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Resumo

A busca pelos melhores métodos de producdo e com 0 menor custo possivel
€ uma necessidade para o desenvolvimento de novos biomateriais ou para
aprimorar os ja existentes. Baseado nessa premissa, o trabalho aqui desenvolvido
visou o estudo de diferentes métodos de sintese de diferentes fosfatos de calcio.
Tratam-se de materiais bioceramicos utilizados na area da Saude. Para a realizacdo
de andlise quimicas, fisicas, fisico-quimicas, morfolégicas e de tamanho de
particulas, foram utilizadas as técnicas de difracdo de raio-X (DRX); espectroscopia
no infravermelho (FITR) e microscopia eletrénica de varredura (MEV). A producéo
dos fosfatos de célcio envolveu diversas variantes no processo de sintese e
obtencdo do po6; dentre estas houve diferentes aplicagdes do ultrassom (momento
da aplicacdo e/ou seu tempo de duracdo) e diferentes métodos de secagem. De
uma forma geral, as caracteristicas quimicas, fisicas e fisico-quimica encontradas
estavam de acordo com o observado na literatura, o que indica que os métodos aqui
empregados atingiram o objetivo de obtencdo dos fosfatos de calcio; ao mesmo
tempo, ficou claro que é possivel utilizar métodos alternativos, como meio de
producdo, garantindo uma producédo em larga escala, de forma eficiente e menos
onerosa, preservando-se as caracteristicas basicas de cada fase de fosfato de

calcio.

Palavras-chaves: fosfato de célcio, biomateriais, secagem, ultrassom e tamanho de

particula



Abstract

The search for the best methods of production and the lowest costs possible is the
major necessity for the development of new and improved biomaterials. Based on
this premise, the aime of this work was to develop a study of different methods of
synthesis with different calcium phosphates. Which are bioceramic materials used in
the Health area. The X-ray diffraction (XRD), the infrared spectroscopy (FTIR) and
the scanning electron microscopy (SEM) techniques were used to perform chemical,
physical, physicochemical, morphological and particle size analyzes. The production
of the calcium phosphates involved several variants in the process of synthesis and
obtaining the powder; among them there were different applications of ultrasound
(application time and / or duration) and different drying methods. In general, the
chemical, physical and physicochemical characteristics found were in agreement with
the literature, indicating that the employed methods here reached the objective of
obtaining the calcium phosphates. Regarding to this, it has become clear that
alternative methods can be used as a mean of production, ensuring the efficience
and the least costly production, consequently allowing a large-scale production,

preserving the basic characteristics of each phase of calcium phosphate.

Keywords: calcium phosphate, biomaterials, drying, ultrasound and particle size
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1. INTRODUCAO

A perda de qualquer parte do corpo implica perda da funcéo. Isso, pode
provocar transtornos sociais e psicolégicos. Esse cenario vem se tornando cada vez
mais comum, com 0 aumento da expectativa de vida da populagcdo. Assim, 0sS
biomateriais apresentam-se como um importante mecanismo para melhoria da
gualidade de vida. Outros fatores, como acidentes, doencas e aumento da violéncia
também aumentam a importancia no desenvolvimento de técnicas voltadas para

producao de biomateriais.

Ha 600 milhdes de pessoas no mundo, com 60 anos ou mais, e isso dobrara
até 2025, atingindo dois bilhdes em 2050. O impacto econdmico de morbidade
nessa populacéao representa um encargo financeiro significativo que exige solucdes
rapidas e eficazes (ANGIOSCAFF, 2015).

A maioria das fraturas € bem curada, sob terapia convencional ou cirurgica.
No entanto, os defeitos 6sseos prolongados, apds trauma ou resse¢do do cancer,
podem exigir um tratamento mais sofisticado. Nesses casos, procedimentos de
enxerto 0sseo, de transporte 0sseo segmentar, osteogénese ou aplicacdo de

biomateriais sdo necessarios na reconstrucdo (KNESER et al., 2006).

Uma das vertentes da biotecnologia é a ciéncia dos biomateriais. Trata-se de
uma area que exige conhecimento multidisciplinar, pois envolve os estudos em
diversas areas do conhecimento, como propriedades fisicas, quimicas, fisico-
guimica e biologicas. Nas Ultimas décadas, as pesquisas na area dos biomateriais,
com altos investimentos da industria, proporcionaram o desenvolvimento de um
grande namero de diferentes substitutos 6ésseos, que tem como um dos objetivos a

diminuicdo da necessidade do uso de enxertos 6sseos autdégenos.

1.1. Biomateriais

Em 1991, em uma conferéncia realizada na cidade de Chester (Inglaterra), o
biomaterial foi definido como “material destinado a contatar com sistemas bioldgicos

para avaliar, tratar, aumentar, ou substituir qualquer tecido, 6rgdo ou funcdo do
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organismo”. Porém, ao longo do tempo, essa definicdo vem sendo atualizada por
diversos autores.

Pires et al. definiram, em 2015, os biomateriais como “dispositivos que entram
em contato com sistemas bioldgicos (incluindo fluidos bioldgicos), com aplicacdes
diagnésticas, vacinais, cirargicas ou terapéuticas, podendo ser constituidos de
compostos, de origem sintética ou natural, assim como de materiais naturais
guimicamente modificados (tanto na forma de sdlidos, quanto de géis, pastas ou
mesmo liquidos), ndo sendo necessariamente fabricados, como as valvulas
cardiacas de porcos e retalhos de pele humana, tratados para uso como implantes”.

As propriedades essenciais do biomaterial sdo biocompatibilidade e
biofuncionalidade. Ter biocompatibilidade significa que o material e seus possiveis
produtos de degradacdo devem ser bem tolerados pelos tecidos envoltérios e nao
devem causar prejuizo ao organismo, a curto e a longo prazo. Ao mesmo tempo, o
implante deve desempenhar de imediato, e com éxito, a funcdo especifica (estatica
e/ou dinamica), propriedade relacionada com biofuncionalidade. Nesse conceito
também estdo envolvidos os problemas associados a degradacdo quimica dos
materiais, pois 0 meio fisiolégico pode ser bastante agressivo, levando a reducéo da
eficiéncia do implante (OREFICE, PEREIRA e MANSUR, 2006).

Os biomateriais sdo classificados de acordo com as suas caracteristicas. De
acordo com a classificacao pela composi¢ao quimica, tem-se a divisdo em 4 classes,
apresentadas na tabela 1 (KAWACHI et al., 2000):

Tabela 1. Classes de biomateriais e exemplos

Classe Exemplo
Metais e ligas metalicas Aco inoxidavel, ligas de titanio, ligas de Co-Cr
Ceramicos Alumina, zirconia, carbono, fosfatos de célcio e

vidros bioativos

Polimeros Polietileno, poliéster, poliuretano e silicona

Compadsitos Fosfato de célcio colageno
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De acordo com a resposta induzida no meio bioldgico, os biomateriais podem
ser classificados em bioinertes, biotoleraveis e bioativos. A resposta induzida pelos
materiais bioinertes e biotoleraveis, em relacdo ao tecido 6sseo, € a encapsulacéao
do implante por uma camada de tecido fibroso, ndo aderente, impossibilitando a
interacdo direta entre implante e tecido; isso pode gerar instabilidade e falha. Os
materiais bioativos sdo capazes de interagir intimamente com o tecido vivo, sem a
intervencao de tecido fibroso (GUASTALDI e APARECIDA, 2010).

Atualmente, os substitutos 6sseos constituem um importante grupo de
biomateriais no auxilio da regeneracdo de defeitos 6sseos em vérias aplicagcbes
clinicas (WU et al., 2016; IEZZI et al.,, 2012; BARONE et al., 2011). Entre as
possiveis fontes para 0os materiais substitutos 6sseos tém-se o 0sso humano de
doadores mortos ou vivos (aloenxertos), bem como o osso proveniente de diferentes
espécies de animais (xenoenxertos). Sdo consideradas alternativas confiaveis aos
enxertos 0sseos autdgenos, quando se considera o desempenho biolégico dos
enxertos em pacientes (KOLK et al.,, 2012; BARONE et al., 2009; KAO e SCOTT,
2007).

Os materiais ceramicos biocompativeis aplicados na area da Saude podem
ser referidos pelo termo “bioceramicos”. As bioceramicas podem ser produzidas em
forma cristalina e amorfa. As ceramicas de fosfato de célcio, também conhecidas
como apatitas, sdo o tipo de bioceramica de maior relevancia na area de
biomateriais. A hidroxiapatita (HA), o fosfato de calcio amorfo (ACP), o fosfato
tricalcico (TCP) e o fosfato octacélcico (OCP) sdo os quatro tipos de apatitas que
ocorrem com maior frequéncia em sistemas biolégicos, promovendo uma resposta
imune minima por parte do tecido, visto que sdo compostas essencialmente de ions
de célcio e fosfato, os quais ja estdo naturalmente presentes no organismo
(PAVINATO, 2012;).

Ceramicas, vidros e vitroceramicas fazem parte da classe de biomateriais
utilizados no reparo ou substituicdo de tecidos conectivos duros (OREFICE,
PEREIRA e MANSUR, 2006). Atualmente, os fosfatos de célcio sintéticos sdo os
principais compostos pesquisados e utilizados como biomateriais na reposicao e/ou
regenerac&o do tecido 6sseo (RODRIGUEZ-CHANFRAU et al, 2018; RODRIGUEZ-
CHANFRAU et al., 2017a; RODRIGUEZ-CHANFRAU et al., 2017b; PELIZARO et
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al.,, 2017a; PELIZARO et al., 2017b; GOMES et al, 2012; GUASTALDI e
APARECIDA, 2010).

E importante ressaltar que de acordo com a origem e o método usado,
podem-se obter materiais com variadas morfologias e propriedades fisico-quimicas.
Por exemplo, uma simples agitacdo de uma solugcdo com ACP em formacao pode
proporcionar a producdo de outras fases de fosfatos de célcio devido a cristalizacao
do composto. O ACP é considerado um intermediario instavel (DOROZHKIN, 2009).

As pesquisas na area de biomateriais visam desenvolver um material com
nivel definido de bioatividade e comportamento de degradacdo que permita o
crescimento simultdneo de um novo tecido 0sseo. Esse conceito € conhecido como
“creeping substitution” de um substituto Osseo, sendo caracterizado pela
funcionalidade entre a degradacéo e a capacidade de um material em desempenhar
a funcao de um scaffold osteocondutor (SRINIVASAN et al., 2016).

Os biomateriais desenvolvidos e estudados definidos como “scaffolds” servem
como suportes espaciais para células, proteinas, fatores de crescimento, genes,
enzimas, drogas, ceramicas bioativas. Permite a ingestdo de tecidos hospedeiros no
local de reconstrugéo apés o transplante, facilitando a proliferacéo, diferenciacéo e
orientacdo tridimensional das células de modo a permitir o crescimento semelhante
ao tecido in vivo (SANTANA-MELO, 2016; LOBO et al., 2013).

1.2. Fosfato de calcio amorfo — ACP

A estrutura do fosfato de célcio amorfo é formada por clusters esféricos, de
composicdo Cag(PO4)s, como apresentado na Figura 1. S&o denominados clusters
de Posner, com moléculas de agua nos intersticios (GUASTALDI e APARECIDA,
2010).
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Figura 1. Estrutura do ACP identificando a presenca de cluster.
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O fosfato de calcio amorfo (ACP) tem sido encontrado em muitos sistemas
biolégicos, apesar de ndo ser encontrado em quantidades detectaveis nos tecidos
duros (APARECIDA et al., 2007). Existem dois tipos de ACP, denominados ACP1 e
ACP2. O primeiro possui uma morfologia proxima a graos esféricos, ja o segundo
tem morfologia flocular (KIM, 2005).

Apresenta-se como um biomaterial de interesse devido ao fato de ser uma
fase metaestavel em meio biologico e sistema aquoso, sendo um intermediario na
formacgao da hidroxiapatita (DOROZHKIN, 2009).

Estudos anteriores demonstraram que os ACP podem ser mais ou menos
estaveis, dependendo do tipo e quantidade de ions incorporados no ACP. Por
exemplo, os ions carbonato (COs3*) e magnésio (Mg), incorporados nos ACP,
mostraram promover a formacéo e estabilizacdo do ACP. Os ions flaor (F), por outro
lado, facilitam a conversdo de apatitas ACP em F-substituidas (JULIEN et al., 2007).

1.3. Fosfato bifasico (Hidroxiapatita e B-Fosfato tricalcio — HA/B-TCP)

Ellinger et al. (1986), pela primeira vez, reportaram o termo fosfato de calcio
bifasico (BCP). A finalidade era descrever um fosfato de calcio definido como
“fosfato tricalcico”, mas foi mostrado por LeGeros (1986), por difracdo de raio-X, que
na verdade esse fosfato consistia em uma mistura de 80% de HA e 20% B-TCP. A
bioatividade do BCP depende da razao de HA e B-TCP (DACULSI e LEGEROS,
2008).

O B-TCP acomoda os ions de Ca?* em cinco sitios ndo equivalentes, com
nimeros de coordenacdo que variam de 6 a 9. Trés dos sitios de Ca?*: Ca(1), Ca(2)

e Ca(3) ndo tém nenhum elemento de simetria. O Ca(4) esté ligeiramente distorcido



20

ao longo do eixo c. Ca(5) tem simetria octaedral, com a distancia do Ca-O mais curta
gue o Ca(4). As esferas de coordenacéo dos diferentes tipos de Ca?* no B-TCP séo
mostradas na figura 2 (BATISTA e SANTOS-FILHO, 2016; YASHIMA et al., 2003;
BENARAFA et al., 2000).

Figura 2. Estrutura cristalina de B-TCP no plano (001), mostrando as colunas A e B.
(&) Célula unitaria do B-TCP (b) e (c) Configuragbes de grupos CaOn e POg4
(YASHIMA et al., 2003).

A mix
(b) Coluna A b a (c)ColunaB

A hidroxiapatita apresenta férmula quimica Cas(PO4)3OH, podendo ser escrita
também como Cai10(PO4)s(OH)2, mostrando que ha 2 unidades de formula na célula
unitaria. Possui atomos de calcio localizados em sitios ndo equivalentes, sendo 4 no
sitio | (Cai1) e 6 no sitio Il (Caz), e os ions OH" ocupam os denominados sitios canais
(GUASTALDI e APARECIDA, 2010). A estrutura € apresentada na figura 3.
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Figura 3. Estrutura cristalina da hidroxiapatita (Almqgvist et al, 1999).

A hidroxiapatita é o principal constituinte da porcdo mineral dos o0ssos e dos
dentes e tem sido sintetizada e amplamente utilizada para preencher defeitos
0sseos. A hidroxiapatita favorece o crescimento dos tecidos dentro de sua estrutura,
devido a interconexdo dos poros, consequentemente isso aumenta a velocidade de
crescimento do tecido 6sseo (VENKATESAN et al., 2016).

O fosfato bifasico (BCP) baseia-se em uma fase mais estavel (HA) e outra
mais soltvel (B-TCP). E uma bioceramica solivel e que dissolve gradualmente in
vivo, proporcionando a formagdo de um novo osso conforme € liberado ions de
célcio e fosfato no meio bioldgico. Estudos tém mostrado potencial aplicacdo do
BCP como arcabouco na engenharia tecidual para regeneracdo 0ssea, terapia
génica e entrega de farmacos. Mais recentemente o BCP em forma de granulos tem
sido aplicado no desenvolvimento de uma nova geracdo de substitutos 6sseos
injetaveis e moldaveis (DACULSI e LEGEROS, 2008; DACULSI, 2006).

Substitutos ésseos utilizam HA, B-TCP e a mistura entre os dois em estrutura
porosa, pois 0ssos defeituosos que ndo sdo frequentemente expostos a alto
estresse podem ser substituidos por HA ou B-TCP porosos. Produtos comerciais
porosos de HA com porosidade entre 70 e 80% sdo amplamente distribuidos para
clinicas e hospitais (TANAKA e YAMASHITA, 2008).

A hidroxiapatita tem sido utilizado em cirurgias ortopédicas em ambas as
formas: p6 e soélido estendido. Entretanto, apresentam propriedades mecanicas
inferiores que impedem o uso em situagdes de carga (HAYAKAWA, TSURU e

OSAKA, 2008). O B-TCP apresenta propriedades similares com a fase inorganica do
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0SS0 e a macro-porosidade do material pode facilitar o crescimento 0sseo
(GAASBEEK et al., 2005).

1.4. Fosfato octacalcico — OCP

O OCP tem em sua estrutura cristalina um arranjo alternado entre as
camadas. As camadas sdo semelhantes a de HA (camadas de apatita) e camadas
hidratadas como é apresentado na figura 4.

A semelhanca com a estrutura de HA, bem como o envolvimento relatado na
formacdo de osso, esmalte e varios tecidos patologicamente calcificados, sdo as
principais evidéncias sugerindo que o OCP atua como precursor da formacao
termodinamica de HA mais estavel (BIGIA et al., 1999).

Uma fase intermediaria do OCP é o DCPD (KANAWAZA, 1989). De acordo
com Komlev e colaboradores (2010), a morfologia cristalina de OCP e DCPD séao
diferentes, o DCPD é composto de placas cristalinas, enquanto que OCP é
composto por agulhas (KOMLEV, 2010). A fase OCP é considerada muito
promissora devido a sua participacdo na formacdo Ossea, e também por ser
precursora da fase de hidroxiapatita (VERCIK et al., 2003).

Figura 4. Estrutura cristalina de OCP com as representacdes de camadas de apatita
e a camada hidratada (KANAZAWA, 1989).
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Os fosfatos de célcio acidos, como o OCP, séo classificados como ceramicas
soliveis a pH neutro. Além disso, o0 OCP possui variacdes de estequiometria,
consequentemente a razao célcio e fosforo também séo variadas (entre 1,23 a 1,37).
Assim, os diferentes tipos de OCP possuem caracteristicas diferentes de
osteocondutividade que pode ser atribuida &s mudancas fisico-quimicas nas
condicfes de sintese (SUZUKI, 2013).

1.5. Razdo Ca/P e solubilidade

As composicOes dos fosfatos de calcio envolvem diversas razbes molares
entre o calcio e fosforo (Ca/P) que variam de 0,5 a 2,0, sendo encontradas
diferentes formas de fosfatos de calcio. Quanto maior for a razao Ca/P, menor é a
solubilidade em agua. A tabela 2 apresenta os principais tipos de fosfatos de calcio e
suas respectivas razbes molares, bem como a solubilidade. Possivelmente a
propriedade mais importante de Ca/P € sua solubilidade em &agua, porque o

comportamento in vivo pode ser previsto pelo estudo da solubilidade.

Tabela 2. Razdo molar de célcio e fosforo (Ca/P) nos fosfatos de calcio e suas
respectivas solubilidade (BOSE e TARAFDER, 2012)

Fosfato de calcio Férmula quimica Ca/P Solubilidade
Monohidrogénio fosfato de CaHPO4.2H20 1,0 2.5 x 107
célcio dihidratado (DCPD)

Fosfato octacélcico (OCP) CagH2(PO4)s.5H20 1,33 2.51 x 10%7
Fosfato de calcio amorfo (ACP) Caz(POa4)2 . nH20 1,2-2,2 Variavel

Fosfato tricalcico (TCP) Caz(POa4)2 1,5 1.25 x 10%°

Hidroxiapatita (HA) Ca1o(POa4)s(OH)2 1,67 2.35 x 10%°

De acordo com as condicbes empregadas durante o processo de sintese dos
fosfatos de célcio, € possivel obter diferentes fases. Entre os parametros que
influenciam nessa relacdo de fases tém-se o pH e a temperatura. A figura 5 mostra
as diferentes fases precipitadas de acordo com o pH do processo. A solubilidade do
fosfato de célcio diminui da esquerda para a direita. A formacao de fosfato de célcio

amorfo no comeco da precipitacdo é favorecida devido ao seu baixo potencial de
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energia, comparado com o fosfato octacdlcico e hidroxiapatita. A hidroxiapatita é a
mais estavel e menos soluvel. (LAYROLLE e DACULSI, 2012).

Figura 5. Compostos de fosfato de célcio obtidos pela precipitacdo de acido
fosférico (LAYROLLE e DACULSI, 2012).
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Os diversos fosfatos de calcio ndo apresentam a mesma bioatividade e taxa
de biodegradabilidade. Esses parametros séo relacionados em geral de acordo com
a razao Ca/P, cristalinidade e pureza. Os fosfatos de calcio ndo séo solUveis em
condigdes fisiolégicas, com pH 7,4. Porém, em ambientes acidos, com pH abaixo de
6,5, apresentam solubilidade (BOSE e TARAFDER,2012).

Os estudos in vitro sdo importantes, pois permitem uma avaliacdo primaria da
resposta 0ssea aos biomateriais, e comparado com 0s testes in vivo Sdo vantajosos
devido a reprodutibilidade, a rapidez de resultados, a alta sensibilidade, o custo
reduzido e o bom controle de varidveis (HACKING et al., 2008). Através de andlise in
vitro da solubilidade dos fosfatos de célcio € possivel obter informag¢des importantes
sobre seu comportamento in vivo. Um fosfato de calcio soltvel possibilita a troca de
fons Ca*> e POs 2 com o meio em que esse se encontra (GUASTALDI e
APARECIDA, 2010).

Kokubo e colaboradores (1990) propuseram uma nova solugcdo aquosa para

realizacdo de testes de bioatividade. Uma solucdo composta de ions semelhantes
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aos encontrados no plasma humano. Essa solugdo foi definida como “Simulated
Body Fluid” (SBF). E a partir, disso, ao longo dos anos foram feitos ajustes nas
solucdes de SBF.

O primeiro SBF usado por Kokubo e colaboradores (1990) o ion SO4?* néo foi
colocado. Entretanto, o plasma sanguineo possui esse ion (GAMBLE, 1967). No ano
seguinte, Kobubo e colaboradores acrescentaram o SO4?*. No trabalho de Oyane e
colaboradores (2003) foi utilizada uma solucdo de SBF com as mesmas proporcdes
dos ions presentes no plasma sanguineo relatado por Gamble (1967). O ion de
carbonato de calcio apresenta forte tendéncia de precipitacdo, por isso Tadakama et
al. (2004) utilizaram um SBF com menor quantidade de ion de carbonato de célcio, e
0s restantes dos ions com a mesma proporcéo do observado no plasma sanguineo,
apresentado na tabela 3 (KOBUBO e TAKADAMA, 2006).

Tabela 3. Concentracado de ions no plasma sanguineo (GAMBLE, 1967)
fons Na* K* Mg?*  Ca* ClF HCOs HPO# SO04%

Plasma sanguineo 142,0 5,0 15 2,5 103,0 27,0 1,0 0,5

humano

1.6. Producéo de fosfatos de calcio

1.6.1. Sintese

Séo diversos métodos de sintese de fosfatos de célcio. Dentre eles tém-se:
reacdo de estado solido (VIDEAU e DUPUIS, 1991), precipitacdo umida (PELIZARO
et al.,, 2017), spray pirélise (LOHER et al., 2005) e sol-gel (NATARAJAN e
RAJESWARI, 2008). As caracteristicas como morfologia, estequiometria e nivel de
cristalinidade variam de acordo com o método utilizado (BOSE e TARAFDER, 2012;
HAYAKAWA, TSURU e OSAKA, 2008).

Um dos métodos mais utilizados € a técnica de precipitacdo, que envolve
reacdes via Umida entre precursores de calcio e foésforo com controle de temperatura

e pH da solugdo. Para obter uma estrutura de apatita estequiométrica, o poé
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precipitado deve ser calcinado em temperaturas a partir dos 400°C (SANTOS et al.,
2005).

Uma precipitacao rapida durante a titulacdo da solucéo de fosfato em solugéo
de calcio pode levar a falta de homogeneidade quimica no produto final. A titulagédo
lenta e as solucdes diluidas devem ser utilizadas para melhorar a homogeneidade
quimica e a estequiométrica da HA resultante. E necessario um cuidadoso controle
das condi¢Bes da solugdo € na precipitacdo por via Umida, caso contrario, uma
diminuicdo do pH da solucdo para um pH menor que 9 podera favorecer a formacéo
da estrutura da HA deficiente em Ca (SANTOS et al., 2005).

A partir do OCP podem-se produzir HA utilizando dois processos: a hidrolise
do OCP e a dissolugdo de OCP (esta apds precipitacdo). E conhecido que o OCP
precipita primeiro e depois hidrolisa irreversivelmente para um produto transitério
intermediario entre OCP e HA (ARELLANO-JIMENEZ, GARCIA-GARCIA, e REYES-
GASGA, 2009).

A producdo de OCP puro pode ser por diferentes métodos, tais como:
hidrélise de fosfato dicalcico di-hidratado (DCPD); cristalizacdo homogénea de
solucdes saturadas com hidrogenofosfato de célcio e difusdo lenta de ions de calcio
em sistemas de gel contendo fosfatos (LEGEROS, 1985).

Um possivel método para obtencdo de fiboras de HA € a técnica de
eletrofiacdo e sistema sol-gel de base néo-alcéxida que permite o uso de
precursores baratos, como pentoxido de fésforo e o nitrato de calcio tetrahidratado.
Isso torna o processo de obtencdo da hidroxiapatita mais viavel sendo uma
interessante alternativa (FRANCO, SILVA e BORGES, 2009). Outro método
estudado, para obtencdo de fosfatos de calcio para aplicagdo como biomateriais, é
utilizando o ovo de galinha (MILBRADT et al.,2015).

1.6.2. Secagem

A secagem é um processo que permite a remocdo do liquido agregado ao
sélido. E obtém-se como produto final um solido com pouca umidade. A importancia
desse processo € a retirada da fase liquida que pode conter alguns produtos
indesejaveis. No caso de uma aplicagdo como biomaterial, a etapa de secagem na

obtencédo dos fosfatos de célcio € importante em varios aspectos, como: retirada do
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liqguido (dgua; solucdo acida; e dependendo do processo de sintese, tem-se a
retirada de alguns ions indesejaveis); esterilizacdo do produto, reduzindo as chances
de contaminacao; e pode influenciar nos formatos e tamanhos das particulas.

Apos a sintese, as particulas podem ter seu formato e tamanho alterados.
Para a transicdo desse estado flexivel a um consolidado (tenha formato bem
definido), sdo utilizados varios métodos: secagem por evaporagcao, secagem em
bandeja, leito fluidizado, chama indireta, rotativa, liofilizacdo, congelamento,
gelificagéo e cristalizagdo (PELIZARO et al.,, 2017; RODRIGUEZ-CHANFRAU et
al.,2017a; SILVA e TOLEDO, 2015; BOHNER et al., 2013).

A secagem ao ar é o método mais simples. E um método relacionado a
reducdo de tamanhos que podem gerar gradientes de densidade e
heterogeneidades. Isso ndo acontece, por exemplo, com congelamento das
particulas em nitrogénio, porém necessitaria de liofilizacao, este método é demorado
e caro (BOHNER et al., 2013).

Entretanto, a liofilizacdo € um método vantajoso quando se pretende obter
particulas de fosfatos de célcio mais isoladas e menores, quando comparadas com
0s métodos de secagem por evaporacao e em bandeja. Quando usado o método de
secagem por evaporagcdo ou em bandeja as particulas tendem a ficarem mais
aglomeradas (PELIZARO et al., 2017a).

1.7. Tamanho de particulas

O tamanho das particulas dos fosfatos de calcio é importante, pois em certas
aplicacbes sdo necessarias particulas de tamanhos menores ou maiores. Por
exemplo, para a utilizacdo dos fosfatos de calcio na producédo de scaffolds por
impressdo 3D, pois de acordo com o tamanho as particulas € possivel obter
estruturas com determinados tamanhos de poros, além do mais de acordo com a

funcdo do scaffold € necessério utilizar particulas menores ou maiores.

E para a definicdo dos tamanhos de particulas podem ser utilizadas diversas
técnicas. O meétodos podem ser mecanicos e fisicos. Um dos métodos fisicos € o
ultrassom. Trata-se de uma técnica que pode ser uma das alternativas para a
sintese de fosfatos de calcio. As ondas sonoras sdo ondas mecanicas produzidas
por deformacdes provocadas pela diferenca de pressao no meio deforméavel. Essas

ondas precisam de um meio para que possa se propagar, gerando um fenémeno
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conhecido como cavitacdo (PELIZARO et al., 2017b; POLLONI, 2014; MIZUKOSHI
et al., 1999).

Outra técnica usada € a moagem, trata-se de um método mecanico. Existem
diversos sistemas de moagem, dentre os quais se destaca a moagem em moinho de
bolas, também conhecido como moinho Alsing que € um equipamento utilizado para
moagem tanto por via Umida, com a presenca de algum solvente, em geral agua,
como por via seca, onde a moagem se realiza sem a presenca de qualquer solvente
(RIBEIRO e ABRANTES, 2001).

Métodos como o0s processos de deposicdo quimica fase vapor (CVD) e
deposicéao fisica fase vapor (PVD) sdao métodos que também permitem realizar o
controle do tamanho e da forma das particulas durante o processo de reacao
dentro da camara de plasma ou do feixe laser em funcdo do tempo de reacédo
(SANTOS, 2009).

O uso do método de plasma por micro-ondas possibilita a sintese, em fase
nanomeétrica, de pos de fosfatos de calcio com tamanhos de particulas que variam
entre 30 e 100 nm (HAN et. al., 2006).

Dagupta et al. (2013) estudaram a superficie de contato, energia reativa

(0]

méxima absorcdo de &gua, resisténcia a compressdo, dureza e resisténcia a

fratura de diferentes tamanhos de particulas de hidroxiapatita (168 nm, 1,48 um

(¢

5,01 um). Os resultados foram superiores quando utilizados menores particulas.

As diferentes técnicas como ultrassom, moagem, deposicdo quimica fase
vapor ou deposicdo fisica fase vapor e plasma por micro-ondas séo diversas
alternativas para obtencdo de tamanhos de particulas de fosfatos menores. As
nanoparticulas apresentam algumas propriedades de interesse para area médica e
biomateriais, como a resisténcia maior a fratura e compressdo; maior area de

contato e maior possibilidade reativa.
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

As bioceramicas, como os fosfatos de calcio, apresentam diversas aplicagdes.
Dentre os mais importantes para aplicacdo biologica, tem-se a hidroxiapatita, fosfato
tricalcico, fosfato octacélcico e o fosfato de calcio amorfo. S&o as fases de apatitas
mais estudadas.

A relagdo da biotecnologia com a ciéncia dos materiais implica
desenvolvimento de novos biomateriais. Os biomateriais em contato com 0 meio
biolégico provocam respostas biolégicas que podem ser influenciadas de acordo
com a morfologia e tamanho das particulas do material. Por isso, é importante
conhecer essas propriedades.

Entretanto, além desses fatores, é necessario conhecer métodos que
permitam uma producédo em larga escala e a0 mesmo tempo menos onerosa, mais
barata e obtendo produto de melhor qualidade.

O desenvolvimento de biomateriais com tecnologia e matérias-primas
nacionais reduzira os gastos com a aquisicdo, favorecendo a popularizacdo dos
procedimentos médico-cirdrgicos. A busca por métodos de producao viaveis é peca-
chave no desenvolvimento da producdo de biomateriais. Assim, torna-se
interessante o estudo de diferentes vias de producdo dos fosfatos de calcio visando
uma producdo em escala industrial. Com isso o trabalho podera ser uma base
importante para futuros estudos e aplicagbes com diferentes apatitas.

O objeto principal do trabalho foi estudar a aplicacdo de ultrassom no
processo de sintese de fosfato de calcio.

Para isso foi estudado trés tipos diferentes de fosfato sintetizados pelo
método tradicional e por método com aplicacdo de ultrassom, além de estudar duas
variantes de secagem.

Os objetivos centrais do trabalho desenvolvido foram:

e Sintetizar trés diferentes fosfatos de célcio (ACP, OCP e HA/TCP)
e Estudar aplicagédo do ultrassom no processo de sintese

e Estudar método de secagem por evaporacao e em bandeja



3. METODOLOGIA

3.1. Sintese de fosfatos de calcio

3.1.1. Fosfato de calcio amorfo (ACP) e Hidroxiapatita/ B-Fosfato

tricalcico (HA/B-TCP)

30

Para a sintese de fosfato de célcio de fase ACP, a solucdo de hidroxido de

calcio [Ca(OH)2], 0,6M, foi colocada sob agitagdo constante e em temperatura

aproximada de 100°C. Posteriormente, uma solucdo de &cido fosférico [H3PO4],

0,6M, foi adicionada por gotejamento (30 gotas/minuto). Finalizada a adigcdo da

solucdo acida, manteve-se em agitacdo, até atingir uma consisténcia em forma de

pasta. Esse produto foi secado em estufa a 80°C, por 24 horas.

A amostra de ACP foi utilizada para sintetizar o fosfato de calcio bifasico (HA/B-

TCP). ApOs atingir a consisténcia em forma de pasta, uma parte foi colocada em

tratamento térmico na mufla a 800°C por 3 horas.

Figura 6. llustracdo dos processos para a sintese de ACP.
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0,6M
Hidroxido de Calcio

< J0M

100°C
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Figura 7. llustracéo dos processos de sintese da mistura HA/B-TCP.

n 0
L |

Acido Fosforico
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0,6M

800°C / 3horas

3.1.2. Fosfato octacalcico (OCP)

Na obtencdo da fase de OCP, utilizou-se solucéo de fosfato de calcio dibasico
dihidratado 2M [CaHPOu4], sob agitacdo constante e temperatura aproximada de
100°C. Adicionou-se uma solucdo de acido fosforico 0,6M, gradualmente, por
gotejamento (30 gotas/minuto). Finalizada a adicdo da solugédo acida, manteve-se a
suspensao em agitacdo a 100°C até atingir uma consisténcia em forma de pasta.

Posteriormente, colocou em estufa a 80°C, por 24 horas.

Figura 8. llustracdo do processo para a sintese de OCP.
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3.2. Estudos da aplicacdo de ultrassom na sintese de fosfatos de calcio

Foi realizado um estudo com aplicacédo de ultrassom, durante o processo de
sintese, para diminuigcdo do tamanho de particulas. Nesse estudo, foi avaliado duas
variantes de aplicagéo do ultrassom. Na variante US1, o ultrassom foi aplicado na
suspensao por 5 minutos apos a adi¢cdo do acido fosférico. Para a variante US2, o
ultrassom foi aplicado na suspensao durante a etapa de adicdo do acido fosforico.
Terminado o processo de ultrassom, uma fracdo da suspensao foi submetida ao
processo de evaporacao (100°C) e outra a secagem em bandeja (80°C).

O processo de sintese com ultrassom, em ambas variantes, utilizou o
equipamento Sonus Vibra Cell, EUA. Com 0s seguintes parametros: pulso ligado por
de 15s e desligado por 3s; amplitude em 30%. Apds a conclusdo da reacdo, a
suspensao obtida foi separada em duas partes.

Figura 9. llustracdo da sintese de fosfatos de célcio aplicando a variante US1

- Acido Fosforco
~ oM Aplicagdo do Ultrassom

100°C

T | M=
~y

 Hidrinido de Cakio ‘
1<

e

o 100°C

Em paralelo, foi realizado um estudo com variacdo do tempo de aplicacdo do
ultrassom (5, 10, 15 e 30 minutos), utilizando a variante US1, com o objetivo de
avaliar se o tempo de aplicacdo do ultrassom influéncia sobre o tamanho das

particulas.
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Figura 10. llustragdo da sintese de fosfatos de célcio aplicando a variante US2

Acido fosférico |::>
0,6M
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3.3. Estudo dainfluéncia da secagem no tamanho das particulas

Foi realizado um estudo da influéncia da secagem sobre o tamanho das
particulas. Para isso, avaliou-se dois métodos de secagem: por evaporacdo e em
bandeja. Apés a adigdo da solucdo de acido fosforico, a suspenséao foi dividida em
duas partes. Uma parte foi submetida ao processo de secagem em bandeja, no qual
a suspenséo foi despejada em uma bandeja e deixada em secagem a 80°C, por 24
horas. A outra parte foi mantida em agitacdo até atingir a consisténcia em forma de

pasta, de acordo com 0s topicos acima.

3.4.Caracterizagdes

3.4.1. Difragao de raios-X (DRX)

Os espectros de DRX foram registrados a temperatura ambiente (25 °C), com
um difratdmetro D5000, DIFFRAC PLUS XRD (Alemanha), com geometria BRAGG-
Brentan, radiacdo Cu Ka (A = 0.154 nm), detector de cintilagdo e grafite
monocromador. Foi usado angulo de espalhamento variando de 4° a 80° com
intervalo de 20 em 0,02°. Amostras de apatitas foram preparadas e colocadas no
vidro porta amostra, analisado sob condi¢cdes de platdé. Uma tensédo de operacéo de
40 kV e corrente de 30 mA foi utilizada, e as intensidades foram medidas na faixa de

5 ° < 206 <30 °. Separagdes de pico foram realizadas usando deconvolucio
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Gaussiana. Os dspacings foram calculados usando a equagéo de Bragg. O software

Crystallographic foi utilizado para identificar a estrutura cristalina das amostras.

3.4.2. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)

As amostras foram analisadas no espectrometro BRUKER FTIR-VERTEX 70
BRUKER (Alemanha). Foram obtidos os resultados com uma resolucdo de 4 cm™,

faixa de frequéncia de 4000 a 400 cmt, no modo de transmisséo.

3.4.3. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As imagens de microscopia eletrbnica de varredura (MEV) foram obtidas por
um microscopio eletrénico de varredura FEG MEV, JEOL 7500F (Alemanha). O
equipamento foi operado com uma tensdo de aceleracdo de 2 kV. As amostras
foram revestidas por evaporacdo de carbono (Spputer Coater Baltec SCD 050,
EUA).

3.5.Andlise do tamanho médio das particulas

O tamanho das particulas foi determinado por microscopia eletrbnica de
varredura. Cinco imagens SEM em ampliagdes 2000X e 100000X foram avaliadas.
Em cada imagem, cinco medi¢des aleatorias do tamanho de particula foi realizado.

Com os dados obtidos, o tamanho médio das particulas foi determinado.

3.6.Avaliacao estatistica

Com o objetivo de conhecer a influéncia da aplicacdo do ultrassom (fator) sobre
0 tamanho de particulas (variaveis de resposta), realizou-se uma analise estatistica
empregando ANOVA de um fator. Antes das analises, realizou-se um estudo
exploratério dos dados e a verificagdo o0s pressupostos de normalidade,
independéncia e homocedasticidade para posteriormente decidir utilizar uma
ANOVA classica ou uma ANOVA nao paramétrica (MONTGOMERY, 2017).
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No caso da analise de normalidade foi utilizado o teste SHAPIRO WILKS
MODIFICADO, propondo o teste de hipoteses:

Ho: As observagbes de cada medicdo vém de uma populacdo de distribuicdo
normal.

Hi: As observacbes de cada medicdo NAO provém de uma populacdo de
distribuicdo normal.

Enquanto, no caso da avaliacdo da homocedasticidade, foi utilizado o teste
LEVENE e o seguinte teste de hipéteses:

Ho: As variancias das subpopulagdes sao homogéneas.

Hi: As variancias das subpopulacdes NAO sdo homogéneas.

Para verificar a independéncia foi feito um grafico de dispersao de dados entre
os residuos da resposta variavel versus a ordem em que as observacdes foram
tomadas (tamanho).

Finalmente, uma ANOVA classica foi usada (se a homocedasticidade fosse
satisfeita), foi realizado um teste de contraste ndo planejado (teste post-hoc) usando
o teste TUKEY. Uma ANOVA ndo paramétrica foi usada (quando a
homocedasticidade nao foi atendida) e usou o teste de Kruskal Wallis e o teste de
contraste em pares. Em ambos os casos para realizar a analise foi utilizado uma
significancia a = 5% e o software estatistico INFOSTAT (versao 2017).

Uma vez que a andlise individual foi realizada para cada tipo de secagem,
procedeu-se a comparacao dos dois tipos de secagem. Para isso, uma comparacao

foi feita por meio do teste t de amostras pareadas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1. Caracterizacao dos fosfatos de célcio

4.1.1. Fosfato de calcio amorfo (ACP)

Difrac&o de raio-X

As amostras dos fosfatos de célcio amorfo foi analisada por difragdo de raio-X
(DRX). Foram observadas a das fases de ACP, HA, OCP, DCPD, hidroxiapatita
deficiente de calcio (Had) e apatita carbonatada do tipo B (Figura 11, pagina 37). Os
principais indices (h k I) para o ACP sao identificados de acordo com 0s espectros
do arquivo de difracdo (PDF 00-011-0293; PDF 01-074-1301; PDF 00-009-0432).

De forma geral as amostras apresentaram as mesmas fases de fosfatos de
célcio. A presenca de DCPD pode ser visualizada no pico de 11, 59 e 34,44. A fase
de ACP é vista em 20,86; 23,48; 29,26 e 41,87. A hidroxiapatita deficiente de calcio
foi identificada pelo pico em 26,37 e 52,89. O OCP ¢ identificado pelo pico 29,85. A
identificacdo da hidroxipatita é pelo pico 40,06. A presenca de apatita carbonatada
do tipo B também é visualizada (32,81 e 49,16).

Possivelmente, a producdo de diferentes fases estd relacionada com a
hidrolise do ACP. Além do mais, o ACP é considerado um intermediario instavel
(DOROZHKIN, 2009).

A fase ACP corresponde em termos de composi¢do quimica a Had, dado que
suas férmulas quimicas sédo Casz(P0Oa4)2.nH20 e CasHPO4(PO4)sOH, respectivamente.
A cristalizacdo de ACP em solucdo envolve um periodo de indugcédo, no qual pode
ser alterado de acordo com as condi¢cdes de temperatura, pH e composicdo da
solugdo. Apos a cristalizagdo ocorre a hidrélise do ACP originando HA ou OCP,
como demonstrado por Kanazawa (1989):

ACP = HA ou
ACP > OCP - Had > HA



Figura 11. Difratograma de raio-X do lote de ACP por todas as variantes
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E também, outro ponto que pode ser levado em consideracdo € a conversao
ao longo do tempo, mesmo com a amostra estando armazenada em local seco. O
DCPD é um intermediario entre o ACP e o OCP, logo é natural sua presenca no
diafratograma de raio-X. A formagdo de OCP pode ocorrer a partir do ACP,
apresentando DCPD como intermedidrio de acordo com a seguinte reacao
(KANAZAWA, 1989):

ACP-> DCPD-> OCP

Através dos resultados obtidos pela difracdo de raio-X, de todas amostras de
ACP, é possivel comprovar a presenca da fase de HA nessas amostras de ACP.
Isso esta de acordo com o relatado por Léon et al. (2012) acerca do fato da
hidroxiapatita ser formada a partir de temperaturas proximas a 80°C.

Os resultados das amostras de ACP sintetizado por USS e secagem por
bandeja e as demais variantes obtidas com aplicacdo de ultrassom foram divididos
em duas imagens para permitir melhor visualizagdo dos picos presentes.

Os resultados foram similares ao observado na amostra sintetizada por USS e
com secagem por evaporacdo. A Unica diferenca relevante € em relagdo a
intensidade do pico de DCPD na regido proxima ao 11,60 que foi caracteristico em
todas as amostras de sintetizadas com ultrassom. Nao foram encontradas possiveis
explicacbes na literatura. Porém, pode ser sugerido que esse fenbmeno esteja
relacionado com a aplicacdo do ultrassom pelo fato de favorecer a formagao de
menores particulas, e assim essas particulas possuem maior area superficial e isso

de certa forma possivelmente permitiu maior cristalizacdo da fase de DCPD.

Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier

Todas as analises de espectroscopia no infravermelho, para os fosfatos de

célcio amorfo, séo apresentadas na figura 12 (pagina 39).
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As bandas caracteristicas de incorporacdo de moléculas de &gua, sao
observados geralmente em uma banda extensa e larga em 3500 cm™ e entre 1600 —
1650 cm* (LI et al., 2002). A banda caracteristica de fosfato de calcio com estrutura
amorfa é dada por uma fina e extensa banda nas proximidades de 560 cm™ (LI et al.,
2002). Esse pico pode ser associado ao 565 cm visto na imagem da amostra de
ACP sintetizada sem ultrassom e com secagem por bandeja. O ACP sintetizado
utiizando o método de evaporacdo para secagem nhao apresentou o0 pico de
estrutura amorfa.

As bandas caracteristicas dos grupos fosfatos PO4% séo: 474, 562, 580, 640 e
960-1200 cm™ e do P-OH: 527, 870 e 910-1040 cm™* (APARECIDA, 2012). Nos
resultados para a amostra de ACP com secagem por evaporacdo 0S picos
caracteristicos dos grupos fosfatos séo vistos em 1045, 538 cm. Na secagem por
bandeja os picos possivelmente relacionados com a presenca dos grupos de
fosfatos sdo 1120, 985, 863 cm™.

Outro grupo identificado é o de COs?, pode ser relacionado as diferentes
substituicdes, tipo A e B. Para o ACP com secagem por evaporacao e sintetizado
sem aplicacdo de ultrassom, o0s picos 1409 e 870 podem ser atribuidos a
substituicdo do tipo B. Na amostra de ACP com secagem por bandeja e sintetizado
sem aplicacdo do ultrassom, o pico 870 pode ser considerado para a presenca da
substituigéo do tipo B.

As amostras sintetizadas utilizando o processo de ultrassom (em todas as
variantes) tiveram resultados similares ao observado nos lotes sem aplicacdo do
ultrassom. Isso indica que aplicacdo do ultrassom e modificacdo do método de
secagem nao afetaram a composicdo quimica presente nos fosfatos de calcio

amorfo.

Microscopia eletrénica de varredura

A microscopia eletrénica de varredura dos lotes de fosfatos de calcio amorfo
obtidos pelo método sem aplicacdo do ultrassom e com secagem por evaporacao
sdo apresentados na figura 13 e os resultados para as amostras com secagem em
bandeja € apresentado na figura 14. Os diferentes aumentos em cada imagem

permitem a visualizagdo dos detalhes da morfologia das particulas.
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Em ambas as Figuras no aumento de 2000X sado vistas as estruturas em
escala micrométrica com diversos aglomerados de particulas menores e nao
apresentam formato uniforme. O aumento de 100000X focalizou as particulas
formadoras das microparticulas permitindo visualizar a presenca de nanoparticulas
depositadas umas sobre as outras que fazem parte das estruturas micrométricas
visualizadas em 2000X, essas particulas hanométricas possuem morfologia do tipo
flocular. De acordo com as caracteristicas apresentadas pelas amostras de ACP
pode-se sugerir que estdo de acordo com o tipo ACP1 descrito por Kim (2005).

As amostras de ACP com aplicacdo de ultrassom e secagem por evaporagao
(todas as variantes) analisadas em aumento de 2000X apresentaram a mesma
morfologia em relacdo as estruturas micrométricas. Entretanto, € notado uma
diminuicdo de aglomerados de nanoparticulas presentes nas estruturas
micromeétricas quando visualizadas em aumento de 2000X. Em 100000X vé-se que
h& maior compactacéo das particulas em US2.

Nas amostras obtidas com secagem em bandeja ndo houve diferencas
morfologicas entre as variantes. A variante US2 em relacdo as nanoparticulas
(visualizadas em aumento de 100000X) apresentaram-se mais compactadas.

Porém, a morfologia ndo teve grandes diferencas manteve-se a morfologia flocular.



Figura 13. MEV da amostra de ACP com secagem por evaporacao nos diferentes
aumentos. A = X2000; B=X100000.

USS evaporagao

US1 evaporagao

US2 evaporagao
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Figura 14. MEV da amostra de ACP com secagem por evaporacao nos diferentes
aumentos. A = X2000; B=X100000.

USS bandeja

US1 bandeja

US2 bandeja

4.1.2. Fosfato de calcio bifasico de HA/B-TCP
Difracdo de raio-X

A figura 15 (pagina 44) apresenta o difratograma das amostras de fosfato de

calcio bifasico obtido em todas as variantes estudadas.



Figura 15. Difratograma de raio-X do lote de HA/B-TCP obtido em todas as variantes
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Os principais indices (h k I) para a mistura HA/B-TCP sdao identificados de
acordo com os espectros do arquivo de difracdo (PDF 00-009-0432 e (PDF 00-09-
0169). Sao observadas duas fases de fosfatos em todas as amostras analisadas:
hidroxiapatita e B-fosfato tricalcico. A presenca de hidroxiapatita é identificada pelos
picos em 28,98; 32,19; 40,47; 42,02 e 46,71. E a presencga de B-TCP é visualizado
pelos picos: 17,05; 27,75; 26,58; 35,07 e 52,89.

Esses resultados foram similares com o relatado na literatura (PAVINATO,
2012; APARECIDA, 2006). O tratamento térmico de fracdo dos lotes de ACP
diminuiu a quantidade de fases presentes, apresentando uma composi¢ao bifésica,
com HA e B-TCP, mostrado na Figuras 13.

E conhecido que a alta temperatura favorece a conversdo do ACP em
estruturas cristalinas de HA e B-TCP, tendo como intermediarios o DCPD e OCP
(KANAZAWA, 1989).

Esses resultados mostraram que a aplicacdo do ultrassom e variacdo do
método de secagem nao influenciou a composicdo de fases das amostras de
fosfatos de calcio bifasicos (HA/B-TCP).

Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier

As analises de espectroscopia no infravermelho de todas as amostras para os
fosfatos de célcio bifasicos séo apresentadas na figura 16 (pagina 46).

Todos espectros no infravermelho apresentado para as amostras de fosfato
bifasico (HA/B-TCP) apresentam similaridade. Uma comparagdo com os dados
apresentados pelo ACP, nota-se diferencas em relacao as regides de 3000 — 3700
cm? e 1650 cm™. Isso indica que apds o tratamento térmico, os grupos de OH
relacionado com a agua tendem a desaparecer. O pico de menor intensidade
observado na regido de 2988 cm (USS evaporacdo, USS bandeja, US1 bandeja) é
associado ao grupo OH presente na HA. Isso se deve ao fato de que a hidroxiapatita
apresenta grupo OH em sua estrutura, Cas(POa4)3(OH), e o B-TCP, Casz(POa)2.

As bandas caracteristicas dos grupos fosfatos PO4% s&o: 474, 562, 580, 640 e
960-1200 cm e do P-OH: 527, 870 e 910-1040 cm* (APARECIDA, 2012). Na
figura 16 (pagina 44), os picos possivelmente relacionados com os grupos fosfatos
sdo vistos em 1134, 1065, 1032, 930, 545, 555 cm™™.

O fato dos resultados serem similares confirma que a variacdo do método de

sintese e secagem néo afetaram a estrutura quimica das amostras.
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Microscopia eletronica de varredura

A microscopia eletrénica de varredura dos lotes de fosfatos de célcio bifasicos
obtidos pelas variantes com secagem por evaporacao é apresentada pela figura 17.
Os resultados das variantes com secagem por bandeja é dado na figura 18. O
aumento de 2000X de uma forma geral permite a visualizacdo das microparticulas.
E em 100000X é possivel visualizar com detalhes a morfologia das particulas que

estdo em escala nanométrica.

Figura 17. MEV da amostra de HA/B-TCP com secagem por evaporacdo nos
diferentes aumentos. A = X2000; B = X100000.

USS evaporagao

US1 evaporagao

US2 evaporagao M
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Figura 18. MEV da amostra de HA/B-TCP com secagem por bandeja nos diferentes
aumentos. A = X2000; B = X100000.

USS bandeja

US1 bandeja

US2 bandeja |

As amostras relacionadas com a secagem por evaporacdo e por bandeja
tiveram resultados similares em relagcdo a morfologia. Em aumento de 2000X sé&o
vistas as estruturas em escala micrométrica com diversos aglomerados de particulas
menores e apresentam morfologia variada, predominando a morfologia retangular. O
aumento de 100000X focalizou as particulas que compdem as microparticulas
permitindo visualizar as nanoparticulas que fazem parte das estruturas
micromeétricas visualizadas em 2000X. Essas particulas nanométricas possuem
morfologia do tipo flocular.

Entretanto, é observado que houve um decréscimo de aglomerados

visualizados em sobre a superficie das estruturas micrométricas visualizadas em
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2000X quando é aplicado o processo de ultrassom. Isso ocorreu em todos as
variantes. Na visualizacdo em aumento de 100000X para as variantes com aplicacao
de ultrassom nota-se que as particulas se apresentam mais compactadas se
comparadas com a variante sem aplicacdo de ultrassom, em ambos os casos de
secagem. Porém, a aplicacdo de ultrassom e a forma de secagem néo influenciaram

a morfologia das particulas.

4.1.3. Fosfato octacalcico (OCP)

Difracdo de raio-X

Os resultados da difracdo de raio-X de todas amostras de OCP é apresentado
na figura 19 (pagina 50). De forma geral, observa-se a presenca das fases de OCP,
DCPD e apatita carbonatada do tipo A e do tipo B. Os principais indices (h k |) para o
OCP foram identificados de acordo com os espectros do arquivo de difracdo (PDF
00-09-0169; PDF 00-009-0432).

Todas amostras de OCP teve identificado os picos associados a fase de OCP
(20,07; 26,16; 30,07; 34,28), DCPD (28,97; 42,02 e 53,19), CA (32,83) e CB (45,67 e
49,21). Segundo Kanazawa (1989) o DCPD é o intermediério instavel do OCP. E a
presenca do DCPD na amostra € um indicativo de que a reagao nao foi totalmente
estequiométrica.

As variantes de OCP tiveram os resultados similares, evidenciando que a
alteracdo da metodologia de secagem e aplicacdo do ultrassom n&do provocaram
mudancas nas fases de apatitas presentes nas amostras de OCP.

Enfim, para todas as amostras de fosfatos de calcio (ACP, HA/B-TCP e OCP),
os resultados da difragéo de raio-X mostraram que n&o ocorre, de uma forma geral,
alteracdo na composicdo das fases de fosfatos de calcio quando é aplicado o

ultrassom ou quando é modificado o0 método de secagem.

Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier

Os resultados das analises no infravermelho de todas as amostras de OCP
sintetizadas séo apresentadas na figura 20 (pagina 51). Os grupos OH, CO3?, PO4%,

POH foram identificados.



Figura 19. Difratograma de raio-X do lote de OCP obtido pela variante USS e com processo de evaporagao

US2 evaporacgao

US1 evaporagao

USS evaporagao
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A amostra de OCP pela variante USS com processo de evaporacgéo, 0S picos
em 3463 cm™ e 1648 cm sdo possivelmente relacionados com o grupo OH. Ja para
a secagem por bandeja, os picos com possivel relacdo ao grupo OH pode ser visto
em 3462 cm? e 1648 cm™.

As bandas caracteristicas dos grupos fosfatos PO4% séo: 474, 562, 580, 640 e
960-1200 cm™ e do P-OH: 527, 870 e 910-1040 cm™ (APARECIDA, 2012). Em USS
evaporagdo os possiveis picos sdo 1059, 876, 551 cm™. Os picos relacionados aos
grupos fosfatos do OCP na variante USS secagem em bandeja séo possivelmente
associados aos picos 1059, 971, 843 cm'?.

Outro grupo identificado é o de CO3?*, e pode ser associado as diferentes
substituicdes, tipo A e B. A amostra com secagem por evaporagao da variante USS
tem os picos em 1401 e 876 que podem ser atribuidos ao tipo B.

Os resultados das amostras sintetizadas pelas variantes US1 e US2 tiveram o0s
resultados similares ao que é observados na variante USS. Com isso, conclui-se que
a aplicacdo do ultrassom e modificacdo do método de secagem ndao influencia na

presenca dos grupos quimicos das amostras de OCP.

Microscopia eletrénica de varredura

A microscopia eletrbnica de varredura das amostras de fosfatos octacalcico
sintetizado com secagem por evaporacdo € mostrada na figura 21. E as amostras
com secagem em bandeja € vista na figura 22. O aumento de 2000X de uma forma
geral permite a visualizacdo das microparticulas. E em 100000X é possivel
visualizar com detalhes a morfologia das particulas que compdem as particulas

visualizadas em 2000X.

Em relagdo as estruturas dos fosfatos de célcio amorfo e bifasico (mistura
HA/B-TCP) o OCP apresenta caracteristicas diferentes, pois apresentam-se como
placas sobrepostas. No aumento de 2000X nédo sao vistas diferencas morfoldgicas
entre todas as amostras de OCP. O mesmo ocorre para as particulas visualizadas
em 100000X.

De forma geral, conclui-se que ndo h& alteracbes nas estruturas das

microparticulas e nanoparticulas nas variantes utilizadas para a sintese de OCP.
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Figura 21. MEV da amostra de OCP com secagem por evaporacao nos diferentes
aumentos. A = X2000; B = X100000.

USS evaporagao

US1 evaporagao

US2 evaporagao
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Figura 22. MEV da amostra de OCP com secagem por bandeja nos diferentes
aumentos. A = X2000; B= X100000.

USS bandeja

US1 bandeja

US2 bandeja

4.2. Andlise dos tamanhos médios das particulas

4.2.1. Estudo estatistico da influéncia do ultrassom sobre o tamanho de
particulas.

A tabela 4 apresenta os resultados do tamanho das particulas para cada um
dos tratamentos e secagem utilizados.
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Tabela 4. Resultados dos tamanhos das particulas

Tipo de MEV 2000X (micro) 100000X (nano)
sécageéMm  MTratamento | USS US1 Us2 Sus US1 Us2
ACP 8,3/1,1 | 10,1/1,1 | 3,1/0,9 | 31,7/1,6 | 25,6/2,4 | 20,7/1,7
Evaporac&o TCP 8,8/1,0 | 6,7/0,9 | 4,000,8 | 39,8/2,3 | 32,1/2,6 | 29,8/2,3
OCP 2,2/06 | 1,3/1,2 | 1,3/0,5 | 70,4/5,0 | 69,2/4,5 | 64,2/6,1
ACP 7.8/3,0 | 6,52,9 | 2,7/0,2 | 24,4/1,9 | 24,5/1,6 | 17,2/1,6
Bandeja TCP 74139 | 6,0/1,6 | 50/1,9 | 40,1/5,3 | 36,4/3,6 | 24,5/2,4
OCP 2,002 | 1,000,3 | 1,8/0,4 | 72,8/4,4 | 69,9/4,7 | 66,2/55

Observacéo: média/DE

A analise estatistica das amostras de ACP sintetizadas com secagem por
evaporacao mostrou que ao avaliar o teste de normalidade os dados gerados séo
correspondentes a subpopulagéo normal (p = 0,6457 e p = 0,0687 para medicdes a
2000X e 100000X, respectivamente), demonstrando que séo independentes porque
a unidade observada s6 pode ser tratada uma vez. O teste de homocedasticidade
mostrou que as variagdes das subpopulagdes sdo homogéneas (p = 0,4659 e p =
0,0582 para medi¢cdes a 2000X e 100000X, respectivamente). Assim, foi aplicado
uma ANOVA cléassica.

Os resultados desta analise (p = 0,0003 e p = 0,0002 para medicbes em 2000X
e 100000X, respectivamente) mostraram que o tamanho médio da particula apés a
aplicacao dos diferentes tratamentos com ultrassom foi significativamente diferente.
O teste de contraste mostrou que nao houve diferencgas significativas entre o USS e
0 US1; e que houve diferencas significativas entre US2 e o restante dos tratamentos
para as medidas feitas em 2000X e 100000X, respectivamente.

Resultados similares foram observados na analise estatistica da amostra de
ACP sintetizada com secagem por bandeja, os quais os dados obtidos
correspondem a subpopulacdo normal (p = 0,3430 e p = 0,6390 para medicdes a
2000X e 100000X, respectivamente), provando que eles sao independente. No
entanto, o teste de homocedasticidade mostrou que as variagdes das
subpopula¢gdes ndo eram homogéneas (p = 0,0001 e p = 0,0176 para medicdes a
2000X e 100000X, respectivamente). Dessa forma, foi aplicada ANOVA néao
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paramétrico. Assim como a andlise realizada na amostra sintetizada com secagem
por evaporacdo, o teste realizado mostrou que entre o USS e o US1 ndo houve
diferencas significativas; e que houve diferencas significativas entre US2 e o
restante dos tratamentos para as medidas feitas em 2000X e 100000X,
respectivamente.

Ao comparar os dois métodos de secagem estatisticamente, verificou-se que
nao houve diferencas significativas entre eles (p = 0,2836).

A andlise estatistica das amostras de fosfatos bifasicos (mistura HA/B-TCP)
sintetizadas com secagem por evaporacao mostrou que ao avaliar os dados do teste
de normalidade, trata-se de uma subpopulacdo normal (p = 0,7870 e p = 0,2971
para medicbes a 2000X e 100000X, respectivamente), demonstrando que Sao
independentes, porque a unidade observada s6 pode ser tratada uma vez. O teste
de homocedasticidade mostrou que as variagbes das subpopulacbes sé&o
homogéneas (p = 0,9990 e p = 0,1106 para medicGes a 2000X e 100000X,
respectivamente). Com isso, uma ANOVA classica foi aplicada.

Os resultados desta analise (p = 0,0055 e p = 0,0107 para medicbes em 2000X
e 100000X, respectivamente) mostraram que o tamanho médio das particulas apés
a aplicagcdo dos diferentes tratamentos de ultrassom foram significativamente
diferentes. O teste de contraste realizado mostrou que entre USS e US1 ndo houve
diferencas significativas; e que houve diferencas significativas entre US2 e o
restante dos tratamentos para as medidas feitas em 2000X e 100000X,
respectivamente.

Em relacdo a analise estatistica da mistura HA/B-TCP sintetizada com secagem
por bandeja, os dados correspondem a subpopulacdo normal (p = 0,1380 e p =
0,2200 para medicOes a 2000X e 100000X, respectivamente), indicando que séo
independentes. Através da analise do teste de homocedasticidade foi observado que
as variacdes das subpopulacdes ndo eram homogéneas (p = 0,0105 e p = 0,0006
para medicbes a 2000X e 100000X, respectivamente). Dessa forma, foi aplicada
ANOVA néao paramétrica.

Assim como a andlise realizada para a amostra sintetizada com secagem por
evaporacao, o teste realizado mostrou que entre o USS e o US1 ndo houve
diferencas significativas; e que houve diferencas significativas entre US2 e o
restante dos tratamentos, para as medidas feitas em 2000X e 100000X,

respectivamente.
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Ao comparar estatisticamente os dois métodos de secagem, verificou-se que
nao houve diferencas significativas entre eles (p = 0,2943).

Por ultimo, ao realizar a analise estatistica das amostras de OCP sintetizadas
com secagem por evaporacao os resultados mostraram que os dados correspondem
a subpopulagédo normal (p = 0,1900 e p = 0,1640 para medicbes a 2000X e
100000X, respectivamente), demonstrando que sao independentes porque a
unidade observada sé pode ser tratada uma vez. O teste de homocedasticidade
mostrou que as variagoes das subpopulacées ndo eram homogéneas (p = 0,0179 e
p = 0,0006 para medi¢cdes a 2000X e 100000X, respectivamente). Dessa forma, foi
aplicado uma analise de variancia ndo-paramétrica.

Os resultados desta andlise (p = 0,0430 e p = 0,1034 para medi¢cdes a 2000X e
100000X, respectivamente) mostraram que o0 tamanho médio das particulas
presentes nas amostras sintetizadas com as diferentes variantes de aplicagcdo do
ultrassom foram significativamente diferentes para as amostras avaliadas em 2000X.
No entanto, para as amostras avaliadas 100000X n&o houve diferenca significativa
entre os tratamentos de ultrassom, o que indica que através da aplicacdo de
ultrassom as particulas de estrutura micrométrica diminuiu significativamente, sendo
inferior na aplicacdo da variante US2, mas, no caso das particulas em estruturas
nanométrica ndo houve diminuicdo significativa do tamanho quando analisadas as
amostras das diferentes variantes de aplicacdo do ultrassom.

Na andlise estatistica da amostra de OCP sintetizada com secagem por
bandeja foi verificado que os dados correspondem a subpopulagdo normal (p =
0,1006 e p = 0,2460 para medicdes a 2000X e 100000X, respectivamente),
indicando que os dados sdo independentes. A avaliacdo do teste de
homocedasticidade demonstrou que as variacdes das subpopulacdes, ao contrario
de secagem por evaporacédo, foram homogénea (p = 0,4240 e p = 0,0720 para
medi¢cOes a 2000X e 100000X, respectivamente). Com isso, foi aplicado neste caso
uma ANOVA cléassica.

Os resultados desta analise (p = 0,0330 e p = 0,6512, para medi¢cdes a 2000X
e 100000X, respectivamente) mostraram que o tamanho médio das particulas das
amostras com aplicacéo das diferentes variantes de aplicagcdo do ultrassom foram
significativamente diferentes para as amostras avaliadas a 2000X. Entretanto, para
as amostras avaliadas em 100000X ndo houve diferenca significativa entre os

tratamentos de ultrassom, 0 que indica que através da aplicacdo de ultrassom as
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estruturas micrométricas das particulas diminuiu significativamente, sendo inferior as
amostras referentes a variante US2, mas, no caso das estruturas nanométricas das
particulas ndo houve diminuicdo significativa no tamanho quando aplicado o
ultrassom pelas variantes US1 e US2.

Ao comparar estatisticamente os dois métodos de secagem, constatou-se que
nao houve diferencas significativas entre eles (p = 0,1320).

Como conclusdes parciais verifica-se no caso das amostras ACP e mistura
HA/B-TCP, a aplicagdo dos diferentes tratamentos influencia significativamente o
tamanho das particulas tanto na microestrutura quanto na nanoestrutura, obtendo
particulas menores quando utilizado a variante US2. No caso da amostra de OCP,
houve influéncia significativa apenas na microestrutura das amostras quando
utilizado a variante US2, obtendo-se tamanhos menores de particulas. No entanto,
para a nanoestrutura, ndo se observou influéncia significativa entre os tratamentos.

Por outro lado, a comparacdo estatistica entre os métodos de secagem
mostrou que ndo ha diferencas significativas entre eles. Portanto, qualquer um dos
dois métodos pode ser aplicado, embora a secagem da bandeja seja recomendada,

j& que é mais econbmica.

4.2.2. Estudo estatistico da influéncia do tempo de aplicacéao de
ultrassom pela variante US1

A andlise da influéncia do tempo de aplicacado do ultrassom (variante US1) no
tamanho da particula na estrutura micrométrica € mostrada na Figura 23 para os

dois tipos de secagem e para a estrutura nanomeétrica € mostrada na Figura 24.
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Figura 23. Analise da influéncia do tempo de aplicagdo do ultrassom (US1) no

tamanho da particula na estrutura micrométrica
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Figura 24. Andlise da influéncia do tempo de aplicacédo do ultrassom (US1) no

tamanho da particula na estrutura nanomeétrica
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Observa-se que entre 5 e 10 minutos ha um decréscimo significativo (p =

0,0138 e p = 0,001, para secagem por evaporacdo e secagem em bandeja,

respectivamente (amostras medidas em 2000X); p = 0,061 e p = 0,0102 para a
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secagem por evaporagao e secagem em bandeja, respectivamente (amostras
medidas em 100.00X)).

Em todos os casos com aplicagcdo do ultrassom em tempos superiores a 10
minutos, o tamanho das particulas permanece sem alteracdes significativas. Com
esses resultados podemos afirmar que uma a aplicacdo superior a 10 minutos do

ultrassom pela variante US1 o tamanho das particulas ndo € modificado.
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5. CONCLUSOES

1. Foram sintetizados fosfatos de calcio de trés diferentes tipos: o ACP, o fosfato
bifasico (mistura de HA/B-TCP) e o OCP;

2. Foram estudadas duas modificacbes: aplicacdo de ultrassom (com duas
variantes — US1 e US2) e método de secagem (evaporacao e secagem por
bandeja);

3. Através da caracterizagdo por difracdo de raio-X, espectroscopia nho
infravermelho e microscopia eletrénica de varredura foi constatado que as
caracteristicas apresentadas pelos fosfatos de calcio, em todas as variantes,
foram similares e nao tiveram modificagcdes nas fases de fosfatos; estrutura
cristalina e quimica; e em relacdo a morfologia;

4. Nas amostras com aplicacao de ultrassom durante a sintese das amostras de
ACP tem-se observado na DRX um pico de alta intensidade que se refere ao
DCPD. Essa caracteristica observada, € um indicativo de que houve maior
cristalizacéo dessa fase de DCPD;

5. Nas amostras de ACP e mistura de HA/B-TCP a aplicacdo dos diferentes
tratamentos de ultrassom influenciou os tamanhos das particulas de forma
significativa tanto na microestrutura quanto na nanoestrutura, obtendo
particulas menores quando utilizado a variante US2;

6. Quanto a amostra de OCP, houve influéncia significativa no tamanho das
particulas pela aplicacdo do ultrassom, e ocorreu apenas na microestrutura
das amostras quando utilizado a variante US2,;

7. A comparacdo estatistica entre os métodos de secagem mostrou que nédo ha
diferencas significativas entre os tamanhos das particulas, quando aplicado
gualguer um dos tipos de variante (US1 ou US2);

8. Uma aplicacdo superior a 10 minutos do ultrassom, pela variante US1, ndo

altera o tamanho das particulas.
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6. RECOMENDACOES

De acordo com os resultados obtidos pode-se afirmar que:

1. Aplicagdo do ultrassom, utilizando a variante US1 no processo de sintese,
com tempo maximo de 10 minutos é melhor para obtencdo de particulas
menores;

Para obter particulas menores, o uso da variante US2 € a melhor opcéo;

3. O uso da secagem em bandeja por ser mais viavel economicamente e

apresentar resultados similares a secagem por evaporacdo apresenta

vantagens para aplicacédo de producdo em escala industrial.
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