes sistemas cristalinos ¢ necessario uma radiacao eletromagnética cujo
comprimento de onda seja da mesma ordem de grandeza da distancia interatomica e inter-
planares da rede cristalina, aproximadamente de 1 e 2 A [91]. Por possuir comprimentos
de onda pequenos, entre 0,1 e 100 A, os raios X s@o capazes de auxiliar nestes estudos,
sendo a regido espectral comumente utilizada entre 0,5 ¢ 3 A [91,93].

A geragdo de raios X em fontes convencionais acontece no interior de um tubo eva-
cuado. Neste tubo contém um filamento que é estimulado por uma corrente elétrica que
o faz emitir elétrons, os quais sdo direcionados e acelerados a um alvo metalico devido
a presenca de uma diferenga de potencial elétrico [91]. A colisdo dos dtomos do mate-
rial metdlico com os elétrons gera a emissao de radiacao eletromagnética. A radiagao
eletromagnética gerada pela desaceleracao dos elétrons, conhecida como Breamsstrahlung
(freamento), fornece um espectro continuo contendo diversos comprimentos de onda que
dependem da energia cinética do elétron incidente. Enquanto que os elétrons inciden-
tes, capazes de desalojar elétrons de camadas mais internas do alvo metélico, produzem
espectros de raios X caracteristicos que possuem energia equivalente a diferenca dos ni-
veis eletronicos do dtomo [91,94]. Os materiais comumente utilizados nos alvos metélicos
sao Cobre, Cobalto, Cromo, Ferro e Molibdénio e os comprimentos de onda do raios X
caracteristicos dependem exclusivamente do metal utilizado [93].

Os espectros de emissao para o alvo metalico é constituido entao de um espectro
continuo gerado por meio da desacelera¢ao dos elétrons incidentes (pouco intenso) e por
picos de emissao caracteristicos do material metdlico. Os picos mais comuns sao K, e
Kz provenientes dos diferentes intervalos (gaps) de energia entre os orbitais atdémicos do
metal, orbital L para K e M para K, respectivamente. O pico escolhido para atingir a
amostra geralmente é o K,, por ser o mais eminente [91,92,94].

O esquema da figura A.4 apresenta um material cristalino de distancia interplanar d
que ¢ incidido por uma radiagao caracteristica, monocromaética e intensa de comprimento
de onda A. Ao atingir o material com um angulo # em relagdo ao plano da superficie
do material, o feixe é disperso tanto pela superficie quanto pelos planos cristalograficos
subsequentes. Os feixes dispersos podem sofrer interferéncia destrutiva, ou seja, as ondas

difratadas ficam fora de fase, resultando em uma amplitude igual a zero. Como também,
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as ondas difratadas podem estar em fase, resultando em um interferéncia construtiva
[91,93,94].

Fonte de raio X Detector

!

Figura A.4: Esquema da difracao dos feixes de raios X em uma rede cristalina. Adaptado
da referéncia [95].

Para que a interferéncia construtiva aconteca, é preciso que a diferenca de caminho
percorrido (ABC' - apresentada na figura A.4), pelos feixes difratados seja um multiplo
inteiro de seu comprimento de onda (nA - sendo n um nimero inteiro). Desta forma, com

auxilio geométrico, a equagao A.1 é obtida. Esta equagao é denominada Lei de Bragg [91].

AB+ BC =2AB = 2dsenf =n\; n=1,23... (A.1)

O instrumento comumente utilizado para determinacao dos parametros cristalograficos
de um dado material é o difratometro de raios X. Dentre os diversos métodos de analise,
o método do pé recebe popularidade por analisar materiais policristalinos® [94]. Esses
difratometros podem apresentar diversos arranjos geométricos, sendo o do tipo Bragg-
Brentano empregado com maior frequéncia.

O arranjo de Bragg-Brentano engloba duas principais geometrias. A do tipo 6 — 20
em que a fonte de raios X permanece fixa e o suporte da amostra movimenta-se ao redor
de 6, seguida do detector que move em torno de 20. Enquanto que, na geometria 6 — 6,
a amostra permanece fixa a medida que, a fonte de raios X e o detector movimentam-se
ao redor de 0 [94], conforme apresenta a figura A.5.

A figura A.5 mostra uma representacao esquematica do difratometro utilizado no
presente trabalho. Tal geometria é do tipo # — 6 e formada por dois circulos: o circulo
focal e o circulo do gonidmetro. O circulo focal esta representado pela letra K e aborda
componentes como a fonte, a 6ptica primaria, a amostra e o detector. Ja o circulo do
gonidémetro possui a amostra C localizada em seu centro (no eixo P) e a éptica secundaria
acoplada. O raio do goniémetro é fixo, mantendo a distancia entre a fonte de raios X

e a amostra (LC) e a amostra e a fenda receptora (DC) idénticas. Além disto, esta

9Policristais sdo sélidos cristalinos constituidos por milhares de pequenos cristais, conhecidos por
cristalitos ou gréos [93].
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L — fonte de raios X
G - fendas soller
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F — fenda de espalhamento
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A Y

~

Figura A.5: Esquema experimental de um difratémetro de raio X na geometria 6 — 6.
Adaptado da referéncia [91].

distancia fixa permite que o feixe incidente e difratado permaneca sempre no plano do
circulo focal [94].

O feixe de raio X, produzido na fonte de raio X (L), permeia o colimador paralelo
(G), também chamado de fenda Soller, sua fungao é impedir que os raios nao paralelos
ao plano do difratémetro passem. Os raios que atravessam atingem uma fenda divergente
(B) que determina o tamanho do feixe que ird atingir a amostra em C. Os raios difratados
pela amostra seguem caminho até a fenda receptora (D) que permite passagem apenas dos
dngulos desejados, que prosseguem em direcao a fenda Soller (E), atingindo por fim a fenda
de espalhamento (F) e o detector (T). A fenda de espalhamento permite a passagem apenas
dos comprimentos de onda desejaveis [94]. O detector coleta as intensidades difratadas
(contagens para cada pico) obtidas nos respectivos angulos 20 de difracdo e fornece um
difratograma.

No difratograma, cada pico esta relacionado com a difragao do feixe incidente em um
conjunto de planos cristalograficos do material. Cada plano com seu respectivo indice
de Miller (hkl). Desta forma, pode-se considerar que o padrao de difracdo de raios X
fornece a impressao digital dos arranjos atomicos periddicos em um determinado material
cristalino, ja que, sdo especificos de cada composto [91,94]. A identificacdo do material
cristalino pode ser realizada comparando os difratogramas da amostra com os padroes
difratograficos disponiveis em bancos de dados como ICDD (International Center for
Diffraction Data), JCPDS (Joint Committee of Powder Diffraction Standards), 1CSD
(Inorganic Crystal Structure Database), COD (Crystallography Open Database), dentre
outros [94].

Para solidos nao cristalinos, chamados também de amorfos como o vidro e alguns
polimeros, por nao possuirem nenhum arranjo atémico regular, nao possuem planos cris-
talograficos e consequentemente nao apresentam picos de difracdo a serem analisados

pela técnica de difratometria de raios X [91], como é possivel observar na figura A.6 que
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compara o difratograma de materiais cristalinos e amorfos.

Cristal Solido Amorfo

Intensidade

| .

Angulo de Difracdo 28 (Graus)

Figura A.6: Representacao de difratogramas de solidos cristalinos e amorfo. Adaptado
da referéncia [91].

A.3 Espectroscopia no infravermelho

A espectroscopia abrange uma série de técnicas capazes de caracterizar materiais
baseando-se no fato de como a radiacao eletromagnética interage com a matéria. Essas
interagoes podem detectar desde mudanca no spin até mudanca da configuracao nuclear,
que sao verificadas por técnicas instrumentais e dependem especificamente da regiao do
espectro eletromagnético utilizado [96,97].

O espectro eletromagnético varia desde ondas de radio até raios gama, com comprimen-
tos de onda entre 10 e 10713 m, respectivamente. A regido conhecida como infravermelho,
¢ subdivida em trés intervalos: 0,7 a 2,5 pum referente a regiao infravermelho préximo,
2,5 a 50 pm infravermelho médio e 50 a 100 pum infravermelho longinquo, sendo estas
regides capazes de fornecer informagoes quanto as vibragoes e rotacoes dos atomos de
uma molécula [96,97].

Cada ligacao quimica de uma molécula possui frequéncias de vibragao particulares,
com niveis de energia vibracionais especificos que dependem de diversos fatores como a
geometria molecular, energia potencial da molécula e massas dos atomos. Como con-
sequéncia deste movimento vibracional, as moléculas variam seu momento dipolar elé-
trico. Os momentos de dipolo elétrico nas moléculas sao gerados pelas cargas presentes
nos atomos [97,98]. Consequentemente, ao incidir uma radiagdo infravermelha no ma-
terial, fragoes desta radiacao s6 serao absorvidas caso as frequéncias de radiacao sejam
equivalentes as frequéncias vibracionais naturais da molécula. Se isto acontecer, as mo-
léculas aumentam a sua amplitude de vibragao devido a energia absorvida. Porém, para
moléculas diatomicas homonucleares como é o caso do Hy, Ny e Os, seu momento dipolar é
nulo, pois nao ha presenga de cargas. Assim, ndo apresentam resposta de interacdo com a
radiacao infravermelha, ou seja, ndo apresentam um espectro de absorcao desta radiacao,

sendo ditas inativas no infravermelho. Portanto, a variacdo do momento dipolar é uma
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regra de sele¢ao para que haja absorcao na regiao do infravermelho [97,98].

Individualmente, cada atomo pode se movimentar em 3 coordenadas. Caso haja N
atomos livres, nao conectados entre si, o sistema contaria com 3N graus de liberdade. Po-
rém, considerando que estes atomos combinem-se formando uma molécula com N atomos,
esta molécula também possui 3N graus de liberdade. Todavia, destes 3N, 3 graus estao
relacionados com a translacao do centro de massa da molécula e 3 graus relacionados com
a rotacao ao redor dos eixos de suas coordenadas. Resultando em 3N-6 graus de liber-
dade vibracionais para uma molécula nao-linear. Entretanto, para uma molécula linear,
nao considera-se rotagoes sobre seu eixo internuclear, ficando entdao com 3N-5 graus de
liberdade para as vibragoes. Estes graus de liberdade vibracionais sao correspondentes
aos diferentes modos normais de vibragdo de uma molécula [54,96,97].

Os modos normais de vibragao de uma molécula poliatomica sao caracterizados por
mudancas nos deslocamento das liga¢oes, podendo ser de estiramento simétrico ou assimé-
trico, ou por mudancas nos angulos das ligacoes, que podem ser deformagodes simétricas
ou assimétricas no plano ou assimétricas fora do plano [96,97], conforme a figura A.7
mostra.

A frequéncia com que uma molécula vibra é caracteristica de uma ligacdo ou grupo
funcional. Assim, ao absorver a radiacao incidente, originam-se bandas no espectro vibra-
cional que indicam quais sdo essas ligacoes ou grupos funcionais, tal como uma impressao
digital do material analisado, sendo muito 1til, principalmente na caracterizagao quimica.
Como a maioria dos materiais possuem ligacoes do tipo N—H, C—H, O—H, C=0, C-0,
C—C, C=C, C=C e C=N, a maioria dos equipamentos de absorcao no infravermelho utili-
zam radiacao na regiao do infravermelho médio, pois tais liga¢oes sao muito absorvedoras

nesta regiao [96,97].
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Figura A.7: Modos de vibragoes das moléculas, sendo (a) estiramento simétrico, (b) esti-
ramento assimétrico, (¢) deformagao angular simétrica no plano, (d) deformagao angular
assimétrica no plano, (e) deformacao simétrica fora do plano e (f) deformacao angular si-
métrica fora do plano. O “4” representa movimento para fora do plano e “-” movimento
para dentro do plano. A molécula é representada por atomos de cor cinza e branco, sendo
que cinza representa atomos pertencentes a um mesmo elemento quimico enquanto que,
a cor branca representa um elemento quimico diferente. Adaptado da referéncia [96].

O espectro vibracional do material indica a intensidade da luz infravermelha coletada
no sensor versus o nimero de onda, geralmente na unidade cm™!, ou seja, energia. O eixo
das abscissas nao é expresso em comprimento de onda simplesmente por uma convencao.
Para obtencao desses espectros, um equipamento chamado espectrometro de infravermelho
¢ utilizado [96].

Os primeiros espectrometros utilizavam um monocromador como instrumento disper-
sivo para selecionar os diversos comprimentos de onda provenientes de uma fonte de infra-
vermelho, sendo que era coletado o que transmitia da amostra, um a um, por um detector.
Além da instabilidade da medida, o tempo de coleta era longo. Como solucao deste pro-
blema, os espectrometros de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR - Fourier
Transform Infrared) utilizam um interferdmetro em sua montagem experimental [97,99].

Portanto, o equipamento consiste em uma fonte de infravermelho que incide uma
radiacdo colimada em diregao ao divisor de feixes (do inglés: beamsplitter) que divide o
feixe em dois de iguais intensidade. Um dos feixes segue em direcao a um espelho fixo e o
outro em direcao a um espelho mével que possui velocidade constante de oscilagao. Estes
feixes ao serem refletidos sdo recombinados no divisor de feixes, por motivo de possuir
uma diferenga de caminho 6ptico, ocorre interferéncias do tipo construtivas e destrutivas,
formando um interferograma [97-99].

Este feixe recombinado passa entao pela amostra que absorve todas frequéncias com-
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pativeis com os seus modos normais de vibracao. O feixe ao deixar a amostra, tem seu
interferograma alterado e o detector 1é tal informagdao em tempo real. O computador
compara o interferograma modificado e um interferograma referéncia, realizado antes de
colocar a amostra. E, por meio de um processo matematico, a transformada de Fourier, é
capaz de transformar o interferograma que possui dominio temporal, em frequéncias indi-
viduais transmitidas ou absorvidas pela amostra [97,99]. O esquema de um espectréometro

encontra-se na figura A.S8.

Infl::\T;?n:l:Iho Pelxeap Espeine
infravermelho, Colimador

Espelho Mdvel

Divisor de S
Detector Feixe
o - >
Amostra -
]
Espelho Fixo

Figura A.8: Esquema de um espectrometro no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR). Adaptado da referéncia [99].

O espectro ¢ dado em transmitancia assim que a transformada de Fourier é realizada
e leva em consideragao a intensidade de radiagdo antes (I,) e apds atravessar a amostra

(I) [99], como mostra a expressao A.2:

1
T=— A2
- (A2
O espectro de absorcao é obtido por meio da transformacao: A = —logT. Pode-se

notar que a transmitancia possui os picos apontando o lado negativo do eixo, enquanto
que, na absor¢ao os picos apontam para o sentido positivo. Ambos os espectros podem ser
usados de forma qualitativa, ou seja, para caracterizar e identificar as ligagoes e grupos
funcionais do material [96,97,99].

O espectro de absorcao pode ser obtido diretamente por meio de um acessorio de
Reflectancia Total Atenuada (ATR) inserido no compartimento de amostra do FTIR.
Neste acessorio a amostra é posicionada sobre um cristal que possui alto indice de refracao.

Assim, a radiagao infravermelha que incide no interior desse cristal com um certo angulo
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critico, é totalmente refletido no interior do cristal e, ao se deparar com a amostra, uma
pequena parte é absorvida pelos modos normais de vibracao da amostra e o restante é
refletida e captada por um sensor. Assim, a radiagdo que penetrou na amostra é chamada

de onda evanescente [97,98]. O esquema experimental é mostrado na figura A.9.

Amostra )
l Cristal

I_ e X

T

Figura A.9: Esquema da reflexdo interna total multipla em um cristal do acessorio de
reflectancia total atenuada (ATR). Adaptado da referéncia [97].

Tanto o FTIR por transmitancia quanto o acoplado com o acessorio de ATR vém sendo
muito empregado na caracterizagao de amostras, identificando suas ligagoes e respectivos
grupos funcionais. E comumente utilizado em areas como Quimica, Fisica, Biologia,

Agronomia, Farmécia, Engenharia [96].

A.4 Espectroscopia Raman

Diferentemente da espectroscopia no infravermelho que necessita da variacao do mo-
mento dipolar da molécula, o efeito Raman precisa que a radiacdo eletromagnética oca-
sione uma mudanca na polarizabilidade molecular, ou seja, é preciso que a interagao da
molécula com a radiagdo gere uma deformacao em sua nuvem eletronica. Para isto, ao
perturbar a molécula com um féton, ela transita do seu estado fundamental para um
estado excitado "virtual", e decai assim que nao esta mais excitada. O estado de inte-
racao entre a radiacao e a nuvem de elétrons é dito virtual justamente em virtude da
instabilidade do estado excitado e o curto tempo de vida. Assim, a radiagdo é emitida
como radiacao espalhada e, o efeito Raman pode também ser chamado de espalhamento
Raman [100].

Desta maneira, ao incidir um féton sobre uma molécula, pode ocorrer espalhamento
elastico ou inelastico. O espalhamento elastico, também chamado de espalhamento Ray-
leigh, ¢ quando a molécula emite em uma mesma frequéncia do féton incidente, ou seja,
o foton é espalhado com a mesma energia inicial. O espalhamento inelastico acontece
quando o féton espalhado possui energia diferente da inicial. Se o féton emitido tiver
energia menor da incidente, este espalhamento é chamado Stokes e, se caso a molécula ja

estiver em um estado excitado e emitir, decaindo para o fundamental, o f6ton espalhado
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terd energia maior que inicial e o espalhamento é dito anti-Stokes [54,100]. A figura
A.10 ilustra estes trés tipos de espalhamento, sendo em Stokes, Rayleigh e anti-Stokes,

respectivamente.

) hy, 4 ey

/

hy,

(b) (c)

Figura A.10: Tipos de espalhamento: a) Raman Stokes; b) Rayleigh; ¢) Raman Anti-
Stokes. Sendo hiy a energia do féton incidente e e, a diferenca de energia do féton
espalhado. Adaptado de [54].

Desta maneira, a regra para que ocorram as transi¢oes vibracionais do efeito Raman
é de que a polarizabilidade da molécula deve alterar com a vibracao molecular. Sendo
que as ligagbes moleculares apresentam modos de vibragoes diferentes que fazem com
que o féton emitido possua frequéncia caracteristica, possibilitando sua identificacao por
meio do espectro Raman [54]. Este espectro é formado por uma banda referente ao
espalhamento Rayleigh e as regides Stokes e anti-Stokes, conforme ilustrado na figura
A.11. Para as frequéncias, e consequentemente, energias de vibragdo mais baixas, tem-
se o espalhamento do tipo Stokes e para frequéncias mais altas anti-Stokes. Todavia, o
Stokes é sempre mais intenso, ja que ha uma maior quantidade de moléculas no estado
fundamental. Ainda, para altas frequéncias vibracionais, a intensidade anti-Stokes torna-
se dificil de ser observada [54,100].
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Figura A.11: Representacao de um espectro com espalhamentos Stokes, Rayleigh e Anti-
Stokes. Adaptado da referéncia [101].

Logo, cada banda apresentada no espectro Raman sao respostas dos modos normais
de vibracao das moléculas que constituem um determinado material. Para obtencao dos
espectros, primeiramente utiliza-se um feixe monocromatico como fonte de excitacao, o es-
palhamento é captado por um sensor e convertido em forma de espectro, o qual é expresso
em intensidade por frequéncia. Todavia, o sinal Raman ¢ fraco, cerca de 1 em 10 milhoes
de fotons, entdo toda a Optica deve ser otimizada para a deteccdo deste sinal. H& os
espectrometros que utilizam grade de difragdo e um dispositivo de carga acoplada (CCD)
para que o sinal seja captado e, interferémetros similares ao do infravermelho, composto
por um interferémetro de Michelson, no qual a transformada de Fourier ¢ realizada para

obtencao dos espectros.

A.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

O microscépio foi desenvolvido com a finalidade de ampliar objetos para que seus
detalhes, nio visiveis a olho ni, pudessem ser observados. A Microscopia Optica é a
mais antiga e usual técnica utilizada para este tipo de andlise. Seu sistema é constituido
de uma fonte de iluminacao com comprimento de onda visivel e um sistema de lentes,
o que limita sua ampliacdo em 2000x. Com esta ampliacdo, torna-se dificil o estudo e
analise em escala micrométrica e submicrométrica por uma infinidade de fatores, como
a difracdo da luz. Por conta do avanco tecnolégico e aperfeicoamento nos instrumentos,
o Microscépio Eletronico de Varredura (MEV) foi desenvolvido e tem auxiliado nestas

andlises, fornecendo imagens com excelente resolucao [102,103].
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O MEV vem sendo utilizado nos mais variados campos e abrange desde analises morfo-
l6gicas, até estrutura atémica, porosidade, defeitos, tamanho de particulas, dentre outros.
Isto apenas é possivel gragas a substituicao do comprimento de onda da fonte de ilumina-
¢ao que, deixa de ser em centenas de nanometros e passa a ser em fragoes de nanometros,
ou seja, deixa de usar fontes de iluminacao na regiao do visivel para usar feixes de elé-
trons [103,104].

O interior de um MEV foi esquematizado na figura A.12. O feixe de elétrons é gerado
utilizando um filamento aquecido de Tungsténio localizado na parte superior do micros-
copio. Este feixe é acelerado em uma coluna mantida em alto vacuo em razao da presenca
de uma diferenca de potencial que pode variar de 1 a 30 kV. O feixe atinge lentes con-
densadoras eletromagnéticas que colimam e o conduzem até a objetiva. E pela objetiva
que o feixe é focado na amostra e, em virtude de bobinas no interior da objetiva, o feixe
é defletido em componentes x e y para que percorra toda a amostra [102,104].

Se o feixe colidir e penetrar na amostra sendo desviado para uma nova dire¢ao devido
aos nucleos atomicos, sem que haja perda de energia cinética, podemos dizer que houve
uma interacao do tipo elastica entre o feixe e a amostra. Esse tipo de interacao acontece
em virtude da forca atrativa exercida sobre o elétron, por um ntcleo relativamente grande
de carga positiva da amostra. Esta forca varia conforme o ntimero atémico dos atomos
presentes, estes elétrons defletidos sao ditos elétrons retroespalhados. Portanto, além
de fornecer o contraste da imagem em funcao do relevo, é possivel obter imagens de
composi¢ao atomica do material, ou seja, contraste em funcao do n® atomico dos elementos
presentes na amostra. Os elétrons transmitidos também sofrem espalhamento do tipo
elastico, sendo responsaveis pela formacgao da imagem nos Microscopios Eletronicos de
Transmissao (MET) [102-104].
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Figura A.12: Esquema de funcionamento do Microscépio Eletronico de Varredura (MEV).
Adaptado de [104].

A imagem para visualizacao topografica é obtido por meio de elétrons secundérios.
Esses elétrons sao consequéncia de uma colisao inelastica, ou seja, o elétron incidente
transfere energia para o atomo da amostra, saindo com menor energia cinética. Dessa
forma, os elétrons s6 conseguem escapar se forem provenientes de camadas nanométri-
cas da superficie. Além disso, os elétrons que nao conseguem escapar, sao absorvidos
pela amostra, gerando corrente elétrica que é conduzida e descarregada, garantindo a
integridade do material [102-104].

Além disso, caso o feixe de elétrons interaja e remova elétrons de atomos das cama-
das mais profundas do material, os elétrons de outras camadas podem sofrer decaimento.
Neste processo, ocorre emissao de raios X. A energia desse raio X emitida depende es-
pecificamente de cada atomo, chamada de raio X caracteristico. A leitura deste raio X
caracteristico emitido ¢é feito por um detector de energia dispersiva de raios X (EDS), cuja
técnica também recebe este nome. Por fim, o software recebe o sinal do detector e por
meio de recursos estatisticos, fornece a identificagdo dos elementos, gerando uma tabela

com os valores elementares entre os elementos detectados [102,103].
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A.6 Espectroscopia de Emissao Atomica com Plasma
Induzido por Micro-Ondas (MP-AES)

A espectroscopia atomica abrange diversas técnicas analiticas utilizadas na analise de
composigoes elementares por meio de seu espectro de massa ou espectro eletromagnético.
A espectroscopia de emissao atdmica esta incluida neste grupo, sendo muito empregada
principalmente na quimica analitica, devido ao seu potencial de andlise quantitativa e
qualitativa de multielementos. A técnica pode ser utilizada para mensurar desde elementos
da agua e do leite até nutrientes em solo, englobando as mais diversas areas: Quimica,
Agronomia e Biologia [96,105].

Esta técnica baseia-se na excitacao dos elétrons dos atomos do elemento de analise,
quando estes elétrons excitados retornam ao seu estado fundamental, emitindo um féton.
Este foton possui comprimentos de onda especificos para cada atomo, geralmente na regiao
entre 180 a 800 nm com comprimentos de onda caracteristico para cada elemento [96,105].

Para isto, a amostra liquida é inserida no compartimento de indugao de amostra,
sendo direcionada a um nebulizador capaz de transformar a amostra liquida em aerossol,
seguindo em direcao ao plasma. E no plasma que que o aerossol sofre o processo de vapo-
rizacao, transformando-se em particulas individuais, dissociando-se em atomos. Somente
apos estes processos, o plasma é capaz de excitar os elétrons dos atomos como consequén-
cia das colisOes entre suas particulas e os &tomos. Ao ocorrer o decaimento, uma emissao
axial ao plasma é direcionada até o monocromador que seleciona os comprimentos de
onda a serem monitorados por um dispositivo de carga acoplada (CCD) [96,105,106]. Na
figura A.13 é mostrado um esquema do equipamento.

O plasma de micro-ondas é gerado por meio do uso de um sistema de guias de ondas, no
qual um campo magnético axial e um campo elétrico radial formam uma “iris ressonante”
mantendo e focalizando a energia de micro-ondas que excita um gas, geralmente utiliza-
se nitrogénio (N3), o qual forma um plasma toroidal com um canal central que possui
alta temperatura e alta resisténcia. O plasma possui elétrons livres e ions positivos em
movimentos provenientes do gas utilizado. Entdo, o plasma é utilizado na excitacao dos

atomos da amostra [105,106].
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Figura A.13: Esquema do funcionamento de um espectrometro de emissao atomica com
plasma induzido por micro-ondas (MP-AES). Adaptado da referéncia [105].

Para quantificar cada elemento, o equipamento faz uma comparacao da emissao de

uma amostra conhecida com a analisada. Assim, é preciso que uma curva de calibragao

seja lida pelo equipamento anteriormente as medidas [105].
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