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Resumo: Combinagio de Oxido de Grafeno
superhidrofilicos (GO) e moldes induzidos de
nanohidroxiapatita (nHAp) sdo de grande interesse na
medicina ésseo-regenerativa devido ao biomimetismo e
propriedades mecanicas. Os GO foram produzidos pela
técnica de deposi¢do quimica via fase vapor assistida
por alta temperatura. O processo de eletrodeposi¢do foi
realizado com uma estacdo de trabalho eletroquimica
fornecendo energia de corrente continua no potencial -
2,0 V-(vs. Ag/AgClI (3M)). O eletrélito constitui por 2,5
mM e Ca(NO3)2.4H20 e 1,5 mM « NH4H,PO,4. Estudou-
se a influéncia do pH 4cido durante esse processo, o
mesmo foi ajustado com solugdo HCI. A caracterizagdo
deu-se por microscopia eletronica de varredura (MEV),
energia dispersiva de raios-X (EDX) e difratometria de
raios X (DRX). Mostrou-se pela primeira vez a
produgcdo de nHAp em meio -eletrolitico acido e
observou-se que a morfologia ¢ influenciada pela
variagdo do substrato e pH.

Palavras-chave: Nanohidroxiapatita, Eletrodeposigao,

pH, Oxido de Grafeno.
Abstract: The combination of superhydrophilic
graphene oxide (GO) and induced molds of

nanohydroxyapatite (nHAP) are vastly interesting to
bone-tissue regenerative medicine due to the biomimetic
and mechanical properties. We produced the GO
through chemical deposition vapor assisted by high
temperature furnace. The process of electrodeposition
was performed with an electrochemical workstation
providing the potential of -2.0V (vs. Ag/AgCl (3M)) of
direct current (DC). The electrolyte consists of 2.5 mM
Ca(NO3)2.4H,0 and 1.5 mM ¢ NH4H,PO,4. We studied
the influence of pH during this process, it being
adjusted with HCI solutions. Characterization was
performed through scanning electron microscopy
(SEM), energy-dispersive X-ray (EDX), and X-ray
diffraction (XRD). We showed for the first time
production of nHAp in acid electrolite and we observed
that morphology is influenced by the variation of the
substrate and pH.

Keywords: Nanohydroxyapatite; Electrodeposition, pH,
Graphene Oxide.
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Introducéo

A HAp ¢é o constituinte mineral natural
encontrado no osso representando de 30 a 70% da
massa dos ossos e dentes e possui propriedades de
biocompatibilidade e osteointegragdo, o que a torna
substituta do osso humano em implantes e proteses, dai
o grande interesse em sua producdo [1]. A formula da
HAp estequiométrica ¢ Caio (PO4)s (OH),, com razdo
Ca/P igual a 1,67 e ¢ o fosfato de calcio mais estavel e o
menos soluvel de todos. Porém composicdes estaveis
podem ter esta razdo estendida para aproximadamente
1,50 [1]. No entanto, a resisténcia mecéanica da HAp ¢
demasiado pobre para ser utilizado em aplica¢des de
suporte de carga [2], visto isto buscou-se associar as
propriedade da HAp as propriedades do GO, e tendo a
eletrodeposi¢do como uma das técnicas mais vantajosas
para a produg¢do do nanocompdsito, por apresentar alta
eficiéncia da estrutura do revestimento, facil controle e
custo baixo [3].

O uso do oxido de grafeno (GO) para producdo de
nanocompdsitos também ¢ amplamente estudado, pois
apresenta caracteristicas semelhantes as dos nanotubo
de carbono (CNT) ¢ pode ser empregado em algumas
areas de biotecnologia como biossensores, imagiologia
celular, nanosonda, entrega da droga e assim por diante,
devido a sua grande area superficial, a facilidade de
funcionalizacdo quimica, boa biocompatibilidade,
bioestabilidade [4] e resisténcia mecanica. Neste
contexto, Lobo e colaboradores, desenvolveu um
método de eletrodeposi¢do de nanohidroxiapatita
(nHAp) altamente eficaz e rapido utilizando CNT
alinhados de multiplas paredes superhidrofilicos
(VAMWCNT-0y) crescidos sobre ligas de Ti com grau
de pureza biomédica ¢ identificou que o processo ¢é
controlado por difusdo a partir de um estagio da
eletrodeposicdo [3]. No entanto, o processo de
eletrodeposicdo foi estudado somente com um pH
proximo de 5, sendo observado cristais de nHAp do tipo

placas, estequiométricos e homogéneos sobre a
superficie de VAMWCNT-O,.
Sabe-se que as condigdes do substrato

influenciam diretamente no processo de eletrodeposigdo
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de nHAp, assim como o pH, temperatura e densidade de
corrente [5]. E relatado na literatura que cristais de
nHAp sdo eletrodepositados em pHs proximos a neutro
ou basico, devido a facilitacdo de disponibilidade de
ions OH™ na superficies de ligas metalicas e materiais
carbonosos [6] utilizando pHs entre 5,0 — 8,0.

Posto isto, o objetivo deste trabalho ¢ investigar os
possiveis efeitos do pH no produto da eletrodeposi¢do
de nHAp sobre GO para o desenvolvimento de um novo
nanobiomaterial a base de nHAp/GO.

Materiais e métodos

Sintese de GO utilizando a técnica de deposi¢éo
quimica via fase vapor assistida por alta
temperatura — As amostras de GO foram preparadas
em sobre placas de titdnio com pureza biomédica de 10
mm x 10 mm x 1 mm. Antes da deposi¢do, os substratos
foram imersos na polianilina diluida em N, N-
dimetilformamida e, em seguida, secou-se a temperatura
ambiente por 2 horas. Feito isso, os substratos foram
imersos em solucdo de nitrato de niquel diluido em
acetona e em seguida secou-se novamente a temperatura
ambiente. Um sistema de deposi¢do quimica de vapor
por filamento quente (HFCVD) foi utilizado nas
amostras. A fonte de carbono era uma mistura de
propanona (acetona), canfora e acido citrico. Esta fonte
de carbono ¢ transportada para um HFCVD pelo fluxo
de gas hidrogénio (15 sccm). A camara HFCVD ¢
mantida em 10 Torr, com fluxos constantes de 65 sccm
de nitrogénio e 20 sccm de oxigénio. Um filamento de
tungsténio espiral aquecido a 1500 ° C dissocia os gases
e vapores em radicais, depositando filmes finos de GO
sobre os substratos de Ti, durante 30 min [7].

Funcionalizagdo de GO por grupos polares — A
funcionalizacdo das amostras GO, foi feita em um reator
de plasma de corrente pulsada-direto com uma taxa de
fluxo de oxigénio de 1 sccm, com uma pressdo de 85
mTorr, -700 V e com uma frequéncia de 20 kHz. O
tempo total de ataque com plasma de oxigénio foi de
120 segundos, este tratamento modifica a superficie
hidrofébica do GO, tornando-o superhidrofilico [7].

Producdo do nanocompésito nHAp/GO — Para a
produgdo do eletrolito foi utilizado reagentes de alta
qualidade (Sigma-Aldrich®), com méxima pureza, tais
descritos na tabela 1. Salienta-se que para a preparagdo
do eletrolito utilizou-se a razdo Ca/P da nHAp
estequiométrica [3]. O pH da solucao eletrolitica foi em
torno de 4,8.

Tabela 1: Reagentes do eletrolito.

Eletrolitos Concentragao Volume
Ca(NOs3),4H,0 2,5 mM 50 mL
NH4H,PO4 1,5 mM 50 mL

O processo de deposi¢ao eletroquimica foi realizado
em um Potenciostato/Galvanostato (AUTOLAB,
PGSTAT 128N, HOLANDA), operando em modo
Potenciostatico. Todos os acessorios para as medidas

eletroquimicas deste trabalho foram também adquiridos
da empresa METROHM.

Para a eletrodeposicao de nHAp, foi utilizado como
anodo GO (15mmX15mmX1mm) acoplado a um porta-
eletrodo (formato de cachimbo), de teflon, com uma
drea exposta, um circulo com 2,8x10° m?. O processo
foi realizado em uma estagdo de trabalho eletroquimica
fornecendo uma energia de corrente continua no
potencial de -2,0 V, durante 1800 segundos. Utilizou-se
como contra-eletrodo um bastdo de platina com 5x107
m de comprimento e¢ 2x10* m de diAmetro. O
monitoramento do pH foi realizado através do modulo
pX1000 acoplado ao AUTOLAB 128N (METHOHM) e
para a estabilizacdo do mesmo foi criado um sistema de
controle, no qual uma célula secundaria liga-se a célula
eletrolitica por meio de uma “ponte salina” adaptada ao
sistema como segue a Fig. 1.

Eletrodo de
Contra-eletrodo referéncia

pHmetro
Termametro

Célula
auxiliar

Celula
eletrolitica

Agitador
magnetico

Figura 1- Esquema do processo de eletrodeposicao de
nHAp, a solucdo eletrolitica usada na deposicdo, foi
também usada para transporte de ions na ponte.

O monitoramento da temperatura foi também
realizado através do moddulo pX1000 acoplado. Para
manter a solugdo em temperatura constante, utilizou-se
um banho termostatico (QUIMIS, Modelo Q-218-1).
Durante o processo a solugdo permaneceu, com auxilio
de agitador magnético (IKA®), sob agita¢do continua de
450rpm, a temperatura 70°C, e pH ajustado, a frio, para
3,0, com solugdo de HCI.

Caracterizacdo morfolégica e estrutural dos
nanocompositos produzidos — Por meio dos dados
coletados do Potenciostato/Galvanostato através do
programa NOVA 1.8%°, fornecido pela empresa
AUTOLAB, gerou-se graficos de corrente x tempo, pH
X tempo e temperatura x tempo, o comportamento de
tais fatores ajudam a compreender a evolugdo do
processo durante os 1800s de eletrodeposicao.

As  andlises  morfologicas da  nHAp
eletrodepositada sobre o GO funcionalizado foram
realizadas pela técnica de MEV (Zeiss EVO MalO0)
acoplado com EDX (Oxford Instruments Inca Penta
FET x3) alocado no Instituto de Pesquisa e
Desenvolvimento da Universidade do Vale do Paraiba
(IP&D/UNIVAP). Utilizaram-se como pardmetros:
Tensdo de 20 kV, distancia de trabalho entre 13-15 mm,
e ampliagdes que variam de 1-3 K vezes. As amostras
foram metalizadas, recebendo um revestimento de ouro
para tornar a superficie condutora. A técnica de MEV
foi utilizada com o objetivo de se verificar a morfologia
dos cristais depositados.
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A andlise quimica semiquantitativa do
nanocompdsito de nHAp/GO foram realizadas no
acessorio de EDX acoplado. Apds a coleta dos espectros
de EDX foram calculadas as razdes Ca/P. Os resultados
obtidos foram comparados com os resultados prévios de
Lobo et al [3] e outros.

A identificagdo das fases presentes foi realizada

através de DRX (Panalytical, modelo X’Pert Pro). Os
parametros da analise foram 260 entre 5° e 90°, tempo
por passo de 10s e passo de 0,02°. A identificagdo das
fases foi conduzida no software Highscore 3.0 da marca
Panalytical. As analises de DRX foram realizadas no
Laboratorio Associado de Sensores e Materiais do
Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (LAS/INPE).
Resultados
1. Dados do processo: 1.8®
(AUTOLAB)
Na figura 2a tem-se que o processo de eletrodeposi¢do
com média de evolugdo de corrente de -1,13 + 4,97 mA,
a figura 2b mostra a eficiéncia do sistema criado para
controle do pH, medindo em média 3,834 + 0,018. Foi
utilizado o potenciostato para se controlar da variacdo
de corrente que ocorre no processo de eletrodeposicao,
fixou-se a tensdo de -2,0V na fonte e temperatura
constante, apresentando valor de 71,46 £ 0,21 °C.

Programa NOVA

=
=

pH

Figura 2- Parametros estudados durante o processo de
eletrodeposicdo nHAp sobre GO-O, durante 1800s a
70°C. (2a) corrente (A) vs tempo (s); (2b) pH vs tempo
(s)-

2. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)
Cristais de HAp foram eletrodepositados apds 1800s em
solugdo eletrolitica acida. Pode-se observar a formagdo
de nanocristais do tipo tubular, devido a alta evolugdo
de hidrogénio.
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Figura 3- Micrografia dos nanocristais de HAp do tipo
tubular. Micrografias com aumento de 3 kX.

3. Espectroscopia por Energia Dispersiva de Raios-X
(EDX)

O resultado de EDX obtido da eletrodeposi¢do de nHAp
em GO, com razdo Ca/P média de 1,59 + 0,04 Ca/P para
meio eletrolitico 4cido.

4. Difratometria de Raios-X (DRX)

O principais picos na nHAp aparecem em valores de 20
de 25,9° para reflexdo (002), tal plano pertence apenas a
Hap, sendo ele a prova de que o cristal depositado ¢
HAp, a reflex@o a 31,9° (tripleto) pertencem aos planos
(211), (112) e (300) [3]. Ficha cristalografica utilizada
foi: 00-09-0432
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Figura 4- Difratograma dos nanocompositos nHAp/GO-
O, produzidos em meio eletrolitico acido (pH 3,0).

Discussao

De acordo com os testes realizados pode-se verificar
que ha influéncia do pH na eletrodeposi¢do. Segundo
Zhao e colaboradores, que conduziu a eletrodeposicao
de HAp sobre ligas de Ti, utilizando pH acido, os picos
de difragdo, pela técnica de DRX, dos nHAp ndo sdo
obvios [2]. No entanto, este trabalho mostra que ¢
possivel obter nHAp em pH 3,0, conforme
caracterizagdo por EDX e DRX (Fig. 4), sobre GO-O,.

Segundo Djosica e colaboradores, revestimento de
HAp sobre Ti, com o menor cristalito, tamanho do
dominio de 15,6nm, e maior porosidade foi obtido em
elevada densidade de corrente (9mA cm™, dado que o
crescimento dos cristalitos ¢ suprimida pela rea¢do de
evolugdo do hidrogénio [8]. Isso explica as
caracteristicas morfologicas encontradas nos
nanocristais de nHAp produzida em meio acido, pois a
dissociagdo de H" sera maior. Portanto a morfologia esta
associada ao comportamento da corrente (Fig. 2a) que
estd relacionado ao pH (Fig. 2c), que neste trabalho
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ficou estabilizado durante o processo com o auxilio do
sistema de baixo custo desenvolvido.

A formacdo de nHAp estequiométrica (Fig. 4)
ocorreu mesmo em meio eletrolitico acido. Segundo
Eliaz e colaboradores, revestimentos depositados sobre
CPTi a pH 4,2 sdo mais densos e revelaram tragos de
fosfato octacalcico e, possivelmente, de hidrogeno
fosfato de calcio [5]. E segundo Zhao e colaboradores, o
revestimento € fino e que a cristalinidade da nHAp ¢
mais elevada e o contetido (massa) do revestimento
aumenta em valor de pH relativamente alto [2].
Contudo, este trabalho comprova que ocorre a
eletrodeposicdo de nHAp em meio acido. Salienta-se
que foram produzidos nanocristais de nHAp com
composicdes estequiométricas em condigdes
eletroliticas adversas se baseado a literatura atual, haja
visto os valores de razdo Ca/P coletado pela analise de
EDX. Os resultados de DRX (Fig. 4) também
identificaram a fase da nHAp, utilizando a ficha
cristalografica 00-09-0432, tal ficha ¢ usada por Zang
[9] e Zanin [7] para a identificacdo dos planos
cristalograficos da nHAp estequiométrica. Com relagao
a morfologia, os nanocristais foram produzidos em
grande quantidade, no entanto, notou-se que o substrato
influencia na morfologia de nanocristal formado (Fig.
3), é possivel provar isso se comparando cristais
depositados sobre ligas metalicas, trabalho desenvolvido
por Noam [10] e colaborador, que obteve cristais do tipo
placa. E se comparar entre os pHs a morfologia também
¢ alterada, tal fato pode ser reforcado pelo trabalho
desenvolvido por Zanin e colaboradores [7] que usa o
GO como substrato, porém em pH inicial igual a 4,7 ¢
obtém como produto da deposi¢do cristais do tipo
globular, essa influéncia esta diretamente relacionada a
evolugdo de corrente desenvolvida em cada pH.

Os cristais produzidos neste trabalho sdo do tipo
tubular (volcano-like) (Fig. 3). A estrutura do tipo
tubular dos revestimentos é consequéncia das bolhas de
hidrogénio que evoluiu no catodo, esta afirmacdo ¢
corroborada pelo fato de que os vulcdes sdo quase
arredondados, o que sugere que a acumulagdo de placas
ocorre ao redor da bolha de gas H™ [8] que pela pressdo
¢ expulsa. Os resultados deste trabalho mostram que ¢é
possivel manipular o tipo de nanocristal através do
controle do pH.

Conclusédo

Identificou-se que os nanomateriais carbonosos podem
ser utilizados para a eletrodeposi¢do de nanocristais de
HAp de forma homogénea, estequiométrica e com a
possibilidade de manipular o tipo de cristal a ser
produzido, através da alteragdo do pH. No entanto, pela
primeira vez demonstrou-se a obtengdo de nHAp em pH
acido. Verificou-se também que o sistema de baixo
custo desenvolvido para o a estabilidade do pH ¢
eficiente.
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