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RESUMO

O presente trabalho tem como objetivo a obtencdo de revestimentos poliméricos bactericidas
formados por é&cido hialurénico/quitosana/ZnO na superficie da liga Til5Zrl15Mo apds
crescimento de nanotubos de TiO2 empregando oxidagdo anddica. A liga Til5Zr15Mo foi
processada em forno a arco voltaico com atmosfera controlada e tratados termicamente. Os
nanotubos de TiO, foram obtidos por meio de oxidacdo anddica. Para obtencdo dos
revestimentos, as amostras  foram  recobertas com camadas de  acido
hialurénico/quitosana/ZnO. As superficies foram avaliadas empregando microscopia
eletrénica de varredura (MEV), analise por difracdo de raios-X (DRX), espectroscopia de
fotoelétrons excitados por raios-X (XPS) e angulo de contato. A condicdo ideal para obtengéo
dos nanotubos ordenados de TiO2 na superficie da liga foi 30V, eletrélito formado por
glicerol, agua deionizada (1:1 em volume) e fluoreto de aménio (2,7 g/L) e tempo de 24
horas. Para esses parametros, os nanotubos formados apresentaram didmetro médio de 130
nm e espessura de 1290 nm. O revestimento polimérico escolhido foi de 2 bicamadas de acido
hialurénico/quitosana contendo particulas de ZnO. Os estudos in vitro realizados para avaliar
adesdo bacteriana de Staphylococcus aureus mostraram que ndao houve diferenca significativa

entre as amostras com e sem recobrimento.

PALAVRAS-CHAVE: Biomateriais. Funcionaliza¢do. Quitosana. Nanoparticulas de ZnO.
Ligas de titanio.



ABSTRACT

Nowadays the development of new materials for biomedical application has become of
extreme importance due to the need of new materials with excellent mechanical properties,
physicochemical and biocompatibility for use in the manufacture of biomedical devices. In
addition to the material presenting the necessary bulk properties, it is of utmost importance
that they present a response from the host to the implant. For this, the surface of the material
must have characteristics that can be obtained with superficial treatments. This work aims at
the analysis of the surface of nanotubes grown on the Til5zr15Mo alloy functionalized with
thin film of hyaluronic acid, chitosan and ZnO nanoparticles. The surface was analyzed by
scanning electron microscopy (SEM), X-ray photoelectron spectroscopy (XPS) and contact
angle. The nanotubes formed had a mean diameter of 130 nm and a thickness of 1290 nm.
The coating with the polymeric bilayers, with a number of more than 4 bilayers, closed the
nanotubes and increased the contact angle, being used 2 biacamadas for the incorporation of
ZnO. The concentration of the ZnO solution was very low for incorporation and bactericidal

effect.

KEYWORDS: Biomaterials. Functionalization. Chitosan. ZnO nanoparticles. Titanium

alloys.
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1 INTRODUCAO

Os avancgos tecnologicos e da area médica possibilitaram o desenvolvimento de
materiais capazes de substituir 6rgaos e tecidos afetados por doencas ou traumas. O principal
objetivo da Engenharia Médica é a constante superacdo das limitacdes dos tratamentos
vigentes baseados na cirurgia de reconstrucdo e nos transplantes de 6rgaos.

Diversos materiais foram pesquisados e desenvolvidos ao longo dos anos para essas
aplicacdes, empregados, por exemplo, na confeccdo de marca-passos, proteses e implantes
(Fig.1). Esses materiais devem possibilitar a sua aplicacdo de forma segura sem risco de
rejeicdo pelo organismo (SACHLOS; CZERNUSZKA, 2003).

Figura 1 - Exemplos de aplicacGes de materiais para area biomédica.

Postes Odontologicos,
Implantes Implantes Dentarios,

cocleares/f Suportes de Arco e Arame,
N .
Intacts 2 Material Restaurador

Dental, Pontes Dentais

n

Implantes <
Cardiovasculares % > Protese de Ombro
(Enxertos
Vagculares) — >Marca-passo
Protese de .9
parede S > Colunavertebral,
abdominal (Y parafusos Substituicao de
‘ o disco lombar, varetase
Aﬂroplgﬁm < blaca
Protética
Pregos Substitui¢do Total do
itramedulares Quadril, Acetabular
Substituigio da ;
articulagéio do ¢ 85 Cimento Osseo
joelho, tenddo / \
ligamento, Placas de 0sso,
Substituig¢éio da > parafusose
cartilagem fixagdo dssea

Fonte: Adaptado Patel e Gohil (2012)
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A escolha de um material na substituicdo de determinada funcdo sera diretamente
dependente inicialmente das suas propriedades, podendo ser quimicas, fisicas ou mecanicas.
Para a substitui¢do de tecidos duros, o material devera exibir resisténcia mecénica, a corrosao
e ao desgaste (GEETHA et al., 2009). Os materiais met&licos como a¢o inoxidavel 316L,
cobalto cromo (Co-Cr) e titanio e suas ligas exibem essas propriedades, o que 0s tornam
candidatos em potencial para essa funcdo. As principais aplicacdes desses materiais podem

ser observadas no Quadro 1.

Quadro 1- Materiais metalicos empregados como biomateriais e suas aplicacoes.

Tipo de material Aplicacdes

Aco inoxidavel Substituicdes de articulacdo (quadril, joelho), placa 6ssea para
fixacdo de fratura, implante dentario para fixacdo de dentes,
valvula cardiaca, instrumentos espinhais, instrumentos
cirargicos, parafusos, raiz dentéria, placas de fratura, haste de
fixacdo, prétese de ombro.

Ligas Co-Cr Placa Ossea para fixacdo da fratura, parafusos, implantes
dentarios, protese dentaria ou ortopédica, mini placas,
ferramentas cirdrgicas, substituices Osseas e articulares
(quadril, joelho), implantes dentérios

Titénio e suas ligas SubstituicBes Osseas e articulares (quadril, joelho), implantes
dentarios para fixacdo de dentes, parafusos, pecas para cirurgia
ortodéntica, dispositivos de fixacdo Ossea como pregos,
parafusos e placas, valvulas cardiacas artificiais e instrumentos
cirdrgicos.

Fonte: Adaptado de Patel e Gohil, 2012

As ligas de titanio apresentam um custo mais elevado quando comparadas ao aco
inoxidavel e as ligas Co-Cr, no entanto, seu modulo de elasticidade reduzido e excelente
biocompatibilidade resultante de sua elevada resisténcia a corrosdo as coloca em papel de
destaque. A liga Ti6AIl4V faz parte da primeira geracdo das ligas estudadas para essas
aplicacdes. Desenvolvidas inicialmente para aplicagbes aeroespaciais, a presenca dos
elementos aluminio e vanadio tem sido associada a doencas como mal de Alzheimer e ainda
inflamagdes de Orgdos inviabilizando sua utilizacdo. (EISENBARTH; VELTEN, 2004)
(LONG; RACK, 1998). Para contornar esse problema, novas ligas de titanio livres de
elementos citotoxicos foram estudadas ao longo das ultimas décadas, por exemplo, ligas dos
sistemas binarios e ternarios, Ti-Mo (OLIVEIRA et al., 2007; ESCADA et al., 2013; HO et
al., 2008; SUKEIDAI et al., 2003), TI-TA (CAPELLATO et al., 2013; ZHOU et al., 2005; LI
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et al., 2010), TI-ZR (CORREA et al., 2014, VICENTE et al., 2014, IKARASHI et al., 2007,
Ho et al., 2008; KOBAYASHI et al., 1995), Ti-Zr-Mo (CORREA et al., 2015, HO ET AL.,
2012). Esses sistemas ttm em comum o emprego de elementos que afetam diretamente as
propriedades mecéanicas destacando-se 0 mddulo de elasticidade reduzido.

O sistema ternario Ti-Zr-Mo foi escolhido para estudo devido as suas excelentes
propriedades mecanicas. A adicdo de zirconio ao sistema Ti-Mo propicia 0 aumento na
dureza (HO et al., 2012), enquanto a presenca do molibdénio reduz o médulo de elasticidade
devido a estabilizagdo da fase B (ZHAO et al., 2012). A liga Til5Zr15Mo apresenta
propriedades mecénicas, fisico quimicas promissoras para aplicagdo biomédica (CORREA et
al., 2015). No entanto, apesar das excelentes propriedades de volume essas ligas séo
bioinertes 0 que torna interessante o estudo de técnicas de modificacdo de superficie para
garantir uma melhor resposta biolégica quando inserida no meio.

Se as propriedades da superficie do implante ndo sdo selecionadas adequadamente, as
células podem formar uma camada de tecido fibroso entre o implante o 0sso colocando em
risco o sucesso do implante. A falta de unido osso/implante leva a micromovimentacao e
inflamacdo, resultando na perda do implante. Dessa forma a manipulacdo das propriedades de
superficie dos implantes pode evitar a falha (GITTENS et al., 2014).

As técnicas para modificar a superficie do material podem ser mecanicas (usinagem,
polimento), fisicas (plasma spray, sputtering) ou quimicas (modificacBes bioquimicas,
deposicao quimica a vapor, oxidacio anddica)(SOBIESZCZYK; ZIELINSKI, 2008).

A oxidacdo anoddica chama a atencdo, mediante as outras técnicas de modificacdo de
superficie, por exigir equipamentos e reagentes mais simples, baratos e de melhor controle da
morfologia da estrutura formada. A técnica consiste em realizar um processo que envolve a
oxidacdo da liga e a dissolucdo do 6xido formado no meio eletrolitico que ocorre 0 processo.
E possivel a formagcao de diversas estruturas desde camadas porosas até nanotubos ordenados
dependendo da composicao do material, potencial, eletrolito, entre outros parametros que irdo
variar de acordo com a composicao da liga (KOLWALSKI; KIM; SCHMUKI,2013).

A alteracdo da topografia do material possibilita um criar condigdes que favorecem o
desenvolvimento de células e microrganismos. Os tecidos apresentam uma apresentam uma
variedade de estruturas em diferentes dimensGes. O 0sso apresenta estruturas de macro até
sub-nano estruturas (RHO; KUHN-SPEARING; ZIOUPQOS, 1998) e a topografia da
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superficie do implante influencia a resposta das células e dos tecidos em diferentes escalas
(ANSELME, 2011). Os tratamentos de superficie alteram a adesdo celular, proliferacdo e
viabilidade das células sobre as superficies modificadas (CAPELLATO et al., 2012).

Apesar das atividades bactericidas atribuidas na literatura aos nanotubos de TiO2 a
incorporacdo de medicamentos (HAMLEKHAN et al., 2015; MOSEKE et al., 2012) e
associacdo de revestimentos bactericidas (VASCONCELOS et al., 2014) a essas superficies
podem ser mais efetivas no combate a adesdo e proliferacdo de bactérias(SIRELKHATIM et
al., 2015).

O emprego de nanoparticulas de éxidos € uma alternativa para o uso de medicamentos
conferindo ao material propriedades bactericidas. Alguns dxidos metalicos foram estudados
para aplicacdo e dentre eles o oxido de zinco (ZnO) é uma das alternativas e que ja é utilizado
em medicamentos e que possui caracteristica bactericida e ndo é toxica. A eficiéncia das
particulas esta inversamente relacionada ao tamanho de particulas (PADMAVATHY, 2008) e
que pode ser incorporada a filmes de quitosana e poli (vinil alcool), mantendo as
caracteristicas bactericidas sobre o S. aureus (Vicentini, 2010).

A fixacdo das particulas sobre a superficie de um implante € realizada por meio de
uma interface que ira se aderir ao implante e fixar as particulas nesta superficie. E por meio da
técnica layer-by-layer (LBL) é possivel utilizar diferentes materiais, combinando suas
propriedades. A combinacdo de quitosana e acido hialurdnico ja foi utilizada como filme
bactericida, por combinar as propriedades antimicrobianas da quitosana e a superficie
formada pelo 4cido hialurénico, além de no serem toxicos (HERNANDEZ-MONTELONGO
et al., 2016a). Desta forma é possivel construir um compdsito de filme fino de multicamadas
de &cido hialurénico, quitosana e particulas de ZnO intercalados. O nimero de multicamada é
controlado pelo nimero de deposices realizadas sobre uma superficie.

Dessa forma o desenvolvimento de materiais com excelentes propriedades de volume e

superficie tem sido alvo de diversas pesquisas na area biomédica no mundo todo.
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1.1 OBIJETIVOS

A partir do exposto o presente trabalho teve como objetivo principal a modificagéo da
superficie da liga Til5Zr15Mo empregando oxidacdo anodica, para o crescimento de
nanotubos de TiO,, associada ao emprego de revestimento polimérico para incorporar
particulas de o6xido de zinco, conferindo a superficie nano-estruturada propriedades
bactericidas.

Para se atingir o objetivo principal serd necessario realizar os seguintes objetivos
especificos:

e Processamento da liga Til5Zr15Mo empregando metodologia preconizada em

métodos anteriores.

Estudo dos pardmetros para o crescimento de nanotubos de TiO2 empregando

oxidacdo anddica na superficie da liga Til5Zr15Mo.

Deposicdo de revestimentos polimeéricos PEl/acido hialurénico/quitosana

Incorporacdo de nanoparticulas de zinco a esses recobrimentos a partir da

variagdo das concentragdes

Estudos in vitro para avaliar a viabilidade do emprego da técnica
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BIOMATERIAL

Um biomaterial é definido como sendo um material natural ou artificial que é utilizado
para confeccionar estruturas ou implantes. Os materiais utilizados para implantes ortopedicos
necessitam de uma excelente biocompatibilidade, resisténcia a corrosdo em ambiente
corpéreo, uma combinacdo entre resisténcia a tracdo e baixo moddulo de elasticidade,
resisténcia a fadiga e ao desgaste, sem ser citotoxico (GEETHA, 2009).0s materiais metalicos
apresentam as propriedades mais adequadas para substitui¢do de tecido duro, como 0S 0SS0S.
A Tabela 1 mostra os valores do modulo de elasticidade e resisténcia a tracdo de alguns 0ssos

do corpo humano.

Tabela 1 - VValores de propriedades mecéanicas de alguns tecidos duros do homem.

Osso duro | Médulo (GPa) | Resistencia a tracéo (Mpa)
Osso Cortical

(longitudinal) 1.7 133

Osso cortical (transversal) 12,8 52

Osso esponjoso 0,4 7,4

Esmalte 84,3 10

Dentina 11,0 39,3

Fonte: (PATEL; GOHIL, 2012)

Quando o tecido duro necessita ser substituido, geralmente sdo utilizados materiais
metélicos para fabricacdo dos dispositivos que ira ser implantado para substituir o tecido
afetado. A grande diferenca entre 0 modulo de elasticidade do 0sso e do material utilizado no
implante gera uma diferenca de distribuicdo de cargas na estrutura 0ssea, resultando no
fendmeno conhecido por stress shielding, que causa a reabsorcdo 0ssea, podendo levar a
perda de densidade 0ssea resultando na perda do implante.

Outro grande problema ao introduzir pegas metalicas ao corpo humano, ¢ a liberacao
de ions, que podem ocorrer pela reacdo do material com o meio intracorp6reo ou pela agéo do
atrito entre componentes do implante, ocorrendo de forma independente ou simultanea. Para

solucionar estes problemas, materiais com uma maior resisténcia a corrosdo e melhor
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resisténcia ao desgaste sdo necessarios, e por ser um processo dificil de ser evitado, os ions
liberados ndo podem desencadear um efeito prejudicial ao hospedeiro. (NIINOMI, 2008).
Para ser atender as necessidades de um biomaterial, ele deve apresentar propriedades
mecanicas adequadas, biocompatibilidade, alta resisténcia a corrosao e ao desgaste (GEETHA
et al., 2009). Dentre os materiais empregado no uso biomédico, eles podem ser divididos em

materiais ceramicos, polimeéricos e metalicos.

2.2 TITANIO E SUAS LIGAS

O titanio e suas ligas sdo materiais de grande interesse na industria aerondutica,
quimica e biomédica devido a relacdo de resisténcia a tracdo, a baixa massa especifica do
elemento e a elevada resisténcia a corrosdo. A elevada resisténcia a corrosdo e resultado da
formacdo de uma camada densa e estavel de 6xido de titanio (TiO). Essa camada ira proteger
o metal, possibilitando utiliza-lo em ambiente com condi¢Ges agressivas (ambientes
corrosivos). Por apresentar essas propriedades, o titanio e suas ligas demonstraram uma
grande aplicabilidade na &rea biomédica.

O titanio é um metal de transicdo, apresenta massa especifica de 4,507 g/cm® e uma
resisténcia a tracdo entre 760 MPa, se comparado com a do ago inoxidavel 316L que
apresenta densidade de 8,0 g/cm? e resisténcia mecénica a tracio que varia de 600 a 1300 Mpa
(Tabela 2). O titanio apresenta propriedades favoraveis para a aplicacdo biomédica devido a

menor densidade e melhor resisténcia a corrosao.

Tabela 2 - Materiais empregados na area biomédica comparado com 0 0Ss0.

Material '(\él;%dal;lo de elasticidade E Resisténcia a tracdo (MPa)
Aco inoxidavel 190 586-1,351

Co-Cr 210-253 655-1,896

Titanio 110 760

Ti6Al4V 116 965-1103

Osso Cortical 15-30 70-150

Fonte: Patel & Gohil, 2012

O titdnio possui alotropia, apresentando duas estruturas cristalinas. A estrutura
hexagonal compacta (HCP), também conhecida como a fase a e acima da temperatura

B-transus, (titanio é 882 °C) o titanio passa da estrutura hexagonal compacta para a cubica de
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corpo centrado (CCC), denominada fase B (Figura 2). A temperatura liquidus para o titanio é

a1672 °C.

Figura 2 - Estrutura HCP (fase Alfa) e CCC (Fase Beta). [colocar as estruturas na imagem]
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Fonte: (PETERS, 2003)

As ligas de titanio podem ter a temperatura P-transus alterada quando adicionado
elementos de liga (Figura 3). Os elementos de ligas podem ser divididos em grupos: 0s
elementos neutros (Sn e Zr) sdo aqueles que ndo alteram a temperatura B-transus; 0s
elementos a-estabilizadores (Al, O, N e C), sdo aqueles que elevam a p-transus, fazendo com
que a fase o continue estavel a uma temperatura mais elevada; os elementos [3-estabilizadores
diminuem a temperatura B-transus, estabilizando a fase B em uma temperatura menor. Os
elementos de ligas podem ser divididos em dois grupos: os -eutetoide e os B-isomorfos. Os
B-eutetdides (Fe, Mn, Cr, Co, Ni, Cu, Si, H) sdo aqueles que formam um composto
intermetalico, e os B-isomorfos (Mo, V, Ta, Nb) tem uma solubilidade maior no titanio e ndo
formam um composto intermetalico. A Figura 3 mostra a influéncia dos elementos de liga em

diagrama de fase genéricos para ligas de titanio
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Figura 3 - Influéncia dos elementos de liga em diagrama de fase genéricos para ligas de
titanio.

A

Bbcc
p

T hex

e —
Ti Ti
MNeutro a-estabalizad or p-estabilizador
(51, Z1) (Al O, N, C) Bsomorfo B-cutetoride
(Mo, V, Ta, Hb) iFe, Mn, Cr, Co, Mi, Cu, 51, H)

Fonte: (PETERS, 2003)

O titénio comercialmente puro (TI-CP) pode ser dividido em graus de pureza, (Tabela
4) variando principalmente o teor de oxigénio presente na composi¢do. Pela composi¢do o Ti-
CP é classificado como tipo a. As ligas de titanio sdo conhecidas como liga do tipo a, quando
a fase predominante ¢ a alfa (quando nao apresentam ou apresentam teores de elementos [3-
estabilizadores até 2 % em massa). Ligas do tipo B, quando apresentam um teor capaz de
estabilizar a fase B e ligas tipo a+f3, quando apresenta as duas fases presente e a razdo entre a

fase o/P apresenta-se de 5-40 % da fase .

Tabela 3 - Composicao das ligas de Ti-CP de grau 1 ao 4, contendo valores maximos dos
elementos.

Grau | C Fe N @) H Ti [%p]

[Yom] | [%p] | [%p] | [%p] | [%p]
1 008 |020 [003 |018 |0,015 |995

2 0,08 |03 0,03 0,25 0,015 |99,2

3 0,08 |03 0,05 0,35 0,015 | 99,1

4 0,08 | 0,50 0,05 0,40 0,015 | 99,0

Fonte: ASTM B265-15

A fase o apresenta as seguintes propriedades, se comparadas com as ligas do tipo B:
resisténcia a deformacdo plastica, baixa ductilidade, anisotropia mecéanica, alta resisténcia a

fluéncia.
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Além das fases estaveis, o titanio apresenta as fases metaestaveis, que podem ser
obtidas através da variagdo dos elementos de liga e/ou processamento da liga. A
decomposi¢io da fase B fora do estado de equilibrio pode resultar em transformagdes f§ — a'
, B = a'"'ouf — w. Quando as ligas de titAnio sdo aquecidas acima da B-transus e resfriadas
rapidamente, impedindo a movimentagéo atbmica, ocorre a deformacéo da estrutura HC. Essa
transformacdo é chamada de transformacdo martensitica, formando outras estruturas «a'
(hexagonal) e a" (ortorrdmbica), dependendo do teor dos elementos de liga (LUTJERING;
WILLIAMS, 2003). Baixos teores de B-estabilizadores resultam na fase o', enquanto alto
teores resultam em o’ resultado do cisalhamento da estrutura hexagonal, devido ao excesso de
soluto na estrutura, resultando em uma estrutura ortorrombica. (Nag ,2008; Zhou et al. 2009)
Outra forma de obter estrutura o’ ¢ por deformacdo mecanica que ira cisalhar as estruturas

(Nag, 2008).

2.2.1 Sistema binario Ti-Zr

De acordo com o diagrama de fases do sistema binario Ti-Zr (Figura 4), a adi¢do de
zirconio leva a uma diminuicdo da temperatura p-transus e a temperatura de fusdo da liga de
1670 °C do Ti-CP para ~1640 °C para teores de 10% de Zr e ~1560 °C para teores de 40% de
Zr (Ho et al. 2008) sendo que a partir de teores de 65,6 % em massa ocorre uma nova

elevacdo de temperatura.
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Figura 4 - Diagrama de fase do sistema binario Ti-Zr.
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Correa et al. (2011) avaliaram as ligas de Ti5Zr, Til0Zr, Til5Zr. Os autores
observaram um aumento do valor do médulo de elasticidade de acordo com a adi¢do de
zirconio, sendo obtido os valores de 88, 97 e 116 GPa respectivamente, 0s quais estdo bem
proximos ao do Ti6Al4V que é de 110 GPa (Figura 5).

Para as ligas Til10Zr, Ti20Zr, Ti30Zr e Ti40Zr houve formacao da fase o™ para todos
os teores avaliados (CHOE et al.2011)
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Figura 5 - Valores do modulo de elasticidade do o0sso e algumas ligas de titanio.
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Fonte: Ho et al. (2008)

A adicdo de Zr levou a maiores valores de dureza, a adicdo de Zr ao titanio foi
estudada por Ho et al. (2008), verificou-se que adicdo de Zr eleva a dureza da liga. O
incremento da dureza do material reduz a quantidade de material liberado resultante de
esforcos mecénicos por atrito entre os componentes do implante, melhorando a
biocompatibilidade e favorecendo a liberacdo de ions metalicos resultante de esforcos
mecanico de atrito.

Em estudo de biocompatibilidade da liga Ti-Zr realizado por lIkarashi et al. (2007),
comparando os implantes de Ti, Zr, Ti-Zr e Cr realizado em animais, demonstrou que 0s
materiais em estudo ndo apresentaram toxicidade, ndo ocorrendo reagdo alérgica. Houve a
formacéo de uma capsula fibrosa envolvendo os implantes, porém as células inflamatérias ao

redor desta capsula foram menores na liga Ti-Zr em comparagdo ao Cr.
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2.2.2 Sistema Binario Ti-Mo

Na Figura 6 pode-se observar o sistema binario Ti-Mo. O molibdénio puro apresenta
ponto de fusdo em 2623 °C, enquanto o titdnio puro apresenta temperatura de fusdo de
1672 °C. A adigéo de titdnio ao molibdénio resulta na diminuigéo do ponto de fuséo da liga.
Quando adicionado ao titdnio, o0 molibdénio, que ¢ um B-estabilizador, diminui a temperatura
B-transus. Oliveira et al. (2007) estudaram o sistema binario Ti-XMo (X=4-20%massa)
verificando que a liga apresenta uma mistura de fases hexagonal o’ e ortorrombica o’ para
concentracBes proximas de 4%Mo e para concentracGes acima de 6%Mo é encontrada
somente fase o’ e acima de 10%Mo foi encontrada a fase B, que também foi observado por
Ho et al. (1999) e que mostrou que a liga Ti7,5Mo e a Til5Mo apresentam 0s menores
modulo de elasticidade do sistema binario Ti-Mo.

Zhao et al. (2012) estudaram algumas concentragdes da liga Ti-XMo variando o teor
de molibdénio de 15 até 18 % em massa. Mostrando que a deformacédo a frio da liga pode
gerar a fase o, elevando o moddulo de elasticidade da liga. O modulo de elasticidade
encontrado para liga foi préximo de 75 GPa, mais baixo que do Ti CP e que o Ti6AIl4V,

mesmo assim ainda é elevado se comparado com 0sso que pode chegar a 30 GPa.
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Figura 6 - Diagrama de fase do sistema binario Ti-Mo.

Porcentagem Atdmica de titdnio
D 20 3 40 S0 &0 0 B8O [0

L3 L -

*C
2800

00 -2'62!-"
2600 R

4600+ L -

2400 | L
ATOOE L \
- '..""h-

™~
2200 “*-\\ ~{C
3OO - H"'ﬁ. !

L L

(Mo, 8-Ti)
900 BaY*

e | / (@-Ti) =

TOO L soaalases Y I
Mo 10 20 30 40 S0 60 70 80 90 Ti

Porcentagem em tnassa de i

Fonte: Diagrama: Mo-Ti (2017)

2.2.3 Sistema ternario Til5Zr15Mo

As propriedades mecénicas da liga Til5ZrXMo (X= 5, 10, 15 e 20 %massa) foram
estudadas por Correa et al. (2014, 2015) mostrando que a concentracdo de Mo influencia a
fase formada, acima de 10% de Mo na liga estabiliza a fase . A liga apresentou propriedades
mecanicas promissoras para aplicacdo biomédica, como elevada dureza (350-400 HV) e baixo
modulo de elasticidade (75 GPa) quando comparada com o Ti CP (108 GPa) e a liga Ti6Al4V
(113 GPa).

Zhao et al. (2011) estudaram a liga Ti30ZrXMo com valores de 0-8% massa de Mo,

encontrou propriedades mecanicas favoraveis para aplicacdo biomédica, como baixo modulo
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de elasticidade, resisténcia a tracdo e alongamento maximo. A liga Ti30Zr7Mo apresentou o
melhor resultado de citotoxicidade comparado com o acgo inoxidavel 316L.

Oxido de zirconio apresenta biocompatibilidade e citotoxicidade segundo Liu et al.
(2006).

A combinagdo entre as propriedades mecanicas gerada pela fase f e as propriedades

fisico-quimicas conferem ao material boa perspectiva para aplicacdo biomédica.

2.3 TRATAMENTOS DE SUPERFICIE

No campo biomedico, a falha do implante pode estar associada a uma fixagéo
insuficiente ao tecido 0sseo e consequente formacéo de tecido fibroso perto do implante (MA
etal., 2011).

Os tratamentos de superficie sdo importantes, pois eles modificam as caracteristicas
fisicas e quimicas da superficie do material em diferentes escalas sem alterar as propriedades
de volume do material, melhorando a interacdo na interface implante/osso como visto na
Figura 7 (ANSELME, 2011).
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Figura 7 - Esquema representativo dos diferentes niveis de estruturas presente no implante e
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Um dos métodos empregado para a modificacdo da superficie de ligas de titanio, € o

crescimento de nanotubos de TiO». Para este crescimento, existem diversas técnicas incluindo
0 método hidrotérmico (NIU et al., 2008), sol-gel (AYALA et al., 2009), método do molde
(NA et al., 2008), a irradiacdo por micro-ondas (RIBBENS et al., 2008), sintese alcalina
(ARRUDA et al., 2015), oxidagdo anodica (ESCADA et al., 2013).

Dentre estes métodos, a oxidacdo anddica é amplamente utilizada devido a

simplicidade do processo, a obtencéo de resultados reprodutiveis, a viabilidade de ajustar o

tamanho e a forma das camadas nanotubulares as dimensBes desejadas e atender as

demandas de aplicagfes especificas. Além disso, a espessura e a morfologia do filme de
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TiO2 podem facilmente ser controlados pelos pardmetros de anodizacdo e os nanotubos
obtidos apresentam boa adeséo ao substrato (YIN et al., 2010; MURA et al., 2009).
A interacdo do implante ocorre somente na superficie do material implantado com o

sistema biolégico.

2.3.1 Oxidacao anodica

O mecanismo de formacdo dos nanotubos é o resultado de dois processos que ocorrem
simultaneamente: oxidacdo da superficie do material e a dissolugdo controlada desta camada
de dxido. O processo de dissolugdo da camada de oxido inicia com a formagéo de pequenos
poros, que irdo crescer e ocorrerd a unido dos poros adjacentes, formando uma rede de poros
alinhados e entdo a formagdo das matrizes de nanotubos (ZHAO et al., 2005). Na Figura 8 é
possivel observar esse mecanismo de formagédo dos nanotubos de TiO>.

Figura 8 - Mecanismo de formag&o dos nanotubos de TiO»,
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Fonte: Indira et al., 2015

Os ions fluoreto sdo necessarios para a formacdo da pelicula porosa (RAJA et al.,
2005). O ion fluoreto (F?) é um fator essencial para a formacédo de estrutura tubular devido a
sua capacidade de formar o complexo de hexafluoreto de titanio soltvel ([TiFs]?). Além
disso, tem um pequeno raio iénico que o torna adequado para entrar na crescente rede de TiO>
e atravessar o 6xido, agindo como agente de dissolucdo de 6xido (XU et al., 2008).

As equac0es das reacdes envolvidas nesse processo podem ser divididas em 3 etapas
(KIM et al., 2008):
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1) Oxidacdo do Ti
Ti — Tt + de (1)

2) Formacdo de camada de o0xido
Ti** + 2H,0 — TiOz+ 4H* )

3) Dissolucdo da camada de oxido
TiOz + 6F + 4H* — [TiFe]> +2H20 (3)

A equacdo 1 mostra a oxidacdo de Ti em Ti*". De acordo com a equacéo 2, ions H*
sdo acumulados durante a hidrélise, os ions F~ migram para os sitio do H* procurando
eletroneutralidade, entdo os ions de F- competem pelos sitios de O2 no 6xido. Quando a
concentracdo destes ions chega ao nivel critico na regido, ocorre a dissolucao do TiO> pela
formacdo de [TiF6]* (equacdo 3). A dissolucdo do [TiFs]* leva a criagdo de vacancias
carregadas negativamente no Oxido e migrando para interface metal/6xido devido ao
gradiente de potencial através do Oxido. A presenca das vacancias perto da interface
metal/6xido facilita a reacdo (equacgdo 1) e o Ti** pode facilmente mover para vacancia

situada. Durante este estado, nanoporos sdo nucleados na superficie de o6xido. (Figura 9)

Figura 9 - llustracdo esquematica da formacdo dos nanotubos e a curva da densidade de
corrente pelo tempo de anodizacao.
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http://link-springer-com.ez87.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s40735-015-0024-x#Equ1
http://link-springer-com.ez87.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s40735-015-0024-x#Equ1
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Uma vez que 0s pequenos poros iniciais sdo muito estreitos, ions H* sdo gerados na
parte inferior do poro, dissolvem-se na solugédo e a concentracdo de HF aumenta rapidamente
no interior dos poros. A alta concentracdo de HF faz com que a parede dos poros se dissolva
até que as paredes dos poros adjacentes desaparecam. Ao mesmo tempo, a integragdo por
pequenos poros resulta no aparecimento de poros maiores (YIN et al., 2007).
Simultaneamente, a dissolucéo assistida por campo elétrico aumentada no fundo do poro leva
ao aprofundamento do poro e os vazios comecam a formar-se. Devido ao campo elétrico
aplicado, a ligagdo Ti-O sofre polarizacdo e enfraquece, promovendo a dissolu¢do do déxido
(BAl et al., 2008).

A formacéo do filme ordenado € guiada principalmente pela distribui¢cdo do potencial
na superficie do Ti. Dois poros adjacentes tendem a crescer juntos até que a fase condutora
de Ti entre eles ndo seja oxidada. Assim que a fase metélica é oxidada, a espessura da
camada de Oxido aumenta e a forca do campo elétrico na camada de barreira diminui
drasticamente, o que resulta na diminuicio da taxa de migracdo dos fons O% através do
filme. Os distancia de difusdo de 05 sdo praticamente iguais para todos oS poros e a
estrutura tende a formar uma matriz espacialmente ordenada com densidade de
empacotamento maxima (MACAK et al., 2005).

Durante a anodizagdo, ocorrem alteragdes de cor na camada de TiO2, passando muito
rapidamente do roxo para o azul, amarelo e verde. Essa mudanca de cor € devido ao aumento
da espessura do TiO2 (SETZU et al., 2002).

Existem varios parametros que interferem na formacdo dos nanotubos de TiO, tais

como, natureza e concentracdo do eletrolito, pH do eletrélito, tempo, potencial e temperatura.

2.3.2 Eletrélito

A natureza do eletrdlito utilizado para a formacao dos nanotubos de TiO: influencia
fortemente a estrutura obtida. Diferentes estruturas de Oxido de titanio tais como o oxido
compacto plano, uma camada porosa desordenada, uma camada porosa organizada, ou uma
camada nanotubular altamente organizada podem ser formados (TAVEIRA et al., 2005).

Semelhante a divisdo proposta por Grimes e Mor, Kulkani et al. (2016) divide as
geracOes dos eletrdlitos pelo tipo de solucdo em que é diluida o &cido fluoridrico ou sal de

fluoreto, solucBes acidas (geracdo 1), em sais basicos (geracdo Il), em eletrolitos organicos
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com pequenas adi¢cdes de agua (geracao Il1). Os eletrélitos mais utilizados atualmente sdo 0s
baseados em glicerol e etileno glicol, por apresentarem um crescimento mais uniforme.

De acordo com Indira et al. (2015), os eletrélitos sdo classificados como organico (ou
neutro) e acidos. Um eletrolito organico tem uma pequena quantidade de oxigénio e agua em
comparagdo com um eletrolito &cido. Estudos realizados em eletrélitos organicos como
(NH 4)H 2PO4 /NH 4F (KANECO et al., 2007) e (NH4)2SO4/ NHs F (TSUCHIYA et al.,
2007) resultaram em camadas de nanotubos mais longos e auto organizados. Esses eletrdlitos
s80 mais viscosos e criam dois ambientes diferentes ao longo dos nanotubos, um inerte no
topo e outro quimicamente reativo no fundo. Assim, a inibi¢do da dissolugdo do 6xido no lado
superior do nanotubo permite a formacao de uma camada mais densa (VEGA et al., 2008).

Indira et al. (2012) estudaram as diferentes composicOes de eletrolitos e concluiram
que a natureza e a concentracdo do eletrolito, interferem no didmetro e comprimento da
estrutura porosa. Para o eletrolito aquoso, 0,13M de H2SO4 e 0,1M de HF, o didmetro médio
dos poros foi de 64 nm e o comprimento de 100nm, e para o eletrélito organico 0,13M de
glicerol e 0,1M de HF, o diametro obtido foi de 84 nm e o comprimento em torno de 100nm,
Quando a concentracdo de HF em ambos os eletrolitos foi modificada para 0,15M, ndo houve
formacéo de estrutura porosa. Neste estudo, o potencial utilizado foi de 40V e a calcinacéo de
450 °C.

Um outro trabalho, realizado por Tian e seu grupo, 2007, utilizando como eletrolito o
H2SOs e NH4F a 0,5%, com potencial de 20V por 60 minutos, exibiu uma variacdo no
comprimento do tubo, que depende da concentragio do H2SO4. Em 0,24 mol Lt de H,SO4 0
didmetro foi de 120 nm, enquanto em 1,75 mol L™ de H2SOs esse didmetro diminuiu para
100nm

Xu et al. (2015) estudaram a concentracdo de NHsF em etileno glicol e verificaram
que em 0,10% de NHsF, apenas uma estrutura porosa foi formada, e em 0,50% de NH4F a

estrutura nanotubular foi obtida.

2.3.3 Potencial

O potencial aplicado durante a oxidacao anddica influencia fortemente o didmetro dos

poros, a distancia entre os poros e espessura da camada formada (KIM et al., 2008).
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Tsuchiya et al. (2005), utilizando CH3COOH com 0,5% de NHsF estudaram a
influéncia do potencial de oxidacdo anodica na formacdo dos nanotubos, Com potencial de
30V, foram observados nanotubos com 100nm de comprimento e 30nm de didmetro. Um
aumento para 50V, alterou apenas em 20nm esse didmetro. No entanto, em potenciais
superiores a 50 V, ha variagcBes na morfologia, que resultaram na formacdo de estruturas
semelhantes a recifes de corais. Essa cobertura se torna mais homogénea com o aumento do
potencial até 120V.

A dissolucdo quimica da camada de TiO2 desempenha um papel crucial na formacdo
dos nanotubos. A taxa de dissolu¢do quimica do TiO2 é um processo altamente dependente do
pH e geralmente, essa taxa de dissolucdo é elevada nos eletrélitos acidos. Um potencial
elevado tende a gerar uma dissolucdo permanente da camada de 6xido e nenhuma formagéo
de tubo podera ser observada (MACAK e SCHMUKI, 2006). Portanto, potencial mais
baixas sdo ideais para eletrolitos acidos e potencial mais elevadas para os eletrélitos

organicos.

2.3.4 Tempo de anodizagéo

O tempo de anodizagdo também influencia muito no mecanismo de formacdo dos
nanotubos. Nao existe nanotubos, se o tempo de anodizacao for muito curto. De acordo com
Li et al. (2014), o minimo de tempo necessario para a formacéo de nanotubos é de 15 minutos
e com aumento do tempo, nanotubos altamente ordenado podem ser formados. Similarmente,
Regonini e Clemens (2015) descobriram que com 5 minutos de anodizacdo, somente a
estrutura nanoporosa foi formada, e somente apds 10-20 minutos, a estrutura nanotubular foi
claramente visivel.

Em estudo inédito, So et al, (2012) demonstraram que nanotubos altamente
ordenados com 7 um de espessura podem se formar em 25 segundos utilizando &cido latico
no eletrdlito. Eles mostraram que o &cido latico pode efetivamente impedir a decomposi¢édo
dielétrica localizada do 6xido em altas tensdes de anodizacdo, permitindo assim, estabelecer
um transporte maior de ions atraves da pelicula de oxido e, como resultado, velocidades de
crescimento de tubo extremamente répidas sem perder as propriedades funcionais do tubo. Ao
prolongar o tempo de anodizacdo, o0 comprimento dos nanotubos aumenta, no entanto apés 1

hora de anodizacdo, os nanotubos desabam.
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2.3.5 Calcinagao

A formacdo do 6xido de titdnio apds a anodizacado resulta em uma estrutura cristalina
hidratada ou amorfa. O éxido de titdnio (TiO2) pode assumir a forma cristalina de anatase,
rutilo (Figura 10) e brookita. Essas fases sdo formadas pelo tratamento térmico do TiO>
amorfo em diferentes temperatura e tempo. (CHAVES, 2016; SHIVARAM, 2014; FANG,
2011)

Figura 10 - Estrutura das fases anatase e rutilo do 6xido de titanio
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Yu (2010) estudou a anodizacdo do Ti-CP em uma solucdo de 1:1 agua e glicerol e 1
%massa/volume de NH4F, calcinando as amostras em diferentes temperaturas de 300 — 800
°C por 2 horas. Na temperatura de 300-500 °C somente a fase anatase foi identificada, da
temperatura de 600-700 °C h& presenca das fases anatase e rutilo e em 800 °C somente o0

rutilo foi encontrado (figura 11), mas a estrutura de nanotubos € destruida, formando uma
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camada de Oxido densa. Yu propbs o esquema da Figura 11 para explicar a mudanca de
morfologia conforme o aumento da propor¢do entre a quantidade de anatase/rutilo que

ocorre com 0 aumento da temperatura de calcinagcdo dos nanotubos.

Figura 11 - Esquema do crescimento dos cristais da fase anatase e do rutilo na estrutura dos
nanotubos em funcdo da temperatura. Esquema proposto por Yu (2010)
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Yan e coautores (2013) caracterizaram a formacgéo das fases de anatase e rutilo em
diferentes temperaturas. Verificaram que a fase rutilo é a mais estvel e que a fase anatase
pode transformar para a fase rutilo, quando aquecida a uma temperatura entre 500 -700 °C.

Chaves et al. (2016) estudou a estabilidade térmica do TiO, obtido por oxidacdo
anddica da liga Ti7,5Mo. Em seu trabalho a temperatura de calcinacdo entre 400-500 °C
formou somente a fase anatase, a temperatura de 600-800 °C apresentou as fases anatase e
rutilo.

Brammer et al. (2009) estudou a influéncia do didmetro dos nanotubos de 6xido de
titanio com o crescimento celular de osteoblastos. Demonstraram que as células tém
comportamento diferente em funcdo da morfologia dos nanotubos. Quando o didmetro €
reduzido (30 nm de didmetro), ocorre melhor proliferacdo celular, enquanto para didmetros

entre 70-100 nm um elongamento maior das celulas.

2.4 FUNCIONALIZACAO DA SUPERFICIE

A superficie de nanotubos geram uma maior area superficial e um ambiente propicio
para o desenvolvimento celular (CAPELLATO et al., 2012) (HAO et al., 2013)(BRAMMER,;
FRANDSEN; JIN, 2012) (SIOW et al., 2006) (ANSELME, 2011)(ZHONG et al., 2014), uma

grande preocupacdo é a pesquisa por métodos de evitar ou reduzir a contaminagdo dessa



38

superficie como visto em trabalhos de Popat et al. (2007), Kummer et al. (2013),Zhao et al.
(2010),Gulati et al. (2012), Zhang et al. (2014) e Hu et al. (2012).

Um grande numero de pesquisas estd sendo desenvolvidas com polimeros para
aplicacdo biomédica e sua aplicacdo para funcionalizagdo de superficie. Alguns exemplos de
polimeros em desenvolvimento para aplicagdo biomédica sdo: polidopamina (LEE et al.,
2012) (SAIDIN et al.,, 2013), quitosana (LAWRIE et al., 2007) (BEPPU; ARRUDA;
SANTANA, 1999) (AMARAL; GRANJA; BARBOSA, 2005), acido hialurénico (KOGAN et
al., 2007).

A quitosana (CHI), um polissacarideo proveniente do exoesqueleto de crustaceos, um
biopolimero que apresenta propriedades bactericidas e devido aos grupos amina, presente nas
cadeias, é biodegradavel e ndo apresenta uma resposta imunologica quando liberada no corpo
humano (HERNANDEZ-MONTELONGO et al., 2016b) (LAWRIE et al.,
2007)(VICENTINI; SMANIA; LARANJEIRA, 2010).

O é&cido hialurdnico (HA) é um polimero de alto peso molecular e tem uma estrutura
molécula similar a da quitosana, como podemos ver na Figura 12. O acido hialurdnico foi
utilizando para recobrir o aco inoxidavel, reduzindo ou evitando os problemas que alguns
metais apresentam quando em contato com os fluidos corpéreos, como relatado por estudo de
Pitt et al. (2004).

No trabalho de Chua et al. (2008), o &cido hialurdnico foi utilizado em conjunto com a
quitosana para imobilizar um tipo de peptideo, resultando em uma melhora significativa na
adesdo de osteoblastos.

A polietilenoimina (PEI) foi utilizada em trabalhos como um revestimento precursor
para a formacdo de polimeros em multicamadas, foi utilizado para revestir a superficie do
material e formar uma superficie com caracteristicas eletrostaticas de carga positiva, atraindo
mondmeros com caracteristicas de cargas opostas, dando inicio a formacdo dos filmes
poliméricos de multicamada. Hernandez et al. (2017) avaliaram a formacdo de um filme
ultrafino de PEI confirmando a presenca de radicais NHs", que conferia propriedades
bactericidas.

Devido as propriedades apresentadas pela polietilenoimina, quitosana e do &cido
hialurénico, esses trés polimeros foram utilizados em pesquisas para o recobrimento de

superficies conferindo propriedades antimicrobianas, como visto em trabalhos Hernandez-
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Montelongo et al. (2016, 2017), Chua et al. (2008). Nesses trabalhos foram feitos filmes finos
utilizando a técnica layer-by-layer, isso foi possivel devido ao carater cation/anion iénico dos
mondmeros.

que formam um filme com caracteristicas positiva ou negativa e quando imersos em
uma solucdo com os mondmeros com cargas opostas, eles sdo atraidos por forcas
eletrostaticas, iniciando a polimerizacdo de outro filme com carga oposta. Esse processo se

repete em funcdo do nimero de camadas desejadas.

Figura 12 - estrutura molecular do mondmeros a) quitosana, b) acido hialurénico e c)
polietilenoimina
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Fonte: Adaptacdo de HERNANDEZ-MONTELONGO et al., 2016 e 2017

2.4.1 Nanoparticulas de 6xido de zinco

Padmavathy et al. (2008) mostraram que particulas de 6xido de zinco (ZnO) tem uma
relacdo inversamente proporcional ao tamanho de particula com a atividade bactericida da
particula. Abaixo da concentracdo de 1 mM, ndo apresentou propriedade bactericida,
enguanto acima de 1 mM mostrou eficiente para esta finalidade. A mesma relagdo envolvendo
0 tamanho de particulas e a atividade bactericida foi observada por Zhang et al. (2007). Além
do tamanho de particulas, a concentracdo de particulas esta diretamente relacionada com a
atividade bactericida.

Vicentini et al. (2010) estradaram filmes de quitosana e poli vinil alcool com

nanoparticulas de ZnO, mostrando-se eficiente contra a espécie Staphylococcus aureus.
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Bui et al. (2017) avaliaram o uso da quitosana e nanoparticulas de ZnO, TiO2 e Ag,
concluindo que a combinacgéo da quitosana com as nanoparticulas melhoravam a propriedade

bactericida e aceleravam o tempo de cura.

2.5 INVITRO

2.5.1 Crescimento Bacteriano

Os biofilmes sdo compostos de microrganismos embutidos dentro de uma matriz
autoproduzida de biopolimero, e a formacdo destes biofilmes € uma fungdo critica em
superficies implantaveis (DAVEY et al., 2000). Além de sua importancia para a funcéo
bacteriana, biofilmes representam o arranjo mais comum de bactérias no ambiente e a inibi¢ao
do biofilme € benéfica contra as bactérias resistentes aos antibidticos, enquanto que a adesdo
celular é importante nos implantes médicos de TiOx.

O efeito positivo de substratos de titdnio anodizado na integracdo de tecidos de
implantes estd bem documentado, no entanto a sua atividade antimicrobiana, incluindo
propriedades anti-adesivas e anti-biofilme sdo controversas.

De um lado, Puckett et al. (2010) em estudos de adeséo de S. aureus, S. epidermidis e
Pseudomonas aeruginosa as superficies de titdnio nanotubulares encontraram grande adeséo
microbiana, resultante da maior rugosidade das superficies nanoestruturadas em comparagao
com titanio puro (liso). Um outro estudo, abordando a sintese de nanofilmes finos de TiO>
nanoestruturados e o estudo de cultura bacteriana mostraram que, a interacdo das espécies
bacterianas Staphylococcus aureus e Escherichia coli com superficies nanoestruturadas
mostra um aumento na adesdo e formacdo de biofilmes com o aumento das propriedades
morfoldgicas em nanoescala (SINGH et al., 2011)

Por outro lado, demonstrou-se a inibicdo da adesdo dessas mesmas bactérias em titanio
rugoso criado pela evaporacdo do feixe de elétrons (IVANOVA et al., 2010). Apos 2 dias de
cultura, observaram uma diminuicdo significativa na formacédo de biofilmes de S. aureus em
tithnio nanotubular anodizado, enquanto, a aderéncia inicial de estafilococos (1-8 h) em
superficies nanotubulares foi mais forte em comparacdo com o titanio convencional. Foi
sugerido que a presenca de fluor nas superficies anodizadas do Ti poderia explicar esse efeito

anti-biofilme.
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Ja Lewandowska et al. (2015) obtiveram nanotubos de TiO2 muito definidos que
funcionaram como inibidores para a formacdo de biofilme de duas cepas de S. aureus,
mostrando o efeito da nanotopografia ao invés de sua composi¢do quimica. Mesmo que as
propriedades antimicrobianas do biomaterial testado estivessem associadas a presenca de
fldor na camada superior das superficies nanotubulares anodizadas apds a utilizacdo de HF
como eletrdlito durante o processo de anodizacdo, todos os tipos de coberturas com nanotubos
deveriam possuir atividade similar. Nesse estudo, o crescimento dos nanotubos foi dependente
de tensbes aplicadas. A atividade mais notavel de todas as superficies testadas contra
agregados de S. aureus / formagéo de biofilme (independentemente da estirpe utilizada) foi
observada para os revestimentos formados com potencial de 4V, com estrutura amorfa e
nanotubos com didmetro de cerca de 20-30 nm. Similarmente, Ercan et al. (2011) relataram
um ndmero reduzido de estafilococos vivos que aderem a superficie de nanotubos com um
didmetro de 30-80 nm.

Curiosamente, Cendrowki et al. (2014) observaram forte atividade antibacteriana
(contra Escherichia Coli) de titdnio nanocristalino coberto de nanotubos. No entanto, esse
efeito foi observado apds irradiacdo superficial com a luz visivel e ultravioleta artificial e
baseou-se numa atividade fotocatalitica bem conhecida de titania na estrutura de anatase.
Também outros pesquisadores relataram diminuicdo da adesdo microbiana ao TiO2 cristalino
(anatase ou rutilo) mesmo sem estimulacéo leve (ERCAN et al., 2011).

Um dos ensaios utilizados para avaliacdo da viabilidade celular é o MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)2,5-difenil brometo de tetrazoilium), avaliando a atividade metabdlica da
célula pela conversdo do sal de MTT, por enzimas, em cristais de Formazan, como fora
utilizados em trabalhos de Capellato et al. (2012) e Ferraris et al. (2014) para avaliar a
atividade celular. O mesmo ensaio também € utilizado para avaliar a proliferacdo bacteriana,
visto que o reducdo do sal de MTT né&o é realizado apenas pela mitocéndria, mas como por
outras parte do microrganismo sendo utilizado para avaliar a atividade metabdlica dos
mesmos, € como utilizados trabalhos de Paula Ramos et al. (2016) e Cheng et al. (2017) que

utilizaram o sal de MTT para avaliar a proliferacdo bacteriana.
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3 MATERIAIS E METODOS
A metodologia empregada no desenvolvimento dessa pesquisa foi dividida em trés

etapas: processamento da liga, tratamento de superficie e caracterizagdo das superficies
conforme fluxograma da Figura 13.

Figura 13 - Fluxograma empregado no desenvolvimento do trabalho, dividido nas trés etapas.
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3.1 PROCESSAMENTO DA LIGA

A liga Til5Zr15Mo utilizada neste trabalho foi obtida fusdo seguindo a rota de
processamento proposta por Alves (1998). O processo de fusdo da liga, e tratamentos térmicos
foram realizados na FEG/UNESP.

A fuséo dos elementos puros Ti, Zr, Mo foi realizada em um forno a arco voltaico com

atmosfera controlada. Os materiais foram recebidos na forma de chapas e arames, cedidos
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pelo Professor Dr. Roberto Grandini (FC/UNESP), que foram cortados utilizando tesoura de
bancada, e alicates de corte em pequenos pedacgos. Todo o material passou pelo processo de
decapagem quimica utilizando a solucéo formada por acido fluoridrico e &cido nitrico (1:3).

A solucdo foi colocada em um béquer e os metais foram mergulhados dentro da
solucdo até a remocdo das impurezas. O material foi retirado da solugéo e lavado em &gua
corrente por alguns minutos para remover residuos da solucdo de decapagem e secos com
convecgdo forgada.

Apls a limpeza os metais foram pesados de acordo com a composicdo da liga
Ti15Zr15Mo (% peso) e colocados no cadinho de cobre no interior do forno (Figura 14). Em
seguida, a camara foi fechada e feito a purga para remoc¢éo das impurezas da caAmara por meio
do vacuo e injecdo de argonio alternadamente, garantindo que dentro da camara ndo ficasse
residuo de outros gases que pudessem contaminar a liga durante a fusdo da liga que foi

fundido por 10 vezes.
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Figura 14 - Equipamento de Fusédo, A) Forno de fusdo, B) cadinho de cobre refrigerado a agua
e eletrodo de tungsténio, C) Material para fuséo

Fonte: Producéo do autor

Apos a fusdo da liga, para garantir a composi¢do quimica homogenia foi realizado o
tratamento téermico de homogeneizacdo em um forno tubular, com atmosfera inerte de argonio
a uma temperatura de 1000 °C durante 24 horas, com resfriamento dentro do forno. Devido a
dureza do material foi realizado o forjamento a quente dos lingotes tratados para a obtencéo
de barras com 10 mm de diametro. Essa etapa foi realizada no Instituto Tecnoldgico
Aeronautico (ITA) no equipamento FEN 5F. Para o forjamento a quente, os lingotes foram
aquecidos em um forno com temperatura de 1000 °C durante 15 minutos e. O equipamento
possui martelos com diferentes didmetros que atingem o material, esses martelos tém que ser
trocado a cada passe, reduzindo assim o diametro do lingote e conferindo uma forma regular.

Ao final do processo, o lingote apresentou rebarbas e 6xidos formados pelo trabalho a quente,
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os quais foram removidos com um esmeril para remover o 0xido e as rebarbas geradas pelo
processo.

Apos o forjamento foi realizado o tratamento térmico de solubilizacdo para estabilizar
a fase B. O lingote foi posicionado sobre um cadinho de alumina e posicionado no forno
tubular com atmosfera de inerte de argdnio. O forno foi aquecido com uma taxa de
16.6 °C/min até 950 °C durante 120 min com resfriamento brusco em agua.

Discos com 10 mm de didmetro e 3 mm de espessura foram seccionados das barras
utilizando um equipamento de corte de precisdo Isomet 1000 (Buehler), utilizando discos

diamantados, equipamento do laboratério de Biomateriais da FEG/UNESP.

3.2 CARACTERIZACAO DA LIGA Ti15Zr15Mo

A microscopia Optica foi empregada para avaliar a microestrutura da liga apos
processamento da liga. O processo de metalografia convencional consiste no lixamento das
amostras utilizando lixa abrasiva de carbeto de silicio com granulometrias de #100 até #1500,
seguido de limpeza em banho ultrassénico em agua por 15 min antes do polimento com silica
coloidal em suspensdo. As amostras foram limpas em banho ultrassénico em agua deionizada
durante 15 min e alcool durante 15 min, secas com convec¢do de ar. O ataque quimico foi
realizado utilizando a solucédo de Keller (Iml de HF(40%PA), 3ml de HCI (65%PA), 5ml de
HNOs (65%PA)e 190ml de H>O) por imerséo durante 4 min. A amostra foi analisada no
microscopio 6tico Nikon Epiphot 200 no laboratério de microscopia da FEG/UNESP.

A difracdo de raios-X foi realizada no departamento de materiais (Demar) USP
campus Lorena, utilizando o equipamento Empyream da Panalytical. Para analise foi utilizado
radiacdo Cu Ka, corrente de 30 mA e tensdo de 40 kV, com intervalo de medi¢do de 20° até
90°, passo de 0,02° e tempo de contagem de 15 s.

3.3 TRATAMENTO DE SUPERFICIE

3.3.1 Oxidacao anodica

Antes da oxidacdo anddica as amostras passaram pelo processo de lixamento umido

utilizando lixas de carbeto de silicio de granulometrias 100 até 600, seguidos por limpeza em
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banho ultrassdnico em agua deionizada e em alcool etilico por 15 min e secas com convec¢ao
de ar.

Os fatores que devem ser considerados no processo de anodizagdo da liga sdo:
eletrdlito, tempo e potencial. Em estudo anteriores, os sistemas binarios Til5Mo (RANGEL;
ESCADA,; ALVES CLARO, 2013) e Til5Zr (Anexo A) forma estudados para encontrar os
parametros de anodizacdo. No presente trabalho, foi analisada influéncia da tensdo e do
tempo de anodizacgdo (Tabela 4), mantendo-se a composic¢do do eletrélito. A solucdo utilizada
como eletrélito foi preparada dissolvendo 2,7 g de fluoreto de aménio (NH4F) em 500 mL de
agua deionizada entdo foi adicionado 500 mL de glicerol agitando até a total
homogeneizacao.

Na figura 15 é mostrado o conjunto empregado para anodizacdo das amostras formado
por fonte de tensdo corrente continua, eletrodo de platina (contra eletrodo), suporte de amostra
(eletrodo de trabalho). A amostra foi fixada no porta amostra e conectada a fonte de tensdo, o
contra eletrodo foi conectado e posicionado na célula eletrolitica, foi adicionado o eletrélito
até cobrir a amostra (75 mL de solugédo). O potencial foi ajustado com uma taxa de 1 V/min
até atingir a tensdo de trabalho que serd mantida durante o tempo determinado para analise. O
processo de anodizacao foi realizado no laboratorio de Biomateriais da FEG/UNESP.

Tabela 4 - Parametros utilizado na anodizacao.

- Potencial
Eletrolito Tempo (h
V) po (h)
) 20 6
Agua deionizada + glicerol + 24
fluoreto de amobnio 5
30
24

Fonte: Producéo do prdprio autor.
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Figura 15 - Equipamento para anodizacdo, constituido por uma fonte corrente continua, um
eletrodo auxiliar de platina e o eletrodo de trabalho contendo a amostras da liga.

Fonte de tensdo

Eletrodo
de trabalho |

\
e 5

Fonte: Producdo do autor

Decorrido o tempo de anodizacdo, as amostras foram retiradas e limpas com agua
deionizada em banho ultrassénico por 5 min. O excesso de agua foi removido com o auxilio
de um soprador térmico. Apds a oxidacao as amostras com nanotubos de TiO2 foram tratadas
termicamente para estabilizagdo da fase anatase como visto no trabalho de Chaves et al.
(2016), para isso foram calcinadas em um forno tipo mufla a 450 °C por 60 min com taxa de
aquecimento de 1 °C/min, permanecendo no forno até se resfriamento, para assim serem

guardadas no dessecador.

3.3.2 Funcionalizacdo da superficie e incorporacédo de ZnO

O recobrimento com filme polimérico empregando polietilenoimina (PEI), acido
hialurénico (HA), quitosana (CHI) foi realizado em parceria com 0 grupo de pesquisa
coordenado pela Professora Dra. Marisa Beppu da Faculdade de Engenharia Quimica,
Unicamp, seguindo a metodologia preconizada em estudos anteriores do grupo
(HERNANDEZ-MONTELONGO et al., 2017), de acordo com o fluxograma da figura 16.
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Figura 16 - Fluxograma do processo de recobrimento layer-by-layer.

NuUmero de camadas

¢ 20 min 15 min ¢ 10 min » ¢ 10 min

Fonte: Producéo do autor

A técnica envolve primeiramente o preparo das solucBes nas 24 horas que antecedem
o recobrimento das superficies com polimero. Para a solucdo de polietilenoimina (PEI) foi
adicionado 1g do monémero em 1 litro de &gua ultrapura e 100 mM NaCl. A solucéo
permaneceu em um agitador magnético por uma noite para melhor homogeneidade da
solucdo. A solucdo de acido hialurénico (HA) foi obtida a partir da dissolucédo de 1 g do sal
em 1 litro de &gua ultrapura, também com agitacdo magnetica por 24 horas. A solucdo de
quitosana (CHI) foi preparada a partir de 1 g do mondémero em 1 litro de agua ultrapura com
100 mM de &cido acético, novamente com agitacdo magnética durante as 24 horas que
antecedem a deposicao.

No momento da deposicdo, o pH das solucBes de cada mondmero precisou ser
ajustado inicialmente de 7 para 3 utilizando acido cloridrico (HCI) (1 Mol) e NaOH (1 Mol).

Antes da deposi¢cdo dos polimeros, as amostras passaram por um pré-tratamento
utilizando plasma em atmosfera de oxigénio para criar sitios ativos e promover a fixacdo do
filme polimérico de PEIl. As amostras foram colocadas em um pequeno reator, e ap0s 0
fechamento foi feita aplicacdo do vacuo por trés minutos, seguida da injecdo de O, na camara
por trés minutos, sendo mantido o oxigénio para o tratamento durante 20 min.

Apos esta etapa, as amostras foram fixadas em laminas de vidro com fita dupla-face
para aplicacdo da técnica dip coating. Na figura 17 é possivel observar o equipamento, LBL
Nanostructure pro, utilizado e a disposicéo das solu¢bes no equipamento, no departamento de
Engenharia Quimica da Unicamp. Na imagem, da direita para a esquerda, podem ser

visualizados o béquer contendo a solucdo PEI e os trés bequeres de lavagem contendo solugéo
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com &cido cloridrico diluido e pH 3, 0 mesmo pH das solugdes de polimerizagdo o para
remover o excesso de mondmero na superficie e do polimero fracamente aderido, sendo
empregados tempos de imersdo de 15 min, 2 min, 1 min e 1 min, respectivamente, durante
este tempo as amostras permanecem em agitacao dentro da solugdo.

Figura 17 - Equipamento de recobrimento layer by layer com as solug¢des para o recobrimento
polimérico de PEI

Amostras de
Til15Zr15Mo

/b"

Fonte: Producdo do autor

Apobs o recobrimento com PEI, conforme apresentado na Figura 18, as solugdes do
equipamento sdo trocadas pelas solucgdes utilizadas na deposi¢do dos filmes poliméricos de
acido hialurénico e quitosana, a deposicdo do par de filmes € denominado "bicamada™
representado na Figura 19. O mesmo procedimento adotado para o PEI foi empregado, na
sequéncia, ou seja, imersdo na solugdo de acido hialurénico, seguida de lavagem, a imersao
em quitosana, seguida de lavagem e reiniciando o ciclo até obter o nimero de bicamadas
definido. Ao término do ndmero de ciclos programados, as amostras foram retiradas do
equipamento e posicionadas para secar ao ar. A quantidade ideal de bicamadas foi
determinada a partir da aplicacdo da técnica sobre superficie dos nanotubos, variando o
namero de ciclos. Neste estudo, foram analisadas amostras com 2, 4 e 8 bicamadas.
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Figura 18 - Recobrimento layer-by-layer de HA e CHI )
: Acido

X
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Figura 19 - Esquema da formagé&o das bicamadas sobre as amostras

Bicamada
. ‘7

Fonte: Producéo do autor

TNT

Ti15Zr15Mo Ti15Zr15Mo

Fonte: Producéo do autor

A incorporacdo de nanoparticulas de 6xido de zinco foi realizada um método
semelhante ao da incorporacdo do filme polimérico com o acréscimo de um recipiente
contendo as particulas de ZnO dispersas em solucdo ao ciclo de recobrimento, como mostrado

no fluxograma na Figura 20.
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Figura 20 - Fluxograma da incorporacao de nanoparticulas de ZnO

NuUmero de camadas
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Fonte: Producdo do autor.

A nova disposi¢do (Figura 21) das solucdes levou a remogéo de duas solucdes de
lavagem e para compensar, elevou-se o tempo de uma das lavagens para dois minutos.

A solucéo de oxido de zinco foi preparada utilizando nanoparticulas de 6xido de zinco
fornecido pelo professor Alexandre Zirpoli Simdes (FEG/UNESP) pela dispersdao das
particulas em &gua ultrapura com pH 3, ajustado com HCI. Solugdes com diferentes
concentracOes foram preparadas para o estudo (1 mM, 3 mM e 5 mM), com agitacdo até a
completa dispersdo. Apds o revestimento sobre a superficie nanoestruturada, formou-se uma

estrutura que se assemelha a um composito (Figura 22).



52

Figura 21 - Equipamento de recobrimento layer-by-layer com as solucdes de HA, CHI, ZnO e
as solucdes de lavagem posicionados na sequéncia de utilizacdo, que serd no sentido anti-
horério.

Acido
hialurénico
10 min

Lavagem
2 min

Quitosana
10 min

Fonte: Producéo do autor

Figura 22 - Esquema da deposicdo de filmes finos sobre a superficie de nanotubos de TiOo.

Bicamada
Zn0

Ti15Zr15Mo Ti15Zr15Mo Til5Zr15Mo Ti15Zr15Mo Ti15Zr15Mo

Fonte: Producéo do autor

O mesmo pré-tratamento nas amostras e utilizou a sequéncia das solu¢Ges no esquema
foi utilizado nessa etapa.

A caracterizacdo da superficie das amostras ap6s tratamento de superficie foi realizada
na universidade de Manitoba (Winnipeg - Canada) durante o estagio supervisionado.

A andlise da topografia foi realizada utilizando o Nova NanoSEM 450 da FEI, para

isso, as amostras foram colocadas no suporte presa pela fita de carbono condutiva, uma da
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amostra teve sua superficie riscada com auxilio de um estilete, para que fosse analisada a

espessura do filme fino.

3.3.3 Medida do tamanho dos nanotubos

As medidas dos tamanhos dos nanotubos foram realizadas no microscépio eletrdnico
de varredura Magellan 400L do laboratério de caracterizacdo estrutural da UFSCar e o
NovaNano SEM da FEI do Manitoba Institute for Materials (MIM) da University of Manitoba
(UoM) - Canada.

3.4 TAMANHO DE PARTICULAS DE ZnO

A andlise do tamanho de particulas de ZnO foi realizada por meio duas técnicas: por
meio da microscopia eletrénica de varredura e por espalhamento de luz dindmico (DLYS).

A anélise de microscopia eletronica de varredura foi realizada com o equipamento
Novanano SEM no MIM/UoM, as imagens foram realizadas ap6s aderir as particulas em uma
fita condutiva de carbono e pela dispersdao em isopropanol e pela deposigdo de algumas gotas
sobre o suporte de analise, nos dois casos as amostras foram metalizadas. As imagens obtidas
pela analise foram processadas utilizando o software ImageJ, com a finalidade de medir o
tamanho de particulas.

Para a analise com o DLS, as particulas foram dispersas em isopropanol (100 mg/L)
utilizando o banho ultrassénico para auxiliar na dispersdo. A solu¢do com as particulas
dispersas foi analisada no Zetasizer Nano (Malvern Panalytical) do Instituto de Quimica da

Unicamp.

3.5 ANGULO DE CONTATO

O angulo de contato foi realizado no laboratério de Plasma e Aplicagbes do
departamento de Fisica e Quimica da FEG/UNESP com equipamento goniémetro Ramé-Hart

300-F1. A analise foi realizada com gotas de 1 pL de 4gua deionizada.
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3.6 ESPECTROSCOPIA DE FOTOELETRONS EXCITADOS POR RAIOS-X (XPS)

Para analise da composicdo quimica da superficie da amostra, foram analisadas no
Manitoba Institute for Materials (MIM), utilizando o espectrémetro de fotoelétrons excitados
por raios-X Kratos Axis Ultra (Figura 23).

tras para analise no XPS
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Fonte: 'F"'rodugéo do autor

O equipamento foi ajustado para realizar medidas em trés regides em cada amostra, e
em cada regido da amostra é realizado a analise em trés diferentes profundidades gerada pela
remocdo de material por ablacdo com ions de argdnio, utilizando tempos de: 0 segundos
(superficie), 75 s (equivalente a 10 nm de profundidade) e 750 s (100 nm). Foi utilizado um
filamento de aluminio (Al Ko) monocromatico e 150 W, varrendo a faixa de energia de
ligagdo (Binding Energy) de 0 até 1200 eV. Foram definidos espectros de alta resolugdo para
os elementos C 1s, O 1s, Ti 2p, Zr 3d, Zn 2p e Mo 3d.

3.7 PROLIFERACAO BACTERIANA

Essa etapa do trabalho foi realizada no Departamento de Microbiologia e Imunologia
do Instituto de Ciéncia e tecnologia - ICT/UNESP.

Para analise de proliferacdo bacteriana sobre as amostras tratadas foram utilizadas a
cepa de referéncias, Staphylococcus aureus (ATCC 6538). As cepas de S. aureus sdo
armazenadas em freezer a uma temperatura de -80 °C e para sua reativacdo, uma pequena
aliquota do material congelado foi centrifugado junto com uma solucdo caldo de Brain Hearth
Infusion (BHI) e armazenado em uma estufa por 34 h a 37 °C. A suspensdo foi semeada em

Agar Salgado (agar + NaCl 0,75%) seletivo para S. aureus.
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Uma suspensdo padréo foi preparada pela diluicdo das coldnias do micro-organismos
foram diluidas em solucéo salina estéril 0,9%. Para medir a densidade Optica da solugdo
padrdo, foi utilizado o espectrofotdmetro AJX-1900 (Micronal, S&o Paulo, Brasil) (Figura 24),
utilizando filtro de 490 nm. A solucéo foi ajustada até obter o valor de 0,477 de densidade
Gtica, que equivale a 10" UFC/mL.

Os biofilmes foram cultivados placas de 24 pocos. As amostras metalicas da liga com
10 mm de diametro e 3 mm de espessura foram posicionadas no fundo de cada pogo.
Juntamente com as amostras, foram distribuidos 500 pL de suspensdo microbiana
padronizada e mais 500 pL de BHI. As placas foram armazenadas em estufa bacterioldgica a
37 °C por 48 h com uma troca do meio de cultura ap6s 24 h.

Figura 24 - Amostras preparadas/p@ viabilidade bacteriana

Fonte: Producéo do autor
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A atividade metabdlica dos microrganismos foram avaliado pelo teste MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)2,5-difenil brometo de tetrazoilium), mensurando a atividade de enzimas
presente nos micro organismos que convertem os sal de MTT em cristais de formazan,

Apo0s 48 horas de incubacdo, foi determinado o nimero de unidades formadoras de
col6nias por mililitro (UFC/mL), para isso foi removido todo o caldo de BHI da placa de 24
pocos, em seguida foi adicionado a cada po¢o uma solucéo (0,5 mg de MTT /mL de BHI). A
placa foi incubada em uma estufa a 37 °C por 1 hora. Passado o tempo, foi removida a
solucéo e adicionado etanol absoluto, para dissolver os cristais formados. A placa foi agitada
por 10 min em um agitador e analisada em um no equipamento de leitura de placa com
comprimento de onda de 570 nm, a densidade 6tica (DO) obtida foi convertida utilizando a

formula;

% Atividade metabolica = (DO Grupo Tratado x 100) / Média DO Grupo Controle)

Os resultados foram analisados por analise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey.
Um valor de p <0,05 foi considerado para indicar uma diferenca estatisticamente significativa.

Para andlise por MEV, as amostras de cada grupo, ap6s 48 horas passaram pelo
processo de fixacdo dos microrganismos, para isso foi removido os caldos dos respectivos
pocos e adicionado 500 pL de glutaraldeido a 2,5% por 40 min. Apos esse tempo, foi
removido e realizada uma sequéncia de trocas de solucdes de alcool em diferentes
concentragOes: 25, 50, 75 e 100%. Nas solucGes de 25, 50 e 75%, as solu¢des permaneceram
por 5 min e na solucdo com 100%, permaneceu por 40 min, apOs este tempo 0 processo de
fixacdo terminou e foi retirado o alcool presente nas placas para que ela fosse colocada em

uma incubadora até a secagem total das pecas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Esse capitulo aborda os resultados obtidos a partir da modificacdo e funcionalizacdo da
superficie da liga Ti15Zr15Mo, estudo desenvolvido em parceria com a Unicamp e Univeristy
of Manitoba

Inicialmente, sdo apresentados os resultados obtidos apds a oxidacdo anddica da liga
empregando diferentes parametros. Apos a escolha da melhor condicdo sdo apresentadas as
caracterizacbes apdés a funcionalizacdo da superficie com filmes poliméricos contendo

nanoparticulas de ZnO.

4.1 CARACTERISTICAS DA SUPERFICIE DA LIGA Ti15Zr15Mo APOS OXIDACAO
ANODICA

Inicialmente foi realizada a microscopia Optica da liga para avaliar a microestrutura e
as fases presentes. Na Figura 25 (a) é possivel observar a microestrutura da liga Til5Zr15Mo
apos fusdo em forno a arco voltaico, forjamento a quente e tratamento térmico de
solubilizacdo (900 °C por 2 horas). Ela apresenta uma microestrutura com gréos equiaxiais
caracteristicos de ligas de titdnio do tipo . A presenga dessa fase pode ser confirmada a partir
da anélise de difracdo de raios-X (Figura 25 (b)) com a presenca da fase B indicada pelos
picos em 38 °, 56 °, 70 ° (ZHU et al., 2016)(HO; JU; LIN, 1999)(LAHEURTE et al., 2010) e
pela ficha ICSD 044391.

A presenga da fase f na liga Ti15Zr15Mo também foi verificada em estudos realizados
por Correa et al. (2014) mesmo empregando diferentes condi¢des de processamento. A
presenca da fase B ¢ atribuida a presenca de molibdénio uma vez que a liga Til5Zr apresenta
microestrutura martensitica (anexo).

As ligas do tipo B apresentam propriedades de volume que tornam o seu uso
interessante em aplicacfes biomédicas como por exemplo o baixo modulo de elasticidade.
Dessa forma, o estudo da modificacdo de superficie dessa liga buscando a sua funcionalizacéo

foi avaliado.
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Figura 25 - a) Micrografia da superficie da liga Til5Zr15Mo obtida apos fusdo em forno a
arco voltaico, tratamento térmico de homogeneizacdo (1000 °C), forjamento a quente e
solubilizacéo (900 °C e 2 h); b ) Difratograma da liga Ti15Zr15Mo para as mesmas condi¢ao.
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O processo de oxidacdo anddica foi escolhido e os parametros utilizados foram
baseados em estudos realizados para as ligas binaria Til5Mo (RANGEL; ESCADA; ALVES
CLARO, 2013) e Til5Zr (anexo).

A formacdo de nanotubos de TiO2 na superficie da liga Til5Mo foi possivel
empregando eletrélito composto por glicerol, dgua deionizada (9:1 em volume) e NH4F (2,5
g/L), potencial de 20V e tempo de 24 h. Para a liga Til5Zr a mesma composicdo foi
empregada para o eletrolito, porém em diferentes proporcdes ou seja 1:1 em volume,
potencial de 20 V e variando o tempo de 6, 12 e 24 horas. Para as duas condicOes, a
temperatura de calcinagdo escolhida foi 450 °C durante 1 h.

O aspecto da superficie da liga Til5Zr15Mo apds oxidacdo anddica (topo e secédo
transversal) empregando potencial de 20V, eletrdlito glicerol, agua (1:1 em volume) e NHsF
(2,7 g/L) e tempo de 6 h pode ser observado na Figura 26.

A formagéo dos nanotubos ndo foi verificada na secéo transversal sendo, dessa forma,
verificada a transicdo de uma superficie nanoporosa para nanotubular. O mecanismo de
formacao dos nanotubos de TiO- envolve as seguintes etapas: formagéo da camada de oOxido,
formacgédo e aprofundamento dos poros, incorporacdo de pequenos poros adjacentes numa
grande rede de poros, anterior a formacgdo de matrizes de nanotubos, e formacdo de matrizes
de nanotubos perfeitos (ZHAO et al., 2005). A transicdo nanoporosa-nanotubular foi
verificada por Kulkarni et al. (2015) para o Ti-CP a partir da variacdo dos parametros de
anodizacdo. Em nosso estudo, para potencial de 20 V e tempo de 6 h foram obtidos nanoporos
com diametro de 67,3 nm.

Yasuda (2007) mostrou que a relacdo entre a potencial e o didmetro médio na
formacdo do nanotubos é uma curva linear, sendo que para a liga Ti50Zr quando utilizada
uma solucdo de (NH4)2SO4 e potencial de 20 V, os nanotubos obtidos apresentavam diametro
médio de 100 nm, enquanto que para 80 V, 0s nanotubos apresentaram valores de diametro
médio proximos a 350 nm. O valor da espessura aumentou até o potencial de 60 V,
estabilizando a partir desse potencial em um valor aproximado de 20 pm. Interessante
observar que no caso das ligas binarias para os mesmos parametros as dimensdes do didmetro
e comprimento estardo sempre entre aquelas observadas para os elementos puros.

No nosso estudo, buscando encontrar os parametros que levassem a obtengdo dos

nanotubos de TiO2, optou-se pela manutencdo da tenséo e eletrdlito e aumento do tempo de
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anodizagdo uma vez que um potencial elevado tende a gerar uma dissolu¢do permanente da
camada de 6xido e a formacdo dos nanotubos ndo ocorre para periodos curtos de anodizagédo
(MACAK; SCHMUKI, 2006; LI et al., 2014; REGONINI; CLEMENS, 2015).

Figura 26 - Micrografia da superficie anodizada da liga Til5Zr15Mo (MEV) ap6s oxidagao
anddica a 20 V durante 06 h. Vista de topo e lateral (detalhe

WD |mode HV mag O | curr *7 B o— 7pm —
36mm| SE [2.00kV|100000x|3.1 pA| LCE-DEMa-UFSCar - Ma

Fonte: Producéo do autor

Apesar do emprego de tempo 24 h, potencial 20 V eletrolito glicerol e 4gua deionizada
(1:1 em volume) e fluoreto de aménio (2,7 g/L), ndo foi verificado a formagdo de nanotubos
de TiO2 na superficie da liga Til5Zr15Mo, mas uma estrutura nanoporosa, como pode ser
verificada na Figura 27. Para o tempo de 24 h houve um aumento significativo do didmetro

médio de 80,3 nm
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Figura 27 - Micrografia da superficie anodizada da liga Ti15Zr15Mo (MEV) apos oxidagédo
anddica a 20 V durante 24 h. Vista de topo e lateral (detalhe)
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Fonte: Producdo do autor

Como o aumento do tempo de anodizacdo ndo foi suficiente para obtencdo dos
nanotubos, o potencial de anodizacdo foi alterado de 20 V para 30 V. Os mesmos tempos
empregados para 20 V foram novamente utilizados, ou seja, 6 e 24 h. Para essas condicdes
nanotubos de TiO> foram obtidos com sucesso conforme pode ser verificado nas Figuras 28
@) e (b).

Para o tempo de 6 h, os nanotubos apresentaram um diametro interno médio de
127,3 nm, espessura de parede de 26,6 nm e 755,2 nm de comprimento. A formacdo dos
nanotubos de TiO de forma homogénea e organizada foi observada.
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Figura 28 - Micrografia da superficie anodizada da liga Ti15Zr15Mo (MEV) apos oxidagédo
anodicaa 30 V, (a) 6 h e (b) 24 h. Vista de topo e lateral (detalhe

i )
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Fonte: Produgéo do autor

O grupo de amostras que foram anodizadas por 24 h, apresentaram diametro interno
médio de 130,2 nm, 21,7 nm de parede e altura de 1290,4 nm. Para os tempos de 6 € 24 h a
formacdo dos nanotubos mostrou-se homogénea por toda a superficie das amostras e com
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nanotubos bem definido. Na Tabela 5 € possivel observar o aspecto da superficie da liga
Ti15Zr15Mo para todas as condi¢des avaliadas.

A partir dos resultados obtidos, foi escolhida a condicdo 30V, 24h e eletrdlito
formado por glicerol, 4gua deionizada (1:1 em volume) e NH4F (2,7 g/L). A escolha foi
baseada no valor do diametro médio (130 nm) o qual de acordo com a nossa teoria deveria
possuir um valor que permitisse posteriormente o recobrimento da superficie com o

revestimento polimérico sem o fechamento dos tubos.



Tabela 5 - Comparativo entre os resultados obtidos com o tratamento de superficies nas diferentes condi¢fes de oxidagdo anddica.

20V

127,3 nm
- '552 nm

Diametro:
Comprimen

Diametro: 67,3 nm
Comprimento: 340,0 nm

3

24h

Diametro: 130,2 nm
Comprimento: 355,5 nm Comprimento: 1294,0 nm

Didametro: 80,3 nm

Fonte: Producéo do autor
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A estrutura e a composicdo quimica da superficie para os parametros de
anodizacao escolhidos (30V, 24h, eletrdlito glicerol, agua DI (1:1 em volume) e NH4F
(2,7 g/L)) e calcinagéo a 450 °C foram avaliadas empregando difragcdo de raios-X
(DRX) e espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios-X (XPS)

Na Figura 29 (a) € possivel observar a micrografia da superficie analisada e o
difratograma os picos correspondentes a fase anatase (ICSD 082080) e a fase 3 da liga
Figura 29 (b). A camada de titanio amorfa resultante da oxidacdo anddica pode assumir
a forma cristalina de anatase, rutilo e brookita para diferentes temperaturas e tempos
(CHAVES, 2016; SHIVARAM, 2014; FANG, 2011). Estudos tem reportado que para
aplicacbes biomédicas a presenca da fase anatase facilita o crescimento da

hidroxiapatita, aumentando dessa forma a proliferacédo celular.
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Figura 29 - (a) Microscopia da superficie de nanotubos de TiO2 crescidos sobre a liga
Ti15Zr15Mo, utilizando 30 V, durante 24 h, e calcinado a 450 °C. (b) Difracéo de raios-
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Fonte: Producéo do autor.
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4.1.1 Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios-X

A analise da composicdo quimica foi realizada por XPS para a liga antes e apds o
crescimento de nanotubos de TiO.. O espectro de varredura da superficie da amostra
sem tratamento, revelando a composicdo quimica da superficie da liga é apresentada na
Figura 30. O grafico apresenta os valores em porcentagem atdmica dos elementos
presentes na superficie da camada passiva. Os elementos identificados pelos picos
referente aos elementos oxigénio, carbono, titanio, zirconio e molibdénio. Na Tabela 6
estd disposta a propor¢do atdmica de cada elemento presente em trés camadas
analisadas: superficie, 10 nm de profundidade e 100 nm de profundidade realizados pela

remocdo de camadas utilizando plasma de argonio.

Figura 30 - Espectro de XPS das amostras lixadas.
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Fonte: Producédo do autor.

A analise quantitativa dos elementos presente na superficie revelou que ela
apresenta 17 %eat. de Ti, 0,98 %at. de Zr, 3,17 %at. de Mo e 42,52 %at de O, elementos
que estdo relacionados a composicdo da liga, porém em teores menores do que O
esperado, fato relacionado ao maior teor de carbono na superficie, que esté relacionado
aos grupos organicos atribuidos a contaminacdes da superficie. O etching de 10 nm foi
realizado para remover as possiveis contaminacdes da superficie, revelando a
composicdo da superficie do material, sem contaminagdes, mostrando que a
concentracdo dos elementos presente na superficie € predominantemente composta por

titdnio (38 %at) e oxigénio (26 %at). O titanio, molibdénio e o zirconio aparecem em
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proporcdes diferentes das esperadas dela composicdo resultante da formacdo de dxidos
complexos de ZrTiOa, ZrsTi7024, ZrTi20s (YASUDA; SCHMUKI, 2007) e TiO2-Mo0Os3
(AGARWAL et al., 2010).

Tabela 6 - Composicdo de elementos presente na superficie em trés camadas de
profundidade.

Tem
edepo C 1s (%at) O 1s (%at) Ti 2p (%at) Zr 3p (%at) Mo 3d (%at)
etching
0 36,21 42,52 17,12 0,98 3,17
75 23,05 26,89 38,64 2,90 8,52
750 18,75 18,05 47,84 4,19 11,17

Fonte: Producéo do autor

Os espectros de alta resolucdo dos elementos carbono, oxigénio, titanio,
zirconio, molibdénio e zinco estdo apresentados na Figura 31. Para cada grafico, foi
realizado a sobreposicdo das curvas realizadas na superficie, 10 e 100 nm de etching (de
baixo para cima). Elas mostram o estado de oxidacdo de cada elemento. Os elementos
carbono e oxigénio ficam mais eletropositivo (a energia de ligagdo aumenta) conforme o
a superficie sofre a remocéo por ablacdo enquanto os metais (Ti, Zr e Mo) tendem a
ficar mais eletronegativos.

As atribuicbes dos picos obtido pela anélise de ajuste de picos dos espectros de
alta resolucdo dos elementos C, O, Ti, Zr e Mo estdo apresentados nas Tabela 7 a 8
(respectivamente). Os picos do espectro de alta resolucdo do C 1s (Tabela 7) foram
atribuidos & C-C, C-H (DELPEUX et al., 1998), H-COOH (DAVIES; ROBERTS;
SHUKLA, 1991), CO (FRYBERGER; GRANT; STAIR, 1987) C-OH, C-O-C, C-N e
C-NH2 (WIERTZ; BERTRAND, 1998). A concentracdo de cada grupo varia conforme o
etching € realizado, mostrando que em cada nivel hd uma variacdo na formacdo dos
grupos presente.

Para o espectro de alta resolucdo do oxigénio, os picos foram atribuidos TiO>
(ESTRADE-SZWARCKOPF et al., 1998), hidroxidos (PILLEUX; GRAHMANN;
FUENZALIDA, 1994), TiNO (KUZNETSOV; ZHURAVLEV; GUBANOQV, 1992),
C=0, C-O-C, C-OH e O e/ou H,0 absorvido (GARDNER et al., 1995).
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Figura 31 - Espectro de alta resolucdo do C, O, Ti, Zr, Mo e Zn da amostra sem
tratamento de superficie. A analise feita na superficie € apresentada abaixo (vermelho)
enguanto a mais profunda € apresentada acima (azul).
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Fonte: Producdo do autor

O espectro de alta resolucdo dos metais mostraram presenca dos metais nas
formas: Ti metélico (CALLEN et al., 1995), TiO, (BOULMER-LEBORGNE et al.,
1992) Ti-OH (SODHI et al., 1991), subdxido de Ti (PERRY et al., 1993)
(PARAMASIVAM et al., 2012), TINO (HOFMANN, 1991), Zr, Zr(OH)s ( (BARR,
1978), ZrO, (BENSCH et al., 1995), ZrF, (HOFMANN, 1986), Mo metalico (SEAH,
1993) e M0O, (CHASTAIN; KING; MOULDER, 1992). No titanio, a presenca de TiO>
é maior na superficie, enquanto que ap6s o primeiro etching sua concentracdo cai de
58% para 12%, enquanto o Ti metalico aumenta de 13% para 48%, mostrando que apds
0 primeiro etching foi removido parte das primeiras camadas referente ao Oxido,
chegando mais proximo do substrato. Apds o segundo etching ha um maior destaque
para a presenca de suboxido de titanio e didxido de titanio.
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Tabela 7 - Atribuicdo dos picos do espectro de alta resolucdo do C 1s realizado na
amostra sem tratamento de superficie.

POSICAO | ATRIBUICAO | 0| 75 | 750
282,3 H-COOH 10,23% 8,66% 6,80%
283,4 CO, CsHs 7,90% 7,94% 8,54%
284,7 C-C, C-H 47,26% 56,56% 34,54%
286,7 C-OH, C-O-C, C-N, C-NH; 34,61% 26,85% 50,12%

Fonte: Producéo do autor

Tabela 8 - Atribuicdo dos picos do espectro de alta resolu¢do do O 1s realizado na
amostra sem tratamento de superficie.

POSICAO | ATRIBUICAO | 0| 75 | 750
530,8 TiO2 57,82% 38,15% 23,80%
531,7 Hidréxido 16,67% 20,14% 0,00%
531,8 TiNO 6,33% 13,00% 21,00%
532,5 C=0 11,71% 17,70% 30,92%
534,0 C-O-C, C-OH 7,46% 11,01% 22,62%
535,8 O e/ou H,0 absorvido 0,00% 0,00% 1,65%

Fonte: Producdo do autor

A concentragdo do Zr na forma de metal aumenta de 32 para 82% entre a
superficie e a profundidade de 100 nm, enquanto a concentracdo de ZrO> decai de 55%
para 10 % na mesma condi¢do, mostrando que existe um gradiente na concentragéo de
oxido. A presenca do molibdénio na camada de 6xido mostra que ela é formada por

partes do molibdénio metalico e do didxido de molibdénio.
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Tabela 9 - Atribuicdo dos picos do espectro de alta resolucdo do Ti 2p realizado na
amostra sem tratamento de superficie..

POSICAO | ATRIBUIGAO | 0] 75 | 750
454,5 Ti metal 13,86% 48,49% 35,09%
458,3 TiO, 58,57% 12,62% 18,13%
457,9 Ti-OH 3,23% 2,18% 0,00%
455,9 Ti Suboxido 16,66% 28,93% 40,17%
455,2 TiNO 7,67% 7,79% 6,61%

Fonte: Producéo do autor

Tabela 10 - Atribuicdo dos picos do espectro de alta resolucdo do Zr 2p realizado na
amostra sem tratamento de superficie.

POSIGAO | ATRIBUIGAO | 0 | 75 | 750
180,3 Zr Metal 32,31% 79,09% 82,39%
182,5 Zro; 55,17% 15,61% 10,72%
1835 Zr(OH), 12,52% 5,31% 4,94%
184,7 ZrFy 0,00% 0,00% 1,94%

Fonte: Producdo do autor

Tabela 11- Atribuicdo dos picos do espectro de alta resolu¢do do Mo 3d realizado na
amostra sem tratamento de superficie.

POSICAO | ATRIBUIGAO | 0 | 75 | 750
227,9 Mo metalico 55,06% 75,60% 47,94%
229,7 MoO; 44,94% 24,40% 52,06%

Fonte: Producéo do autor

A composi¢do quimica da superficie das amostras com nanotubos crescidos
foram analisadas pela espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios-X. O espectro
da superficie com os elementos identificados estd na Figura 32. As analises foram
realizadas em trés camadas diferente, obtidos pela remocdo de camadas atdmicas
realizada pelo etching com diferentes tempos (0, 75 e 750 segundos), a composic¢ao da
superficie e estdo na Tabela 12, composicdo relativa dos elementos presente na area

analisada.
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Figura 32 - Espectro de varredura da superficie das amostras com nanotubos de TiO>
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Fonte: Producdo do autor

Tabela 12 - Composicdo dos elementos presente na superficie de nanotubos crescido
sobre a liga Ti15Zr15Mo.

TNT O 1s Cls N 1s Ti2p Zn 2p Zr 3p Mo 3d
0 45,34 26,21 9,80 13,97 0,02 1,28 3,39
75 51,99 4,53 16,49 20,49 0,00 2,16 4,34

750 46,31 3,49 21,43 21,61 0,00 2,42 4,74

Fonte: Produgdo do autor

O espectro de alta resolugdo dos elementos C, O, Ti, Zr, Mo foram analisados
utilizando o software Casa para realizar a decomposicdo da curva e associar 0S picos
referente aos tipos de ligacGes entres elementos. As atribui¢bes dos picos resultante
foram comparados aos bancos de dados contendo estudos realizados por outros autores
que associaram os niveis de energia de ligacao aos tipos de ligacdes atribuidos aos picos

da deconvolugdo conforme nas Tabela 13 a Tabela 17.
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Tabela 13 - Atribuicdo dos picos do espectro de alta resolucdo do C 1s realizado na
amostra recobertas com a superficie de nanotubos de TiO2.

POSICAO | ATRIBUICAO | 0| 75 | 750
282,6 Carbeto 0,00% 0,79% 0,98%
286,6 COH, COC, CN, CNH?2 24,59% 14,12% 2,86%
285,0 C-C,C-H,C-O 75,41% 85,09% 96,16%

Fonte: Producéo do autor

Tabela 14- Atribuicdo dos picos do espectro de alta resolucdo do O 1s realizado na
amostra recobertas com a superficie de nanotubos de TiO2.

POSIGAO | ATRIBUIGAO | 0| 75 | 750
531,3 Hidréxido 0,00% 0,00% 3,70%
530,6 TiO2 91,94% 87,18% 78,72%
532,7 c=0 1,98% 3,24% 4,85%
533,7 C-O-C, C-OH 0,00% 0,00% 0,62%
531,8 TiNO 6,08% 9,58% 12,12%

Fonte: Producdo do autor

Tabela 15 - Atribuicdo dos picos do espectro de alta resolugdo do Ti 2p realizado na
amostra recobertas com a superficie de nanotubos de TiO2.

POSICAO | ATRIBUIGAO | 0] 75 | 750
459,0 TiO2 100,00% 87,63% 60,47%
457,9 Ti-OH 0,00% 0,00% 5,68%
456,0 Ti Suboxido 0,00% 12,37% 28,03%
455,1 TiNO 0,00% 0,00% 5,82%

Fonte: Producéo do autor

Tabela 16 - Atribuicdo dos picos do espectro de alta resolucdo do Zr 2p realizado na
amostra recobertas com a superficie de nanotubos de TiO2.

POSIGAO | ATRIBUIGAO | 0 | 75 | 750
181,1 zr 0,00% 0,00% 20,53%
183,4 Zr(OH)4 0,00% 9,16% 0,00%
182,9 2r02 100,00% 90,84% 79,47%

Fonte: Producdo do autor

Tabela 17 - Atribuicdo dos picos do espectro de alta resolucdo do Mo 3d realizado na
amostra recobertas com a superficie de nanotubos de TiO2.

POSICAO | ATRIBUIGAO | 0 | 75 | 750
228,5 Mo 0,00% 27,98% 16,97%
230,4 MoO?2 32,50% 52,85% 72,95%
232,7 MoO3 67,50% 19,17% 10,07%

Fonte: Producdo do autor

4.2 FUNCIONALIZACAO DA SUPERFICIE

A superficie da liga Ti15Zr15Mo foi funcionalizada empregando a técnica layer-
by-layer (LBL) utilizando bicamadas de &cido hialurdnico e quitosana empregadas
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como revestimento bactericida. A técnica foi preconizada por (HERNANDEZ-
MONTELONGO et al., 2016a) e (MARTINS et al., 2015) para a producdo de filmes
poliméricos. O objetivo foi empregar essa técnica na superficie contendo os nanotubos
de TiO> para a obtencdo de revestimentos bactericidas.

A superficie da liga apds o recobrimento com polimero contendo particulas de
ZnO pode ser observada na Figura 33. Nesse caso, as particulas de ZnO tenderam a se
aglomerar na superficie, comprovada pela analise por espectroscopia por dispersao de
raios-X (EDS). Foi tracada uma reta sobre a particula, aonde foram analisadas a
presenca dos elementos: oxigénio (vermelho), zinco (verde), zircénio (azul), titdnio
(azul claro) e molibdénio (violeta). O resultado mostrou que a particula apresentou 0s
elementos: oxigénio e zinco, comprovando ser uma das particulas de 6xido de zinco e

ndo uma particula de polimero.

Figura 33 - Mev dos nanotubos de TiO2 crescido na superficie da liga Til5Zr15Mo
recobertos com 2 bicamadas de [HA/CHI/ZnO]. A) imagem da particula, B) analise da
composicdo quimica por EDS da particula, identificando a intensidade de cada elemento
presente na superficie dos nanotubos.

: w;n}'i'[‘\lﬂ' Malibdéanio

Fonte: brodugéo do autor

As amostras que foram recobertas utilizando quatro ou oito bicamadas néo
apresentaram 0s nanotubos evidentes e um ndmero grande de particulas geradas pela

polimerizag&o como pode ser observado na Figura 34 (oito biacamadas).



75

Figura 34 - Mev dos nanotubos de TiO2 crescido na superficie da liga Til5Zr15Mo
recobertos com 8 bicamadas de [HA/CHI/ZnO]. A camada apresenta um ndmero grande
de particulas poliméricas na superficie

)

~vacMode |
High vacuum L CE-DEMa.-UFSCar-Inspect S

mag O |
X

4.2.1 Angulo de contato

As amostras com nanotubos apresentam uma superficie superhidrofilica, e a
funcionalizacdo da superficie altera as propriedades de superficie, alterando a
molhabilidade. Podemos ver na Tabela 18 a variacdo do angulo de contato em funcéo
do nimero de bicamadas empregados no recobrimento dos nanotubos. Conforme o

numero de bicamadas aumenta, o angulo de contato aumenta.

Tabela 18 - angulo de contato e do nimero de bicamadas das amostras com e sem
nanoparticulas.

NUmero de o o o
bicamadas 2(°) 4() 8()

SemZnO 12,75 36,71 22,46
Com ZnO 10,3 46,73 28,52

Fonte: Producdo do autor

O processo de oxidacdo anddica criou uma superficie nanoestruturada, que é
propicia para o desenvolvimento de algumas células como visto em resultados de
trabalhos como de Capellato et al. (2012) que criou uma superficie de nanotubos e
observou que a proliferacdo de fibroblastos foi maior na superficie nanoestruturada do

que na superficie lixada. A deposi¢do do filme polimérico sobre a superficie de
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nanotubos ndo deve recobrir totalmente ao ponto de fechar os nanotubos, tornando a
superficie plana.

Em vista dos resultados obtidos pela microscopia eletronica de varredura e pelo
angulo de contato e energia de superficie, foi escolhido a condi¢do com duas bicamadas,
por apresentar o recobrimento parcial dos nanotubos (ndo fechamento dos nanotubos),

incorporado as particulas e por apresentar um resultado de baixa molhabilidade.

43 ESTUDO DA INFLUENCIA DA CONCENTRACAO NA INCORPORACAO
DE NANOPARTICULAS

A partir da escolha do numero de bicamadas ideal para a formacdo do
revestimento polimérico, um outro fator avaliado foi a concentracdo de ZnO que levaria
aos melhores resultados com relacdo a atividade bactericida do filme, foram estudados
valores diferentes para as concentragdes da solugdo de incorporacdo das nanoparticulas
(1, 3e 5 mM).

A superficie da amostra da liga sem nanotubos funcionalizada utilizando
concentracdo de 1 mM ¢é apresentado no detalhe da Figura 35, nela pode-se observar a
superficie da liga lixada, e particulas do polimero que formaram gl6bulos que ficaram

aderidas ao filme polimérico.
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Figura 35 - Espectro Survey da liga lixada funcionalizada com 2 bicamadas e solucdo de
ZnO 1mM e detalhe da superficie analisada.
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Fonte: Producdo do autor

A composicdo quimica da superficie da amostra lixada e recoberta com o
polimero foi analisada por XPS. Os elementos presentes na superficie da amostra foram
resumidos na Tabela 19, podemos ver a concentra¢do atdmica dos elementos presentes
em funcdo das camadas analisadas. A concentracdo do carbono decai em funcdo do
tempo de etching, o oxigénio tem uma redugdo no seu valor e enquanto os metais
tendem a aumentar a concentragdo em fungéo do tempo de etching.

A partir da Tabela 20 até a 24, estdo apresentadas as atribuicdes aos picos
resultante da deconvolucdo do espectro de alta resolugdo dos elementos carbono,
oxigénio, titanio, zirconio e molibdénio.

Podemos ver na Tabela 20 os resultados das deconvolucdo das curvas de alta
resolucdo do carbono presente na superficie da amostra que sdo atribuidos aos grupos
C-N e ao C-H na superficie da amostra. Apds o primeiro etching, ha uma presenca
maior do carbono na forma C=0 e C=N, enquanto que depois do segundo etching ha
predominancia dos grupos C=0 e O-C-C. O oxigénio apresenta sinal para o0xido de
titdnio, enquanto ap6s o etching os grupos organicos (C-O-C e C-OH) estdo mais

evidentes.
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Os metais Ti, Zr e Mo estdo apresentados nas Tabela 22, 23 e 24
(respectivamente) o Zn ndo apresentou quantidade minima necessaria para ser
analisada. O titanio apresento o pico atribuidos ao TiO2> como o principal estado do
titdnio nas trés camadas analisadas (superficie, 75 e 750 s de etching), mostrando que o
tithnio esta predominantemente na forma de dioxido de titdanio. O Zr teve picos
atribuidos ao dioxido de zirconio e ao zircénio metalico em maior quantidade em sua
superficie e para o oxifluoreto de zirconio apds o etching e ao hidroxido de zirconio
ap6s o segundo etching. O Mo apresentou formacdo de dioxido de molibdénio e

trioxido de molibdénio na sua superficie e apds os ethcing s6 apresentou 0 MoOs.

Tabela 19 - Tabela com a concentracdo de elementos presente na superficie recoberta
com biopolimero e ZnO e em diferentes profundidades de analise.

Tempodeetching | Ci1s | O1s | Nis | Tizp | zr3p [ Mo3d
0 32,56% 44,69% 5,60% 13,77% 1,32% 2,06%

75 10,50% 43,71% 4,33% 28,42% 3,15% 9,88%

750 7,56% 26,65% 1,57% 40,35% 4,80% 19,06%

Fonte: Producéo do autor
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Tabela 20 - Atribuicdo dos picos do espectro de alta resolucdo do C 1s realizado na
amostra sem tratamento de superficie.

POSICAO | ATRIBUICAO | 0| 75 | 750
2773 CH, 0,00% 0,00% 33,28%
282,7 Carbeto 6,78% 0,00% 0,00%
284,7 C-C, C-H 0,00% 0,00% 23,74%
284,8 C-H 37,53% 0,00% 0,00%
284,8 c-0 8,74% 0,00% 0,00%
285,7 C-N 40,50% 35,15% 0,02%
287,1 C=N 5,93% 0,00% 0,00%
287,6 -C=0- ou -0-C-O- 0,00% 0,00% 42,93%
288,3 C=0, C=N 0,00% 64,85% 0,00%
288,5 COOH 0,53% 0,00% 0,03%

Fonte: Producéo do autor

Tabela 21- Atribuicdo dos picos do espectro de alta resolugcdo do O 1s realizado na
amostra com recobrimento utilizando 2 bicamadas e solu¢do de ZnO com 1mM de

concentragéo.

POSIGAO | ATRIBUIGAO | 0| 75 | 750
530,63 TiO2 33,29% 0,00% 0,00%
529,19 TiO2/Z2r02/Mo03 6,11% 0,00% 0,00%
532,59 C=0 12,83% 0,00% 18,78%
534,03 C-0-C, C-OH 4,67% 71,71% 71,23%
531,85 TiNO 19,29% 0,00% 0,00%
535,40 O e/ou H20 absorvidas 0,00% 19,22% 5,60%
531,38 -OH 23,82% 0,00% 0,00%
536,56 TiO2 particulas de fumo 0,00% 9,07% 4,38%

Fonte: Producdo do autor
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Tabela 22- Atribuicdo dos picos do espectro de alta resolucdo do O 1s realizado na
amostra com recobrimento utilizando 2 bicamadas e solu¢do de ZnO com 1mM de

concentracéo.
POSICAO | ATRIBUIGAO | 0] 75 | 750
455,1 Ti metal 6,03% 0,00% 0,00%
4585 TiO, 84,18% 100,00% 82,35%
456,3 Ti Sub 6xido 9,79% 0,00% 17,65%

Fonte: Producéo do autor

Tabela 23- Atribuicdo dos picos do espectro de alta resolucdo do Zr 2p realizado na
amostra com recobrimento utilizando 2 bicamadas e solu¢do de ZnO com 1mM de
concentragéo.

POSIGAO | ATRIBUIGAO | 0 | 75 | 750
1837 Zr(OH), 21,41% 0,00% 66,67%
182,8 Zro; 39,50% 0,00% 0,00%
181,5 Zr Metal 39,09% 0,00% 0,00%
184,9 ZroF 0,00% 100,00% 33,33%

Fonte: Producdo do autor

Tabela 24- Atribuicdo dos picos do espectro de alta resolucdo do Mo 3d realizado na
amostra com recobrimento utilizando 2 bicamadas e solu¢cdo de ZnO com 1mM de
concentragéo.

POSICAO | ATRIBUIGAO | 0 | 75 | 750
230,7 MoO 57,04% 0,00% 0,00%
233,9 MoOs 40,02% 100,00% 100,00%
228,0 Mo metalico 2,94% 0,00% 0,00%

Fonte: Produgéo do autor

Podemos ver no detalhe da Figura 36 a superficie da amostra anodizada e
recoberta pelas camadas poliméricas. Na imagem sé é possivel identificar a estrutura
formada pelos nanotubos e na Figura 36 podemos ver o espectro de varredura da
superficie da amostra que passou pela incorporacdo de particulas em solucdo de 1 mM
de ZnO, mostrando a energia de ligacdo referente aos elementos quimicos presente na
superficie das amostras e a Tabela 25 contendo a concentracdo atémica relativa dos
elemento na presente na superficie. O Carbono se apresenta como 0 mais abundante na
superficie analisada, devido ao filme polimérico, enquanto o oxigénio mostra um
aumento na concentracdo devido a remocdo de boa parte do carbono apds o primeiro
etching e por constituir a camada de 6xido dos nanotubos. Os elementos metalicos
tendem a aumentar a concentracdo em funcdo do nimero de etching por remover 0s
elementos mais leves da superficie e conforme foi feita a remocéao, a camada de anélise

se aproxima do substrato, aonde estdo concentrados esses elementos.



81

Figura 36 - Espectro da liga com superficie de nanotubos recobertos com duas
bicamadas e solucdo de 1 mM de ZnO com o detalhe da superficie dos nanotubos de
TiO2.
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Tabela 25 - Concentragdo de elementos presente na superficie com nanotubos e
recoberta com biopolimero e ZnO em diferentes profundidades de analise.

Etching] O1s | Ci1s | Nis | Ti2p | zn2p | zr3p | Mo3d
0 3830 4751 7,40 5,40 0,01 0,53 0,86
75 50,88 9,25 1465 19,85 0,01 2,06 3,32

750 47,94 2,50 2030 2250 0,02 243 431

Fonte: Producdo do autor

A deconvolugéo dos espectros de alta resolucdo dos elementos C, O, Ti, Zr e Mo
estdo nas Tabela 26, 27, 28, 29 e 30, respectivamente. O Zn ndo foi detectado na
superficie deste grupo de amostra.

O espectro de alta resolucdo do carbono apresentou formacdo principalmente
dos grupos organicos (C-O, C-H, C-N) como principal grupo nos trés niveis de analise.
Para o oxigénio, a maior formacéo foi de anion de O e na forma de TiO2 nas camadas
superficiais, enquanto que nas camadas mais internas, maior teor do oxigénio foram
atribuidos ao anion O enquanto o TiOz, ZrO; e 0 MoOs apresentaram teores baixo se

comparado com o anion.



82

O espectro de alta resolucao do Ti apresentou a formacéo de TiO2 na superficie e
conforme o foi removido material pelo etching, revelou a formacéo de subdxidos de Ti,
aumentando gradualmente conforme aprofunda na analise. O Zr apresentou maior teor,
na superficie, na forma metalica seguido pela forma de éxido, dado que se inverte ao se
aprofundar, sendo maior o teor de ZrO». A estrutura do Mo mostrou que na superficie

ele esta na forma de MoO2 e ap0s o0s etching ele esta parcialmente na forma metalica.

Tabela 26 - Atribuicdo dos picos do espectro de alta resolucdo do C 1s realizado na
amostra com superficie de nanotubos e com recobrimento utilizando 2 bicamadas e
solucédo de ZnO com 1mM de concentragao.

POSICAO | ATRIBUICAO | o | | 10
2833 Carbeto 9,7% 1,5% 5,8%
284,8 C-H 41,2% 38,3% 82,4%
285,7 C-N 0,0% 20,4% 0,0%
2859 C-0,C-N 41,7% 37,1% 0,0%
287,6 -C=0- ou -O-C-O- 74% 0,0% 7.3%
288,2 C=0,C=N 0,0% 2.7% 45%

Fonte: Produgéo do autor

Tabela 27 - Atribuicdo dos picos do espectro de alta resolugdo do O 1s realizado na
amostra com superficie de nanotubos e com recobrimento utilizando 2 bicamadas e
solucéo de ZnO com 1mM de concentracéo.

POSICAO | ATRIBUICAO | o | m | 10
527,1 o 39,4% 85,3% 81,2%
528,8 TiOy 31,8% 12,1% 17.2%
529,5 TiO/ZrO2/Mo0O3 27,3% 2,6% 1,6%
531,2 -OH 16% 0,0% 0,0%

Fonte: Produgéo do autor

Tabela 28 - Atribuicdo dos picos do espectro de alta resolugdo do Ti 2p realizado na
amostra com superficie de nanotubos e com recobrimento utilizando 2 bicamadas e
solucdo de ZnO com 1mM de concentracdo.

Posicéo \ Atribuicéo \ 0 \ 75 \ 750
458,3 TiO2 100,0% 80,2% 76,4%
455,8 Ti Suboxidos 0,0% 19,8% 23,6%

Fonte: Producdo do autor

Tabela 29- Atribuicdo dos picos do espectro de alta resolucdo do Zr 2p realizado na
amostra com superficie de nanotubos e com recobrimento utilizando 2 bicamadas e
solucdo de ZnO com 1mM de concentracao.

POSICAO | ATRIBUICAO | 0 | 75 | 750
1837 Zr 66,7% 0,0% 7.8%
182,8 Zr0, 33,3% 100,0% 92,2%

Fonte: Producéo do autor
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Tabela 30- Atribuicdo dos picos do espectro de alta resolucdo do Mo 3d realizado na
amostra com superficie de nanotubos e com recobrimento utilizando 2 bicamadas e
solucdo de ZnO com 1mM de concentracéo.

POSICAO | ATRIBUICAO | 0 | 75 | 750
2285 Mo 0,00% 0,00% 53,25%
229,7 MoO2 90,19% 100,00% 46,75%
2325 MoO3 9,81% 0,00% 0,00%

Fonte: Producéo do autor

Na analise das amostras que foram funcionalizadas utilizando a solucdo de
3 mM de ZnO, podemos ver na Figura 37, no detalhe, a superficie da amostra lixada e
recoberta com as bicamadas do biopolimero. Mostrando a superficie da liga lixada com
0s riscos do lixamento e particulas resultante do processo de polimerizagdo. N&o foi
possivel identificar particulas de ZnO. Na Figura 37, pode-se ver o espectro de
varredura da liga apds recobrimento com o polimero, estdo identificados os elementos
presentes na superficie do material tratado e a concentracdo atdmica dos elementos
encontrados, que também foram apresentados na Tabela 31, que apresenta a
concentracdo dos elementos na superficie, analisadas em trés camadas diferente. O
carbono esta associado a presenca do polimero e a contaminagdes que ocorrem na
superficie da amostra e conforme é realizado o etching, a sua concentracdo diminui. O
oxigénio esta presente nos grupos poliméricos, na estrutura de Oxido e pode ser
encontrado na forma gasosa. Os metais, como o Ti, Zr e Mo apresentam uma

concentracdo baixa e conforme é realizado o etching das amostras esse teor aumenta.
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Figura 37 - Espectro do XPS da amostra lixada, funcionalizada com duas bicamadas e
em solucdo de 3 mM de ZnO.
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Tabela 31 - Tabela com a concentracdo de elementos presente na superficie com
nanotubos e recoberta com biopolimero e ZnO 3nM em profundidades de analise.

Tempodeetching | C1s | O1s | Nis | Ti2p | Zr3p | Mo3d
0 26,71% 50,38% 5,23% 14,98% 1,22% 1,48%

75 6,46% 45,56% 8,38% 29,42% 2,71% 7,42%

750 5,19% 27,38% 10,42% 38,37% 3,98% 14,66%

Fonte: Producdo do autor

As atribuicbes referentes aos picos gerados a partir da deconvolugdo dos
espectros de alta resolucdo estdo listados nas Tabelas de 32 até 36, referente aos
elementos C, O, Ti, Zr e Mo.

O espectro de alta resolucdo mostrou que o C estd nas formas de carbono
alifaticos, na superficie, e nas camadas apés o etching ele sdo atribuidos ao -C=0-, -O-
C-0-, C-N e COOH. O oxigénio foi atribuido principalmente ao TiO2, na superficie, e
nas camadas apos o etching foi atribuido aos grupos organicos.

As curvas da deconvolucdo do Ti foram atribuidas, principalmente, ao TiO2 nas
trés profundidades medidas. Para o Zr apresentaram um comportamento semelhante,

sendo atribuida ao ZrO, a maior porcentagem do Zr encontrado na superficie. No caso
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do Mo, a maior concentracdo foi atribuida ao MoOsz, somente na superficie 0 MoO-

aparece em maior proporgao.

Tabela 32 - Atribuicdo dos picos do espectro de alta resolucdo do C 1s realizado na
amostra com recobrimento utilizando 2 bicamadas e solu¢do de ZnO com 3mM de
concentracéo.

Posicdo \ Atribuicéo \ 0 \ 75 \ 750
2829 Carbeto 7,1% 0,0% 0,0%
284,6 C-C,C-H 42,5% 12,1% 10,9%
2855 C-N 15,6% 13,7% 27,0%
2857 C-O 29,4% 11,6% 9,3%
287,6 -C=0- ou -O-C-O- 5,4% 34,7% 25,2%
288,5 COOH 0,0% 27,9% 27,6%

Fonte: Produgdo do autor

Tabela 33 - Atribuicdo dos picos do espectro de alta resolugdo do O 1s realizado na
amostra com recobrimento utilizando 2 bicamadas e solugdo de ZnO com 3mM de
concentragéo.

Posicéo \ Atribuicéo \ 0 \ 75 \ 750

529,41 TiO2/Zr02/Mo0Os 4,0% 0,0% 0,0%
530,34 TiO 40,0% 0,0% 0,0%
531,49 -OH 16,9% 0,0% 0,0%
531,79 TiNO 8,5% 0,0% 0,0%
532,58 C=0 25,1% 8,1% 10,0%
533,94 C-0-C, C-OH 5,6% 68,3% 63,5%
535,23 O ou H20 absorvido 0,0% 16,1% 17,8%
536,55 TiO2 particulas de fumo 0,0% 7,5% 8,6%

Fonte: Producéo do autor

Tabela 34- Atribuicdo dos picos do espectro de alta resolucdo do Ti 2p realizado na
amostra com recobrimento utilizando 2 bicamadas e solugdo de ZnO com 3mM de

concentragao.

POSICAO | ATRIBUIGAO | 0] 75 | 750
458,471 TiO; 86,7% 85,1% 73,7%
457,89 Ti-OH 0,0% 0,0% 26,3%
456,254 Ti Suboxido 13,3% 14,9% 0,0%

Fonte: Producdo do autor

Tabela 35 - Atribuicdo dos picos do espectro de alta resolucdo do Zr 2p realizado na
amostra com recobrimento utilizando 2 bicamadas e solugdo de ZnO com 3mM de

concentracéo.
POSICAO | ATRIBUIGAO | 0 | 75 | 750
183,6 Zr(OH) 16,8% 5,5% 33,3%
183,3 Zro; 49,9% 86,2% 66,7%
181,4 Zr metal 33,3% 8,3% 0,0%

Fonte: Producéo do autor
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Tabela 36 - Atribuicdo dos picos do espectro de alta resolucdo do Mo 3d realizado na
amostra com recobrimento utilizando 2 bicamadas e solugdo de ZnO com 3mM de
concentracéo.

POSICAO | ATRIBUIGAO | 0 | 75 | 750
231,3 MoO; 53,19% 0,00% 0,00%
234,1 MoOs 40,05% 100,00% 100,00%
228,3 Mo metal 6,76% 0,00% 0,00%

Fonte: Producéo do autor

Para a amostra com a superficie com nanotubos e recoberta com o polimero e
utilizando a solucdo de 3 mM para incorporacgédo das particulas de ZnO, a micrografia da
superficie da amostra estd exposta no detalhe da Figura 38, aonde podemos ver a
formacdo dos nanotubos e algumas regiGes aonde formaram particulas de polimeros
depositadas sobre a superficie e na Figura 38 podemos ver o espectro de varredura da
amostra com nanotubos e 0s pico referente aos elementos presente na analise. A Tabela
34 contém os teores de cada elemento presente nas regides analisadas com diferentes
tempos de etching. Percebe-se que o C tende a diminuir conforme o etching é feito, os
metais (com excecdo do Zn) tendem a aumentar devido ao decréscimo do C que era um
contaminante em maior nimero na superficie. O oxigénio tende a aumentar devido a

camada de 6xido referente ao nanotubos.
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Figura 38 - Espectro do XPS da amostra com nanotubos funcionalizadas com duas
bicamadas e solucdo de 3 mM de ZnO.
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Tabela 37 - Concentracdo de elementos presente na superficie recoberta com
biopolimero e ZnO 3 mM em profundidades de analise.

| o1s | ci1s | Nis | Tizp | zr3p | Mo3d | Zn2p

0 358 51,44 742 4,14 0,44 0,74 0,02

75 4915 1155 14,88 19,03 2,01 338 0,00
750 47,92 1,99 20,79 22,36 245 4,49 0,00

Fonte: Produgéo do autor

Os espectros de alta resolucdo foram expostos nas Tabelas de 38 até a 42
mostrando as atribuicGes aos picos resultante da deconcolucdo dos espectros de alta
resolucdo dos elementos: C, O, Ti, Zr e Mo para analises realizadas com trés tempos de
etching (0, 75 e 750 s). Os valores estdo em % da contracdo de atribuicdo para cada
camada analisada.

As atribuicdes do C (Tabela 38), podemos ver que maior concentracdo para a
superficie foi atribuida ao C-H, enquanto que para camada apds o primeiro etching foi
atribuida a ligacdo C-N, na camada mais profunda, a maior concentracédo foi atribuida a
ligacdo C-H. O oxigénio apresentou picos distribuidos entre os 6xidos metalicos (TiO2,
ZrO2 e MoO3) e com o anion O, apds o etching a propor¢cdo do anion aumenta

significativamente.
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Para os metais, o Ti apresentou predominantemente a formacdo de TiO2 em
todas camadas analisadas. A presenca da formacéo de suboxidos foi constatada a partir
do etching de 75 s e sua proporgao cresceu apés o segundo etching de 750 s. No caso do
Zr, foi detectado formacdo de Zr metalico e de seu 6xido. Na superficie predomina a
formacdo do Zr metalico enquanto que nas camadas apds o etching o ZrO; se mostra
predominante. Ja o0 Mo apresentou maior formacdo do MoO; por todas as camadas

analisadas.

Tabela 38 - Atribuicdo dos picos do espectro de alta resolucdo do C 1s realizado na
amostra com superficie de nanotubos e com recobrimento utilizando 2 bicamadas e
solucdo de ZnO com 3mM de concentracdo.

POSICAO | ATRIBUICAO | o | 1 | 7m0
2828 Carbeto 0,0% 0,0% 12,0%
2846 C-H 48,3% 0,0% 54,206
2853 Cc-0 18,9% 38,2% 9,7%
285,7 CN 0,0% 57,1% 14,4%
286,4 C-0,C-N 27,3% 0,0% 5,7%
2878 -C=0 55% 0,0% 0,0%
288,7 COOH 0,0% 18% 2,0%
289,1 0-C=0 0,0% 2.9% 2,1%

Fonte: Produgéo do autor

Tabela 39 - Atribuicdo dos picos do espectro de alta resolucdo do O 1s realizado na
amostra com superficie de nanotubos e com recobrimento utilizando 2 bicamadas e
solucdo de ZnO com 3mM de concentracdo.

POSICAO | ATRIBUICAO | 0 | s | 70
527,1 O- 32,8% 73.4% 83,0%
528,8 TIO2 37,9% 23,0% 14,4%
529,4 Ti02/Zr0,/MoOs 26,4% 3,6% 2,6%
531,1 -OH 2,8% 0,0% 0,0%

Fonte: Producéo do autor

Tabela 40 - Atribuicdo dos picos do espectro de alta resolugdo do Ti 2p realizado na
amostra com superficie de nanotubos e com recobrimento utilizando 2 bicamadas e
solucdo de ZnO com 3mM de concentracao.

POSICAO | ATRIBUICAO | 0 | 75 | 750
455,8 Ti Suboxido 0,0% 12,0% 24,7%
4579 Ti-OH 0,0% 0,0% 13,6%
4586 TiO, 100,0% 88,0% 61,8%

Fonte: Produgdo do autor

Tabela 41- Atribuicdo dos picos do espectro de alta resolucdo do Zr 2p realizado na
amostra com superficie de nanotubos e com recobrimento utilizando 2 bicamadas e
solucdo de ZnO com 3mM de concentracdo.

POSICAO | ATRIBUICAO | 0 | 75 | 750
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181,0 Zr 66,7% 0,0% 12,9%
182,8 210, 33,3% 100,0% 87,2%

Fonte: Producdo do autor

Tabela 42- Atribuicdo dos picos do espectro de alta resolucdo do Mo 3d realizado na
amostra com superficie de nanotubos e com recobrimento utilizando 2 bicamadas e
solucéo de ZnO com 3mM de concentracéo.

POSICAO | ATRIBUICAO | 0 | 75 | 750
2285 Mo 0,00% 0,00% 16,44%
2297 MoO, 86,37% 100,00% 83,56%
2323 MoOs 13,63% 0,00% 0,00%

Fonte: Produgdo do autor

No grupo das amostras funcionalizadas com a solugcédo de 5 mM ZnO, foram
estudadas amostras da liga Til5Zr15Mo sem tratamento de superficie e com formagéo
de nanotubos, nos dois casos as amostras foram recobertas com duas bicamadas de
acido hialurdnico, quitosana e incorporadas particulas de ZnO utilizando uma solucéo
de ZnO com concentracdo de 5 mM.

Podemos ver na Figura 39 o espectro de varredura da composi¢cdo quimica da
superficie da liga com os picos identificados com os respectivos elementos que estdo na
superficie do material e na Tabela 43 observamos os elementos presente na superficie e
a sua concentragdo em fungdo da camada analisada. No detalhe da Figura 39 podemos
ver a superficie lixada da amostra recoberta pelas camadas do biopolimero. Pode-se
notar a presenca de algumas particulas resultante da polimerizacdo e que ficaram
aderidas na superficie.

O C tem um decaimento conforme é feito o etching e o O e os metais (Ti, Zr,
Mo e Zn) tem sua propor¢do aumentada conforme foram analisadas camadas mais
profundas devido a diminuicdo do ndmero de carbono, atribuido em muitos casos a
contaminacdo, mas neste caso ha uma parcela referente ao polimero. O oxigénio esta
associado aos grupos organicos e a formacdo dos 6xidos metélicos. Os metais estdo
associados ao substrato e ao 6xido na superficie das amostras. O Zn apresenta um valor

muito baixo e esta relacionado com o material que esta sendo incorporado.
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Figura 39 - Espectro de XPS da liga lixada funcionalizada com duas bicamadas e
solugéo de 5 mM de ZnO.
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Fonte: Produgéo do autor

Tabela 43 - Concentracdo de elementos presente na superficie recoberta com
biopolimero e ZnO 5 mM em profundidades de analise.

| O01s | Ci1s | Nis | Ti2p | zn2p | Zr3p | Mo3d
0 3310 32,24 15,31 14,62 098 1,22 2,54
75 37193 12,01 20,31 23,28 093 1,68 385
750 2593 11,24 27 44 26,20 0,88 2,58 5,72

Fonte: Produgéo do autor

As curvas obtidas da deconvolucdo dos espectros de alta resolucdo dos
elementos C, O, Ti, Zr, Mo e Zn estdo expostos nas Tabelas 44, 45, 46, 47, 48 e 49
(respectivamente), mostrando a concentracdo relativa de cada atribuicdo a camada
correspondente.

O teor do carbono encontrado nas camadas foi atribuido principalmente ao
carbono ligado ao hidrogénio, oxigénio, nitrogénio e com o proprio carbono. O oxigénio
foi atribuido em sua maioria a forma de 6xido metalico (TiO2, ZrO. e MoO3).

As curvas referentes ao titanio foram atribuidas principalmente ao didxido de
titdnio e na camada intermediarias e profundas, foram atribuidos ao subdxidos de titanio
e ao titdnio metalico. Para o Zr, os picos foram atribuidos ao Zr metalico e ao ZrO;. Os

picos do Mo foram atribuidos para 0 Mo metalico e para 0 MoO>, este presente com
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maior proporcdo nas camadas superficiais e 0 Mo metalico nas camadas com 0 maior

tempo de etching. O Zr foi encontrado predominantemente na forma de 6xido.

Tabela 44 - Atribuicdo dos picos do espectro de alta resolucdo do C 1s realizado na
amostra com superficie de nanotubos e com recobrimento utilizando 2 bicamadas e
solucéo de ZnO com 5mM de concentracao.

POSICAO | ATRIBUICAO | o | 1 | 10
2824 Carboneto 00% 00% 17,0%
2848 C-C,CH 37,5% 56,9% 50,7%
286,3 C-0,C-N 53,7% 34,5% 335%
286,9 C=N 00% 4,4% 0,0%
288,2 C=0,C=N 89% 00% 00%
2884 COOH 00% 4.3% 0,0%

Fonte: Produgéo do autor

Tabela 45 - Atribuicdo dos picos do espectro de alta resolugdo do O 1s realizado na
amostra com superficie de nanotubos e com recobrimento utilizando 2 bicamadas e
solucdo de ZnO com 5mM de concentracdo.

POSICAO | ATRIBUICAO | o | 1 | 7m0
5288 TiO, 64,8% 51,5% 73.2%
5206 TiO2/Zr02/MoOs 6,8% 14,0% 9.9%
5318 TiNO 25% 0,0% 0,0%
527,3 o 25,9% 34,5% 17,0%

Fonte: Producéo do autor

Tabela 46 - Atribuicdo dos picos do espectro de alta resolugdo do Ti 2p realizado na
amostra com superficie de nanotubos e com recobrimento utilizando 2 bicamadas e
solucdo de ZnO com 5mM de concentracao.

POSICAO | ATRIBUICAO | 0 | 75 | 70
4544 Ti metal 0,0% 0,0% 30,2%
4585 TiO, 90,6% 60,3% 36,0%
4580 Ti-OH 0,0% 3,6% 0,0%
45538 Ti Sub6xido 9,4% 36,1% 26,5%
4552 TiNO 0,0% 0,0% 7.3%

Fonte: Produgéo do autor

Tabela 47- Atribuicdo dos picos do espectro de alta resolucdo do Zr 2p realizado na
amostra com superficie de nanotubos e com recobrimento utilizando 2 bicamadas e
solucdo de ZnO com 5mM de concentracéo.

POSICAO | ATRIBUICAO | 0 | 75 | 750
1804 zr 83,8% 74% 100,0%
1828 Zr0; 16,2% 69,3% 0,0%
1834 Zr(OH), 0,0% 23,3% 0,0%

Fonte: Producdo do autor
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Tabela 48 - Atribuicdo dos picos do espectro de alta resolucdo do Mo 3d realizado na
amostra com superficie de nanotubos e com recobrimento utilizando 2 bicamadas e
solucdo de ZnO com 5mM de concentracao.

POSICAO | ATRIBUICAO | 0 | 75 | 750
2279 Mo 23,01% 35,320 93,04%
2204 MoO; 76,99% 64,68% 6,.96%

Fonte: Producéo do autor

Tabela 49- Atribuicdo dos picos do espectro de alta resolucdo do Zn 3d realizado na
amostra com superficie de nanotubos e com recobrimento utilizando 2 bicamadas e
solucdo de ZnO com 5mM de concentracdo.

POSICAO | ATRIBUICAO | 0 | 75 | 750
10206 Zn 0,00% 234% 0,00%
10225 Zno 100,00% 97,66% 100,00%

Fonte: Producdo do autor

Na Figura 40 podemos ver o espectro de varredura com os picos referente aos
elementos presente na superficie e da amostra e na Tabela 50 a concentracéo relativa de
cada elemento presente na superficie e em camadas apds o etching de 75 e 750

segundos.

Figura 40 - Espectro de XPS da liga com superficie com nanotubos funcionalizados
com duas bicamadas e solucdo de 5 mM de ZnO.
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Fonte: I5rod-LE;50 do autor

A camada superficial da amostra apresenta maior quantidade de C, atribuido a

possiveis contaminagcdes do manuseio da amostra e ao carbono presente no filme
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polimérico. A concentracéo relativa do carbono reduz conforme foi realizado o etching
para se alcancar as camadas internas. O oxigénio apresenta um aumento na sua
concentracdo pela remoc¢do do C da superficie e pela estrutura de nanotubos formada
por 6xidos metéalicos.

Os metais, componentes da liga, tendem a aumentar conforme o etching é
realizado, devido a remocdo do carbono que tinha a maior concentracdo atbmica na
superficie e por penetrar nas camadas internas do material. Outro metal presente no
material € o0 Zn pertencente as particulas, que neste caso esta presente, mesmo com uma
concentracdo muito baixa e a cada etching ele diminui devido a remogdo de mais

camadas.

Tabela 50- Concentragdo de elementos presente na superficie com nanotubos e
recoberta com biopolimero e ZnO 5mM em profundidades de analise.

] O1ls ] Cls \ N 1s \ Ti2p \ Zn2p \ Zr3p \ Mo 3d
0 35,83 49,67 6,96 5,28 1,60 0,14 0,52
75 4886 2,10 19,07 24,07 0,79 1,85 3,26
750 2131 122 33,25 34,24 0,33 2,58 7,07

Fonte: Producéo do autor

A deconvolugdo dos espectros de alta resolugcdo da amostra resultou nos picos
que foram atribuidos aos elementos nas Tabelas de 51 até 56 referentes aos elementos
C, O, Ti, Zr, Mo e Zn (respectivamente).

O carbono apresenta sua na forma ligado ao hidrogénio e ao oxigénio sendo
mais abundante nas trés camadas analisadas. O oxigénio foi identificado,
principalmente, ligado ao titdnio ou como um anion.

O titanio esta presente principalmente ligado ao oxigénio formando um oOxido
metalico, enquanto que o zirconio estd presente na superficie na forma metélica e nas
demais camadas esta na forma de Oxido metadlico. O molibdénio esta
predominantemente na forma de 6xido metalico, enquanto que nas camadas inferiores,
apresenta na forma metalica. O zinco s6 foi encontrado na superficie e parte dele na

forma metalica e na forma de 6xido.
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Tabela 51- Atribuicdo dos picos do espectro de alta resolucdo do C 1s realizado na
amostra com superficie de nanotubos e com recobrimento utilizando 2 bicamadas e
solucéo de ZnO com 1mM de concentracao.

POSICAO | ATRIBUICAO | 0] 75 | 750
282,8 Carbeto 0,0% 06% 16,4%
284,6 C-H 785%  163% 54,9%
285,9 COH, COC, CN, CNH2 0,0% 0,0% 14,0%
286,0 c-0 215%  79,1%  0,0%
287,6 -C=0 0,0% 0,0% 14,6%
288,6 COOH 0,0% 2,0%  0,0%

Fonte: Producéo do autor

Tabela 52- Atribuicdo dos picos do espectro de alta resolucdo do O 1s realizado na
amostra com superficie de nanotubos e com recobrimento utilizando 2 bicamadas e
solucdo de ZnO com 1mM de concentracao.

POSICAO | ATRIBUIGAO | 0| 75 | 750
528,75 TiO2 34,6% 29,5% 35,0%
529,44 Ti02/Zr02/Mo03 20,9% 6,3% 7,4%
527,19 o- 40,9% 64,3% 57,6%
531,24 -OH 3,5% 0,0% 0,0%

Fonte: Produgéo do autor

Tabela 53- Atribuicdo dos picos do espectro de alta resolucdo do Ti 2p realizado na
amostra com superficie de nanotubos e com recobrimento utilizando 2 bicamadas e
solucdo de ZnO com 1mM de concentracéo.

POSICAO | ATRIBUIGAO | 0] 75 | 750
458,602 TiO2 100,0% 75,4% 64,2%
457,89 Ti-OH 0,0% 0,0% 5,6%
456,1775 Ti Suboxido 0,0% 19,8% 26,2%
455,02 TiNO 0,0% 4,9% 4,0%

Fonte: Producdo do autor

Tabela 54 - Atribuicdo dos picos do espectro de alta resolugéo do Zr 2p realizado na
amostra com superficie de nanotubos e com recobrimento utilizando 2 bicamadas e
solucdo de ZnO com 1mM de concentracéo.

POSIGAO | ATRIBUIGAO | 0 | 75 | 750
180,9 zr 100,0% 8,4% 7,1%
1835 Zr(OH)4 0,0% 19,8% 0,0%
182,5 2102 0,0% 71,7% 92,9%

Fonte: Producéo do autor
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Tabela 55- Atribuicdo dos picos do espectro de alta resolu¢do do Mo 3d realizado na
amostra com superficie de nanotubos e com recobrimento utilizando 2 bicamadas e
solucéo de ZnO com 1mM de concentracao.

POSICAO | ATRIBUIGAO | 0 | 75 | 750
228,4 Mo 3,98% 32,86% 24,50%
230,0 MoO?2 96,02% 67,14% 75,50%

Fonte: Producéo do autor

Tabela 56- Atribuicdo dos picos do espectro de alta resolucdo do Zn 3d realizado na
amostra com superficie de nanotubos e com recobrimento utilizando 2 bicamadas e
solucdo de ZnO com 1mM de concentracao.

POSICAO | ATRIBUIGAO | 0 | 75 | 750
1020,6 Zn 57,00% 0 0
10225 Zno 43,00% 0 0

Fonte: Producdo do autor
44 ESTUDO IN VITRO — ADESAO BACTERIANA

O estudo da adesdo bacteriana foi realizado com a bactéria Staphylococcus
aureus sobre as amostras com diferentes condic¢des: liga sem tratamento, liga com
formacdo de nanotubos, recobertas por duas bicamadas de acido hialurénico, quitosana
e nanoparticulas de ZnO 1 mM, 3mM e 5 mM.

Um grupo contendo somente as bactérias foram cultivadas em um pogo sem
amostra, servindo como referéncia para o verificar a influéncia do tratamento no
crescimento bacteriano sobre amostra. Na Figura 41, é possivel observar a superficie da
liga Til5Zr15Mo com microrganismos que cresceram durante o periodo de incubacao
das amostras.

Os microrganismos se apresentam distribuido por toda a superficie, formando
pequenas colbnias de bactéria, sendo uma boa parte ainda dispersas pela superficie da
amostra. Podemos ver o detalhe de uma pequena col6nia sobre a superficie da amostra

em maior aumento.
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Figura 41 - Superficie da amostra lixada sem tratamento, com microrganismos crescido
sobre sua superficie. Detalhe do microrganismo sobre amostra lixada sem tratamento.
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Fonte: Producéo do autor

Podemos ver na Figura 42 a adesdo e a proliferacdo bacteriana sobre superficie
da amostra apds o crescimento dos nanotubos empregando oxidagio anddica. E possivel
observar um menor agrupamento das bactérias quando se compara a superficie da liga
sem tratamento.

De acordo com a literatura a presenca de nanotubos de TiO» tem capacidade de
reduzir o crescimento e proliferacdo bacteriana. Os nanotubos com didmetro de 80 nm
apresentaram melhor resposta bactericida, o resultado foi associado aos fatores
quimicos da superficie (maior concentragdo de oxigénio e flior) (PENG et al., 2013). O
nanotubos de TiO2, quando irradiadas raios ultra violeta, induzem a formacéo de Oz,
*OH, H20. levando a morte da bactéria devido a caracteristica fotocatalitica da
estrutura formada (PODPORSKA-CARROLL et al., 2015). Podemos observar na



97

Figura 42 - Superficie da amostra com superficie de nanotubos, com microrganismos
crescido sobre sua superficie.
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Fonte: Producéo do autor

A adigdo do revestimento polimérico ndo alterou esse comportamento apesar do
comportamento bactericida verificado na literatura para esses filmes com relagdo aos
microrganismos Staphylococcus aureus, Xylella Fastidiosa e Pseudomonas Aeruginosa
(HERNANDEZ-MONTELONGO et al., 2016).

Na Figura 43, podemos ver a superficie da amostra e a quantidade de
microrganismos que cresceram e aderiram sobre a superficie da amostra recoberta com
as camadas poliméricas e as particulas de ZnO e no detalhe podemos ver um grupo de
microrganismos sobre a superficie de nanotubos. Visualmente, esta condicdo esta
semelhante ao da amostra lixada, ndo sendo percebido diferenca na quantidade de
bactérias pelas micrografias. Comparando com os resultados obtidos no XPS, este grupo
ndo apresentou uma concentracdo de particulas de ZnO que atingisse 0 minimo para
inibir ou matar as bactérias.

Os agentes bactericidas na forma de particulas de 6xidos metalicos podem levar
a morte das bactérias por contato ou liberacdo dos elementos resultante de processos
quimicos de formacao de H.O,, como as que ocorrem com 0s processos fotocataliticos
(PODPORSKA-CARROLL et al., 2015)
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Figura 43 - Superficie da amostra com superficie de nanotubos e recobertos com o
biopolimero e particulas de ZnO (solugdo de 1 mM), com microrganismos crescido
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Fonte: Producéo do autor

Na Figura 44 podemos ver a superficie da amostra que utilizou a solugédo
contendo 3 mM de ZnO. Nela, estdo os microrganismos distribuidos sobre a superficie
das amostras e em algumas regides estdo formando aglomerados e no detalhe da
imagem podemos analisar a imagem da bactéria de forma mais detalhada sobre a
superficie da amostra ap0s o tratamento de superficie. Igual ao grupo de 1 mM, esta
amostra também ndo apresentou capacidade de reduzir ou inibir o nimero de bactérias

na superficie da amostra apds o tratamento.
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Figura 44 - Superficie da amostra com nanotubos e recobertos com o biopolimero e
particulas de ZnO (solucdo de 3 mM), com microrganismos crescido sobre sua
superficie.
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Fonte: Producdo do autor

Na Figura 45 podemos ver a superficie da amostra modificada com o
recobrimento polimérico utilizando solugdo de ZnO de 5 mM. Nesta imagem pode-se
ver a distribuicdo de grupos de bactéria sobre a amostra de forma bem distribuida e com
algumas concentracdes de bactéria sobre a superficie da amostra. Na Figura 45 pode-se
ver em detalhes 0os microrganismos sobre os nanotubos. Esta condigdo foi a que se
mostrou mais eficiente em relagdo aos grupos testados, mesmo assim ainda apresenta
um numero elevado de microrganismos sobre a superficie da amostra. A concentracéo
de particulas de ZnO presente na superficie € muito pequena se comparada com a
concentracdo minima para inibir ou matar as bactérias na superficie que seria 1 mM de
nanoparticulas em solu¢cdo (PADMAVATHY; VIJAYARAGHAVAN, 2012)
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Figura 45 - Superficie da amostra com superficie de nanotubos e recobertos com o
biopolimero e particulas de ZnO (solugdo de 5 mM), com microrganismos crescido
sobre sua superficie.
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Fonte: Producéo do autor

Na Figura 46 foi apresentado o grafico com a contagem de ndmero de
microrganismos apos o ensaio de MTT, a atividade metabdlica dos microrganismos
sobre as diferentes amostras foi verificada pela quantidade medic¢do da quantidade de sal
convertido. Para 0 experimento, um grupo de pogos sem amostra foi cultivado sob as
mesmas condigdes das que foram realizados os ensaios com as amostras e que foi
considera como referéncia para analise estatistica, comparando o grupo controle e 0s
diferentes grupos analisados. Em comparagdo com o grupo controle, o grupo da liga
sem tratamento teve uma contagem de microrganismos ligeiramente menor, com uma
diferenca de 7%. O grupo das amostras somente com a superficie de nanotubos teve um
aumento de 13,7% em relacdo ao controle, enquanto o grupo com nanotubos e recoberto
com o biopolimero e particulas de ZnO utilizando concentra¢do de 1 mM teve a maior
diferenca que foi um aumento de 38%. O grupo contendo 3 mM de ZnO obteve um
resultado semelhante ao do grupo sem tratamento superficial (6% menor que grupo
controle), enquanto o grupo com 5 mM obteve o melhor resultado com uma reducéo de
15%. Porém, utilizando um fator de correlacdo de 95% entre 0S grupos € 0 grupo
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controle, observou-se que ndo ha uma diferenca significativa entre o0s grupos

pesquisados.

Figura 46 - Proliferag&o bacteriana sobre os diferentes grupos testados.
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5 CONCLUSOES

O presente trabalho obteve o tratamento de superficie da liga Til5Zr15Mo
associando a formacdo dos nanotubos com o revestimento com 0 revestimento
polimérico de multicamadas, empregando acido hialurdnico/quitosana/particulas de
ZnO. Porém esse tratamento ndo obteve as caracteristicas bactericidas esperadas.

O processamento da liga levou a obtengdo de uma liga de titanio do tipo B, que
apresenta caracteristicas propicias para aplicagdes biomédicas devido ao modulo de
elasticidade reduzido se comparado com as ligas utilizadas atualmente (Ti-CP e
Ti6AI4V). A superficie dessa liga apresenta uma formacdo de déxidos além do TiOo,
como o0 ZrOz e MoOz além dos suboxidos dos elementos presente na composigdo da
liga.

Os parametros utilizados para anodizacdo da liga Til5Zr15Mo neste trabalho,
mostram que a potencial de 20 V formou uma estrutura nanoporosa enquanto que a
potencial de 30 V formou uma estrutura nanotubular. Na estrutura nanotubular, a tensao
tem maior influéncia no didmetro dos nanotubos. A calcinacdo da estrutura cristalina
amorfa ap0s a anodizagdo utilizando temperatura de 450 °C estabilizou a fase anatase.

A camada de 6xido formada pela oxidacdo anddica apresentou uma mistura de
oxidos de titanio, zircénio e molibdénio, além de apresentar hidroxidos e subdxidos.

A funcionalizacdo de superficie de nanotubos mostrou-se possivel formacao das
camadas e recobrimento da superficie de nanotubos. A técnica empregada mostrou-se
eficaz em cobrir os nanotubos com o polimero, podendo ser empregada para 0 uso dos
nanotubos como um recipiente para 0 medicamento ou nanoparticulas, mas nesse caso
ndo seria possivel aproveitar a os beneficios da topografia dos nanotubos, uma vez que
0s mesmos seriam sobrepostos. A copia da superficie do nanotubos pelas bicamadas do
polimero foi um desafio que necessita de mais estudos.

O emprego das bicamadas de acido hialurbnico e quitosana como um meio de
incorporacdo de nanoparticulas de ZnO mostrou eficiente, visto que as particulas de
ZnO foram identificadas, mesmo que em baixas concentracfes, sobre as amostras
recobertas. Um estudo mais aprofundado deve ser feito visando um controle melhor da
concentracdo de ZnO na superficie do recobrimento

As condicdes estudadas neste trabalho ndo apresentaram diferenca significativa
nas propriedades bactericidas, sendo necessario um estudo mais aprofundado nos

parametros de formacdo do filme e de incorporacéo das nanoparticulas.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Estudo dos pardmetros do tratamento de superficies utilizado o método layer-by-
layer com o acido hialurénico/quitosana para obter um filme que consiga copiar a
forma dos nanotubos e assim aproveitar os beneficios da topografia dos nanotubos
e do filme fino em multicamadas.

Determinar a concentragdo minima necessaria de particulas de ZnO para obter
propriedades bactericidas seguindo o processamento apresentado neste trabalho.

Adequacdo do método de incorporacdo das particulas de ZnO ou de outro
medicamento, utilizando os nanotubos como reservatério para liberagdo controlada.
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Quadro 2 - Pardmetros para oxidacdo anddica da liga Til5Zr

Superficie

Potencial - Tempo | Calcinacgéo
Eletrélito o
Y [h] [°C]
6
Agua DI
(90%V)
20V Glicerol 12 450
(10%V)+NH4F
(2,549/L)
24

Observacdes

Diametro
dos
nanotubos
64,9 nm

Diametro
dos
nanotubos
63,1 nm

Diametro
dos
nanotubos
56,8 nm




Quadro 3 - Pardmetros para oxidacdo anodica da liga Til5Zr
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Potencial - Tempo | Calcinacdo
Eletrdlito "
N [h] [°C]
6
Agua DI
20V (50%V) 12 450
Glicerol
(50%V)+NH4F
(2,7 g/L)
24

Superficie

Observac6es

Diametro
dos
nanotubos
86,8 nm

Diametro
dos
nanotubos
88,5 nm

Diametro
dos
nanotubos
94,1 nm




Quadro 4- Influencia da Calcinacdo na formacdo dos nanotubos
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Superficie

Observacoes

Diametro
87,9 nm

Espessura
1550 nm

Diametro
80,6 nm

Espessura
1370 nm

Diametro
92,4 nm

Espessura
1460 nm

Diametro
91,9 nm

Espessura
1450 nm

Diametro
91,5 nm

Espessura
1370 nm

Diametro
86,4 nm

Espessura
1510 nm

Potencial 1.+ | Tempo | Calcinacdo
Eletrolito o
V] [h] [°C]
400
450
500
Agua DI
(50%V)
+
20V Glicerol 6 550
(50%V)+
NHaF
(2,7 g/L)
600
650
Sem

Diametro
90,8 nm

Espessura
1410 nm
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Quadro 5 - Espectroscopia Raman da superficie de nanotubos calcinados em diferentes
temperaturas. Os picos referentes a estrutura do TiO2 representando a fase anatase (A) e
ao rutilo (R).

Intensidade (u.a.)

A

70000

60000

50000 -

40000

30000

20000

T T T T a— T T T T
300 400 500 600 700 800

Raman shift [cm'1]

Quadro 6 - Espectro da difracdo de raios-X das amostras calcinadas em diferentes
temperaturas. A letra S indicam os picos referente ao substrato (Til5Zr), enquanto as
letras A e R representam os picos referente as fases Anatase e Rutilo do TiOa.
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