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Abstract (versione italiana)

In qualita di alternativa ai convenzionali innesti ossei, I’ingegneria del tessuto osseo € un approccio
innovativo per il trattamento di patologie e difetti ossei, mediante 1’uso di biomateriali e stimoli. In
questo senso, bioattivita e piezoelettricita sono due importanti aspetti che influiscono sulla crescita e
rigenerazione ossea, sfruttando rispettivamente il rilascio ionico e la stimolazione elettrica. In
letteratura sono presenti diversi esempi relativi alla combinazione tra una fase piezoelettrica e una
fase bioattiva, per esempio tramite la produzione di due particelle distinte che poi vengono miscelate
allo stato solido o anche tramite 1’incorporazione di una fase piezoelettrica come fase secondaria
all’interno di una matrice, in modo da ottenere scaffolds o dischi compositi. L’obiettivo principale di
questo lavoro di tesi ¢ la sintesi di particelle, composte da un core piezoelettrico ¢ da uno shell
bioattivo, in un’unica formulazione e come unico materiale di partenza. Il processo di sintesi

considerato ¢ il processo Stober, un metodo sol-gel.

La parte sperimentale di questa tesi, condotta al Dipartimento di Scienza Applicata e Tecnologia del
Politecnico di Torino, ¢ stata incentrata su due materiali piezoelettrici (Titanato di bario e Ossido di
zinco) in forma di polveri come core e su un vetro bioattivo ternario come shell basato sui precursori
tetraetil ortosilicato (TEOS), trietil fosfato (TEP) e nitrato di calcio (CN). Per investigare la
morfologia e la composizione di questi materiali, in particolare I’effettiva sintesi dello shell bioattivo,
¢ stata effettuata un’analisi al microscopio elettrico a scansione a emissione di campo (FE-SEM)
equipaggiato con spettroscopia a dispersione di energia (EDS), per investigare la composizione
chimica e i gruppi funzionali delle particelle ottenute ¢ stata effettuata un’analisi spettroscopica a
infrarossi in trasformata di Fourier (FTIR); infine, € stato condotto un test di bioattivita in vitro in
fluido corporeo simulato (SBF) in modo da valutare la bioattivita dei materiali sviluppati e percio la

loro abilita di legarsi in vivo al tessuto osseo.

Xi



Abstract (english version)

As an alternative to conventional bone grafts, bone tissue engineering is an innovative approach to
treat bone diseases and defects, making use of biomaterials and stimuli. In this sense, bioactivity and
piezoelectricity are two important aspects which have influence on bone growth and regeneration,
exploiting ions release and electrical stimulation respectively. In literature there are examples
regarding the combination of a piezoelectric phase and a bioactive phase, for example through the
production of two distinct particles that then are solid state mixed and blended or through the
incorporation of the piezoelectric phase as a secondary phase in a matrix, in order to obtain composite
scaffolds or disks. The main purpose of this thesis work is the synthesis of particles, composed by a
piezoelectric core and a bioactive shell, in a single formulation and as unique starting material. The

synthesis process considered is the Stober process, a sol-gel method.

The experimental part of this thesis, conducted at the Department of Applied Science and Technology
of the Politecnico di Torino, focused on two piezoelectric materials (Barium Titanate and Zinc Oxide)
in form of powders as core and on a ternary bioactive glass shell based on tetraethyl orthosilicate
(TEOS), triethyl phosphate (TEP) and calcium nitrate (tetrahydrate) (CN) as precursors. To
investigate the morphology and composition of these materials, in particular the effective synthesis
of the bioactive shell, a Field Emission Scanning Electron Microscope (FE-SEM) equipped with
Energy Dispersive Spectroscopy (EDS) analysis was performed, to investigate the chemical
composition and the functional groups of the obtained particles a Fourier Transform Infrared (FTIR)
spectroscopic analysis was performed; at the end, the in vitro bioactivity test was carried out in
simulated body fluid (SBF) to evaluate the bioactivity of the developed materials and thus their ability

to bond in vivo with bone tissue.
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1. Introduzione

Un promettente campo di ricerca biomedica, in costante sviluppo e con numerose applicazioni, ¢
quello dell’Ingegneria Tissutale e Medicina Rigenerativa, in inglese TERM (Tissue Engineering and
Regenerative Medicine), punto d’incontro di piu discipline come scienza dei materiali, chimica e

medicina.

L’obiettivo finale di questo progetto di tesi € quello di rivestire particelle piezoelettriche con un
coating di vetro bioattivo. L’idea centrale ¢ combinare due aspetti fondamentali per la stimolazione e
crescita dell’osso: la piezoelettricita, quindi la stimolazione delle cellule ossee tramite segnali

bioelettrici, e la bioattivita, per la rapida osteointegrazione dell’impianto sfruttando il rilascio di ioni.

Il materiale del core da rivestire, sottoforma di polvere, puo essere sintetizzato da zero in laboratorio
utilizzando tecniche e precursori opportuni oppure si possono utilizzare particelle commerciali,
modificandole dal punto di vista chimico e composizionale. Una volta che le particelle core-shell
sono state sintetizzate, gli utilizzi applicativi sono diversi: filler inorganici dispersi all’interno di
matrici o fibre polimeriche, rivestimenti su substrati o anche scaffold. La realizzazione di scaffold
piezoelettrici e bioattivi, partendo da particelle core-shell piezoelettriche e bioattive, ¢ forse
I’applicazione piu interessante. Una volta ottenute queste polveri multifunzionali, vengono utilizzate
tecniche di fabbricazione per la realizzazione dello scaffold, per esempio utilizzando un legante
polimerico e realizzando uno slurry. A questo punto lo scaffold puo essere sinterizzato e polarizzato

per migliorarne e incrementarne le proprieta piezoelettriche.

La prima fase di studio ¢ coincisa con un’approfondita ricerca bibliografica sui metodi utilizzati in
letteratura per unire le due diverse fasi, in particolare in un’unica formulazione core-shell.
Nella successiva fase sperimentale 1’obiettivo ¢ stato quello di sintetizzare particelle costituite da un
core interno in materiale piezoelettrico e da uno shell esterno in materiale bioattivo. E stato utilizzato

il metodo sol-gel, nello specifico il metodo Stober modificato.

Per quanto riguarda la fase piezoelettrica, I’attenzione ¢ stata posta sul titanato di bario (BTO) e
sull’ossido di zinco (ZnO). La scelta di questi due materiali ¢ stata giustificata da una serie di motivi
quali il basso costo commerciale dei precursori o delle particelle stesse, il semplice metodo di sintesi
e soprattutto il fatto di essere dei piezo-ceramici senza piombo (LFPCs, lead-free piezoceramics).
I piezo-ceramici a base piombo (LBPCs, lead-based piezoceramics) come lo zirconato-titanato di
piombo (PZT), infatti, sono problematici per quanto riguarda 1’ambiente, la salute e risultano
citotossici non solo ad alte ma anche a basse dosi di ioni metallici rilasciati. In aggiunta il BTO,
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rispetto ad altri LFPCs come niobato di sodio-potassio (KNN), titanato di bismuto-sodio (BNT) e
ferrite di bismuto (BFO), presenta un piu alto coefficiente piezoelettrico. Lo ZnO, anch’esso con
un’ottima biocompatibilita come il BTO, ¢ stato scelto in quanto mostra un interessante incremento
delle proprieta piezoelettriche alla nanoscala e nelle sue diverse morfologie nanostrutturali, aspetto
approfondito nell’ambito di questa tesi. In aggiunta, sia BTO che ZnO sono materiali multifunzionali

gia molto utilizzati nell’ambito dell’ingegneria tissutale.

Per quanto riguarda, invece, la fase bioattiva si ¢ considerata una composizione ternaria a base di
silice, ossido di calcio e ossido di fosforo, che possiede capacita osteoinduttive e quindi di

osteointegrazione.

Come menzionato precedentemente, 1’obiettivo ¢ unire le due diverse fasi durante il processo iniziale
di sintesi, in modo da ottenere alla fine un materiale multifunzionale in cui le due fasi non saranno
distinte in forma di matrice e fase dispersa. La fase di sintesi e i successivi trattamenti termici
(calcinazione e sinterizzazione) potrebbero influire sulla dimensione del core piezoelettrico, dello
shell bioattivo e sulle rispettive proprieta. La difficolta principale consistera nel garantire la
formazione di uno shell senza intaccare le proprieta del core e nel bilanciare i due diversi aspetti nel

costrutto finale.



1.1 1l tessuto osseo

L’osso ¢ un tessuto connettivo metabolicamente attivo, dinamico e mineralizzato. Svolge importanti
funzioni come il garantire la locomozione, il supporto e la protezione dei tessuti molli e degli organi

vitali, funge da riserva di calcio e fosforo e garantisce I’ematopoiesi per mezzo del midollo osseo.

Dal punto di vista biologico ¢ costituito dalla matrice extracellulare (ECM) e da una componente

cellulare.

L’ECM ossea rappresenta il 90% del volume osseo totale e comprende una parte organica (30%) e
una parte inorganica (60%), oltre che acqua (10%) [1]. La componente organica, secreta dagli
osteoblasti, consiste principalmente di collagene di tipo I oltre che di proteoglicani (es. decorina,
asporina), glicoproteine (es. osteonectina) e altri fattori di crescita. Essa conferisce forma, resistenza
a trazione e flessibilita al tessuto osseo. Relativamente alla parte inorganica, che conferisce resistenza
meccanica, durezza e rigidezza al tessuto osseo, troviamo principalmente idrossiapatite (HAp,
Cai0(PO4)s(OH)2), un sale doppio di fosfato tricalcico e idrossido di sodio, e altri sali minerali.
La deposizione dei nanocristalli di HAp avviene sull’impalcatura costituita dal collagene e dalle altre
proteine non collageniche. Il collagene di tipo I presenta un’organizzazione multilivello: in ordine
crescente di scala dimensionale troviamo una tripla elica polipeptidica, fibrille di collagene, fasci di
fibrille fino ad arrivare a fibre di collagene. Queste ultime si orientano preferenzialmente a formare
strutture dette lamelle [2], [3]. ’ECM ossea € un esempio perfetto di scaffold nanocomposito, a base

principalmente di collagene e HAp.

La componente cellulare, invece, rappresenta il 10% del volume osseo totale. Tra le diverse tipologie

cellulari troviamo [3], [4]:

= Osteoblasti: sono cellule grandi e cuboidali localizzate sulla superficie ossea e derivanti da
cellule staminali mesenchimali (MSCs) che differenziano nella linea osteoprogenitrice.
Sono deputate alla sintesi di nuova matrice ossea, processo che avviene in due fasi.
Nella prima fase viene depositata matrice organica non mineralizzata detta osteoide, tramite
la secrezione di proteine come collagene di tipo I, proteoglicani e altre proteine non
collageniche come osteocalcina e osteopontina. Queste ultime due proteine sono in grado di
legarsi agli ioni calcio e fosfato, regolando in questo modo la nucleazione e crescita di
nanocristalli di HAp. Successivamente si ha la mineralizzazione, regolata da proteine come la
proteina della matrice dentale-1 (DMP-1) e sialoproteine ossee che fungono da siti di
nucleazione. Gli osteoblasti maturi possono andare incontro ad apoptosi oppure diventare

osteociti o cellule di rivestimento o0sseo.



Osteoclasti: sono cellule giganti multinucleate, derivanti da cellule mononucleari della linea
ematopoietica. Tra i principali fattori coinvolti nell’osteoclastogenesi troviamo il ligando del
recettore RANK (RANKL), I’osteoprotigerina e la citochina MCS-F. Nello specifico,
RANKL e osteoprotigerina si legano allo stesso recettore RANK presente sulla membrana dei
preosteoclasti, con il legame RANKL-RANK che stimola 1’osteoclastogenesi e il legame
osteoprotigerina-RANK che inibisce 1’osteoclastogenesi. Durante la fase di riassorbimento
osseo gli osteoclasti sigillano la zona di interesse, che prende il nome di lacuna di
riassorbimento, € secernono ioni idrogeno, gli enzimi TRAP (fosfatasi acida resistente al
tartrato) e catepsina K. Gli ioni idrogeno dissolvono la componente minerale della matrice
ossea mentre gli enzimi TRAP e catepsina K si occupano di digerire la componente proteica

della matrice, quindi principalmente collagene di tipo 1.

Osteociti: rappresentano il 90-95% delle cellule ossee totali. Sono localizzate all’interno delle
lacune ossee lamellari, circondate da matrice ossea mineralizzata, e presentano una
morfologia dendritica con processi citoplasmatici che attraversano i canalicoli ossei. Sono il
risultato dell’intrappolamento degli osteoblasti nella matrice ossea alla fine del ciclo di
rimodellamento e rispetto ad essi presentano un’attivita di sintesi e di secrezione proteica
ridotte. Attraverso il sistema costituito da lacune e canalicoli gli osteociti entrano in contatto
con altri osteociti, con osteoblasti e cellule di rivestimento osseo. Questa rete ¢ fondamentale
per la loro funzione di meccanosensori, che si traduce nella conversione di segnali meccanici
in segnali biochimici. Per questo motivo svolgono un ruolo importante nel processo di

rimodellamento osseo.

Cellule di rivestimento osseo (bone-lining cells): sono osteoblasti che si trovano in uno stato
quiescente sulla superficie ossea, ma sono in grado di riacquistare la loro attivita secretoria in
seguito a stimoli. Per quanto riguarda la loro funzione ¢ stato dimostrato che partecipano al
differenziamento degli osteoclasti ed evitano il contatto diretto tra osteoclasti e matrice ossea

quando il riassorbimento osseo non deve avvenire.

Dal punto di vista anatomico e macroscopico distinguiamo tra osso corticale (80%) e 0sso spongioso
(20%), con posizionamento, organizzazione strutturale, proprietd e attivita metaboliche diverse.
Nell’osso corticale le lamelle si dispongono perpendicolarmente le une alle altre attorno ad un canale
centrale, detto canale haversiano, formando unita strutturali fondamentali dette osteoni. Nell’osso
spongioso invece le lamelle si organizzano parallelamente a formare strutture dette trabecole [5].
Le trabecole possiedono la caratteristica di seguire le linee di distribuzione di carico all’interno

dell’0sso: questo ¢ una prova del fatto che il tessuto osseo € vivo, in continuo rimodellamento e
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sensibile agli stimoli esterni. Considerando ad esempio le ossa lunghe, 1’0sso compatto costituira il

rivestimento esterno mentre 1’0sso spongioso va a riempire le estremita dette epifisi.

Come detto, il tessuto osseo non ¢ inerte e statico ma in rimodellamento continuo, questo significa
che si rinnova nel tempo in risposta a stimoli esterni come sollecitazioni meccaniche, traumi e
fratture: questo ha come conseguenza il fatto che un osso non correttamente sollecitato tende a
riassorbirsi. Il processo di rimodellamento osseo ¢ complesso e si basa su due azioni, quella di
deposizione ossea degli osteoblasti e quella di riassorbimento osseo degli osteoclasti. E fondamentale
una corretta comunicazione tra queste due diverse tipologie cellulari e un equilibrio del processo, per
evitare patologie come 1’osteoporosi, in cui prevale il riassorbimento osseo, o 1’osteopetrosi, in cui

invece ’attivita osteoclastica ¢ ridotta.



1.2 Ingegneria del tessuto osseo

La presenza nel tessuto osseo di difetti o danneggiamenti, associati a traumi, tumori, infezioni o
patologie come 1’osteoporosi, puo influire negativamente sulla qualita di vita dei pazienti colpiti e
rendere necessario un intervento riparativo. Questo ¢ richiesto nel caso in cui I’area interessata sia
estesa, in quanto la limitata capacita auto-riparativa del tessuto osseo risulta insufficiente. Approcci
convenzionali sono 1’autografting e I’allografting, nei quali una porzione di tessuto sano viene
prelevata e impiantata nel sito danneggiato: nel primo caso il soggetto donatore e ricevente
coincidono, mentre nel secondo caso sono diversi ma appartenenti alla stessa specie. Sebbene gli
autografts, o innesti autologhi, diano ottimi risultati terapeutici e siano considerati il gold standard,
presentano limitazioni quali la scarsa disponibilita di siti donatori, la necessita di un intervento
chirurgico addizionale e il dolore localizzato nel sito di prelievo. Gli svantaggi degli allografts, o
innesti allogenici, sono invece il rischio di rigetto immunitario e la possibile trasmissione di infezioni
e patologie. Pertanto, 1’ingegneria del tessuto osseo si propone come valida e innovativa

alternativa [6].

Il termine “tissue engineering” fu utilizzato per la prima volta nel 1987. E un approccio
multidisciplinare che si pone come obiettivo quello di ripristinare, sostituire o riparare un tessuto
biologico, per mezzo di uno scaffold, cio¢ un costrutto in grado di mimare I’ECM dal punto di vista
delle funzioni e della struttura. Fornisce un ambiente tridimensionale in grado di supportare funzioni
cellulari come 1’adesione, la migrazione, la proliferazione e il differenziamento e possiede proprieta
fisiche importanti per la riparazione del tessuto osseo. Oltre al biomateriale, altri due elementi chiave
sono la componente cellulare e 1 segnali, agenti in maniera sinergica. In figura 1 sono ricapitolate le

componenti chiave dell’approccio di ingegneria del tessuto osseo.
Uno scaffold per I’ingegneria del tessuto osseo dovrebbe presentare [7], [8]:

= Dimensione dei pori tale da garantire una buona osteogenesi, mineralizzazione e buona
vascolarizzazione del tessuto osseo ma anche una buona infiltrazione e proliferazione

cellulare;
= Pori aperti e interconnessi;

= Resistenza meccanica e cinetica di degradazione controllata cosi da permettere un

trasferimento del carico al tessuto circostante;



= Buona resistenza meccanica iniziale in modo da permetterne la manipolazione durante le fasi
di sterilizzazione, impacchettamento, trasporto nella sala operatoria e in modo da resistere alle

forze in vivo;
= Sterilita in modo da permettere una corretta semina e colonizzazione cellulare;

La componente cellulare ¢ importante in quanto partecipa attivamente al processo di rigenerazione
del tessuto tramite la secrezione di molecole segnale e di ECM. Per mimare correttamente il tessuto
da rigenerare sara importante inserire nello scaffold le diverse componenti cellulari, ciascuna delle
quali potra essere prelevata da una fonte diversa. Si possono sfruttare cellule differenziate o
indifferenziate, con queste ultime che possono essere fatte differenziare in vitro o in vivo. Nel caso
del tessuto osseo, per esempio, si pud pensare di partire da MSCs per ottenere gli osteoblasti prima e
gli osteociti dopo, mentre per gli osteoclasti si puo partire da cellule mononucleate del midollo osseo
(BMMC:s). Nell’ottica di ottenere un costrutto vascolarizzato e funzionale ¢ importante includere

cellule endoteliali, migliorando in questo modo la rigenerazione del tessuto osseo.

Per quanto riguarda i segnali, questi modulano le funzioni cellulari come il differenziamento, ma
anche I’angiogenesi e I’osteogenesi. Per esempio, alcuni studi hanno mostrato che stimoli di natura
elettrica possono avere un effetto sulla proliferazione e differenziamento delle MSCs: si ha un
aumento dell’espressione delle proteine morfogeniche dell’osso e la conseguente attivazione di vie
segnaletiche e citochine coinvolte nella formazione e nel rimodellamento osseo [6]. Per favorire la
vascolarizzazione del costrutto impiantato ¢ importante incorporare dei fattori di crescita,
direttamente nello scaffold con tecniche diverse oppure facendo una modifica genetica delle cellule
seminate: esempi di fattori di crescita che favoriscono 1’angiogenesi sono il fattore di crescita
dell’endotelio vascolare (VEGF, vascular endothelial growth factor) e il fattore di crescita derivato
dalle piastrine (PDGF, platelet-derived growth factor). La vascolarizzazione ¢ importante per
garantire che il costrutto sia vitale e funzionale, per favorire il corretto apporto di nutrienti e la corretta
rimozione di sottoprodotti metabolici in tutto il volume [9]. E stato dimostrato che biomateriali non
in grado di promuovere I’angiogenesi hanno una probabilita superiore di fallire, in particolare quando
utilizzati per il trattamento di difetti con un volume superiore a 60 cm>. Questo perché angiogenesi e
osteogenesi sono processi interconnessi, importanti per la guarigione ossea e per un corretto
rimodellamento. Per garantire entrambi i processi ¢ importante considerare attentamente la porosita
dello scaffold: una porosita tra 80-200 um garantisce una crescita interna di tessuto osseo, mentre una

porosita tra 300-500 pm permette la formazione di una rete vascolare [10].
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Figura 1. Elementi chiave nell'ingegneria del tessuto osseo [18].

1.2.1 Biomateriali

Lo scaffold ideale per I’ingegneria del tessuto osseo dovrebbe essere biocompatibile, biodegradabile

e bioattivo. Relativamente alla bioattivita, si distingue fra osteoinduttivita e osteoconduttivita.

La biocompatibilita ¢ una proprieta che riguarda non soltanto il biomateriale in sé quanto il modo in
cui interagisce con |’ambiente circostante, biologico, in particolare a livello superficiale e
interfacciale. In termini rigorosi, la biocompatibilita ¢ definita come la capacita di un biomateriale di
svolgere la funzione prevista, senza provocare alcuna risposta locale o sistemica avversa nel soggetto,
ma inducendo un’appropriata risposta benefica a livello cellulare e tissutale, garantendo cosi un buon
esito della terapia. Fattori che influiscono sulla biocompatibilita sono la posizione di impianto, il
tempo di permanenza dell’impianto nel corpo e le sollecitazioni a cui il biomateriale ¢ sottoposto.
La valutazione della biocompatibilita di un biomateriale ¢ la prima azione da fare se lo si vuole
utilizzare come materiale da impianto. La valutazione puo avvenire tramite test in vitro, su cellule o

sfruttando modelli in vitro, e tramite valutazioni in vivo su animali [11].

La biodegradibilita si riferisce alla scissione e decomposizione del biomateriale in sottoprodotti piu
semplici, per via di reazioni chimiche che possono essere promosse dall’ambiente biologico che
circonda I’impianto. Per esempio, biomateriali polimerici possono andare incontro a degradazione
idrolitica o enzimatica, a livello superficiale o dell’intero volume (bulk). Concetto simile ¢ quello
della bioriassorbibilita in cui pero i frammenti di degradazione del materiale vengono completamente

riassorbiti in vivo o eliminati per via naturale quale puo essere quella metabolica [12]. E importante
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che 1 prodotti di degradazione siano biocompatibili e non tossici. In quest’ottica, ¢ importante che la
velocita di biodegradabilita o bioriassorbibilita sia confrontabile con la velocita di rigenerazione e di
ricrescita del tessuto, in modo da evitare una guarigione incompleta o un supporto meccanico

insufficiente al tessuto in crescita.

La bioattivita puo essere considerata come un’estensione del concetto di biocompatibilita. Si riferisce
a materiali in grado di indurre attivamente una risposta specifica da parte dell’organismo, in modo
che si instauri un legame chimico tra il materiale ¢ il tessuto. E importante che sulla superficie del
materiale si formi tessuto normale e che I’interfaccia materiale-tessuto sia in grado di sopportare le
normali sollecitazioni che agiscono localmente nel sito di impianto [13]. Il concetto di bioattivita e i

materiali bioattivi verranno approfonditi nelle prossime sezioni.

L’osteoconduttivita si riferisce alla capacita di un materiale di stimolare 1’adesione, la proliferazione
e la formazione di ECM da parte degli osteoblasti, supportando in questo modo la crescita di tessuto
osseo, con riferimento alla superficie dell’impianto e alle sue caratteristiche. L’osteoinduttivita invece
si riferisce all’abilita di reclutare MSCs e di indurre il loro differenziamento in cellule
osteoprogenitrici, prima, ¢ osteoblasti, dopo. Si pud anche definire come il processo attraverso cui
I’osteogenesi viene indotta ed ¢ un meccanismo che entra in gioco durante la guarigione o il
rimodellamento osseo [14], [15], [16]. Tra i materiali osteoinduttivi troviamo la maggior parte dei

biovetri, tra 1 materiali osteoconduttivi invece abbiamo per esempio I’HAp sintetica [13].
Tra 1 principali materiali utilizzati per I’ingegneria del tessuto osseo troviamo [6], [9]:

= Ceramici: HAp, fosfato tricalcico (TCP), fosfato bicalcico (BCP), vetri e vetroceramici
bioattivi, aventi basse proprieta meccaniche, fragilita e degradabilita variabile. Possono essere

utilizzati per realizzare rivestimenti oppure come fasi disperse;

=  Polimeri: polimeri naturali (chitosano, alginato, acido ialuronico, collagene, gelatina e
fibroina della seta) e polimeri sintetici (PLA, PGA, PLGA, PCL). I primi presentano una
buona biocompatibilita, biodegradabilita, somiglianza all’ECM del tessuto nativo, buona
capacita di interagire con il tessuto ma allo stesso tempo insufficienti proprieta meccaniche,
variabilita tra lotti di produzione, elevata velocita di degradazione e problemi di
immunogenicita. I polimeri sintetici invece presentano caratteristiche e proprieta piu

facilmente controllabili ma mancano di bioattivita;

= Metalli: per esempio titanio, magnesio, cobalto in genere sottoforma di leghe. Sono facilmente
fabbricabili e processabili, presentano eccellenti proprieta meccaniche, ma molti materiali

metallici sono problematici dal punto di vista della biodegradabilita, scarsa, e si portano dietro
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il rischio di produrre detriti metallici e ioni che possono dare problemi di inflammazione e

tossicita;

Compositi: I’obiettivo ¢ combinare 1 vantaggi di materiali diversi in modo da mimare meglio
la struttura, le proprieta meccaniche e 1’attivita biologica del tessuto osseo. Per esempio,
compositi ceramici-metalli sono stati proposti per migliorare il comportamento a corrosione
dei metalli, per avere superiori proprieta meccaniche e una migliore bioattivita come nel caso
di spugne in lega di magnesio rinforzate con nano-HAp. Molto utilizzati sono i compositi
polimeri-ceramici con I’esempio di uno scaffold poroso in PLLA/HAp che rispetto ad uno
scaffold a base di solo PLLA mostra un’aumentata e accelerata crescita del tessuto osseo.
Questo tipo di compositi si possono definire biomimetici dal punto di vista composizionale

dal momento che 1’0sso stesso ¢ un materiale composito;

I biomateriali possono essere raggruppati in tre diverse classi [17], [18], [19]:

Biomateriali di I generazione: sono materiali presi in prestito da altre discipline piuttosto che
specificatamente progettati per applicazioni biomedicali. Le caratteristiche distintive sono
I’abilita di mimare le prestazioni meccaniche del tessuto da sostituire, 1’assenza di tossicita e
I’inerzia nei confronti dell’organismo. Esempi sono metalli come il titanio e le sue leghe,
polimeri sintetici come PMMA e PEEK e ceramici come allumina e zirconia. Le prestazioni
di questi materiali sono limitate dalla risposta dell’organismo ospitante nei confronti
dell’impianto, consistente in infiammazione, formazione di capsula fibrotica intorno

all’impianto e scarsa integrazione con il tessuto circostante;

Biomateriali di Il generazione: questa classe contiene biomateriali biomimetici, bioresponsivi
e bioattivi. Sono in grado di controllare 1 processi di adsorbimento proteico, le interazioni con
I’ambiente biologico circostante inducendo una risposta controllata e la rigenerazione del
tessuto attorno all’impianto. Lo sviluppo di questa seconda classe di biomateriali ha preso
ispirazione dalla natura, non soltanto per quanto riguarda il cercare di mimare le caratteristiche
biochimiche e strutturali di un tessuto naturale ma anche focalizzandosi sulla sua capacita di
riassorbimento durante il processo di rimodellamento tissutale. Alcuni possono essere
biodegradabili e bioriassorbibili in vivo. Esempi sono ’HAp, i vetri e vetroceramici bioattivi
ma anche idrogeli a base di collagene e acido ialuronico, chitosano e alginato, copolimeri

PLGA e metalli porosi,

Biomateriali di 1l generazione: mentre i biomateriali di II generazione erano pensati per

essere bioriassorbibili o bioattivi, in questo caso si ha I’unione di queste due proprieta, con
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I’obiettivo di sviluppare materiali che, una volta impiantati, aiutino 1’organismo a guarire da
solo. L’attenzione ¢ posta piu sulla rigenerazione del tessuto che sulla sostituzione. Sono
materiali in grado di modulare processi fondamentali per la rigenerazione del tessuto come
I’adesione, la proliferazione e il differenziamento cellulare tramite 1’attivazione di particolari
geni e sono pensati per stimolare le specifiche risposte cellulari a livello molecolare. Esempi
sono polimeri modificati in modo da incorporare peptidi e sequenze specifiche riconosciute

dalle cellule oppure un gel riassorbibile a base di vetro bioattivo;

Questo lavoro di tesi si concentra sui materiali bioceramici. Considerando il diverso meccanismo di

adesione al tessuto, la diversa reattivita chimica e biologica e anche il diverso spessore dell’interfaccia

impianto-tessuto, possiamo distinguere [20]:

Bioceramici quasi-inerti: sono densi e non porosi, con un’interfaccia materiale-tessuto
meccanicamente debole e con movimenti relativi che portano allo sviluppo di una capsula
fibrotica. Si parla di ancoraggio morfologico all’osso tramite cemento oppure per

compressione (press-fit) ed esempi sono ’allumina e la zirconia;

Bioceramici microporosi per crescita interna di tessuto osseo (bone ingrowth): il tessuto osseo
cresce nei pori superficiali e si salda meccanicamente. Si parla di ancoraggio biologico, in
grado di sopportare sollecitazioni maggiori € piu complesse rispetto ad un ancoraggio
morfologico. Esempio ¢ I’HAp porosa, che puo essere depositata tramite plasma spraying

sulla superficie metallica di una protesi;

Bioceramici bioattivi: si parla di ancoraggio bioattivo in cui si ha un legame chimico e
biologico con il tessuto, in questa categoria rientrano i vetri e vetro-ceramici bioattivi, 1

compositi bioattivi come HAp-polietilene e ’HAp densa sintetica;

Bioceramici riassorbibili: in forma massiva (bulk) o sottoforma di povere, sono progettati per

essere gradualmente riassorbiti e sostituiti da tessuto naturale. Esempio ¢ il TCP;
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1.3 Biomateriali bioattivi

Nel 1969, L. Hench forni la definizione di materiale bioattivo: “un materiale in grado di indurre una
specifica risposta all’interfaccia con il tessuto, risultante nella formazione di un legame saldo con
esso”. Questa definizione si allinea a quella fornita nel 1987 dall’European Society for Biomaterials
in base alla quale un materiale bioattivo ¢ un materiale progettato in modo da indurre una specifica
attivita e risposta biologica. Quindi, quando un materiale bioattivo ¢ impiantato nel corpo si verificano
una serie di reazioni fisico-chimiche che risultano in un legame interfacciale con il tessuto.
Relativamente alla rigenerazione ossea, si creano condizioni favorevoli per 1’osteogenesi e per la
mineralizzazione all’interfaccia impianto-tessuto [21], [22]. La scoperta dei materiali bioattivi viene
attribuita a L. Hench grazie ai suoi studi circa I’abilita di speciali vetri di legarsi al tessuto osseo in

seguito a reazioni chimiche [23].
Si possono distinguere due classi di materiali bioattivi [24], [25]:

= (Classe A: sono materiali osteoproduttivi e osteconduttivi, che si legano in maniera rapida
all’osso e che sono in grado di legarsi anche a tessuti molli come la membrana timpanica.
All’interfaccia con il materiale bioattivo vengono indotte risposte sia extracellulari che

intracellulari. Un esempio ¢ il Bioglass 45S5;

= (Classe B: sono materiali soltanto osteoconduttivi che si legano lentamente all’osso ma che
non sono in grado di legarsi a tessuti molli. All’interfaccia con il vetro vengono indotte

soltanto risposte extracellulari. Un esempio ¢ I’HAp sintetica;

L’appartenenza alla classe A o alla classe B dipende dalla cinetica delle reazioni superficiali, che si
verificano in vivo a contatto con i fluidi biologici o in vitro a contatto con una soluzione corporea

simulata, a sua volta influenzata dalla composizione e dalla microstruttura del materiale bioattivo.

La bioattivita di un materiale puo essere misurata tramite I’indice di bioattivita Ig che ¢ in relazione

con to.5pb, clo€ 1l tempo necessario a far si che il legame impianto-osso interessi il 50% dell’interfaccia:
I8=100/t0.50b

Come per la biocompatibilita, la valutazione della bioattivita di un materiale puo essere condotta in
vitro o in vivo. In vitro si possono sfruttare il test di immersione nel fluido corporeo simulato (SBF,
simulated body fluid) oppure test cellulari per valutare risposte come adesione, proliferazione e
differenziamento. In vivo invece si sfrutta un modello animale in cui il materiale viene impiantato e

si osserva la risposta biologica e quindi I’eventuale formazione di neo-tessuto osseo.
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Materiali con Ig>8, come il Bioglass 45S5, sono in grado di legarsi sia a tessuti duri che molli e quindi
appartengono alla classe A, mentre materiali con 0<Ig<8 sono in grado di legarsi solo a tessuti duri e

quindi appartengono alla classe B [26].

Per migliorare la bioattivita e per indurre stimoli specifici si possono incorporare ioni metallici come
Ag", B, Cu’, Cu*", Co*", Ce**, Zn**, Ga’" e Sr*" all’interno del materiale bioattivo. Ciascuno di
questi ioni induce una risposta biologica specifica e in questo modo si ottengono vetri € vetroceramici
bioattivi multifunzionali. Tuttavia, ¢ importante prestare attenzione ai livelli degli ioni metallici per
evitare problemi di tossicita. Lo stronzio ¢ un elemento traccia all’interno dello scheletro umano:
quando si dopa con esso un vetro bioattivo si osserva un’accelerata formazione superficiale di
idrossicarbonatoapatite (HCA) ed ¢ in grado di sostituire gli ioni calcio grazie alla somiglianza in
termini di carica e raggio ionico. Come il calcio e il fosforo, anche lo zinco ¢ un elemento traccia
necessario per la crescita e il mantenimento di osso sano, in quanto ¢ coinvolto nel metabolismo
osseo. Anche I’aggiunta di ioni ferro determina un miglioramento della bioattivita. L’aggiunta di ioni
argento invece conferisce al materiale bioattivo proprieta antibatteriche, con la capacita di inibire
batteri Gram positivi e batteri Gram negativi. La preparazione di vetri e vetroceramici bioattivi
contenenti ioni terapeutici in genere avviene tramite sintesi sol-gel piuttosto che metodo

melt-quencing [27].

1.3.1 Idrossiapatite

L’HADp sintetica ¢ uno dei bioceramici fosfocalcici piu utilizzati in ambito biomedico, per via della
sua somiglianza con I’apatite biologica del tessuto osseo. Trova impiego soprattutto in ambito
ortopedico e dentale, in forma densa o porosa. Come detto nei paragrafi precedenti, si tratta di un sale
doppio di fosfato tricalcico e idrossido di sodio con formula Caio(PO4)s(OH)2 € con proprieta
osteoconduttive. Presenta scarse proprieta meccaniche, bassa solubilita e degradabilita per via
dell’elevato rapporto stechiometrico Ca/P (circa 1.67) e per questo motivo si preferisce utilizzarla in
compositi, piccoli sostituti ossei oppure per realizzare rivestimenti, non in zone molto sollecitate dal
punto di vista meccanico [6], [23]. Puo essere sintetizzata in laboratorio utilizzando diversi metodi
come precipitazione per via umida, metodo sol-gel o sintesi idrotermale/solvotermale, ottenendo
morfologie diverse (es. nano- € micro- particelle, nanorods, nanowires, plate, flake, flower, sheet) e
proprieta diverse come la cristallinita. Presenta una struttura cristallina esagonale con una cella
unitaria costituita da due reticoli cristallini interpenetrati: un reticolo a base di ioni Ca** e PO4* ed un

reticolo a base di ioni OH™ [28]. Per quanto riguarda il suo meccanismo di bioattivita, a contatto con
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il pH acido dei fluidi biologici si ha una sua parziale dissoluzione con rilascio di ioni Ca*" e PO4™>,
che poi si ricombinano con altri ioni presenti nei fluidi biologici, come gli ioni CO3%, portando in

questo modo alla precipitazione superficiale di HCA [29].

1.3.2 Vetri bioattivi

I vetri sono materiali amorfi con assenza di un ordine a lungo raggio € con un comportamento
dipendente dalla temperatura, in funzione di una temperatura caratteristica che ¢ la temperatura di
transizione vetrosa (Tg): al di sotto di essa si ha un solido vetroso rigido e fragile mentre al di sopra
si ha un liquido sottoraffreddato, gommoso e con una certa mobilitd molecolare. Quando un vetro
viene riscaldato, si ha una blanda diminuzione della sua viscosita, permettendo una sua lavorazione
in forme diverse. In figura 2 ¢ riportato un confronto grafico tra una struttura di silice cristallina e

amorfa relativamente al diverso ordine e disposizione atomica.

Figura 2. Confronto tra una struttura di silice cristallina (a) e vetrosa (b) (sono rappresentati solo tre atomi di ossigeno per tetraedro
SiOq, con il quarto che giace al di sopra o al di sotto del piano dell'immagine) [30].

All’interno della struttura di un vetro troviamo tre componenti principali: ossidi formatori della rete

vetrosa, ossidi modificatori e ossidi intermedi.

Gli ossidi formatori sono in grado di formare un vetro senza bisogno di altri componenti aggiuntivi:
tra essi troviamo 1’ossido di silicio (Si02), pentossido di fosforo (P20Os) e il triossido di boro (B203).
Nel caso di vetri silicati I’unita strutturale base ¢ un tetraedro SiO4, che puo connettersi ad altri
tetraedri vicini attraverso legami Si-O-Si, noti come legami ad ossigeno pontante. Questi tetraedri
sono comunemente denominati unita Q" dove n indica il numero di atomi di ossigeno pontanti
connessi al tetraedro. Nel caso dei vetri silicati si hanno quattro atomi di ossigeno pontanti per

tetraedro (Q*), in quanto ogni tetraedro & legato ad un altro in corrispondenza dei suoi quattro spigoli.
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Gli ossidi modificatori modificano la struttura del vetro convertendo atomi di ossigeno pontanti, con
legami chimici di natura covalente, in atomi di ossigeno non pontanti, generando legami Si-O'M",
con M" che rappresenta il catione modificatore e con un legame che diventa di natura ionica. Esempi
di ossidi modificatori sono gli ossidi a base di metalli alcalini o alcalino-terrosi, come sodio (Na),

calcio (Ca) e stronzio (Sr).

Gli ossidi intermedi possono comportarsi da ossidi modificatori oppure entrare nella catena principale
della struttura vetrosa comportandosi piu da ossidi formatori [30]. Esempi di ossidi intermedi sono

’0ssido di zirconio (ZrO2) e I’ossido di stagno (SnO»).

Il primo vetro bioattivo scoperto e studiato fu il Bioglass® (45S5) di composizione 45% Si02-24.5%
Nay0-24.5% Ca0-6% P,0s (wt%, percentuale in peso). Si tratta di un vetro che puo essere facilmente
processato per fusione e colata ad alte temperature (1300-1500°C), in modo da ottenere piccoli

impianti di forma rettangolare, scaffold, polveri o rivestimenti.

Il meccanismo di bioattivita ¢ stato dimostrato per un certo range composizionale di vetri bioattivi
(BGs, bioactive glasses) contenenti SiO>, Na;O, CaO e P,0Os in specifiche proporzioni. Questi vetri
si distinguono dai comuni vetri sodico-calcici (soda-lime) per alcune caratteristiche: <60 mol% di
Si0,, alto contenuto di Na;O e CaO e alto rapporto CaO:P>0s. Queste caratteristiche rendono la
superficie di questi vetri altamente reattiva quando esposta a fluidi biologici. Vetri con un grande
contenuto di P,Os non sono in grado di formare un legame chimico con 1’osso. La figura 3 mostra
come la capacita del vetro bioattivo di legarsi a tessuti duri come 1’0sso ma anche a tessuti molli sia
funzione della sua composizione. Le composizioni nella regione A sono bioattive e in grado di legarsi
all’osso, quelle nella regione B sono bioinerti e portano alla formazione di una capsula fibrotica non
aderente, quelle nella regione C sono bioriassorbibili, nella regione E viene garantito il legame con
tessuti molli e infine le composizioni nella regione D non sono state testate per impianti.

Piccole aggiunte di Al2O3, TaxOs, TiO2, Sb2O3, 0 ZrO> inibiscono il legame con 1’osso.
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Figura 3. Grafico che mostra come la bioattivita di un vetro e vetroceramico bioattivo dipenda dalla sua composizione (wt%), a seconda
della regione si ha un comportamento diverso [20].

Composizioni a base di ossido di boro o ossido di fosforo mostrano una dissoluzione piu rapida e una

bioattivita piu adatta per I’ingegneria di tessuti molli [31].

Come riassunto in figura 4, la formazione del legame tra vetro bioattivo e tessuto osseo consiste in

una serie di reazioni chimiche superficiali. Durante le prime cinque fasi si verificano:

= Rapido scambio ionico tra il biovetro e il fluido corporeo, con un aumento del pH della

soluzione a contatto con la superficie del vetro bioattivo;
= Dissoluzione della struttura vetrosa con formazione di gruppi silanoli Si-OH superficiali;

= Condensazione e ri-polimerizzazione dei gruppi silanoli superficiali a formare un primo strato

interno idratato e simil-gel ricco di silice SiOg;

* Migrazione di ioni calcio Ca*" e fosfato PO4* attraverso lo strato di gel di silice in modo da

formare un secondo strato piu esterno e amorfo a base CaO-P20s;

» Cristallizzazione di questo strato esterno per incorporazione di anioni OH", COs* e F~ dal

fluido biologico in modo da formare uno strato di HCA.

Successivamente si ha I’assorbimento di fattori di crescita e una serie di eventi cellulari che portano
alla formazione di nuovo tessuto osseo: viene influenzato il ciclo cellulare delle cellule
osteoprogenitrici che vanno incontro a mitosi e si ha la proliferazione e il differenziamento in
osteoblasti, con questi che poi, tramite 1’attivazione di particolari geni, vengono stimolati a produrre
e mineralizzare nuova matrice ossea.
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E stato dimostrato che lo step critico per il meccanismo di bioattivita e per la rigenerazione ossea ¢ il

rilascio controllato di ioni in seguito alla dissoluzione del vetro.

Il meccanismo di bioattivita e la rapidita delle reazioni dipendono dalla composizione del vetro
bioattivo. Quando la concentrazione di SiO> all’interno della struttura vetrosa ¢ superiore al 55 mol%
la velocita delle reazioni ¢ molto bassa, addirittura ad una concentrazione del 60 mol% le reazioni
sono talmente lente che il materiale si pud considerare biologicamente inerte. E importante
sottolineare che questa considerazione vale per i vetri bioattivi ottenuti tramite metodo melt-quencing,
come verra spiegato nei prossimi paragrafi. I vetroceramici bioattivi possiedono una reattivita e

quindi una velocita delle reazioni intermedie [20], [25].

(A) 12 PROLIFERATION AND GROWTH OF BONE
m 11 CRYSTALLIZATION OF MATRIX
o) -
< 10 GENERATION OF MATRIX
= e
a W
b 9 DIFFERENTIATION OF STEM CELLS
= ——
@ Q 8 ATTACHMENT OF STEM CELLS
Tz o [
8 (] U - — —
T < 7 ACTION OF MACROPHAGES
= - ADSORPTION OF BIOLOGICAL MOIETIES
= § |IN HCA LAYER
- I(J.)J CRYSTALLIZATION OF HYDROXYL CARBONATE
rt P-4 5 APATITE (HCA)
=< prAe v\
c 4 ADSORPTION OF AMORPHOUS Ca + PO ,+ CO,4
- D . S S
W

BIOACTIVE GLASS

Figura 4. Sequenza di reazioni interfacciali alla base del legame tra tessuto osseo e vetro bioattivo impiantato [20].

I dispositivi a base di Bioglass® 45S5 oggi commercializzati si possono trovare in forma di
particolato oppure come dispositivi monolitici, cio¢ prodotti finali macroscopici con diametro
superiore a 1 cm. Tra i primi possiamo trovare Perioglas® utilizzato per trattare difetti e perdita di
0sso in ambito parodontale in caso di parodontite o in seguito ad estrazione dentale, Novabone®
utilizzato come riempitivo osseo in ambito ortopedico in siti non portanti e il Novamin® utilizzato

invece per il trattamento dell’ipersensibilita dentale. In forma monolitica invece abbiamo
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I’ EPI (impianto percutaneo extracocleare) utilizzato come impianto nella ricostruzione dell’orecchio
medio e I’ERMI (impianto endosseo di mantenimento della cresta alveolare) utilizzato per favorire la
ricostruzione dentale in seguito ad estrazione [25], [31], [32]. I vetri bioattivi trovano anche
applicazione clinica nell’ambito della chirurgia maxillofacciale, nel trattamento di ferite e nella

chirurgia spinale [32].

Nella tabella 1 seguente sono riportate alcune delle formulazioni di vetro bioattivo indagate, di

composizione diversa e quindi anche con proprieta di reattivita diverse.

Tabella 1. Alcune tra le composizioni (wt%) di vetro bioattivo piu studiate [31].

4585 455i0,-24.5Na,0-24.5Ca0-6P,05
13-93 53Si0,-6Na,0-12K,0-5Mg0-20Ca0-4P,0s
13-93B3 53B,03-6Na,0-12K,0-5MgO-20Ca0-4P,0s5

S53P4 535i0,-20Ca0-23Na,0-4P,0s

70S30C 70Si0,-30Ca0

58S 58Si0,-33Ca0-9P,05

1-98 52.75i0,-1B,05-6Nas0-11K,0-5Mg0-22Ca0-2P,0s
P50C35N15 71P,05-19.7Ca0-9.3Na,0

1.3.3 Vetroceramici bioattivi

In base ad una definizione rivisitata e moderna, un vetroceramico bioattivo ¢ “un materiale inorganico
e non metallico che contiene almeno una fase cristallina all’interno di una matrice vetrosa e che ¢
stato progettato in modo da indurre una specifica attivita biologica”. Si possono ottenere
vetroceramici bioattivi attraverso una cristallizzazione indesiderata di un vetro bioattivo dopo la
fusione e colata per via del raffreddamento, durante la stabilizzazione del gel nel metodo sol-gel o
durante la sinterizzazione. In generale perd ¢ consigliato procedere attraverso un controllato
trattamento termico, in modo da poter controllare le caratteristiche delle fasi cristalline che si
formano. Tra le principali fasi cristalline che mostrano biocompatibilita troviamo [’apatite, la
wollastonite, la mica e la combeite [31]. La fase cristallina apatite fornisce bioattivita mentre le altre
fasi cristalline migliorano le proprieta meccaniche, che per un vetroceramico bioattivo sono superiori

rispetto a quelle di un vetro bioattivo [33].

La formazione di fasi cristalline durante la sinterizzazione di polveri per ottenere uno scaffold a base
di vetro bioattivo ¢ considerata problematica perché ostacola il flusso viscoso di materiale,

impattando negativamente sulle proprieta meccaniche finali dello scaffold. Per questo motivo, per
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facilitare la sinterizzazione di scaffold porosi a base di vetro bioattivo senza la formazione di fasi
cristalline si ricorre a composizioni con una scarsa tendenza a cristallizzare come la 1393
(vedi tabella 1). In generale, SiO2 aumenta la stabilita del vetro verso la cristallizzazione mentre P2Os
favorisce la cristallizzazione ma pud anche ridurre la velocita di nucleazione oltre una certa

concentrazione [33].

Tra 1 vetroceramici bioattivi piu noti troviamo Cerabone® A/W, Ceravital®, llmaplant® LI e
Bioverit®. 11 Cerabone A/W, quello piu noto e importante, contiene cristalli di ossifluoroapatite e
wollastonite (CaSiO3) all’interno di una matrice vetrosa a base Ca0O-SiO», presenta ottime proprieta
meccaniche e un’elevata resistenza interfacciale del legame con I’osso. Il Bioverit € un vetroceramico
bioattivo silicato-fosfato contenente cristalli di apatite e mica, con quest’ultima che conferisce buona

lavorabilita [20].

Per quanto riguarda I’effetto della cristallizzazione di un vetro bioattivo sulla bioattivita, alcuni
sostengono che 1’effetto sia negativo e sia quindi da evitare, mentre altri sostengono che non sia
influente o che addirittura migliori la bioattivita. Il tipo e la composizione delle fasi cristalline presenti
ma anche la composizione e la microstruttura della matrice vetrosa residua influiscono sulla velocita
di dissoluzione e quindi di scambio ionico, sulla rapidita e formazione dello strato di HCA.
Quello che si ¢ osservato ¢ che la formazione di fasi cristalline silicate ritarda ma non inibisce la
formazione dello strato di HCA. Inoltre, cristalli interni di apatite e di whitlockite fungono da siti di

precipitazione superficiale [33].

1.3.4 Compositi bioattivi

Una scelta progettuale frequente € quella di incorporare una seconda fase dispersa bioattiva all’interno
di una matrice polimerica, adottando un approccio che risulta essere di per s¢ biomimetico dal
momento che anche I’0sso € un composito apatite-collagene. Come materiali polimerici si possono
utilizzare il polietilene (PE), il PEEK e il polisolfone (PSU). Nel caso in cui ¢ necessario che il
materiale finale sia biodegradabile, si possono utilizzare polimeri come PLA, PGA, PCL ¢ PHB.
Realizzare dei compositi a base di bioceramici bioattivi permette di risolvere il problema legato alla
fragilita della loro forma massiva, che ne limita le applicazioni, e di modulare proprietd come la
porosita, il modulo elastico e la velocita di degradazione [32], [34]. Questa tipologia di materiali
multifunzionali viene sviluppata per cercare di avvicinarsi alla tenacita a frattura, alla duttilita e al
modulo elastico del tessuto osseo. Uno dei primi compositi bioattivi a matrice polimerica studiati ¢
stato il composito HAp/HDPE, commercialmente conosciuto come HAPEX, a cui hanno fatto seguito
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compositi costituiti da PE come matrice e vetro o vetroceramico bioattivo come fase dispersa.
La matrice polimerica fornisce duttilita e una bassa deformazione a rottura, mentre la fase dispersa

bioattivita determina un aumento del modulo elastico e quindi un irrigidimento [20].

La seconda fase dispersa deve avere una morfologia e delle caratteristiche superficiali tali da garantire
una buona interazione meccanica o chimica con la matrice, evitando problemi come il distacco (de-
bonding) durante 1’applicazione di sollecitazioni. Si deve evitare la formazione di aggregati, cercando
invece di garantire una dispersione fine ¢ omogenea. Questi parametri saranno influenzati dal
processo di sintesi delle due fasi. Ai fini della bioattivita del composito finale, ¢ importante la frazione
volumetrica di fase bioattiva dispersa: per esempio nel caso dei compositi a matrice polimerica, si

assume come valore minimo una frazione in volume pari al 20% [34].

Generalmente la fase bioattiva dispersa ¢ sottoforma di particelle o di fibre. Oltre ad una matrice
polimerica biodegradabile, un’altra possibilita ¢ utilizzare un hydrogel in modo da ottenere un
prodotto finale bioattivo e iniettabile. La fase dispersa pud anche essere ceramica o metallica
bioinerte, sottoforma di microparticelle o nanoparticelle, all’interno di una matrice di vetro bioattivo,
in modo da migliorare la tenacita a frattura dello scaffold a base di vetro bioattivo. In figura 5 sono
riportati alcuni esempi di compositi bioattivi, con caratteristiche finali diverse a seconda dei

componenti di partenza [35].

Bioactive glass (BG)

Particles {or fibers) Porous 30 scaffold
-'-—________-- ’.fﬁx“"-h.,_
,-"‘/ SRR / ke
Biodegradable polymer Hydrogel Biodegradable synihelic polymer  Ceramic or metal
(e.g., PLA; PGA; PLGA; collagan) {e.g., chilosan; PEG-based) (e.g.. PLA; PGA; PLGA) particles {e.g., Zrlx; Ti)
TN
/' H‘*«-.__HH ‘ ‘
s
B particle-filled polymer BG parficle-coated polymer  BG particle-filled Polymer-coated {or Particle-filled BG
{porous or densa) {typically porous) hydrogel infiltrated) BG scaffold scaffold
Preformed implant Preformed implant Injectable implant Preformed implant Preformed implant
l | 1 l .
Bioactivity; machanical Bioacfivity  Ease of implantation {regular-  Mechanical properties Mechanical propertios
properties; ease of manufacture or complex-shaped defect)  (sirength; work of fracture) (sirength; fracture toughness)

Figura 5. Principali tipi di compositi basati su vetri bioattivi, con la loro morfologia, composizione e proprieta finali [35].
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1.4 Metodi di sintesi di vetri e vetroceramici bioattivi

I due principali metodi di produzione dei vetri bioattivi sono il metodo di fusione e colata, anche noto
in letteratura come metodo melt-quencing, e il metodo sol-gel per via umida. Come verra descritto di
seguito, 1 due metodi permettono di ottenere materiali bioattivi con morfologie e caratteristiche
diverse. Come gia detto precedentemente nella sezione 1.3.3, i vetroceramici bioattivi si ottengono
per cristallizzazione indesiderata di un vetro bioattivo dopo la fusione e colata per via del
raffreddamento, durante la stabilizzazione del gel nel metodo sol-gel o sottoponendo le polveri di
vetro bioattivo ottenute ad un trattamento termico controllato. Nella seguente figura 6 sono

schematizzati, sottoforma di diagramma di flusso, 1 diversi passaggi dei due metodi di sintesi citati.

GLASS SYNTHESIS

REACTANTS REAGENTS

| Melting: ]I.D—Ii.‘ﬂ"(‘-{l-—.!l}]

gelation (25°C)
/ quenching \ aging (60-80°C/48h)
CASTING FRITTING
(in » mould) (into water)
drylng (150-180°C/3-6h)
rinsing
drying
CEL (dry)
I PIECE l | POWDER I
anncaling grinding sieving [ N m_i [ i a A ]
(£00-700°C/6h) processing MONOL CRACKED MONOLITH
Slatering grinding sicving
I GLASS l [ GLASS I | (600-700°C12-5K) processing
MONOLITH PIECE
GLASS Sintering
(600-700"C/2-5h)
GLASS
(a) b

Figura 6. Schema riassuntivo dei due principali metodi di sintesi di un vetro bioattivo, mettendo in evidenza i vari passaggi [36].
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1.4.1 Metodo melt-quencing

E il metodo piti comune e tradizionale. I materiali precursori di partenza, generalmente a base di
ossidi, carbonati e sali inorganici, sono in forma di polveri. Preliminarmente si ha una fase di
macinazione, a secco o ad umido utilizzando acetone o etanolo, in modo da rompere eventuali
agglomerati ed ottenere polveri di dimensione omogenea. Successivamente le polveri sono fatte
essiccare in aria, trasferite in un crogiolo in allumina o platino e poi portate a fusione all’interno di
un forno ad alta temperatura. Le temperature di fusione sono piu alte per vetri alluminosilicati, anche
fino a 1500°C, mentre sono piu basse per vetri borati o fosfati, intorno a 1200-1300°C. Prima della
fase di fusione vera e propria si effettua una calcinazione e un mantenimento di almeno un’ora alla
temperatura di fusione in modo da garantire una fusione omogenea. A questo punto il fuso viene
colato in uno stampo di grafite o metallico e raffreddato in aria, in modo da ottenere un dispositivo
monolitico come una barretta o altre forme a seconda della geometria dello stampo. Questo quencing
in aria permette di evitare fenomeni di cristallizzazione. Un’altra possibilita ¢ quella di effettuare il
quencing tramite raffreddamento rapido in acqua, ottenendo la cosiddetta fritta da cui poi si ottengono
polveri di biovetro. Con questo metodo il biovetro ¢ ottenibile anche sottoforma di scagliette (flakes).
I vetri bioattivi ottenuti per melt-quencing presentano bioattivita per un contenuto di silice < 60 mol%.

Esempio di vetro bioattivo ottenuto con questo metodo ¢ il Bioglass 45S5 [21], [36].

1.4.2 Metodo sol-gel

Si tratta di un metodo di sintesi per via umida, di tipo bottom-up, basato sulla manipolazione e
miscelazione dei reagenti a livello atomico. Viene utilizzato per preparare polimeri inorganici o

ceramici passando da uno stato di sol ad uno stato di gel.

Per sol si intende una dispersione di particelle solide colloidali (dimensione 1-100 nm) in un liquido,
mentre per gel si intende una struttura tridimensionale reticolata e con porosita interconnesse.
Nel passaggio tra i due stati si verifica un aumento di viscosita del sistema. Sulla base di come avviene
la rimozione della fase liquida dalle porosita e quindi 1’essiccamento, un gel puo essere definito
xerogel o aerogel: nel primo caso si sfrutta 1’evaporazione termica e si ottiene una struttura
monolitica, nel secondo caso il liquido ¢ rimosso in forma gassosa in condizioni supercritiche.
Nel caso in cui la fase liquida sia un alcol, lo xerogel prende il nome di alcogel [37]. In letteratura
viene fornita anche una classificazione piu rigorosa delle tipologie di gel, sulla base della struttura

molecolare finale e dei legami intermolecolari: una tipologia ¢ quella dei polimeri metal-ossanici,
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polimeri inorganici interconnessi attraverso legami covalenti e intermolecolari, che si formano per

esempio in seguito ad idrolisi e condensazione di alcossidi metallici come il TEOS [38].

La chimica che sta dietro questo metodo consiste in reazioni contemporanee di idrolisi e
condensazione dei precursori di partenza in fase liquida, generalmente alcossidi metallici M(OR)x,
composti metallorganici in cui vari ligandi organici sono legati ad un elemento metallico o metalloide.
Gli alcossidi metallici sono i1 precursori piu utilizzati in quanto reagiscono facilmente con 1’acqua e
durante questa reazione di idrolisi i gruppi OR (gruppi alcossili, con R gruppo alchilico) sono
sostituiti da gruppi OH (gruppi ossidrili). Nel caso di alcossido metallico a base di silicio questo porta

alla formazione di gruppi silanoli Si-OH [39].

At fini della sintesi dei biovetri, I’attenzione ¢ posta sugli alcossidi metallici a base di silicio, mentre
per la sintesi sol-gel di altri materiali se ne considerano altri di diversa natura, per esempio a base di

metalli di transizione come il titanio ¢ lo zirconio [38].

In figura 7 ¢ rappresentata la sintesi sol-gel partendo da un precursore alcossido a base di silicio in
soluzione acquosa, in presenza di un catalizzatore. Sono evidenziate le reazioni di idrolisi e

condensazione del precursore.

A seconda dell’ossido formatore del vetro o vetroceramico bioattivo che si vuole ottenere, si scegliera
di conseguenza il precursore di partenza: generalmente nel caso di vetro a base di SiO; si utilizza il
TEOS con formula Si(OC2Hs)s, mentre per P2Os si utilizza il TEP con formula PO(OC:Hs);3 e per il
B2Os si utilizza il trimetil borato (TMB) con formula B(OCH3);. Per quanto riguarda gli ossidi
modificatori in genere si utilizzano sali come 1 nitrati, un esempio ¢ il CN. Generalmente i cationi
modificatori non entrano nel network di silice finche¢ non si effettua il trattamento termico di
stabilizzazione del gel. Ad essere sintetizzati tramite questo metodo sono soprattutto i biovetri silicati

[40].

Dal punto di vista storico, 1 primi importanti studi furono condotti da T. Graham: egli osservo che
miscelando TEOS e acqua si verifica la formazione di un network di silice e quindi di un gel che poi,
in seguito ad essiccamento, da origine ad una struttura vetrosa di silice. Successivamente, ¢ stato il

professor L. Hench a proporre il metodo sol-gel per la fabbricazione di biovetri [41].
Per realizzare strutture sol-gel monolitiche si possono adottare tre approcci:

= Metodo I: gelificazione partendo da particelle colloidali poste in soluzione, che interagiscono

la loro portando alla formazione del network e del gel di silice;
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= Metodo 2: idrolisi e policondensazione di precursori alcossidi in forma liquida o nitrati,
seguite da una fase di essiccamento del gel in condizioni supercritiche (critical-point drying),
con ottenimento di un aerogel;

= Metodo 3: idrolisi e policondensazione di precursori alcossidi in forma liquida, seguite da una
fase di invecchiamento (ageing) ed essiccamento (drying) in condizioni atmosferiche, con

ottenimento di uno xerogel;
In riferimento al metodo 3, possiamo riassumere di seguito i diversi passaggi:

= Fase I: si ha la miscelazione in acqua dei precursori alcossidi in forma liquida, seguita da
reazioni di idrolisi e parziale condensazione. Nel caso degli alcossidi metallici a base di silicio
Si(OR)4 I’idrolisi porta alla sostituzione dei gruppi -OR con gruppi -OH e formazione quindi
di gruppi silanoli Si-OH. Successivamente con la reazione di condensazione si ha la
formazione di gruppi silossanici Si-O-Si con eliminazione di una molecola d’acqua o di alcol,
come illustrato in figura 7. I diversi legami silossanici si comportano come particelle colloidali
con legami intramolecolari, formando in questo modo il sol;

= Fase 2: si hala deposizione del sol in un opportuno stampo (casting), in modo da ottenere una
specifica morfologia finale;

= Fase 3: si ha la gelificazione per policondensazione, cioe le particelle colloidali a base silice
formatesi si legano le une alle altre formando una rete tridimensionale e quindi un gel (umido)
di morfologia opportuna;

= Fase 4: si ha I’'invecchiamento (aging) del gel durante il quale la policondensazione continua
e si verifica una diminuzione della porosita del gel ed un aumento delle sue proprieta
meccaniche come la resistenza;

= Fase 5: si ha I’essiccamento (drying) del gel, in modo da rimuovere il liquido intrappolato
nelle porosita del network;

= Fase 6: si ha la stabilizzazione chimica del gel (secco), consistente nella rimozione di gruppi
silanoli superficiali dalle porosita del network, per trattamento termico a 500-800°C;

= Fase 7: si ha la densificazione del gel e quindi la riduzione delle porosita, per trattamento ad

alta temperatura in genere inferiore a 1000°C.

Questi passaggi permettono di ottenere strutture monolitiche [37].
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Figura 7. Schema illustrativo del metodo sol-gel: viene messa in evidenza l'organizzazione delle unita strutturali di silice in soluzione e le
reazioni di idrolisi e condensazione [40].

Gli aspetti vantaggiosi del metodo sol-gel rispetto al metodo melt-quencing, per quanto riguarda la

sintesi di vetri e vetroceramici bioattivi, sono i seguenti [21], [37], [38], [40], [41], [42]:

= Range di composizioni piu vasto;

= Apparecchiature e strumentario per la sintesi piu semplice;

= Composizioni piu semplici a parita di bioattivita: ad esempio una composizione binaria
Si0,-CaO ottenuta tramite metodo sol-gel puod presentare una bioattivitd paragonabile alla
composizione quaternaria del Bioglass 45S5 ottenuto tramite metodo melt-quencing;

= Temperature di lavoro piu basse, anche nell’intorno della temperatura ambiente;

= Miglior controllo sulla morfologia e sulla taglia delle particelle sintetizzate;

= Area superficiale specifica e rapporto superficie-volume maggiori, per via all’intrinseca
natura mesoporosa (pori di dimensione 2-50 nm) dei biovetri ottenuti tramite metodo sol-gel:
questo fa si che la cinetica di rilascio e di scambio ionico, la velocita di degradazione e la
bioattivita siano maggiori a parita di composizione. Inoltre, il contenuto limite di SiO; entro
cui ¢ garantita la bioattivita ¢ pari al 90 mol% contro il 60 mol% del caso melt-quencing;

= Maggiore versatilita: il biovetro finale puo essere ottenuto in forma di film, fibre, monoliti,
polveri, rivestimenti;

= Elevata purezza e omogeneita dei prodotti finali;

= Possibilita di incapsulare nel materiale ioni dopanti o altre biomolecole con attivita biologica
specifica;

= Elevata presenza di gruppi silanoli superficiali, utili per successive funzionalizzazioni;
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Tuttavia, 1 vetri sol-gel presentano una maggiore fragilita e piu basse proprieta meccaniche rispetto
ai biovetri melt-quenced con la stessa composizione: questa ¢ un’altra conseguenza, in questo caso

negativa, dell’intrinseca natura mesoporosa dei biovetri sol-gel [21].

La morfologia e struttura finale del gel variano in funzione di parametri di processo come il tipo di
catalisi (acida o basica) e concentrazione di catalizzatore, tipo e concentrazione di precursore,
temperatura, pressione, tipo di solvente, fattore R (numero di moli di acqua/numero di moli di
precursore), tempo e temperatura delle fasi di invecchiamento, essiccamento e stabilizzazione del gel
[37], [38], [40], [42]. Questi parametri influiscono sulla velocita relativa delle reazioni di idrolisi e
condensazione e quindi sul rapporto tra le costanti di velocita delle reazioni ku e kc. E importante

ricordare che queste due reazioni si verificano simultaneamente [37].

Alcuni studi hanno dimostrato che sol a basso contenuto di acqua portano alla formazione di strutture
lineari, utili per ottenere strutture finali fibrose a base di vetro bioattivo. Sol a piu alto contenuto di
acqua invece formano strutture piu ramificate e reticolate e sono adatti per ottenere strutture

monolitiche [43].

Il parametro di processo piu importante, insieme al contenuto di acqua, ¢ il catalizzatore (tipo e
concentrazione) e il conseguente pH della sospensione. In genere in condizioni neutre le reazioni di
idrolisi e condensazioni sono lente e per questo le si accelera sfruttando un catalizzatore acido o
basico, che cambiera il pH della sospensione. In condizioni acide ¢ piu veloce 1’idrolisi e la sua
velocita aumenta con la concentrazione del catalizzatore acido: prevale la nucleazione e la formazione
di monomeri idrolizzati piuttosto che la loro aggregazione, di conseguenza il gel che si forma avra
una struttura reticolata basata su piccole particelle di silice, con una grande area superficiale e piccole
porosita. In condizioni basiche invece ad essere piu veloce ¢ la reazione di condensazione e la sua
velocita aumenta con la concentrazione del catalizzatore basico: in questo caso si formano pochi
centri di nucleazione che tendono a condensare formando una struttura del gel a base di particelle di
silice piu grandi, con una minore area superficiale e porosita piu grandi [40]. Quanto detto ¢ mostrato

in figura 8.
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Figura 8. Grafico che mostra l'effetto del pH sulla crescita e formazione del gel durante la sintesi sol-gel [38].

In realta la cinetica non dipende tanto dal tipo di catalizzatore acido/basico quanto dal valore di pH

raggiunto dalla sospensione [42].

Considerando I’idrolisi e condensazione del TEOS, si possono ottenere strutture di silice sottoforma
di particelle dense a pH elevato (>7) oppure polimeriche reticolate a pH basso (<2), come mostrato
in figura 9 [40].

Silane monomers
Dimers

Qligomers

~1 nm

@éz, Nanoparticles

%,
%

Figura 9. Influenza del pH e del tipo di catalisi sulla morfologia di un vetro sol-gel a base silice [40].

11 tipo di catalizzatore, la sua concentrazione e il pH della sospensione influiscono anche sul tempo

di gelificazione del sistema, riducendolo a seconda del tipo di sintesi [21].
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1.5 Sintesi di micro- e nano- particelle di vetro bioattivo

Questo paragrafo tratta la sintesi di micro- € nano- particelle di vetro bioattivo, introducendo metodi
che si applicano in principio per particelle di silice amorfa. Questa trattazione risulta importante
perché meccanismi analoghi sono alla base di rivestimenti (coating) di silice o vetro bioattivo su

particelle di natura diversa, in modo da realizzare configurazioni core-shell.

Scendendo di scala dimensionale si ha che la bioattivita aumenta: crescono 1’area superficiale
specifica, il rapporto superficie-volume, la rapidita di dissoluzione e quindi di scambio ionico.
Di conseguenza gli effetti vengono amplificati passando da un dispositivo monolitico macroscopico

a particelle micrometriche e ulteriormente con particelle nanometriche [44].

Per quanto riguarda i metodi utilizzabili per la realizzazione di nanoparticelle di vetro bioattivo
troviamo il metodo sol-gel, pirolisi spray, irradiazione con microonde, sintesi alla flamma e il metodo

delle microemulsioni (con o senza surfattante) [45].

Di seguito si trattera del metodo sol-gel conosciuto come processo Stober.

1.5.1 Processo Stober

Introdotto nel 1968, il processo Stober ¢ un metodo sol-gel per sintetizzare micro- e nano- particelle
di silice amorfa con morfologia, composizione, dispersione e proprieta chimico-fisiche controllate,

in condizioni basiche (pH>7).

Tra le possibili applicazioni abbiamo lo sviluppo di vetri nanostrutturati con caratteristiche di super-
idrofobicita, di dispositivi nanometrici non tossici € biocompatibili per rilascio di farmaco, di sensori
alla nanoscala, applicazioni nell’ambito della catalisi e dell’adsorbimento di molecole [46].
Queste morfologie sono particolarmente adatte per realizzare nanocompositi, per esempio tramite
inserimento in una matrice polimerica fotoreticolabile. A tal proposito ¢ importante garantire una
buona monodispersita delle particelle, le quali possono anche essere modificate in superficie con

organosilani per favorire il legame con la matrice [47].
Si riescono ad ottenere particelle di diametro 0.05-2 um, agendo sui parametri di processo.

In figura 10 ¢ riportata un’immagine SEM raffigurante particelle colloidali di silice ottenute tramite

processo Stober.
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Figura 10. Immagine SEM di particelle colloidali di silice ottenute tramite processo Stober [37].

Considerando il piu utilizzato sistema TEOS-etanolo-acqua, il protocollo di sintesi ¢ semplice: si
miscelano insieme etanolo, acqua (H2O) e ammoniaca (NH3(g)), successivamente si aggiunge il
TEOS e si mantiene tutto in agitazione (tramite stirring magnetico, shaker oppure trattamento ad
ultrasuoni) per un certo tempo. Nelle fasi finali si fa una centrifugazione e lavaggio delle polveri
ottenute che poi vengono essiccate e infine macinate. Con il sistema TEOS-etanolo-acqua perod non ¢
possibile ottenere particelle di dimensione superiore a 1 um, a meno di non utilizzare un precursore

¢ un solvente alcolico diversi [48].

Con il processo Stober ¢ anche difficile ottenere nanoparticelle monodisperse con taglia inferiore a
50 nm. Un’alternativa puo essere sfruttare un processo Stober modificato utilizzando un amminoacido

basico come L-lisina oppure ricorrere al metodo delle microemulsioni [49].

J. Smith et al. [49] nel loro lavoro sono riusciti ad ottenere particelle colloidali di silice con una taglia
<20 nm, monodisperse e con bassa aggregazione, in concentrazione elevata nel sol, agendo sui
rapporti molari TEOS:etanolo:acqua e senza utilizzare surfattanti o agenti disperdenti. Sono partiti da
rapporti molari 1:126:9 ed hanno osservato che la concentrazione di silice nel sol aumenta
all’aumentare del contenuto di TEOS e acqua e al diminuire del contenuto di etanolo. Per quanto
riguarda la taglia delle particelle hanno osservato che questa aumenta all’aumentare del contenuto di
acqua e al diminuire del contenuto di etanolo. Aspetto interessante di questo lavoro ¢ che la rimozione
del solvente in condizioni di pressione ridotta, utilizzando un evaporatore rotante a 55°C, ha permesso
di ottenere particelle di silice con una concentrazione nel sol che passa dal 4 wt% al 15 wt%,

utilizzando rapporti molari 5:79:9.
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Numerosi studi sono stati condotti sui meccanismi di formazione, nucleazione e crescita delle

particelle di silice, proponendo alcuni modelli teorici come [50], [51] (figura 11):

= Monomer-addition model: si ha la formazione di nuclei di silice per condensazione di due
monomeri silanoli generati per idrolisi del TEOS. Successivamente si ha la crescita di questi
nuclei per addizione di monomeri sulla loro superficie. Questo modello prevede che le fasi di
nucleazione e crescita sia separate e si sfrutta per spiegare la formazione di grandi particelle
monodisperse nel caso di una concentrazione elevata di ammoniaca (>0.95M);

= Aggregation-only model: in questo caso la nucleazione avviene dopo la condensazione dei
monomeri silanoli a formare una struttura polimerica che poi diventa instabile e si divide in
piccole particelle (nuclei) che tendono via via ad aggregarsi formando prima particelle di silice
primarie e poi crescendo per attacco superficiale di monomeri e oligomeri. A differenza del
monomer-addition model in questo caso si assume che la nucleazione continui durante I’intero
processo e non solo nella prima fase. Si sfrutta per spiegare la formazione di piccole particelle
di silice polidisperse nel caso di una concentrazione bassa di ammoniaca (<0.95 M);

= [n situ seeded growth model: si tratta di un modello unificato e complesso, coerente con dati
sperimentali, che postula I’esistenza di due fasi temporalmente distinte che sono pathway I

(nucleazione e crescita iniziali) e pathway II (crescita e allargamento);
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Figura 11. lllustrazione dei diversi modelli teorici sviluppati per spiegare la nucleazione e crescita delle particelle colloidali di silice:
A) monomer-addition model, B) aggregation-only model, C) in situ seeded growth model [50], [51].
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Di seguito verranno analizzati gli effetti dei diversi parametri di processo. A tal proposito vale la pena
citare il lavoro [46], una review in cui si effettua un’analisi sistematica dei diversi protocolli e risultati

ottenuti da differenti gruppi di ricerca. I parametri di processo principali sono [48]:

= Tipo di solvente alcolico (metanolo, etanolo, n-propanolo, n-butanolo) e sua concentrazione;
= Tipo di tetra-alchil silicato (metil, etil, n-propil, n-butil) e sua concentrazione;

= Concentrazioni di acqua;

= Concentrazione di ammoniaca;

=  Temperatura di sintesi.

Questi parametri influiscono sulla cinetica delle reazioni di idrolisi e condensazione, sulla taglia delle
particelle sintetizzate, sulla loro dispersita e quindi distribuzione di taglia. Solventi alcolici e
tetra-alchil silicati diversi si distinguono soprattutto per la lunghezza delle loro catene e quindi per il
loro peso molecolare: all’aumentare di questi aumenta la dimensione delle particelle di silice

sintetizzate.

Effetto del TEOS

All’aumentare del contenuto di TEOS aumenta la taglia delle nanoparticelle di silice (figura 12).
La monodispersita ¢ garantita fino ad una concentrazione ottimale di TEOS, dopodiche¢ prevale la
polidispersita. Aggiungendo TEOS in piu passaggi oppure in maniera dilazionata nel tempo si
possono ottenere particelle di silice di dimensioni maggiori, 1-4.5 um [50]. Aumentando troppo la
concentrazione di TEOS, 1’acqua per 1’idrolisi del TEOS puo risultare insufficiente e quindi nel sol

puo rimanere del TEOS non idrolizzato e non reagito [49].
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Figura 12. Effetto della concentrazione di TEOS sulla dimensione delle particelle di silice sintetizzate [50)].
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Effetto dell’ammoniaca

L’ammoniaca influisce sulla morfologia permettendo di ottenere particelle sferiche [48].
All’aumentare della concentrazione di ammoniaca si genera un numero maggiore di oligomeri
silanoli in soluzione, aumenta il grado di condensazione e si ottengono quindi particelle di silice piu
grandi. La sua azione ¢ quella di accelerare le reazioni di idrolisi e condensazione del TEOS.
La polidispersita segue invece un andamento opposto, cio¢ diminuisce all’aumentare della
concentrazione di ammoniaca. Controlla il grado di aggregazione delle particelle: produce ioni OH"
in soluzione che conferiscono una carica superficiale negativa alle particelle e la conseguente

repulsione elettrostatica va ad inibire 1’aggregazione [50], [52].

Effetto dell’acqua

\

In alcuni studi si ¢ osservato che la dimensione delle particelle aumenta con la concentrazione
dell’acqua fino ad un contenuto limite, dopodiché¢ si ha una diminuzione dimensionale.
Essa promuove le reazioni di idrolisi e condensazione, ma se in quantita elevata finisce per diluire gli
oligomeri silanoli in soluzione e portare ad ottenere particelle piu piccole. Entro un certo range di
concentrazione la dimensione aumenta (aggregazione>nucleazione) mentre oltre questo range
diminuisce (aggregazione<nucleazione), come mostrato in figura 13. Si ¢ visto che aggiungendo del

sale, la dimensione aumenta anche per alte concentrazioni di acqua [46], [52].
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Figura 13. Dimensione delle particelle di silice colloidali sintetizzate in funzione delle concentrazioni di acqua e ammoniaca,
considerando una concentrazione fissa di TEOS pari a 0.28 M [48].
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Effetto della temperatura

La reazione di idrolisi ¢ endotermica, mentre la reazione di condensazione € esotermica.
Di conseguenza all’aumentare della temperatura la reazione di idrolisi ¢ accelerata mentre quella di
condensazione ¢ rallentata. Pertanto, come spiegato nel paragrafo 1.4.2 relativamente all’effetto del
pH nel metodo sol-gel, prevale la nucleazione e la formazione di monomeri idrolizzati piuttosto che
la loro aggregazione, di conseguenza si formano piccole particelle di silice. Inoltre, diminuisce anche
I’indice di polidispersita, cio significa che ad alta temperatura le particelle di silice sintetizzate
tendono ad essere piu monodisperse e quindi con una distribuzione di taglia piu stretta. Inoltre, una
temperatura di lavoro elevata puod portare ad un’evaporazione dell’ammoniaca e al conseguente

rallentamento della reazione di condensazione [46], [52].

Effetto del solvente alcolico

Si ¢ osservato che al diminuire del contenuto di etanolo aumentano la concentrazione di silice nel sol

e la dimensione delle nanoparticelle sintetizzate [49].

1.5.2 Processo Stober modificato

Per produrre nanoparticelle di vetro bioattivo il processo Stober viene modificato introducendo altri
precursori come il TEP per I’ossido formatore di fosforo e il CN per 1’ossido modificatore di calcio,
in modo da modificare la struttura interna delle nanoparticelle sintetizzate e impartire proprieta

bioattive.

L’aggiunta di questi precursori avra un effetto sulla taglia, forma e dispersita delle particelle, anche a
basse concentrazioni. Un aspetto problematico ¢ il fatto che la composizione effettivamente ottenuta
si discosta da quella nominale, con le concentrazioni di Ca e P inferiori rispetto a quelle auspicate.
Gli ioni calcio, in seguito all’idrolisi e condensazione delle particelle di silice, tendono a legarsi ai
gruppi silanoli superficiali carichi negativamente e poi a diffondere all’interno del network vetroso
per calcinazione a 400°C. Affinche la concentrazione di calcio sia elevata ¢ fondamentale un’elevata
presenza di gruppi silanoli superficiali sulle particelle sintetizzate e anche un’elevata forza di questi
legami, in modo da resistere ad eventuali lavaggi pre-calcinazione. Per quanto riguarda invece gli
ioni fosforo, la loro incorporazione nel network di silice avviene per idrolisi del TEP prima della

nucleazione delle nanoparticelle [53].
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Scelte importanti in questo tipo di sintesi sono I’istante temporale di aggiunta dei precursori
modificati, I’ordine con cui vengono aggiunti e anche i relativi tempi di miscelazione e reazione [53],
[54]. Una rappresentazione grafica del processo Stober modificato, per ottenere nanoparticelle di

vetro bioattivo, ¢ riportata in figura 14.
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Figura 14. Esempio di nanoparticelle di vetro bioattivo a sistema ternario SiO>-CaO-P:0s sintetizzate tramite processo Stober
modificato [53].
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1.6 Coating di silice o vetro bioattivo su particelle di natura diversa

Alcuni studi presenti in letteratura, come quelli che verranno descritti nel paragrafo 1.10, mettono in

luce gli effetti che un rivestimento a base di silice amorfa o di vetro bioattivo possono avere su

particelle di natura diversa, inorganica nel contesto di questa tesi.

Per quanto riguarda un rivestimento a base di silice amorfa, tra gli effetti troviamo:

Modifica della chimica superficiale (es. reattivita, energia libera) e della topografia

superficiale (es. rugosita);
Riduzione della tendenza all’aggregazione;
Miglioramento della dispersibilita in soluzione acquosa e in matrici polimeriche;

Miglioramento della biocompatibilita, riduzione del rilascio ionico e della citotossicita, come

nel caso di NPs di BTO;
Miglioramento della stabilita termica, come nel caso di NPs di ZrO;

Modulazione delle proprieta ottiche, come nel caso di NPs di ZnO (es. fotoluminescenza,

foto-stabilita e assorbimento di raggi UV);

Modulazione delle proprieta dielettriche (es. rigidita dielettrica, polarizzazione residua) e
ferroelettriche, di accumulo di energia e microstrutturali (es. inibizione della crescita dei

grani), come nel caso di particelle di BTO e del ceramico massivo ottenuto per sinterizzazione;

Un rivestimento a base di vetro bioattivo conferisce invece al core capacita di osteoinduttivita oltre a

influire su proprieta del materiale ceramico sinterizzato quali porosita, densita e resistenza meccanica

a compressione.
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1.7 Piezoelettricita

1.7.1 Materiali dielettrici, piezoelettrici, piroelettrici e ferroelettrici

I materiali piezoelettrici biocompatibili sono una tipologia molto interessante di materiali smart, in
grado di rispondere ad uno stimolo esterno inducendo una risposta specifica. Tra i materiali smart
troviamo, oltre ai materiali piezoelettrici, anche quelli piroelettrici e ferroelettrici, in grado di
convertire forme di energia primaria (es. meccanica, termica) in forme di energia secondaria (es.
elettrica, chimica). Si tratta di forme diverse di un materiale dielettrico, accomunate dal fatto che la
cella cristallina elementare ¢ non-centrosimmetrica. A livello biomedico, questi materiali trovano
applicazione, oltre che nell’ingegneria tissutale, anche per lo sviluppo di nuove terapie, di biosensori,

di tecniche di imaging, nell’ambito della catalisi [55], [56].

Un materiale dielettrico ¢ un materiale isolante che puo essere polarizzato in seguito all’applicazione
di un campo elettrico. Ponendo un dielettrico tra due piastre metalliche e applicando un campo
elettrico E (V/m), si genera una densita di carica superficiale sulle piastre, anche chiamata
spostamento elettrico D (C/m?). Per polarizzazione P (C/m?) invece si intende I’eccesso di densita di
carica superficiale rispetto al caso in cui tra le piastre metalliche ci sia il vuoto. In formule si pud

scrivere:
D =¢E = ¢y&,E = gE + P

dove ¢, indica la permittivita dielettrica nel vuoto, &, indica la permittivita dielettrica relativa (o
costante dielettrica) del materiale dielettrico e € ¢ semplicemente la permittivita dielettrica del
materiale dielettrico. Nel caso in cui il campo elettrico applicato sia alternato, &, sara complessa e
comprensiva di una parte reale &, ed una parte immaginaria &,’. La permittivita ¢ una grandezza

dipendente dalla frequenza.

La performance di un materiale dielettrico dipende da parametri quali la permittivita dielettrica, la

n
perdita dielettrica e la rigidita dielettrica. La perdita dielettrica, definita come tan(§) = ii,, trova
T

origine nel fatto che la polarizzazione non ¢ sempre in fase con il campo elettrico alternato applicato
e si ha una dissipazione sottoforma di calore dell’energia elettrica accumulata. La rigidita dielettrica
invece viene definita come I’intensita massima del campo elettrico che un materiale dielettrico puo
sopportare prima che si verifichi una scarica, una sua rottura irreversibile. I materiali dielettrici

trovano applicazione come capacitori, cio¢ accumulatori di energia. La densita di energia
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immagazzinata (J/m?) in un materiale dielettrico in seguito ad applicazione di un campo elettrico

viene definita come U, = [ E-dDe dipende quindi dalla relazione tra E e D [57], [58].

I materiali dielettrici sono caratterizzati dalla presenza di dipoli elettrici all’interno del materiale, e di
conseguenza da momenti di dipolo, intrinseci oppure indotti indirettamente dall’applicazione di un
campo elettrico esterno, diretto o alternato. In presenza di un campo elettrico esterno si ha
I’allineamento dei momenti di dipolo interni e di conseguenza si ha una polarizzazione del materiale:
questa si puo verificare per esempio perché ioni positivi o negativi oppure centri di carica positiva o
negativa, all’interno di molecole e atomi, si separano e assumono la direzione del campo elettrico.
Quindi sono 1 dipoli all’interno di un materiale dielettrico ad essere responsabili della polarizzazione.
La polarizzazione macroscopica del materiale puo essere definita come la somma vettoriale dei
momenti di dipolo per unita di volume del materiale solido. La polarizzazione totale P ¢ il risultato

della sovrapposizione di tre diversi meccanismi di polarizzazione quali:

»  Polarizzazione elettronica (Pc): 1’applicazione di un campo elettrico esterno determina la
separazione tra la nuvola elettronica e il nucleo positivo all’interno di un atomo. Si tratta di
un effetto indotto, infatti la polarizzazione svanisce in seguito alla rimozione del campo

elettrico;

» Polarizzazione ionica (P;): tipica dei materiali ionici, I’applicazione di un campo elettrico

esterno deforma 1 legami tra cationi e anioni, generando dei momenti di dipolo indotti;

=  Polarizzazione orientazionale (P,): riguarda molecole che presentano al loro interno dei
momenti di dipolo permanenti. L’applicazione di un campo elettrico fa si che questi dipoli
molecolari si orientino, in quanto si genera un momento torcente su ciascun dipolo elettrico

[58];

Si distingue tra materiali dielettrici non polari e polari: nel primo caso ciascuna molecola non presenta
un momento di dipolo permanente in quanto le cariche al suo interno sono equamente distribuite, nel

secondo caso invece ciascuna molecola presenta un momento di dipolo permanente [57].

In alcuni materiali dielettrici polari, 1 dipoli permanenti interni interagiscono gli uni con gli altri e si
allineano lungo certe direzioni, determinando una polarizzazione spontanea anche in assenza di
campo elettrico esterno applicato: questi materiali sono 1 materiali piroelettrici. La loro peculiarita ¢
che questa polarizzazione spontanea cambia al variare della temperatura, in quanto si modificano
leggermente le posizioni atomiche all’interno della struttura cristallina. Se si considera un cristallo
piroelettrico, questo cambiamento di polarizzazione generano un voltaggio attraverso esso. In questo

modo si ha la conversione di energia termica in energia elettrica [57], [59].
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Se un materiale piroelettrico sottoposto ad un campo elettrico esterno mostra un’inversione della
polarizzazione spontanea, ¢ una modifica della sua direzione e intensita, si parla di materiale
ferroelettrico. 1 materiali ferroelettrici presentano una temperatura critica T, (temperatura di Curie):
il comportamento ¢ ferroelettrico per T<T. mentre per T>T. diventa paraelettrico, cio¢ perde la
polarizzazione spontanea e si comporta da normale dielettrico. La polarizzazione di un materiale
ferroelettrico viene ricondotta a strutture chiamate domini elettrici, all’interno dei quali i dipoli
elettrici sono allineati e la direzione della polarizzazione ¢ uniforme. Si ha che un dominio elettrico
ha il vettore polarizzazione orientato in maniera diversa rispetto ad un dominio adiacente. In un
ferroelettrico policristallino, 1 domini elettrici arbitrariamente orientati possono essere allineati
mediante I’applicazione di un forte campo elettrico esterno [55], [57], [58]. Una volta rimosso questo
campo elettrico esterno, alcuni domini elettrici mantengono la direzione acquisita e questo garantisce
una polarizzazione rimanente nel materiale ferroelettrico. Si tratta di una condizione necessaria per
permettere al materiale ferroelettrico di avere un comportamento piezoelettrico, altrimenti i domini
elettrici sono orientati casualmente in direzioni diverse e non si ha una polarizzazione residua
macroscopica. Si parla di processing di poling ed ¢ applicabile soltanto a materiali piezoelettrici che
sono anche ferroelettrici, mentre non ¢ applicabile a quelli non-ferroelettrici. Durante il processo di
poling si verifica, per effetto piezoelettrico inverso, una deformazione del materiale, come illustrato
in figura 15. La valutazione della ferroelettricita di un materiale puo essere fatta anche osservando il
grafico P-E: deve presentarsi un’isteresi, per via della risposta dei domini elettrici al campo elettrico

applicato [60].

(b) (c)

E
Remnant
strain
5 51\
\ Y
\ 4 X
Electrical Piezoelectric
strain strain

Figura 15. Raffigurazione del processo di poling su un materiale ferroelettrico ed effetto sui domini elettrici: a) stato iniziale, b) stato di
polarizzazione di saturazione, c) stato di polarizzazione residua [60].
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Un materiale piezoelettrico ¢ un materiale la cui struttura cristallina si modifica quando viene
applicata una sollecitazione meccanica esterna, generando momenti di dipolo non nulli all’interno del
reticolo cristallino e quindi una polarizzazione netta. La sollecitazione meccanica determina un
aumento o una diminuzione della lunghezza dei dipoli, alterando in questo modo la polarizzazione e
quindi la densita di carica superficiale sul cristallo. Questo riguarda 1’effetto piezoelettrico diretto,
mentre nel caso dell’effetto piezoelettrico inverso un campo elettrico esterno applicato determina una
deformazione per trazione o compressione del cristallo in quanto viene alterato lo spazio occupato
dai dipoli. Pertanto, i materiali piezoelettrici sono una categoria di materiali dielettrici polarizzabili

per effetto di un campo elettrico o di una sollecitazione meccanica [56], [58], [59].

Relativamente ad un materiale cristallino, si hanno 32 classi cristallografiche: tra queste abbiamo
21 classi non-centrosimmetriche, 20 classi piezoelettriche e 10 classi piroelettriche [55], [59].
L’analisi delle proprieta e caratteristiche di questi materiali ¢ condotta a livello della cella unitaria,
cio¢ la minima unita ripetitiva del reticolo cristallino. La relazione tra materiali dielettrici,

piezoelettrici, piroelettrici e ferroelettrici ¢ mostrata in figura 16.

All crystal
classes (32)

Piezoelectrics
(20)

Figura 16. Rappresentazione insiemistica dei diversi materiali dielettrici e classi cristallografiche.

1.7.2 Teoria e basi del fenomeno della piezoelettricita

Come introdotto nel paragrafo precedente, la piezoelettricita ¢ la proprieta di alcuni materiali
dielettrici di rispondere a stimoli meccanici generando una carica elettrica, tramite il cosiddetto effetto
piezoelettrico diretto. Allo stesso tempo esiste anche I’effetto piezoelettrico inverso per cui sul

materiale puo essere indotta una deformazione meccanica per applicazione di un campo elettrico
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esterno. Si tratta quindi di un fenomeno reversibile, come mostrato in figura 17. L’effetto
piezoelettrico diretto ¢ stato scoperto nel 1880 dai fratelli Jacques e Pierre Curie, tramite studi su
materiali come il quarzo, mentre 1’effetto piezoelettrico inverso ¢ stato scoperto da G. Lippman nel
1881 [56]. Leffetto piezoelettrico diretto permette ai materiali piezoelettrici di funzionare da sensori,
mentre 1’effetto piezoelettrico inverso permette un funzionamento da attuatori [61]. Condizione
necessaria per la piezoelettricita, nel caso dei materiali cristallini, ¢ I’anisotropia e I’assenza di un

centro di inversione, cio¢ si deve avere una struttura cristallina non-centrosimmetrica [62].

La piezoelettricita pud essere vista come un’interazione lineare tra lo stato meccanico ¢ lo stato
elettrico del materiale. La costante alla base di questa relazione lineare ¢ il coefficiente
piezoelettrico d, un tensore di terzo rango che accoppia un tensore di primo rango (spostamento
elettrico D o campo elettrico E) e un tensore di secondo rango (tensione ¢ o deformazione g).
Le equazioni piezoelettriche, nel caso diretto (a) e inverso (b) possono essere scritte nelle seguenti

forme:
(a) Dy = dy;jo;;
(b) &;j = digi;Ex

D ¢ lo spostamento elettrico (C/m?), E ¢ il campo elettrico (V/m), ¢ ¢ la deformazione, ¢ & la tensione
(N/m?), dy; ; € 1l coefficiente piezoelettrico di carica (pC/N) and dr; ; ¢ 1l coefficiente piezoelettrico

di deformazione (pm/V) [61]. Considerando questa descrizione matematica, gli indici 1,j,k variano tra
1 e 3 e le componenti vettoriali e tensoriali sono espresse relativamente ad un sistema di riferimento
cartesiano, corrispondente ad un sistema di coordinate fisiche del cristallo (ei, e2, €3): per esempio,
nel caso di fenomeno piezoelettrico diretto, dy;; descrive lo spostamento elettrico lungo I’asse
cartesiano ek per via della sollecitazione meccanica applicata lungo 1’asse e; e normale ad e;. Il primo
indice ¢ quindi elettrico mentre il secondo e terzo sono indici meccanici. Essendo un tensore di terzo
rango, d ha un massimo di 3°= 27 componenti indipendenti ma considerando le simmetrie fisiche e
cristallografiche si riducono a 18. Questo permette di passare ad una indicizzazione diversa
utilizzando la notazione di Voigt: gli indici ij sono sostituiti da un singolo indice m variabile tra 1 e 6
e di conseguenza d viene scritto in forma matriciale 3x6. La forma e il contenuto di questa matrice
variano in funzione del tipo di simmetria della struttura cristallina e quindi in funzione della classe
cristallografica. Nel caso di struttura cristallina centrosimmetrica, la matrice ¢ nulla e quindi sono
nulli tutti i coefficienti piezoelettrici. Essendo proprieta fisiche, i coefficienti piezoelettrici dipendono
quindi dal sistema di coordinate scelto [62]. Quando si valuta la performance di un materiale

piezoelettrico I’attenzione viene posta sul coefficiente piezoelettrico dy,, che rappresenta la carica
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generata per unita di forza meccanica applicata o anche la deformazione generata per unita di
voltaggio applicato. Come precedentemente detto, si tratta di una scrittura in forma ridotta in cui k
(1,2,3) ed m (1,..,6) indicano rispettivamente la direzione della grandezza elettrica e della grandezza
meccanica. In letteratura in genere si riporta e si fa riferimento al coefficiente piezoelettrico
longitudinale d33, al coefficiente piezoelettrico trasversale ds; e al coefficiente piezoelettrico
tangenziale o di taglio d;5. Nel caso di ds3 si ha che la forza agisce nella direzione 3, parallelamente
all’asse di polarizzazione ed ¢ impressa sulla stessa superficie su cui la carica si genera, pertanto la
direzione di polarizzazione e la direzione della sollecitazione meccanica sono lungo lo stesso asse.
Inoltre, vale la relazione empirica d33 = —2.5d3,. Maggiore ¢ il valore del coefficiente piezoelettrico
d33, piu la risposta piezoelettrica del materiale sara intensa e 1’effetto marcato. Un altro parametro di
valutazione ¢ il coefficiente di accoppiamento elettromeccanico k, il cui quadrato corrisponde al
rapporto tra I’energia in output e I’energia in input della trasformazione, di tipo meccanico ed elettrico

a seconda che I’effetto sia diretto o inverso [56], [60].

Direct Piezoelectric Effect Converse Piezoelectric Effect
a , b 4+ -J
== v
- =4
ainput —> Doutput Einput —> Eoutput
Sensing Actuation

Figura 17. lllustrazione raffigurante l'effetto piezoelettrico diretto (a) e inverso (b), nel caso bidimensionale [60].

Consideriamo un materiale cristallino, con gli atomi e gli ioni disposti nel reticolo cristallino e nella
cella elementare. In assenza di una sollecitazione meccanica esterna, all’interno dell’unita strutturale
si ha che 1 centri di carica positiva e negativa coincidono e per questo si ha un dipolo netto nullo. In
seguito all’applicazione di una sollecitazione meccanica esterna, invece, si ha una deformazione
strutturale con 1 centri di carica che tendono a separarsi e si genera un dipolo elettrico netto non nullo:
il materiale si polarizza e sulle superfici del cristallo si generano cariche opposte. Quanto detto ¢

illustrato in figura 18 [56].
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Figura 18. Effetto della compressione meccanica sull'organizzazione strutturale di un materiale cristallino: sono rappresentati in 2D
il reticolo cristallino e la cella unitaria, mettendo in evidenza gli ioni e i centri di carica positiva e negativa [56].

Un materiale piezoelettrico policristallino ¢ costituito da grani cristallini (o cristalliti) al cui interno
si trovano i1 domini elettrici, come detto nel paragrafo 1.7.1. Per migliorare la performance
piezoelettrica del materiale (piezoelettrico e ferroelettrico) e quindi incrementare il coefficiente d3,
si ricorre al processo di poling: si applica un intenso campo elettrico esterno in modo che i domini
elettrici e 1 dipoli elettrici interni si allineino nella direzione di poling, determinando cosi uno stato di

polarizzazione macroscopica permanente. In seguito al processo di poling:

= Nel caso di effetto piezoelettrico diretto, se la sollecitazione meccanica applicata lungo la
direzione di poling ¢ di compressione, sulle facce del cristallo si generera un voltaggio con
polarita concorde a quella utilizzata nel processo di poling, mentre se la sollecitazione ¢ di trazione

la polarita sara discorde;

= Nel caso di effetto piezoelettrico inverso, se il voltaggio applicato lungo la direzione di poling ha
polarita concorde a quella utilizzata nel processo di poling allora la deformazione indotta sara di
trazione, mentre se il voltaggio ha polarita discorde allora la deformazione indotta sara di

compressione.

Tra le principali tecniche di poling troviamo quella in voltaggio continuo (DC) o in voltaggio alternato
(AC), con la seconda che risulta essere piu efficiente. Tra 1 fattori che influiscono maggiormente sul
processo di poling e sulle caratteristiche piezoelettriche del materiale troviamo: a) intensita del campo
elettrico applicato, elevata e superiore all’intensita del campo elettrico coercitivo del materiale; b)
temperatura di lavoro, in genere elevata ma inferiore a Tc; ¢) durata del processo di poling.
Il processo di poling ¢ molto importante per i ceramici piezoelettrici con struttura cristallina di tipo

perovskite [63].
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1.7.3 Tipologie di biomateriali piezoelettrici

Si distingue tra piezo-ceramici di natura inorganica e piezo-polimeri di natura organica.
Si differenziano per caratteristiche chimiche, meccaniche e piezoelettriche, oltre che per la diversa
origine del comportamento piezoelettrico. Mentre nei ceramici piezoelettrici, monocristallini o
policristallini, la piezoelettricita ¢ dovuta al particolare arrangiamento degli ioni all’interno della
struttura cristallina, nei polimeri piezoelettrici I’origine risiede nella struttura molecolare del polimero
contenente dipoli molecolari che si riorientano in seguito allo stimolo meccanico o elettrico fornito

[64].

Tra 1 piezo-polimeri troviamo per esempio PVDF (poli(vinilidene fluoride), il copolimero P(VDF-
TrFE), PHBV (poli-3-idrossibutirrato-3-idrossivalerato), PLLA (acido poli-L-lattico). Esempi di
polimeri naturali piezoelettrici sono polisaccaridi come la cellulosa e il chitosano e proteine come il
collagene e la cheratina. Rispetto ai piezo-ceramici presentano un coefficiente piezoelettrico piu
basso, una migliore flessibilita e duttilita, una piu facile processabilita, migliore biocompatibilita e
quindi assenza del problema di citotossicita e in alcuni casi anche biodegradabilita. Il PVDF, nella
conformazione cristallina 8, ¢ quello piu utilizzato con un buon coefficiente piezoelettrico, anche se

risulta essere non biodegradabile come invece risultano essere il PHBV e il PLLA [65], [66].

Tra 1 piezo-ceramici troviamo zirconato-titanato di piombo (PZT), titanato di bario (BTO), ossido di
zinco (ZnO), niobato di potassio-sodio (KNN) e niobato di litio-sodio-potassio (LNKN).
Presentano un coefficiente piezoelettrico molto elevato, superiore rispetto a quello dei piezo-polimeri,
ma anche il problema della citotossicita, associata alla dissoluzione ionica a contatto con i fluidi
biologici. Questo problema riguarda soprattutto i piezo-ceramici a base piombo (lead-based piezo-
ceramics, LBPC) come PZT, in quanto il piombo anche a basse dosi puo causare problemi a livello
neuronale, problemi metabolici e puo essere pericoloso in caso di gravidanza. Invece, 1 piezo-ceramici
senza piombo (lead-free piezo-ceramics, LFPC), come BTO, ZnO, KNN e LNKN, a basse dosi
risultano sicuri mentre la citotossicita si presenta per alte dosi e concentrazioni. Per questo motivo a
livello biomedico, come biomateriali per I’ingegneria tissutale, trovano maggiormente applicazione i
LFPC rispetto ai LBPC. I piezo-ceramici inoltre presentano fragilita e richiedono processi di
lavorazione a temperature molto elevate. Per migliorare le proprieta meccaniche, la flessibilita e le
proprieta piezoelettriche, ha preso piede la fabbricazione in forma di nanostrutture. Tra 1
piezo-ceramici di origine naturale troviamo per esempio il quarzo (SiO), il sale di Rochelle e il

topazio [67], [61], [59].
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La tabella 2 contiene un riepilogo delle tipologie principali di materiali e biomateriali piezoelettrici

con associato il loro coefficiente piezoelettrico.

I piezo-ceramici posso essere suddivisi in due famiglie a seconda della struttura cristallina [61]

(figura 19):

= Famiglia perovskite: 1a formula chimica ¢ ABOs3, con A indicante un elemento alcalino-terroso
e B indicante un metallo di transizione. Entrambi O ed A hanno un piu grande raggio ionico ¢
sono arrangiati in una struttura cubica chiusa compatta, mentre B ha un raggio ionico piu
piccolo e occupa i vuoti centrali ottaedrici. Esempi di materiali con questa struttura cristallina

sono PZT e BTO.

»  Famiglia wurtzite: si tratta di un sistema cristallino esagonale con coordinazione tetraedrica e
composizione di tipo AB. In questa struttura non-centrosimmetrica, gli atomi A presentano un
arrangiamento esagonale compatto con gli atomi B che occupano i1 vuoti tetraedrici.
Dal momento che la direzione di polarizzazione di questi materiali non puo essere cambiata
tramite un processo di poling, in genere sono utilizzati come singolo cristallo oppure in forme
complesse organizzata lungo specifiche direzioni cristallografiche [68]. Esempi di materiali

con questa struttura cristallina sono ZnO e il nitruro di gallio (GaN).

Tabella 2. Tipologie di materiali e biomateriali piezoelettrici e loro coefficiente piezoelettrico [65], [67].

. .. C e . . . coefficiente piezoelettrico
Tipologia di materiali piezoelettrici

d33 (pC/N)
PZT 225-590
BTO 190
Ceramici sintetici ZnO* 12.4
KNN 93
LNKN 98
PVDF** -25
Polimeri sintetici PVDF-TrFE=* -25.2
PHB -(1-2) (d14)
PLLA -9.82 (d14)
Polimeri naturali tessuto osseo (secco) 0.7-2.3
collagene 0.2-2 (d14)

* per un film sottile di ZnO
** calcolato teoricamente
*** PVDF:TrFE (80:20)
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Figura 19. Strutture cristalline di tipo perovskite nel BTO (A) e di tipo wurtzite nel ZnO (B) [61],[68].

La realizzazione di compositi polimero-ceramici piezoelettrici pud essere utile per combinare la
durezza, rigidezza e ottima piezoelettricita dei ceramici con |’elasticita, la duttilita, la biocompatibilita
e I’eventuale biodegradabilita dei polimeri. E un’ottima strategia per incrementare il coefficiente

piezoelettrico di un polimero o per risolvere il problema della citotossicita dei piezo-ceramici.

1.7.4 Bio-piezoelettricita nel tessuto osseo

Le caratteristiche di piezoelettricita sono presenti in tessuti umani sia duri (dentina, osso) che molli
(pelle, cartilagine, tendini e legamenti) e 1’origine risiede nella componente proteica fibrosa le cui
molecole si organizzano in maniera ordinata a formare cristalliti [69]. Nel caso del tessuto osseo, la
cui piezoelettricita venne dimostrata con gli studi di I. Yasuda del 1954, la fonte della piezoelettricita
¢ rappresentata dal collagene e non dalla componente cellulare o dalla fase minerale di HAp: infatti
si ¢ osservato che le caratteristiche piezoelettriche scompaiono in seguito alla rimozione del collagene
mentre permangono in seguito a demineralizzazione o decellularizzazione del tessuto [65], [67], [70].
Alcuni studi perd supportano 1’idea che la struttura cristallina esagonale dell’HAp possa supportare

la piezoelettricita e che un ruolo possa averlo anche I’interfaccia tra essa e le fibrille di collagene [67].

Il comportamento piezoelettrico del collagene ha origine alla nanoscala. Sono stati infatti condotti
studi su singole fibrille di collagene di tipo I che hanno mostrato una risposta piezoelettrica
principalmente a taglio (dy5 ~1 pC/N) e una polarizzazione assiale unipolare lungo la loro intera

lunghezza. 1l collagene risulta essere piezoelettrico per via della sua struttura e organizzazione
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molecolare: le molecole di collagene (o tropocollagene) sono organizzate in fibrille tramite legami
intermolecolari di tipo covalente, creando in questo modo una struttura a network che permette una
trasmissione delle sollecitazioni meccaniche tra le molecole vicine [71]. Inoltre, contribuiscono anche
1 legami ad idrogeno tra i terminali carbossilici (-COOH) e amminici (-NH2) delle catene
polipeptidiche, orientati nel senso di lunghezza delle molecole di collagene e quindi della fibrilla di
collagene [69]. Alla nanoscala, le molecole di collagene si organizzano a formare strutture molecolari

ordinate e orientate, dette cristalliti, con una simmetria strutturale di tipo esagonale [72], [69].

La piezoelettricita del tessuto osseo rappresenta un tassello aggiuntivo alla legge di Wolft: il tessuto
osseo si rimodella in funzione dello stress meccanico applicato proprio tramite 1’effetto piezoelettrico

e quindi gli stimoli bioelettrici che si generano [67].

Considerando queste proprieta del tessuto osseo, uno scaffold piezoelettrico puod essere considerato
biomimetico e puo incentivare la riparazione e rigenerazione tissutale (figura 20) tramite 1’attivazione
di specifiche vie di segnalazione [73]. Impiantandolo in zone sollecitate meccanicamente, si generano
stimoli elettrici che poi si trasferiscono alle cellule ossee, questo provoca ’apertura dei canali del
calcio voltaggio-dipendenti e il conseguente aumento della concentrazione intracellulare di Ca", le
successive attivazioni delle proteine segnaletiche calmodulina e calcineurina, con il segnale che arriva
fino al nucleo cellulare e regola 1’espressione di specifici geni. Per esempio, viene indotta la
traduzione di specifici fattori di crescita come TGF-3 e BMP. Quindi, in sintesi, un ruolo cruciale ¢
svolto dalla via segnaletica calcio/calmodulina e dalla conseguente sintesi di fattori di crescita e altre
biomolecole che accelerano 1’osteogenesi [66], [73]. In generale 1 segnali bioelettrici generati
influiscono sulla proliferazione e sul differenziamento cellulare tramite complessi meccanismi che
coinvolgono anche cambiamenti a livello extracellulare, come 1’aggregazione e il cambiamento
conformazionale di ioni e proteine e anche un cambiamento del potenziale cellulare transmembrana
[65], [67]. Tutto questo puo essere indotto sfruttando uno scaffold piezoelettrico, senza necessita di

una sorgente elettrica esterna.
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Figura 20. Impiego di uno scaffold piezoelettrico nell'ingegneria tissutale per la riparazione e rigenerazione di tessuto osseo o
cartilagineo danneggiati [73].
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1.8 Titanato di bario

Il1 BTO ¢ stato il primo materiale ceramico policristallino con proprieta di ferroelettricita ad essere
stato scoperto. Intorno al 1950 era considerato il principale candidato per la realizzazione di
trasduttori piezoelettrici ma la successiva scoperta del PZT, con superiori proprieta piezoelettriche e
una piu alta T¢, ne hanno ridotto I’interesse applicativo. Cominciarono comunque ad essere disponibili

1 primi prodotti commerciali a base di BTO come fonografi, pickups, accelerometri, capacitori [74].

I BTO ¢ un piezo-ceramico che in base alla sua struttura cristallina appartiene alla famiglia
perovskite: considerando la cella cubica unitaria, gli ioni Ba*>" sono posizionati ai vertici (siti A), lo
ione Ti*" si trova al centro (sito B) e gli anioni O*  sono localizzati ai centri delle facce e definiscono
un ottaedro BOg. Come illustrato in figura 21, la struttura cristallina del BTO va incontro ad una serie

di transizioni di fase con la temperatura. Si hanno [75]:

Struttura cristallina cubica: per T>T., con Tc=120°C,;

Struttura cristallina tetragonale: per 5<T<T;

Struttura cristallina ortorombica: per -90°C<T<5°C;

Struttura cristallina romboedrica: per T<-90°C;

Mentre la prima fase ¢ paraelettrica, le ultime tre sono ferroelettriche e quindi piezoelettriche.
Le transizioni di fase inter-ferroelettriche a bassa temperatura (tetragonale-ortorombica e
ortorombica-romboedrica) sono accompagnate da un cambiamento direzionale del vettore
polarizzazione. Inoltre, per T>1460°C la struttura cristallina si modifica passando da cubica, tipica
della famiglia perovskite, ad esagonale. Dal punto di vista cristallografico, la polarizzazione
spontanea ¢ dovuta alla separazione tra i centri di carica positivo e negativo, con la transizione di fase
in corrispondenza di T¢. Il BTO presenta un’elevata costante dielettrica relativa, proprieta ottiche non
lineari, un d33 di riferimento pari a 190 pC/N, una Tr pari a 1654°C e una temperatura di
sinterizzazione nel range 1200-1300°C [74], [76]. E un materiale scarsamente solubile e disperdibile

in acqua, con una banda proibita (bandgap) pari a 3.2 eV a temperatura ambiente [77].
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Figura 21. Cella unitaria del BTO e transizioni di fase con la temperatura: la fase cubica é paraelettrica mentre le fasi tetragonale,
ortorombica e romboedrica sono ferroelettriche [74].

Le proprieta elettriche dei piezo-ceramici a base BTO possono essere modulate tramite strategie
diverse. Una delle piu comuni modifiche ¢ la sostituzione chimica o dopaggio, tramite cui si
modulano la distorsione del reticolo, la configurazione dei domini e le transizioni di fase. Si riesce ad
imprimere un’elevata capacita piezoelettrica determinando uno spostamento della temperatura di
transizione di fase, in particolare la Tc. La sostituzione, in genere isovalente, riguarda i cationi nei siti
A e B: ioni a bassa valenza normalmente si vanno a collocare nei siti A al posto degli ioni Ba®* (es.
ioni Ca®" e Sr*"), mentre ioni ad alta valenza tipicamente rimpiazzano gli ioni Ti*' nei siti B (es. ioni
Zr**, Hf*' e Sn*"). 11 dopaggio con ioni Zr*", Hf* e Sn*' permette di diminuire la T.. Tra questi il
dopante piu efficace ¢ lo ione stagno. Tramite dopaggio si ha che le proprieta piezoelettriche, quindi
il coefficiente d33, aumentano e si avvicinano a quelle dei materiali a base piombo, soprattutto quando

si effettua una co-sostituzione sia nei siti A che B [78].

Per realizzare uno scaffold o anche un disco a base di BTO il primo step ¢ la sintesi delle particelle,
questo nel caso in cui il materiale di partenza non sia commerciale. Metodi di sintesi diversi
permettono di ottenere taglie e morfologie diverse, influendo in questo modo sulle proprieta
meccaniche, ferroelettriche e piezoelettriche. Per esempio, quando la taglia diminuisce nel range
micrometrico si ha che la costante dielettrica aumenta, mentre quando si va al di sotto del range
micrometrico invece diminuisce. Inoltre, il metodo di sintesi e la temperatura di sintesi influiscono
anche sulla struttura cristallina. Per quanto riguarda la morfologia, si ¢ osservato che la risposta
piezoelettrica di nanowires € molto superiore a quella di nanoparticelle di BTO. Il metodo di sintesi

tradizionale ¢ la reazione allo stato solido condotta ad alta temperatura tra BaCOs3 e TiO». Altri metodi
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di sintesi piu controllati sono il metodo della co-precipitazione, il metodo solvotermale/idrotermale o
il metodo sol-gel [65]. Partendo da polveri nel range nanometrico o da soluzioni colloidali, si possono
realizzare film a base di di BTO sfruttando tecniche come lo sputtering, lo slip-casting, la sintesi
idrotermale o la tecnica sol-gel. Nella realizzazione di un componente ceramico piezoelettrico si ha
che la costante dielettrica e il coefficiente piezoelettrico ds; dipendono dalla temperatura di
sinterizzazione, dalla densita del sinterizzato e dalla dimensione dei grani cristallini [79]. In generale
c’¢ una dipendenza dalla microstruttura, dalla dimensione dei domini elettrici e dalla mobilita delle
pareti dei domini. La relazione tra il coefficiente piezoelettrico ds3; e la dimensione del grano
cristallino cambia in funzione del metodo di sinterizzazione utilizzato. All’aumentare della
temperatura di sinterizzazione si vede che aumentano la densita del ceramico e la dimensione del
grano, mentre I’andamento del coefficiente piezoelettrico d33 in funzione della dimensione del grano

cristallino mostra prima una crescita fino ad un massimo e poi una decrescita [80], [81].

I BTO ¢ uno dei ceramici piezoelettrici piu utilizzati nell’ingegneria tissutale ossea per la
preparazione di scaffold, mostrando ottime capacita osteogeniche. Generalmente ¢ utilizzato in
combinazione con altri materiali, come idrogeli, matrici polimeriche o HAp in modo da migliorarne
biocompatibilita, citocompatibilita e per bilanciare la sua elevata resistenza meccanica e rigidezza.
Per questo tipo di applicazione, un aumento della temperatura di sinterizzazione dello scaffold
ceramico fabbricato determina un incremento della resistenza a compressione, del coefficiente
piezoelettrico e della capacita di creare un’interfaccia salda con il tessuto osseo circostante. Si € anche
osservato che un rivestimento a base di BTO su uno scaffold conferisce proprieta antibatteriche e una
migliore capacita osteogenica [82]. In uno studio del 2002 viene posta attenzione sul ruolo della carica
superficiale del BTO ferroelettrico. Partendo da microparticelle, si ¢ prima ottenuto un dischetto a
base di BTO, per pressatura isostatica a freddo e seguente sinterizzazione, e poi lo si € polarizzato.
Effettuando il processo di poling al di sopra di T. ed eseguendo un test di immersione nel MEM
(minimal essential medium), un terreno di coltura cellulare, si € osservata la formazione di cristalli di
fosfato di calcio sulla superficie polarizzata negativamente (N-BTO) e quindi una sorta di
comportamento bioattivo, in particolare dopo 30 giorni. Questo ¢ dovuto all’adsorbimento di ioni
Ca”" dal MEM sulla superficie carica negativamente e alla successiva nucleazione di cristalli Ca-P
[83]. Pur non essendo uno studio condotto in SBF e quindi non un test standard di bioattivita, risulta
comunque interessante perché sottolinea I’importanza della carica superficiale del materiale, fornita

tramite il processo di poling.

I1 BTO in forma nanoparticellare ¢ un ottimo riempitivo per la realizzazione di nanocompositi

piezoelettrici. In letteratura si trovano esempi di compositi a matrice polimerica come PVDF/BTO o
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anche PLLA/BTO, con quest’ultimo che presenta minori proprieta piezoelettriche ma
biodegradabilita. Per esempio, in un recente lavoro del 2024 da parte di R. Schonlein et al. [84]
nanoparticelle di BTO (~50 nm) sono state incorporate in microfibre a base di PLLA, per la
realizzazione di uno scaffold nanocomposito tramite elettrospinning. I1 BTO permette di aumentare
la risposta piezoelettrica del costrutto a base PLLA, mantenendo una buona citocompatibilita.
Prima di essere incorporate nelle microfibre di PLLA, le nanoparticelle vengono rivestite con uno
strato di polidopamina, in modo da rafforzare il legame interfacciale con la matrice, la trasmissione
degli stimoli meccanici nel costrutto e di conseguenza anche 1’output piezoelettrico.
Aggiungendo 5 wt% di nanoparticelle di BTO rivestite, si ha un aumento del 120% delle proprieta
piezoelettriche rispetto ad uno scaffold a base di solo PLLA. Lavori precedenti hanno mostrato che
BMMSCs (bone marrow mesenchimal stem cells, cellule staminali mesenchimali del midollo osseo)
seminate su fibre elettrospinnate di PLLA/BTO vanno incontro ad un maggior differenziamento
osteogenico. Questo tipo di costrutto pud essere utilizzato nell’ambito dell’ingegneria del
tessuto osseo, dal momento che le particelle di BTO nella matrice di PLLA promuovono anche

I’osteogenesi e 1’osteointegrazione.

Continuando a parlare di BTO in forma di nanoparticelle, oltre a presentare elevate proprieta
dielettriche e ferroelettriche, presentano sia un effetto battericida che batteriostatico, inoltre mostrano
nei confronti di cellule tumorali una citotossicita basata su stress ossidativo, possono essere utilizzate
come agenti di contrasto per imaging. Diversi metodi di modifica superficiale sono utilizzati per

migliorarne la dispersibilita, la stabilita e la biocompatibilita, come [75]:

= Idrossilazione: quindi esposizione di gruppi idrossili -OH. E in genere il primo step di
modifica, importante per ridurre la tendenza all’aggregazione dovuta alle elevate energia e

area superficiali;

» Funzionalizzazione con modificatori di natura organica: per esempio facendo un doppio
aggraffaggio silano-PEG, con il silano che permette un ancoraggio covalente della molecola
di PEG sulla superficie della nanoparticella, oppure realizzando un rivestimento superficiale

a base di polidopamina;
= Approcci core-shell: un esempio ¢ BTO-core SiOz-shell [85];

Quando si realizzano sospensioni acquose a base di BTO, quest’ultimo presenta instabilita e tendenza
a rilasciare ioni Ba?" per idrolisi: dal punto di vista biologico questo pud avere un effetto citotossico,

per esempio a livello nervoso puod bloccare i canali ionici del potassio. Per questo motivo sono
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importanti le strategie di modifica superficiale [85], [86] ed ¢ anche importante regolare il contenuto

(Wt%) di BTO all’interno di uno scaffold.

Significativi e interessanti esempi di compositi a base BTO per 1’ingegneria tissutale sono quelli con
proprieta di bioattivita, come verra approfondito nel paragrafo 1.10.1. Un esempio molto frequente
in letteratura ¢ il composito BTO/HAp, ottenuto mescolando le due diverse polveri solide e poi
effettuando una sinterizzazione. Per esempio, C. Polley et al. [87] nel 2020 hanno realizzato uno
scaffold composito utilizzando la tecnica binder jetting, di 3D printing, ottenendo un costrutto con
macro- € micro- porosita (100-200 um), con queste ultime importanti per 1’osteogenesi. Sono partiti
da polveri di BTO (dimensione media <3um), di HAp (dimensione media~40um) e hanno utilizzato
il PEMA (polietilenmetacrilato) come legante, ottenendo una composizione 68 wt% BaTiO3,
18 wt% HA and 14 wt% PEMA. In seguito alle fasi di stampa, di sinterizzazione e di poling, il
costrutto ha mostrato un coefficiente piezoelettrico dz3 pari a circa 3 pC/N, simile al valore del
coefficiente piezoelettrico dell’osso e quindi sufficiente per applicazioni di ingegneria del tessuto
osseo in cui si vuole adottare un approccio biomimetico. I test cellulari in vitro hanno mostrato una
buona adesione, crescita e vitalita cellulari e in generale la composizione del materiale ¢ risultata
essere citocompatibile ma con basse proprietda meccaniche da migliorare. Questo tipo di studio ¢ il
punto di partenza per la realizzazione di scaffold compositi piezoelettrici e bioattivi piu complessi e
innovativi, nei quali la fase bioattiva di HAp viene sostituita da una fase a base di vetro o

vetroceramico bioattivo.

In conclusione, in campo biomedico il BTO trova applicazione, oltre che nell’ambito dell’ingegneria
tissutale, anche nello sviluppo di sensori indossabili, di sistemi per rilascio di farmaco, nel
bioimaging, per finalita antibatteriche, terapia antitumorale e stimolazione nervosa [65], [85].
Per esempio nanoparticelle di BTO, ad alto dosaggio (0.6 g/mL), hanno mostrato un effetto

terapeutico antitumorale nei confronti di cellule di carcinoma mammario [77].
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1.9 Ossido di zinco

In questo paragrafo il focus ¢ posto sulle proprieta piezoelettriche dello ZnO, soprattutto in
riferimento alle diverse morfologie nanostrutturali. Prima di entrare nel merito del discorso ¢
importante definire il concetto di nanostruttura: si tratta di una struttura molecolare con almeno una
dimensione nel range 1-100 nm. Una nanostruttura ¢ caratterizzata dalla dimensionalita, in base alla
quale si distingue tra nanostrutture 0-dimensionali (0D) come le nanoparticelle con tutte le dimensioni
nel range appena definito, nanostrutture 1-dimensionali (1D) come nanowires o nanorods con
lunghezza molto maggiore del diametro e nanostrutture 2-dimensionali (2D) come nanosheets con
una dimensione nel range nanometrico e le altre due dimensioni molto piu grandi. Esistono anche
altre morfologie nanostrutturali pit complesse come quelle 3-dimensionali (3D) o 4-dimensionali
(4D). Tutte queste nanostrutture sono accomunate dal fatto di avere un elevato rapporto area
superficiale su volume. Quando lo ZnO ¢ ridotto alla nanoscala, le sue proprieta diventano dipendenti
dalla forma e dalla struttura e la piezoelettricita ¢ tra queste. L’ interesse per le proprieta piezoelettriche
alla nanoscala ¢ qualcosa di piuttosto recente. Mentre alla nanoscala le proprieta di ferroelettricita e
ferromagnetismo spariscono, le proprieta di piezoelettricita sono conservate: si ha risposta

piezoelettrica di un materiale aumenta nel passare dalla macroscala alla nanoscala [88], [89], [90].

Le nanostrutture di ZnO presentano importanti proprieta quali non tossicita, biocompatibilita, elevata
banda proibita (bandgap) in qualita di materiale semiconduttore, buona capacita di sensing di tipo
chimico, presentano elevato assorbimento nel range UV, trasparenza nel range visibile, ottime
proprieta elastiche e soprattutto proprieta di piezoelettricita e piroelettricita. Sulla base di queste
proprieta, possibili applicazioni sono per esempio lo sviluppo di sensori chimici e biochimici, di
attuatori meccanici o sistemi di raccolta e conversione di energia (energy harvesting) di tipo
meccanico, ma anche applicazioni elettroniche ed ottiche [90]. In generale lo ZnO non presenta
ferroelettricita e quindi non necessita di un processo di poling. Effetti tossici dal punto di vista
biologico non si sono verificati per dimensioni micrometriche o maggiori, mentre invece ¢ stata
osservato un certo livello di tossicita nel range nanometrico per via della produzione di specie reattive
dell’ossigeno (ROS), per esempio utilizzando nanoparticelle. Tuttavia, la citotossicita di

nanoparticelle puo essere ridotta sfruttando una modifica di tipo chimico o fisico [66].

La piu comune struttura cristallina dello ZnO ¢ quella esagonale della famiglia wurtzite, in cui il
catione Zn?" ¢& circondato da quattro anioni O* e viceversa. Si tratta di una struttura cristallina non-
centrosimmetrica con un arrangiamento tetraedrico, in cui la lunghezza del legame lungo ’asse ¢ ¢

maggiore rispetto agli altri tre legami, determinando in questo modo una polarita lungo ’asse c.
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La polarizzazione netta, quindi il comportamento piezoelettrico, deriva dalla separazione dei centri
di carica positivo e negativo quando una pressione esterna agisce sugli spigoli del tetraedro.
La struttura dello ZnO puo anche essere vista come un impilamento, lungo 1’asse ¢, di piani alternati
a base di ioni Zn*" e O*, quindi si individuano delle superfici polari. Tutto cio fa si che la direzione
preferenziale di crescita di cristalli di ZnO sia lungo ’asse ¢ e questo, per esempio, ¢ fondamentale
per formazione di ZnO nanowires. Per ottenere altre morfologie nanostrutturali quello che si fa ¢
bloccare la crescita lungo 1’asse ¢ e modificare la crescita cristallografica [91]. Quanto detto ¢

illustrato in figura 22.
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Figura 22. Struttura cristallina esagonale dello ZnO: in grigio sono indicati gli anioni ossigeno mentre in blu i cationi zinco, ¢ ed a
invece sono i parametri reticolari [90].

Una delle tecniche di sintesi principali per ottenere nanostrutture con taglia, morfologia e proprieta
diverse ¢ il metodo di sintesi idrotermale, una tecnica bottom-up di tipo chimico. Cambiando 1
parametri di processo di questo metodo (es. substrato, pH o temperatura della soluzione), si riescono
ad ottenere nanostrutture diverse. Si tratta di una tecnica semplice, a basso costo ed efficiente. Sono
disponibili inoltre formulazioni commerciali, sottoforma di polvere secca o in sospensione.
Ad esempio, sul sito di Alfa Chemistry Nanomaterials si trovano nanopolveri di ZnO, eventualmente
dopate e in dimensioni diverse [92], sul sito di SigmaAldrich si possono trovare ZnO nanowires e
nanopolveri [93] e anche sul sito di ACS Material sono acquistabili ZnO nanowires [94].

Sul sito dell’azienda HW Nanoscale Materials sono acquistabili ZnO nanorods [95].
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Le diverse nanostrutture di ZnO presentano proprieta e applicazioni diverse [90]:

= Nanostrutture ZnO 0D: come quantum dots, core-shell quantum dots, nanosfere solide o
porose (figura 23). Sono impiegate per lo sviluppo di celle solari e per applicazioni

antibatteriche e fotocatalitiche;

= Nanostrutture ZnO 1D: come nanorods, nanobelts, nanotubes ¢ nanowires (figura 24).
Sono considerate le nanostrutture ideali per la fabbricazione di dispositivi opto-elettronici alla
nanoscala. Gli ZnO nanobelts, con la loro polarita superficiale, sono considerati il sistema

piezoelettrico ideale alla nanoscala;

= Nanostrutture ZnO 2D: come nanosheets, nanodisks, nanowhiskers, nanoplates e nanoflowers
(figura 25). Trovano applicazione nello sviluppo di nanoreattori, sensori, fotocatalizzatori,
celle fotovoltaiche e PENGs. Risultano essere piu efficienti rispetto alle nanostrutture 1D,

per esempio relativamente al gas sensing o alla conversione di energia solare;

»  Nanostrutture ZnO 3D: sono nanostrutture gerarchiche ottenute per assemblaggio di
nanostrutture 1D e/o 2D, come unita base. Esempi sono assemblaggi a base di soli 1D-
nanorods, 1D-nanowires, 2D-nanosheets o a base di 2D-nanosheets e 1D-nanorods (figura
26). Una morfologia tipica ¢ quella simil-fiore. Presentano un maggiore rapporto area
superficiale su volume e superiori proprieta rispetto alla forma massiva in bulk. Per questo
motivo possono essere sfruttare per sviluppare nanodispositivi piut complessi per la

fotocatalisi, per sensori, sistemi di rilascio di farmaco o come sistemi per energy harvesting.

D1 seguito sono riportate alcune immagini morfologiche delle diverse nanostrutture di ZnO, ottenute

tramite sintesi da parte di diversi gruppi di ricerca.

Figura 23. Immagini SEM e TEM che mostrano le seguenti morfologie nanostrutturali 0D: a) quantum dots, b&c) nanosfere [90].
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Figura 24. Immagini SEM e TEM che mostrano le seguenti morfologie nanostrutturali 1D: a) nanorods, b) nanobelts, c) nanoring, d)
nanocombs, e) nanohelixes e f) nanotube [90].
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Figura 25. Immagini SEM e TEM che mostrano le seguenti morfologie nanostrutturali 2D: a) nanodisks, b) nanowhiskers, c)
nanoplates esagonali, d) nanosheets porosi, e) nanosheets ultrafini e f) nanowalls [90].
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Figura 26. Immagini SEM e TEM che mostrano le seguenti morfologie nanostrutturali 3D.: a&b) morfologia a fiore a base di
nanosheets, c&d) microsfere mesoporose, e) morfologia a fiore a base di nanorods e f) nanostruttura 3D a base di nanosheets e
nanorods [90].
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1.9.1 Proprieta piezoelettriche delle nanostrutture di ossido di zinco

L’analisi di letteratura ha mostrato che il campo di studio e sviluppo principale ¢ quello inerente
all’energy harvesting e allo sviluppo di nanogeneratori piezoelettrici (PENGs, piezoelectric
nanogenerators), in grado di convertire uno stimolo meccanico esterno, per esempio vibrazionale
proveniente dall’ambiente o dal corpo umano, in energia elettrica, utile per alimentare sistemi
autonomi senza la necessita di una batteria. Questo pud essere sfruttato in dispositivi medici
impiantabili. Questi PENGs sono basati appunto su nanostrutture piezoelettriche, in genere poste su

un substrato flessibile.

Come riportato in tabella 4, lo ZnO in forma massiva presenta un coefficiente piezoelettrico d33 pari

a 12.4 pC/N.

Il lavoro di S. Goel e B. Kumar [90] € una review interessante in cui vengono analizzate nel dettaglio
la piezoelettricita e la ferroelettricita di diverse nanostrutture di ZnO. Viene riportato il valore del
coefficiente piezoelettrico d3; per diverse morfologie, distinguendo tra il caso in cui si utilizzano e
non si utilizzano ioni dopanti. Nella tabella 3 riportata di seguito, sono elencate alcune delle casistiche
a mio parere piu interessanti. Per una descrizione piu dettagliata delle nanostrutture e dei loro metodi
di sintesi rimando ad una consultazione specifica degli articoli primari riportati nella suddetta review.

Alcuni importanti informazioni estrapolate da questo lavoro sono le seguenti:

= Relativamente ai nanowires, si ¢ osservato che I’ouput piezoelettrico aumenta con 1’aspect
ratio (AR, rapporto d’aspetto, lunghezza/diametro) del nanowire, cio¢ al diminuire del
diametro mantenendo invece una lunghezza costante, fino ad un certo AR limite oltre il quale

invece si ha una diminuzione;

= Nanorods, nanobelts e nanosheets sono le nanostrutture principalmente studiate e utilizzate

relativamente ad applicazioni piezoelettriche;

= Per i sistemi a base di ZnO puro non dopato, il coefficiente piezoelettrico d33 assume valori

nel range 2-50 pC/N, in accordo con quanto riportato nella tabella 3;

= Particolarmente efficace risulta il dopaggio con metalli delle terre rare (es. cerio, lantanio,
gadolinio, ittrio), che vanno a sostituire gli ioni Zn®". Si ha un incremento della risposta
piezoelettrica se il rapporto carica ionica/raggio ionico dello ione dopante ¢ maggiore rispetto

a quello dello ione zinco (i.e 2.70 e/A);
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Tabella 3. Coefficiente piezoelettrico ds3 relativo a diverse morfologie nanostrutturali di ZnO. In alcuni casi viene effettuato un
dopaggio. In questa tabella non sono riportati gli specifici metodi di sintesi [90].

Campione d33 (pC/N)
ZnO nanorods 497
ZnO nanobelt 26,7
ZnO nanorods allineati verticalmente 11,8
film sottile di ZnO 8,7
ZnO pillars esagonali ordinati e separati 7,5
ZnO film dopato con V3t (Znp.975V0.0250) 110
ZnO film dopato con Cr** (Zn.04Cro,060) 120
ZnO film dopato con Fe*" (Zng 9ssFeo.0120) 127
ZnO film dopato con Mn*"Mn*" (Zng.913Mno,0870) 86
ZnO nanorods dopati con Ce>* (1 mol%) 30
ZnO nanorods dopati con La*" (5 mol%) 101
ZnO nanosheets dopati con Y3* (5 mol%) 420
ZnO nanorods dopati con Nd*' (5 mol%) 512

Un’altra review interessante ¢ quella redatta da N. Bhadwal et al. [91], in cui vengono riportati PENGs
compositi a base di nanostrutture di ZnO. In questo lavoro vengono anche riassunte le proprieta
piezoelettriche di diverse morfologie nanostrutturali di ZnO, distinguendo tra caso con dopaggio e
senza dopaggio, in linea con quanto fatto da S. Goel e B. Kumar [90]. Nella tabella 4 riportata nella
pagina seguente, ¢ elencato il coefficiente piezoelettrico d33 per nanostrutture di ZnO relativamente
a diversi lavori e studi. Per una descrizione piu dettagliata delle nanostrutture e dei loro metodi di

sintesi rimando ad una consultazione specifica degli articoli primari riportati nella suddetta review.

Tabella 4. Coefficiente piezoelettrico ds3 relativo a diverse morfologie nanostrutturali di ZnO. In alcuni casi viene effettuato un
dopaggio. In questa tabella non sono riportati gli specifici metodi di sintesi [91].

Campione dopaggio d33 (pC/N) dimensioni
ZnO massivo 12,4
ZnO nanorods 0,4-9,5 D=150-500 nm, L=400-600 nm
~9,2  D=150455 nm, L=2300+120 nm
7,5+0,6 D=300 nm, L=2 pm
11,8 D=150 nm, L=1,5 pm
49,7 D=20 nm, L=500 nm
Eu** 43,38 D=78,92 nm, L=302,33 nm
Gd* 45,49 D=59,85 nm, L=245,13 nm
La** 100,3 D=123,49 nm, L=704,38 nm
Ce** 30 D=16-20 nm, L=80-120 nm
Nd 512 D=101 nm, L=412 nm
Ba?* 41,28 D=73,25 nm, L=476,51 nm
ZnO nanobelts 14,3-26,7 spessore= 65 nm, larghezza=
360 nm, lunghezza= decine di
pm
ZnO nanosheets 6,48-18,9  spessore=1,5-4,5 nm, lunghezza
laterale= ~ 8um
80+0,8 spessore= 1,1 nm, lunghezza
laterale= diversi mm
Y3* 420 ~34 nm
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ZnO film 5-5,3 spessore=285-710 nm
\Y 85 spessore=285 nm

Alcuni importanti informazioni estrapolate da questo lavoro sono le seguenti:

= Per i sistemi a base di ZnO puro non dopato, il coefficiente piezoelettrico dz; assume valori

nel range 0.4-80.8 pC/N, in accordo anche con la tabella 4;

= In ordine di coefficiente piezoelettrico ds3 crescente troviamo ZnO nanobelts, nanorods e

nanosheets;

* Nd*-ZnO nanorods mostrano una piezoelettricitd confrontabile con quella del PZT massivo

(d33 ~500 pC/N);

=  Un PENG composito con elevato output piezoelettrico si ottiene incorporando ZnO nanowires

o anche ZnO nanosheets, allineati verticalmente, all’interno di una matrice di PVDF;

Gli ZnO nanowires presentano una maggiore flessibilita rispetto al materiale massivo, per via
dell’elevato AR. Questo permette di sopportare una maggiore tensione meccanica e di conseguenza
una quantita maggiore di energia meccanica pud essere convertita in energia -elettrica.

Pertanto risultano essere nanostrutture ideali per la realizzazione di PENGs [89].

Nel lavoro di J. Kaur et al. [88], diversi PENGs basati su nanostrutture diverse di ZnO (0D-
nanoparticelle, 1D-nanorods e 2D-nanosheets) vengono confrontati in termini di output piezoelettrico
(i.e corrente, voltaggio e potenza). I PENGs sono stati realizzati ponendo le nanostrutture
piezoelettriche a base di ZnO, sintetizzate tramite metodo idrotermale, tra due elettrodi ed applicando
in maniera periodica delle forze pressorie su questi nanodispositivi. I risultati sperimentali hanno
mostrato che, a parita di stress in input, gli output piezoelettrici aumentano in quest’ordine: PENGs
basati su nanoparticelle, basati su nanorods e basati su nanosheets. In particolare, un ruolo chiave ¢
giocato dal fatto che i nanosheets formano una rete interconnessa che amplifica la deformazione,

I’accumulo di carica e quindi I’output piezoelettrico.

Un altro lavoro interessante ¢ quello di M. Kang et al. [96] in cui viene valutata la relazione, sia dal
punto di vista sperimentale che modellistico, tra I’aspect ratio AR di nanostrutture di ZnO utilizzate
come riempitivo piezoelettrico in un PENG composito a matrice polimerica e le proprieta
piezoelettriche di quest’ultimo. I risultati mostrano che all’aumentare dell’AR aumenta la
performance piezoelettrica del PENG, come dimostrato dall’aumento del coefficiente piezoelettrico
ds3. Sfruttando il metodo di sintesi idrotermale, I’ AR ¢ stato regolato agendo su temperatura e tempo

di crescita. Quanto detto € riportato in figura 27 dove si pud considerare AR=3.3 indicativo di una
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morfologia nanoparticellare, AR=6.1 di una morfologia a nanorod e infine AR=24.3 indicativo di una
morfologia a nanowire. Si ha che il maggior AR garantisce una maggiore deformazione del riempitivo
piezoelettrico, una maggiore trasmissione interna del carico e di conseguenza un maggior output

piezoelettrico.
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Figura 27. Andamento del coefficiente piezoelettrico dz3 del PENG composito in funzione dell'aspect ratio delle nanostrutture di ZnO
utilizzate come riempitivo piezoelettrico. Si considera una concentrazione di ZnO pari a 50 wt% [96].

Studi computazionali condotti su ZnO nanotubes a singola parete hanno mostrato che le proprieta
piezoelettriche della nanostruttura sono dipendenti dal suo diametro e nello specifico si ha che il

coefficiente piezoelettrico d3; aumenta all’aumentare del diametro [97].

1.9.2 Piezoelettricita dell’ossido di zinco per I’ingegneria del tessuto osseo

In questa sezione vengono riportati alcuni lavori scientifici in cui lo ZnO ¢ utilizzato nell’ambito

dell’ingegneria del tessuto osseo per via delle sue proprieta piezoelettriche.

Chen et al. (2023) [98] hanno sfruttato NPs di ZnO (50+£10 nm) come riempitivo all’interno di
nanofibre elettrospinnate di PHB, con [’obiettivo di incrementarne proprieta meccaniche e
piezoelettriche. Nello specifico hanno realizzato uno scaffold a base di nanofibre PHB-ZnO integrate
in un aerogel di chitosano (rapporto di massa 6:4), nel complesso biocompatibile, biodegradabile,
macroporoso e con proprieta piezoelettriche. Le nanofibre di PHB-ZnO formano lo scheletro del
costrutto, mentre il chitosano funge da agente reticolante. Per ottenere una stimolazione elettrica, per
via delle proprieta piezoelettriche del costrutto, si ¢ sfruttata una stimolazione ad ultrasuoni.
La risposta piezoelettrica aumenta all’aumentare della potenza degli ultrasuoni, entro i limiti stabiliti
dalla FDA per applicazioni biomediche. Hanno osservato che all’aumentare della concentrazione di

ZnO0, fino al 2 wt%, il voltaggio piezoelettrico in output aumenta, mentre per alte concentrazioni di
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ZnO (es. 4 wt%) si riduce la formabilita e si introduce distorsione nel costrutto. I risultati cellulari in
vitro hanno mostrato che la stimolazione elettrica, ottenuta grazie agli ultrasuoni e sfruttando la
piezoelettricita del costrutto, migliora la crescita, adesione e migrazione di BMMSCs, il loro
differenziamento osteogenico e mineralizzazione. Sullo scaffold ottenuto sono state condotte anche
analisi inerenti il rilascio di ioni Zn** per via della dissoluzione del riempitivo inorganico: a 5 giorni
il livello cumulativo totale (<0.5 pg/ml) ¢ risultato essere inferiore rispetto al limite di citotossicita
(~10 pg/ml). Infine, i risultati in vivo, inserendo lo scaffold in un difetto osseo creato in tibia di ratto,
hanno mostrato una guarigione accelerata e completa con formazione di nuovo tessuto osseo dopo

8 settimane dall’impianto, grazie alla stimolazione ad ultrasuoni e alla piezoelettricita.

Un altro lavoro interessante ¢ quello di H. Ghaedsharafi et al. (2024) [99]. Sfruttando la tecnica
dell’elettrospinning coassiale, hanno realizzato uno scaffold nanocomposito, biodegradabile e
bioattivo, a base di fibre core-shell, con core a base di PVDF e ZnO NPs (10-30 nm) incorporate e
shell esterno a base di PCL. Lo ZnO si comporta da agente nucleante andando ad incrementare la fase
piezoelettrica § del PVDF, aumenta la piezoelettricita complessiva del costrutto ed influisce su diverse
proprieta biologiche. L’interazione tra le NPs ceramiche e la matrice polimerica si basa su legami ad
idrogeno. Nello specifico all’aumentare del contenuto (wt%) di ZnO, aggiunto nella soluzione di

PVDF, si hanno i seguenti effetti sulle proprieta del costrutto:

= Aumenta I’agglomerazione delle ZnO NPs e quindi la formazione di agglomerati all’interno
delle fibre elettrospinnate, determinando in questo modo anche una dispersione non uniforme

nel core polimerico;

* Fino ad un contenuto pari a 0.5 wt% la fase piezoelettrica 3 del PVDF aumenta, mentre oltre

0.5 wt% diminuisce;

= Per un contenuto superiore a 0.5 wt% si ha una diminuzione delle proprieta meccaniche del

costrutto;
= Diminuisce la velocita di degradazione;

= Aumenta la probabilita di formazione di HAp. Il test di bioattivita in SBF, per 28 giorni, ha
dimostrato la bioattivita del costrutto e la deposizione di CaP. Il rapporto atomico percentuale
Ca/P aumenta all’aumentare del contenuto di ZnO, avvicinandosi al valore di 1.67 tipico

dell’HAp.

Per un contenuto pari a 0.5 wt% di ZnO si ha un incremento dell’output piezoelettrico (d33~6.5

pc/N), dovuto sia alla piezoelettricita propria delle NPs di ZnO sia all’indiretto incremento della fase
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B del PVDF. Infine, lo ZnO risulta importante anche per la mineralizzazione e la deposizione di
fosfato di calcio, migliora la proliferazione e la crescita cellulare. La concentrazione ottimale di ZnO

¢ risultata essere 0.5 wt%, senza effetti citotossici.

Zhou et al. (2025) [100] nel loro lavoro si sono occupati di sviluppare una membrana composita, da
applicare su un difetto osseo, a doppio strato: uno strato a base di microfibre di PLLA con all’interno
NPs di ZnO (~20 nm) e un secondo strato a base di microfibre di collagene, entrambi ottenuti tramite
elettrospinning. La dispersione uniforme delle NPs di ZnO all’interno della matrice polimerica
migliora la piezoelettricita del costrutto, quest’ultima attivata tramite stimolazione LIPUS (low-
intensity pulsed ultrasound, 20 mW/cm?). Le NPs di ZnO sono state inserite nella soluzione di PLLA,
con concentrazione pari a 0,1,2 e 4 wt%, prima della fase di fabbricazione tramite elettrospinning.
La valutazione delle proprieta piezoelettriche della membrana a base di solo PLLA-ZnO ha mostrato
una correlazione positiva tra la performance elettrica del costrutto e la concentrazione delle NPs di
ZnO: all’aumentare della concentrazione di NPs di ZnO si ha un aumento del coefficiente
piezoelettrico d33 della membrana, pari a 3.5 pC/N per una concentrazione di 1 wt%. L’aggiunta di
ZnO ha come altri effetti un aumento della rugosita superficiale delle microfibre, una diminuzione
dell’idrofilicita e un aumento della resistenza a trazione del costrutto. Considerando i risultati dei test
cellulari in vitro su citocompatibilita e vitalita osteoblastica, la concentrazione ottimale di ZnO si ¢
vista essere pari a 1 wt%, dal momento che per una concentrazione maggiore si ha una diminuzione
della vitalita cellulare in particolare a 7 giorni € un aumento del numero di cellule morte. Il successivo
inserimento del secondo strato a base di collagene fornisce alla membrana caratteristiche di
bioattivita, migliora la biocompatibilita, la performance piezoelettrica, la capacita osteogenica e
osteoinduttiva e quindi la risposta cellulare. I test di rilascio in vitro hanno mostrato che il livello di
ioni Zn**, rilasciati dalla membrana PLLA-ZnO@COL, risulta essere inferiore alla concentrazione
limite di citotossicita (5 pg/mL). In conclusione, i migliori risultati cellulari in vitro e in vivo sono
stati ottenuti nel seguente ordine: PLLA-ZnO@COL, PLLA-ZnO e PLLA, con un miglioramento in
caso di stimolazione LIPUS. L’incorporazione dello ZnO migliora la capacita della membrana di
indurre rigenerazione ossea. | principali risultati di questo lavoro sono riportati nella figura 28

sottostante.
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Figura 28. Principali risultati del lavoro di Zhou et al. (2025) [100]: effetto del contenuto di ZnO (wt%) su a&b) performance
piezoelettrica della membrana composita PLLA-ZnO, ¢) sulla vitalita cellulare nel tempo.

In chiusura di questo paragrafo sulla piezoelettricita dello ZnO, in riferimento alle diverse morfologie
nanostrutturali e nell’ambito dell’ingegneria del tessuto osseo, possiamo dire che trovano elevata
applicazione le NPs di ZnO soprattutto all’interno di una matrice polimerica: dimensioni tipiche sono
intorno alle decine di nm, con un coefficiente piezoelettrico d33 del costrutto intorno a 5 pC/N.
Si ottengono quindi bassi valori del coefficiente piezoelettrico d33, comunque sufficienti nel contesto
di un approccio biomimetico e quindi per mimare il microambiente del tessuto osseo dal punto di
vista elettrico. Se si vogliono invece ottenere valori piu elevati, utili per fornire piu elevati stimoli
elettrici o anche per lo sviluppo di PENGs, nanostrutture piu efficienti risultano essere nanowires,
nanosheets, nanorods e nanobelts. In generale ¢ importante garantire biocompatibilita ed evitare
citotossicita: a tal proposito il livello di ioni Zn?" rilasciati deve essere inferiore alla concentrazione
limite di citotossicita (5-10 ng/mL) e per fare questo ¢ importante un rivestimento o incapsulamento

con materiale biocompatibile che limiti questo rilascio.
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1.10 Materiali bioattivi e piezoelettrici: stato dell’arte

In questo paragrafo, che rappresenta il cuore di questa tesi e il punto di partenza per studi futuri nel
settore, verranno elencati e descritti alcuni studi di ricerca in cui sono stati sviluppati materiali
contemporaneamente bioattivi e piezoelettrici. La fase piezoelettrica analizzata ¢ a base di BTO o
Zn0O, mentre la fase bioattiva sara a base di BG. L’analisi di letteratura ha mostrato che nei primi
tentativi, di unire fase piezoelettrica e fase bioattiva in un’unica formulazione, come componente
bioattiva ¢ stata considerata I’HAp. In alcuni lavori come metodo si utilizza la semplice miscelazione
delle polveri solide mentre in altri, quelli di interesse, si utilizzano metodi di sintesi di tipo chimico e
il processo Stober modificato per realizzare uno shell bioattivo attorno ad un core piezoelettrico.
Oltre al metodo di unione delle due fasi, alla tipologia di fasi, sono importanti anche la dimensione e
la concentrazione delle due fasi e la compatibilita tra esse. Questa fase di ricerca bibliografica ¢ stata

preliminare per 1’ultimo step di lavoro, ovvero la parte sperimentale di laboratorio.

Alcuni lavori citati non contengono la fase piezoelettrica di interesse (es. casi in cui si considera ZrQO3)
o presentano uno shell a base di sola silice senza ioni modificatori. Ho ritenuto importanti e utile
citarli in quanto il metodo di sintesi utilizzato e le considerazioni teoriche degli autori possono essere

punto di partenza per il nostro scopo.

La combinazione tra materiali ceramici piezoelettrici e BGs presenta delle difficolta. Generalmente,
il processo di produzione dei ceramici piezoelettrici richiede elevate temperature di sinterizzazione
(es. nel caso del BTO intorno a 1320°C), in modo da ottenere una struttura coesa e resistente
meccanicamente. Queste alte temperature sono pero critiche per molti BGs, in quanto possono
determinare la formazione di fasi cristalline e influire sulla bioattivita. Come detto nel paragrafo 1.3.3,
la formazione di fasi cristalline silicate non inibisce ma ritarda la formazione dello strato di HCA.
Pertanto, un passaggio chiave nella fabbricazione di un materiale piezoelettrico e bioattivo ¢ la
progettazione della fase di sinterizzazione con 1 suoi parametri. Dal punto di vista della composizione
del materiale finale e della concentrazione delle due diverse fasi, generalmente il contenuto di fase
piezoelettrica ¢ superiore rispetto a quello della fase bioattiva (indicativamente 75-80 wt% e 20-25
wt%) e il rapporto relativo influisce sull’equilibrio tra proprieta di piezoelettricita e proprieta di

bioattivita.
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1.10.1 Titanato di bario

Un lavoro che puo essere considerato un punto di partenza ¢ quello di C. Polley et al. [87], gia
presentato nel paragrafo 1.8 relativo al BTO. In questo lavoro particelle micrometriche di BTO e HAp
sono state utilizzate per realizzare uno scaffold tramite tecnica di additive manufacturing, dopo essere
state mescolate e legate utilizzando un legante polimerico. Non ¢ stata valutata la bioattivita del
costrutto ma soltanto il comportamento piezoelettrico: nello specifico si € osservato che il coefficiente
piezoelettrico d33 cresce all’aumentare dell’intensita del campo elettrico applicato durante il processo
di poling, mentre il tempo di poling ¢ risultato essere poco influente. I test cellulari in vitro sono stati

soddisfacenti ma mancano test in vivo.

Lo stesso gruppo di ricerca [101] ha poi fatto un passo in avanti sostituendo le particelle
micrometriche di HAp con particelle micrometriche di BG di composizione 45S5 (dimensione media
~4um). Utilizzando anche in questo caso la tecnica di fabbricazione binder jetting, si ¢ ottenuto uno
scaffold ceramico piezoelettrico-vetroceramico bioattivo. In figura 29 ¢ schematizzato il processo di
fabbricazione adottato per la realizzazione dello scaffold multifunzionale. Sono state valutate due
composizioni diverse, una ad alto contenuto di BG (15 wt%) e una a basso contenuto di BG (5 wt%).
Questo lavoro ¢ importante poiché evidenzia I’effetto del post-trattamento termico di sinterizzazione
sulla componente vetrosa: dal momento che la temperatura massima di sinterizzazione ¢ oltre le Ty
della componente vetrosa, entra in gioco il flusso viscoso del biovetro che facilita la densificazione e
compattazione del materiale, in particolare nel caso 15 wt% BG questo permette una sinterizzazione
ad una temperatura massima piu bassa (1150°C) rispetto al caso 5 wt% BG (1320°C). Durante la
sinterizzazione si formano seconde fasi per via della reazione tra BTO e BG (fasi BaxTiSi2Os e
CaTiOs3) e per via della cristallizzazione del BG (fase NasCa3SicO13), fenomeno piu marcato nella
composizione ad alto contenuto di BG. Rispetto al lavoro precedente, in questo caso I’aggiunta di BG
al posto del’HAp determina un aumento delle proprieta meccaniche, vicine a quelle dell’osso
trabecolare e adatte per applicazioni in zone non troppo sollecitate dal punto di vista meccanico.
Confrontando le due composizioni si osserva che in quella ad alto contenuto di BG si hanno superiori
proprieta meccaniche come la resistenza a compressione, un minore coefficiente piezoelettrico ds3,
una maggiore bioattivita valutata tramite test in SBF a 28 giorni con I’"HCA precipitata che presenta
morfologia a cavolfiore, ma anche un effetto citotossico superiore come mostrato dai test cellulari in
vitro. In figura 30 sono riportati i risultati piu rilevanti relativamente alle proprietda meccaniche,
piezoelettriche e di bioattivita delle due composizioni valutate. La composizione migliore ¢ risultata
essere pertanto la BTO5BG in quanto meno citotossica, con una buona risposta cellulare e con

coefficiente piezoelettrico dz3 ~21pC/N. Mancano pero test in vivo su un modello animale.
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Figura 29. Processo di fabbricazione utilizzato da C.Polley et al. [101] per la realizzazione dello scaffold composito piezoelettrico e
bioattivo a base di microparticelle di BTO e BG 4555, miscelate allo stato solido.
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Figura 30. Alcuni dei risultati principali del lavoro di C.Polley et al. [101], confrontando le due diverse composizioni BTO5SBG e
BTOI15BG: A) proprieta meccaniche e in particolare resistenza a compressione, B) coefficiente piezoelettrico d33 e C) analisi SEM
dei campioni in seguito a test di bioattivita in SBF per 28 giorni.
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Successivamente nel 2024, lo stesso gruppo di ricerca di C. Polley et al. [102] si € occupato di
realizzare un materiale piezoelettrico e bioattivo, nuovamente a base di particelle micrometriche
commerciali di BTO e BG 45S5, miscelate allo stato solido. La novita di questo lavoro pero ¢
rappresentata dall’utilizzo della tecnica FAST (field-assisted sintering technique), con 1’obiettivo di
ottenere un campione con un’elevata densita e un basso grado di cristallizzazione della componente
vetrosa. Nel lavoro viene indagato nel dettaglio I’effetto della temperatura massima di sinterizzazione
su proprieta del campione finale quali la densita, il coefficiente piezoelettrico ds3 € la percentuale di
fase cristallina tetragonale del BTO. E stata osservata I’importanza di un post-trattamento a 1320 °C
in modo da impartire una riconfigurazione microstrutturale del materiale, cosi da indurre un
incremento della taglia dei grani e quindi migliori proprieta piezoelettriche. Le composizioni indagate
sono state BTO2.5BG (2.5 wt%) e BTO5SBG (5 wt%) ed anche in questo caso si & osservato che
all’aumentare del contenuto di BG le proprieta piezoelettriche diminuiscono, questo poich¢ la
componente vetrosa ¢ non piezoelettrica e interferisce con 1’allineamento dei dipoli durante il
processo di poling. Inoltre, alle alte temperature di lavoro, per via di reazioni chimiche di scambio
ionico tra BTO e BG, si forma la seconda fase Ba,TiSi,Og (Frensoite) piezoelettrica ma non
ferroelettrica. Per le combinazioni indagate, il coefficiente piezoelettrico d; varia nel range 0.78-
3.39 pC/N, risultando dello stesso ordine rispetto a quello del tessuto osseo. La figura 31 riporta il
coefficiente piezoelettrico d5 al variare della temperatura di sinterizzazione, per un materiale finale
a base di BTO, BTO2.5BG e BTO5BG. In sostanza, rispetto al lavoro precedente cambia soltanto la
tecnica di sinterizzazione, con effetti sul grado di compattazione del materiale finale e sulle proprieta

piezoelettriche. Mancano pero test di bioattivita, cellulari in vitro e test in vivo.
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Figura 31. Rappresentazione grafica dell effetto della temperatura di sinterizzazione sul coefficiente piezoelettrico d33. Il confronto
avviene tra i tre campioni: BTO puro, BTO2.5BG e BTO5BG [102].
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Nel 2020, B. Saeidi et al. [103] hanno realizzato uno scaffold poroso e composito a base di
micropolveri di BTO e nanopolveri di BG a composizione ternaria silicio-calcio-fosforo (<50 nm),
sfruttando la tecnica freeze casting. Hanno confrontato le due diverse composizioni BTO90nBG10 e
BTO75nBG25, rispettivamente con contenuto di BG pari a 10 vol% e 25 vol%. Entrambe le
composizioni sono risultate essere soddisfacenti dal punto di vista delle proprieta meccaniche,
piezoelettriche e biologiche, non mostrando citotossicita nei test cellulari in vitro. La composizione
a maggior contenuto di BG ha mostrato una maggiore densita e minore porosita per via del flusso
viscoso della componente vetrosa durante la sinterizzazione (1320°C, 2h), una maggiore resistenza a
compressione per via dell’azione rinforzante della fase vetrosa e anche una migliore risposta cellulare
da parte di MSCs. Il coefficiente piezoelettrico d;3 misurato per le due diverse composizioni
BTO90nBG10 e BTO75nBG25 vale rispettivamente 36 pC/N e 24 pC/N, superiore rispetto a quello
del tessuto osseo e quindi i costrutti sono in grado di facilitare la rigenerazione ossea. Durante la
sinterizzazione ¢ stata inoltre osservata la parziale ricristallizzazione della fase vetrosa con
formazione di seconde fasi minori. Non sono stati effettuati test di bioattivita o test in vivo in modello
animale. La tabella 5 riportata di seguito mette a confronto le due composizioni fabbricate e il tessuto

osseo, compatto e trabecolare, dal punto di vista delle proprieta fisiche, meccaniche e piezoelettriche.

Tabella 5. Confronto in termini di proprieta fisiche, meccaniche e piezoelettriche tra [’osso (compatto e trabecolare) e gli
scaffolds a base di BTO e nanopolveri di BG realizzati tramite freeze casting, da parte di Seidi et al. [103].

Property BT90/nBG10 BT75/mBG25 Compact bone Cancellous bone
Density, g/cm® 0.99 + 0.1 1.18 £ 0.1 1.4-1.9 0.8-1.1
Porosity, % 82 %1 77£1 5-30 75-95
Compressive strength, MPa 8.1+0.3 16.9 + 1.1 50-150 1.3-13

ds3, pC/N 36 24 0.7 0.7

Statistical analysis was conducted using ANOVA; P < 0.001 (Differences were considered significant for P < 0.05)

Per quanto riguarda studi in cui si utilizza invece un approccio core-shell, nel 2020 H. Huang et al.
[85] hanno modificato superficialmente NPs di BTO (diametro medio~8 nm) con un rivestimento di
stati proposti e confrontati due interessanti metodi: il metodo Stober modificato, che permette di
ottenere un design core-shell di tipo aggregato (100-200 nm), e il metodo della microemulsione
inversa, che permette di ottenere invece un design core-shell singolo (~29 nm). Il primo metodo
risulta nell’incapsulamento di aggregati di NPs di BTO con uno strato di SiO2 spesso (20-100 nm), ¢
piu efficiente dal punto di vista del tempo di sintesi e del costo ma puo essere difficile da utilizzare

con particelle di piccola taglia, idrofobiche e con un’elevata concentrazione in sospensione colloidale.
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Il secondo approccio invece risulta nell’incapsulamento di singole NPs di BTO con un rivestimento
di Si0O; sottile (~10 nm), ¢ migliore per rivestire NPs con taglia inferiore a 10 nm ma ¢ piu complicato,
meno scalabile e richiede un tempo di sintesi piu lungo. Inoltre, il metodo della microemulsione
inversa richiede 1’utilizzo del surfattante Igepal CO-520 e si basa su un meccanismo di scambio di un
ligando. I ricercatori in questo studio hanno mostrato che lo shell di silice ¢ in grado di confinare gli
ioni Ba?" all’interno del core, minimizzandone il rilascio in ambiente acquoso e quindi la tossicita:
il test di rilascio, effettuato in soluzione tampone fosfato salina (PBS, phosphate-buffered saline) a
pH=7.4 per 48h, ha mostrato un quantitativo di ioni Ba®" rilasciati inferiore al 3% in peso del
quantitativo totale di bario nelle NPs di BTO. Di questo lavoro, ai fini della tesi e della successiva
parte sperimentale, interessa il metodo Stober modificato. Il protocollo di sintesi proposto dagli autori
¢ il seguente:

1) Dispersione delle NPs di BTO in etanolo, ad una concentrazione di 9 mg/mL;

2) Miscelazione sotto stirring, per 20 min, di 9 mL di questa sospensione, 1 mL di acqua e

100 puL di TEOS;

3) Aggiunta di 0.2 mL di ammoniaca (28%);

4) Stirring per 2h;

5) Centrifugazione e raccolta delle NPs di BTO modificate in superficie con SiO2;
Con questo protocollo di sintesi si ottengono aggregati di forma sferica, mentre utilizzando nello
step 2) 2 mL di acqua e 50 pL di TEOS si ottiene una forma allungata. Parametri importanti sono il
quantitativo di TEOS, di acqua e il rapporto molare etanolo/acqua. Come catalizzatore basico ¢
utilizzata I’ammoniaca. Nello specifico, aumentando il contenuto di TEOS si ottiene uno shell di
silice con uno spessore maggiore e una superficie piu liscia, mentre aumentando la concentrazione di
acqua (i.e diminuendo il rapporto molare etanolo/acqua) aumenta la dimensione del core, si ottiene
uno shell di silice con una superficie pit rugosa e irregolare e aumenta il grado di aggregazione delle

NPs di BTO. Quanto detto ¢ illustrato in figura 32.
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Figura 32. Schema illustrativo del processo di rivestimento di NPs di BTO tramite processo Stober modificato. Sono evidenziati i parametri di
sintesi e la loro influenza sulla morfologia delle particelle core-shell, sul grado di aggregazione dei core e sullo spessore dello shell [85].
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Il lavoro appena illustrato si basa, soprattutto dal punto di vista teorico, sulle precedenti
considerazioni di L. Ding et al. [104], relative alla sintesi di NPs core-shell di Fe304-SiO» sfruttando
il metodo della microemulsione inversa. In questo articolo 1’obiettivo ¢ quello di realizzare NPs con
design core-shell singolo, evitando la formazione di particelle di sola silice. I parametri su cui viene
maggiormente posta I’attenzione sono il contenuto di NPs da rivestire, di TEOS e di ammoniaca.
Alcuni dei risultati piu importanti sono i seguenti:

= Aumentando il contenuto di TEOS aumenta lo spessore dello shell di silice, ma oltre un certo
valore si vengono a formare anche particelle di pura silice. Una migliore strategia ¢ quindi
quella di frazionare 1’aggiunta del maggior contenuto di TEOS (es. decine di uL/h, per una
decina di ore). Il contenuto di TEOS ¢ in relazione con la concentrazione di monomeri
idrolizzati in soluzione, da cui dipende il verificarsi di una nucleazione omogenea
(i.e formazione di particelle di pura silice) o una nucleazione eterogenea (i.e formazione di
uno shell di silice su una particella di natura diversa);

* Anche il contenuto di ammoniaca influisce sullo spessore dello shell di silice. Aumentare solo
esso perod ha un basso effetto incrementale ma ¢ necessario anche diminuire il contenuto di
TEOS, da aggiungere questa volta tutto in una volta. Dall’altro lato, un basso contenuto di
ammoniaca determina la formazione di uno shell di silice sottile, in quanto si formano meno
monomeri idrolizzati di TEOS in soluzione.

Quindi questo lavoro ¢ importante per capire come regolare il rivestimento a base silice di particelle
di diversa natura, agendo su due parametri importanti quali il contenuto di TEOS e il contenuto di

ammoniaca.

Nel 2015, Y. Zhang et al. [105] hanno proposto un diverso protocollo di sintesi, nuovamente basato
sul processo Stober, per ottenere NPs core-shell di BTO-Si0,, partendo da NPs commerciali di BTO
(dimensione media ~300 nm). Facendo variare la percentuale in peso di silice da 1 a 8 %wt sono
riusciti ad ottenere uno shell di silice con spessore fino a 12 nm, dipendente pertanto dal quantitativo
di precursore TEOS utilizzato. Nello specifico il protocollo di sintesi utilizzato dagli autori ¢ il
seguente:

1) Sospensione di 20 g di NPs di BTO in 50 ml di etanolo e 3 ml di acido acetico;

2) Stirring magnetico per 40 min a 40°C in bagno termostatico ad acqua, poi trattamento ad

ultrasuoni per 30 min;
3) Aggiunta lenta di TEOS (volume non specificato, variabile in modo da ottenere un contenuto

di 8102 di 0, 1.0, 1.5, 2,0, 2.5, 3.0, 4.0, 6.0 e 8 wt%);
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4) Stirring magnetico per 40 min a 40°C in bagno termostatico ad acqua, poi trattamento ad
ultrasuoni per 30 min;

5) Aggiunta goccia a goccia di ammoniaca (25-28%);

6) Centrifugazione e lavaggio con acqua deionizzata delle polveri ottenute;

7) Essiccamento in aria a 100°C per 12h;
Il primo step di sintesi consiste nel pre-attivare le NPs di BTO in acido acetico ed etanolo, in modo
da ripulire la superficie e indurre 1’esposizione di gruppi ossidrili -OH utili per la formazione dello
shell di silice. Come descritto nel paragrafo 1.5.1, I’effetto della temperatura, testato in questo
protocollo, potrebbe essere quello di accelerare la reazione di idrolisi e rallentare la reazione di
condensazione del TEOS, in modo da favorire la nucleazione e formazione di monomeri idrolizzati
piuttosto che la loro aggregazione. Di conseguenza verrebbe favorita la deposizione sul core di BTO.
Il catalizzatore basico ¢ I’ammoniaca (25-28%), anche se nel lavoro citato non viene riportato il valore
di pH a cui la sospensione viene portata. In figura 33 ¢ riportata un’immagine TEM raffigurante le
NPs core-shell sintetizzate. Le polveri ottenute sono state poi sottoposte a pressatura uniassiale,
in seguito a miscelamento con legante PVA (5%), in modo da ottenere pellets di dimensione
millimetrica (diametro 12 mm, spessore 0.5 mm). Dopo una fase di de-binding per allontanare il
legante (600°C, 2h), i pellets sono stati sinterizzati in aria a 1250°C per 2h, con una velocita di
riscaldamento pari a 2°C/min. Con la sinterizzazione ¢ stata osservata la formazione della seconda
fase cristallina BaxTiS120g, per via delle reazioni di inter-diffusione all’interfaccia tra core e shell.
L’obiettivo ultimo degli autori ¢ stato quello di valutare le differenti proprieta dielettriche e la
microstruttura tra un ceramico ottenuto partendo da NPs di solo BTO e un ceramico a base di NPs

core-shell di BTO-SiO».

Figura 33. Immagine TEM raffigurante le NPs core-shell di BTO-SiO: sintetizzate da Y. Zhang et al. [105]. Nel caso specifico il
contenuto di SiO:z é pari a 8 wt% e lo shell ha uno spessore di circa 12 nm.
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Un protocollo simile al precedente ¢ stato adottato da L. Xu et al. [106] nel 2017, per sintetizzare NPs
core-shell di BTO-Si0,. Nello specifico, i passaggi di sintesi effettuati sono i seguenti:

1) Sospensione di 10 g di NPs di BTO in 25 ml di etanolo e 1 ml di acido acetico;

2) Stirring magnetico per 30 min, poi trattamento ad ultrasuoni per 30 min;

3) Aggiunta lenta di TEOS (volume non specificato, variabile in modo da ottenere un contenuto

di Si02 di 2.5, 5, 7.5, 10, 15 e 20 wt%);

4) Stirring magnetico per 30 min, poi trattamento ad ultrasuoni per 30 min;

5) Aggiunta goccia a goccia di ammoniaca in modo da portare il pH a 9.5;

6) Stirring a 40°C per Sh;

7) Centrifugazione e lavaggio con etanolo delle polveri ottenute;

8) Essiccamento in forno a 120°C per 8h;
Le polveri sintetizzate sono state poi miscelate con il legante PVA (5%), pressate in pastiglie e infine
sinterizzate a 1200°C. Rispetto al lavoro precedente di Y. Zhang et al. [105], in questo caso la
dimensione media delle NPs di partenza di BTO ¢ ~100 nm e cambiano anche le percentuali in peso
di SiO; considerate, quindi il contenuto di TEOS. In questo caso il pH a cui viene portata la
sospensione, grazie all’aggiunta dell’ammoniaca, ¢ specificato e pari a 9.5. Cambia anche il punto
del protocollo in cui viene introdotto I’effetto della temperatura (40°C), cio¢ dopo l’aggiunta
dell’ammoniaca e non prima. Anche qui viene effettuato un pre-trattamento con acido acetico e si
sfruttano nuovamente gli ultrasuoni, per favorire la dispersione delle NPs e fornire energia alle
reazioni. Allo stesso modo, ’obiettivo finale degli autori ¢ stato quello di valutare gli effetti del
rivestimento a base di silice amorfa sulla microstruttura e proprieta dielettriche del ceramico
composito finale. Il processo di sinterizzazione porta alla formazione di una seconda fase cristallina,

identificata dagli autori come BaTiSiOs, impattante sulle proprieta finali del materiale ceramico.

I due lavori appena descritti, di Y. Zhang et al. [105] e L. Xu et al. [106], forniscono protocolli di
sintesi molto dettagliati per ottenere NPs core-shell di BTO-SiO;. I materiali finali ottenuti, pellets
nel primo lavoro e pastiglie nel secondo, possono essere sottoposti a polarizzazione e successiva
valutazione delle proprieta piezoelettriche. In aggiunta, partendo da essi si pud modificare il
protocollo in modo da ottenere uno shell a base di BG, utilizzando i precursori TEP e CN.

E importante valutare il rilascio di ioni Ba?* tramite test in vitro, come fatto da H. Huang et al. [85].

Nel 2021, B. Hoomehr et al. [107] hanno progettato e sintetizzato NPs core-shell composte da un
core a base di BG di composizione binaria (Si02-CaO) e uno shell a base di zirconia (ZrO.), per
ottenere quindi una formulazione core-shell a design invertito. Hanno sfruttato un metodo sol-gel

combinato con trattamento ad ultrasuoni. Nello specifico, la sospensione in etanolo delle NPs di BG,
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sintetizzate tramite metodo sol-gel utilizzando come precursori TEOS e CN, ¢ stata aggiunta ad una
sospensione di precursori della zirconia e poi trattata con ultrasuoni. La formazione dello shell di
ZrO; ¢ una conseguenza dell’adsorbimento dei cationi Zr** sulla superficie carica negativamente delle
NPs di BG, tramite interazioni elettrostatiche, ed ¢ promossa anche dalle successive fasi di
essiccamento e calcinazione (600 °C, 3h). Le NPs core-shell ottenute si presentano con una
morfologia sferica (diametro medio ~150 nm, spessore shell ~15 nm) e una superficie rugosa.
Sono state utilizzate per realizzare un rivestimento su un substrato metallico, tramite la tecnica della
deposizione elettroforetica (EPD). Su questi rivestimenti sono stati condotti test in SBF a 7 giorni per
valutarne la bioattivita ed ¢ stata osservata la formazione di depositi di CaP, anche se in numero
inferiore rispetto ad un rivestimento a base di NPs di solo BG, questo perch¢ lo shell agisce da barriera
limitando ma non impedendo il rilascio ionico dal core di BG. La rugosita dello shell risulta
importante per non impedire il rilascio ionico e quindi preservare le proprieta bioattive del core.
Questo lavoro puo essere un punto di partenza, non tanto per quanto riguarda le quantita dei precursori
e le dimensioni delle polveri da utilizzare, quanto per gli step di sintesi, i solventi e I’utilizzo degli
ultrasuoni. Si puo partire da questo lavoro per provare a realizzare uno shell piezoelettrico su un core
bioattivo, ricordando che ¢ importante che la superficie dello shell da ottenere sia rugosa affinche la
bioattivita del core venga preservata. La figura 34, tratta direttamente dall’articolo citato, illustra il

metodo di sintesi seguito dagli autori.

” _y | Deionized water
Ethanol (pH=11)
- 1 :
Zirconium propoxid Bioactive glass o Ethanol
e b )
15 min stirring 15 min sonication
- . +4hr stirring—
4hr stirring
Drying (80°C) = < —
(%D Calcination (600°C) Centrifuging
—

Figura 34. Protocollo di sintesi utilizzato da B. Hoomehr et al. [107] per sintetizzare NPs core-shell BG-ZrO:, tramite metodo sol-gel
e trattamento ad ultrasuoni. Si ottiene un design core-shell invertito, in cui la fase bioattiva rappresenta il core.
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Il lavoro piu interessante individuato ¢ quello di Z. Yang et al. [108]. Questi ricercatori sono riusciti
a rivestire un core di BTO con uno shell uniforme e omogeneo a base di BG di composizione binaria
(S102-Ca0), utilizzando il metodo sol-gel assistito da ultrasuoni. Il protocollo di sintesi utilizzato ¢ il
seguente:
1) Pre-attivazione delle NPs di BTO con acido acetico in etanolo, sotto stirring e trattamento ad
ultrasuoni per 30 min;
2) Aggiunta goccia a goccia di un certo volume di TEOS liquido, in accordo con il rapporto in
massa BTO:BG scelto e quindi con il contenuto di BG (5,10,15 wt%);
3) Secondo trattamento ad ultrasuoni;
4) Aggiunta dell’ammoniaca, all’interno della sospensione, in modo da portare il pH a 9.5;
5) Stirring a 40°C per 2h;
6) Aggiunta del precursore CN solido;
7) Stirring per 4h;
8) Centrifugazione, lavaggio ed essiccamento delle polveri core-shell ottenute;
Il pre-trattamento con acido acetico ¢ importante per attivare la superficie delle NPs di BTO e per
indurre 1’esposizione superficiale dei gruppi ossidrili -OH. Il trattamento con ultrasuoni facilita la
dispersione delle NPs, cosa importante per ottenere un design core-shell singolo. L’ammoniaca, e in
particolare il pH, sono importanti in quanto catalizzano le reazioni di idrolisi e condensazione del
TEOS, permettendo la formazione di un’iniziale shell a base silice all’interno del quale poi dovranno
entrare gli ioni modificatori Ca**. Altri parametri di sintesi importanti sono i tempi di stirring e la
temperatura. Dopo la loro sintesi, le NPs core-shell sono state sospese in etanolo insieme al legante
polimerico PVP, in modo da formare uno slurry. Utilizzando la tecnica gas extrusion, di 3D printing,
¢ stato quindi fabbricato uno scaffold cilindrico millimetrico, poi sottoposto a trattamento termico di
sinterizzazione e infine a polarizzazione (110°C, 3 kV, 15 min). Temperatura di sinterizzazione e
contenuto di BG sono i due parametri che piu influiscono sulla microstruttura, sulle proprieta
meccaniche, piezoelettriche, di bioattivita e sulla risposta cellulare. Nello specifico sono state valutate
tre diverse temperature di sinterizzazione (1150°C, 1200°C, 1250°C) e tre diversi contenuti di BG (5,
10, 15 wt%). I risultati delle caratterizzazioni hanno mostrato che:
= Aumentando il contenuto di BG (5,10,15 wt%) aumenta lo spessore dello shell bioattivo
(5,11,16 nm). Inoltre, dal momento che la fase bioattiva alle alte temperature di
sinterizzazione fonde e funge da legante tra le particelle di BTO, si verifica anche un aumento
della densita e diminuzione della porosita, con conseguente aumento della resistenza
meccanica a compressione. Il coefficiente piezoelettrico d33 invece diminuisce all’aumentare

della fase non piezoelettrica;
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= Per quanto riguarda la temperatura di sinterizzazione, a 1150°C e 1200°C non si ha una
densificazione completa. All’aumentare di essa, dal momento che le particelle diventano piu
grosse, si ha un aumento della densita, una riduzione della porosita e conseguentemente un
aumento della resistenza meccanica a compressione. Il coefficiente piezoelettrico d53 invece
aumenta,;
= Come gia osservato in lavori precedenti, durante la sinterizzazione si verifica la formazione
di una seconda fase cristallina (Ba>TiSi,0g), per via di reazioni interfacciali tra il core di BTO
e I’ossido di silicio all’interno dello shell di BTO;
= All’aumentare del contenuto di BG si ha una migliore risposta cellulare in termini di adesione,
proliferazione e differenziamento osteogenico di MSCs. Questa migliore risposta si verifica
anche nel caso di scaffold polarizzato rispetto a quello non polarizzato;
I risultati migliori si sono ottenuti nel caso di temperatura di sinterizzazione pari a 1250°C e contenuto
di BG pari a 15 wt%. In questo caso il costrutto finale presenta una resistenza meccanica a
compressione pari a 66 MPa e un coefficiente piezoelettrico d3 pari a circa 1.1 pC/N, entrambi valori
vicini alle rispettive proprieta dell’osso (vedi tabella 5). In questo lavoro mancano, pero, test di
bioattivita a lungo termine, test in vivo e test relativi al rilascio di ioni Ba**. Nella seguente figura 35
sono riportate le immagini TEM relative alle NPs core-shell sintetizzate, per diversi contenuti di fase

bioattiva.

(Az') # & (Bz) 11nm (CZ) I6nm |

Figura 35. Immagini TEM raffiguranti le NPs core-shell BTO-BG (SiO2-CaO) ottenute. Si puo notare che all’ aumentare
del contenuto di BG aumenta lo spessore dello shell: A2) BG 5 wt%, B2) BG 10 wt%, C2) BG 15 wt%.

Nella tabella 6 riportata di seguito sono riassunti in maniera concisa i lavori precedentemente
analizzati, relativi all’unione di una fase piezoelettrica rappresentata dal BTO e di una fase bioattiva
o anche consistente in un rivestimento di silice. Sono riportate le informazioni piu rilevanti quali le
principali caratteristiche del core e dello shell, il metodo di unione delle due fasi, il campione finale
ottenuto nel lavoro, i risultati principali ottenuti e in particolare le proprieta piezoelettriche e bioattive

eventualmente valutate, le applicazioni e gli sviluppi futuri.
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Tabella 6. Tabella riassuntiva dei principali lavori di ricerca in cui la fase piezoelettrica di BTO viene unita con una fase bioattiva, tramite miscelazione allo stato solido o approccio core-shell.

Sono considerati anche lavori in cui lo shell e a base di silice.

Fase piezoelettrica

BTO (polveri
commerciali,
dimensione media
<3pm, 68 wt%).

BTO (polveri
commerciali,
dimensione media
<3pm).

BTO (polveri
commerciali).

Fase bioattiva

HAp (polveri
commerciali,
dimensione media
~40um, 18 wt%).

BG 4585 (polveri
commerciali,
dimensione media
~4um, 5 wt%/15
wt%).

BG 4585 (polveri
commerciali, 2.5
wt%/5 wt%).

Metodo di unione
delle due fasi

Miscelazione allo
stato solido.

Miscelazione allo
stato solido.

Miscelazione allo
stato solido.

Campione finale

Polveri mescolate
sfruttando un legante
polimerico (PEMA) e
scaffold realizzato tramite
tecnica binder jetting,
sinterizzato e polarizzato
(120°C, 1.25 kV/mm, 15-
30 min).

Polveri mescolate
sfruttando un legante
polimerico (PEMA) e un
agente di flusso a base
silice e scaffold realizzato
tramite tecnica binder
jetting, sinterizzato e
polarizzato (120°C, 1.25
kV/mm, 30 min).

Materiale ottenuto tramite
FAST (field-assisted
sintering technique),
sottoposto a post-
trattamento a 1320°C e
polarizzato (12 kV, 15
min).

Valutazioni e
applicazioni

I test cellulari in vitro
hanno mostrato una buona
adesione, crescita e
vitalita cellulari e in
generale la composizione
del materiale ¢ risultata
essere citocompatibile.

La composizione migliore
¢ risultata essere la
BTOS5BG (BG 5 wt%) in
quanto meno citotossica,
con buone risposte
cellulari, con un maggiore
coefficiente piezoelettrico
e con buone proprieta
meccaniche e di
bioattivita.

E stato valutato l'effetto
della temperatura
massima di
sinterizzazione sulla
densita del campione,
sulla frazione di fase
cristallina tetragonale,
sulla microstruttura e sulle
proprieta piezoelettriche.
E stato valutato anche
I'effetto di un post-
trattamento a 1320°C.
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Proprieta
piezoelettriche

d33~3pC/N

d33~21pC/N per
BTOS5BG,
d33~1.2 pC/N per
BTO15BG

d33 nel range 0.78-
3.39 pC/N.

Bioattivita

Non valutata.

Nel caso della
composizione
BTO15BG il test di
bioattivita in SBF a
28 giorni mostra la
formazione di uno
strato di HCA con la
tipica morfologia a
cavolfiore mentre nel
caso della
composizione
BTOS5BG la
precipitazione di
HCA ¢ meno
pronunciata,
sottoforma di
particelle piu isolate e
pertanto con una
bioattivita inferiore.

Non valutata.

Aspetti da

Jal Rif.
migliorare

Scarse proprieta [87]
meccaniche

migliorabili

modificando il

trattamento di
sinterizzazione o la
composizione. E

necessario effettuare

test in vivo.

E necessario
effettuare test in
vivo, valutare il
rilascio di ioni Ba*"
tramite test in vitro.

[101]

E necessario
effettuare test di
bioattivita, test
cellulari in vitro e
test in vivo, in
particolare valutare il
rilascio di ioni Ba®".

[102]

Anno

2020

2023

2024



BTO (polveri
micrometriche
sintetizzate).

BTO (NPs
sintetizzate tramite
metodo sol-gel
modificato, diametro
medio ~8 nm).

BG (nanopolveri
sintetizzate
tramite metodo
sol-gel, con
composizione
ternaria a base
silicio-calcio-

fosforo, <50 nm).

Rivestimento a
base di silice
amorfa (fase non
bioattiva)
partendo dal

precursore TEOS.

Ammoniaca
(28%) utilizzata
come
catalizzatore
basico.

Miscelazione allo
stato solido.

Approccio core-
shell tramite
metodo Stober
modificato.

Polveri mescolate fino ad
ottenere uno slurry,
sottoposto a freeze casting
e poi sinterizzato (1250°C,
2h). Infine, il campione
cilindrico millimetrico ¢
stato sottoposto a processo
di poling (14 kV, 110°C,
30 min).

NPs core-shell BTO-SiO,
disperdibili in etanolo o
acqua (in quest'ultimo caso
la dispersibilita ¢ garantita
fino ad una concentrazione
di 5 mg/mL).

Entrambe le composizioni
valutate, BTO90nBG10
(10 %vol) e
BTO75nBG25 (25 %vol),
sono risultate
soddisfacenti dal punto di
vista delle proprieta
fisiche, meccaniche,
piezoelettriche e
biologiche, nello specifico
la composizione a
maggior contenuto di BG
presenta una maggiore
densita e minore porosita,
maggiore resistenza a
compressione, minori
proprieta piezoelettriche e
una migliore risposta
cellulare in vitro

11 test di rilascio degli ioni
Ba®', tramite test in PBS a
pH=7.4 per 48h, ha
mostrato un livello di ioni
rilasciati <3% in peso
rispetto al quantitativo
totale di bario nelle NPs di
BTO. I parametri di
processo principali sono il
contenuto di TEOS e il
contenuto di acqua (i.e
rapporto molare
etanolo/acqua).
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d33~36pC/N per la
composizione
BTO90nBG10,
d33~24 pC/N per
BTO75nBG25

Non valutate.

Non valutata.

Non valutata.

E necessario
effettuare test di
bioattivita e test di
impianto in vivo.

Inserimento di ioni
modificatori in modo
da ottenere uno shell
bioattivo,
realizzazione di
campioni
millimetrici per
sinterizzazione in
modo da valutare
proprieta
piezoelettriche. E
importante effettuare
test cellulari in vitro.

[103]

[85]

2020

2020



BTO (NPs
commerciali,
dimensione media
~300 nm).

BTO (NPs
commerciali,
dimensione media
~100 nm).

Rivestimento a
base di silice
amorfa (fase non
bioattiva)
partendo dal

precursore TEOS.

Rivestimento a
base di silice
amorfa (fase non
bioattiva)
partendo dal

precursore TEOS.

Approccio core-
shell tramite
metodo Stober
modificato,
sfruttando
ultrasuoni ¢ una
temperatura di
40°C. Come
catalizzatore
basico ¢ stata
utilizzata
I'ammoniaca (25-
28%). E stato
effettuato un pre-
trattamento con
acido acetico.

Approccio core-
shell tramite
metodo Stober
modificato,
sfruttando
ultrasuoni e una
temperatura di
40°C. Come
catalizzatore
basico ¢ stata
utilizzata
I'ammoniaca,
portando il pH a
9.5. E stato
effettuato un pre-
trattamento con
acido acetico.

NPs core-shell con
spessore dello shell
variabile tra 0.5-12 nm per
un contenuto di SiO,
variabile tra 1 e 8 wt%.
Utilizzate per realizzare
pellets millimetrici
(diametro 12 mm, spessore
0.5 mm), sfruttando il
legante PVA e tramite
pressatura uniassiale.
Successivamente i pellets
sono stati sottoposti a fase
di de-binding (600°C, 2h) e
sinterizzazione in aria
(1250°C, 2h, velocita di
riscaldamento 2°C/min).

NPs core-shell con
spessore dello shell
variabile per un contenuto
di SiO, variabile tra 2.5 e
20 wt%. Utilizzate per
realizzare pastiglie,
sfruttando il legante PVA e
tramite pressatura.
Successivamente le
pastiglie sono state
sinterizzate a 1200 °C.

E stato osservato che
all'aumentare della
percentuale in peso di
Si0,, quindi del contenuto
di TEOS, lo spessore dello
shell di silice aumenta.
Durante la sinterizzazione
si forma la seconda fase
cristallina Ba,TiSi,Os.

E stato osservato che
all'aumentare della
percentuale in peso di
Si0,, quindi del contenuto
di TEOS, lo spessore dello
shell di silice aumenta.
Durante la sinterizzazione
si forma la seconda fase
cristallina BaTiSiO5.
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Non sono state
valutate le proprieta
piezoelettriche ma
l'effetto sulle
proprieta
dielettriche (es.
rigidita dielettrica) e
microstruttura.

Non sono state
valutate le proprieta
piezoelettriche ma
l'effetto sulle
proprieta
dielettriche (es.
rigidita dielettrica) e
microstruttura.

Inserimento di ioni [105]
modificatori in modo
da ottenre uno shell
di BG.
Polarizzazione dei
pellets realizzati e
valutazione delle
proprieta
piezoelettriche. Puo
essere utile effettuare
test cellulari in vitro.
E importante
effettuare anche test
di rilascio di ioni
Ba*'.

Inserimento di ioni [106]
modificatori in modo
da ottenere uno shell
di BG.
Polarizzazione delle
pastiglie realizzate e
valutazione delle
proprieta
piezoelettriche. Puo
essere utile effettuare
test cellulari in vitro.
E importante
effettuare test di
rilascio di ioni Ba?".

2015

2017



Nessuna (shell non
piezoelettrico, a base
di ZrO,).

BTO in forma di
NPs (dimensioni non
specificate).

Core a base di
BGa
composizione
binaria (SiO,-
Ca0).

BGa
composizione
binaria (SiO,-
Ca0), 5,10,15
wt%.

Approccio core-
shell a design
invertito (i.c fase
bioattiva utilizzata
come core), in cui
vengono utilizzati
gli ultrasuoni.

Approccio core-
shell tramite
metodo Stober
modificato,
sfruttando
ultrasuoni. Come
catalizzatore
basico ¢ stata
utilizzata
I'ammoniaca,
portando il pH a
9.5. E stato
effettuato un pre-
trattamento con
acido acetico.

NPs core-shell con
diametro medio ~150 nm e
spessore dello shell ~15
nm. Fase di calcinazione
condotta a 600°C per 3h.
Particelle utilizzate per
realizzare un rivestimento
su substrato metallico
sfruttando la tecnica EPD.

NPs core-shell con
spessore dello shell
variabile tra 5-16 nm.
Utilizzate per realizzare
uno scaffold piezoelettrico
e bioattivo tramite tecnica
gas extrusion.
Successivamente si hanno
le fasi di sinterizzazione in
aria e polarizzazione
(110°C, 3 kV, 15 min).

Le NPs core-shell
presentano morfologia
sferica e superficie
rugosa, importante per
preservare la bioattivita
del core.

I risultati migliori si
hanno per temperatura di
sinterizzazione pari a
1250°C e contenuto di BG
pari a 15 wt%. Si
ottengono una resistenza
meccanica a compressione
pari a 66 MPa e un
coefficiente piezoelettrico
d33~1.1 pC/N. Ottime
risposte cellulari tramite
test in vitro. Inoltre, il
costrutto polarizzato
risulta piu performante di
quello non polarizzato.
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Considerando come
temperatura di
sinterizzazione pari
a 1250°C, il
coefficiente
piezoelettrico vale
~1.1 pC/N nel caso
di BG 15 wt%,
~2.5 pC/N nel caso
di BG 10 wt%,
~7.2pC/N nel caso
di BG 5 wt%.

I test di bioattivita a
breve termine
condotti sul
rivestimento a base di
NPs BG-ZrO, hanno
mostrato la
formazione di
depositi di CaP anche
se in numero inferiore
rispetto ad un
rivestimento a base di
NPs di solo BG, la
bioattivita ¢ quindi
preservata.

11 test di bioattivita in
SBF a 7 giorni ha
mostrato formazione
superficiale di apatite,
tanto piu marcata
quanto maggiore € il
contenuto di BG.

E necessario
effettuare test di
bioattivita a lungo
termine. Provare a
sostituire lo shell di
zirconia con uno
shell a base di
materiale
piezoelettrico come
BTO o ZnO.

E necessario
effettuare test di
bioattivita a lungo
termine, valutare il
rilascio di ioni Ba®"
ed effettuare test in
vivo in modello
animale.

[107]

[108]

2021

2024



1.10.2 Ossido di zinco

Nel 2024, H. Laybidi et al. [109] hanno sintetizzato micropolveri di natura composita, consistenti in
una matrice di BG 45S5 con all’interno disperse NPs di ZnO. Il metodo utilizzato ¢ quello della
miscelazione in quanto le NPs di ZnO vengono aggiunte nel gel a base di BG, ottenuto tramite metodo
sol-gel partendo dai precursori TEOS, TEP e CN. Successivamente, tramite tecnica EPD, si ¢
realizzato un rivestimento composito con proprieta bioattive e antibatteriche su un substrato di acciaio
inox 316L. Gli autori in questo lavoro si sono focalizzati principalmente sulle proprieta antibatteriche
e bioattive, testando due diverse composizioni delle micropolveri composite: una con un contenuto
di ZnO pari a 10 wt% e una con un contenuto pari a 20 wt%. Tramite caratterizzazioni condotte sul
rivestimento depositato, e quindi non sulle singole polveri, si ¢ osservato che all’aumentare del
contenuto di ZnO aumenta I’effetto antibatterico e diminuisce la capacita osteoinduttiva, dal momento
che diminuisce il contenuto di fase bioattiva. Nello specifico i test di bioattivita in SBF a 28 giorni
hanno mostrato la formazione di precipitati di CaP piu fini e pit densamente distribuiti nel caso della
composizione BG-10ZnO0. In figura 36 sono riportate le immagini al SEM condotte sui campioni in
seguito a test di immersione in SBF a 28 giorni, cosi da visualizzare la precipitazione di CaP e quindi
la bioattivita del rivestimento composito. In questo lavoro perd non vengono valutate le proprieta
piezoelettriche delle micropolveri composite o del rivestimento realizzato, che sarebbero comunque

molto basse dal momento che la fase predominante ¢ quella bioattiva.

Figura 36. Immagini SEM effettuate sui rivestimenti a base di micropolveri composite BG 4555-ZnQ, in seguito a test di immersione in SBF
a 28 giorni: a) substrato in acciaio inox 316L, b) substrato rivestito con polveri di composizione BG-10Zn0 e c) substrato rivestito con
polveri di composizione BG-20Zn0O [109].

Nel 2024, L. Qomariyah et al. [110] hanno sintetizzato NPs core-shell di ZnO-SiO», utilizzando un
metodo diverso dal classico processo Stober modificato: la nucleazione eterogenea dello shell amorfo
di silice attorno al core di ZnO ¢ stata indotta contemporanecamente alla sintesi e crescita di

quest’ultimo, non dopo come in altri metodi descritti in cui invece si parte da particelle commerciali.
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Per via delle elevate energia e area superficiale di particelle nanometriche di ZnO, per facilitarne il
rivestimento con silice alcuni autori utilizzano agenti surfattanti come il CTAB (bromuro di
cetil-trimetilammonio) mentre questo metodo non ne prevede 1’utilizzo, evitando problemi di
contaminazione e attenti lavaggi. Inoltre, un aspetto importante riguarda 1’utilizzo degli ultrasuoni in
quanto permettono di accelerare le reazioni di idrolisi e condensazione del TEOS, rendendo piu rapido
I’intero processo, € garantiscono una minore aggregazione e una migliore dispersione dei core di
ZnO. 11 protocollo di sintesi utilizzato ¢ riportato in figura 37. Come catalizzatore basico ¢ stato
utilizzato 1’idrossido di sodio (NaOH, 0.1 M) e non I’ammoniaca, con il pH portato a 11.
Anche il metanolo, solvente per la sintesi dei core di ZnO, accelera I’idrolisi del TEOS e la
formazione di monomeri idrolizzati. Come valutato dagli autori, variare il rapporto molare Si02:ZnO
(0.25, 0.50, 0.75, 1.00) ha effetti sulla morfologia e anche sulle proprieta ottiche delle NPs core-shell:
hanno osservato che all’aumentare della concentrazione di TEOS aumenta lo spessore dello shell
(3-11 nm) e la dimensione complessiva delle NPs core-shell sintetizzate (dimensione media ~60-70
nm), aumenta la dispersibilita e diminuisce 1’aggregazione. In figura 38 sono riportate le immagini
TEM delle NPs core-shell per diversi rapporti molari SiO2:ZnO. Inoltre, le analisi relative alla
granulometria hanno mostrato che le particelle sintetizzate hanno dimensioni omogenee ¢ quindi

presentano una distribuzione di taglia stretta.

NaOH to ‘

tat 1 '—;‘.
llm.\u ate pH 11 Ethanol  TEOS i
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Figura 37. Protocollo di sintesi utilizzato da L. Qomariyah et al. [110] per sintetizzare NPs core-shell di ZnO-SiO..
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Si02/Zn01.00

Figura 38. Immagini TEM raffiguranti le NPs core-shell ZnO-SiO: preparate variando il rapporto molare SiO2:Zn0O [110].

NPs di ZnO rivestite con uno shell amorfo di silice trovano applicazione come riempitivi all’interno
di matrici polimeriche. E quanto proposto da M. Ramasamy et al. [111] , che hanno sintetizzato NPs
core-shell di ZnO-SiO; utilizzando un metodo sol-gel assistito da ultrasuoni. Il protocollo di sintesi
da essi adottato ¢ schematizzato in figura 39. Come catalizzatore basico ¢ stata utilizzata I’ammoniaca
(25-28 %), in modo da portare il pH della sospensione a 12 e accelerare I’idrolisi e condensazione del
TEOS. Fondamentale per la formazione dello shell di silice ¢ la fase di stirring overnight (4).
Sono state valutate due diverse composizioni, una con un contenuto di TEOS pari a 30 wt% e una
con un contenuto pari a 80 wt%, rispetto al contenuto di ZnO. Le analisi morfologiche al TEM e
quelle composizionali con EDX hanno rilevato: a) uno shell con spessore pari a 2 nm, irregolare e
non uniforme, e una percentuale atomica di Si pari a 0.02 at%, per contenuto di TEOS pari a 30 wt%,
b) uno shell con spessore pari a 7 nm, uniforme e continuo, € una percentuale atomica di Si pari a
0.13 at%, per contenuto di TEOS pari a 80 wt%. Le polveri secche ottenute sono state poi miscelate
con pellets di PEAA (poli(etilen-co-acido acrilico)), prima allo stato secco e poi estruse allo stato
fuso, in modo da fabbricare un film a matrice polimerica e contenente una seconda fase dispersa.
E stato osservato che le NPs di ZnO rivestite con silice si distribuiscono meglio all’interno della
matrice polimerica e tendono meno a formare aggregati, oltre al fatto che presentano proprieta ottiche
modulate dalla modifica superficiale. L’applicazione ultima di questo film composito, indagata dagli
autori, non ¢ di natura biomedica ma di tipo ottico, relativamente alla capacita di NPs a base di ZnO

di assorbire radiazioni UV e migliorare la foto-stabilita.
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Figura 39. Protocollo di sintesi adottato da M. Ramasamy et al. [111] per sintetizzare NPs core-shell di ZnO-SiOx, utilizzando un
metodo sol-gel assistito da ultrasuoni.

Nel 2014, il gruppo di M. Ramasamy et al. [112], in buona parte simile al precedente, ha proseguito
il lavoro. La novita non ¢ rappresentata dal protocollo di sintesi utilizzato, identico al precedente,
quanto dalle valutazioni effettuate: sono stati condotti test cellulari con fibroblasti dermali umani in
modo da valutare la citotossicita delle NPs core-shell di ZnO-SiOx. 11 loro articolo contiene alcune
informazioni assenti in quello precedente, ad esempio relativamente alla dimensione delle NPs
sintetizzate: partendo dalle analisi TEM, il raggio idrodinamico ¢ risultato essere ~46 nm per NPs di
Zn0O, ~50 nm per NPs ZnO-SiO> con shell sottile (30 wt% di TEOS) e ~75 nm per NPs ZnO-SiO»
con shell spesso (80 wt% di TEOS). Le analisi composizionali con EDX hanno fornito valori
leggermente diversi rispetto al lavoro precedente, dal momento che ¢ stata rilevata una percentuale
atomica di Si pari a 0.45 at%, per contenuto di TEOS pari a 30 wt% e una percentuale atomica di Si
pari a 2.05 at%, per contenuto di TEOS pari a 80 wt%. Si tratta di valori piu alti rispetto a quelli
ottenuti con il lavoro precedente, ma che non vengono giustificati dagli autori stessi. I risultati
cellulari hanno mostrato che all’aumentare dello spessore dello shell di silice, quindi del contenuto di
TEOS, migliora la vitalita cellulare, si riducono gli effetti citotossici seppur presenti € diminuisce lo
stress ossidativo. Mancano test specifici relativi al rilascio di ioni Zn**. Come per il lavoro precedente,

aggiungendo 1 precursori TEP e CN durante il processo sol-gel, regolando i tempi di stirring e
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sfruttando trattamenti termici si puo passare da un coating di silice amorfa ad un coating di BG a

composizione ternaria (Si02-Ca0-P,0s), riadattando in questo modo il protocollo proposto.

Il lavoro piu interessante individuato ¢ quello condotto, nel 2022, da F. Aghili et al. [113]. Sono state
sintetizzate NPs core-shell con core a base di ZnO (dimensione media ~260 nm) e shell a base di BG
a composizione binaria (SiO2-CaO), utilizzando un metodo sol-gel supportato da ultrasuoni.
Come precursori della fase vetrosa bioattiva sono stati utilizzati TEOS e CN, manca quindi il
componente fosfato in quanto non ¢ stato utilizzato il precursore TEP. I ricercatori hanno preso spunto
dal precedente lavoro di B. Hoomehr et al. [107], analizzato nel precedente paragrafo 1.10.1, in cui
sono state sintetizzate NPs core-shell di BG-ZrO» a design invertito, utilizzando allo stesso modo un
metodo sol-gel supportato da ultrasuoni. Come in questo precedente lavoro di riferimento, anche
F. Aghili et al. hanno utilizzato le NPs core-shell sintetizzate per realizzare un rivestimento tramite
EPD. Le analisi morfologiche con SEM e TEM hanno evidenziato la formazione di precipitati di BG
attorno alle polveri nanometriche esagonali di ZnO, in modo da costituire uno shell rugoso ¢ non
uniforme. Sul rivestimento depositato tramite EPD ¢ stato condotto un test di bioattivita in SBF,
a 7 giorni, per valutarne la capacita osteoinduttiva: le analisi morfologie al SEM e le analisi EDS
hanno evidenziato la precipitazione di nano-depositi di CaP. Mancano analisi relative al rilascio di
ioni Zn** e valutazioni delle proprieta piezoelettriche delle NPs. In figura 40 sono riportate le
immagini SEM, estrapolate dall’articolo di riferimento, raffiguranti le NPs di ZnO di partenza (a) e

le NPs di ZnO rivestite con uno shell di BG (b).

2 um

Figura 40. Immagini SEM raffiguranti: a) NPs di ZnO e b) NPs core-shell ZnO-BG [113].

Il protocollo di sintesi da essi utilizzato per ottenere le NPs core-shell ¢ il seguente:
1) Miscelazione di 0.1 mL di TEOS e 100 mL di etanolo, all’interno di un bagno ad ultrasuoni
per 15 min;
2) Dispersione di 0.1 g di ZnO, tramite trattamento ad ultrasuoni per 15 min;
3) Stirring per lh;
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4) Aggiunta goccia a goccia di una soluzione costituita da 6 mL di acqua deionizzata (titolata a
pH=11 tramite aggiunta di ammoniaca al 25%) e 33 mL di etanolo, all’interno del bagno ad
ultrasuoni;

5) Aggiunta di 0.03 g di CN;

6) Trattamento in bagno ad ultrasuoni per 5 min e poi stirring per 24 h;

7) Primo ciclo di centrifugazione, un lavaggio in etanolo e secondo ciclo di centrifugazione sulle
particelle sintetizzate;

8) Essiccamento delle polveri a 80°C;

9) Calcinazione a 600°C per 3h, con una velocita di riscaldamento e di successivo
raffreddamento pari rispettivamente a 5°C/min ¢ 10°C/min;

Quindi per prima cosa si prepara una soluzione di TEOS in etanolo (1), nella quale poi vengono
disperse le NPs di ZnO, con queste ultime che fungeranno da siti di nucleazione eterogenea per i
depositi di BG (2). Gli ultrasuoni vengono utilizzati per favorire la dispersione alla nanoscala.
L’ammoniaca (25%) e il pH basico sono importanti per I’idrolisi del TEOS e la sua condensazione
sulla superficie delle NPs di ZnO, per reazione con i gruppi nucleofili -OH (4). L'ultima fase di
stirring & importante per permettere agli ioni Ca?*, derivanti dal CN, di penetrare nello shell di silice

precedentemente formato (5 ¢ 6).

Nella tabella 7 riportata nella pagina seguente sono riassunti in maniera concisa 1 lavori
precedentemente analizzati, relativi all’unione di una fase piezoelettrica rappresentata dallo ZnO e di
una fase bioattiva o anche consistente in un rivestimento di silice. L’organizzazione della tabella 7 e

le informazioni contenute seguono lo schema dell’analoga tabella 6.
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Tabella 7. Tabella riassuntiva dei principali lavori di ricerca in cui la fase piezoelettrica di ZnO viene unita con una fase bioattiva, tramite miscelazione allo stato solido o approccio core-shell.
Sono considerati anche lavori in cui lo shell é a base di silice.

Fase
piezoelettrica

Zn0O
(nanoparticelle,
fase dispersa).

ZnO (particelle
nanometriche,
sintetizzate a
partire da acetato
di zinco diidrato
come
precursore).

Fase bioattiva

BG 4585
(matrice
ottenuta tramite
metodo sol-gel
partendo dai
precursori
TEOS, TEP e
CN)

SiO; (partendo
dal precursore
TEOS).

Metodo di unione delle due
fasi

Miscelazione, la fase
dispersa viene aggiunta alla
matrice di BG in forma di
gel.

Approccio core-shell,
utilizzando metodo sol-gel
assistito da ultrasuoni; la
formazione dello shell di
silice avviene
contemporaneamente alla
crescita dei core di ZnO.
Come catalizzatore basico si
¢ utilizzato NaOH e non
ammoniaca (pH=11). Non
vengono specificate le

quantita di reagenti utilizzati.

Campione finale

Si ottengono
micropolveri composite
BG-ZnO poi utilizzate
per realizzare un
rivestimento su un
substrato di acciaio
inox 316L tramite
EPD.

NPs core-shell con una
struttura ben definita e
una distribuzione
granulometrica stretta.

Valutazioni e applicazioni

Sono state testate due diverse
composizioni (10 wt% ZnO e
20 wt% ZnO): all'aumentare
del contenuto di ZnO aumenta
l'antibattericita e diminuisce
la bioattivita. Test condotti
sul rivestimento depositato e
non sulle singole
micropolveri composite.

Sono stati valutati gli effetti
morfologici di un rapporto
molare SiO2:ZnO variabile
(0.25, 0.50, 0.75, 1.00): si &
osservato che all'aumentare
del contenuto di TEOS
aumenta lo spessore dello
shell (~3-11 nm) e la
dimensione complessiva della
particella (~60-70 nm),
aumenta la dispersibilita e
diminuisce l'aggregazione.
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Proprieta
piezoelettriche

Non valutate.

Non valutate.

Bioattivita

I test di bioattivita
per immersione in
SBF a 28 giorni
hanno mostrato la
deposizione di
CaP sui
rivestimenti. Nel
caso della
composizione
BG-10Zn0O i
depositi sono piu
fini e piu
densamente
distribuiti.

Aspetti da migliorare

Mancano test in vivo e
analisi relativi al
rilascio di ioni Zn*". In
futuro potrebbero essere
valutate le proprieta
piezoelettriche dopo
aver sinterizzato le
micropolveri composite
in una forma
monolitica, sfruttando
un legante come PVA e
pressatura.

Ottenere un
rivestimento a base di
BG utilizzando anche i
precursori CN e TEP
nel metodo sol-gel
supportato da
ultrasuoni. Mancano
studi relativi alla
risposta cellulare e al
rilascio ionico.

Rif.

[109]

[110]

Anno

2024

2024



ZnO (NPs
disperse in
etanolo,
formulazione
commerciale non
specificata).

ZnO (NPs
disperse in
etanolo,
formulazione
commerciale non
specificata).

SiO; (partendo
dal precursore
TEOS).

SiO; (partendo
dal precursore
TEOS).

Approccio core-shell,
utilizzando un metodo
sol-gel assistito da
ultrasuoni. Come
catalizzatore basico si ¢
utilizzata ammoniaca (25-
28%, pH=12). Sono
specificate le quantita di
reagenti utilizzati.

Approccio core-shell,
utilizzando un metodo
sol-gel assistito da
ultrasuoni. Come
catalizzatore basico si ¢
utilizzata ammoniaca (25-
28%, pH=12). Sono
specificate le quantita di
reagenti utilizzati.

NPs core-shell con
shell di spessore < 10
nm. Particelle in
seguito mescolate con
pellets di PEAA allo
stato secco, fuse ed
estruse in modo da
ottenere un film
composito a base di
matrice polimerica con
seconda fase dispersa.

NPs core-shell

All'aumentare del contenuto
di TEOS aumenta lo spessore
dello shell, migliora la
dispersibilita all'interno della
matrice polimerica e vengono
modulate le proprieta ottiche.
Per un contenuto di TEOS
pari a 30 wt% si hanno uno
shell con spessore 2 nm,
irregolare e non uniforme, e
un contenuto di Si pari a 0.02
at%. Per un contenuto di
TEOS pari a 80 wt% si hanno
uno shell con spessore 7 nm,
continuo e uniforme, € un
contenuto di Siparia 0.13
at%.

All'aumentare del contenuto
di TEOS aumenta lo spessore
dello shell, migliorano la
fotostabilita, la
citocompatibilita e si
riducono citotossicita e stress
ossidativo sulle cellule. Per
un contenuto di TEOS pari a
30 wt% si hanno uno shell
con spessore 2 nm, irregolare
e non uniforme, ¢ un
contenuto di Si pari a 0.45
at%. Per un contenuto di
TEOS pari a 80 wt% si hanno
uno shell con spessore 7 nm,
continuo e uniforme, e un
contenuto di Si pari a 2.05
at%. Raggio idrodinamico
~46 nm per NPs di ZnO, ~50
nm per per contenuto di
TEOS pari a 30 wt% e ~75
nm per un contenuto di TEOS
pari a 80 wt%.
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Non valutate.

Non valutate.

Ottenere un [111]
rivestimento a base di

BG utilizzando anche i
precursori CN e TEP,

nel metodo sol-gel

supportato da

ultrasuoni. Mancano

studi relativi alla

risposta cellulare e al

rilascio ionico.

Come per il lavoro [112]
precedente, uno
sviluppo futuro puo
essere l'inserimento dei
precursori TEP e CN
durante il processo
sol-gel, regolando i
tempi di stirring e
sfruttando trattamenti
termici. Si puo quindi
riadattare il protocollo
di sintesi in modo da
passare da uno shell di
silice ad uno shell di
BG. Mancano test
specifici relativi al
rilascio di ioni Zn*',

2013

2014



ZnO (polveri
nanometriche
commerciali, con
forma esagonale
e dimensione
media ~260 nm).

BG
(composizione
binaria SiO»-
CaO, partendo
dai precursori
TEOS e CN).

Approccio core-shell,
utilizzando metodo sol-gel
assistito da ultrasuoni. Come
catalizzatore basico si ¢
utilizzata ammoniaca (25%),
pH=11.

NPs core-shell con core

di dimensione media
~260 nm e shell di
spessore medio ~26

nm. La superficie delle

NPs core-shell si

presenta come rugosa e

quindi lo shell non ¢
uniforme.
Successivamente
tramite EPD si ¢
realizzato un

rivestimento su lega di

Mg.

La superficie delle NPs di
ZnO funge da sito di
nucleazione eterogenea per i
nano-depositi di BG.
Parametri di sintesi importanti
sono il contenuto di TEOS, il
contenuto di ammoniaca e pH
della sospensione, la T della
sospensione.
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Non valutate.

I test di bioattivita,
per immersione in
SBF a 7 giomi,
hanno mostrato la
deposizione di
CaP sui
rivestimenti,
ottenuti tramite
EPD partendo
dalle NPs core-
shell.

Effettuare test di 2022
rilascio di ioni Zn*',

introdurre 1’ossido

formatore di fosforo

all'interno del network

vetroso dello shell di

BG utilizzando anche il

precursore TEP.

[113]



2. Materiali e metodi

Questa seconda parte della tesi ¢ dedicata alla descrizione dell’attivita sperimentale condotta nei
laboratori di Biomateriali e Compositi del Dipartimento di Scienza Applicata e Tecnologia (DISAT),
all’interno del gruppo Glance. L’obiettivo ¢ stato realizzare uno shell a base di BG, di composizione
ternaria (Si02-CaO-P,0s) definita, attorno ad un core piezoelettrico. Relativamente a quest’ultimo,
si ¢ lavorato parallelamente su dui diversi materiali quali BTO e ZnO. Il metodo di sintesi utilizzato

¢ stato il processo Stober modificato, quindi un metodo sol-gel.

Saranno descritti 1 materiali di partenza per il core, la composizione dello shell a base di BG,
i protocolli di sintesi utilizzati e individuati grazie alla precedente fase di ricerca bibliografica e le
tecniche di caratterizzazione utilizzate. I risultati finali ottenuti saranno presentati e discussi nel

paragrafo 3.

I reagenti utilizzati nei protocolli di sintesi sono stati TEOS, TEP, CN, etanolo (CH3CH2OH), acido
acetico (CH3COOH), idrossido di ammonio (NH4OH, 33%). I materiali di partenza per il core sono

descritti nelle sottosezioni seguenti.

Tutte le sintesi che verranno citate di seguito sono state condotte all’interno di una cappa chimica
aspirante per solventi. L’acqua utilizzata nelle sintesi ¢ acqua bidistillata ottenuta tramite
bidistillatore. Il raggiungimento, da parte delle sospensioni di particelle realizzate, del pH desiderato

¢ stato verificato tramite pHmetro.

Come verra illustrato di seguito, per quanto riguarda le particelle di ZnO la sintesi si ¢ fermata al

rivestimento con sola silice, pertanto non sono stati utilizzati i precursori TEP € CN ma solo il TEOS.

2.1 Titanato di bario

Come materiale di partenza per il core sono state utilizzate polveri sub-micrometriche di BTO

(dimensione media delle particelle <3um) (CAS 12047-27-7).

2.1.1 Sintesi delle particelle core-shell di BTO-BG

I riferimenti seguiti sono stati i lavori di Z. Yang et al. [108] e di H. Huang et al. [85], con la differenza
che nell’ambito di questa tesi sono state utilizzate particelle di BTO sub-micrometriche e non

nanometriche. Per il protocollo di sintesi si € preso spunto principalmente dal lavoro di H. Huang et
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al. [85], riadattando le quantita dei materiali di partenza, mentre il lavoro di Z. Yang et al. [108] ha

fornito ispirazione per quanto riguarda il pre-trattamento con acido acetico e il pH della sospensione.

E stato seguito anche il protocollo di sintesi sol-gel di vetri bioattivi sviluppato dal gruppo Glance in
lavori precedenti. Il processo sol gel effettuato porta alla formazione di un vetro bioattivo di

composizione 77S102-14Ca0-9P,0s5 (wt%).
Complessivamente sono stati effettuati 10 tentativi di sintesi nel caso del BTO.

Nel lavoro di H. Huang et al. [85], come illustrato nel paragrafo 1.10.1, il primo passaggio ¢ la
dispersione delle particelle di BTO nell’etanolo, utilizzato come solvente. I quantitativi di acqua ed

etanolo sono stati riscalati in funzione del volume di TEOS stabilito dal protocollo del gruppo Glance.

Per quanto riguarda il volume di H,0 da Per quanto riguarda il volume di etanolo da
utilizzare: utilizzare:

0lml : 9ml = 112ml : Xml 0lml : 9ml = 112ml : Xml
(TEOS) (H,0) (TEOS) (H,0) (TEOS)  (etanolo) (TEOS)  (etanolo)
x =112 ml H,0 x = 1008 ml etanolo

dividendo per 10, in modo da lavorare con dividendo per 10 abbiamo:

quantita minori di reagenti, abbiamo: 1.12 ml TEOS, 100 ml etanolo

1.12 ml TEOS, 56 ml H,0 dividendo per 2 abbiamo:

dividendo per 2, dal momento che si tratta di un 0.56 ml TEOS, 50 ml etanolo

primo tentativo di sintesi, abbiamo:

0.56 ml TEOS, ~ 5.5 ml H,0

Quindi, nella sintesi n.1, sono stati utilizzati 0.56 ml di TEOS, 5.5 ml di acqua e 50 ml di etanolo.
Per mantenere la stessa concentrazione dell’articolo di riferimento (I mg/ml), il quantitativo di
polveri di BTO utilizzato ¢ stato 50 mg. In breve, 50 mg di polveri di BTO sono stati solubilizzati in
50 ml di etanolo, ad una concentrazione di 1 mg/ml. Successivamente 5.5 ml di acqua e 0.56 ml di
TEOS sono stati aggiunti alla sospensione, mantenendo il tutto sotto stirring magnetico per 20 min.
A questo punto ¢ stata aggiunta soluzione di ammoniaca goccia a goccia in modo da portare il pH a
9.5 e la nuova sospensione ¢ stata sottoposta a stirring magnetico per 20 min. Lo step successivo ¢
stata la divisione della sospensione in due batches (ossia lotti sperimentali): il primo sottoposto a

stirring a temperatura ambiente (Tamb) per 30 min, il secondo posto in bagno termostatico ad acqua
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a 40°C per 2 h. Dopo questa fase, le due diverse sospensioni sono state sottoposte ad un primo ciclo
di centrifugazione (5000 rpm, 2 min), ad un lavaggio con acqua e ad un secondo ciclo di
centrifugazione (5000 rpm, 2 min). Infine, le polveri raccolte sono state lasciate essiccare in
incubatore a 37°C. I campioni ottenuti con questa prova di sintesi sono stati denominati BTO TEOS

Tamb e BTO TEOS 40.

A partire dalla sintesi n.2 ¢ stato introdotto il pre-trattamento con acido acetico, come fatto anche in
altri lavori individuati in letteratura. Oltre all’azione di pulizia superficiale effettuata sulle particelle
di BTO, in uno studio ¢ stato osservato che 1’effetto superficiale dell’acido acetico ¢ anche quello di
indurre una leggera dissoluzione superficiale di ioni Ba®*, determinando in questo modo la
formazione in superficie di un sottile layer esterno di TiO2 e quindi un arricchimento di Ti. Cosi
facendo si generano delle vacanze superficiali che possono essere colmate da protoni H' provenienti
dalla soluzione (leaching solution) che, collocandosi vicino agli atomi di ossigeno, portano alla
formazione ed esposizione superficiale di gruppi Ti-OH, senza alterare in maniera significativa la
struttura e composizione superficiale delle particelle [114]. Questi gruppi ossidrili -OH esposti
saranno poi sfruttati per la condensazione con i monomeri idrolizzati di TEOS. Si tratta comunque di
un pre-trattamento blando in condizioni diluite. In breve, 50 mg di polveri di BTO sono stati attivati
in una soluzione composta da 5 ml di acido acetico ¢ 5 ml di etanolo (rapporto in volume 1:1), sotto
stirring per 30 min. La sospensione ¢€ stata poi sottoposta ad un ciclo di centrifugazione (5000 rpm, 2
min). A questo punto si € proseguito come nella sintesi n.1, con I’unica differenza riguardante il modo
in cui sono stati ottenuti 1 due batches sperimentali, in seguito all’aggiunta dell’ammoniaca: il primo
¢ stato nuovamente sottoposto a stirring Tamb per 30 min, il secondo invece ¢ stato posto in orbital
shaker (agitatore orbitale) a 40°C per 2 h. I campioni ottenuti con questa prova di sintesi sono stati

denominati BTO AA TEOS Tamb e BTO AA TEOS 40.

Nella sintesi n.3 il quantitativo iniziale di polvere ¢ stato raddoppiato e di conseguenza anche quello
degli altri reagenti. Un’altra modifica riguarda 1’utilizzo del trattamento ad ultrasuoni in seguito
all’aggiunta del TEOS. Pertanto, 100 mg di polvere di BTO sono stati attivati in una soluzione
composta da 10 ml di acido acetico e 10 ml di etanolo (rapporto in volume 1:1), sotto stirring per 30
min. La sospensione ¢ stata poi sottoposta ad un ciclo di centrifugazione (5000 rpm, 2 min). Le polveri
attivate sono state solubilizzate in 100 ml di etanolo, sono stati aggiunti 10 ml di acqua e 1.12 ml di
TEOS, mantenendo tutto sotto stirring magnetico, e la nuova sospensione ¢ stata sottoposta a
trattamento con ultrasuoni per 20 min. A questo punto ¢ stata aggiunta soluzione di ammoniaca goccia
a goccia in modo da portare il pH a 9.5 e la sospensione risultante ¢ stata posta in stirring a Tamb per

30 min. La sospensione ¢ stata poi sottoposta ad un ciclo di centrifugazione (5000 rpm, 2 min) e le
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polveri raccolte sono state risospese in un piccolo volume di etanolo (2-3 ml). Sono stati utilizzati i
precursori TEP e CN per cercare di passare da uno shell di silice ad uno shell di BG a composizione
ternaria (Si02-Ca0O-P»0s). Pertanto, alle polveri risospese, sono stati aggiunti 28 pl di TEP e si ¢
lasciato in stirring per 2h. Sono stati poi aggiunti 77 mg di CN e di nuovo in stirring per 1.5 h.
In seguito ad un ciclo di centrifugazione (5000 rpm, 2 min), le polveri raccolte sono state divise in
due batches: il primo ¢ stato lasciato essiccare in incubatore a 37°C, il secondo ¢ stato sottoposto a
trattamento termico. Il trattamento termico € stato articolato in una prima fase in forno a 60°C per 48
h, seguita da un trattamento in rampa di temperatura (700°C 2h, 5°C/min), dopo aver posto le polveri
in un crogiolo di silice. I campioni ottenuti con questa prova di sintesi sono stati denominati BTO AA

TEOS TEP CN Tamb NTT e BTO AA TEOS TEP CN Tamb TT.

La sintesi n.4 ¢ simile alla sintesi n.3 con la differenza che, dopo I’aggiunta dell’ammoniaca,
la sospensione ¢ stata posta in orbital shaker a 40°C per 2h. Anche in questa sintesi, come nella sintesi
n.3, sono stati utilizzati i precursori TEP e CN e sono stati ottenuti due batches a seconda che le
polveri siano state trattate termicamente o meno. I campioni ottenuti con questa prova di sintesi sono

stati denominati BTO AA TEOS TEP CN 40 NTT e BTO AA TEOS TEP CN 40 TT.

Nelle successive prove di sintesi n.5 e n.6 si ¢ cercato di aumentare il quantitativo di polvere iniziale,
non variando pero il quantitativo di etanolo, in modo da ottenere alla fine di un quantitativo di polveri
rivestite sufficiente ad eseguire un successivo test di bioattivita in SBF. Ovviamente per prima cosa ¢
stato necessario valutare la deposizione della silice, per poi eventualmente utilizzare anche TEP e CN.
Il fatto di non aumentare il volume di etanolo, non utilizzando piu una concentrazione di riferimento
pari a 1 mg/ml, ¢ stato fatto per evitare un consumo eccessivo di solvente nell’ottica di uno sviluppo

commerciale.

Nelle sintesi n.5 e n.6 sono stati utilizzati 0.5 g di polveri di BTO e 5.6 ml di TEOS nel primo caso e
1 g di polveri di BTO e 11.2 ml di TEOS nel secondo caso. Il quantitativo di acqua non ¢ stato

cambiato rispetto alla sintesi n.3, cioe sono stati utilizzati 10 ml.

Nello specifico, nella sintesi n.5, 0.5 g di polveri di BTO sono stati attivati in una soluzione composta
da 10 ml di acido acetico e 10 ml di etanolo (rapporto in volume 1:1), sotto stirring per 30 min.
La sospensione ¢ stata poi sottoposta ad un ciclo di centrifugazione (5000 rpm, 2 min) e lavaggio con
etanolo. Le polveri attivate sono state solubilizzate in 100 ml di etanolo, sono stati aggiunti 10 ml di
acqua e 5.6 ml di TEOS, mantenendo tutto sotto stirring magnetico, e la nuova sospensione ¢ stata
sottoposta a trattamento con ultrasuoni per 20 min. A questo punto ¢ stata aggiunta soluzione di

ammoniaca goccia a goccia in modo da portare il pH a 9.5 e la sospensione risultante ¢ stata posta in
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stirring a Tamb per 20 min. Lo step successivo ¢ stata la divisione della sospensione in due batches:
il primo sottoposto a stirring a Tamb per 10 min, il secondo posto in orbital shaker a 40°C per 2 h.
Dopo questa fase, le due diverse sospensioni sono state sottoposte ad un primo ciclo di
centrifugazione (5000 rpm, 2 min), ad un lavaggio con acqua e ad un secondo ciclo di centrifugazione
(5000 rpm, 2 min). Infine, Le polveri raccolte sono state lasciate a essiccare in incubatore a 37°C.
I campioni ottenuti con questa prova di sintesi sono stati denominati BTO AA TEOS Tamb 0.5g e

BTO AATEOS 40 0.5g.

Nella sintesi n.6 sono stati utilizzati invece 1 g di polveri di BTO e 11.2 ml di TEOS. Per il resto il
procedimento e il quantitativo di etanolo ed acqua sono identici a quelli della sintesi n.5. I campioni
ottenuti con questa prova di sintesi sono stati denominati BTO AA TEOS Tamb 1g e BTO AA TEOS
40 1g.

Nella sintesi n.7 si ¢ aumentato il rapporto etanolo/acqua, utilizzando 100 ml di etanolo e 30 ml di
acqua per 1 g di polveri di BTO. In breve, 1 g di polveri di BTO sono stati attivati in una soluzione
composta da 10 ml di acido acetico e 10 ml di etanolo (rapporto in volume 1:1), sotto stirring per 30
min. La sospensione ¢ stata poi sottoposta ad un ciclo di centrifugazione (5000 rpm, 2 min) e lavaggio
con etanolo. Le polveri attivate sono state solubilizzate in 100 ml di etanolo, sono stati aggiunti 30
ml di acqua e 11.2 ml di TEOS, mantenendo tutto sotto stirring magnetico, € la nuova sospensione ¢
stata sottoposta a trattamento con ultrasuoni per 20 min. A questo punto ¢ stata aggiunta soluzione di
ammoniaca goccia a goccia in modo da portare il pH a 9.5 e la sospensione risultante ¢ stata posta in
stirring a Tamb per 1h. Successivamente una porzione di sospensione ¢ stata prelevata e posta su
orbital shaker a 40°C per 2h: in questo modo sono stati ottenuti due batches, uno sottoposto a stirring
a Tamb per 1h e I’altro a stirring a Tamb per 1h + orbital shaker a 40°C per 2h, complessivamente.
Le due diverse sospensioni, in tempi diversi, sono state sottoposte ad un primo ciclo di
centrifugazione (5000 rpm, 2 min), ad un lavaggio con etanolo e ad un secondo ciclo di
centrifugazione (5000 rpm, 2 min). Infine, Le polveri raccolte sono state lasciate a essiccare in
incubatore a 37°C. I campioni ottenuti con questa prova di sintesi sono stati denominati BTO AA

TEOS Tamb 1g 100-30 e BTO AA TEOS 40 1g 100-30.

Nella sintesi n.8 si ¢ lavorato con un quantitativo complessivo di polveri di BTO pari a 750 mg, ma

lavorando separatamente in triplicato con 250 mg di polveri. In breve, 250 mg di polveri di BTO sono

stati attivati in una soluzione composta da 10 ml di acido acetico e 10 ml di etanolo (rapporto in

volume 1:1), sotto stirring per 30 min. La sospensione ¢ stata poi sottoposta ad un ciclo di

centrifugazione (5000 rpm, 2 min) e lavaggio con etanolo. Le polveri attivate sono state solubilizzate

in 250 ml di etanolo (concentrazione 1 mg/ml), sono stati aggiunti 25 ml di acqua e 2.8 ml di TEOS,
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mantenendo tutto sotto stirring magnetico, € la nuova sospensione ¢ stata poi trattata con ultrasuoni
per 20 min. A questo punto ¢ stata aggiunta soluzione di ammoniaca goccia a goccia in modo da
portare il pH a 9.5 e la sospensione risultante ¢ stata posta in stirring per 20 min. Successivamente €
stata posta in orbital shaker a 40°C per 2h. Arrivati a questo punto, le polveri ottenute in triplicato nei
3 diversi batches (250 mg x3) sono state riunite in un’unica cuvette e risospese in 6 ml di etanolo.
Pertanto, alle polveri risospese sono stati aggiunti 210 pl di TEP e si ¢ lasciato in stirring per 2h.
Sono stati poi aggiunti 577.6 mg di CN e di nuovo in stirring per 1.5 h. In seguito ad un ciclo di
centrifugazione (5000 rpm, 2 min), le polveri raccolte sono state lasciate essiccare in incubatore a
37°C. Non ¢ stato quindi effettuato alcun trattamento termico finale. Il campione ottenuto con questa

prova di sintesi ¢ stato denominato BTO AA TEOS TEP CN 40 NTT 750 mg.

Nella sintesi n.9 ¢ stato aumentato il volume di acetico acetico utilizzato nel pre-trattamento, in modo
da avere un rapporto quantita di polveri/volume di acido acetico pari a 10. In breve, 200 mg di polveri
di BTO sono stati attivati in una soluzione composta da 20 ml di acido acetico e 20 ml di etanolo
(rapporto in volume 1:1), sotto stirring per 30 min. La sospensione ¢ stata poi sottoposta ad un ciclo
di centrifugazione (5000 rpm, 2 min) e lavaggio con etanolo. Le polveri attivate sono state
solubilizzate in 200 ml di etanolo (concentrazione 1 mg/ml), sono stati aggiunti 20 ml di acqua e 2.24
ml di TEOS, mantenendo tutto sotto stirring magnetico, ¢ la nuova sospensione ¢ stata poi trattata
con ultrasuoni per 20 min. A questo punto ¢ stata aggiunta soluzione di ammoniaca goccia a goccia
in modo da portare il pH a 9.5 e successivamente ¢ stata posta in orbital shaker a 40°C per 2h.
La sospensione ¢ stata poi sottoposta ad un ciclo di centrifugazione (5000 rpm, 2 min) e le polveri
raccolte sono state risospese in un piccolo volume di etanolo (2-3 ml). Alle polveri risospese sono
stati aggiunti 56 ul di TEP e si ¢ lasciato in stirring per 3h. Sono stati poi aggiunti 154 mg di CN e di
nuovo in stirring per 1.5 h. In seguito ad un ciclo di centrifugazione (5000 rpm, 2 min), le polveri
raccolte sono state lasciate essiccare in incubatore a 37°C. Non ¢ stato quindi effettuato alcun
trattamento termico finale. Il campione ottenuto con questa prova di sintesi ¢ stato denominato BTO

AA TEOS TEP CN 40 NTT 200 mg.

Nell’ultima sintesi n.10 la modifica principale ¢ stata utilizzare un volume definito di ammoniaca,
piuttosto che far riferimento al pH raggiunto dalla sospensione (9.5). Considerando il lavoro di H.
Huang et al. [85], gli autori utilizzano 0.2 ml di ammoniaca (28%) per 100 pL di TEOS, di
conseguenza in questa prova di sintesi per 1.12 ml di TEOS sono stati utilizzati 2.2 ml di ammoniaca
(28%), unendo 1.9 ml di ammoniaca (33%) e 0.3 ml di acqua, in modo da diluire e rispettare il volume
totale. In breve, 100 mg di polveri di BTO sono stati attivati in una soluzione composta da 10 ml di

acido acetico e 10 ml di etanolo (rapporto in volume 1:1), sotto stirring per 30 min. La sospensione ¢
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stata poi sottoposta ad un ciclo di centrifugazione (5000 rpm, 2 min). Le polveri attivate sono state
solubilizzate in 100 ml di etanolo, sono stati aggiunti 11 ml di acqua e 1.12 ml di TEOS, mantenendo
tutto sotto stirring magnetico, € la nuova sospensione ¢ stata posta in stirring per 20 min.
La sospensione ¢ stata poi posta in orbital shaker a 40°C per 2 h. Dopo questa fase, la sospensione ¢
stata sottoposta ad un primo ciclo di centrifugazione (5000 rpm, 2 min), ad un lavaggio con acqua e
ad un secondo ciclo di centrifugazione (5000 rpm, 2 min). Infine, le polveri raccolte sono state lasciate
essiccare in incubatore a 37°C. Il campione ottenuto con questa prova di sintesi ¢ stato denominato

BTO AA TEOS ammonia 2h 40.

Nella tabella 8, riportata di seguito, sono ricapitolate le diverse prove di sintesi svolte sul BTO, con i

diversi parametri di processo utilizzati.
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Tabella 8. Diverse prove di sintesi effettuate per ottenere particelle core-shell di BTO. Sono ricapitolati i diversi parametri di processo utilizzati nelle diverse prove di sintesi.

Sintesi

n.1

n.2

n.3

n.4

n.5

n.6

n.7

n.8

n.9

acido acetico

(ml)

no

10

10

10

20

lavaggio post-
trattamento
con acido
acetico

no

no

no

no

lavaggio con
etanolo

lavaggio con
etanolo

lavaggio con
etanolo

lavaggio con
etanolo

lavaggio con
etanolo

BTO
(mg)

50

50

100

100

500

1000

1000

2503

200

etanolo

(ml)

50

50

100

100

100

100

100

2503

200

acqua
(ml)

55

55

10

10

10

30

253

20

TEOS

(ml)

0,56

0,56

5,6

11,2

11,2

2,83

2,24

ammoniaca

pHO9.5

pHO9.5

pH9.5

pH 9.5

pH9.5

pH 9.5

pH 9.5

pH9.5

pH 9.5

96

miscelazione
post-aggiunta
TEOS

stirring
magnetico 20
min

stirring
magnetico 20
min

ultrasuoni 20
min

ultrasuoni 20
min

ultrasuoni 20
min

ultrasuoni 20
min

ultrasuoni 20
min

ultrasuoni 20
min

ultrasuoni 20
min

step post-aggiunta
ammoniaca

stirring Tamb 30
min, bagno
termostatico ad
acqua40°C2h'!

stirring Tamb 30
min, orbital shaker
ad acqua 40 °C 2h !

stirring Tamb 30
min

orbital shaker 40°C
2h

stirring Tamb 10
min, orbital shaker
40°C 2h'!

stirring Tamb 10
min, orbital shaker
40°C2h'!

stirring Tamb 1h
min, stirring Tamb
1h min + orbital
shaker 40°C 2h 2

orbital shaker 40°C
2h!

orbital shaker 40°C
2h

TEP CN
(u)  (mg)
28 77
28 77
210 5776
564 154

lavaggio
finale

acqua

acqua

no

no

acqua

acqua

etanolo

no

campioni

BTO TEOS
Tamb, BTO
TEOS 40

BTO AA TEOS
Tamb, BTO AA
TEOS 40

BTO AA TEOS
TEP CN Tamb
NTT, BTO AA
TEOS TEP CN
Tamb TT

BTO AA TEOS
TEP CN 40 NTT,
BTO AA TEOS
TEP CN 40 TT
BTO AA TEOS
Tamb 0.5g, BTO
AA TEOS 40
0.5g

BTO AA TEOS
Tamb 1g, BTO
AA TEOS 40 1g

BTO AA TEOS
Tamb 1g 100-30,
BTO AA TEOS
40 1g 100-30

BTO AA TEOS
TEP CN 40 NTT
750 mg

BTO AA TEOS
TEP CN 40 NTT
200 mg



stirring stirring Tamb 2h,
n.10 10 no 100 100 11 1.12 2.2 (mly’ magnetico 20 orbital shaker 40°C acqua
min 2h

BTO AA TEOS
ammonia 2h 40

'tra I'aggiunta dell'ammoniaca ¢ lo step successivo menzionato ¢'¢ una fase di stirring per 20 min

2come specificato nella descrizione del protocollo della sintesi n.7, dopo 'aggiunta dell'ammoniaca si ha una fase di stirring per 1h, poi una porzione di questa sospensione ¢ posta in orbital shaker a
40°C per 2h, quindi complessivamente si ottengono i 2 diversi batches definiti

3si & lavorato in triplicato, quindi in totale con la sintesi n.8 sono stati ottenuti 750 mg di micropolveri di BTO rivestite

“4in questo caso il tempo di stirring ¢ 3h anziché 2h come per le altre prove di sintesi

Svolume di ammoniaca (28%)
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2.2 Ossido di zinco

Come materiale di partenza per il core di ZnO sono state utilizzate polveri sub-micrometriche

(100-600 nm, <lpum) (CAS 1314-13-2).
2.2.1 Sintesi delle particelle core-shell di ZnO-BG

Come riferimento ¢ stato preso il lavoro di F. Aghili et al. [113].
Complessivamente sono stati effettuati 4 tentativi di sintesi nel caso dello ZnO.

In breve, la sintesi n.1 ¢ iniziata con il miscelamento tramite stirring magnetico di 100 ml di etanolo
e 0.1 mL di TEOS. In seguito, sono stati aggiunti 0.1 g di polveri di ZnO e si ¢ proceduto ad un
trattamento in bagno ad ultrasuoni per 15 min. Una soluzione costituita da 33 ml di etanolo e da 6 ml
di acqua, quest’ultima titolata a pH=11 tramite aggiunta di soluzione di ammoniaca, ¢ stata poi
aggiunta goccia a goccia alla sospensione di polveri mantenendo il tutto sotto stirring magnetico per
1h. Dopo questa fase, la sospensione ¢ stata sottoposta ad un primo ciclo di centrifugazione (5000
rpm, 2 min), ad un lavaggio con etanolo e ad un secondo ciclo di centrifugazione (5000 rpm, 2 min).
Infine, le polveri raccolte sono state lasciate essiccare in incubatore a 37°C. Il campione ottenuto con

questa prova di sintesi ¢ stato denominato ZnO TEOS.

Nella sintesi n.2 ¢ stato effettuato un pre-trattamento delle polveri di ZnO con acido acetico,
prendendo spunto da quanto fatto con le polveri di BTO, per cercare di favorire la formazione dello
shell di silice. Inoltre, il quantitativo di polveri di ZnO e il volume di TEOS di partenza sono stati
aumentati di un fattore pari a 5. In breve, 0.5 g di polveri di ZnO sono stati attivati in una soluzione
composta da 10 ml di acido acetico e 10 ml di etanolo (rapporto in volume 1:1), sotto stirring per 30
min. La sospensione ¢ stata poi sottoposta ad un ciclo di centrifugazione (5000 rpm, 2 min) e lavaggio
con etanolo, in modo da rimuovere I’eccesso di acido acetico. A questo punto si € proseguito come
nella sintesi n.1, con la differenza che sono stati utilizzati 0.5 g di polveri di ZnO pretrattate e 0.5 ml

di TEOS. Il campione ottenuto con questa prova di sintesi € stato denominato ZnO AA TEOS 1h.

La sintesi n.3 ¢ risultata essere simile alla sintesi n.2, ma senza il pre-trattamento con acido acetico e
aumentando a 24 h il tempo della fase di stirring successiva all’aggiunta della soluzione con acqua
titolata a pH=11. Inoltre, come fatto nella sintesi n.1, I’iniziale miscelazione di etanolo e TEOS ¢ stata
condotta tramite stirring magnetico e non per trattamento ad ultrasuoni. Pertanto, sono stati utilizzati
nuovamente 0.5 g di polveri di ZnO e 0.5 ml di TEOS. Il campione ottenuto con questa prova di

sintesi € stato denominato ZnO TEOS 24h.
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Nell’ultima sintesi n.4, ¢ stato provato un pre-trattamento iniziale delle polveri di ZnO utilizzando
acetone. In breve, 0.1 g di polveri di ZnO sono stati pretrattati in una soluzione composta da 10 ml di
acetone e 10 ml di etanolo (rapporto in volume 1:1), sotto stirring per 30 min. La sospensione ¢ stata
poi sottoposta ad un ciclo di centrifugazione (5000 rpm, 2 min) e lavaggio con etanolo.
Parallelamente, 100 ml di etanolo ¢ 0.1 ml di TEOS sono stati miscelati tramite trattamento ad
ultrasuoni per 15 min. In seguito, sono state aggiunte le polveri di ZnO pretrattate e si ¢ proceduto ad
un trattamento in bagno ad ultrasuoni per 15 min. Una soluzione costituita da 33 ml di etanolo e da 6
ml di acqua, quest’ultima titolata a pH=11 tramite aggiunta di soluzione di ammoniaca, ¢ stata poi
aggiunta goccia a goccia alla sospensione di polveri mantenendo il tutto sotto stirring magnetico per
24h. Dopo questa fase, la sospensione ¢ stata sottoposta ad un primo ciclo di centrifugazione (5000
rpm, 2 min), ad un lavaggio con etanolo e ad un secondo ciclo di centrifugazione (5000 rpm, 2 min).
Infine, le polveri raccolte sono state lasciate essiccare in incubatore a 37°C. Il campione ottenuto con

questa prova di sintesi ¢ stato denominato ZnO acetone TEOS 24h.

Nella tabella 9, riportata di seguito, sono ricapitolate le diverse prove di sintesi svolte sullo ZnO, con

i diversi parametri di processo utilizzati.

Tabella 9. Diverse prove di sintesi effettuate per ottenere particelle core-shell di ZnO. Sono ricapitolati i diversi parametri di
processo utilizzati nelle diverse prove di sintesi.

. . step post-
lavaggio in miscelazione aggiunta della
Sintesi P'® seguito a pre- ZnO etanclo | TEOS | iniziale di soluzione lavaggio campioni
trattamento 8 P (mg) (ml) (ml) etanolo e finale p
trattamento TEOS contenente acqua
titolata a pH=11
0l o o 100 100 0.1 stirring stirring magnetico = con 710 TEOS
magnetico lh etanolo
02 10 ml acido con etanolo 500 100 05 ultrasuoni 15 | stirring magnetico = con ZnO AA TEOS
) acetico ’ min 1h etanolo 1h
n.3 no no 500 100 0,5 stirring. stirring magnetico - con ZnO TEOS 24h
magnetico 24h etanolo
ultrasuoni 15 | stirring magnetico = con ZnO acetone
n.5 10 ml acetone con etanolo 100 100 0,1 min 24h etanolo TEOS 24h
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2.3 Caratterizzazioni

Le polveri di interesse, dopo essere state modificate dal punto di vista chimico in superficie tramite
il processo Stober modificato e successivamente essiccate, sono state caratterizzate con tecniche
opportune in modo da valutare la morfologia, la composizione, la chimica superficiale e la bioattivita
in vitro. In dettaglio, per indagare la morfologia e la composizione sono state effettuate analisi al
microscopio elettronico a scansione a effetto di campo (FE-SEM) munito di spettroscopia a
dispersione di energia (EDS), per indagare la chimica e i gruppi funzionali sulle particelle sintetizzate
sono state eseguite analisi spettroscopiche in trasformata di Fourier nell’infrarosso (FTIR), per fare
una valutazione della bioattivita dei materiali sviluppati sono stati effettuati test di immersione in

SBF.

2.3.1 Morfologia e composizione: FE-SEM/EDS

La microscopia elettronica ¢ una tecnica di analisi che permette di indagare e valutare la morfologia
superficiale di un campione, sfruttando I’interazione tra questo ed un fascio primario di elettroni
focalizzato e accelerato. Questo contatto produce tre diversi segnali, raccolti tramite rilevatori diversi,

e in grado di fornire informazioni diverse. Si generano nello specifico:

= Elettroni secondari (SEs, secondary electrons): si tratta di elettroni a bassa energia, generati
per via di un’interazione di tipo anelastico. Sono utili per ottenere informazioni topografiche

limitate ad alcuni nanometri sulla superficie del campione.

= Elettroni retrodiffusi (BSEs, backscattered electrons): si tratta di elettroni a piu alta energia,
generati per via di un’interazione di tipo elastico che determina una deflessione, ad un angolo
maggiore di 90°, degli elettroni primari in seguito al contatto con il nucleo atomico o con
elettroni di simile energia. Sono utili per ricavare informazioni relative alla struttura
superficiale del campione, in quanto il contrasto generato nell’immagine ¢ determinato dal

numero atomico degli elementi sulla superficie del campione.
= Raggi X caratteristici;

SEM e FESEM si distinguono per il modo in cui vengono emessi gli elettroni primari e per la
risoluzione raggiungibile. Nel primo caso si sfrutta I’effetto termoionico riscaldando un filamento di
tungsteno tramite corrente applicata, nel secondo caso si utilizza un cannone a effetto di campo.
In quest’ultimo caso, nello specifico, viene applicato un gradiente di potenziale elettrico sulla punta

di un filamento di tungsteno, dal quale gli elettroni vengono emessi per effetto tunnel. Nel FESEM,
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il fascio elettronico emesso ¢ piu focalizzato si riduce il volume di interazione con il campione, e

questo permette di ottenere una migliore risoluzione [115].

Come detto sopra, I’interazione tra il fascio di elettroni primari ad alta energia e il campione produce
anche raggi X caratteristici. Questi vengono sfruttati nell’analisi composizionale EDS, integrata in
uno strumento SEM/FESEM. L’interazione avviene con gli atomi del campione: un elettrone del
guscio piu interno viene scalzato lasciando una lacuna che viene colmata da un elettrone proveniente
da un guscio piu esterno e questa differenza di energia tra i due livelli si traduce nell’emissione di un
fotone X caratteristico. Ogni elemento chimico emette fotoni X ad una specifica energia (keV).
In uno spettro EDS, che ¢ uno spettro di emissione, in ordinata viene riportata 1’intensita del fascio
emesso, proporzionale al numero di fotoni X emessi, € in ascissa l’energia corrispondente.
Dal momento che ogni elemento chimico emette fotoni X ad una specifica energia, si riesce a
determinare la composizione in termini di elementi. E una tecnica qualitativa e non quantitativa, che
permette di fare confronti composizionali per esempio in seguito a trattamenti superficiali e di

determinare la distribuzione degli elementi anche attraverso mappe.

Sia per I’analisi morfologica con FESEM che per 1’analisi composizionale con EDS, si deve lavorare

in condizioni di alto vuoto e i campioni devono essere resi conduttivi tramite metallizzazione.

Nel lavoro sperimentale di questa tesi, le analisi morfologiche sono state condotte utilizzando il
microscopio FE-SEM Zeiss ULTRA 55 mentre quelle composizionali sono state condotte utilizzando
una sonda EDS integrata in un SEM da banco. La dimensione delle particelle, laddove riportata in

figura, ¢ stata determinata utilizzando il programma Image J.

Le polveri essiccate sono state innanzitutto preparate per metallizzazione con platino (Pt) tramite
sputtering, utilizzando un substrato di Pt posto all’interno di una camera a vuoto riempita con il gas
inerte argon (Ar). Successivamente le polveri metallizzate, rese quindi conduttive e visibili al
microscopio elettronico, sono state posizionate tramite un nastro adesivo in carbonio (carbon tape) su
un supporto circolare (stub). Prima dell’inserimento dei supporti all’interno della camera dello
strumento, su di essi € stato rivolto un getto di aria compressa in modo da rimuovere eventuali polveri
non aderite. Gli ingrandimenti ai quali I’analisi morfologica ¢ stata condotta sono stati 2000x, 10000x
e 50000x. Per quanto riguarda 1’analisi composizionale con EDS, come voltaggio ¢ stato scelto 15
kV e sono state analizzate 3 diverse aree sulla superficie del campione. In questo modo le percentuali
in peso e atomiche, tabellate e relative ai diversi elementi chimici individuati, sono state ottenute
come medie. Le tabelle EDS finali sono state anche corrette escludendo eventuali tracce di C o Pt

individuate dallo strumento.

101



Relativamente al BTO, per le sintesi dalla n.5 alla n.10 non ¢ stata effettuata I’analisi morfologica al
FESEM, ma soltanto 1’analisi composizionale EDS. Questo perch¢ 1’obiettivo perseguito in queste
sintesi € stato quello di migliorare la scalabilita del processo di sintesi, ottenendo un quantitativo di
polveri piu elevato e adeguato per eventuali test di bioattivita successivi, con una riduzione del
volume di etanolo utilizzato, e anche nell’ottica di uno sviluppo commerciale. Contemporaneamente
si ¢ cercato di migliorare il rivestimento delle particelle, ottenendo delle percentuali atomiche di Si

elevate.

Relativamente allo ZnO, per le sintesi n.3 e n.4 non ¢ stata effettuata 1’analisi morfologica al FESEM,
ma soltanto 1’analisi composizionale con EDS integrato nel SEM da banco. Questo perche 1’obiettivo
perseguito in queste sintesi ¢ stato quello di mettere a punto i parametri di sintesi in modo da

depositare una quantita sufficiente di silice sottoforma di shell.

2.3.2 Chimica superficiale: FTIR-ATR

La spettroscopia infrarossa in trasformata di Fourier (FTIR) ¢ una tecnica di analisi spettroscopica
vibrazionale, basata sulla variazione dello stato energetico vibrazionale di una molecola o di un atomo
in seguito all’assorbimento di una radiazione IR incidente. Ogni gruppo funzionale e ogni molecola
presentano un modo di vibrare caratteristico ¢ una banda di assorbimento IR caratteristica. Si tratta
di una tecnica qualitativa o al pitl semi-quantitativa in quanto, sfruttando la legge di Lambert-Beer, si
puo mettere in relazione 1’assorbanza con la concentrazione di cromoforo. Lo spettro IR in genere
riporta sull’asse delle ordinate I’assorbanza A/trasmittanza T (u.a) e sull’asse delle ascisse i1l numero

d’onda p (cm™), inverso della lunghezza d’onda. L’assorbanza viene definita come:

I
A =log (TO)

dove I, indica I’intensita della radiazione incidente, mentre I I’intensita della radiazione emessa.
La trasmittanza ¢ definita invece come l’inverso dell’assorbanza. Lo spettrofotometro FTIR ¢
composto da una sorgente IR e da un sistema ottico chiamato interferometro di Michelsen. I dati in
uscita da quest’ultimo vengono elaborati a valle, in trasformata di Fourier in modo da fornire lo
spettro FTIR. All’interno di uno spettro IR la regione di maggior interesse ¢ generalmente quella nel
range 1300-900 cm™!, definita impronta d’onda e caratteristica della specie molecolare indagata.
Una variante molto utilizzata, di questo metodo di analisi, ¢ la tecnica FTIR-ATR, nella quale il
campione ¢ posto a contatto con un cristallo ad alto indice di rifrazione. Si tratta di una tecnica di
analisi versatile che non richiede una particolare preparazione del campione e che sfrutta le variazioni
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di intensita di una radiazione infrarossa totalmente riflessa dal cristallo, associate alla propagazione

di un’onda evanescente nei primi strati superficiali del campione (0.5-5 pm).

In questo lavoro di tesi, la valutazione degli spettri FTIR relativi ai campioni in esame, ¢ stata

effettuata sulla base di spettri sperimentali estrapolati da articoli di letteratura.

Per valutare qualitativamente 1’avvenuta formazione dello shell a base silice ¢ stato considerato, tra
gli altri, lo spettro FTIR relativo a NPs di pura silice estrapolato dal lavoro di K. Panwar et al. [116]

e riportato di seguito nella figura 41.
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Figura 41. Spettro FTIR di riferimento relativo a NPs di pura silice (immagine adattata dal lavoro di K. Panwar et al. [114]).

I picchi di assorbimento caratteristici per la silice si osservano a 798 cm™! (stretching simmetrico di

Si-O-Si), a 960 cm™! (stretching di Si-OH) e 1100 cm! (stretching asimmetrico di Si-O-Si).
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Per quanto riguarda invece la valutazione dei risultati dei test di bioattivita e ’avvenuta precipitazione
di HAp sulla superficie delle particelle sintetizzate, si € considerato lo spettro e il lavoro di
M. Mackovi¢ et al. [117], relativo a test di immersione in SBF effettuato su micro- € nano- particelle

di BG 45S5. Lo spettro in questione € riportato in figura 42.

2
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Figura 42. Analisi FTIR condotta su micro- e nano-particelle di BG 4585 per valutare modifiche della chimica superficiale al variare
del tempo di immersione in SBF [116] (immagine adattata).
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Nella tabella 10 seguente vengono riportati i picchi di assorbimento IR, in uno spettro FTIR,

caratteristici di un vetro bioattivo, sia nel caso del BTO che dello ZnO, e i relativi riferimenti

bibliografici:

Tabella 10. Bande di assorbimento dello spettro FTIR e riferimenti, per la valutazione della formazione dello shell di vetro bioattivo,

sia nel caso di BTO che ZnO.

numero d'onda (cm™)

tipologia di legame/gruppo funzionale e
modalita di vibrazione

considerazioni

rif.

~500, ~474

~563, ~603

~570-597

~799, ~806

~930

~950

~1200-1100
~1143

~1210

~1450

~1631

~685, 1565
~1447

~1571

stretching simmetrico gruppo Si-O-Si/ rocking
mode gruppo Si-O-Si

bending del legame P-O

stretching del legame Ti-O

picco associato ai gruppi SiOngo (non-binding
oxygen)/ stretching simmetrico del gruppo Si-
O-Si

picco associato ai gruppi SiOngo (non-binding
oxygen)

stretching del legame Si-OH

stretching asimmetrico del gruppo Si-O-Si

vibrazioni del gruppo Si-O-BaTiO;

banda associata ai gruppi Si-O-Si

stretching asimmetrico (v3) dello ione
carbonato CO5>

vibrazioni associate ai gruppi -OH presenti nelle
molecole d'acqua e adsorbite in superficie

vibrazioni del legame ZnO

stretching asimmetrico del gruppo -COOH

stretching simmetrico del gruppo -COOH
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nella silice pura invece & ~450 cm!,
quindi la presenza di cationi
modificatori sposta il picco massimo
di questa banda verso 500 cm™ e
questo puo essere sfruttato come
marker spettrale

la presenza di questi picchi di
assorbimento stretti indica che P,Os
funge da ossido formatore del
network vetroso

presente nel caso in cui ioni
modificatori sono entrati nel network
vetroso

marker degli ioni modificatori
all'interno del network vetroso, nel
caso della silice pura viene associata
allo stretching del legame Si-OH
(intorno a 960 cm™)

assorbimento presente in particelle
colloidali di silice

condensazione dei gruppi silanoli del
TEOS idrolizzato con i gruppi
ossidrili superficiali delle particelle
di BTO

questa banda ¢ tipica di una struttura
di silice ad elevata area superficiale

per via dei carbonati assorbiti sulla
superficie

indicatore della formazione di acetato
di zinco

indicatore della formazione di acetato
di zinco

[118], [117], [119]

[120]

[121]

[122], [119]

[117], [116]

[123]

[120], [116], [123]
[121]

[118]

[117]

[119]

[110]
[124]

[124]



Nella tabella 11 seguente invece vengono riportati i picchi di assorbimento IR importanti ai fini della
valutazione del meccanismo di bioattivita e della formazione di HAp, come si vedra nel paragrafo
3.1.3. Come detto precedentemente, il riferimento ¢ stato il lavoro di lavoro di M. Mackovi¢ et al.

[117] e lo spettro riportato in figura 42.

Tabella 11. Bande di assorbimento dello spettro FTIR utilizzate per valutare la formazione di HAp sulle particelle core-shell di BTO
sintetizzate. 1l riferimento utilizzato é il lavoro di M. Mackovi¢ et al. [117].

tipologia di legame/gruppo funzionale e

' -1 . o e
numero d'onda (cm™) modalita di vibrazione considerazioni
~471 bending del gruppo P-O-P (v2) (all'interno picco associato al gruppo PO,> , presenta sovrapposizione
dell'HAp precipiata) con la banda associata allo stretching simmetrico del gruppo
Si-O-Si
~570, ~600 bending del gruppo P-O-P (v4) (all'interno si passa da una banda ad un doppio picco con il tempo di
dell'HAp precipitata) immersione in SBF, associata ai gruppi PO
~800 bending del gruppo Si-O-Si (8) banda associata alla formazione di una struttura di silice

tridimensionale durante il test di immersione in SBF

~871 bending fuori dal piano (v2) dello ione banda associata al gruppo CO;* presente nell'HCA precipitata
carbonato CO;>

~1210 banda associata alle vibrazioni del Si-O-Si questa banda compare durante il trattamento in SBF per via
della condensazione di gruppi silanoli Si-OH a formare
gruppi silossanici Si-O-Si, a scapito della banda associata ai
gruppi SiOxgo

~1450 stretching asimmetrico (v3) dello ione per via dei carbonati adsorbiti sulla superficie, con il
carbonato COs* trattamento in SBF si osserva una divisione in due picchi
(1430 cm™ e 1500 cm™)

Nel caso del BTO, I’analisi FTIR ¢ stata condotta sulle polveri di BTO di partenza, sui campioni BTO
AA TEOS TEP CN Tamb senza trattamento termico (NTT) e con trattamento termico (TT) (sintesi
n.3) e sui campioni BTO AA TEOS TEP CN 40 senza trattamento termico (NTT) e con trattamento

termico (TT) (sintesi n.4).

L’analisi FTIR ¢ stata condotta anche sul campione BTO AA TEOS TEP CN 40 NTT a 0, 7 ¢ 14

giorni di immersione in SBF, relativamente al test di bioattivita condotto.

Nel caso dello ZnO, I’analisi FTIR ¢ stata condotta sulle polveri di ZnO di partenza, sul campione

ZnO AA TEOS 1h (sintesi n.2) e sul campione ZnO TEOS 24h (sintesi n.3).

L’analisi ¢ stata condotta per mezzo dello spettrofotometro Thermo Scientific Nicolet iS50 FTIR in
modalita riflettanza totale attenuata (ATR). L’intervallo analizzato & stato 4000-400 cm™!, ma gli

spettri riportati nelle figure sono stati tagliati in funzione della regione di assorbimento di interesse.
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2.3.3 Bioattivita: test di immersione in SBF

Questo tipo di analisi ¢ stata condotta per valutare in vitro la bioattivita delle particelle core-shell
sintetizzate, quindi la loro capacita di indurre la formazione di precipitati di HAp sulla superficie.
In questo modo si riesce indirettamente a predire la capacita del materiale di legarsi in vivo al tessuto

osseo, per mezzo dello strato superficiale di HAp che si forma.

Il campione ¢ stato posto in SBF (pH 7.4), a 37°C per diversi intervalli di tempo. La soluzione SBF
¢ stata preparata secondo il protocollo di Kokubo-Takadama [125], inserendo in sequenza i reagenti
riportati in tabella 12. Per prima cosa sono stati inseriti i primi otto reagenti all’interno di un becker
in plastica contenente 700 ml di acqua deionizzata, ad una temperatura di 36+1.5 °C con agitatore
magnetico a 200 rpm. Successivamente sono stati aggiunti gli ultimi due reagenti in modo da

tamponare la soluzione a pH 7.4+0.1, verificato mediante pHmetro.

La soluzione SBF cosi preparata presenta una concentrazione ionica simile a quella del plasma
sanguigno umano, ma con un contenuto molare di ioni HCO3™ inferiore [125]. Inoltre, manca della

componente proteica.

Il test di bioattivita in SBF ¢ stato condotto soltanto sulle polveri di BTO, nello specifico sul campione
BTO AA TEOS TEP CN 40 NTT, ottenuto con la sintesi n.4. Per semplicita di scrittura, il campione
in oggetto verra denominato BTO SBF.

Alla fine della suddetta sintesi sono stati ottenuti circa 21 mg di particelle di BTO rivestite. Sono stati
quindi realizzati 2 batches (n.1 e n.2), ciascuno contenente 10.5 mg di polveri in 10.5 ml di SBF
(concentrazione 1 mg/ml) all’interno di recipienti ermetici. I due diversi recipienti ermetici sono stati
posti nell’orbital shaker a 37°C a 120 rpm, per 7 giorni nel caso del batch n.1 e per 14 giorni nel caso
del batch n.2. Ai fini della valutazione della bioattivita, sono state condotte misure di pH all’interno
dei due batches, a 3 e 7 giorni per il batch n.1 e a 3 e 14 giorni per il batch n.2. In questo modo si
sono ottenute misure di pH a 3 (in duplicato), 7 e 14 giorni. Per confermare la bioattivita raggiunta
sono state condotte analisi morfologiche al FESEM, analisi composizionali con EDS e analisi FTIR
per valutare la chimica superficiale, questo alla fine del test di bioattivita dopo 7 giorni per il batch
n.1 e dopo 14 giorni per il batch n.2. La soluzione di SBF ¢ stata rimossa dai contenitori ermetici dei
due batches utilizzando una micro-pipetta e successivamente ¢ stato eseguito un lavaggio con acqua.
Infine, le polveri sono state poste in incubatore a essiccare, a 37°C. Le caratterizzazioni

precedentemente menzionate sono state condotte sulle polveri essiccate.
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Tabella 12. Elenco dei reagenti utilizzati nel protocollo Kokubo-Takadama per realizzare 11 di SBF.

Quantita per 11

Reagente di SBF
n.l NaCl 8,035¢g
n.2 NaHCO;3 0,355 ¢
n.3 KCl 0,225 g
n.4 K>HPO4-3H20 0,231¢g
n.5 MgCl2-6H20 0311g
n.6 HCI (1M) 39 ml
n.7 CaCl 0,292 g
n.8 Naz2SOs 0,072 g
n.9 TRIS 6,118 g
n.10 HC1 (1M) 0-5 ml
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3. Risultati e discussione

In questo paragrafo verranno analizzati e discussi i risultati delle prove di caratterizzazione effettuate
sui diversi materiali sintetizzati, secondo le diverse prove di sintesi condotte su BTO e ZnO e descritte

rispettivamente nel paragrafo 2.1.1 e nel paragrafo 2.2.1.

3.1 Titanato di bario

3.1.1 Morfologia e composizione: FE-SEM/EDS

Si riportano di seguito i risultati relativi all’analisi morfologica e composizionale dei campioni

ottenuti nelle diverse sintesi effettuate sulle polveri di BTO.

In figura 43 sono riportate le immagini FESEM relative alle polveri di BTO di partenza.
La distribuzione di taglia ¢ variabile con particelle che presentano una dimensione anche intorno ad
1-2 um mentre altre intorno alle centinaia di nm, come si osserva dalle misure riportate
sull’ingrandimento a 10000x (misure in um). In figura 44 ¢ riportato lo spettro EDS con i picchi di
emissione caratteristici dell’ossigeno (O, 0.525 keV), del titanio (Ti, 0.452, 4.508 ¢ 4.931 keV) e del
bario (Ba, 4.465 keV). Il picco di emissione relativo al carbonio (C, 0.277 keV) ¢ probabilmente
dovuto al nastro adesivo in carbonio (carbon tape) su cui sono state poste le polveri. Non ¢ riportata

la composizione elementare in quanto non di interesse.
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Figura 43. Immagini FESEM delle micropolveri di BTO di partenza, ad ingrandimenti crescenti (2000x, 10000x, 50000x).

Figura 44. Spettro EDS delle micropolveri di BTO di partenza.

Full Scale 305 cts Cursar: 0.000 ke

Riguardo alla sintesi n.1, le immagini FESEM riportate mostrano che a Tamb (figura 45) non sono
presenti differenze morfologiche rispetto alle polveri di partenza mentre a 40°C (figura 47) ¢ visibile
soltanto una tendenza delle particelle all’aggregazione ma non un rivestimento su di esse che tenda
in qualche modo a legarle. Quest’ultima considerazione ¢ confermata dai risultati dell’analisi EDS,
riportati nelle figure 46 e 48, in cui non si distinguono picchi di emissione relativi al silicio (Si, 1.739
keV) e la percentuale atomica rilevata ¢ molto bassa e inferiore allo 0.3 at%. Le immagini FESEM
inoltre mostrano piccoli nano-precipitati superficiali, non associabili perd a particelle di silice
depositate in superficie poiche presenti anche sulle polveri di BTO di partenza. Questi risultati

indicano che la sintesi n.1 non ha portato allo sviluppo dello shell di silice.
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Figura 45. Immagini FESEM del campione BTO TEOS Tamb (sintesi n.1), ad ingrandimenti crescenti (2000x, 10000x, 50000x).

Figura 46. Spettro EDS a sinistra e analisi composizionale a destra del campione BTO TEOS Tamb (sintesi n.1).

Element | Weight% Atomic%

mean SD | mean SD
OK 19,27 | 0,02 57,65 | 0,16
SiK 0,15 | 0,06 0,26 | 0,09
Ti K 21,52 | 0,32 21,50 | 0,27
BaL 59,06 | 0,36 20,59 | 0,18

Full Scale 438 cts Cursor: 0.000 ke
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Figura 47. Immagini FESEM del campione BTO TEOS 40 (sintesi n.1), ad ingrandimenti crescenti (2000x, 10000x, 50000x)).

Figura 48. Spettro EDS a sinistra e analisi composizionale a destra del campione BTO TEOS 40 (sintesi n.1).

Element | Weight% Atomic%

mean SD | mean SD
OK 20,84 | 1,56 59,85 | 2,18
SiK 0,13 | 0,02 0,22 | 0,04
TiK 21,45 | 0,46 20,61 | 0,93
BaL 57,57 | 1,60 19,31 | 1,31

Full Scale 293 cts Cursor: 0.000 ke
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Relativamente alla sintesi n.2, le immagini FESEM riportate nelle figure 49 e 51 mostrano il formarsi
di colli tra le particelle, interpretabili come un rivestimento a base di silice che ingloba aggregati di
particelle, questo in entrambi i campioni BTO AA TEOS Tamb e BTO AA TEOS 40. Cio ¢ in linea
con quanto osservato in altri lavori utilizzando il processo Stober per rivestire particelle [85].
Nella sintesi realizzata a 40°C, in figura 51, nell’ingrandimento a 10000x sono indicate le misure
dimensionali di alcuni aggregati micrometrici intorno a 3-4 um. La presenza del Si ¢ confermata dai
risultati dell’analisi EDS riportati nelle figure 50 e 52: negli spettri di entrambi 1 campioni sono ben
visibili 1 picchi di emissione relativi al Si e si ha una buona percentuale atomica di Si rilevata, pari a
circa 3.58 = 0.28 at% nel caso del campione BTO AA TEOS Tamb e pari a circa 18.12 + 1.57 at% nel
caso del campione BTO AA TEOS 40. Si puo concludere che il pre-trattamento con acido acetico ha
avuto un effetto positivo e che una temperatura di sintesi post-aggiunta dell’ammoniaca pari a 40°C
fornisce risultati migliori rispetto ad una temperatura pari a Tamb. Sugli spettri EDS riportati sono
visibili anche picchi di emissione relativi al platino (Pt, 2.048 keV) dovuti al processo di

metallizzazione precedentemente effettuato sulle polveri sintetizzate.

Figura 49. Immagini FESEM del campione BTO AA TEOS Tamb (sintesi n.2), ad ingrandimenti crescenti (2000x, 10000x, 50000x).

—
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Figura 50. Spettro EDS a sinistra e analisi composizionale a destra del campione BTO AA TEOS Tamb (sintesi n.2).

Element | Weight% Atomic%

mean SD | mean SD
OK 22,84 | 1,66 60,94 | 1,94
Si K 2,35 ] 0,14 3,58 | 0,28
Ti K 20,95 | 0,38 18,70 | 0,43
BaL 53,86 | 2,01 16,79 | 1,32

1 2 3 4 ] G 7 g
Full Scale 445 ct= Curzar: 0.000 ke

Figura 51. Immagini FESEM del campione BTO AA TEOS 40 (sintesi n.2), ad ingrandimenti crescenti (2000x, 10000x, 50000x).
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Figura 52. Spettro EDS a sinistra e analisi composizionale a destra del campione BTO AA TEOS 40 (sintesi n.2).

Spectrum 1
Element | Weight% Atomic%
mean SD mean SD
OK 52,56 | 1,95 75,33 | 1,49
SiK 22,20 | 2,02 18,12 | 1,57
Ti K 7,47 | 0,10 3,58 | 0,09
BaL 17,77 | 2,41 2,97 | 0,47

Full Scale 595 cts Cursor: 0.000 ke

Dal momento che, in base all’analisi morfologica e composizionale, la sintesi n.2 ha mostrato ottimi
risultati, come illustrato nel paragrafo 2.1.1, il passaggio successivo ¢ stato inserire TEP e CN

all’interno dello shell ottenuto, con le prove di sintesi n.3 e n.4.

Le immagini FESEM relative alla sintesi n.3, nelle figure 53 e 55, mostrano nuovamente uno strato
legante attorno ai core di BTO, che tende ad incapsularli. Nel caso del campione BTO AA TEOS TEP
CN Tamb TT, in figura 55, sono maggiormente visibili nano-aggregati superficiali sulle particelle,
probabilmente rappresentanti precipitati di BG. Su questo campione trattato termicamente non ¢ stata
effettuata I’analisi composizionale con EDS a causa del quantitativo limitato e insufficiente di polveri
ottenute alla fine della sintesi. Per quanto riguarda invece 1’analisi composizionale EDS del campione
BTO AA TEOS TEP CN Tamb NTT, riportata in figura 54, nello spettro EDS sono visibili i picchi di
emissione relativi al calcio (Ca, 0.341 e 3.690 keV) e al fosforo (P, 2.013 keV). Le percentuali
atomiche di Si, Ca e P rilevate sono rispettivamente 3.83 + 0.51 at%, 1.22 + 0.36 at% e 0.30 = 0.10
at%. Si evidenzia quindi I’introduzione degli ioni calcio e fosforo nello shell di silice. Questo ¢ meglio
confermato dalla tabella 13, contenente le percentuali in peso e atomiche corrette in rapporto al
contenuto di Si, in modo da avere un’idea piu chiara della distribuzione limitatamente allo shell di
silice: le percentuali atomiche ricalcolate in rapporto al silicio sono 71.40 at% per il Si, 22.98 at% per

il Cae 5.62 at% per il P.

115



Figura 53. Immagini FESEM del campione BTO AA TEOS TEP CN Tamb NTT (sintesi n.3), ad ingrandimenti crescenti (2000x,
10000x, 50000x).

Figura 54. Spettro EDS a sinistra e analisi composizionale a destra del campione BTO AA TEOS TEP CN Tamb NTT (sintesi n.3).

Spectrum 1
Element | Weight% Atomic%
mean SD | mean SD

OK 31,72 | 2,06 69,56 | 1,72
SiK 3,05 | 0,37 3,83 | 0,51
PK 0,26 | 0,08 0,30 | 0,10
CakK 1,39 | 0,43 1,22 | 0,36
Ti K 18,16 | 0,69 13,34 | 0,69
BaL 45,42 | 2,26 11,66 | 1,06

Full Scale 114 cts Cursor: 0.000 ke

Tabella 13. Percentuali in peso e atomiche ottenute tramite analisi EDS, ricalcolate considerando come elementi solo Si, Ca e P, per
il campione BTO AA TEOS TEP CN Tamb NTT (sintesi n.3).

Element | Weight% | SD | Atomic% | SD

Si K 64,94 | 7,81 71,40 | 6,75
P K 5,55 | 1,67 5,62 | 1,53
CakK 29,52 | 9,08 22,98 | 7,84
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Figura 55. Immagini FESEM del campione BTO AA TEOS TEP CN Tamb TT (sintesi n.3), ad ingrandimenti crescenti (2000x,
10000x, 50000x).

Confrontando visivamente le figure 49 e 53 relative rispettivamente al campione BTO AA TEOS
Tamb (sintesi n.2) e al campione BTO AA TEOS TEP CN Tamb NTT (sintesi n.3), notiamo che nel

secondo caso il rivestimento che ingloba e lega le particelle sembra pit omogeneo.

Nelle immagini FESEM relative alla sintesi n.4, figura 56 per il campione BTO AA TEOS TEP CN
40 NTT e figura 58 per il campione BTO AA TEOS TEP CN 40 TT, si nota una maggiore
agglomerazione delle particelle, probabilmente dovuta anche alla preparazione del campione. Per
quanto riguarda invece 1 risultati dell’analisi composizionale con EDS, riportati nelle figure 57 e 59,
nuovamente negli spettri EDS sono visibili i1 picchi di emissione degli elementi di interesse, ovvero
Si, Ca e P. La percentuale atomica di Si passa dal valore 3.83 at% del campione BTO AA TEOS TEP
CN Tamb NTT (sintesi n.3) ai valori 21.72 at% per il campione BTO AA TEOS TEP CN 40 NTT e
16.27 at% per il campione BTO AA TEOS TEP CN 40 TT. Quindi possiamo affermare che si ha una
maggiore deposizione di silice nella sintesi n.4 rispetto alla sintesi n.3. Inoltre, facendo un confronto
incrociato tra i due campioni della sintesi n.4 a 40°C, si osserva una diminuzione percentuale di Si

nel passaggio dal caso non trattato termicamente al caso trattato termicamente. Considerando tutti gli
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elementi e quindi anche quelli del core, le percentuali atomiche di Ca e P individuate non variano in
maniera significativa rispetto ai valori ottenuti con la sintesi n.3, per il Ca (~1.2-1.4 at%) e per il P
(~0.2-0.4 at%). Limitatamente pero allo shell di silice, ’ordine dei campioni a contenuto decrescente
di 1oni calcio e fosforo entrati nello shell di silice ¢ il seguente: BTO AA TEOS TEP CN 40 Tamb
NTT, BTO AATEOS TEP CN 40 TT e BTO AA TEOS TEP CN 40 NTT. In questo stesso ordine si
ha un aumento della percentuale atomica di Si rilevata sul core di BTO. Questo si evince confrontando

le tabelle ricalcolate 13, 14 e 15, in rapporto alla percentuale atomica di Si.

Figura 56. Immagini FESEM del campione BTO AA TEOS TEP CN 40 NTT (sintesi n.4), ad ingrandimenti crescenti (2000x, 10000x,
50000x).
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Figura 57. Spettro EDS a sinistra e analisi composizionale a destra del campione BTO AA TEOS TEP CN 40 NTT (sintesi n.4).

Element | Weight% Atomic%
mean SD | mean SD
OK 46,11 | 1,91 69,70 | 1,53
SiK 25,20 | 0,48 21,72 | 0,83
PK 0,29 | 0,10 0,22 | 0,08
CaK 2,41 | 0,37 1,45 | 0,25
Ti K 7,03 | 0,53 3,55 | 0,32
BaL 18,96 | 0,74 3,34 | 0,20
Full Scale 207 cts Cursor: 0.000

Tabella 14. Percentuali in peso e atomiche ottenute tramite analisi EDS, ricalcolate considerando come elementi solo Si, Ca e P, per
il campione BTO AA TEOS TEP CN 40 NTT (sintesi n.4).

Element | Weight% | SD | Atomic% | SD

SiK 90,34 | 1,02 92,86 | 0,76
PK 1,04 | 0,37 0,95 | 0,35
CakK 8,62 | 1,09 6,19 | 0,81

Figura 58. Immagini FESEM del campione BTO AA TEOS TEP CN 40 TT (sintesi n.4), ad ingrandimenti crescenti (2000x, 10000x,
50000x).
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Figura 59. Spettro EDS a sinistra e analisi composizionale a destra del campione BTO AA TEOS TEP CN 40 TT (sintesi n.4).

Element | Weight% Atomic%
mean SD mean SD
OK 45,59 | 2,62 72,33 | 1,26
SiK 18,02 | 1,97 16,27 | 1,13
PK 0,47 | 0,14 0,39 | 0,12
CaK 2,14 | 0,30 1,36 | 0,16
Ti K 9,73 | 2,08 5,19 | 1,34
BalL 24,04 | 2,52 4,46 | 0,65
1 2 3 4 a3 G 7
Full Scale 218 cts Cursar: 0.000 ke

Tabella 15. Percentuali in peso e atomiche ottenute tramite analisi EDS ricalcolate considerando come elementi solo Si, Ca e P, per
il campione BTO AA TEOS TEP CN 40 TT (sintesi n.4).

Element | Weight% | SD | Atomic% | SD

SiK 87,31 | 0,84 90,30 | 0,73
PK 2,31 | 0,82 2,18 | 0,78
CakK 10,39 | 0,98 7,53 1 0,72

Arrivati a questo punto, una prima conclusione che si puo trarre ¢ che a fornire i risultati migliori dal
punto di vista composizionale ¢ il campione BTO AA TEOS TEP CN 40 NTT (sintesi n.4), con una
buona percentuale atomica di Si, di Ca e di P. Dal punto di vista morfologico invece si ¢ notata
un’agglomerazione maggiore nel campione BTO AA TEOS TEP CN 40 TT (sintesi n.4). Il campione
BTO AA TEOS TEP CN Tamb NTT (sintesi n.3) mostra una buona composizione dal punto di vista
dell’analisi EDS ma la percentuale atomica di Si € minore rispetto ai due campioni della sintesi n.4.
Dal punto di vista della formazione dello shell di silice, il caso a 40 °C ¢ risultato essere migliore
rispetto al caso a Tamb mentre il trattamento termico sembrerebbe aumentare le percentuali atomiche

di Ca e P in rapporto al Si.

I risultati delle sintesi n.5 e n.6, in cui sono stati aumentati il quantitativo di polvere di BTO di
partenza (0.5 g, 1 g) e il volume di TEOS dello stesso fattore (5.6 ml, 11.2 ml), non hanno mostrato
risultati soddisfacenti. Infatti, le percentuali atomiche di Si rilevate sono diminuite rispetto ai valori
della sintesi n.2 (0.1g di BTO, 1.12 ml di TEOS), sia nel caso in cui la temperatura di sintesi
post-aggiunta dell’ammoniaca sia pari a Tamb sia nel caso in cui sia pari a 40°C. Questo ¢ quanto si
evince confrontando le tabelle EDS riportate nelle figure 50, 60 e 62 per quanto riguarda il caso a
Tamb e confrontando le tabelle EDS riportate nelle figure 52, 61 e 63 per quanto riguarda il caso a
40°C.
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Figura 60. Spettro EDS a sinistra e analisi composizionale a destra del campione BTO AA TEOS Tamb 0.5g (sintesi n.5).
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Figura 61. Spettro EDS a sinistra e analisi composizionale a destra del campione BTO AA TEOS 40 0.5g (sintesi n.5).
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Figura 62. Spettro EDS a sinistra e analisi composizionale a destra del campione BTO AA TEOS Tamb 1g (sintesi n.6).
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Element | Weight% Atomic%
mean SD | mean SD
OK 16,95 | 1,11 53,86 | 2,00
SiK 0,57 | 0,07 1,04 | 0,13
Ti K 21,00 | 0,58 22,32 | 1,06
BaL 61,47 | 0,95 22,79 | 1,03
Element | Weight% Atomic%
mean SD | mean SD
OK 19,74 | 0,55 57,77 | 0,60
Si K 0,79 | 0,28 1,31 | 0,44
Ti K 21,68 | 0,07 21,19 | 0,37
BaL 57,77 | 0,79 19,70 | 0,60
Element | Weight% Atomic%
mean SD | mean SD
OK 19,71 | 0,27 57,59 | 0,38
Si K 1,00 | 0,14 1,67 | 0,22
Ti K 21,67 | 0,28 21,14 | 0,39
BaL 57,62 | 0,21 19,61 | 0,20




Figura 63. Spettro EDS a sinistra e analisi composizionale a destra del campione BTO AA TEOS 40 1g (sintesi n.6).
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Nel passare dalla sintesi n.6 alla sinfesi n.7 ¢ stato aumentato il volume di acqua utilizzato nella
sintesi, da 10 ml a 30 ml, mantenendo costante il volume di etanolo. Di conseguenza ¢ diminuito il
rapporto in volume etanolo/acqua. I risultati EDS hanno mostrato un aumento della percentuale
atomica di Si rilevata, sia nel caso a Tamb che nel caso a 40°C. Questo ¢ quanto si evince confrontando
le tabelle EDS riportate nelle figure 62 ¢ 64 per quanto riguarda il caso a Tamb e confrontando le
tabelle EDS riportate nelle figure 63 e 65 per quanto riguarda il caso a 40°C. Questo ¢ in linea con la
teoria del processo Stober, presentata nel paragrafo 1.5.1, secondo cui I’acqua promuove le reazioni
di idrolisi e condensazione del TEOS e quindi favorisce la formazione di uno shell di silice.

Inoltre, se si aumenta il volume di TEOS ¢ importante aumentare di pari passo anche il volume di

Element | Weight% Atomic%

mean SD | mean SD
OK 23,21 | 1,14 62,27 | 1,44
SiK 1,19 | 0,05 1,81 | 0,12
Ti K 20,99 | 0,19 18,83 | 0,54
BaL 54,61 | 1,09 17,09 | 0,81

acqua, per evitare che rimanga del TEOS in soluzione non idrolizzato e non reagito.

Figura 64. Spettro EDS a sinistra e analisi composizionale a destra del campione BTO AA TEOS Tamb 1g 100-30 (sintesi n.7).
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Element | Weight% Atomic%

mean SD | mean SD
OK 20,51 | 0,01 58,65 | 0,59
SiK 2,15 | 0,26 3,50 | 0,44
Ti K 19,46 | 1,82 18,58 | 1,56
BaL 57,87 | 1,67 19,28 | 0,74



Figura 65. Spettro EDS a sinistra e analisi composizionale a destra del campione BTO AA TEOS 40 1g 100-30 (sintesi n.7).
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Rispetto alle sintesi dalla n.2 alla n.4, in cui su 100 mg di polveri di BTO sono stati utilizzati 100 ml
di etanolo, nelle sintesi dalla n.5 alla n.7 si ¢ aumentato il quantitativo di BTO senza aumentare il
volume di etanolo, ma mantenendolo pari a 100 ml. I risultati non ottimali indicano quindi che ¢
difficile ottenere buoni risultati di sintesi, ovvero una percentuale atomica di Si ottimale sulla

superficie, senza aumentare anche il volume di etanolo. Questo limita la scalabilita del metodo.

Come descritto nel paragrafo 2.1.1, nelle sintesi n.8 e n.9 si ¢ cercato di replicare quanto fatto nella
sintesi n.4, adottando nuovamente una temperatura di sintesi pari a 40°C e non impiegando un
trattamento termico. Il quantitativo di reagenti ¢ stato aumentato, mantenendo costanti pero i rapporti
tra essi. In entrambe le sintesi in questione, come riportato nelle tabelle EDS nelle figure 66 e 67, si
¢ osservata una brusca riduzione della percentuale atomica di Si rispetto alla sintesi n.4. Questi
risultati potrebbero voler indicare difficolta nella scalabilita del protocollo adottato nella sintesi n.4.
E da indagare il ruolo che puo avere il lavaggio con etanolo, effettuato in seguito al pre-trattamento
con acido acetico, in quanto presente nelle sintesi n.8 € n.9 ma assente nella sintesi n.4. Si puo
ipotizzare che 1’effetto di attivazione superficiale tramite acido acetico sui core di BTO sia effettivo

solo se non si effettua un lavaggio di etanolo.
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Figura 66. Spettro EDS a sinistra e analisi composizionale a destra del campione BTO A4 TEOS TEP CN 40 NTT 750 mg

(sintesi n.8).
1500 222
1350 |
1200 4 Element | Weight% Atomic%
1050 mean SD mean SD
- OK 14,23 | 0,54 48,75 | 1,35
a8 Si K 0,22 | 0,07 0,43 | 0,13
Z 7 PK 0,30 | 0,20 052 | 035
01 1 CaK 024 | 0,10 034 | 0,14
ss04 Ti K 21,50 | 1,00 24,61 | 1,20
300 BaL 63,51 | 0,90 25,35 | 0,59
150
0 T T T T T T T
000 080 160 240 320 400 480 560 6.40
keV
Figura 67. Spettro EDS a sinistra e analisi composizionale a destra del campione BTO AA TEOS TEP CN 40 NTT 200 mg
(sintesi n.9).
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Per quanto riguarda 1’ultima sintesi n.10, in cui si € portato il pH della sospensione ad un valore

misurato pari a 10.5 utilizzando un volume fisso di ammoniaca (28%) pari a 2.2 ml, ¢ stata rilevata

una percentuale atomica di Siparia4.16 £+ 0.15 at%, come riportato in figura 68. Si tratta di un valore

inferiore rispetto alla percentuale di Si pari a 18.12 + 1.57 at% ottenuta nella sintesi n.2, ma comunque

superiore rispetto ad altre sintesi. Questo risultato € importante poiche sottolinea I’importanza del pH:

come descritto dal punto di vista teorico nel paragrafo 1.5.1, una maggiore concentrazione di

ammoniaca favorisce la formazione di piu oligomeri silanoli in soluzione e anche una maggiore
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condensazione del TEOS. Aumentarne il contenuto, entro un certo limite, puo favorire quindi la

formazione dello shell di silice.

Figura 68. Spettro EDS a sinistra e analisi composizionale a destra del campione BTO AA TEOS ammonia 2h 40 (sintesi n.10).
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In definitiva, dal punto di vista morfologico e per quanto riguarda la percentuale atomica di Si rilevata
in superficie, 1 risultati migliori sono stati ottenuti con il campione in polvere BTO AA TEOS TEP
CN 40 NTT della sintesi n.4. E su questo campione che sono stati effettuati i successivi test di
bioattivita in SBF. Anche il campione BTO AA TEOS TEP CN Tamb NTT della sintesi n.3 ha
mostrato ottimi risultati, soprattutto per quanto riguarda le percentuali atomiche di Ca e P in rapporto

al Si, ma la percentuale atomica di Si rilevata ¢ stata piu bassa.

3.1.2 Chimica superficiale: FTIR-ATR

In figura 69 sono riportati gli spettri FTIR delle polveri di BTO di partenza, dei campioni BTO AA
TEOS TEP CN Tamb senza trattamento termico (NTT) e con trattamento termico (TT) (sintesi n.3) e
dei campioni BTO AA TEOS TEP CN 40 senza trattamento termico (NTT) e con trattamento termico
(TT) (sintest n.4). L’obiettivo ¢ stato valutare la formazione dello shell di silice, la presenza nel
network vetroso di ioni calcio e fosforo ma anche I’effetto della temperatura di sintesi e dell’eventuale

trattamento termico finale.
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Figura 69. Spettri FTIR delle polveri di BTO di partenza, dei campioni BTO AA TEOS TEP CN Tamb NTT e BTO AA TEOS TEP CN
Tamb TT (sintesi n.3) e dei campioni BTO AA TEOS TEP CN 40 NTT e BTO AA TEOS TEP CN 40 TT (sintesi n.4).

I riferimenti di letteratura utilizzati per 1’interpretazione dei risultati spettrali sono riportati nella
tabella del paragrafo 2.3.2. Le bande e i picchi di assorbimento di interesse sono indicati con linee

tratteggiate e continue in figura. Nello specifico:

* Labanda intorno a 1200 cm™ (A) ¢ associata alle vibrazioni dei gruppi silossanici Si-O-Si. In
questo caso specifico in cui si stanno rivestendo particelle sub-micrometriche di BTO, puo
anche essere associata alla formazione di legami Si-O-BaTiOz [121] per via della
condensazione dei gruppi silanoli del TEOS idrolizzato con 1 gruppi ossidrili superficiali delle
particelle sub-micrometriche di BTO. Il picco di assorbimento intorno a circa 1050 cm™ (B),
indicativo della corretta formazione di uno shell di silice, ¢ associato allo stretching

asimmetrico dei gruppi Si-O-Si.

* La zona di assorbimento intorno a 960 cm™ (C) ¢ associata alle vibrazioni dei legami SiOngo
(con ossigeno non pontante) nel caso di BG o dei legami Si-OH nel caso di silice pura. Questa
banda ¢ indicativa della presenza di ioni modificatori come Ca?" nel network vetroso e, in
figura 72, risulta visibile in maniera marcata sullo spettro dei campioni BTO AA TEOS TEP

CN 40 NTT (curva in giallo) e BTO AA TEOS TEP CN Tamb NTT (curva in arancione).
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* La banda di assorbimento intorno a 800 cm™ (D) ¢ associata allo stretching simmetrico dei

legami Si-O o anche al bending del legame Si-O-Si.

* Labanda di assorbimento nel range 600-500 cm™ (E) corrisponde allo stretching del legame
Ti-O [121]. Infatti, risulta visibile anche sullo spettro delle polveri di BTO di partenza non

rivestite.

* Infine, la banda intorno nel range 480-400 cm™ (F) ¢& associata allo stretching
simmetrico/rocking dei gruppi Si-O-Si. Nel caso di particelle di BG ’assorbimento associato
a questi gruppi si trova intorno a 500 cm™!, mentre nel caso di particelle di sola silice si trova
intorno a 450 cm’!. L’assorbimento in questa zona tende a spostarsi verso 500 cm™ nei
campioni a 40°C con e senza trattamento termico, forse piu evidente nel caso con trattamento
termico. Questo pud indicare 1’avvenuto ingresso di ioni modificatori Ca*" all’interno del
network vetroso e quindi la formazione di uno shell non solo a base di silice ma di vetro

bioattivo.

In definitiva la zona di maggior interesse ricade nel range 1200-900 cm™', come indicato in figura 69.
Dall’analisi FTIR si vede che i campioni BTO AA TEOS TEP CN Tamb NTT, BTO AA TEOS TEP
CN 40 NTT e BTO AA TEOS TEP CN 40 TT mostrano in maniera marcata ed evidente le bande B,
C e D, segno che il rivestimento con silice ¢ avvenuto. Inoltre, queste bande di interesse sembrano
essere maggiormente pronunciate nel caso senza trattamento termico rispetto al caso con trattamento
termico. Lo spettro FTIR relativo al campione BTO AA TEOS TEP CN Tamb TT invece appare piatto
e non mostra queste bande tipiche. Questo relativamente alla formazione dello shell di silice.
Per quanto riguarda invece I’ingresso degli ioni Ca*" nel network vetroso a base silice, se ci si
focalizza sulla banda C i campioni piu promettenti sembrano essere BTO AA TEOS TEP CN Tamb
NTT e BTO AA TEOS TEP CN 40 NTT, mentre se ci si focalizza sulla banda F i campioni piu
promettenti sembrano essere BTO AA TEOS TEP CN 40 TT e BTO AA TEOS TEP CN 40 NTT.

Quanto detto ¢ in linea con 1 risultati dell’analisi composizionale con EDS, riportati nelle figure 54,

57 € 59 e nelle tabelle 13, 14 ¢ 15.

Nel caso del campione BTO AA TEOS TEP CN 40 TT (curva in blu), I’elevato assorbimento nelle
zone 1800-1700, 1400-1300 e intorno a 1230 cm™! potrebbe essere causato dal rumore di fondo e dal
background non opportunamente rimossi dallo spettrofotometro, o anche dall’'umidita ambientale.
Questa considerazione vale anche per il campione BTO AA TEOS TEP CN Tamb NTT (curva in

arancione) in cui si ha un assorbimento nel range 1700-1300 cm'.
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In definitiva, considerando i risultati delle analisi FTIR, possiamo affermare che la modifica chimica
sulla superficie del core di BTO ha avuto successo nei campioni BTO AA TEOS TEP CN 40 NTT e
TT (sintesi n.4) e anche nel campione BTO AA TEOS TEP CN Tamb NTT (sintesi n.3).
Lo spettro FTIR del campione BTO AA TEOS TEP CN Tamb TT (sintesi n.4) risulta invece molto
piatto e non mostra gli assorbimenti tipici dei legami a base di silicio. Questo ¢ in linea con i risultati
dell’analisi composizionale con EDS. Dall’analisi degli spettri FTIR invece non ¢ chiaro 1’effetto del
trattamento termico sull’ingresso degli ioni modificatori nel vetro, o per lo meno dipende dalle zone

dello spettro che si considerano.

Risulta difficoltoso valutare la presenza del fosforo nello shell di silice a partire dagli spettri FTIR,
dal momento che i picchi di assorbimento corrispondenti alle vibrazioni di bending del legame P-O
(~563 e ~603 cm™), all’interno dei tetraedri PO4[120], ricadono nel range di assorbimento relativo

anche allo stretching del legame Ti-O del core di BTO (570-597 cm™) [121], venendo coperti.

Per chiarezza, di seguito in figura 70 ¢ riportato lo spettro FTIR del campione BTO AA TEOS TEP
CN 40 NTT che ¢ risultato essere il migliore, dal punto di vista della deposizione dello shell di silice.

Sono ricapitolati i picchi piu importanti.
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Figura 70. Spettro FTIR del campione BTO AA TEOS TEP CN 40 NTT (sintesi n.4), con indicati i picchi di assorbimento principali e
indicativi della corretta formazione di uno shell di BG.
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3.1.3 Bioattivita: test di immersione in SBF

In questo paragrafo verranno descritti i risultati del test di bioattivita in vitro, relativamente alla
morfologia, composizione e chimica superficiale del campione posto in SBF. Come gia detto nel
paragrafo 2.3.3, il test in questione ¢ stato condotto soltanto sul BTO, nello specifico sulle particelle
core-shell definite come il campione BTO AA TEOS TEP CN 40 NTT, ottenuto con la sintesi n.4, in
quanto si ¢ presentato come il piu promettente. Per semplicita di scrittura, il campione in questione ¢

stato indicato di seguito come BTO SBF.

Il pH misurato all’interno della soluzione di SBF, in cui il campione ¢ stato incubato, mostra
variazioni minime, come riportato in tabella 16. Passando dal giorno 0 al giorno 3, il valore
diminuisce di 0.05. Successivamente, a partire dal giorno 3 il pH aumenta raggiungendo il valore di
7.38 al giorno 7 e il valore di 7.43 al giorno 14. Il pH tende quindi ad aumentare leggermente nel
tempo, ovvero la soluzione di SBF che circonda le polveri rivestite tende a diventare leggermente piu
basica. Questo potrebbe indicare il verificarsi dello scambio ionico tra gli ioni modificatori della parte
piu superficiale dello shell ottenuto sulle polveri di BTO, ovvero gli ioni Ca*’, e gli idrogenioni H"
presenti in soluzione. Questo scambio ionico ¢€ il primo importante evento alla base del meccanismo
di bioattivita, dal momento che porta alla formazione di gruppi silanoli superficiali Si-OH che
fungono da siti di nucleazione per I’HAp. Inoltre, I’aumento di pH determina la dissoluzione dello
shell di silice. Il fatto che I’aumento di pH sia limitato puo essere dovuto al modesto contenuto di ioni

modificatori Ca?* in relazione al fatto che non si ha un vetro bioattivo in forma di particella ma di

shell.

Tabella 16. Valori di pH della soluzione di SBF in cui e stato immerso il campione BTO AA TEOS TEP CN 40 NTT (sintesi n.4) per
3, 7 e 14 giorni.

giorno 0 3 7 14

pH 7.4 7.35% 7.38 7.43

*misura effettuata in duplicato (SD==0.04)

Per quanto riguarda i cambiamenti morfologici sulla superficie delle particelle core-shell poste in
SBF, le immagini FESEM sono riportate nelle figure 71 e 72, rispettivamente dopo 7 e 14 giorni di

incubazione.
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A 7 giorni sono visibili precipitati con una morfologia tipica del’HAp cresciuta in vitro.
La precipitazione non risulta essere omogenea: in alcune zone sono visibili nano-precipitati (figura
71-c), altre hanno mostrato HAp superficiale piu formata con una morfologia a foglio (71-a).
Dal punto di vista dell’analisi composizionale con EDS, come riportato nella tabella di figura 72, si
¢ assistito ad una diminuzione della percentuale atomica di Si e ad aumenti delle percentuali atomiche
di Ca e P, rispetto al giorno 0 (tabella in figura 57). Questo si puo osservare anche considerando le
percentuali atomiche di Ca e P corrette, in rapporto al Si, e facendo un confronto tra i dati riportati in
tabella 17 e quelli riportati in tabella 14. Queste variazioni composizionali, in seguito all’immersione
in SBF, sono coerenti con la precipitazione di HAp [122] e pertanto confermano la bioattivita delle
polveri sintetizzate. 11 campione gia dopo 7 giorni di immersione in SBF mostra quindi una

nucleazione superficiale di HAp, con una morfologia ben chiara.

Figura 71. Immagini FESEM del campione BTO AA TEOS TEP CN 40 NTT (sintesi n.4) dopo 7 giorni in SBE, ad ingrandimenti
crescenti: a e c¢) 20000x, b e d) 50000x.
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Figura 72. Spettro EDS a sinistra e analisi composizionale a destra del campione BTO AA TEOS TEP CN 40 NTT (sintesi n.4) dopo
7 giorni in SBF. Le percentuali in peso e atomiche sono state ottenute facendo una media su tre aree.
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1400 4
mean SD mean SD
1200 OK 42,58 | 0,97 65,56 | 0,79
5 1000 SiK 2447 | 1,67 21,46 | 1,23
S 00 PK 3,51 | 1,21 2,80 | 1,00
- CaK 6,42 | 2,16 3,96 | 1,37
Il TiK 6,26 | 0,86 3,22 | 041
007 = 5 BaL 16,76 | 0,13 3,01 | 0,06
200 | Ca Ba Ti Ba
0 T T T T T T T
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Tabella 17. Percentuali in peso e atomiche ottenute tramite analisi EDS, ricalcolate considerando come elementi solo Si, Ca e P, per
il campione BTO AA TEOS TEP CN 40 NTT (sintesi n.4) dopo 7 giorni in SBF. Le percentuali in peso e atomiche sono state ottenute
facendo una media su tre aree.

Element | Weight% | SD | Atomic% | SD

SiK 71,41 | 8,23 76,25 | 7,33
PK 10,11 | 3,00 9,84 | 3,11
CakK 18,48 | 5,25 13,91 | 4,24

Relativamente a quello che succede a 14 giorni, la morfologia superficiale diventa piu definita:
le immagini FESEM riportate in figura 73 mostrano una cristallizzazione in stato piu avanzato, con
la morfologia a fogli del’HAp che tende verso una morfologia a fiore sulle particelle sintetizzate.
Questo si puo notare confrontando la figura 71-b e la figura 73-c. Studi di letteratura sostengono che
una morfologia a foglio (o piatto) suggerisca la formazione di apatite ricca di calcio. In effetti,
considerando i dati EDS della tabella 18, in rapporto alla percentuale di Si, si ottiene un rapporto
Ca/P=1.79, superiore rispetto al valore di 1.67 dell’apatite stechiometrica. Si arriva quindi ad una
completa formazione di HAp sul rivestimento delle particelle sintetizzate. Dal punto di vista della
composizione elementare, nel passare dal giorno 7 al giorno 14 si osserva una leggera diminuzione
della percentuale atomica di Si (da 21.46 + 1.23 at% a 20.23 £1.63 at%) e un aumento delle
percentuali atomiche di Ca (da 3.69 + 1.37 a 7.29 + 3.58 at%) e di P (da 2.80 £1.00 at% a 3.98 = 1.51
at%). Nuovamente, queste variazioni composizionali, durante il trattamento in SBF, sono coerenti

con la precipitazione di HAp [122] e confermano la bioattivita delle polveri sintetizzate.
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Figura 73. Immagini FESEM del campione BTO AA TEOS TEP CN 40 NTT (sintesi n.4) dopo 14 giorni in SBF, ad ingrandimenti
crescenti: a) 15000x, b) 20000x, ¢) 50000x e d) 100000x.

Figura 74. Spettro EDS a sinistra e analisi composizionale a destra del campione BTO AA TEOS TEP CN 40 NTT (sintesi n.4) dopo
14 giorni in SBF. Le percentuali in peso e atomiche sono state ottenute facendo una media su nove aree.
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Tabella 18. Percentuali in peso e atomiche ottenute tramite analisi EDS, ricalcolate considerando come elementi solo Si, Ca e P, per
il campione BTO AA TEOS TEP CN 40 NTT (sintesi n.4) dopo 14 giorni in SBE. Le percentuali in peso e atomiche sono state ottenute
facendo una media su tre aree.

Element | Weight% | SD | Atomic% | SD

SiK 53,60 | 2,70 60,88 | 2,81
PK 14,07 | 1,42 14,49 | 1,19
CakK 32,61 | 2,12 25,95 | 1,16

In figura 75 sono riportati gli spettri ottenuti tramite 1’analisi FTIR sulle particelle core-shell di BTO
sintetizzate, a 0, 7 ¢ 14 giorni di immersione in SBF. In questo modo ¢ possibile valutare i
cambiamenti nella chimica superficiale all’aumentare del tempo di reazione. Sul grafico sono indicate
le zone di assorbimento piu rilevanti. Come detto nel paragrafo 2.3.3, il campione BTO AA TEOS
TEP CN 40 NTT (sintesi n.3) ¢ stato rinominato BTO SBF per semplicita. I riferimenti di letteratura
utilizzati per I’interpretazione dei risultati spettrali sono riportati nelle tabelle 10 e 11 del paragrafo

2.3.2.
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Figura 75. Spettri FTIR relativi alle particelle core-shell di BTO sintetizzate, a 0, 7 e 14 giorni di immersione in SBF.

La banda di assorbimento intorno a circa 1470 cm™ (A) ¢ relativa alla vibrazione dei gruppi carbonato
COs? adsorbiti sulla superficie dello shell. Con il trattamento in SBF, come documentato in
letteratura, si verifica una divisione di questa banda in due picchi distinti, visibili in maniera minima
solo a 14 giorni. Ai gruppi carbonato & anche associato un picco a circa 870 cm™! (E). Negli spettri
ottenuti sul campione in esame, a 7 ¢ 14 giorni, I’assorbimento in queste zone ¢ praticamente assente

e questo indica che a formarsi non ¢ HCA ma HAp. Questo ¢ giustificato anche dal fatto che la
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soluzione SBF presenta una concentrazione molare di ioni HCO3™ inferiore rispetto al plasma

sanguigno umano.

La banda di assorbimento intorno a 1200 cm™ (B) & associata alle vibrazioni del gruppo silossanico
Si-O-Si. Nel passare dal campione al giorno 0 al campione al giorno 7, I’assorbimento in questa zona
diminuisce per via della rottura dei legami silossanici Si-O-Si a formare legami silanoli Si-OH. Nel
passare invece dal campione al giorno 7 al campione al giorno 14, I’assorbimento in questa zona
aumenta probabilmente per la condensazione dei gruppi silanoli a formare un gel di silice amorfa. La
stessa considerazione vale anche per il picco di assorbimento intorno a 1050 cm™ (C), associato allo
stretching asimmetrico dei gruppi Si-O-Si, e per la banda di assorbimento intorno a 800 cm™ (F)
relativa al bending dei gruppi Si-O-Si, quest’ultima associata alla formazione di una struttura di silice

tridimensionale durante il test di bioattivita in SBF.

La banda di assorbimento 1000-900 cm™ (D), associata alle vibrazioni dei legami SiOngo, tende a
diminuire nel passaggio dal giorno 0 al giorno 7. Questo trova spiegazione nello scambio ionico tra

shell bioattivo e la soluzione di immersione, con il rilascio in questo caso degli ioni Ca?".

La banda di assorbimento nel range 600-570 cm™ (G), con due picchi visibili a 7 e 14 giorni, & la piu
importante ai fini della valutazione del test di bioattivita in SBF ed ¢ relativa al bending del gruppo
P-O-P presente nel’HAp precipitata. La presenza di questa banda, quindi, conferma 1’avvenuta
precipitazione superficiale durante il test di immersione. Si puo osservare anche un assorbimento
intorno a 430 cm™ (H): questo ¢ di difficile interpretazione in quanto puo riferirsi sia allo stretching
simmetrico/rocking dei gruppi Si-O-Si del network vetroso che al bending dei gruppi P-O-P
all’interno del’HAp precipitata. Il rumore di fondo in questa zona rende complicato trarre
conclusioni, ma se si considera 1’assorbimento in questa zona come rappresentativo del bending dei
gruppi P-O-P, vale la pena menzionare 1’aumento di assorbimento nel passaggio dal giorno 7 al giorno

14.
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3.2 Ossido di zinco

3.2.1 Morfologia e composizione: FE-SEM/EDS

Di seguito si riportano i risultati dell’analisi morfologica e composizionale dei campioni ottenuti nelle

diverse sintesi effettuate sulle polveri di ZnO.

In figura 76 sono riportate le immagini FESEM relative alle polveri di ZnO di partenza. Visivamente
si puo notare una distribuzione di taglia variabile, dell’ordine di centinaia di nanometri. In particolare,
negli ingrandimenti a 50000x sono indicate alcune particelle con le loro dimensioni: Pa;=605.5 nm,
Pa>=102.9 nm e Pa3=242.4 nm. Si puod notare una marcata tendenza all’aggregazione superficiale per
via dell’elevata area superficiale tipica delle particelle nanometriche di ZnO. In figura 77 invece ¢
riportato lo spettro EDS con i picchi di emissione caratteristici dell’ossigeno (O, 0.525 keV) e dello
zinco (Zn, 1.012 e 8.630 keV). Il picco di emissione relativo al carbonio ¢ probabilmente dovuto al
nastro adesivo in carbonio (carbon tape) su cui sono state poste le polveri, mentre quello relativo al
platino ¢ dovuto alla metallizzazione delle polveri. Non ¢ riportata la composizione elementare in

quanto non di interesse.
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Figura 76. Immagini FESEM delle nanopolveri di ZnO di partenza, ad ingrandimenti crescenti (2000x, 10000x, 20000x, 20000x,).
Nelle ultime due foto sono indicate le dimensioni delle nanopolveri.

Figura 77. Spettro EDS delle nanopolveri di ZnO di partenza.

Full Scale 533 cts Cursor: 0.000 =

Per quanto riguarda la sintesi n.I relativa al campione ZnO TEOS, come si osserva in figura 78, non
sono visibili cambiamenti della morfologia superficiale delle nanopolveri di partenza. La percentuale
atomica di Si rilevata con 1’analisi EDS ¢ trascurabile (<0.5 at%), in base a quanto riportato nella

tabella di figura 79. Il primo tentativo di sintesi non ¢ andato quindi a buon fine.
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Figura 78. Immagini FESEM del campione ZnO TEOS (sintesi n.1), ad ingrandimenti crescenti (2000x, 10000x, 50000x,).

Figura 79. Spettro EDS a sinistra e analisi composizionale a destra del campione ZnO TEOS (sintesi n.1).

Element | Weight% Atomic%

mean SD | mean SD
OK 20,61 | 1,39 51,35 | 2,18
SiK 0,2 | 0,19 0,29 | 0,26
Zn L 79,18 | 1,36 48,36 | 2,11

2 4 E g 10
Full Scale 1586 cts Cursar: 0.000 ke

Passando alla sintesi n.2, caratterizzata dal pre-trattamento con acido acetico, non si € notato un
aumento significativo della percentuale atomica di Si, come si evince dalla tabella in figura 81.
Dal punto di vista morfologico, confrontando le immagini FESEM a 50000x delle figure 78 e 80,
sembra che la superficie delle polveri diventi piu granulosa e rugosa. Dal punto di vista macroscopico,

le polveri risultanti da questa prova di sintesi, in seguito alla fase di essiccamento in incubatore, hanno
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mostrato un aspetto compatto tipo film. Questo induce a pensare che il pre-trattamento con acido
acetico possa aver prodotto acetato di zinco. Cio ¢ stato indagato con la successiva analisi FTIR, come

riportato nel paragrafo 3.2.2.

Figura 80. Immagini FESEM del campione ZnO AA TEOS 1h (sintesi n.2), ad ingrandimenti crescenti (2000x, 10000x, 50000x).

Figura 81. Spettro EDS a sinistra e analisi composizionale a destra del campione ZnO AA TEOS 1h (sintesi n.2).
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I risultati dell’analisi EDS relativi alla sintesi n.3, riportati in figura 82, suggeriscono un leggero
aumento della percentuale atomica di Si, pari a 1.13 £+ 0.08 at%. Questo risultato ¢ stato ottenuto
aumentando il tempo di stirring da 1 h a 24 h. Si tratta comunque di un valore troppo basso per parlare
di shell di silice, soprattutto se paragonato al valore ottenuto per il campione BTO AA TEOS TEP
CN 40 NTT, descritto nel paragrafo 3.1.1.

Figura 82. Spettro EDS a sinistra e analisi composizionale a destra del campione ZnO TEOS 24h (sintesi n.3).
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L’ultima sintesi n.4 ¢ stato un tentativo finale sfruttando un pre-trattamento diverso con acetone.

E stato mantenuto un tempo di stirring pari a 24 h dal momento che, in base ai risultati EDS della
sintesi n.3, ¢ risultato essere migliorativo. Come riportato nella tabella di figura 83, anche
quest’ultima prova di sintesi non ha consentito di depositare sufficiente silice sul core di ZnO

(<1 at%).

Figura 83. Spettro EDS a sinistra e analisi composizionale a destra del campione ZnO acetone TEOS 24h (sintesi n.4).
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In conclusione, le analisi morfologiche e composizionali condotte sulle polveri di ZnO, trattate
tramite processo Stober, non hanno fornito ottimi risultati. E importante individuare un metodo di
pre-trattamento del core di ZnO che favorisca la condensazione superficiale del TEOS idrolizzato.

In aggiunta, i risultati EDS sono risultati migliorati nel caso di stirring a 24 h piuttosto che a 1h.

3.2.2 Chimica superficiale: FTIR-ATR

In figura 84 sono riportati gli spettri FTIR ottenuti sulle polveri di ZnO di partenza, sul campione
ZnO AA TEOS 1h (sintesi n.2) e sul campione ZnO TEOS 24h (sintesi n.3). L’obiettivo ¢ stato

valutare la formazione dello shell di silice.

vibrazione
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Figura 84. Spettri FTIR delle polveri di ZnO di partenza, del campione ZnO AA TEOS 1h (sintesi n.2) e del campione ZnO TEOS 24h
(sintesi n.3).

Le linee tratteggiate sono riportate in corrispondenza dei picchi di assorbimento relativi alle

vibrazioni dei legami Zn-O (intorno a 1565 cm™ e intorno a 685 cm’!), dovuti al core di ZnO [110].

Lo spettro FTIR del campione ZnO AA TEOS 1h (curva in arancione) conferma la formazione di
acetato di zinco per via del pre-trattamento con acido acetico, in quanto sono presenti due larghi
picchi intorno a 1400 cm™ (come indicato dalla freccia in arancione) e intorno a 1600 cm™. Si tratta
di due picchi associati allo stretching dei gruppi carbossilici dell’acetato di zinco [124]. Questo € in
linea con ’aspetto simile ad un film compatto mostrato dalle polveri rivestite, alla fine della fase di
essiccamento in incubatore a 37°C. Il picco intorno a 1600 cm™ presenta perd una sovrapposizione
con la banda associata alla vibrazione del legame Zn-O.
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La banda di assorbimento caratteristica del rivestimento di silice (1200-900 cm™) ¢ leggermente
visibile soltanto sullo spettro del campione ZnO TEOS 24h (curva in grigio): infatti sono presenti due
picchi di assorbimento intorno a 1050 cm™ (stretching asimmetrico gruppo Si-O-Si) e intorno a circa
880 cm™! (stretching simmetrico gruppo Si-O-Si). L’analisi di quest’ultimo campione, quindi, mostra
che si ¢ verificata una minima condensazione superficiale, sul core, del TEOS idrolizzato. Questo ¢
in linea con i risultati dell’analisi composizionale EDS che hanno rilevato una percentuale atomica

pari a 1.13 at%, come riportato in figura 82.
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4. Conclusioni

L’ analisi di letteratura ha mostrato che negli ultimi 5 anni diversi gruppi di ricerca hanno cercato di
unire in un’unica formulazione BTO o ZnO con una fase vetrosa bioattiva. E stato osservato che gli
studi relativi al BTO si sono incentrati maggiormente sulle sue proprieta piezoelettriche e/o
dielettriche, mentre per quanto riguarda lo ZnO si ¢ ancora poco propensi ad indagarne la
piezoelettricita ma ci si focalizza maggiormente su altre proprieta quali antibatteriche e
fotocatalitiche. In aggiunta, il numero di lavori e articoli scientifici relativi al BTO superiori rispetto

a quelli sullo ZnO.

Nel caso del BTO la direzione applicativa ¢ quella degli scaffold, utilizzando tecniche di 3D printing
quali gas extrusion, binder jetting o la tecnica convenzionale freeze-casting. Le polveri di partenza
vengono mescolate insieme ad un legante polimerico in modo da ottenere uno slurry poi sottoposto a
stampa, sinterizzazione e polarizzazione nel caso in cui si vogliano studiare le proprieta
piezoelettriche. Sicuramente la tecnica di miscelamento allo stato solido delle diverse polveri di
partenza, della fase piezoelettrica e della fase bioattiva, ¢ piu consolidata e ha gia permesso di ottenere
degli scaffold multifunzionali, sui quali sono stati condotti studi relativi alle proprieta piezoelettriche
e bioattive e sull’equilibrio tra essi. Per quanto riguarda 1’approccio core-shell per rivestire core di
BTO con uno shell bioattivo, 1’analisi di letteratura ha riscontrato un solo lavoro rilevante, risalente
al 2020: quello di Z. Yang et al. [108], in cui un core di BTO viene rivestito da uno shell di BG a
composizione SiO2-CaO, utilizzando un metodo sol-gel assistito da ultrasuoni. Gli autori si sono
spinti sino alla realizzazione di uno scaffold vero e proprio ed hanno effettuato test di piezoelettricita
e di bioattivita a breve termine. A parte questo, diversi lavori si sono concentrati sul rivestimento del
core di BTO con shell a base di sola silice, senza pero introdurre ioni modificatori. In generale gli
studi si sono rilevati carenti per quanto riguarda la valutazione del rilascio di ioni Ba**, per idrolisi a

contatto con soluzioni fisiologiche.

Nel caso dello ZnO, invece, la direzione applicativa ¢ quella di riempitivi all’interno di matrici
polimeriche o di rivestimenti utilizzando tecniche come I’EPD. Diversi studi hanno cercato di
rivestire un core di ZnO ma soltanto con uno shell a base di silice, con 1’obiettivo di migliorarne la
dispersibilita e ridurne I’aggregazione o per modulare le proprieta di fotocatalisi. Il lavoro piu
rilevante individuato ¢ quello di F. Aghili et al. [113], in cui anche qui lo shell ¢ base di BG a
composizione Si02-Ca0. In questo studio la bioattivita, del rivestimento finale realizzato tramite
EPD, ¢ stata indagata ma non sono state considerate invece le proprieta piezoelettriche. Anche nel

caso dello ZnO, mancano in generale test cellulari e valutazioni del rilascio di ioni Zn>*. Uno spunto
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interessante, derivante I’analisi dei lavori, riguarda la possibilita di indurre la formazione dello shell
bioattivo contemporaneamente alla nucleazione del core piezoelettrico in soluzione, tramite il metodo

sol-gel.

In entrambi i casi, core di BTO o core di ZnO, il metodo che ¢ stato piu utilizzato ¢ il processo Stober
modificato o anche un metodo sol-gel modificato con ultrasuoni. In nessun lavoro analizzato ¢ stato
ottenuto uno shell a composizione ternaria SiO2-CaO-P,0s, utilizzando anche il precursore TEP oltre

ai precursori TEOS e CN.

Come detto, lo ZnO risulta poco indagato dal punto di vista delle proprieta piezoelettriche. Sviluppo
futuro puo essere quello di utilizzare come core di partenza non nanoparticelle o nanopolveri bensi
altre nanostrutture piu funzionali da questo punto di vista. Si ¢ infatti osservato che alla nanoscala la
piezoelettricita ¢ mantenuta e che ottime risposte piezoelettriche sono fornite da nanowires,
nanosheets, nanobelts e nanorods. Non tutte queste nanostrutture sono perd acquistabili in
commercio, quindi € necessario anche valutare la possibilita di sintetizzarle in laboratorio utilizzando

per esempio la sintesi idrotermale.

Per quanto riguarda la parte sperimentale di laboratorio, uno specifico protocollo di sintesi
identificato come sintesi n.4, ha fornito risultati incoraggianti. Nel dettaglio, una temperatura
post-aggiunta dell’ammoniaca pari a 40°C e I’assenza di un trattamento termico finale hanno portato
una maggiore deposizione di silice prima e di un vetro bioattivo in seguito. La piu elevata temperatura
rispetto a quella ambientale, in base a considerazione teoriche di letteratura, favorirebbe la formazione
e nucleazione di monomeri idrolizzati di TEOS piuttosto che la loro aggregazione e in generale
fornisce energia al processo. Per quanto riguarda ’effetto del trattamento termico, 1 risultati EDS
suggeriscono un effetto positivo per quanto riguarda 1’ingresso degli ioni modificatori nello shell di
silice formatosi sul core di BTO, come gia dimostrato in letteratura per i vetri bioattivi. Altri parametri
di sintesi che hanno avuto un ruolo importante sono stati il pre-trattamento con acido acetico,
I’aumento del rapporto etanolo/acqua e I’aumento del contenuto di ammoniaca per portare il pH da
9.5 a 10.5. I risultati di caratterizzazione hanno mostrato che nello shell di BG sintetizzato ¢ entrato
un buon quantitativo di ioni modificatori calcio e fosforo, supportato dalla riscontrata bioattivita delle
polveri a 7 e 14 giorni e dalla morfologia a foglio dei precipitati superficiali di HAp. Anche nella
sintesi a Tamb e senza trattamento termico si ¢ ottenuto uno shell bioattivo, ma la percentuale atomica

di silicio in superficie ¢ risultata essere minore rispetto ai campioni ottenuti a 40°C.

Per quanto riguarda le sintesi sullo ZnO, queste non hanno portato ad una condensazione sufficiente

di monomeri idrolizzati di TEOS. Sara necessario in futuro indagare pre-trattamenti superficiali che
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garantiscano la realizzazione del rivestimento, per esempio utilizzando metodi di idrossilazione piu
efficaci o agendo sulla carica superficiale dei core in modo da facilitare il legame con i1 gruppi Si-OH
carichi negativamente in condizioni basiche (pH 10-11). Una considerazione interessante ¢ che uno

stirring finale piu lungo, fino a 24h, permette un rivestimento migliore.

L’aspetto innovativo di questa tesi ¢ ’aver rivestito polveri di BTO con uno shell bioattivo di
composizione Si02-CaO-P>0s e soprattutto I’aver dimostrato la bioattivita a livello particellare.
In futuro sara necessario utilizzare queste polveri per ottenere scaffolds o rivestimenti con proprieta
piezoelettriche e bioattive o utilizzarle come riempitivo in matrici polimeriche. Futuri test saranno
svolti per valutare la piezoelettricita dei campioni ottenuti, fondamentale sara anche effettuare test di

rilascio ionico e valutare la citocompatibilita.
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