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RESUMO

Este projeto propde usar as vantagens da Microscopia Eletronica de Transmissdo (TEM) in
situ para estudar processos dinamicos de nanoparticulas de hidroxiapatita, quando submetidas
a variacOes de temperatura. Esta pesquisa sera dividida em duas etapas. A primeira consiste
em avaliar os parametros de preparacdo de amostras, por imagens de microscopia eletronica
de varredura (SEM). Na segunda etapa, pretende-se realizar experiéncias variando a
temperatura dos nanocristais, dentro do TEM usando um porta-amostra dedicado para
aquecimento, entre 200 °C e 800 °C. O aluno de Iniciacdo Cientifica (IC) sera treinado na

operacdo basica dos microscépios de varredura e de transmissao.
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1. INTRODUCAO

A Microscopia Eletrénica de Transmissdo (TEM) permite caracterizar de forma local e de
forma simultanea, a morfologia, cristalografia e composicdo quimica dos materiais. As
medidas podem ser realizadas com resolucdo espacial e em energia de alguns angstréms e
elétron-volts, respectivamente, geralmente sob condicbes de alto vacuo [1, 2]. E possivel
também observar e registrar processos dindmicos, quando as amostras sdo submetidas a
estimulos (fisicos e quimicos) dentro de um TEM. Esse tipo de experimentos é definido com

Microscopia Eletrénica de Transmissdo in situ.

Gracas aos avancos na Otica eletrdnica, na tecnologia das cameras digitais, na
instrumentacdo de porta-amostras dedicados e ao desenvolvimento de TEMs ambientais
(ETEM 1), é possivel modificar as condicdes sobre as amostras e estudar suas respostas e

diferentes fendmenos dindmicos, com resolugédo atbmica e em energia em tempo real [3].

! Ver Lista de Siglas, sessao 6.



Um microscopio eletrbnico é ambiental quando é possivel submeter a amostra a
pressao varidveis de até algumas dezenas de mbar. Isto tem sido possivel gracas a um sistema
de bombeamento diferenciado, permitindo o fluxo de gases, sem que altere o vacuo no canhao
de elétrons [4]. As aplicagcdes dos ETEM abrangem estudos de nanoparticulas, catalisadores,
celulas de combustiveis, deposi¢do induzida por feixe de elétrons focado, etc. [5], para a
determinacdo de diagramas de fase de nanoparticulas, o entendimento de reacdes e funcGes

cataliticas, e para a formacéo de novas estruturas [6].

Na TEM in situ, usando porta-amostras dedicados, é possivel fazer experimentos
modificando a temperatura sobre a amostra (aquecimento / resfriamento); a magnetizacéo; a
polarizacdo elétrica; e aplicar esfor¢cos mecénicos [7 — 11]. Existe outro tipo de porta-amostras
equipados com células ambientais, com fluxo de liquidos ou gases, e variacdo da temperatura
e corrente elétrica, dedicados ao crescimento de estruturas e analises em condi¢Ges mais reais
[12, 13]. Assim é possivel estudar as interacdes e reacdes entre sélido-solido, sélido-liquido e

solido-gas a escalas nanométricas [3].

Todas essas possibilidades podem conduzir a correlacdo direta entre os fenémenos
observados com as propriedades e aplicagdes dos materiais, e a criacdo de modelos dindmicos
mais exatos. Mas, existem varias limitaces [14]. O tempo de registro de um quadro de video
é um deles. Alguns processos dindmicos ocorrem em tempos bem menores que o tempo de
registro que € de algumas dezenas de microssegundos [3]. Portanto, nem toda informacéo

estaria sendo registrada.

Outra condicdo adversa sdo os danos causados na amostra pela radiacdo devido aos
longos tempos de observacdo. A resolugdo lateral durante um experimento in situ piora,
devido as instabilidades mecéanicas e térmicas no préprio porta-amostras, se observando
vibracbes e movimento de deriva da amostra durante as analises [3, 14]. No ETEM, a cinética
e 0s produtos de reacdo sdo dificeis de medir; as pressbes usadas estdo bem a baixo das
condicBes de reatores reais; o feixe de elétrons pode ionizar as moléculas dos gases, fazendo-
0S mais reativos [5].

Mesmo com essas limitagdes, muita informacdo pode ser adquirida e interpretada
apropriadamente, levando em consideragéo as interferéncias delas nos dados adquiridos; mas
principalmente, do planejamento criterioso das condig¢Oes experimentais [14]. Assim, a partir

das observacGes, podem-se criar modelos dindmicos e dar responda as perguntas elementares



e aos quesitos que a ciéncia dos materiais propde: Criar novas estruturas e novas propriedades

dos materiais.

Por sua vez, os sistemas particulados nanométricos sdo projetados para serem 0s
componentes primarios dos materiais, e para melhorarem e obterem novas funcionalidades
dos materiais. Muitos dos fendmenos associados a producdo e reacdo de estruturas
nanomeétricas ndo estdo completamente estabelecidos. Na maior parte dos casos séo estudados

por TEM ex situ ou outras técnicas in situ que ndo trazem informagcéo local.

Entre os sistemas particulados nanométricos, a hidroxiapatita (biomaterial) é de
especial interesse para este projeto, devido as suas aplicacdes na medicina e engenharia e aos

problemas ainda néo resolvidos.

1.1. ENUNCIADO DO(S) PROBLEMA(S)

A hidroxiapatita (HA) é um cerdmico sintético quimicamente muito similar a fase inorgénica
achada em tecidos calcificados como o0ssos e dentes [15]. A HA pode ser obtida por
precipitacdo por via Umida, a partir da adi¢do de uma concentracdo aquosa de ions de calcio a
uma solugdo aquosa de ions de fosfato, em condicfes basicas e em temperaturas menores do
que 100 °C [16]. Nessas condigdes, a fase obtida caracteriza-se pela estequiometria
Cayp(PO4)s(OH),. A via inversa, adigdo da solucéo de célcio na solucdo de fosfato também é
aplicada. A pesar da HA ter outras aplicacdes como sor¢do idnica [17], o principal interesse

desta proposta sdo suas caracteristicas como biomaterial.

As propriedades da HA precipitada dependem muito dos parametros de sintese,
especialmente a temperatura [16]. Além disso, podem-se conseguir facilmente uma grande
quantidade de substituicdes idnicas em cada um dos sitios da rede ocupados pelos grupos
funcionais da HA [18]. Cada uma dessas substituicdes tem influéncia nas propriedades da HA
e até conduz a possivel precipitacdo de outras fases apatitas [15]. Alguns desses ions inibem
ou reduzem a cristalizacdo da hidroxiapatita, e.g. CO3 e Zn nos sitios do fosfato e do célcio,
respectivamente; enquanto outros a estimulam, e.g. F no sitio da hidroxila (OH) [16].

O processo de formacdo e evolucdo da fase HA ainda ndo estd completamente
identificado. Existem trabalhos tedricos e experimentais estudando o0s processos de

cristalizacéo e crescimento da fase de HA [19, 20]. Estudos por TEM in situ, por sua vez, séo



escassos. Nesta linha, tem-se reportado a transformacdo induzida pelo efeito térmico da
radiacdo do feixe de elétrons, a partir de um fosfato de célcio precursor, o octacélcio fosfato
(OCP ?) em HA [21].

2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Usar as vantagens da TEM in situ para estudar processos dindmicos, em tempo real e
na escala nanométrica, relacionados com a variacdo da temperatura em nanoparticulas de

hidroxiapatita.

2.1. OBJETIVO GERAL

e Realizar experimentos de TEM in situ, focados em mudangas estruturais de
nanoparticulas, em funcdo da temperatura e do tempo.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
2.2.1. SEM

i) Treinar o aluno de IC na operagdo basica de um SEM.
i) Awvaliar amostras preparadas para TEM por SEM.

2.2.2. TEM in situ

i) Treinar o aluno de IC na operacgdo basica de um TEM.

ii) Realizar experimentos de TEM in situ, variando a temperatura de nanoparticulas de
hidroxiapatita, para estudar a sua evolucdo cristalografica, com resolucdes atémicas e
em energia em tempo real.

iii) Aplicar as técnicas e metodologias de anélise de microscopia eletronica.

2 Do inglés Octacalcium Phosphate.



2.3. RESULTADOS ESPERADOS

i) Determinar um modelo para a cristalizacdo e evolucdo da HA em funcdo da
temperatura. Isto contribuird para o entendimento da mineralizacdo deste importante

fosfato de célcio em aplicacdes médica.

3. METODOLOGIA

O presente projeto sera dividido em duas etapas. Na primeira etapa, utilizar-se-4& um SEM
para avaliar a dispersdo de nanoparticulas de hidroxiapatita, usando um detector de elétrons
transmitidos. Na segunda fase, utilizar-se-a um TEM, e um porta-amostra dedicado para

aquecimento.

Na primeira etapa, o aluno de IC seré treinado na operacdo basica do FEI Inspect F50,
assim como orientado a preparar amostras para TEM por gotejamento de disperséo coloidal
de nanoparticulas de hidroxiapatita sobre grades de cobre com filme de carbono amorfo. Os
treinamentos tém por objetivo determinar as melhores condigbes de preparacdo, que serdo

aplicadas na preparacdo das grades de aquecimento.

Na segunda etapa, o aluno de IC também sera treinado na operacdo basica do JEM-
2100 LaBs TEM. Realizar-se-80 experimentos de aquecimento, usando um porta-amostra
Aduro™ que tem curvas de calibracio de 200 °C a 1200 °C; e grades comerciais DuraSiN™

para aquecimento. A aquisicdo dos dados sera feita de forma conjunta.

Os sistemas nanoestruturados serdo sintetizados pelo Laboratério de Biomateriais
(LABIOMAT) do Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas (CBPF).

3.1. DESCRICAO DAS CONDICOES DE MEDIDA DE TEM IN SITU

e Microscopio: JEM-2100 LaBg TEM, operando a 200 kV, com 0,25 nm de resolucédo
ponto a ponto; podendo ser operado no modo varredura (STEM %) e no modo
convencional (TEM). Caracterizacbes analiticas e cristalogréficas podem ser

realizadas usando o espectrometro de raios X (EDS *) acoplado e os diferentes modos

® Ver Lista de Siglas, sessio 6.
*Ver Lista de Siglas, sess&o 6.



de difracdo (BF, DF, SAED, NBD e CBD °). Este microscépio est4 equipado com
duas cameras para o registro de imagens: ES 500W Model 782 e MultiScan Camera
Model 794 (Gatan, Inc.). A primeira camera é dedica para o registro de videos e
aquisicdo de imagens a baixa e intermedia magnificacdo. A segunda camera é dedica
para o registro de imagens de alta resolucéo.

e Porta-amostra: Aduro™, da Protochips, para controle de temperatura, diretamente
sobre o filme fino de ceramica condutora que suporta as amostras. Este porta-amostras
conta com curvas de calibracdo de 200 °C a 1200 °C, redugdo da temperatura
instantanea, e grades para aquecimento DuraSiN™. A Figura 1 exibe as caracteristicas
fisicas do equipamento que compde o porta-amostra Aduro™, com o seu sistema de
controle e aquisicdo de dados e sua fonte de voltagem (a), uma vista detalhada da
ponta do porta-amostra, com 1,42 mm de espessura e 6,55 mm de largura (b), e as
grades usadas para as caracterizacbes térmicas (c). Este porta-amostra faz uso da
tecnologia MEMS (Micro-Electro-Mechanical Systems), diminuindo o deslocamento
da amostra, com rampas rapidas de aquecimento / esfriamento. A estrutura e
composigdo da ceramica condutora fina serdo caracterizadas em fungdo da
temperatura, para determinar de forma indireta, a sua interacdo com as nanoparticulas
durante as variacdes de temperatura, e que poderia influenciar na composi¢do dos

produtos resultantes do aquecimento.

(a) (b) (c)

Figura 1. (a) Equipamento do porta-amostra Aduro™. (b) Detalhe da ponta do porta-amostra,

NTM

com a montagem da grade DuraSiN"™. (c) Desenho de uma grade para deposi¢do de amostras

e sua respectiva vista transversal.

® Ver Lista de Siglas, sessio 6.



e Aquisicdo e processamento de imagens: Os processos dindmicos a serem estudos
serdo filmados com as cameras digitais acopladas ao JEM-2100. Os quadros (frames)
serdo extraidos usando programas computacionais, analisados usando as ferramentas
do DigitalMicrograph™ (Gatan Inc.) e interpretados usando o Java Electron
Microscopy Software (JEMS) [22].

4. CRONOGRAMA

Para a realizacdo desta pesquisa propde-se o periodo de 12 meses, onde se prevé a realizacdo

das atividades de acordo com o cronograma mostrado na Tabela 1.

Tabela 1. Cronograma de trabalho de PIBIC.

Trimestre
ATIVIDADE 1° 2° 3° 4°
Preparacéo de amostras
SEM Inspect

Treinamento
Aquisicao de dados
Analise de dados
JEM-2100
Treinamento
Aquisicao de dados
Analise de dados
Redacdo de resultados

5. PESQUISADORES E INSTITUICOES COLABORADORAS

e Dr. Alexandre Malta Rossi
http://lattes.cnpg.br/0561802115181270
Laboratorio de Biomateriais (LABIOMAT), Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas
(CBPF), Rio de Janeiro, SP, Brasil.

Tipo de apoio: Preparacdo de amostras e discussdo conjunta dos resultados
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