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Resumo

A utilizacdo de superficies metalicas revestidas tem wida estratégia usada para melhorar o desempenho
de dispositivos médicos, em particular de préoteses ortopédismseramicos de titnio sdo considerados
revestimentos biocompativeis com boas propriedades mecéanit#sologicas. Durante o contacto com os
fluidos bioldgicos as macromoléculas presentes, nedsé&os, podem adsorver-se nos revestimentos
modificando-lhes o comportamento das superficies.

Neste trabalho foram estudadas as adsorc¢ées, a #8&8°dhumina de soro bovino (BSA) e de hialuronato
de sédio (NaHA), duas das macromoléculas presentes no lisjmiodal, a trés revestimentos ceramicos de
tithnio obtidos por deposicao fisica de vapor (PVD): o tuitde titdnio (TiN), o nitreto de titdnio e nidbio
(TiNbN) e o carbonitreto de titanio (TiCN).

As técnicas utilizadas no estudo foram a microbalanca id@lcde quartzo com anélise de dissipagdo
(QCM-D) e a microscopia de forca atomica (AFM).

Os resultados obtidos para a adsor¢do de BSA permitertuicanee ndo existem diferengas significativas
entre a adsor¢do nos trés materiais ceramicos, eaqu®teina se adsorve em monocamada uma vez que as
espessuras de filme sdo compativeis com as suas desansteculares.

Do estudo da adsorcdo de NaHA aos revestimentos cexamia monocamadas de BSA concluiu-se que
interaccdo entre as moléculas de BSA e NaHA é fracarseptio.

Determinaram-se as forcas de adesdo, por AFM em égtre, os pares superfidip: TiN-BSA, TiNbN-

BSA, BSA(TiIN)-BSA e BSA(TiNbN)-BSA, e verificou-seug eram superiores as forcas de van der Waals

estimadas pelo tratamento de Hamaker.

Palavras-chave: Albumina, Acido Hialurénico, Adsorcéo, bielanca de Cristal de Quartzo, Microscopia de

Forca Atdmica, Nitretos de Titanio






Abstract

The use of coatings on surfaces has been a strategyausedrove the performance of medical devices.
Titanium ceramic coatings are considered biocompatibté @wdood mechanical and tribological properties.
When the coating surface is in contact with body fluids gudiEm of macromolecules takes place and can
modify the behavior of the surface.

In this work the adsorption, at 25 °C, of bovine serum albBSA) and sodium hyaluronate (NaHA) were
studied in three titanium ceramic coatings deposited by mlygpor deposition (PVD): titanium nitride (TiN),
titanium niobium nitride (TiNbN) and titanium carbonitride CN).

The techniques used in the adsorption study were the quartal enysrobalance with dissipation analysis
(QCM-D) and the atomic force microscopy (AFM).

The results for the adsorption of BSA suggest that theme sgnificant difference between the adsorption
in the three ceramic materials. We also found that the &&#rbs onto titanium nitrides surface in a monolayer
because the thickness of the film, determined by QCM-DA#M, is compatible with the molecular dimension
of the protein.

With the study of the adsorption of NaHA onto the titaniutnides and onto the monolayer of BSA we
conclude that, at neutral pH, the interaction between gt¢A\Nand BSA is weak.

The adhesion forces between the pairs: TiN-BSA, TiNbN-BE2A(TiN)-BSA e BSA(TiNbN)-BSA, were
determined in water medium by AFM. Experimental resubtsevhigher than the van der Waals forces estimated

by Hamaker method.

Keywords: Albumin, Hyaluronic Acid, Adsorption, Quartz 6t Microbalance, Atomic Force Microscopy,
Titanium Nitrides
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1. Introducao

O objectivo deste trabalho centrou-se no estudo da d@tsale albumina e acido hialurénico a trés
ceramicos de titanio (nitreto de titanio, TiN, nitreto d&niio e nidbio, TiINbN e carbonitreto de titanio, TiCN)
tendo em vista a utilizacdo destes como biomateriais, espiscificamente como revestimentos de préteses
ortopédicas de articulagdes.

As préteses ortopédicas de articulagdes, em espe@akcdae do joelho, sdo constituidas por partes méveis
qgue deslizam entre si, pelo que o seu comportamento tribol¢afiito e desgaste) dos materiais de que sdo
feitas.

As préteses da anca e do joelho séo, geralmente, adoessitpor uma parte metélica, fixa no fémur, e uma
parte de material polimérico, fixa na tibia (na prétesejaklho) ou no acetdbulo (na prétese da anca).
Tradicionalmente utiliza como material polimérico o pdketo de muito alto peso moleculasitra high
molecular weight polyethylendUHMWPE) e como materiais metalicos o aco, ligascdbalto-crémio-
molibdénio e ligas de titanio, [1].

As principais causas de falha, ou mau desempenho, daseprééEso desgaste dos materiais, por fricgdo e
por corrosao, que provocam a libertacdo de particulas causdddrdemacdes nos tecidos vivos e desconforto
nos pacientes.

Uma das formas de diminuir o desgaste é a utilizac@om@ostos mais resistentes, como os ceramicos de
tithnio, para revestir as partes metalicas das protEsegem varios estudos sobre as propriedades mecénicas e
tribologicas dos ceramicos de titAnio, mas muito psusmbre a sua biocompatibilidade e a capacidade para
adsorverem proteinas, pelo menos de forma quantitativa.

A adsorcao de proteinas a superficies € um processo impartaastudo de biomateriais uma vez que estas
desempenham um papel relevante na biocampatibilidade e adks#do Pe facto a adsorgcdo de proteinas é um
processo quase instantaneo, pelo que, quando uma célplasiena da superficie do biomaterial interage com
a camada de proteina e ndo com a superficie em si.

A escolha da albumina como proteina de estudo devesge i@nportancia no organismo humano uma vez
gue é a mais abundante no plasma sanguineo. Utilizoullsenairza de soro bovino (BSA) porque é semelhante
a humana e mais barata. O estudo da adsorcéo de 4cidorhi@una forma de hialuronato de sédio (NaHA), é
fundamentado por este ser um dos principais constituintéguddo sinovial, que é o liquido presente entre as
partes méveis das articulagdes.

Neste trabalho a adsorcao foi quantificada através dasltgias da microbalanca de cristal de quartzo com
dissipacdo (QCM-D) e microscopia de forca atomica (AHBMnbora sejam tecnologias relativamente recentes,
com cerca de duas décadas de utilizagdo, nos ultimosideo&eu uso generalizou-se de tal forma que na base
de dadodVeb of Sciencexistem mais de 2900 e 39000 entradas para QCM eraABdéctivamente.

A tecnologia QCM-D permite, através de modelacdo mdtemaeterminar parametros fisicos como a
massa, a espessura, a elasticidade e a viscosidadérdssde proteina adsorvidos a uma superficie, enquanto

gue por AFM se obtém imagens topograficas das superféciesieio seco ou liquido, e forcas de adeséo.



O presente trabalho insere-se num projecto de investigan&urso sobre o comportamento triboldgico de
varios materiais utilizados em proteses e o efeitoodaposicao do fluido lubrificante nesse comportamento, [2-
8].

Neste texto é feita uma pequena introdugdo, no capitalasZiomateriais, as técnicas de caracterizacédo de
superficies (em particular a QCM-D e AFM) e a intedac@gntre macromoléculas e superficies solidas.
Descrevem-se os ceramicos de titdnio e as macromoléestiadadas (BSA e NaHA) e faz-se uma resenha
bibliogréafica sobre os estudos de adsor¢édo envolvendoreataemoléculas.

No capitulo 3 descrevem a parte experimental. No capitubprdsentam-se os resultados, que sao
discutidos e comparados com a informagdo obtida na resenhagfdfita. Finalmente no capitulo 5

apresentam-se as conclusoes.



2. Fundamentos Tedricos e Reviséo Bibliografica

2.1. Biomateriais

A principal caracteristica que distingue um biomateriatjdalquer outro material é a sua capacidade de
coexisténcia, em contacto, com tecidos vivos sem lhes adarsas inaceitaveis, [9].

A longo prazo, um biomaterial deve ser ndo-tdxico, mas @ guazo esta propriedade ndo € imperativa.
Por exemplo no combate a doencas oncoldgicas utilizam-dieamentos que destroem células pré-definidas,
[10Q]. Verifica-se assim que a definicdo de biomateréa pode ser demasiado restritiva.

Desde a antiguidade que sédo utilizados materiais comditsirtes de tecidos vivos, como por exemplo
dentes de ouro e globos oculares de vidro, mas foi apenas ulo ¥&¢ que a utilizacdo de implantes se
generalizou.

Apos algumas décadas de indefinicdo nas definicbeod@terial e biocompatibilidade estas estabilizaram

nas enunciadas por David Williams em 1987, [10]:

“Biomaterial € um material ndo-vidvel usado em digpas (médicos), projectado para interagir com

sistemas biolégicos.”

“Biocompatibilidade é a capacidade de um material, nurnacgib especifica, desencadear uma resposta

adequada no hospedeiro.”

2.1.1. Biocompatibilidade e Requisitos dos Biomateriais

Os biomateriais séo utilizados em varias aplicacdesaas como por exemplo em implantes, equipamento
cirtrgico, membranas de didlise, e biosensores. Torrmssien evidente que 0s requisitos mecénicos e de
biocompatibilidade variem de aplicacdo para aplicac@o.eRemplo a resisténcia a corrosdo e ao desgaste é
mais importante nos dispositivos implantados por um Igegodo de tempo (ou para toda a vida) do que nas
placas de fixagdo ortopédica provisoria. Outro exemplo é ®iddegrabilidade. Os materiais utilizados
actualmente nas suturas podem ser biodegradaveis, o quepketeomente indesejavel em implantes de longa
duracao.

A biocompatibilidade, o desempenho dos biomateriais e a raspastecidos vivos & presenca de materiais
estranhos é influenciada pelas caracteristicas intdas#os materiais, pelas condi¢cdes do doente (idade, sexo,
estado geral de salde, estilo de vida, etc.) e pelalgdaldas intervencdes médicas.

O desempenho dos biomateriais depende das suas propriedagesigm ser agrupadas entre as que sao
em massa e as que sdo superficiais. Todas elas dependempuissicdo quimica, da morfologia e da macro e
microporosidade. Entre as propriedades em massa importarntestram-se a cristalinidade, as propriedades



elasticas. As propriedades superficiais mais importaritesastopografia, a hidrofobicidade, a resisténcia a
corrosao e ao desgaste, a cor, a resisténcia térmgprepriedades reoldgicas.

A biocompatibilidade e a compatibilidade sanguinea podertestadas utilizando métodos vitro ou in
vivo. Os métodosn vitro sdo menos dispendiosos e mais faceis de realizar, nterdaaceitacdo dos seus
resultados deve ser feita com precaucéo uma vez que osomedebndigSes adoptadas podem néo ser vélidas
para aplicagdm vivo. Por outro lado, a maior complexidade dos sistamaio tornam a sua realizacao dificil
porque podem ser afectados por factores de dificil contuolpor factores que nem sequer foram tomados em
conta no modelo. Além disso, em certos casos tEstégo sao eticamente duvidosos.

A definicdo de compatibilidade sanguinea € semelhante & danipatbilidade mas aplicada aos
dispositivos que entram em contacto com o sangue. Asaimaterial sera compativel com o sangue se tiver a
capacidade de interagir com ele sem produzir reaccoessadv Para além das propriedades descritas atras, a

condicdo essencial para a compatibilidade sanguinea équse fiormem trombos.

2.1.2. Tipos de Biomateriais

O bom desempenho dos biomateriais depende do uso que stefaNds seccles seguintes descrevem-se
em maior pormenor o0s principais tipos de biomateriais, uas propriedades, aplicacbes e o0s problemas
associados as utilizag6es mais frequentes.

Tal como os materiais, 0os biomateriais podem ser clasdific em quatro tipos: os metalicos, os
poliméricos, 0os ceramicos e 0s compasitos.

2.1.2.1. Biomateriais Metalicos

Materiais metélicos sdo materiais inorganicos coridttupor elementos metélicos, ou misturas destes, que
se designam por ligas metélicas. As ligas metalicas podeter elementos ndo metélicos, no entanto estes néao
se ligam covalentemente a fase metdlica do material.

Os materiais metdlicos dividem-se em duas classes aieso seu teor em ferro: os materiais metalicos
ferrosos e os materiais metélicos néo ferrosos. O agoeéxemplo da primeira classe.

As propriedades de conducéo eléctrica, térmica e de defarnsagd fractura dos materiais metalicos
so6lidos deve-se em grande parte a ligacdo metélica nas|edéctres de valéncia dos d&tomos séo partilhados
pela vizinhanga. Os electrbes de valéncia encontram-serfesate ligados aos nucleos metalicos positivos e por
isso podem movimentar-se mais ou menos livremente, [11,12].

Existem trés tipos principais de materiais metdlicos&zatibbs em implantes: o ago inoxidavel; as ligas de
cobalto-cromio; e o titanio e ligas de titanio. Alélestes sédo ainda utilizadas as amalgamas de merdigas e
de ouro em medicina dentéria e outros metais em situagdies especificas como a platina ou o paladio. Estes
Ultimos embora tenham elevada resisténcia a corros&pauaion ser utilizados em funcgfes estruturais devido as
suas baixas resisténcias mecéanicas, [12]. Muitos dogiamtmetalicos apresentam o inconveniente, muitas
vezes grave, da libertac@o de ides metalicos toxicos.



Descrevem-se a seguir os trés principais tipos de bidaiatmetalicos.

Aco inoxidavel

O aco austenitico 316L é o tipo de ago recomendado pamachiti em implantes devido a sua elevada
resisténcia mecanica e a corrosdo quando comparados trosagos.

Constituido principalmente por ferro (60-65%), o aco 316L tieon elevado de cromio para melhorar a
resisténcia a corrosdo através da formacao da camatéatpra superficial de gDs;. No entanto, o crémio tem
o efeito indesejavel de reduzir a resisténcia mecaniastbilizar a fase ferritica mais fragil que atenisica.
Para contrapor este efeito, o teor em niquel é aumedtadonodo a estabilizar a fase austenitica. O teor em
carbono néo deve ser superior a 0.03% para conter o equecipitacdo de carbetos nas superficies dos graos o
gue poderia levar a destruicdo da camada natural de 6xidaver@mto da corroséo, [10].

Ligas de cobalto-cromio

Das varias ligas da mistura de cobalto, crémio e outetais) apenas duas sdo usadas extensivamente em
implantes: a liga de cobalto-cromio-molibdénio, CoCrMoa diga de cobalto-niquel-cromio-molibdénio,
CoNiCrMo.

A liga CoCrMo é usada em implantes dentarios ha variaaddéce mais recentemente em préteses de
articulagées. A adi¢cdo de molibdénio tem como objectivo anglitede grdos mais finos e com isso aumentar a
resisténcia mecanica, [12].

A utilizacéo da liga CoNiCrMo é mais recente e apfiegrincipalmente nas hastes de fixagcao de préteses

que sofram cargas elevadas.

Titanio e ligas de titanio

O titanio utilizado em implantes designa-se por CRnfitm, decommercially pure titaniume existe em
quatro graus de pureza, sendo que o teor em titAnioerar 98.9 e 99.6%. A estrutura do titdnio até 882 °C é
hexagonal compacta e a temperatura superior é cubica aecerpado.

O titanio tem boa resisténcia a corrosdo devido a camadido de titnio com cerca de 10 nm que se
forma a superficie. A resisténcia mecéanica aumentaoct@or de impurezas.

A principal liga de titanio utilizada em implantes é a gieada por Ti6Al4V que contem entre 5.5 e 6.5% de
aluminio e entre 3.5 e 4.5% de vanadio.

As ligas de titanio e niquel (nitinol) apresentama@ppedade de memoéria de forma que é usada em algumas
aplicacdes especificas.

Na Tabela 1 sdo apresentadas algumas propriedades #sio@canicas dos principais biomateriais
metélicos, [12]. Algumas propriedades apresentam unvaite de variagdo grande porque dependem dos

tratamentos de envelhecimento a que 0s materiais samsujei



Tabela 1- Propriedades fisicas e mecanicas de alguns t#daia metélicos.

Material Densidade (g/cm) Médulo de Young (GPa) Resisténcia a traccéo
(MPa)

Aco 316L 7.9 190 590 - 1350

CoCrMo 8.3 210 655

CoNiCrMo 9.2 232 793 - 1795

Ti (CP) 4.5 110 240 - 760

Ti6AI4V 4.5 116 860 — 1100

2.1.2.2. Biomateriais Poliméricos

Os materiais poliméricos s@o geralmente constituidos giteias ou redes de atomos de carbono, ligados
covalentemente entre si, as quais podem ligar-se odtwem’tos. Um polimero resulta na repeticdo de vérias
pequenas unidades: os mondmeros.

Nos seres vivos existem polimeros naturais, como a celolose DNA, mas neste texto apenas seréo
referidos polimeros sintéticos utilizados em implantes.

Apesar da miriade de polimeros possiveis de serem sidietiz apenas cerca de duas dezenas tém
utilizagdo como biomateriais e menos ainda em implantes.

Na Tabela 2 referem-se os principais tipos de polimerogadds como biomateriais e suas aplicacdes,
[12].

Tabela 2— Principais tipos de polimeros utilizados comunfmteriais.

Material Aplicacbes
Polietileno (PE)
UHMWPE > Implantes ortopédicos em especial préteses da(anetabulo), da tibia e
do joelho.
LDPE > Recipientes flexiveis
VLDPE »  Tubagens

Polipropileno (PP)

Polimetilmetacrilato (PMMA)

Poliuretanos (PU)
Polietilenoteraftalato (PET)
Poliamidas (Nylons)

Borrachas e Silicones

Acrilonitrilo-butadieno-estireno (ABS)

Poliestireno (PS)

Policloreto de vinilo (PVC)

Polimeros biodegradaveis (PLA, PGA, PLGA, etc.)

v

v

Seringas, membranas, enxertos vasculares e suturas

Lentes de contacto externas e implantadas, prédesedrias, cimento de

fixacdo 6ssea de préteses, sistema de bombageamgiees
Revestimento de implantes (por exemplpdeemakers
Excertos vasculares, suturas e redes de suporte
Suturas

Implantes de reconstrugao

Grampos e material de laboratério

Material de laboratorio

Cateteres, tubagens, recipientes

Transporte de farmacas vivo




2.1.2.3. Biomateriais Ceramicos

A definicdo de material ceramico é bastante abrangente,vemajue sdo considerados ceramicos os
materiais inorganicos constituidos por elementos metadic@o metalicos ligados quimicamente entre si, [11].
A maior parte dos ceramicos de interesse, do ponto de vistaaoatéiiais, pode ser englobado numa das trés
seguintes classes: bioinertes, semi-inertes, e ndesngtP].

Os materiais bioinertes tém elevada resisténcia a corresdo desgaste pelo que mantém as suas
propriedades quando implantados em tecido vivo, dai que sejamadad com fins estruturais e de suporte. Dos
cerdmicos bioinertes com maior interesse destacaen-gkimina, a zirconia, os aluminatos de calcio e a
hidroxiapatite densa.

Os materiais ndo-inertes, também designados por ceramiodegkadaveis, sofrem degradacdo apds
implantacdo e vdo sendo substituidos por tecidos vivos. A rpaite dos cerdmicos biodegradaveis sao
variacOes e derivados do fosfato de calcio. Outro mateiodliegradavel é o sulfato de célcio. A principal
utilizac&@o destes materiais é na substituicdo e agfardos tecidos 0sseos.

A bioactividade dos biomateriais semi-inertes é intermédiaetacdo as duas classes anteriores uma vez
gue ndo se degradam como os biodegradaveis mas formardeligkartes com os tecidos adjacentes. Os
principais materiais semi-inertes sédo os vidros bioastigcomo dioglass o Ceravital e o vidroA-W, e alguns
tipos de hidroxiapatite.

No entanto os materiais ceramicos apresentam o inconvemens®frerem fractura mais facilmente,
comparativamente, que 0s materiais metalicos.

Descrevem-se a seguir alguns dos biomateriais cerdmiais usados em implantes.

Alumina

A alumina é oxido de aluminio, AD; de elevada pureza que se obtem por calcinacéo a partinédgos
como a bauxite. A alumina utilizada em implantes deverteteor de AIO; superior a 99.5%, enquanto que o
teor combinado de Si® de 6xidos alcalinos deve ser inferior a 0.1%, [12].

A elevada dureza da alumina, em conjugacdo com a elevadéneisiao desgaste, torna a alumina num
material com bastante aceitacdo para uso em implantegpdees como por exemplo as cabecgas femorais dos
implantes de anca. Outras utilizacdes da alumina sdopantas do joelho, substitutos de segmentos 0sseos,

reconstrucdes faciais e implantes dentarios, [10].
Zirconia
A zircénia é o Oxido de zirconio, ZpOque se obtem a partir do minério ZrRi® é também utilizada em

cabecas femurais, [12-13].

A zirconia apresenta maior resisténcia e menor matkiNoung comparativamente com a alumina.



Fosfato de Célcio (Hidroxiapatite)

O fosfato de calcio pode cristalizar-se sob duas foren&&droxiapatite e §-whitlockite, [12,14]. Ambas
sdo compativeis com o tecido 6sseo e podem ser ulitizzaino seu substituto. Muitas vezes co-existem as duas
formas simultaneamente. No entanto por ter maior semellcanta estrutura mineral 6ssea a hidroxiapatite é a
preferida.

A férmula quimica da hidroxiapatite é [G@Qs)s(OH),] e a sua densidade é de cerca de 3.22%g/cm

Vidros bioactivos

Os vidros bioactivos diferenciam-se dos vidros comuns pemtaima superficie altamente reactiva em
meio aquoso. Esta caracteristica € resultante doséfsntes factores: 1) a percentagem molar dg &iO
inferior a 60%; 2) as percentagens de®la CaO sdo superiores nos vidros bioactivos; 3) a @a&dR0s é
superior nos vidros bioactivos.

Na Tabela 3 sdo apresentados algumas propriedades fisicesémicas dos principais biomateriais
ceramicos, [10, 15].

Tabela 3— Propriedades fisicas e mecénicas de alguns t#daia ceramicos.

Fosfato de Vidros

Alumina Zirconia A Hidroxiapatite . - Vidros A-W
célcio bioactivos
Densidade (g/cm3) 3.98 5.72-6.05 3.16 3.22 n.d. 73.0
Médulo de Young 400 150-208 4-117 40-117 30-35 118
(Gpa)
Dureza (HV) 2400 1120-1200 333 n.d. n.d. 680
a) em GPa

2.1.2.4. Biomateriais Compdsitos

Materiais compdsitos sdo, no ambito da engenhanaaderiais, materiais constituidos por misturas de dois
ou mais materiais insolGveis cujas fases e intesfaegam visiveis a uma macroescala. Este tipo deriglate
consiste numa mistura de materiais de refor¢o, nornmdmaescontinuos, com um material ligante, também
designada por matriz, [10,11].

Na reconstituicdo e regeneracdo 6ssea sao utilizadososibagpde ceramicos e polimeros como, por
exemplo, hidroxiapatite com HDPE, [16,17], ou PP, [18], ou &ubA (poly-L-lactide acidl, [19], ou vidros
biactivos com polimeros, [20]. Compdsitos de hidroxiapatia aco, [21], e colagénio, [22], tém também sido
alvo de estudo.

Na aplicagcdo especifica nos acetabulos de prétesesaéoapstudada a utilizacdo de compésitos formados
por HDPE, hidroxiapatite e alumina, [23] e em medicina &é@ntsdo utilizados compdsitos de ceramicos e

resinas como substitutos da amalgama de mercurio, [24,25].



2.1.3. Degradacéo de Biomateriais Implantados

A degradacgdo dos biomateriais é particularmente iraptatnos implantes de longa duracdo e esta pode
ocorrer devido a quatro causas principais: a degradacaocquituier seja a corrosao nos metais ou a hidrolise
dos polimeros; o desgaste; a ruptura por fadiga; e a caféific

A degradacdo quimica e o desgaste resultam na libertacfeqdenas particulas, ou de ides, que se
acumulam nos tecidos, causando inflamagéo, desconforto natpacdeem casos extremos, a rejeicdo do
implante.

A calcificacdo € um processo patolégico no qual, depositossiied de célcio, ou de outros compostos de
célcio, se acumulam nos biomateriais levando em ultimaise a falha do implante.

2.2. Caracterizacao de Superficies

As propriedades e respostas que 0s materiais apresentam gphecaitos em diversas situagdes dependem
de vérios factores como: a sua composi¢do quimica, matfi@logia e o ambiente em que séo utilizados.

A composicao quimica das superficies dos materia@@almente obtida através de analises por X2S (
ray photoelectron spectroscopgspectroscopia de infravermelhos ou por espectrongetmaassa.

A morfologia e topografia superficiais dos materiais podenolstdas por dois tipos principais de métodos:
SEM e SPM. Na técnica SEMB¢anning Electron Microscopws superficies sdo bombardeadas com um feixe
de electrdes de elevada energia que provocam a endissfectrdes secundarios. As intensidades dos electrdes
secundérios detectados sdo fun¢do do material e da suatig@gel® que permitem a construcdo de imagens
tridimensionais da superficie observando-se pormenores rat§ [10,26]. As técnicas SPMs¢anning Probe
Microscopy incluem as técnicas STN¢anning Tunneling Microscopg AFM (Atomic Force Microscopy As
técnicas SPM consistem no varrimento da superficie do ialgber uma sonda que permite determinar a sua
topografia e possivelmente outros pardmetros se o equipaassioo permitir, [27].

Um parédmetro importante na caracterizacao da superficiduéeza, embora esta normalmente se refira ao
material em massa e ndo especificamente a supedidieireza é uma medida da resisténcia do material a
deformacéo quando Ihe é aplicada uma carga. Existewswipos modos de determinacdo da dureza sendo o
gue mais nos interessa a dureza a indentacao, [11,28]. A dumdantacdo é obtida medindo a deformacéo na
superficie, provocada por um indentador ao qual é aplicad@. O valor da dureza depende da carga aplicada
pelo que esta deve ser referida. Existem varios métodasedigédo da dureza a indentacéo (Vickers, Knoop,
Brinell e outras) mas ndo existe correlagdo directa eaindas porque muitos materais apresentam
comportamentos distintos nos varios métodos, [29].

No caso de a superficie externa ser um revestimento, o daldureza é influenciado pelo material do
substrato principalmente em revestimentos finos, [30]. E ipso importante conhecer a espessura do
revestimento para melhor caracterizar a superficiespessura de revestimentos pode ser obtida pelo método
Calo test [31].



Finalmente, um parametro muito utilizado na caractefizade superficies € o angulo de contacto que
corresponde ao angulo formado entre a tangente a intdidaa#o-vapor no ponto triplo e a interface soélido-
liquido numa gota liquida depositada sobre a a superficéliio, [10] . O angulo de contacto é um parametro
indicativo da molhabilidade das superficies pelos diversasofiique é importante conhecer, por exemplo, nos
sistemas bioldgicos ou na lubrificacdo de pegas mecamigatem varios métodos de determinagdo do angulo
de contacto sendo o mais simples o método da gota séssil.

Descrevem-se em seguida com mais pormenor os métodos derizagdo de superficies utilizados no

presente trabalho.

2.2.1. Composi¢do Quimica

No presente trabalho a composi¢cdo quimica elementar supeditipbs de ligagGes existentes foram
determinados por anélise XPS pelo que se fard uma pedeserécdo acerca desta técnica.

Na analise XPS a amostra é bombardeada com raios & as $otdes tiverem energia suficiente ao
acoplamento com um dos electrdes das orbitais interreasarst ejectado com uma determinada energia cinética
E. (Figura 1), [32]:

M+hv—>M"+¢

Figura 1 — Processo de ejec¢do de um fotoelectrdo.

em que M identifica um &tomo, h é a constante de Plareirequéncia da radiagcéo incidente € em electrao
ejectado.

Como as energias dos niveis atdmicos sdo caracteristiceasddeelemento torna-se possivel a andlise
quantitativa se forem registados o nimero de electriggles e a sua energia cinética.

A energia de ligacdo dos electrébm(ling energy, Es, é obtida por, [33]:

Eg =hv-E, (Equacéo 1)

Um espectro XPS é a representacdo grafica do nuderelectrdes emitidos em fungdo da energia de
ligacéo.

Como foi referido, as energias das orbitais sd@ctaristicas de cada elemento, mas sao também
influenciadas pelos atomos vizinhos, por isso @e&sos apresentam bandas e ndo picos bem defirddos
vantagem deste comportamento é que permite a dedugéo da banda do elemento, através de ajuste aos
resultados experimentais, em bandas que sao dmibiis ligagdes quimicas formadas por esse elemanto

amostra.
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2.2.2. Topografia

A topografia das superficies pode ser determinada/drias tecnologias, no entanto, neste trabgbenas
se utilizou a Microscopia de Forca Atdmica, AFM g¢iiic Force Microscopy) na qual uma sonda percorre e
analisa a amostra, linha a linha, obtendo perfi@dmficos. Através da composi¢do de perfis topfiogps
sequenciais obtém-se imagens topograficas deitré&nddes.

O tratamento matematico dos perfis permite detexmiarios parametros de rugosidade. O termo
rugosidade por si s6 é subjectivo uma vez que wparficie pode parecer plana mas se analisada @ior m
pormenor pode revelar asperezas. Tudo dependecdk e®rtical do perfil topografico e da resoluddieral
com que este foi obtido. Por exemplo, uma superff@talica polida a olho nl pode parecer suaventam® se
a observarmos por qualquer umas das técnicas tdssedrificaremos que apresenta “montanhas” e &lale
Assim, definem-se os pardmetros estatisticoszatitis neste trabalho, rugosidade médiagRlistancia pico-

vale (peak-to-valley roughnelsR,y, pelas seguintes expressed]:

1L «
Ry = fély(x)ldx (Equacéo 2)

Rpv ={(cota maxima da amostra) — (cota minima da amgstra  (Equacao 3)

em que L é o comprimento do perfil, x é a distarciarigem do perfil e y é a diferenga entre a cadama

posicdo x e a ordenada média do perfil.

AFM

O AFM (Atomic Force Microscopyé uma técnica, desenvolvida por Binning, Quatéeeber em 1986,
[35], que permite obter a microtopografia em aragscerca de 120x130m° com elevada resolugéo lateral e
vertical.

Existem dois modos de funcionamento do AFM: o miel@ontacto e os modos dindmicos.

No modo de contacto o funcionamento é semelhantieaon perfilbmetro em que a sontig)( montada
sobre uncantilever é arrastada pela superficie. Sobmantileverincide um laser que é direccionado para um
fotodetector. As irregularidades da superficievpomam a deformagdo dwmantileverque causa alteragbes na
intensidade de luz incidente no fotodetector que tsdduzidas para informagdes topograficas. No nubelo
contacto, dependendo do equipamento, obtém-seugdsdl laterais inferiores a 0.1 nm, [27]. A resituc
vertical € 0.01 nm e a resolugao da forca é de, 138}

Nos modos dindmicos (modos de ndo-contactotapjeng o cantiliver € colocado a vibrar préoximo da sua

frequéncia de ressonancia a uma distancia da suipeaté 10 nm. As irregularidades da superficigsam
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alteracdes nas forcas atractivas de Van der Waakaodo variagdes na amplitude e frequéncia dagédbrdo

cantilever que se traduzem em informacgdes topogréaficas. Uazague nos modos dinamicostip ndo é

arrastada pela superficie este deve ser o modaaatiopara analisar superficies frageis ou adesivas.
Geralmente em ambos os modos de funcionamento tbAsuporte daantileverencontra-se imovel e é

a amostra que se desloca na vertical e na horlziraaés de uracannerpiezoeléctrico, (Figura 2).

Foto-detector

@ Laser

Espelhos

Lentes

Ti
(P Cantilever

Amostra

Scanner
piezoeléctrico

Figura 2 — Esquema de funcionamento do AFM

Além da topografia, a tecnologia AFM permite adjuiralores da forga exercida sobre o sistema
tip/cantileverao aproximar-se e entrar em contacto com a sggedi sequente afastamento. As curvas forca
versusdistancia séo de particular importancia no estlaladesao de proteinas e células a superficiesyeana
gue sdo as adesdes de ambas que permitem o iaititedracdo da prétese na matriz 6ssea.

A forca é determinada através de uma expressadlsatea lei de Hooke:

F=-k Z (Equacéo 4)

em que ke Z sao respectivamente a constante de elasticidadeahe a defleccdo dmantileverresultante da
forca. Torna-se por isso fundamental conhecer atante de elasticidade dantileverpara que os valores da
forca sejam os correctos. Os fabricantescaatileversfornecem intervalos de valores nominais paraNo
entanto, para uma determinagéo rigorosa das forgakr de kdeve ser determinado rigorosamente.

Existem trés classes de métodos para determinaloo de k, [37]: os métodos dimensionais, os métodos
estaticos e os métodos dinamicos. Os métodos diomais ndo sdo mais do que a utilizagdo de modelos
geomeétricos e matematicos para o calculo d&l& entanto, conforme o grau de aproximagdes plificacoes
dos modelos assim se obtera maior ou menos rigoeqdtado. Os métodos estaticos consistem naadiga
massas calibradas aantileverpara assim determinar a defleccdo provocada,temnativamente na verificagdo
da defleccéo pressionand@antilevercontra umcantileverpré-calibrado, e assim calcular& partir da curva
de calibracdo. Nos métodos dinaAmicasaatileveré colocado a vibrar a frequéncia de ressonangieegificada
a alteracdo que uma massa adicional produz naéinegude vibragéo.

Oscantileverse astips séo fabricados, geralmente, em silicio ou emtoitie silicio, e a face superior dos

cantileversé revestida com ouro ou aluminio para aumentaflectividade ao laser. Conhecendo a geometria
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doscantileversé entdo possivel calcular aproximacdes a consteneasticidade,.kAs duas geometrias mais
usais sdo a rectangular e a de forma em V (Figyra ® parametros geométricos mais importantesosao
comprimento, L, a largura, w, a espessuyr& ho caso dos cantilevers em forma de V o andpilaberturag, e

a distancia entre as duas extremidades, b, [38].

N e

a)

Figura 3 — Modelos geométricos dos cantilevers.

Paracantileversrectangulares em que o comprimento seja muitorgumpe largura, o valor de.lpode ser

estimado por, [37,38]:

Ewtg
K= "43 (Equacéo 5)

em que E é o mddulo de Young do material em quentleveré construido.

Para oscantileversem forma de V existem varios modelos mais ou meigsosos consoante as
aproximagoes realizadas Além dos modelos apresentiglseguida existem muitos outros e pode-seree@r
métodos numéricos de calculo, [37,39].

Admitindo que uncantileverem forma de V com espessura w pode ser aproxirpaddoiscantilevers

rectangulares com espessura w/2, a equagao arttarisforma-se em, [37,38]:

Ewtd
ke= o3 (Equagdo 6)

Expressdes com maior rigor foram deduzidas poosaxitores, [37,38], entre as quais a de Albrecht:

3 2 )72
Ewte|, , b
Ke= o3 a2 (Equacéo 7)

e a de Sader:

203

-1
Ewt aw?®
K= 53 005“[1" F(30090‘ - 2)] (Equagéo 8)
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Todas as expressdes anteriores consideram deestd colocada na extremidade cimtilever ou no

vértice do V. Quando tal ndo acontece o valor obtielve ser corrigido por:

L 3
ke = kco[mj (Equagao 9)

em que k é o valor ndo corrigido e d é a distancia do ceditip & extremidade doantilever

A constante de elasticidade & referente apenas a defleccaadntileversegundo o eixo do z e por isso é
também referida na literatura pgr Ko entanto o cantilever pode sofrer defleccdaiseg ao eixo do x quando
€ arrastado pela superficie, e define-se a coestien¢lasticidade lateral,. k

Clifford et. al, [37], calcularam a constante de elasticidade abrpor varios métodos, para um conjunto
de 20 cantilevers rectangulares e triangulares, e comparam com sgltados obtidos por modelagdes
matematicas complexas. Para o conjunto em anélisata os métodos apresentados atrds, concluiramstes
se desviam entre 4 e 26%.

A discrepancia entre o valor real e os valoreslobtpelos varios métodos devem-se a vérios factoras,
[37,38]: a dificuldade de obteantileverscom dimensdes precisas e reprodutiveis; a dificddde conhecer o
valor do médulo de Young dmantileveruma vez que oantileveré composto ndo sé pelo silicio, ou nitreto de
silicio, mas também por uma camada de materia¢atell que pode causar constrangimentos a flexdo do
cantilever e o facto de o valor do médulo de Young de umen®tem massa, que geralmente é o adoptado,
poder nédo ser aplicavel a objectos de tdo pequarendao.

Os métodos estaticos e dinamicos também apresa@mtartezas elevadas (5 a 10% nos métodos estaticos
15% a 25% nos métodos dinamicos) além de que t&no desvantagem o risco, nalguns casos elevado, de
danificar atip, [37].

2.3. Modificacdo de Superficies

Os processos de modificacdo tém como objectivo ormlhas propriedades mecanicas e/ou de
biocompatibilidade dos materiais, principalmentes dauperficies, j& que estas desempenham um papel
importante na resposta dos organismos aos implabttss processos podem ser classificados emrtipssy
processos mecanicos; processos quimicos e prodéssos, [40].

Os processos mecanicos, como a maquinacdo e o emblimtém como objectivos a remogdo de
contaminacgdes e a obtencéo de superficies comriifg rugosidade especificas.

Os tratamentos fisicos e quimicos dependem do ieatemodificar e do resultado pretendido. Para a
modificacdo de superficies metdlicas, que se ailizomo substitutos de tecidos duros, os principitodos
séo descritos a seguir.

Os métodos quimicos mais comuns sdo: o tratamewimicp, a deposicdo quimica de vapor e a

modificacdo bioquimica.
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Os métodos fisicos mais comuns sdo: a descargasiaqy a pulverizacao térmica, a implantacdo iémiaa
deposicao fisica de vapor.

O tratamento quimico pode ser acido ou alcalinotra®amento acido é utilizado para a remocao de
contaminagfes e da camada de 6xido que fica readazidenos de 10 nandémetros. O tratamento alcadimdue
ao aumento da bioactividade uma vez que favorgostrior formacgéo de apatite, tal como ja foraatestrado
em ceramicos bioactivos.

A deposicdo quimica de vapor, ou CVD do ingté&mical vapor depositigré um processo em que
ocorrem reacgdes quimicas entre a superficie duratih e substancias do meio gasoso envolventitaiedo na
deposicdo de compostos ndo volateis. Por CVD pamlger-se filmes com cerca de 1 micrébmetro de espess
de, por exemplo: TiN, TiC, TiCN e DLGliamond-like carbon

A modificagdo das superficies através de formagondnocamadaSAM (self-assembled monolaygrs
pode ter como objectivo, para além do desempenbmdzanico, a utilizacdo em biosensores. NAM's
obtém-se uma monocamada estavel de moléculas cagéadsorvidas quimicamente & superficie do metal.

Nos processos fisicos de modificacdo de superffd@esocorrem reac¢des quimicas entre o substrato e
substancias precursoras daguelas que se vao @gposit

A descarga de plasmalésma glow dischargeé uma técnica de limpeza e modificacdo de supesfi
efectuada a baixa temperatura e baixa pressaoneurdratamento a superficie € bombardeada cartr@ds e
ibes e, consoante o gas utilizado (Ap, ®,), pode ocorrer a oxidacdo ou nitragdo do substi@¢oo gas
utilizado for o &rgon a camada natural de 6xidergéavida.

Na pulverizacao térmica as substancias a serensitlegi@s sdo fundidas, por plasma ou por chama, e
incidem e condensam sobre a superficie a modifikaprincipal diferenca entre estas duas variantes é
temperatura a qual funcionam. No processo com chmodem obter-se temperaturas até 3000 K enquaeto qu
no processo com plasma obtém-se temperaturas @@ K2 tornando possivel o revestimento com masede
elevado ponto de fusdo. As vantagens da pulvérizymica sdo a possibilidade de se obter revestos com
espessuras até 5 mm e taxas de deposicdo elewdal0(g/min). Por pulverizacdo térmica obtém-se, p
exemplo, revestimentos de hidroxiapatite e outen&ricos bioactivos.

Os processos de implantag@o e deposicao idnicésteamsna introducdo de ides no interior da superfic
modificar ou na formag&o de um filme fino de reieshto. Existem duas variantes principais nesteqssn: o
beam-line ion implantatiore o plasma immersion ion implantatiofiPlll). No primeiro um feixe de ides é
extraido da fonte de ides, acelerado e direccionsglperficie a modificar, o que torna dificil aformidade do
revestimento nos objectos com forma complexa. Mogsso Plll forma-se uma camada de plasma em dedor
objecto, que orienta os iBes a colidirem perpetaimente com as superficies daquele e assim olgetmaa
maior uniformidade no revestimento.

Nos processos de deposicao fisica de vapor, ou RViDglésphysical vapor depositigro material a ser
depositado é extraido de uma fonte e acumula-silpgtrato formando a camada de revestimento. Ao
da fonte pode ser feita por evaporacgmjtteringe ion plating Além disso, podem ser também depositadas
substéncias originarias dos gases presentes naa#@maleposicdo. Para ser possivel a evaporagadiade
solidos é necessario que a pressao da camaraersirej®.1 e 1 Pa consoante os materiais a utiN@processo
de sputteringusam-se ides de argon que incidem sobre o catotsiittiido pelo material a depositar, extraindo

particulas deste que depois se depositam no subatravestir. A pressdo da camara situa-se ergrg Pa para
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diminuir as colisGes entre particulas. Embora a @& deposi¢cao no processo pputteringseja inferior a do
processo por evaporacao, sputtering permite 0 revestimento com materiais cuja evagarageja dificil.
Utilizando a tecnologia PVD podem obter-se revestitns mais espessos que o0s obtidos por CVD. Por

exemplo, os revestimentos produzidos para o preseiialhos tinham uma espessura entre gra.5

2.4. Interaccao entre Macromoléculas e Superficies Sokd

2.4.1. Mecanismo de adsorcao

In vivo a adsor¢do de proteinas aos biomateriais inicigisse instantaneamente apds o contacto entre
ambos e antes da chegada de células a interfasin,Ass células interagem principalmente com a dande
proteina e ndo com o biomaterial em si, 0 que godear o processo de adsorcdo das proteinas na etap
controladora da adeséo celular e de biocompatiiéd

Ocorreré adsor¢do numa superficie se a termodiaasoiprocesso (Figura 4) assim o permitir, ou Seja
variacdo da energia de Gibbs for negativa, [42)® significa que o sistema atingiu um patamar est&vel de

menor energia (Figura 5).

Superficie + proteina (ag-» Superficie com proteina adsorvida

Figura 4 — Processo de adsorgédo de uma proteina.

AGggs. = AHggs — TAS;45.< 0 (Equacao 10)

A

Energia de activagio
da adsor¢do Energia de activa¢do

da dessor¢do

AGays,

reac¢do

Figura 5 — Representacao grafica i€ ,qe

O processo de adsorcao pode ser divido em tréasstamproximacao, a adsorcéo e a relaxacgédo, [43].
A aproximacao consiste no transporte convectivadibusivo das moléculas até préximo da superficie.
Longe da superficie, o processo de transporte imgisrtante € o convectivo, superado pela difuséistancias

inferiores a 1Qum. A distédncias menores queufn, as forgas interfaciais tornam-se decisivas maxapacao e
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adsorcéo de moléculas. As trés principais forcsfaciais sdo a forca de solvatagdo, a forcarelestactica e
as forcas de van der Waals.

Quando a molécula atinge e se adsorve na supepficlem ocorrer varios fenémenos: ou dessorve, ou
ocorre difusdo superficial, ou sofre processoseaf@xacdo de modo a que a energia do sistema dimfua
relaxacéo pode ocorrer sob a forma de alteracGef®rooacionais que levam ao aumento da area deatonta
entre a molécula e a superficie. Devido a estasagibes a forma e dimensdes das moléculas podem ser
diferentes daquelas que apresentavam em solusddpeem permanentes diz-se que a proteina foatiesda.

Se existirem varias espécies de proteinas em solupiocesso de adsorcdo é mais complexo uma ez qu
pode ocorrer o designado fendbmeno de Vroman no agigroteinas de menor peso molecular se adsorvem
primeiro a superficie mas védo sendo substituidagppmieinas de maior peso molecular com maior ddite

com a superficie.

2.4.1.1. Isotérmicas de adsorgéo

Os resultados da medida de adsorcdo a temperanstaote, que relacionam a quantidade adsorvideacom
concentracdo em equilibrio na solugdo descrevernfoaguue se chama uma isotérmica de adsorcaoteBxis
varios modelos tedricos de isotérmicas, sendo @s msados, pela sua simplicidade, os modelos dgrhain e
de Freundlich.

Langmuir obteve, a partir da teoria cinética, uatamento quantitativo simples para a adsorcéo skesga
superficies soélidas que também se pode aplicasérgib a partir de solugbes diluidas. Para issatiadas

seguintes hipoéteses, [44]:

« aadsorcdo é um processo reversivel;

- as entidades adsorvidas a superficie ndo tém matdinesta apos a adsorcéo;

» cada local de adsorcao s6 pode acomodar uma emtdtsbrvida, ou seja, no maximo s6 € possivel a
formag&o de uma monocamada;

« 0s locais de adsorcdo sdo idénticos energeticameunteseja, a energia de adsorcdo num local é
independente dos locais vizinhos e do facto de estimrem ocupados ou ndo

A expressao da isotérmica de Langmuir é:

K. P

= Equacao 11
1+K P (Equag )

em que K é a constante de equilibrio de adsorcéo, P é ssgwede equilibrio 8 é a fraccdo da superficie

ocupada por entidades adsorvidas, ou seja:

0=— (Equacéo 12)
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em quel é a quantidade adsorvida, ou a concentracdo stiperél,, € a quantidade quando a monocamada
estd completa, ou a concentragdo superficial madmsotérmica de Langmuir pode também ser apligzata

a adsorcao a partir de solucges liquidas resultaadeguinte expressao:

(Equacao 13)

em que C é a concentracao de equilibrio.

A isotérmica de Langmuir apresenta uma assimptatgual quando a concentracdo da solucéo, C, tende
para infinito a quantidade adsorvida tende pata

A determinacdo experimental dos paramefiros K_ é obtida, por lineariza¢éo da expresséo da isaérm
de Langmuir, representandoG#m funcéo de C. A partir do declive da recta obseno valor dé€ ., e a partir

da ordenada na origem obtem-se o valor de K

+—C (Equacao 14)

0
K, = ! exr{%} (Equacao 15)

em que R é a constante dos gases, T a temperatyiaaeconcentragdo molar do sovente que para o caso da

agua € 55.5 mol/L.

A entalpia de adsorcéo pode ser obtida, se forerhemidas duas isotérmicas as temperaturasTl

através da seguinte equacéo, semelhante a de Slatisipeyron, [32]:

(|n &J = M (Equagao 16)
r

C, RT,T,

Na realidade a isotérmica de Langmuir nem sempezificada devido, sobretudo, a incorreccao deeteac
hipétese. Verifica-se frequentemente que a entdipiadsor¢éo diminui & medida duaumenta, o que implica
gue a hipétese de os locais de adsorcdo seremetinangente idénticos e independentes da vizinhaégaé
verdadeira. Tal pode ser confirmado calculan#ys para variod . Além disso, em muitos casos a segunda

hipotese também falha uma vez que ocorre a formdgdoulticamadas.
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Quando a superficie é heterogénea existe outro Imadais adequado expresso pela isotérmica de
Freundlich definida por, [44]:

1
M=K C" (Equagao 17)

em que k e r séo parametros que se podem obter por linearizagéesentando Ihj em fungéo de In(C). A

partir do declive da recta obtem-se o valor ge a partir da ordenada na origem obtem-se o dald§:
In(F) =In(K ¢) + - In(C) (Equagio 18)
Ne

A expressdo de Freundlich, ao contrario da de Laigmao apresenta nenhuma assimptota, pelo que na
isotérmica ndo existe nenhum patamar a concentrele®ada. Isto significa que o modelo de Freundfigh
contempla a hipotese de a adsorcao se limitar annon@camada.

As expressdes apresentadas até aqui aplicam-sasapeatdsor¢cdo de uma espécie pelo que séo sidicient
sistema de adsor¢céo de BSA utilizado neste trabaltienotérmica de Langmuir pode ser adaptada psiensas

com adsorcdo simultinea de varias espécies a pairequacdes cinéticas. Outros modelos de adsorgéo
competitiva, ou de adsor¢do de uma Unica espéminp encontrar-se, por exemplo, em Hinz e em Limaats

al., [46,47].

2.4.2. Métodos Analiticos de Medida de Adsorgéo

Apresentam-se em seguida alguns dos principais dogt@analiticos de medida da adsor¢do de
macromoléculas a superficies sélidas.

Além dos métodos apresentados: QCM-D (Microbaladea Cristal de Quartzo com Dissipagdo),
Elipsometria, SPR Surface Plasmon Ressonanae OWLS Qptical Waveguide Lightmode Spectrosqopy
existem muitos outros como por exemplo: RifS (Reflmetric Interference Spectroscopy), [48], SAREnning
Angle Reflectomet)y[49], deplecc¢éo, radiomarcacéo, etc.

Os métodos seleccionados permitem o acompanhardangmsor¢do em tempo real pelo que além dos
paréametros de equilibrio pode ser estudada a @inéé adsorcao.

O método de QCM-D mereceu particular destaque wnaue foi o utilizado no trabalho laboratorial.

2.4.2.1. QCM-D

Os métodos acusticos sdo baseados no efeito piemoed dos materiais, reportado em 1880 pelosasma
Curie, [50], no qual a aplicagéo de forcas mec&nizasuperficie do material origina o aparecimeetaargas

eléctricas. O efeito inverso também é verificado, seja, a deformagdo mecénica por aplicacdo deacarg
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electrica. Em 1889, Rayleigh mostrou que a fregaéde ressonancia do cristal de quartzo é moddicad
alterando a sua inércia. De facto os cristais podemexcitados a vibra¢des ultra-sonicas aplicédinel®-
voltagens nas faces opostas, [51].

Embora existam varios tipos de materiais com peoadle piezoeléctrica apenasaequartzo, [52],
designado a partir de agora simplesmente por “goiarpossui a combinacdo de caracteristicas megsnic
eléctricas, térmicas e quimicas necessarias aagilo comercial, que se intensificou a partir dguSda Guerra
Mundial com o advento da electrénica, [48]. De tdastacam-se as duas seguintes, [52]: 0 quartesesypa
pequena dependéncia em relacdo a temperatura quefida de vibragdo a temperatura ambiente; e xa bai
influéncia na frequéncia de vibragéo de filmes dipais ou contactos eléctricos pré-montados.

No entanto, foi apenas a partir da década de 1886fs Sauerbrey ter demonstrado a linearidade antre
massa adsorvida na superficie do cristal de quartzeariacédo da sua frequéncia de ressonancieaemo, que
se iniciou a aplicacdo dos ressonadores de quanizmétodos quantitativos de determinagédo de egpssde
filmes rigidos em ar ou vacuo, [48].

Existem trés formulag6es da equacado de Sauerl&2y3], todas validas apenas para ressonadoregado t
TSM (Thickness Shear Mojle

t
Am = -Af p?_q (Equacéo 19)
0
v
Am= - Af pq_2q (Equacéao 20)
\PgH
Am= AL (Equacao 21)

22

em queAm é a variacdo de massa por unidade de &rea aksdci@ariacdo de frequénciaf, do cristal de

quartzo de espessuga densidade, modulo de cortgy e frequéncia de ressonancjaA velocidade da onda
de corte no quartzog\é 3340 m/s.

Como estas trés equagdes sdo equivalentes, e pandironar basta considerar as seguintes definj¢68k

fo=7— (Equacao 22)

Vg = |— (Equacao 23)

podemos simplificar a equagdo de Sauerbrey para:
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Am= —Af[Cqg (Equacdo 24)
em que G é uma constante.

Na Figura 6 apresentam-se 0s quatro principais tiigoressonadores, [48], sendo 0 mais 0 comumjedeaq

gue se utiliza na QCM: o TSM.

//]
y
y

a) b)
N

c) d)

Figura 6 — Quatro tipos de ressonadores de quartzo: a) B3MPW, c) SAW e d) SH-APM.

Geralmente os ressonadores TSM séo obtidos a gartiorte do cristal de quartzo no formAfb-cut com
um angulo em relagdo ao eixo do z de 35.17°, [@8P10'= 35.17°, [50], 35.25°, [48]) uma vez que é nesta
configuracdo que apresentam maior estabilidadeedaé&ncia de vibracéo.

As frequéncias de vibrag&o do cristal, f, podenesémadas pela equagéo, [48]:

f= (Equacao 25)

gue é obtida a partir da equacédo das ondas, admitionfiguracéo unidimensional, ou seja, que assspa do
cristal € muito inferior ao raio, [48].

Consideracdes matematicas e fisicas demonstrano querametro n apenas pode tomar como valores
nimeros impares positivos, pelo que o cristal vdganas nas harménicas n=2m+1 com m pertencente aos

nimeros naturais. Cada um dos valores n desigpardgarmonica. Por exemplo a frequéncia fundamefyal

corresponde a n=1, enquanto que n = 3 correspoBfarmadnica e n=5 a 52 harmdnica, etc.

Kr € denominada por constante de frequéncia do lcdst@uartzo AT-cut e tem o valor de 1664 m/s.
Assim, por exemplo, um cristal de quartzo com céffecut com 0.33 mm de espessura tem uma frequéncia
fundamental de vibracdo de cerca de 5 MHz.

Admitindo que a variagdo de frequéncia é propoali@nharmdnica, a equacédo de Sauerbrey generalizada
para a harmdnica n é:
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Am= -AfEFS (Equagéo 26)

A equacao de Sauerbrey foi deduzida para o casgueram filme rigido e uniforme é adsorvido em vdcuo
pelo que a sua aplicacdo noutras condigOes devprsgente. Mesmo nas condi¢cOes referidas, a equigédo
Sauerbrey so6 deve ser aplicada quando a massaidds®muito inferior a massa do cristal de quarteoseja
guando a variacao de frequéncia é muito inferibequéncia de vibracad\f, < f,)), [53]. Marx, [50], refere que
os valores previstos pela equacdo de Sauerbreyespaen desvios grosseiros quando a massa do filme
adsorvido é superior a 2% da massa do cristal dezguinicial. Ja Rickert. al, [54], referem que é aceitavel
admitir que a adsorcéo produz um filme rigido, fiaauniforme se a massa adsorvida for inferior0&%. da
massa do cristal de quartzo. Esta afirmacéo padeos¢roversa até porque como se explicard a fremtstem
outras formas de estudar a rigidez do filme addorvi

Em 1982 Nomura, [55], mostrou que cristais de qoarhersos em liquido também podem ser colocados a
oscilar de forma estavel, o que levou a nova exjmnsa utilizacdo dos cristais de quartzo como raraitico
na electroquimica e nas ciéncias biologicas.

Em 1985, Kanazawa deduziu uma equagéo para a &ari;frequéncia do cristal de quartzo quando este

passa do contacto com o ar para o contacto conmiquitd Newtoniano que ndo “escorregue” na supeifici

[50,55,56]:
f 3
Af = ‘/& (Equacao 27)
T qgPq

em quen, e p sao respectivamente a viscosidade e densidadeuildd.
O factor de dissipagéo para a mesma passagenugtalidd, quando apenas um lado do cristal é utilizado

no contacto, pode ser estimado por, [55]:

D, -2 [P (Equacéao 28)
Patq V 20

em quew é a frequéncia de vibracéo angular definidagper2rt.

Para estimar as propriedades viscoelasticas dossfideorvidos é necessario obter mais parametros da
oscilacdo do cristal de quartzo para além da varidedequéncia com a massa adsorvida.

Se o filme for viscoso e elastico ocorrera dissipgiEfta 0 meio circundante de parte da energia geedda p
oscilagcdo. Assim, a dissipacdo de energia seraarmgarametro para definir a rigidez do filme. Kaufmahn
al., [57], admitiram que uma camada é rigida se a ¢@oiale dissipacddD, por cada 5 Hz de variacdo de
frequénciaf, for inferior a 1¢F.

As propriedades mecénicas podem ser obtidas fazemdairapcbes do modelo mecéanico a modelos

eléctricos, ja que em udltima analise sdo paramelkéotrieos que se adquirem dos equipamentos, [48].
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O modelo mais simples, quando o cristal vibra proxigaofrequéncia de ressonancia, € o modelo de
Butterworth-van-Dyke (BVD), representado na Figurd4B,55], em que & R, e L, séo, respectivamente, a

capacitancia, a resisténcia e indutancia do cdgt@uartzo e £a capacitancia estatica.

Figura 7 — Modelo eléctrico de Butterworth-van-Dyke.

O factor de dissipacéo, D, € um parédmetro indicatevadidsipacdo energética para a vizinhancga do sistema

oscilatério definido por, [55]:

(Equacao 29)

em que Q é o factor de qualidadg,éa energia dissipada para a vizinhangg é & energia armazenada no
sistema.
O factor de dissipagéo pode ser obtido usando o lm&3¥D, [55]:

Rq .
D=—— (Equacéao 30)

em quew € a frequéncia angulan & 2rt).
Uma forma de determinar o factor de dissipacdo aaseino facto de que, ao desligar-se a passagem de

corrente pelo cristal a amplitude de oscilacdo, Aégailexponencialmente através de:

A(t)=A e sin@t+¢)+c, t>0 (Equacéo 31)

em que t é o tempa, € a constante de decaimerfiocg a fase e ¢ uma constante. A dissipagdo estdoreda

com o factor de decaimento através de:

D=— (Equacéo 32)

Para maior detalhe sobre a obtencao do factor dealss pode consultar-se Rodahél, [58].
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Quando o filme adsorvido é viscoelastico aplica-seodelo de Voigt no qual as propriedades daquele s&o

descritas através do médulo de corte complexo, G, [59

G = G; —iGt = Wy + i on; (Equagao 33)

em quey; e 1; sao, respectivamente, a parte real do médulo de eariscosidade da camada de filme.
O sistema do cristal de quartzo coberto com um fieménerso num liquido Newtoniano pode ser

aproximado por um sistema descrito pela impedancistiza local complexd,={’ + ¢”, [60],

A __ AL __Am 1_ﬂR{&] - _A_m[l-_‘”pml jfl (Equacao 34)
Gy Pqlq Pt

em queps € a densidade do filme adsorvido e J é definidquel

J=J%-i) = 6 (Equagéo 35)
pelo que se obtem a equacdo de Sauerbrey modificada:

Am = —NTEC D) (Equacao 36)

com

rE———— (Equacéao 37)

J = ﬁ (Equacéo 38)
f f

No método de Voigt, [59,61-63], as propriedadesogtasticas do filmey;, ns, e t, sdo calculadas
iterativamente com base em vérias harmonicas aagéb e na atribuicdo de uma densidade a camdilmedge
em que té a espessura da camada de filme adsorvido. Vauimses referem que os resultados obtidos pelo
método de Voigt sdo praticamente independentesldo arbitrado para a densidade do filme se esiteeesio
intervalo 1.1 a 1.7 g/cin[64,65].
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E ainda de referir que para espessuras de filnfiesdres a 100 nm com a equacéo de Sauerbrey 8mobt

resultados subestimados, [59].

2.4.2.2. Métodos Opticos

Os métodos Opticos utilizados na quantificacdo deorgdo de macromoléculas a superficies solidas
baseiam-se nas alteracBes provocadas na radiagjélerite sobre as superficies no qual se adsorilme fle
proteina.

Os trés principais métodos Opticos utilizados s&ipsometria, aurface plasmon ressonan(8PR) e a
optical waveguide lightmode spectroscgWVLS).

Elipsometria

A elipsometria é baseada na alteracdo que ocome randa monocromatica polarizada reflectida pelo
material em andlise como se exemplifica na Figufa@67]. Através de modelacao podem obter-senpetrds
como a constante dieléctrica complexa, o indiceedimccdo complexo ou a espessura da camada oix mult

camadas adsorvidas.

Radiagdo
incidente

Liquido
Camada de proteina

Substrato

Figura 8 — Esquema de funcionamento da elipsometria.

Se estiver disponivel o valor da densidade da caraddorvida, obtida por qualquer método indeperdent

da elipsometria, a concentracéo superficial € gada

M=t ps (Equacéo 39)

Se se poder assumir que a camada adsorvida égranspo valor del” pode ser obtido pela formula de

Feijter:

Ng —Ng)

=t Equacéao 40
"= an/de (Equag )
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em que pe ny séo os indices de refracdo da camada adsorvidareid, e dn/dc é a raz&o incremental do indice
de refracdo com a concentracdo. Para a maior gast@roteinas que ndo sofram alteracdes confornasio
dn/dc é praticamente a 0.18%g) [65,67,68].

A imagiologia elipsométrica, [69,70], € uma técnieaente que permite visualizar a espessura ers atéa
15x25 mm, [66]. A resolucdo lateral é da ordem dusrometros e a resolugdo vertical € da ordem dos

nanometros.
SPR
Surface plasmon ressonanéaima oscilagdo na densidade de carga que past@ agi interface entre dois

meios com constantes dieléctricas de sinal opp&th,como por exemplo um metal e um dieléctrico.
A configuragédo do SPR cléssico esta representabiggonea 9, [72].

Camada de proteina

o~ &

\ () D
Camada de ouro gﬁ
Prisma

Radiagdo
incidente
Figura 9 — Esquema de funcionamento do SPR.

A certos angulos e comprimentos de onda de luzlémte no metal a ressonancia é excitada e parte da
energia € transferida para os plasmdes provocantp atenuacdo brusca na intensidade da luz refiectid
[72,73].

O angulo a que esta atenuacao oc@®re muito sensivel ao indice de refracdo do meiauedtise que esta
em contacto com a superficie metalica, o que perdetermina-lo conjuntamente com a espessura me,fil
[65,72].

Tal como na elipsometria a concentracdo superfide ser obtida pela equacdo de Feijter que roesas
gue a espessura da camada adsorvida seja muitiorirdfe comprimento de decaimento da onda evangssen

simplifica para:

I'=Cgpr(AG® (Equacao 41)

em que Gpr€ uma constante.
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OWLS
A tecnologia OWLS utiliza uma onda laser polarizagee é difractada numa rede Optica e que para

determinado angulo de incidéncia excita os modasstrerso eléctrico e transverso magnético de urda on

aumentado a intensidade captada pelo detector rwlhvado na Figura 10, [67,74,75].

Camada de proteina

&
D )
 Waveguiding film v v v v v vy | Detector
Suporte
Radiagdo

incidente
Figura 10 — Esquema de funcionamento da OWLS.

Através de modelacgéo, a variagdo no angulo deéncid traduz-se na determinacéo da variacdo deegdi
de refracd@o e da espessura da camada adsorvidanriialnos outros métodos Opticos a concentracafazial

da camada adsorvida é obtida utilizando a equag&eijer.

2.4.2.3. Comparacao dos métodos

A sensibilidade da QCM-D ¢é inferior as sensibiligadlos métodos Opticos, [76], no entanto a prihcipa
diferenca entre a ambos é que na QCM-D a variagafredjuéncia inclui a contribuicdo das moléculas de
solvente aprisionadas no filme, enquanto que ntre®métodos a variacdo do indice de refraccafienctiada
apenas pela(s) substancia(s) em estudo. Por isssswitados obtidos pela QCM-D s@o sempre supsriaos
obtidos pelos outros métodos, sendo que a quastidadsolvente acoplado varia bastante de sistemsa pa
sistema, encontrando-se valores tipicos de massaldnte entre 1.5 e 4 vezes a massa da subsénaausa.
Por exemplo, Hoolet al, [59], obteve, para a adsor¢do da proteina Mefp-1, az&@orentre a massa total e a
massa de substancia seca de 10.7. Esta razao én@ior quanto menos compacta for a camada de.filme

Esta aparente desvantagem torna-se no grande ©lan@@CM-D porque utilizando modelos matematicos
adequados permite determinar as propriedades lésticas do filme adsorvido, o que ndo é possiesl n
métodos Opticos. Por isso a tendéncia actual gautisimultdneamente a QCM-D com um qualquer método
Optico de modo a obter a massa de filme seco aifmmenca a massa de solvente acopolado. Além disso
possivel estimar a densidade e espessura efedtiviilsne, p; e §, com os valores de variagdo de massa obtida

pelos dois métodos, [64,67]:

_ AmQCM _ Amc’)ptico + AmQCM _Améptico

ts (Equacéo 42)

P P proteina Pagua
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2.4.3. Forgas de Adesao

Os diagramas forgeersusdistancia sdo compostos por duas curvas: a c\aprbximacao e a curva de
afastamento.

Os dados que se obtém directamente do equipam@nta sariacéo na posicéo do piezoeléctrigp.ezZa
defleccao sofrida pelcantilever Z.

Para substratos rigidos ndo ocorre deformacaopafatie pelo que a distancia entre esta e adigdé por,
[38]:

D=2,+2 (Equacdo 43)

em que £ é a distancia entre a superficie e a tip quant@osesencontra na posi¢éo de repouso, ou seja@uand
ndo sao exercidas forcas como se mostra na Fiduf&8]. Se a forca actuante for atractiveaotileverdeflecte
para baixo pelo que.£ negativo e a distancia diminui. Se a forca épuisiva ocantileverdeflecte para cima,
pelo que Z¢é positivo e a distancia aumenta.

sive
W -
repouso Z..(em repulsdo)

For,

a ayy R
Tacyy
va -Z(em atracgio)

Drepuls?lo DﬂtfﬂWﬁD

Superficie

Figura 11 — Definicao da disténcia entre a superficie pa ti

Os dados que se obtém do equipamento AFM s&o g&oog e a intensidade de corrente medida no
fotodetector, dsp Para se obter o diagrama forgarsusdistancia € necessario converter a intensidadezda
incidente, bsp, em Z. Isso é feito determinando a sensibilidade doedpay que é dada pelo declive da recta no
regime de contacto no graficesh versusz,,.

Para comecar a andlise das curvas feerausdistancia pensemos apenas na curva de aproxinBcao
gréafico bsp versus 4. Admitindo que sobre @p ndo séo exercidas forgas de qualquer tipo e cgubstrato €
ndo deformavel entdo a linha horizontal, as maidistancias, corresponde a for¢ca zero e o pontmucto
entre a superficie et situa-se no ponto de intersecgdo entre a linhadrdal e a linha diagonal (Figura 12 a)
e b)). E esta a recta que nos d& a sensibilidadguipamento.

Se apenas existirem forgas atractivas, por exefoptas de Van der Waals, a certa distancia o gnéaliga
forca supera a constante de elasticidade normatamtilever e ocorre uma aproximagéo brusca tga a

superficie (Figura 12 c) e d)). Se as forcas forepulsivas os graficos serdo semelhantes aos deaaFl@ e) e

f).
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Ipsp 1
Ipsp PSD
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Z, \ Z, Zp
a) c) e)
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Figura 12 — Gréficos caracteristicos degvs. distancia e forges distancia na aproximacao tia a superficie admitindo
que é superficie indeformavel. Os casos a) e b¢spondem a inexisténcia de forgas; os casos)c}@@spondem a uma
forca atractiva e os casos e) e f) a uma forgasepu

A curva de afastamento muitas vezes néo se sobéegdaproximacao como se vé no exemplo apresentado
na Figura 13, [38]. Na regido da for¢ca zero, owa $& regido da recta horizontal as curvas podemsado
sobrepor, especialmente em meio liquido, quanddacidade de varrimento é elevada. Na regido d&actm o
declive também pode ser diferente se houver defg@malastica ou viscoelastica da superficie. Nargnta
principal diferenca na curva de afastamento, emcé®&l a curva de aproximacao, verifica-se no instdet
separacdo entretgp e a superficie. Como @antileverfunciona como uma mola muitas vezes no afastaneento
tip mantém-se em contacto com a superficie até goea flocantileversupere a forca de adesagy, E nestes

casos a distancia de separacao é superior a déstique ocorreu o0 contacto.

Ipsp «— 9

Fg —> b

>

Zp

Figura 13 — Diferencgas entre as curvas de aproximagao, ijha afastamento, linha b).

Além dos materiais em si existem outros factoresafactam a forca de adesédo. Assim, em alguns,@asos
aumento da carga aplicada conduz ao aumento daderadesdo devido a deformagéo plastica, [35]b&amno
aumento do tempo de contacto enttgpa a superficie pode resultar numa maior forcadds&o, uma vez que
podem ocorrer processos de adsor¢cdo ou de emaramtmarentre cadeias das moléculas existentes nas
superficies, nos casos em que estas estéo furizamies, [35,77,78]. A rugosidade da superficie tmipode

influenciar a forca de adeséao, [35]. Bowetnal, [80], estudaram o impacto da rugosidade na fdegadeséo
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em aco e concluiram que esta aumenta com a dirdimgig rugosidade, o que pode ser explicado pele@tom
da area de contacto.

A forca de adesao pode ser obtida utilizando o mespo detips de analise topografica no entanto a
técnica mais usada é adzloid probena qual uma esfera de diametro conhecido, nornmaéentre 1 e 5Qm,
[35,79], ou qualquer outro tipo de particula, éafia na ponta doantilever A técnica dacolloid probe
utilizando esferas tem a vantagem de a geometnmdicula estar bem definida, mas tem como deagant a
dificil fixacdo da esfera no cantilever. Além disse a esfera for colada, existe o risco de exigtiesso de cola
que interfira com a solugdo ou com os resultado®ida de adesdo. No artigo de ¥u al, [81], descreve-se
um método de modificacdo d¢ips por desgaste quimico por forma a que o seu ramudatura aumente, até 3
pm, sem haver a dificuldade de utilizacdo de esfehlEm de esferas podem ser utilizadas outrascpdetd
como, por exemplo, células, [82,83].

As forcas de adesdo experimentais podem ser codgsmreom as previstas por modelos tedricos.
Admitindo que entre a superficie digapenas existem for¢as de van der Waals, a forgale&fio entre ambas

pode ser estimada por, [38].

AR
F=-——H4 (Equacao 44
6D?

em gue A é constante de Hamaker, R € o raidgig&@ D é a disténcia entre as superficies que se@aderiigual
ao espagamento espagamento interatdémico. A esbnetp atribui-se frequentemente o valor de 0.185 n
embora ndo seja muito adequado quando o meio &uidd com ligagBes de hidrogénio, [38].

A constante de Hamaker entre duas superficies adgmpor um meio podem ser aproximadas pes A
[84]:

Apps= 3KgT (61 -3 s _53)+ 3, (”12 —n_§Xn§ —n§)
4 (er+es)eaves) 8/2 \/nf+n§\/n§+n§t\/nf+n§ +\/n§+n§}

(Equacéao 45)

em que k é a constante de Boltzmann, T é a temperaturaewinkh é a constante de Plangkg¢ a frequéncia
de absorcédo electronica que se admite igual paraéesmateriais e igual al® Hz, [85,86],& e n s&o
respectivamente a constante dieléctrica e o irdkcefraccdo do material i, sendo que i=1 e i=2espondem

as duas superficies e i=3 corresponde ao meio amipas.
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2.5. Materiais em Estudo

2.5.1. Ceramicos de Titanio

A principal caracteristica dos ceramicos de titAeim comparacdo com outros materiais, é a suadaeva
dureza e baixa taxa de desgaste pelo que sado utilitados como revestimentos de pecas mecanigesasua
cargas ciclicas com o objectivo de assim proloagada (til das pecas. E o caso do TiN, do TiNbdo&iCN,
estudados neste trabalho, que sdo usados comdimems em pecas de corte e perfuracéo, [87-90]pegas
automoveis, [91], em armamento, [92], e nas pant@geis de proteses de articulagdes ortopédicas

Os ceramicos de titanio sédo também utilizados coewestimentos de pecas decorativas, principalmente
TiN devido a sua cor dourada, [93].

Embora sejam materiais cerdmicos sdo também caeduitéctricos, e por exemplo o TiNbN é utilizado
como material condutor em equipamento electréniésg,

Nas Ultimas décadas os ceramicos de titanio témadis de varios estudos, quer sejam focados res su
propriedades mecénicas e tribolégicas, quer sejais wrados para a biocompatibilidade e respodidacee
dos tecidos vivos para a utilizagdo em implantes.

Em termos triboldgicos os ceramicos de titanio sgmeam elevada dureza e baixa taxa de desgasti®, sen
estas propriedades influenciadas pela método desid&io do revestimento, pela composicdo, [95,9¢icla
rugosidade, [96]. A implantacédo i6nica permite, garal, reduzir a taxa de desgaste e o atrito, [3739

O titanio e suas ligas sdo conhecidos pela suaomipatibilidade, jA o uso de ceramicos de titanio em
implantes de articulagdes era até alguns anos atrésoversa devido a falhas mecénicas observaylamedo
das extrac¢des em cirurgias de substituicdposti mortem

Apesar de terem maior resisténcia ao desgasteog@&o que o titdnio e que as ligas de titanid, 99,
existem varios estudos que mostram que, em algastsca utilizacdo de ceramicos de titdnio podedsro
consequéncia efeitos indesejados. Joeesal, [100], mostraram que implantes revestidos com T
contactem com sangue tém pior desempenho do qewestidos com DLCdjamond-like carbopuma vez que
se verifica a formacéo de trombos. Conclusfes $amigls, mas em relacdo a implantes dentarios, fobsioios
por Jeyachandrast. al, [101], que verificaram uma maior adesdo de bastéa superficie dos implantes
comparativamente ao titdnio e a hidroxiapatite. ®aro lado em Dongt. al, [102], concluem que o de
TiCyN1x tem melhor hemocompatibilidade que o titanio matado.

Outros problemas comuns sdo a delaminacdo do ieesd, [98,103-105], e a formacédo de depdsitos
minerais, [106], o que leva a um aumento do atritio desgaste, do implante, podendo conduzir a tidhte.

Uma forma de se obter revestimentos com maiortéesim & delaminacao é por deposi¢cdo em multicamada
ou em gradiente uma vez que se diminuem as temsdgderface entre o revestimento e o substra@1(J-
109]. Um material derivado do TiN que apresentaonepeficiente de atrito e taxa de desgaste é aoklfie,
[110].

Na Tabela 4 apresentam-se valores de dureza e endduYoung de varios revestimento de cerdmicos de
titAnio e de outros substratos (aco, titanio e Ti@AI4V). E importante referir que os valores dmrametros

apresentados dependem do método de revestimentoasa da dureza da carga aplicada na indentacgéo.
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Tabela 4— Comparacéo da dureza e modulo de Young de ceoarde titnio com ligas de titanio e ago

Dureza Dureza de Vickers Mdédulo de Young
Material
(GPa) (HV) (GPa)
TiN 29 + 21 [91] 2200° [92] 170.34 — 180.2%[111]
22.3+ 1.9 [109] 195 — 298 [95]
8.24 — 11.02 [111]
20 — 29*[95]
22 - 25[89]
23[33]
TiNbN 30 [33] 2900 [33] n.d.
51.5 + 3.9 [108]
TiCN 35+ 4[91] 3000° [92] 182.83 — 199.28 [111]
34.6 ?[109] 31007 [90]
11.84 — 14.09 [111]
34.4-38.1[112]
26 — 28 [89]
29 [33]
TiAIN 45 +51[91] 3300° [92] n.d.
28 — 30 [89] 28007 [90]
TiC 20.56 — 23.64 [111] n.d. 264.81 — 272.06 [111]
Ti 2.4 £0.3[95] n.d. 169 [95]
4.42 [113] 120 [113]
110 [12]
Ti6Al4V 6.0-9.2[114] 100 [13] 116 [10,12]
SS316L 2.0[33] 190 [13] 190 [10,12]
5.2 - 6.7 [114]

! Deposigéo poion bonding carga de indentag&o: 0.05 Kg.

2 Deposigédo pomagnetron sputteringarga de indentag&o: 5 mN.

% Deposicéo poplasma enhance@VD; carga de indentagdo: 100-1Q@9.
“ Deposigao paion implantation

® HV0.05.

© Deposig&o povacuum arc

" Deposigéo por PVD; carga de indentagdo: 25 mN.

2.5.2. Albumina

A albumina é a proteina existente em maior quadéidao plasma sanguineo (cerca de 50% do total
proteico) com uma concentragdo aproximada de 4@ning/115], € produzida no figado (entre 9 e 12 gram
diarios) e tem como principais fun¢8es o transperte regulacdo da pressdo osmética sanguinea. ddém

plasma, que possui entre 30 e 40% do total, a aftauencontra-se ainda nos tecidos musculares elea p
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[115,116]. No caso particular do liquido sinoviad@centracéo de albumina é, segundo varios auterea de
um terco da concentrac@o no sangue. Ra&hel, [10], referem que a concentracéo no liquido dai®e situa
entre 3.1 e 11.3 mg/mL.

A estrutura primaria da albumina é constituida pelquéncia de 585 aminoacidos o que Ihe confere um
peso molecular proximo de 66.5 kDa.

De acordo com varios estudos de cristalografiaaies+X a estrutura terciaria da albumina, no estado
s6lido, € composta por trés dominios homélogosiddados por I, 1l e Ill) com certo grau de liberdade
movimento entre si, e cada um destes esta suldtivielin dois subdominios, (Figura 14). Cerca de 6@% d
estrutura secundéria é constituida por héic&egundo alguns autores a estrutura secundariacor@em
estruturas em folh@; [116,117], no entanto outros afirmam que sim,8J11A estrutura terciaria confere a
albumina uma forma semelhante a um coragéo, qterménologia inglesa se designa peart-shapeou a um
triangulo equilatero com lados de 8 nm e espesderd8 nm, [117,119]. Nao se verifica consenso quanto
estrutura terciaria em solugdo. Enquanto algunzresitdizem que em solugdo neutra a estrutura danalh é
semelhante a do estado solido, [117], outros afitfgae é semelhante a um elipsoéide, [115,116]. Hat&o, a
estrutura da BSA é sensivel ao pH, [120], podendsieem trés formas principais: pH neutro, pHeimbr a 4.3
e pH superior a 8.3. Em pHs de transicdo podemistoeduas formas. Na Figura 14 apresenta-se atasir

terciaria da albumina, na forma kleart-shapecomplexada com acido palmitico, [121].

Figura 14 — Estrutura terciaria da HSA complexada com apalmitico (cadeias cinzentas claras).

Varios autores consideram, como primeira aproximagfie a albumina € uma molécula com forma
elipsoidal, ou de “charuto”, e referem a concertoaguperficial madxima que a monocamada de albumina
adsorvida a uma superficie pode atingir no caseedadsorver ao longo do lado mais comprido do d@tips
(side-or) ou através dos toposr(d-on, [45,122-124]. Estes valores variam de autor patar, uma vez que nao
existe concordancia acerca das dimens@es do mmhetalo para a molécula (Tabela 5). Na Figura 15naos
se as representacdes esquematicas destes doiosddehdsorcdo. Na realidade, na adsor¢do nunbtda o
uma monocamada perfeita e uniforme uma vez quergzdes termodindmicas, € dificil que as molécsias
disponham ordenadamente na superficie, dai quaecewacédo superficial real de uma monocamada skva
inferior ao valor méximo tedrico. As razdes parte eomportamento sdo o facto de a superficie néo se

uniforme, o que leva a que existam locais prefeagnonde a adsorgéo ocorre, e a dificuldade deémento da
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molécula adsorvida para libertar espago vazio enadar outras a seu lado. Existem varios modelos de
simulagéo de adsorcdo de proteinas. Uma familiaatielos que melhor a descreve é a que se baseiadelo
RSA (Random Sequential Adsorptjono qual se admite a existéncia de um limite maxde cobertura da
superficie, [43,125]. Para particulas esféricas tsste € de cerca de 55%. Hoekal, [67], apresentam valores

paras as concentra¢des superficiais de BSA caksilpalra a cobertura total e pelo modelo RSA.

Camada de proteina

side-on end-on

o\ A AMA ‘ A A o ‘ 9

O S OED D SININISRISISAINARINS
Substrato Substrato

Figura 15— Modelos de adsor¢do da albumina side-on e end-on

Tabela 5— Concentragdes superficiais maximas da albumdsarsida enside-onouend-on

Conc. superficial em Conc. superficial em
Dimensdes (nm) side-on end-on
(mg/m?) (mg/m?)

Anzaiet al.[122] 14x4x4 1.4 5.5
Jacksoret al.[45] 11.5x4 25 6.7
Hooket al.[67] 8x8.7x6 1.55 2.26
Rezwaret al.[123] 9x55x%x5.5 2.23 3.65
Zhanget al.[126] - 25 9.0
Stobieckeet al.[124] 9.6x4x4 2.98

Norde et. al, [127], estudaram as alteracfes conformacionaisB8A provocadas pela adsorcdo e
concluiram que em silicio (superficie hidrofilicayy apds dessorcdo desta superficie, a proteintemansua
estrutura conformacional, enquanto que a adsorgépdietileno (superficie hidrofébica) provoca edighes

permanentes.

2.5.2.1. Estudos prévios sobre adsorcéao de Albumina

A adsorcao de albumina, quer a de origem bovina guaimana, a superficies solidas tem sido alvo de
estudo sistematico na Ultima década através desvarétodos como por exemplo: QCM-D, [5,51,118,122,1
132]; EQCM, [124,133,134]; elipsometria, [69,138)WLS, [129,136]; espectrofotometria, [5,123,127]134
marcacao por radio-is6topos, [2,5]; DCA [51]; AFNB,77,78,82,124,131,135,138-145]; XPS, [146] e
immunoassayg$146].

Os estudos recaem sobre materiais de biocompaéitiei comprovada ou sobre novos biomateriais. Existe
estudos da adsor¢éo de albumina em aco, [5,80 ligg¥L;obalto-crémio-molibdénio, [2]; titanio, [13387,146];
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dioxido de titanio, [129,147]; hidroxiapatite [137&lumina, [2,5,123]; mica, [148]; silica, [127]uro,
[51,124,132,133]; platina, [134] ; prata, [130];lipstireno, [128,139]; polietileno, [78]; poliamk, [126];
teflon, [129], PMLG, [131,149], polietersulfona2l8 e em varios tipos d8AMs [57,69,118,122,135,140-143].

Na Tabela 6 apresentam-se valores de adsorcabutaiah a varios materiais obtidos por QCM.

Tabela 6— Concentrag6es superficiais obtidas por QCM pardsorgdo de BSA a varios materiais.

Temperatura Concentragédo r
Substrato Observacdes Referéncia
(°C) (mg/mL) (mg/m?)

Aco 25 © HBSS, pH=6.0 34 [5]
Alumina 25 © HBSS, pH=6.0 1.2 [5]
Ouro-OH 25 © PBS, pH=7.4 8.4 [118]
Ouro-CH3 25 © PBS, pH=7.4 72 [118]

PAN n.d. - PBS, pH 7.5 7.1 [126]
PAN-CIO, n.d. - PBS, pH 7.5 6.5 [126]
PAN-SDS n.d. © PBS, pH 7.5 9.9 [126]

PMLG 25 © pH=6.8 27 [131]

Ouro nd. o PBS 1.1 [51]

Prata 20 2.00 PBS, pH=7.4 15 [130]
Ouro-EM 20 0.10 10 minutos, pH=7.0 2.6 [122]
Ouro-AET 20 0.10 10 minutos, pH=7.0 1.9 [122]
Ouro-ME 20 0.10 10 minutos, pH=7.0 1.7 [122]
Ouro-TGA 20 0.16 10 minutos, pH=7.0 1.4 [122]

TiO, 25 0.04 30 minutos, HEPES, pH=7.4 2.4 [129]

Teflon 25 0.04 30 minutos, HEPES, pH=7.4 0.9 [129]

T Calculado a partir dos dados expressos na regpeeferéncia bibliografica

Voros, [129], estudou a adsor¢éo de albumina a €i®eflon por QCM e OWLS tendo obtido uma razao
de massa adsorvida entre os dois métodos de cerca2d(Tabela 7). Razdes comparativas ligeiramente
inferiores entre a adsorgdo de BSA a JJ&3tudas por QCM, OWLS e elipsometria foram obtidas dos
trabalhos de Hookt. al, [67] , (ver Tabela 8). Em ambos os estudos, z8esaentre a massa adsorvida obtida
por QCM e a massa adsorvida obtida pelos métodaoémncontram-se em concordancia com o inteaaés

referido, que se situa-se entre 1.5 e 4.
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Tabela 7— Comparacao da adsor¢do de BSA a, Efludada por QCM e OWLS.

I por QCM-D I por OWLS Racio entrel” obtidas
Substrato
(mg/m?) (mg/m?) por QCM e OWLS
TiO2 1.65 0.73 2.3
Teflon 0.88 0.40 2.2

Tabela 8— Comparacgéo da adsorgdo de BSA a, BESludada por QCM, OWLS e elipsometria.

r Ré&cio entrel" obtidas por
Método )
(mg/m? QCM e método alternativo
Elipsometria 1.62 2.1
OWLS 2.14 1.6
QCM 3.33

Van de Keereet. al, [145], estudaram a espessura da camada de H®#vids ao ar e em ligquido, em
mica e titanio CP com rugosidades médias quadi@del@904 e 0.17 nm respectivamente. A duragdo dpdeta
adsorc¢édo foi limitado a um minuto para se obtergmegados de proteina pequenos e obtiveram os salore
expressos na Tabela 9.

Tabela 9— Espessura de HSA adsorvida em mica e titanieeooal, em seco e liquido.

Rq Espessura a seco Espessura em liquido
Substrato
(nm) (nm) (nm)
Mica, [145] 0.04 £0.01 1.01+£0.25 4.60 +0.69
Mica, [138] n.d. 29-35 n.d.
Titanio CP, [145] 0.17 £0.05 0.47 +£0.11 3.92 £0.6

Geralmente considera-se que as proteinas globuleoaso a BSA, apresentam maior afinidade para
superficies hidrofébicas uma vez que a interacgiice ea parte hidrofébica da proteina e da superféci
suficiente para expulsar as moléculas de aguadsisupnto da superficie. Numa superficie hidrailexiste
forte afinidade entre esta e a agua adsorvidaquedotorna-se mais dificil a proteina substituiNa. entanto a
adeséo da BSA ndo depende apenas da hidrofobicitdadeperficie como demonstrou Watgal, [141], no
estudo em que obteve forcas de adesdo da BSA asupeficie hidrofilica superiores, comparativameamte
outras superficies hidrofébicas. Estes resultadmspcovam que existem outras forcas além da hidicddb
como a electroestética e de van der Waals, coméinfia no processo de adsorcao.

O adsorgdo de albumina é também estudada paracaerif seu efeito no coeficiente de friccdo entre

superficies, [3].
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2.5.3. Acido Hialurénico

O &cido hialurénico foi descoberto por Karl Mayedahn Palmer em 1934 mas a sua estrutura apenas foi
determinada mais de vinte anos depois, [150].

Estruturalmente o &cido hialurénico é formado pedpeticdo de acido D-glucurdnico e N-acetil-D-
glucosamina, o que o torna num polimero linear na@wificado, [151,152]. O acido hialurénico estasere,
sob a forma de hialuronato, (Figura 16), em todosestebrados e também nas capsulas de algumaessie

estreptococus

Figura 16 — Estrutura do hialuronato.

No corpo humano existe, por exemplo, no liquideewitocular (0.1-0.4 mg/g), no fluido sinovial (3-4
mg/mL) e na matriz extracelular. Num adulto cere®8% da massa total de acido hialurénico (7-&gpetra-
se na pele com teores de 0.5 mg/g na derme e Gglmagpiderme.

Em solugéo aquosa o hialuronato apresenta umaroem¢éo de cadeia helicoidal torcida aleatoriamente,
com um raio de giracdo de 200 nanometros, [153}emutado das ligacdes de hidrogénio internasfacto de
em cada dissacarido uma das faces € hidrofobicaoetra € hidrofilica sequencialmente. No entanto a
conformacéo e comportamento hidrodinAmico € forteenelependente do pH, da concentragdo salina, das
condicdes de fluxo e do peso molecular. De facfesp molecular do &cido hialurénico varia entrealdd Da
dependendo da fonte e dos processos de purificagéo.

O hialuronato € usado na medicina, especialmentefetmologia, dermatologia e ortopedia, e nasnas
décadas a investigacéo direccionada as aplicagfesdntinuado incidindo também nos seus derivado®®s

ésters de hialuronato e loglans [154].

2.5.3.1. Estudos prévios sobre propriedades e adsorcdo de Acido Hiafmico

Embora tenha sido descoberto ha mais de 50 angwmopsedades e principalmente os mecanismos de
funcionamento do acido hialurérico continuam lodgeestarem clarificados, [155].

Tal como para a albumina, véarios estudos demonsjterem solucdo o acido hialurénico, sob a forma de
hialuronato de sodio (NaHA), reduz o coeficientefidecdo, e que o seu efeito € superior ao da aimym
[3,157].

A formacgéo de complexos entre o NaHA e a albumitaputras proteinas, € um tema que apresenta na
literatura resultados controversos principalmewote|pe as condi¢cdes experimentais sdo diversas.
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E referido por Grymonprét al. que os complexos entre o hialuronato e a albumémse formam nas
condi¢des de pH fisiol6gicas ou seja proximo datnadidade, [156]. Igualmente Taglierdt al. afirma que o
hialuronato tem pouca interacdo com a albumina][1& Crollet al. vai mais longe ao referir que o hialuronato
€ ndo adesivo a maior parte das proteinas, [159].

De facto na maior parte dos estudos consultadigaegdb entre o hialuronato e a albumina s6 é efeetin
condicbes &cidas. A excepcdo é a adsorcdo de Naldforiocamada de BSA, adsorvida previamente ao
polimero PMLG, poly(ymethyl-L-glutamate) que é realizada a pH=6.8, [131]. No entanto dsides
posteriores realizados pelos mesmos autores séma&fes em condi¢cdes mais acidas (pH=5.8-6.0),, 1689
162]. Estes mesmos estudos mostram que a quantidanmssa adsorvida de NaHA, em meio acido, aumenta
com o peso molecular, enquanto que a quantidadarradsorvida tem comportamento inverso. Em todos os
casos foi considerado que a adsorcdo de NaHA & 8ffue uma isotérmica de Langmuir. Foram ainda
determinados o coeficiente de atrito e a forcadis@o por AFM. O coeficiente de atrito era paraablN de
0.19 e aumenta com o0 aumento da propor¢édo de BSAlngéo enquanto que a forca de adesdo do NaH#eera
2.9 nN e tem comportamento inverso.

Hu et. al, [163], estudaram a adsorcéo de BSA & camadaatlerdniato (peso molecular de 7.6X10g),
adsorvido em PHBVPoly(3-hydroxybutyric acid-co-3-hydroxyvaleric aci@) em quitosano e verificaram que
era praticamente nula (inferior a 0.1 m@nEste valor corresponde a uma diminui¢do na gésade cerca de
90% em relacdo aos substratos ndo cobertos conrdnato o que é outra evidéncia da fraca interagéi@
ambas as substancias a pH neutro.

A adsorcdo directa de NaHA, com peso molecular-d€f4Da, a mica e a grafite foi estudada por AFM,
em meio seco, por Spagnai al, que concluiu que a adsorcdo é superior na grpfiteesta ser mais
hidrofébica, [164]. J& no estudo de ¥ual. ndo houve adsorgéo de NaHA, com peso molecularsde § Da, a
PMLG a pH=5.8, [162].

Existem ainda vérios estudos sobre a formagdo deonooi multicamadas de hialuronato com outras
substancias em varios substratos. No entanto p#oareacdo de monocamadas é necessario funcionalizar
substrato de maneira a que se formem ligacBeserteal que fixem o hialuronato, [165], enquanto pp a
formacdo de multicamadas é necessério utilizar tagethecross-linking para que estas sejam estabilizadas,
[159,166,167].
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3. Parte Experimental

3.1. Materiais e Reagentes

Os revestimentos de nitreto de titanio, TiN, ndree titanio e nidbio, NbTiN, e carbonitreto déib,
TiCN, foram depositados por PVD em vérios substrgiela empresa Ceramed (Lisboa). Como substratos
utilizaram-se cristais de quartzo revestidos como quara utilizagdo na microbalanca de cristal dartgo,
discos de aco para o estudo de AFM e placas dpaagaanadlise de XPS. Os cristais de quartzo fodauiados
a KSV Instruments Ltd. Alguns discos foram polidegundo o procedimento descrito mais a frentexto.t

As substancias cujas adsor¢des se estudaram fo@bumina de soro bovino, BSA, (Albumin bovine
fraction V, pH 7.0) ref. 11930 da Sigma e o hiahatw de sédio, NaHA, (Hyaluronic acid sodium sedinf
streptococus equi. sp.) ref. 53747 da Sigma-Aldrich

Prepararam-se solucdes destas substancias polugé&sem HBSS (Hank’'s Balanced Salt Solution), ref.
H8264 da Sigma com concentracdes 0.05, 0.6, 4, 1B mg/mL para a BSA e 1 mg/mL para o NaHA. A
solubilizagdo de NaHA em HBSS mostrou-se dificitemperatura ambiente, pelo que nas solu¢des amten
esta substancia se utilizou agitacdo mecanica ttup@fo menos uma hora.

As solucdes foram armazenadas a 8°C no frigonpfizaim periodo maximo de 24 horas.

Na funcionalizagcdo das tips para a determinacéddalaas de adesdo por AFM utilizou-se gluteraldeid
ref. G5882 da Sigma e (3-aminopropil)trietoxisilaref. 09324 da Fluka.

Outras substancias, utilizadas na limpeza e potiondas substratos e na limpeza do equipamento foram
SDS (Sodium dodecyl sulfate, for electrophoresisf, L3771 da Sigma, Extran, ref. 107555 da Me&édido
sulfdrico a 96%, ref. 131058 da Panreac, alcogiriguilico puro da Pronalab, acetona ref. 13100 Rakereac,
lubrificante liquido com particulas de diamantelden, da Mecaprex, agua destilada e desionizada (R2p®

canalizado.

3.2. Métodos

3.2.1. Preparagédo de discos e cristais

Os revestimentos de TiN, TiNbN e TiCN foram depkits por PVD por evaporacdo por arco a 300 °C,
[8]. Para a deposicéo de TiN e TiCN foi utilizadn gatodo de titdnio enquanto que para a deposigdaNbN
foi utilizado um céatodo de liga de titanio e nidbfodeposicao foi conduzida nas seguintes condigii@sente
do catodo de 200 A e voltagem de 100biag voltagg a pressdo do gas era 1.4 x*Ifbar (atmosfera de

azoto, nos casos dos TiN e TiNbN, e atmosfera dmazacetileno no caso do TiCN).
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Antes da deposicao dos revestimentos, os substtatago foram bombardeados com ides de titAni®@¥ 90
para limpeza da superficie.

Alguns discos revestidos, utilizados em AFM, forpatidos. O objectivo do polimento foi a diminuicéa
rugosidade de modo a tornarem-se perceptiveislosiatados de proteina apds incubacéo e a zonaageim,
na determinagdo da espessura de filme adsorvigoli@ento foi efectuado contra um pano de nylon &peex
Mag Top, no tribdmetro TRM 1000 da Wazau controlpéto software TriboV4 version 4.1, utilizando como
lubrificante liquido com particulas de diamantelgen, da Mecaprex. Os discos com revestimento de diahf
polidos durante sete minutos com uma carga de 8QiMa velocidade linear de 142 raf [4]. Os discos com
revestimentos de TiCN e TiNbN foram polidos dura2@eminutos com uma carga de 15 N a uma velocidade
linear de 90 mra™.

Os cristais e discos com BSA adsorvida para ensi@ds-M foram preparados por imersdo em solugéo de
proteina durante 90 minutos. Para os ensaios de &B&to os cristais/discos séo lavados com agiandesla
e secos, primeiro moderadamente com azoto e poerfinfiorno de vacuo a temperatura ambiente duraite p
menos 60 minutos. Para os ensaios de AFM em ligqpsdwistais/discos sdo lavados e mantidos emABua

Nos ensaios de riscagem e obtencdo das forcaseadfimeém AFM utilizaram-se solugcdes de BSA de
concentracédo igual a 10 mg/mL.

Apos cada utilizacdo os cristais/discos sao lavadoante 5 minutos por ultra-sons em solugdo 3%njm/
de SDS. Em seguida passam por 4gua corrente @rpbanho de acido sulfarico durante um minuto. Deplei

lavados com &gua corrente e com agua desionizadsesés com azoto e guardados em local apropriado.

3.2.2. QCM

As isotérmicas de adsor¢cdo da BSA foram obtid25°€, realizando ensaios de adsor¢do na Microbalang
de Cristal de Quartzo modelo QCM-Z500 da KSV Inseents Ltd. e o software de aquisicdo e de anal®¢ K
QCM-Z500 Measurement Software version 2.1.3 e KBYM-Z500 Data Analyser version 1.6.2 ambos da
KSV Instruments Ltd. Os valores dos parametros s&gg®s a realizacdo dos ensaios e analise deackssi!
encontram-se no anexo 7.2.

Para a obtenc¢do da isotérmica de adsorcdo da B@fotilizadas solugbes de BSA, em HBSS, com as
seguintes concentragdes: 0.05, 0.6, 4, 10 e 15 mdim estudo da adsorcdo de NaHA aos revestimentas
uma monocamada de proteina, utilizou-se uma soldeataHA, em HBSS, com concentracdo de 1 mg/mL. No
caso da adsorgdo simultanea as concentracdes de BBAA eram 10 e 1 mg/mL respectivamente.

Em cada ensaio de adsorc¢éo é efectuado um enéaio peferente & transicao do fluido, em contacto ©
cristal, de ar para HBSS, para se definir o patameial para a adsorcao sequente.

A adicdo de novas substancias a célula de mediday enxaguamentorifsing) com HBSS, foram
realizadas ap0s a estabilizagdo da frequéncidbtdeg@o da etapa anterior.

Em todas as etapas é necessario manter a céletaperatura constante pelo que as solugdes devem ser
previamente termostatizadas imgpassdurante pelo menos 10 minutos.

Monitorizaram-se varios parametros entre os quisquéncia e a dissipacdo ao longo do tempo destod
as harmonicas (fundamental, 32, 52, 72, 92 e OFY)resultados foram obtidos por analise por poafuss
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definicdo dos patamares de interesse. A curvaedpéncia fundamental nunca foi utilizada para rimatzto de
resultados, como indicado pelo fabricante.

Para cada concentragéo realizaram-se no minimens#sos até se obterem resultados concordantes.

O procedimento de limpeza da QCM consistiu em sala@agens da célula de medida e tubagem com
solucéo 3% (m/m) de SDS deixando repousar durdgtes minutos, lavando de seguida com agua corgente
agua DD. Finalmente secava-se com azoto. As peqaefon e viton foram lavadas durante 5 minutos po
ultra-sons com solugdo de 10% (v/v) de Extran, is@gde lavagem com agua corrente e com agua DD.
Finalmente secava-se com azoto.

No software de andlise da microbalanca, os resagtéaram obtidos por ajuste aos valores experingnta

através da analise por pontos pelo método “RF+VL{rigid film + viscous layer + liquidl.

3.2.3. AFM

A obtencdo de imagens e a determinacdo de forcaslesfio, por microscopia de forga atémica, foram
realizadas utilizando o Digital Instruments CP-Y{ist&&m e véarios modelos dips (MPP-11120, MPP-31120,
MLCT-AUNM) da Veeco Instruments. O software de aigdo € o ProScan version 1.9.00 da Digital
Instruments.

As imagens a seco de substratos sem proteina fabtidas com tips MPP-31120 em modo de contacto,
enquanto que as imagens a seco de substratos oteinprforam obtidas com tips MPP-11120 em modo de
tapping As imagens em célula de liquidos de substratos mmteina foram obtidas com tips MPP-11120 em
modo detapping

O tratamento de imagens e obtencgdo de varios padmaracteristicos topogréficas das superficiesi
obtidos utilizando os programas de tratamento @gém Image Processing and Data Analysis versiofi®da
TM Microscopes e Veeco DI SPMLab NT version 6.0a2/eco Instruments.

As imagens obtidas foram corrigidas pelo processdlatten disponivel no software de tratamento de
imagem. Este tratamento foi feito na direc¢éo demeanto utilizando aproximacdes de 22 e 32 ordemforme
0 adequado, e excluindo picos e vales que infleeme imagem final de modo indesejado. No caso idérexn
linhas com descontinuidades na imagem aplicougeaesso ddeglitchque a suaviza.

Nalgumas imagens, o ruido excessivo tornou impeksigeu aproveitamento total, mas ndo impediusque
usassem algumas zonas da imagem para o estudo.

As riscagens em célula de liquidos foram obtidas tips MPP-11120. Iniciou-se o processo de riscagem
com uma imagem em tapping, de seguida realizaravargzs imagens (pelo menos quatro) em contacxde
pm aplicando a for¢ga maxima permitida (normalmemnteee6000 e 12000 pN apds calibragéo) e finalmema
imagem entappingpara verificar que a riscagem foi efectuada, eteée as medidas da espessura da camada de
proteina

As forgcas de adeséo foram obtidas com tips MPPB14 2eco, e MLCT-AUNM, em célula de liquidos, e
calculadas a partir da curva fongarsusdistancia de afastamento subtraindo a forca “zen@8 se admitiu ser a
forca a distancias elevadas (cerca de 0.3 a 0.5 emmminimo do grafico perto da distancia de adntaCada
ensaio de forca de adesao consistiu em obter @ deaproximacdo e afastamento numa area dgrixde

malha de 8 por 8 a velocidade de 1 Hz.
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Para determinar as forcas de adesdo em liquide entbstrato-BSA e BSA-BSA foi necessario
funcionalizar agips com proteina. Basicamente, ap6s limpeza com dgsdarplasma de argon de 18W durante
30 minutos, ogantileverescontendo asips foram incubados durante uma hora numa solucadZgéviy) de
3(aminopropil)trietoxisilano em etanol. Depois deresn lavados cuidadosamente, com  acetona e
abundantemente com 4gua DD, os cantileveres faranbados durante uma hora numa solucéo de 5%d@/v)
gluteraldeido em PBS. Os vestigios de gluterald&daom removidos lavando asintileverescom PBS quatro
vezes. Finalmente asmntileveresforam incubados durante uma hora numa solucdddagZmL de BSA em
HBSS, limpos com agua DD e guardados em agua du¥ite um periodo maximo de dois dias. Este método
mostrou permitir suficiente mobilidade e flexibdide das moléculas de proteina para se rodareiardéanem

na ligacéo as superficies, [138].

3.2.4. XPS

Foram analisadas duas placas de aco de cada mesettino laboratorio de XPS do ICEMS (IST).

As analises foram efectuadas no equipamento Migr@l®F da VG Scanning. Os espectros foram obtidos a
pressdo de 5x10mbar usando a fonte de raios-X Mg K15 kV / 20 mA). A identificacdo quimica foi basea
na ionizagdo obtida com uma energia da passagedl d¥. Os fotoelectrdes foram analisados a um anggll
saida de 30° Os factores de sensibilidade elemdotam obtidos da base de dados do sistema. As
desconvolugdes dos espectros foram obtidas pdeajtiszando um algoritmo Gaussiano-Lorenziano.

Foram identificadas, nos espectros XPS de cada oms tBs substratos ceramicos, as bandas
correspondentes as ejec¢Oes de electrbes dassoititp, Nb2p, N1s, Ols e Cls.

Por desconvolugéo das bandas experimentais, eaagis do pico adequado da descovolucao da oflsital
do carbono ao valor de 285.1 eV, obtiveram-se asges de ligacdo que foram atribuidas a variasstige
ligacBes quimicas.

As percentagens elementares foram obtidas por miopalidade das areas de cada banda.

As percentagens elementares apresentadas no ocagéuftesultados sédo as médias das duas analises
efectuadas a cada material. Os valores percemagada analise individual eram semelhantes.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Andlise dos Substratos por XPS e AFM

4.1.1. XPS

A atribuicdo das ligagBes quimicas as bandas abpida desconvolug¢é@o das bandas dos espectrosdFigur
17 e Figura 18) foi efectuada comparando-as comreslda literatura. Através dos artigos de Besdbdtal,
[168], e Kirchneret al [169], atribuiram-se a maior parte das bandagsfectro do TiN. Como as ligagbes
guimicas existentes no TiN também estdo presentss autros ceramicos, grande parte destas ficam
automaticamente identificadas. O espectro da d¢rBgado nidbio foi caracterizado por comparagdo amsn
valores de Jouvet al, [170]. A banda que faltava definir no espectroodaital 1s do carbono do TiCN foi
atribuida por comparagdo com o valor de Denal, [102].

Por desconvolugédo da banda da orbital 2p do titAhtoveram-se, em todos os materiais quatro bandas,
duas delas correspondem a dupletos. As duas bpridagpais sdo atribuidas as ligages TiN e,pOr ordem
crescente de energia, [168,169].

A banda do ni6bio existe apenas no TiNbN e pora®saucdo obtem-se quatro bandas. Duas bandas séo
atribuidas as ligacdes NbN e M3 por ordem crescente de energia, [170], e as testaluas correspondem a
dupletos.

A desconvolugdo da banda da orbital 1s do azotendis dificil de caracterizar porque a localizadés
picos variou muito de analise para andlise. Airetana, pode-se admitir, com base na literaturasilbuitdo das
seguintes ligagdes quimicas, por ordem crescergeelgia, as trés bandas: TiM TiN, TiOkN,, [168-171].

A desconvolugdo da banda da orbital 1s do oxigérionsensual na literatura que atribui a bandaals m
baixa energia ao TiD[168], e a de maior energia a ligacbes OH pr@rdes de dgua adsorvida, [168-171].

A desconvolugdo da banda da orbital 1s do carboiginou entre duas e quatro bandas. A banda entre
281.7 e 282.1 eV existe apenas no TiCN e corregparidjacdo TiC, [102]. A banda que se situa e2B®9 e
284.9 eV existe em todos 0s materiais e corresparigacdes C-C ou C-H. Esta foi a banda que firatipara
ajuste aos 285.1 eV. Depois aparecem mais uma @sl llandas, consoante a andlise, que foram atrébaida
ligagbes C=0 e a outras contamina¢des organicad,1a9].

A existéncia de oxigénio e carbono nos ceramicesngo os deviam conter, como séo 0s casos do diN e
TiNbN, é explicada pela difusédo e adsorcao de oxigétmosférico, agua e compostos organicos.

Na Tabela 10 apresentam-se as gamas dos picosandelucdo obtidos para as vérias anlises egélig

guimica atribuida.
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Tabela 10— Desconvolugdo das bandas de XPS e atribuicapidos a ligag6es quimicas.

Desconvolugéo

Banda Ligagdo quimica
V) gagao q
455.4 — 456.1 TiN ou TijDy,
Ti (2p)
457.8 —458.4 Ti®
203.8 —204.3 NbN
Nb (2p)
207.2 -207.7 NI©Ds
395.7 — 396.5 Tily
N (1s) 396.9 —398.0 TiN
399.5 - 400.0 TiRDy
529.8 -530.3 Ti®
O (1s)
531.8-532.6 OH
281.7 - 282.1 TiC
283.9 - 284.9 C-CouC-H
C (1s)
285.4 — 286.4 Cc=0
287.8 —288.3 contaminagdes organicas
100 / o:/ - 100 ’/O‘:/mp 100 4 <o
”5 50 T 80 ”g 50 ’/T‘ZF
E 5 A O
g‘ w0 W»‘f\u‘\w\) % w0 . g 60 1
2 Nis o D by
2w / cls £ . / " lms s
I { |
% 20 % 20 N\JLA .g 20 NM
0 T T T 0 0 T T T T T T ]
700 600 500 400 300 200 100 0 700 600 500 400 300 200 100 0 700 600 500 400 300 200 100 0
Energia (V) Energia (eV) Energia (£V)
a) b) c)

Figura 17 — Espectros XPS de: a) TiN, b) TiNbN e c) TiCN.
As areas de cada banda, definidas até a linha jpaxseitem calcular a percentagem de cada ligacimicp
e com as somas referentes a cada elemento quirbibeeram-se as composi¢cbes quimicas elementares

superficiais, expressas na Tabela 11.

Tabela 11- Composicédo quimica percentual elementar sugmrfios revestimentos.

TiN TiNbN TiCN
Ti 30.7 22.8 27.1
N 20.8 20.6 10.3
o 34.1 38.0 41.0
c 14.4 115 21.6
Nb - 7.2 -
Total 100.0 100.0 100.0
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Figura 18 — Exemplos de desconvolucdes de bandas das srjtai2p, b) Nb2p, c) N1s, d) Ols e e) Cls.

Pelas percentagens elementares apresentadas eqgaateracdes que serdo descritas a seguir observa
gue a percentagem média conjunta dos metais dagosit partir do catodo (titnio e nidbio) é de3%9.
enquanto que a percentagem média conjunta do ezzdono depositados a partir dos gases é de 19.6%

A banda da ligagédo TiC no TiCN corresponde a unmeemeagem média de 5.4%. Nos casos do TiN e do
TiNbN todo o carbono é proveniente de contaminapéésque admitindo um maximo de 14.4% de carbamo p
esta via (maximo obtido na analise do TiN) obtenusa percentagem média de carbono depositado por PV
no TiCN de 7,2%. Este valor ndo é absurdo dado5o# corresponde a banda TiC. O restante pode estar
contido na banda C-C, que apresenta maior pereantagmparativamente aos casos do TiN e TiNbN, ganqu
TiCN podem existir ligagdes C-C entre atomos deaao depositados por PVD.

Com estas percentagens obtem-se uma formula gempenia o revestimento depositado déN®i..N,Co 67.y
com 0<x<1le0<y<0.67.

No entanto é de realcar que a analise XPS efecteadama profundidade maxima de 5 nm, [172], que é
comparavel a camada natural de 6xido.
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4.1.2. AFM

Através das imagens obtidas por AFM verifica-se gugo utilizado como substrato apresenta depresste
significativas que podem atingir na vertical celealpm. Estas depressdes mantém-se ap0s o revestim@nto p
PVD como se verifica na Figura 19.

A rugosidade depende da &rea e zona da imagensad®liA rugosidade do ago e revestimentos, ambos
ndo polidos, em areas de 30x3M ou 50x50um varia entre de cerca de 30 e 40 nm. Seleccionaodas
menores e mais lisas (10x]0n) obtém-se rugosidades nas amostras nao polides e 25 nm. Apods
polimento, (Figura 20), a rugosidade diminui aticaede 10 nm nas imagens maiores e até cerca derlas
imagens 10x10um. Em areas de 10x1Qm os cristais utilizados na QCM-D apresentam rugmes
ligeiramente superiores as dos discos polidos 83nan). Na Tabela 12 apresentam-se os valores médios
rugosidade média,Rem substratos polidos e nao polidos obtidos eagéms de varias dimensoes.

!1.5 pm !1.5 i
-0 pm -Opm
20 jimn 30 pm
B
S0 " 15 pm b 15 pm
e —
15 um 15 pm
0 pm 0 pm 0 0 pm
a) b)
1200
1000 Y
800
E g 600 1
400 -
200 -
0 T T 1 0 T T 1
0 10 20 30 0 10 20 30
un L
c) d)

Figura 19 — Imagens topogréficas 3D de: a) ago ndo polifi@jNbN néo polido. Em baixo apresentam-se os péaficheio
e tracejado) das linhas seleccionadas nas imageagr&ficas: c) ago ndo polido, d) TiNbN ndo palido
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Figura 20 — Imagens topogréficas 3D de: a) TiCN polido 30p80 b) TiCN polido 10x1@um. Em baixo apresentam-se 0s

perfis (a cheio e tracejado) das linhas seleccamads imagens topograficas a) e b).

Tabela 12— Gamas de rugosidade média ébtida por AFM, de aco utilizado como substratie revestimentos.

30x30um ou
10x10pm 136x136pm
50x50um

Aco

néo polido 3-10 7-25 n.d
TiN

néo polido 16 -23 34 -43 n.d.

polido 12- 32 n.d. n.d.
TiNbN

néo polido 8-12 22-32 n.d.

polido 11- 15 10-22 21-26
TiCN

néo polido 6-25 33-61 n.d.

polido 11-16 7-14 16— 26
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4.2. Analise das Adsorcbes

4.2.1. Analise da Adsorcao de Albumina por QCM e AFM

Ao adicionar-se BSA a célula de medida da QCM wmerife uma diminuicdo na frequéncia de vibragéo do

cristal, indicativo de que houve um aumento na mas®plada a este, como se mostra na Figura 2lupara

ensaio com TiNbN. Apds a lavagem com HB&B8s{ng) verifica-se uma diminui¢cdo na variacéo da fregig&n

de vibragéo, em relagéo ao ponto inicial, indiGatiue alguma massa se dessorveu.

De acordo com a Figura 22 a dessorgdo € tanto rgaemto maior a concentracdo da solugéo, o que é

equivalente a dizer que a dessor¢ao € tanto ma#ortq maior a concentracao superficial de BSA.

Uma das explicagcbes € que, a medida que a conc@&atsaperficial aumenta, diminui a area de contacto

disponivel entre a proteina e a superficie pelo apeela ndo se encontra ligada ao substrato téenfente

guanto nas concentragdes mais baixas. Podemosnanagie em concentracdes baixas, a BSA se adsarve n

formaside-one que, a medida que a concentragao superficiatatano espaco disponivel para novas moléculas

se adsorverem vai diminuindo pelo que algumas ddéaulas passam a ligar-se na forema-on Nesta forma a

area de contacto e a forca de ligacdo a supedémemenores pelo que quando é efectuadonsong algumas

moléculas sdo arrastadas.
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Figura 21 — Ensaios, curta e longa duracao, de adsor¢d&AeB) mg/mL) a superficie de TiINbN: a) ensaio NWTO
5.21; b) ensaio NbTiN 10 8.9.
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Figura 22 — Variagéo absoluta (quadrado) e relativa (trifojgle massa adsorvida apés o rinsing: a) em TienbTiNbN
e c) em TiCN.

48



Podemos admitir que o filme de BSA adsorvida temcomportamento rigido uma vez que a variagao de
dissipacdo por cada 5 Hz de variacéo de frequélecidbracao/AD/(Af/5), é inferior a 18, que é o valor a partir
do qual se considera que o filme néo é rigido, rai@B. Outra forma de o verificar € comparar osltados
obtidos pelos modelos de Sauerbrey e Sauerbreyfinaath. Pela Tabela 13 verifica-se que os dois esde
apresentam resultados com diferengas inferiore®oap8lo que, considerar que, o filme é rigido é uma

aproximacao aceitavel.
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Figura 23 — Dissipagao média do filme de BSA em TiN em &harmonicas: a) dissipacao total, antes e apéssing,
nas concentrac@es de 0.6 mg/mL (ponteado), 4 m@hneinco) e 10 mg/mL (linhas diagonais), em que pada
concentracdo a barra da esquerda corresponde @s™ere da direita ao “ap6s”; AP/(Af/5), apos ainsing, nas

concentragdes 0.05 mg/mL (traco), 0.6 mg/mL (losangg mg/mL (quadrado), 10 mg/mL (circulo) e 15 mg/(tridangulo).

Tabela 13- Diferengas percentuais entre as médias de cwacéa superficial entre os modelos de Sauerbreayifidado e

Sauerbrey.
Concentracédo . ) . ) . )
(mg/mL) Diferenca percentual no TiN Diferenca percentual no TINbN  Diferenca percentual no TiCN
0.05 2.2 31 7.6
0.6 1.2 0.4 0.4
4 2.6 1.7 4.2
10 4.3 2.0 2.8
15 6.1 25 13

A Figura 24 mostra que para valores baixos de géeotodas as harmoénicas conduzem a valores
semelhantes de massa adsorvidaA medida que a adsorcdo aumenta, as harménicasdden mais elevada
originam valores mais baixos die pelo que ndo existe correlagdo perfeita entrastas harmdnicas como
definido pela equacéo 26.

Os estudos realizados por QCM e AFM permitem admitie a adsorcdo de BSA nos trés materiais
estudados é quantitativamente semelhante. Embocadem de adsor¢cdo nos materiais, em termos de
concentracdo superficidl, se mantenha geralmente a mesma, com maior adsw¢iiN seguido do TiNbN e
do TIiCN, a verdade é que as diferencas absolutas asa médias dE ndo sdo muito significativas quando

comparadas com 0s erros associados, como se aerdfitabela 14 e Figura 25.
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Figura 24 — Médias dé na adsorcao em TiN a varias concentra¢des enmsvdaianonicas: 0.05 mg/mL (trago), 0.6 mg/mL
(losango), 4 mg/mL (quadrado), 10 mg/mL (circuldsemg/mL (triangulo).

Tabela 14— Médias da massa do filme adsorvido em variogras e em vérias concentra¢fes da solu¢éo de(BBdelo
de Sauerbrey modificado).

Concentragéo TiN TiNbN TiCN
(mg/mL) I (mg/m?) I (mg/m?) I (mg/m?)
0.05 26+05 22+0.3 22+03
0.6 42+0.9 42+1.4 41+1.4
4 54+10 51+0.7 46+0.7
10 6.2+0.8 59+10 56+10
15 6.7+12 6.3+0.9 6.3+0.9

T (mg/m?)
T (mg/m?)
T (mg/m?)

0,0 T T T 00 T T T 0.0 T T T

0 5 10 15 20 0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
C(mg/mL) C (mg/mL) C (mg/mL)

a) b) c)

Figura 25 — Ajuste de isotérmicas de adsor¢do de BSA, mé&dipsrimentais e erros associados: a) TiN, b) Tilhd)
TiCN. Isotérmica de Langmuir: linha a cheio, eésotica de Freundlich: linha ponteada.

Por linearizacdo das isotérmicas de Langmuir erfellexh, equactes 14 e 18, obtém-se todos os valoes

parametros que melhor as ajustam aos valores exgreis, e através da equagdo 15 determinam-se as

variagdes da energia de Gibbs de adsorg&®{", (Tabela 15).

No ajuste dos valores experimentais as isotérmitasm-se melhor coeficiente de correlagdo para a
isotérmica de Langmuir como esta expresso na Figérano entanto, curiosamente, o desvio absolug no

valores experimentais em relagdo as isotérmicagrommo caso da isotérmica de Freundlich como ge po
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observar nas Figuras 25 e 26. De facto para ctiagdes baixas (0.05 e 0.6 mg/mL) o desvio relatino
relacdo a isotérmica de Langmuir € muito elevadaa® concentracdes mais altas (4, 10 e 15 mg/mi.sea
verifica a estabilizagdo de num patamar como supde uma das hipéteses damscaéde Langmuir. Para a
construgdo de uma isotérmica inequivoca deveriaside estudadas concentragdes superiores no emp@ra o
objectivo do trabalho tal é desnecessério uma veagoncentracdo da BSA no liquido sinovial é onaiierior

a concentragao sanguinea.

Tabela 15— Parametros obtidos por ajuste dos valores erpetais as isotérmicas de Langmuir e Freunlich.

TiN TiNbN TiCN
.. (mg/nf) 6.78 6.32 6.33
) 2.00 2.31 1.56
AGEYS (KJ/mol) -39.2 -39,6 -38,6
Ke 4.34 3.99 3.88
ne 6.16 5.56 5.77
2.0 8.0

T img/m*)

T (mg'm®)

C {mg/ml)

a) b)

Figura 26 — Ajuste de isotérmicas de adsor¢éo de BSA awvanateriais: TiN (linha a cheio), TiNbN (ponteadd}iCN
(tracejado). Médias experimentais: TiN (losangd)bN (quadrado) e TiCN (triangulo). a) isotérmicaldangmuir e b)
isotérmica de Freundlich.

A maddulo de corte (elasticidade) e viscosidadefifioes de proteina, parametros necessarios no maidel
Sauerbrey modificado, foram obtidas no softwaradéise da balanga QCM. Na Figura 27 apresentans-se
valores correspondentes aos filmes antes do ringimg vez que a analise apds o rinsing resulta danega
médios semelhantes mas com barras de erro supegioeaultrapassam o limite fisico do zero.

Apesar de as barras de erro serem muito grandes;ephaver a tendéncia de diminuicdo do médulo de
corte com o aumento da concentracdo. Este compamtanesta de acordo com as observagdes anteriares d
variacdo da dissipagdo com a concentracdo. De, faetoFigura 23a) verifica-se que nas trés primeiras
harmoénicas, (as mais sensiveis), a dissipacdo aancem a concentracdo o que é indicativo que gse na

maiores concentragées o filme é menos rigido,dalccse conclui da diminuigdo do médulo de cortgufé
27).
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A viscosidade parece ter um comportamento semehamentanto ndo encontramos explicacdo para este

facto uma vez que a medida que a adsorcdo auméhteeaeveria ficar mais viscoso e nédo o contrario

2.0 1 9.0 7
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1.6 1
1.4 7

1.2 1

< 08 4 E#
=
0,6 1
04 1
0.2 1
0.0 -
0.05 0.6 4 10 15 < - =
C gLy 005 0.6 4 10 15
C (mg/mL)
a) b)
Figura 27 — a) M6dulo de corte e b) viscosidade dos filne88A em TiN (ponteado), TINbN (branco) e TiCN Ifias
diagonais).

No mesmo software é obtido a espessura do filmé=ilaa 28 apresentam-se os valores ap@ssing. Os
valores da espessura, para a mesma concentragiotéima em solugdo, sdo semelhantes nos trésiarmter
aumentam quando a concentragcao aumenta. Por exgraphoa concentracéo de BSA em solugdo de 10 mg/mL
as espessuras foram: 6.6+£0.8 nm no TiN, 7.6x1.6nemTliNbN e 5.6£1.0 nm no TiCN. Existem duas
explicacdes, ndo exclusivas, para que exista andépeia da espessura com a concentracdo: o software
determina a espessura do filme como a média dasssps entre a area coberta e ndo coberta pefmaret por
isso apresenta um valor intermédio, e, como a B34na proteina ndo-rigida, a medida que a supenéie
sendo preenchida a conformacgao altera-ssidi2onparaend-on o que esta de acordo com o que ja foi dito
anteriormente (pagina 48).

No entanto, 0 mais importante a registar é quebigenam valores de espessura do filme compatbais
a formagao de uma monocamada. O mesmo sucedeuancesimado por riscagem em AFM de superficies
com BSA adsorvida onde se obtiveram espessurasasédire 3.5 e 4.9 nm. A espessura média foi optida
diferenca entre a média da altura no interior seagem e a média da altura no exterior dos picostaates da
acumulacéo de proteina. Na Figura 29 e na Tabekpfdsentam-se perfis caracteristicos das riscag@ss
valores obtidos para as espessuras médias nandtésais obtidas pelos perfis respectivos. Osrealobtidos
sdo concordantes com 0s expressos por van de Keeag [145], que obtém espessuras da HSA em meio
liquido de 4.6 £ 0.7 nm em mica e 3.9 + 0.6 nm itmib CP.

Se admitirmos que na adsorcado de BSA o racio entrassa total da camada de filme e a de proteina
adsorvida varia entre 1.6 e 2.3, como referidcsdtvér pagina 36), [67,129], e que a monocamadasmonde
a uma concentracdo superficial de fime de 6.5 ragfmédia dos trés materiais), entdo a concentracéo
superficial de BSA varia entre 2.8 e 4.1 mg/!® valor mais baixo é superior & monocamadasite-on
enquanto que o valor mais alto, dependendo dass@uer Tabela 5), estd proximo ou ultrapassa aosonada

emend-on Seria, portanto, importante conhecer o valoredestio para melhor prever a orientagdo da proteina

52



adsorvida. De qualquer forma demonstrou-se, por @QCAFM, que a espessura do filme é compativel com a

adsorcdo em monocamada.
Para se obter um valor mais exacto para o racmeaadescrito a adsor¢do deveria ter sido tambéndadu

por um qualquer método Optico, referido no texto.
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Figura 28 — Espessura dos filmes de BSA por QCM-D, apiesing, em TiN (ponteado), TiNbN (branco) e TiCN (linhas

diagonais).
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Figura 29 — Riscagem de filmes de BSA em AFM, apd@sing: a) imagem topogréfica 3D da riscagem em TiNbN, b)

perfil da linha seleccionada na imagem topografiraerfil da riscagem em TiN, d) perfil da riseagem TiCN.
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Tabela 16— Espessuras das riscagens em AFM.

Revestimento Espessura média
(nm)
TiN 3.5
TiNbN 35
TiCN 4.9

Na Figura 30 faz-se a comparagdo entre superfé@es e com BSA adsorvida através das imagens
topograficas em trés dimensdes obtidas por AFM. Masgens sem proteina observam-se alguns sinais
particulares da superficie, em particular riscogsados pelo polimento e pequenos picos que podem se
goticulas resultantes da deposicdo por PVD ou oonggdes. Nas imagens com proteina estes defeitos
esbatem-se com a camada de proteina adsorvida peasfisie. Além disso, em dois dos trés substratos

analisados, TiN e TiCN, a rugosidade diminuiu, casaoverifica na Tabela 17, o que pode ser expliqedi®
cobertura pela proteina das depressfes existait@gmente.

a) c) e)
20mm
20 kim
. ; 10 nm
20 nm i
0rm 10 nm nm
2 pm h /ZDnm 2ym
pm
2pm - Zym 1pm
Lpm 1 um
1pm Tym
0 prn 0 0 2 D DumD“m
b) d)

f)

Figura 30- Comparacéo entre imagens topograficas de sulsai e com BSA: a) TiN sem BSA, b) TiN com BSA, ¢
TiNbN sem BSA, d) TiNbN com BSA, e) TiCN sem BSA) ¢ TICN com BSA.
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Tabela 17— Comparagao entre a rugosidade, Ra, e a distdealkato-valleypV, das superficies sem e com proteina da

Figura 30.
Revestimento Sem proteina Com proteina
TiN R.: 1.07 R.: 0.87
pV: 17.89 pV:7.18
TiNbN R 0.79 Ra: 2.45
pV:10.10 pV:10.93
TiCN Ra: 0.81 Ra: 0.72
pV:7.54 pV: 5.60

4.2.2. Andlise da Adsorcéo de Acido Hialuronico por QCM

Foi estudada a adsorcéo de hialuronato de sédibdllaNTatravés de QCM-D tendo sido verificado que a
adicao do hialuronato provoca diminui¢éo da fregigde vibragdo o que é indicativo da adsorcagarficie.

No entanto nos quatro ensaios efectuados, em qaecantracdo da solugdo em hialuronato de sédib era
mg/mL, verificou-se elevada disperséo na variaghfrejuéncia de vibragéo, pelo que o erro assocéiadédia
obtida é relativamente elevado, (Figura 31).

A concentragdo superficial resultante da adsorgéichidluronato de sédio calculada pelo método de
Sauerbrey modificado foi de 1.5 + 0.5 mg/m
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Figura 31 — Ensaios de adsorgao de hialuronato de sédig(thb) a superficie de TiNbN: a) ensaio NbTiN HA2F;,
b) ensaio NbTiN HA1 8.12.

A variacéo de dissipagdo por cada 5 Hz de varide&fcequéncia de vibrac&o foi inferior a®Qver Figura
32), por isso pelo que critério ja referido adnsiée-que a camada de hialuronato de sddio adsoreida t
comportamento rigido. Uma explicagdo plausivel pam o filme seja compacto é a de que a cadeiarlihe
hialuronato ao se adsorver se estenda ao longamfieie, [164], e ndo como um aglomerado com agua
aprisionada no interior. Assim a cadeia adsorvidéoja superficie apresenta um comportamento rifiga].

Como a adsorgdo do NaHA foi relativamente baixapamado com a adsor¢do de BSA optou-se por ndo se

testa-la nos outros dois revestimentos, dando €afaestudo da proteina.
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Figura 32 — a) dissipacédo total, em varias harménicas,|ld®@fde hialuronato de sédio, antes e apdssing, barras
esquerda e direita, respectivamenteAB)(Af/5) apés ainsing.

4.2.3. Analise da Adsorcéo de Conjunta de Albumina e Hialtonato de Sodio por QCM

Os ensaios de adsorgao sequencial mostram quéuocohio de sédio ndo se adsorve a camada de BSA
uma vez que em 12 dos 13 ensaios realizados, ddnTiNbN e TiCN, a generalidade das frequénciasag#o
ndo s6 ndo desceu, apés adicdo de hialuranato, temmaima ligeira variagédo positiva indicando ggeima da
massa de proteina dessorveu. Houve apenas um ersaiolusivo em que a frequéncia desceu o que gode
se devido a variagdes de pressao na camara daransmipulacdo da valvula da balanca ja que a qudado
rinsing houve uma subida na frequéncia muito elevad

As Unicas explicagbes para a subida da frequéngiagja para a dessorcédo de proteina, sdo o areasta
de proteina fracamente adsorvida a superficiedrssorcéo por formagédo de um complexo sollvel estéam
o hialuronato de sddio.

Os resultados confirmam a fraca interagdo, a pltaeentre a albumina adsorvida e o hialuronatedatko
demonstrada para a HSA por Efu al, [163].

A adsorcao simultdnea de BSA e hialuronato de séaid’iN resulta numa concentragdo superficial 8e 6.
+ 1.0 mg/n3 que é um valor semelhante & da adsor¢do monocemigote BSA, 6.7 + 0.7 mgfnConsiderando
os erros calculados, ndo é possivel afirmar quepesiuena diferencga é resultado da presenca dodmato de
sodio na solugdo. Uma explicagdo plausivel para esmelhanca é que a maioria da massa adsorvida
corresponde a BSA uma vez que, sendo esta moldaifapequena que o do hialuronato, o seu transpate
solugdo viscosa, para junto da superficie, € magigdo e por isso quando aquele se aproxima encantra
monocamada de proteina e ndo a superficie do cara@dmo se viu nos ensaios sequenciais o hialtratea
so6dio ndo se adsorve a camada de BSA, pelo quemiovente também ndo se adsorvera nos ensaios
simultaneos.

Por estes motivos a adsor¢do simultdnea em TiNbh giCN néo foi estudada uma vez que, admitindo
qgue o NaHA ao chegar a superficie interage conoteijma e ndo com o revestimento, o substrato tauéap

influéncia na adsor¢cdo a monocamada de BSA.
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4.3. Forgas de Adeséao

Determinaram-se experimentalmente as for¢cas deiadesseco e em célula de liquidos, em diferentes
condi¢des. Os resultados experimentais foram camdparcom os obtidos pelo tratamento de Hamaker de
previséo de forcas de van der Waals.

As amostras utilizadas foram revestimentos de TiINNdN virgens ou com BSA adsorvida. As tips foram
utilizadas virgens ou funcionalizadas com BSA.

As forcas de adesao obtidas a seco, entre amestias virgens, sdo entre uma e duas ordens deeyan
superiores as obtidas em célula de liquidos. Enguguee em célula de liquidos a for¢a de adeséasefmipre
inferior a 1 nN, a seco obtiveram-se valores e?fire 100 nN. A razdo para diferenca entre as fateagleséo a
seco e em agua assenta na forga de capilaridadenda®s a seco sdo afectados pela humidade atisoag
superficies que devido as forcas de capilaridagi@amo a separagéo entre a amostra e a tip mais, §ifik3].

A forca de adesao média a seco, em 48 pontos,Mpdilido foi 35 + 3 nN, (ver Figura 33). No TiNbNio
polido a for¢a de adesdo média a seco, em 26 pdotd® + 2 nN. Os resultados experimentais des&@ode
seco ndo estdo em concordancia com o estudo denBsiwal, [80], na qual dizem que a for¢ca de adesao
aumenta com a rugosidade. No entanto como se afmeapenas um resultado para cada material, como a
diferenca de rugosidades ndo é muito elevada e eoseco a forca de adesdo depende da humidade, r&es

foi controlada, ndo podemos afirmar com total @ertque a diferenca na forga de adesdo a seco seadev
rugosidade.

Forca (nN)

Percentagem

0 0,1 0.2 0.3 0.4 0.5
Distancia (pun)

a) b)

Figura 33 — Forca de ades&o, a seco, entre superficie dedlitia etip de SiN,: a) exemplo da curva forgeersus
distancia, b) histograma das forgas obtidas.

Em célula de liquidos analisaram-se os sistemastamnairgemversus tipvirgem, amostra virgemersus
tip funcionalizada com BSA e amostra com camada aidsode BSAversus tipfuncionalizada com BSA.

As forcas de adesdo, em agua, entre o substrgenvie aip virgem sao inferiores a 1 nN (Figura 34). No
entanto nao foi possivel obter valores precisos uwezaque, na maior parte dos ensaios, ndo se aoreeg
obter patamares bem definidos para a for¢ca nutacunaras forcaersusdistancia.

Nos ensaios com tip funcionalizada conseguiramigeneas curvas das quais foi possivel determinar as
médias das forcas de adesao, (Tabela 18). Indieasma&mero de curvas utilizadas para os célculos.
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Figura 34 — Exemplos de curvas de forga distancia, em agua, tip deslSj e: a) TiN, b) TiNbN.

Nas Figura 35 e Figura 36 apresentam-se curvasasifor¢avs. distancia e a distribuicdo das forgas obtidas
com substratos TiN e TiNbN respectivamente

A existéncia de BSA na superficie do substrato mlimiigeiramente a forca de adesdo contréipa
funcionalizada (ver Tabela 18) em relacdo aos essain que apenas existe BSA numa das superfiaés. T
efeito ja tinha sido descrito por Agniho#d. al, [138], que o justifica pela diminuicdo das forgisvan der
Waals.

Algumas curvas de afastamento, principalmente iy apresentam saltos mdultiplos o que é caractwisti
do emaranhamento entre proteinas das duas superfieer Figura 3%)). Nos ensaios com TiNbN este
comportamento néo foi observado (Figura 36).

Tabela 18— Forcas de ades&o em liquido.

Interacgéo TiN TiNbN
(nN) (nN)
Forca de adesao n° de curvas Forca de adesao n° de curvas
(nN) (nN)
Superficie -tip SikNg4 n.d. - n.d. -
Superficie -tip 0.67+0.21 32 0.34+0.05 62

funcionalizada com BSA

Superficie com BSA #ip 0.56+ 0.07 32 0.23+0.03 62
funcionalizada com BSA

Os resultados experimentais das forcas de adesadiMnforam comparados com os obtidos pelo
tratamento de Hamaker das forca de van der Waabge(a 19). O modelo prevé com sucesso a diminwgio
forca de adesdo quando existe BSA na superfictpdguer se admita que este é composto por TiN ou por
TiO,. No entanto, verifica-se que os valores das foegagrimentais s80 muito superiores aos previsios g5
forcas de van der Waals o0 que pode ser explicaldoepésténcia de outras forgas participantes nagadeAlém
disso os valores experimentais estado afectadosrueleeza no valor da constante de elasticidadeadblever
enquanto que os previstos pelo tratamento de Hamestéo afectados pela incerteza do valor do reio d

curvatura ddip e no valor assumido para o parametro D da equktao
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Figura 35— Forcas de adesdo, em 4gua, com o substrat@féXemplo de curva forge. distancia entre TiN e $i,
funcionalizado com BSA, b) exemplo de curwesfd entre TiN (com camada de BSA) gN\gifuncionalizado com BSA, c)
histograma das forgas entre TiN gN\gifuncionalizado com BSA, d) histograma das forgaseeTiN (com camada de BSA)
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Figura 36 — Forcas de adesdo, em 4gua, com o substrato TéytEXemplo de curva forga distancia entre TiNbN e $Bi,

funcionalizado com BSA, b) exemplo de curuasfd entre TiNbN (com camada de BSA) gN\gifuncionalizado com BSA,

¢) histograma das forcas entre TiNbN gNgifuncionalizado com BSA, d) histograma das forgaseeTiNbN (com camada
de BSA) e SN, funcionalizado com BSA.
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Tabela 19— Constante de Hamaker e forga de van der Waals.

Van der Waals

Constante de Hamaker Forca de van der Waals

(nN)
TiN-Agua-SiN, 6.210%° 0.11
TiN-Agua-SiQ 1.510% 0.03
TiO-Agua-SiN, 1.910" 0.35
TiO-Agua-SiQ 3.810%° 0.07
TiN-Agua-BSA 2.510%° 0.05
TiO-Agua-BSA 7.0.0%° 0.13
BSA-Agua-BSA 1.710% 0.03
TiN-Ar-Si 2.810%° 0.52

Na Tabela 20 encontram-se referidas os valores. derecidos pelo fabricante e os determinados pelo
modelo geométrico e pelo modelo de Albrech coragiderifica-se que existem diferencas assinalé¥&ismo
ndo sabemos como foi determinado o valor fornepilo fabricante esta € uma incerteza que se mantsm.
tips ao serem usadas podem sofrer deforma¢des quezeondualteracdo do seu raio de curvatura. Se @ste f
alterado também o serd a area de contacto enipeeaat superficie pelo que o resultado da forcadiséao é
afectado. Além disso o fabricante ndo fornece eal@recisos uma vez que refere que o raio de cuavatde
10 nm mas que pode atingir os 40 nm, [174].

Os valores estimados pelos modelos teéricos sétadfes por todos os seus parametros. Os que ajnesen
maior incerteza sdo o raio de curvatura e a digt&ndre as superficies. O raio de curvatura fiineslo em 30
nm através do software SPIP da Image Metrologyiséadcia entre as superficies foi admitido comaleem
espagamento interatdmico que tem o valor caratiterige 0.165 nm. No entanto é referido na litaeatjue este
valor ndo adequado quando se utiliza um meio l@om qual existam ligacdes de hidrogénio, comacéso da
agua que foi o meio utilizado. Quanto as constadéesiamaker elas sédo fungdo do indice de refragd® e

constante dieléctrica que por sua vez dependemrdprimento de onda da radiacéao.

Tabela 20— Constantes de elasticidade dastilevers

ke (MPP-111) ke (MPP-311) ke (MLCT-E)
(N/m) (N/m) (N/m)
Fornecido pelo fabricante 40.0 0.90 0.10
Modelo geométrico 48.7 1.04 0.21
Modelo de Albrecht corrigido n.d. n.d. 0.16
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5. Conclusao

O presente trabalho teve como objectivo o estudad$ar¢céo de BSA e NaHA a cerémicos de titanio
utilizados como revestimentos em implantes médicos

A adsorcdo de BSA foi estudada quantitativamenta cona microbalanca de cristal de quartzo com
dissipacao (QCM-D) obtendo-se as isotérmicas, @2para cada um dos ceramicos. Os valores expgaime
foram ajustados aos modelos de Langmuir e Freundipesar de os coeficientes de correlagdo noeapust
isotérmica de Langmuir serem maiores verifica-se @u isotérmica de Freundlich descreve melhor o
comportamento das curvas experimentais

A adsorcdo, embora com comportamento semelhantéréosevestimentos, pode ordenar-se, segundo 0s
resultados obtidos pela equacédo de Sauerbrey iwexdkfj pela seguinte ordem: TiN > TiNbN > TiCN.

Os resultados obtidos por QCM-D foram comparados as observag6es obtidas por microscopia de forga
atémica (AFM). Com esta técnica foi possivel conéir a existéncia de uma monocamada de BSA adsaraida
superficie dos trés revestimentos.

O estudo da adsorcdo do NaHA permitiu concluir gaea a mesma concentracdo em solugéo, se adsorve
em menor quantidade que a BSA e que a interac&e antbos, quando existe uma monocamada de BSA
previamente adsorvida, é fraca, a pH préximo ddrakdade. Além disso, nos ensaios em que coexisiem
duas substéncias em solu¢éo néo se verifica dtesignificativa na concentracdo superficial, fple, se pode
admitir que a adsor¢do de BSA bloqueia a de NaHA vez que a molécula de proteina, sendo mais pagquen
deve ter um coeficiente de difusdo maior e adsseverais rapidamente que o NaHA.

Em todos os estudos, realizados por QCM-D, obtivesa resultados que, quer seja pela variacdo da
dissipacdo ou pela proximidade entre os valoreglambtpelo modelo de Sauerbrey simples ou modificado

permitem considerar que o filme adsorvido é esaémente rigido.
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7.1. Ensaios na QCM

Tabela 21— Ensaios de adsorcdo de BSA em TiN na QCM.

Con. Data Cri. Massa Vol. Rar W 0 J” Amg Amgy  ESPess. Espess.
(mg/m (@) (mL) (ohm) (kg.m.s?) (kg.msY) (m.Skg? A ¥ " (nm) _(nm)

i .m=, -m. (ng.cm?) (ng.cm®) (rinsing)
0.05 27-03-2007 2.10 - - - 2.10E+05 3.49E-03 1.06E- 1.050 197.6 194.7 2.43 2.08
0.05 28-03-2007 2.11 - - - 7.10E+05 4.83E-03 2.83E- 1.007 219.7 218.8 2.42 2.68
0.05 22-11-2007 K7.04 0.0012 25 24 4,29E+06 1,18E-0 1,95E-09 1,000 267.6 2515 2.17 2.34
0.05  27-11-2007  K7.07 - - 55 3,28E+05 7,72E-03 1,46E-06 1,037 307.9 344.4 3.28 3.16
0.05 01-03-2008 K9.08 0.0400 diluig. 110 1.79E+06 .08E-03 1.04E-08 1.000 284.9 2717 2.54 2.74
0.05 03-03-2008  K7.19  0.0407 diluic. 26 7.37E+05  48E-03 1.40E-07 1.003 236.4 226.0 2.52 2.16
0.05  04-03-2008  K9.09  0.0407 diluig. - 9.98E+05 4.44E-04 1.39E-08 1.000 268.3 272.6 2.43 2.42
0.6 18-10-2007 K4.15 0.0060 10.0 430 3.55E+05 6ABE 1.18E-06 1.030 375.0 386.3 3.41 2.96
0.6 20-11-2007  K8.05  0.0071 11.8 64 8,93E+05 20%E- 1,16E-07 1,003 4422 4432 4.30 4.23
0.6 21-11-2007 K7.03 0.0065 10.8 54 9.38E+05 8.68BE- 2.80E-07 1.007 430.8 433.8 3.80 3.71

4 19-10-2007  K4.17  0.0397 10.0 580 4.18E+05 5.23E-0 8.15E-07 1.021 565.6 578.8 5.90 5.69

4 16-11-2007 K8.02 0.0404 10.0 16 8,30E+05 3,43E-031,52E-07 1,004 421.0 425.8 4,49 3,81

4 16-11-2007  K7.01  0.0404 10.0 16 8,20E+05 4,45E-032,00E-07 1,005 604.4 607.6 5,84 5,74

4 16-11-2007  K8.03  0.0401 10.0 43 6,50E+05 1,71E-031,25E-07 1,003 4479 4488 4,67 4,25

4 19-11-2007 K7.02 0.0401 10.0 68 6,19E+05 4,73E-03 3,63E-07 1,009 513.4 519.5 5,20 5,15

4 20-11-2007  K9.01  0.0419 10.5 40 4,53E+05 4,46E-036,19E-07 1,016 585.5 638.4 6,32 5,98
10 16-10-2007 K4.10 0.1001 10.0 570 1.49E+05 2Q8E- 2.57E-06 1.068 440.3 548.3 7.25 5.84
10 29-11-2007  K7.09  0.0999 10.0 87 3,99E+05 2,13E-03 ,05E-07 1,010 552.2 558.7 6.32 5.95
10 30-11-2007 K7.10 0.0998 10.0 14 5,38E+05 1,95E-03 ,07ER-07 1,005 569.2 5719 6.12 5.80
10 30-11-2007  K8.13  0.0998 10.0 - 2,54E+05 2,85E-03 23H;06 1,031 624.9 651.6 7.31 6.67
10 04-12-2007  K7.11  0.0997 10.0 17 4,19E+05 1,93E-0 3,35E-07 1,008 670.3 675.0 8.50 7.45
10 05-12-2007 K7.12 0.0999 10.0 16 4,61E+05 2,62E-0 3,73E-07 1,009 719.6 724.1 7.65 7.29
15 21-03-2007 1.18 - - - 2.16E+05 2.23E-04 1.48E-07 1.004 546.7 548.7 6.39 6.35
15 21-03-2007 2.05 - - - 7.12E+04 1.70E-03 6.72E-06 1.199 497.5 560.4 8.48 6.60
15 16-10-2007 K4.11 0.1500 10.0 360 3.09E+05 4GBE- 1.18E-06 1.030 737.1 775.0 7.69 7.88
15 17-10-2007  K4.12  0.1496 10.0 320 9.59E+04 263E- 5.15E-06 1.146 704.2 795.3 10.16 8.29
15 22-10-2007 K4.19 0.1501 10.0 325 2.66E+05 268BE- 1.07E-06 1.027 7714 836.5 6.70 6.61
15 23-10-2007  K4.20  0.1498 10.0 790 3.73E+05 20BE- 4.75E-07 1.012 617.2 627.5 8.07 6.35
15 10-12-2007  K7.14  0.1505 10.0 30 2.54E+05 1.93E-0 9.00E-07 1.023 576.1 579.1 7.39 5.74

Tabela 22— Ensaios de adsorcéo de BSA em TiNbN na QCM.
con ) - Thickn  Thickn
(mg/m' Data Cri. Massa  Vol. Rar M ne J” A Amg Amgp . .
0 (9) (mL) (Ohm) (kg.m™.s?%) (kg.m™s") (m.Skg™) (hgem?  (ng.cm) (nm) (_(nm) \
rinsing
0.05 20-12-2007  K5.09  0.0401 diluic. 19 5.24E+05 37&-03 3.67E-07 1.009 205.7 218.4 2.70 2.59
0.05 21-12-2007  K5.10  0.0401 diluic. 20 9.37E+05  13%-04 3.23E-08 1.001 214.3 214.6 2.05 2.11

0.6 08-11-2007 U2.03 0.0062 10.0 780 1.26E+06 4@3E  9.39E-08 1.002 409.3 410.0 3.93 3.80
0.6 12-11-2007  U2.06  0.0059 10.0 850 9.71E+05 6@YE  2.26E-08 1.001 3121 312.4 3.15 2.90
0.6 03-12-2007 K5.01 0.0151 25.0 30 1.20E+06 163E- 3.55E-08 1.001 507.1 508.0 4.54 4.65
0.6 04-12-2007  K5.02  0.0151 25.0 19 8.37E+05 1.68E- 7.43E-08 1.002 3215 321.9 2.98 2.93
0.6 05-12-2007 K5.03 0.0397 10.0 18 5.84E+05 2.688E- 2.39E-07 1.006 522.7 528.8 5.26 5.52

4 02-11-2007  U1.03  0.0404 10.0 1030 1.34E+05 20%E- 3.01E-06 1.080 4195 4772 5.97 5.54

4 05-11-2007  U1.06  0.0403 10.0 1090 1.12E+06 2B2E- 6.20E-08 1.002 4734 4739 4.64 4.26

4 06-11-2007  U1.08  0.0403 10.0 1200 4.25E+05 2.74E-03 4.53E-07 1.011 451.0 4517 565 4.19

4 09-11-2007  U2.05  0.0402 100 710 7.42E+05 2.13E-03 1.19E-07 1.003 483.9 4865 90 4. 453

4 12-11-2007 U2.07 0.0404 10.0 - 8.00E+05 3.86E-03 1.84E-07 1.005 628.4 629.5 6.29 5.84

4 13-11-2007  U2.10  0.0401 100 730 5.49E+05 2.08E-03 2.12E-07 1.005 4615 4627 215. 457

4 18-01-2008 K5.12 0.1003 25.0 27 4.38E+05 1.94E-033.09E-07 1.008 4955 498.5 5,81 5.06

4 19-01-2008  K8.04  0.1003 25.0 54 4.96E+05 4.43E-045.60E-08 1.001 598.4 599.3 5.98 5,60

10 11-12-2007 K5.04 0.0996 10.0 33 1.00E+06 1.58E-0 4.91E-08 1.001 4275 432.3 6.74 5.03

10 12-12-2007 K5.05 0.2506 25.0 24 3.05E+05 1.73E-0 5.67E-07 1.014 738.4 748.6 9.24 9.17

10 14-12-2007  K5.07  0.1005 10.0 21 2.38E+05 2.03E-0 1.04E-06 1.026 557.4 576.3 7.56 6.88

10 14-12-2007 K8.02 0.1005 10.0 25 3.73E+05 1.63E-0 3.53E-07 1.009 698.5 721.1 9.14 10.51

10 17-12-2007  K5.08  0.1004 10.0 25 3.41E+05 1.35E-0 3.55E-07 1.009 4713 478.9 6.87 6.41

10 06-03-2008  K8.05  0.2504 10.0 19 2.33E+05 1.23E-0 6.79E-07 1.017 610.0 620.6 8.63 8.40

10 01-07-2008 K5.21 0.1001 10.0 15 2.51E+05 2.02E-0 9.38E-07 1.024 624.0 641.1 7.81 7.76

10 01-07-2008  K8.09  0.1001 10.0 20 3.60E+05 1.18E-0 2.83E-07 1.007 533.5 536.7 7.41 6.88

15 30-10-2007 U1.01  0.1504 10.0 920 6.62E+05 1.70E-03 1.20E-07 1.003 664.8 667.1 00 7. 6.54

15 30-10-2007  U1.02  0.1497 10.0 980 2.21E+05 1.85E-03 1.10E-06 1.028 724.1 7329 5110 8.13

15 05-11-2007  U1.05  0.1498 10.0 1070 2.73E+05 1.47E-03 5.97E-07 1.015 4433 4469 456 5.26

15 09-11-2007 U2.04 0.1498 10.0 700 1.87E+05 1®3E- 1.34E-06 1.034 642.7 667.0 9.93 9.35

15 22-02-2008  K5.15  0.1502 10.0 17 1.62E+05 1.58E-0 1.72E-06 1.044 603.5 654.5 9.86 9.69

15 02-07-2008  K5.22  0.1501 10.0 15 3.18E+05 1.43E-0 4.25E-07 1.011 606.9 612.1 7.55 7.07

15 02-07-2008  K8.22  0.1501 10.0 22 2.37E+05 1.13E-0 6.41E-07 1.016 583.5 595.7 9.36 9.03
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Tabela 23— Ensaios de adsorgdo de BSA em TiCN na QCM.

con ) - Thickn  Thickn
(mg/m' Data Cri. Massa  Vol. Rar s N J” A Amg Amgp . .
0 @ (mb)  (Ohm)  (kg.m.s?) (kgmsh)  (mskg?) (hgem®  (ng.cn?) (nm) (nm)
(rinsing)
0.05 28-05-2008  K2.01  0.0051 diluic. 19 4.38E+05  69E-03 4.20E-07 1.010 178.7 225.0 1.68 1.65
0.05 29-05-2008  K1.11  0.0051 diluig. 20 2.06E+05  70E-03 1.70E-06 1.044 237.3 251.8 271 2.90
0.05 02-06-2008  K1.12  0.0050 diluig. 21 4.91E+05  07§-03 3.81E-07 1.010 228.1 228.9 2.86 2.68
0.05 26-06-2008  K2.11  0.0200 _diluig. 23 6.01E+05 598-04  3.09E-08 1.001 163.6 163.8 1.54 1.53
0.6 27-05-2008  K1.09  0.0401 diluig. 20 1.13E+06  OE04 8.30E-09 1.000 271.1 271.2 2.40 2.26
0.6 03-06-2008  K2.03  0.0059 10.0 20 5.71E+05 203E- 2.01E-07 1.005 424.9 426.8 4.85 355
0.6 04-06-2008  K3.11  0.0300 50.0 19 3.52E+05 3.@BE- 8.62E-08 1.002 498.3 499.5 4.41 4.28
0.6 04-06-2008  K1.15  0.0300 50.0 20 7.03E+05 108E- 1.21E-08 1.000 3833 383.8 3.83 3.67
0.6 27-06-2008  K3.21  0.0302 50.0 24 6.25E+05 283E- 1.90E-07 1.005 4795 482.4 6.08 6.01
0.6 28-06-2008  K2.12  0.0302 50.0 20 4.31E+05 28BE- 4.50E-07 1.011 3075 309.5 3.72 3.26
0.6 28-06-2008  K3.22  0.0302 50.0 22 5.03E+05 1.03E-  1.24E-07 1.003 475.8 4772 5.13 4.94
4 24-05-2008  K1.07  0.1001 diluig. 23 7.84E+04 2B 6.36E-06 1.186 346.4 418.1 4.80 4.03
4 07-06-2008  K2.06  0.2000 50.0 19 5.96E+05 9.64E-048.41E-08 1.002 456.8 457.6 4.20 371
4 07-06-2008  K3.14  0.2000 50.0 18 4.28E+05 1.25E-032.11E-07 1.005 540.0 540.2 5.78 5.37
4 24-06-2008  K3.17  0.2002 50.0 20 2.03E+05 1.40E-031.01E-06 1.026 433.7 436.2 7.85 5.42
10 21-05-2008  K3.04  0.2503 25.0 20 3.09E+05 1.3BE-0 4.15E-07 1.010 563.9 566.0 6.67 5.29
10 23-05-2008  K1.06  0.1001 10.0 20 4.71E+05 8.98E-0 1.26E-07 1.003 501.8 503.2 5.13 5.00
10 25-06-2008  K2.10  0.4998 50.0 21 1.90E+05 1.48E-0 1.20E-06 1.031 5215 533.5 6.64 5.86
10 25-06-2008  K3.19  0.4998 50.0 26 4.64E+05 1.5BE-0 2.23E-07 1.006 580.1 625.7 6.41 6.19
15 30-05-2008  K2.02 - - 19 4.78E+05 6.85E-03 7.08E- 1.020 766.9 800.2 7.28 774
15 05-06-2008  K3.12  0.3750 25.0 19 3.56E+05 7.08E-0 1.72E-07 1.004 568.1 570.4 6.42 6.12
15 05-06-2008  K2.04  0.3750 25.0 21 3.48E+05 1.08E-0 2.75E-07 1.007 573.8 574.7 7.65 6.99
15 06-06-2008  K3.13  0.3750 25.0 18 1.72E+05 9.58E-0 1.00E-07 1.002 590.0 590.9 6.63 5.89
15 06-06-2008  K2.05  0.3750 25.0 19 4.18E+05 1.3BE-0 2.29E-07 1.006 632.9 636.2 7.85 7.65
Tabela 24— Ensaios de adsor¢cdo de NaHA em TiNbN na QCM.
con ) N Thickn ~ Thickn
(mg/m' Data Cri. Massa  Vol. Rar s Ny J” A Amg Amgy . .
0 (9) (mL) (Ohm) (kg.m™.s?%) (kg.ms") (m.Skg™?) (hgem®  (ng.cm?) (nm) (_(nm) \
rinsing
1 03-07-2008  K5.23  0.0100 10.0 14 2.4TE+05 7.93E-044.00E-07 1.010 109.3 111.2 0.79 0.80
1 03-07-2008  K8.11  0.0100 10.0 26 3.10E+05 8.48E-042.72E-07 1.007 103.8 104.3 1.27 1.25
1 04-07-2008  K5.24  0.0101 10.0 15 1.08E+05 4.69E-04 1.24E-06 1.031 163.1 169.6 2.36 2.23
1 04-07-2008  K8.12  0.0101 10.0 20 3.23E+05 1.06E-033.13E-07 1.008 190.9 202.0 3.08 3.70
Tabela 25— Ensaios de adsorgdo de simultdnea de BSA e NahAIN na QCM.
con ) N Thickn ~ Thickn
(mgim Data Cri. Massa  Vol. Rar s N J” A Amg Amgp . .
0 @ (mL)  (Ohm) (kg.m™.s?) (kg.mish)  (mskgh) (ngem?  (ng.cn?) (nm) (_(nr_n) \
rinsing
10+1  07-12-2007 K7.13 0.1+0.01  10.0 35 7.28E+04  OH-Q3 5.58E-06 1.160 - - 14.12 -
10+1  07-12-2007  K9.04 0.1+0.01  10.0 16 9.98E+04  5H:03  4.22E-06 1.116 647.7 727.9 10.33 9.57
10+1  11-12-2007  K7.15 0.1+0.01 100 24 6.07E+05 1.65E-03 1.39E-07 1.003 679.2 686.1 467 767
10+1  27-02-2008  K7.16  0.1+0.01 10.0 - 1.60E+05 1.46E-03 1.64E-06 1.042 - - 7.10 -
10+1  28-02-2008  K7.17  0.1+0.01 10.0 - 2.72E+05 1.54E-03 6.29E-07 1.016 664.7 691.2 8.03 8.93
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7.2. Parametros utilizados no software da QCM

Tabela 26— Parametros necessarios no software da QCM.

Parametro Valor
fo (MHz) 495
5.0%

pq (gem®) 2.648 [52]
g (kgm*s™) 2.94710" [52]
p (gem?) 1.0043 [3]

N (mPas) 0.91 [3]

pr (gem?) 1.15[175]

pr (MPa) 0.2 [175]

nr (mPas) 0.0015 [175]

tr (Um) 0.004

C (fF) 13.6

Tpara cristais KSV
¥ para cristais USA

7.3. Indices de refracgéo e constantes dieléctricas

Tabela 27— Constantes dieléctricas e indices de refrac&@udes materiais.

Material n €
TiN 1.7 [176] -3[93]
SigN, 2.05[177] 75177
BSA 157 [72] 2.17[178]
TiO2 2.88[179] 110 [180]
Sio, 1.46 [179] 4.5 [180]
Ar 1.00027 [181] 1.00054 [182]
Agua 1.33[181] 78.4[183]

7.4. Calculo de intervalos de confianca

O intervalo de confianga, vulgarmente designado “poro”, associado ao calculo de qualquer média foi

estimado pelo método de estimativa de intervalosald@ianca de média de distribuicdo normal e varén
desconhecida definido por, [184]:
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tg)op [$
erro =P/t 7 (Equacéo 46)

Jp

em que p € o numero de elementos da amostradesvim padrao da amostfagé o valor obtido pela subtracgéo da

confianca (normalizada) a unidade, gg 1 € 0 ponto de percentagem acumulad&2lda distribuicéo t.
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