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Resumo

Este trabalho objetivou produzir nanocompdésitos de hidroxiapatita (HA) com o6xido
de grafeno (GO), a fim de investigar a interacdo entre tais materiais. Os
nanocompositos de hidroxiapatita-grafeno foram produzidos com adicdo de 0,5%,
1,0% e 1,5% em peso de GO a HA. Para avaliar a interacédo fisico-quimica entre as
superficies destes materiais, foram realizadas analises de espectroscopia Raman e
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR). A analise por
Raman indicou que a adi¢do de GO néo afetou a banda caracteristica da HA, sendo
observadas as bandas D e G do 6xido de grafeno. Além disso, o aumento da adi¢éo
de GO levou a uma variacdo das intensidades das bandas D e G e nos valores de
deslocamento no espectro Raman. Estes resultados sugerem uma possivel
transformacdo estrutural da HA-GO. Os resultados de FTIR indicaram que o
aumento da adicdo do GO levou a ampliacdo da banda associada a agua adsorvida,
dada a natureza higroscopica do 6xido de grafeno. A auséncia da banda relacionada
ao grupo carbonila do GO indicou a influéncia das nanoparticulas de HA em sua
superficie.
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INTERACTION OF NANOMETRIC HYDROXYAPATITE ON THE GRAPHENE
SURFACE

Abstract
This work aimed to produce hydroxyapatite (HA) nanocomposites with graphene
oxide (GO), in order to investigate the interaction between these materials. The
hydroxyapatite-graphene nanocomposites were produced with addition of 0.5wt%,
1.0wt% and 1.5wt% of GO in the HA. To evaluate the physical-chemical interaction
between the surfaces of these materials, Raman spectroscopy and Fourier
transformation on infrared spectroscopy (FTIR) were performed. The Raman analysis
indicated that the addition of GO did not affect the characteristic band of HA, with the
D and G bands of graphene oxide being observed. Furthermore, the increase in GO
addition yielded in a variation of the intensities of the D and G bands and the Raman
spectrum shift values. These results suggest a possible structural transformation of
HA-GO. The results of FTIR indicated that the increase of the addition of the GO led
to the expansion of the band associated to the adsorbed water, given the
hygroscopic nature of the graphene oxide. The absence of the band related to the
GO carbonyl group indicated the influence of the HA nanoparticles on their surface.
Keywords: Hydroxyapatite; Graphene; Graphene oxide; Nanocomposites.
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1 INTRODUCAO

Com o aumento da expectativa de vida da populacdo mundial, as doencas crbnicas
se tornaram a principal causa da reducdo da qualidade de vida nos dias atuais.
Dentre as doencas crbnicas, a osteoporose € caracterizada por ser uma doenca
esquelética sistémica que ocasiona uma diminuicdo da massa éssea e alteracédo na
estrutura 6ssea, aumentando drasticamente o risco de fraturas [1]. A regeneracao
das fraturas resultantes da osteoporose permanece como um desafio clinico na area
médica.

As estratégias atuais para a fabricacdo de enxertos 0sseos incluem a utilizacdo de
enxertos autogenos, aldogenos, xendgenos e aloplasticos (ou sintéticos). Entretanto,
0S enxertos autdgenos, alégenos e xendgenos apresentam limitacdes, tais quais:
trauma adicional para o paciente, possibilitando a morbidade, dor ou perda de
func@o temporaria do local doador, propriedades mecanicas, risco de rejeicdo do
hospedeiro e elevado potencial de transmissdo patogénica [2, 3]. Para suprir essas
limitacdes, o desenvolvimento de biomateriais sintéticos, para 0s possiveis
substitutos dos enxertos autdégenos, aldogenos e xendgenos, vem ganhando cada
vez mais aceitacdo no mercado. Atualmente, os enxertos aloplasticos ou sintéticos
sdo encontrados em diversas formas e tamanhos, apresentam alta disponibilidade,
séo facilmente manuseados, ausentes de contaminagao, e a sua utilizagdo diminui o
tempo cirdrgico do paciente [4]. O projeto de um enxerto 6sseo sintético ideal deve
apresentar caracteristicas como: alta biocompatibilidade, bioatividade, bioreabsorcéo
controlada, combinacédo das propriedades osteocondutoras e osteoindutoras, além
de ser estruturalmente semelhante ao tecido 6sseo e ser economicamente viavel.
Dos produtos sintéticos para reparo e/ou substituicdo 6ssea disponiveis no mercado,
destacam-se os fosfatos de célcio e os vidros bioativos.

A evolucdo cientifica e tecnologica dos biomateriais pode ser representada por
quatro geracdes, interpretadas de forma conceitual e ndo cronolégica, fundamentada
nas propriedades dos materiais envolvidos e na resposta tecidual [5,6]. A primeira
geracdo de materiais ndo foi desenvolvida especificamente para o uso meédico,
provocando uma resposta minima ao tecido hospedeiro, e € conhecida pelos
materiais bioinertes [2,7]. A segunda geracdo de materiais € caracterizada pelos
materiais bioativos, cuja funcéo € estabelecer uma forte ligacdo quimica na interface
tecido/superficie do biomaterial [2,6]. Ja a terceira geracdo de biomateriais foi
projetada para estimular as respostas celulares a nivel molecular, e os conceitos de
bioatividade e biodegradabilidade passaram a ser combinados [6,8]. Uma forte
mudanca na interacdo dos biomateriais marcou o inicio da quarta geracdo de
biomateriais e, consequentemente, o inicio das pesquisas na area da engenharia de
tecidos e da medicina regenerativa. Esta geracdo € caracterizada pelo
desenvolvimento de materiais com a capacidade de interagir com 0s sistemas
bioldgicos, controlar o microambiente e conduzir o comportamento celular na direcao
desejada. As propriedades sdo otimizadas pela presenca de células, fatores de
crescimento e proteinas morfogenéticas 0sseas (BMPs) [2].

Diante disso, a descoberta de um material revolucionario vem atraindo cientistas de
diversas areas por suas propriedades excepcionais e inumeras possibilidades de
uso. O grafeno é uma folha plana de atomos de carbono dispostos em uma estrutura
cristalina hexagonal e bidimensional. Além das propriedades mecanicas, elétricas e
condutoras que o grafeno possui, estudos vém demonstrando a capacidade deste
material em promover respostas celulares, induzindo a osteogénese com resultados
similares as BMPs [9,10] A combinacdo adequada das propriedades bioativas e



osteocondutoras da hidroxiapatita com as propriedades osteoindutoras do grafeno
tem o potencial de superar as limitacbes existentes nos atuais produtos
aloplasticos/sintéticos.

O estudo de nanocompdésitos de hidroxiapatita (HA) e Oxido de grafeno (GO)
possibilita 0 desenvolvimento de novos biomateriais com propriedades mecanicas e
biolégicas mais atrativas do que aquelas da hidroxiapatita pura. No presente
trabalho, nanocompadsitos de hidroxiapatita-grafeno foram produzidos e a influéncia
fisico-quimica da adicéo de 0,5%, 1,0% e 1,5% em peso de GO a HA foi avaliada.

2 DESENVOLVIMENTO
2.1 Materiais e Métodos

2.1.1 Hidroxiapatita e sua sintese

A hidroxiapatita utilizada neste trabalho foi obtida pela rota de precipitacdo em meio
aquoso. Tal método consiste na preparacdo de solucdes aquosas com 0S
precursores dos ions calcio e fosfato, através do controle da temperatura,
concentragéo e pH da solugéo [11-13].

Primeiramente, uma solucdo de 1 M acido latico (CsHsOs, pureza 85,5%, Vetec) foi
adicionada a uma suspensao de 0,5 M hidréxido de calcio (Ca(OH)2, pureza 96%,
Merck). Apos 30 minutos, adicionou-se lentamente a mistura uma solucao de 0,3 M
acido orto-fosforico (HsPOa4, pureza 85%, Merck), a uma taxa de 8 ml/min. Ao final
desta etapa, a solucdo obtida apresentou um aspecto translicido e estavel,
chamada de solugéo precursora. Apés 24 horas do preparo da solugédo precursora,
sempre em agitacdo, uma solucdo de 1M hidréxido de potassio (KOH, pureza
99,9%, Merck) foi adicionada para induzir a precipitacdo da hidroxiapatita através do
ajuste do pH, a fim de alcancar o valor de 12. O precipitado resultante foi
envelhecido por 24 horas e filtrado em sistema de vacuo, utlizando-se
abundantemente agua ultrapura (pH entre 5 e 6, obtida através de um equipamento
de osmose reversa da marca Quimis, modelo Q842-210) para a retirada do KOH em
excesso. Nesta etapa, foi obtido o pH=7 no liquido filtrado e, na sequéncia, o
material foi encaminhado para secagem na estufa, a 50°C por 48 horas. Com 0s p06s
ja secos, foram desaglomerados com o auxilio de um almofariz e um pistilo.

2.1.2 Oxido de grafeno e sua producéo

Como fonte de carbonos, foi utilizado o grafite Graflake 99550, fornecido pela
empresa Nacional de Grafite, com granulometria média superior a 300 pum (+50
mesh — abertura 0,297 mm), conforme especificagées do fornecedor. Sua producgao
se deu pela esfoliacdo em fase liquida por rota quimica, utilizando o método de
Hummers e Offeman [14] e modificado por Rourke et al. [15].

Para a primeira etapa, de intercalacdo, foram adicionados 10,00 g de grafite, 7,60 g
de nitrato de sédio (NaNOs, PA, Vetec) e 348,70 ml de &acido sulfurico (H2SOa,
pureza 98,8%, B’Herzog) em um balédo volumétrico de fundo redondo. Apds 2 horas
de agitacdo, inseriu-se 49,50 g de permanganato de potassio (KMnOas, pureza
93,3%, Vetec) para inicio da proxima etapa, a de oxidagdo. Por ser uma reacao
exotérmica, a adicéo foi realizada de forma fracionada (12 partes a cada 10 min), e
utilizando um banho de gelo para evitar 0 superaquecimento. Apos a ultima adicéao
de KMnOas, 0 tempo de oxidagdo é de 7 dias com base no estudo de FARIA et al.
[16].



A etapa de esfoliacéo foi iniciada com o preparo e gotejamento de 1210 ml de uma
solugéo contendo H2SO4 diluida a 5% vol. por 1 hora. A mistura foi mantida sob
agitacdo durante o periodo de 3 horas, sendo entdo adicionada uma solucéo
contendo 33 g de peroxido de hidrogénio (H202, pureza 32%, Vetec) a 30 volumes
(corresponde a 9% vol.). Para remover 0 excesso de reagentes durante o processo,
foram adicionados 1000 ml de uma solucdo diluida contendo H202 a 3% vol. e
H2SO4 a 0,5% vol., mantendo em agitagdo por 12 horas. A mistura resultante foi
submetida a centrifugacéo (Hettich Centrifugen rotina 420R) a 9300 rpm por 30 min,
para descarte do sobrenadante e sedimentacdo do material viscoso. Em seguida,
adicionou-se a mistura 1000 ml da solugédo H202 a 3%vol. para completa lavagem e
eliminacao dos reagentes.

Apos a adigdo da solugdo H202 a 3%vol. e H2SO4 a 0,5%vol., foram realizadas 13
centrifugacfes, como também outras 5 lavagens com agua ultrapura. Ao final desta
etapa, realizou-se a filtragem a vacuo das dispersbes obtidas para eliminacdo de
particulados de grafite ndo oxidado, com o auxilio de um funil de Buchner, kitassato,
bomba de vacuo e tela polimérica de silk screen (GG PET plus 100T, Global) com
abertura de 100 mesh (149 um).

2.1.3 Producao de Nanocompdsitos de Hidroxiapatita-Grafeno

A primeira etapa de producdo dos nanocompdsitos consistiu na mistura entre a
hidroxiapatita e 6xido de grafeno. A mistura constituiu-se pela adicdo dos pés de HA
em um becker contendo GO, sendo posteriormente submetida a agitacdo mecanica,
por 1 hora, em agitador mecéanico (Fisatom, modelo 713). Na sequéncia, as misturas
foram filtradas a vacuo com o auxilio de funil de Buchner, kitassato, bomba de vacuo
e papel de filtro qualitativo para eliminacdo do excesso de agua. O material foi seco
em estufa, com temperatura controlada em torno de 50 °C, por 48 horas. Apos a
obtencdo dos poOs secos, estes foram desaglomerados com o auxilio de um
almofariz e um pistilo. Os nanocompdsitos serdo produzidos contendo fracdes em
peso de 0,5%, 1,0% e 1,5% de GO.

2.1.4 Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman tornou-se uma das técnicas mais importantes para
caracterizacdo do grafeno e seus derivados. Trata-se de uma técnica ndo destrutiva
capaz de identificar a impressao digital do material pela analise das bandas D e G,
situadas em torno de 1360 e 1560 cm™, respectivamente [17]. Além disso, a técnica
possibilita avaliar a quantidade de camadas de grafeno, identificar subprodutos
indesejados, defeitos estruturais, grupos funcionais e modifica¢cdes quimicas durante
a producéo do grafeno [18].

As andlises foram realizadas no Laboratorio de Revestimentos Protetores e
Materiais Nanoestruturados da Pontificia Universidade Catélica do Rio de Janeiro
(PUC-RI0), utilizando um espectrometro NT-MDT NTEGRA com comprimento de
onda de laser de 473 nm, faixa de varredura entre 500 e 3250 cm™ e tempo de
radiacéo de 100 s.

2.1.5 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia FTIR é uma técnica que tem por base as mudancgas de estados
energéticos vibracionais, evidenciando entdo a presenca de grupos funcionais na
estrutura da amostra. A amostra € exposta a uma radiacdo infravermelha e é
comparada com a radiacdo transmitida na sua auséncia, registrada na forma de



bandas de absorcdo. A absorcdo dessa radiacdo corresponde a frequéncia de
vibracdes das moléculas que compdem o material [17].

As andlises foram realizadas no Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas (CBPF) pelo
espectrofotometro FT-IR Prestige-21 da Shimadzu, obtidos na faixa de namero de
ondas entre 4000 e 400 cm? e na resolucdo de 4 cml. As amostras serdo
preparadas sob a forma de pastilhas transparentes com a razdo em peso
amostra/KBr de 1:100.

2.2 Resultados e Discussao

2.2.1 Espectroscopia Raman

As analises por Raman das amostras de HA, HA-GO 0,5%, HA-GO 1,0% e HA-GO
1,5% sao mostradas na Figura 1. O espectro Raman evidencia uma banda muito
caracteristica em 1001,53 cm, para a amostra de HA, que corresponde ao modo
simétrico do grupo POq tetraédrico (ligacdo P — O). Foram observadas outras duas
bandas, em 1090,95 e 1114,00 cm, atribuidos ao alongamento antissimétrico do
grupo POs (ligagédo P — O). Além disso, outras duas bandas observadas, em 628,75
e 479,21 cm?, sdo relacionados ao modo de flexdo triplamente e duplamente
degenerada do grupo POs (ligagdo O — P — O), respectivamente. Todas estas
bandas identificadas foram também atribuidas a modos vibracionais do grupo fosfato
em outros trabalhos e podem ser observadas na Tabela 1 [20-22].
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Figura 1. Espectro Raman evidenciando as bandas caracteristicas da HA, HA-GO 0,5%, HA-GO
1,0% e HA-GO 1,5%.

Tabela 1. Bandas do espectro Raman observados para a HA
BANDA (cm?) DESCRICAO
1004,85 Modo de alongamento simétrico do grupo POa4

tetraédrico (ligagao P — O).
1090,95; 1114,00 Modo triplo de alongamento assimétrico degenerado do
grupo POa grupo (ligagao P — O).
628,75 Modo de flexao triplamente degenerada do grupo PO4
479,21 (Ligagdo O - P - O)




Para as amostras de nanocompdsitos de HA-GO, a banda caracteristica da HA nédo
sofreu alteracdo, mantendo a sua localizacdo em 1001,53 cm™. Porém, como
mostrado na Figura 1, as bandas tipicas do GO, que correspondem a banda D e G,
respectivamente, sofreram alteragcdo nos nanocompadsitos de HA-GO para: 1402,51
e 1639,20 cm™ (HA-GO 0,5%); 1399,31 e 1642,31 cm™* (HA-GO 1,0%); e, 1389,72 e
1648,55 cm™ (HA-GO 1,5%). Os picos do espectro Raman das bandas D e G e a
relagéo Io/lg, para o GO e para 0os hanocompositos HA-GO, estdo listados na Tabela
2.

Nota-se que, para os nhanocompoésitos HA-GO, o aumento da adi¢do de 0,5% para
1,5%, em peso de GO levou a uma variacdo nas intensidades das bandas D e G e
nos valores de deslocamento no espectro Raman. A relacdo Io/ls, que se refere a
densidade de defeitos presentes no nhanocompésito HA-GO, foi menor ao comparar
ao GO, que apresentou Ip/lc = 1,03. Para os nanocompositos HA-GO contendo 0,5,
1,0 e 1,5%, em peso, de GO, a razdo Ipo/lc foi de 0,902. 0,944 e 0,943,
respectivamente. Este resultado implica em um grande nimero de dominios sp? e
defeitos estruturais da rede do grafeno [23]. Assim, como relatado por Gong et al.,
[24], acredita-se que a variagdo nos valores das bandas D e G, bem como a menor
intensidade Io/lc, implicam em uma interacdo entre a hidroxiapatita nanométrica na
superficie do grafeno, bem como uma possivel transformacéo estrutural da HA-GO.

Tabela 2. Picos do espectro Raman das bandas D e G e a relacéo Io/lc observados para o GO e para
0s nanocompésitos HA-GO

AMOSTRA BANDAD BANDAG lolle
GO 1358,95 1587,30 1,03
HA-GO 0,5% 1402,51 1639,20 0,902
HA-GO 1,0% 1399,31 1642,31 0,944
HA-GO 1,5% 1389,72 1648,55 0,943

2.2.2 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A Figura 2 representa os espectros FTIR das amostras de HA, HA-GO 0,5%, HA-GO
1,0% e HA-GO 1,5%. O espectro da HA mostra as bandas de absorcéo
caracteristicas em 1034 cm?, 1091 cm™ e 962 cm™ atribuidas ao alongamento e
flexdo do grupo PO43. A banda larga entre 3750-2500 cm™ pode ser atribuida a
adgua adsorvida na HA, enquanto que a banda em 1639 cm™ é caracteristica do
modo vibracional em torno do O-H-O (Tabela 3). E observado que, devido ao
aumento da adicao de 0,5% para 1,5% de GO no nanocompésito HA-GO, ocorreu
um aumento na banda atribuida a agua adsorvida, ja que o GO é um material
higroscaopico.
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Figura 2. Espectros FTIR caracteristicos da HA, HA-GO 0,5%, HA-GO 1,0% e HA-GO 1,5%.
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Tabela 3. Bandas do espectro FTIR observados para a HA

BANDA (cm) DESCRICAO

3750-2500 Modo de estiramento da ligagcdo —OH devido a presenca
de agua adsorvida em sua superficie (ligacdo OH)

1639 Modo vibracional em torno do O-H-O.

1091; 1034; 962  Modo de flexdo do grupo POa43,

Em relacdo aos espectros por FTIR dos nanocompdsitos HA-GO (Tabela 4), a
auséncia da banda de absorcdo em 1720-1740 cm, relacionada aos grupos
carbonila do GO, indicam a influéncia das nanoparticulas de HA na superficie das
folnas de GO [24]. Este resultado possivelmente ocorre através da ligacdo da
hidroxila da HA com o grupo funcional superficial do GO [24]. Ainda pode ser
verificado um alargamento da banda de fosfato nos nanocompésitos de HA-GO, em
1091 cm™, devido a presenca da banda, em 1160 cm?, relacionado ao aumento da
adicao de GO.

Tabela 4. Banda do espectro FTIR observados para os nhanocompésitos HA-GO

BANDA (cm™) DESCRICAO

3750-2500 Modo de estiramento da ligagdo —OH devido a presenca
de agua adsorvida em sua superficie (ligacdo OH)

1639 Modo vibracional em torno do O-H-O.

1091; 1034; 962  Modo de flexdo do grupo PO4-3,

1091 Modo de alongamento simétrico do grupo — COOH
(ligacdo C — O)

3 CONCLUSAO

Este trabalho teve por objetivo investigar a interacdo fisico-quimica entre a
hidroxiapatita em escala nanométrica com o grafeno. As principais conclusdes que
evidenciaram a interagdo fisico-quimica da hidroxiapatita nanométrica com a
superficie do grafeno foram:



O aumento da adic&o de 0,5% para 1,5%, em peso de GO levou a uma variacdo nas
intensidades das bandas D e G e nos valores de deslocamento no espectro Raman.
A auséncia da banda de absor¢do em 1720-1740 cm, relacionada aos grupos
carbonila do GO, que indicou a influéncia das nanoparticulas de HA na superficie
das folhas de GO.
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