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RESUMO

MATEUS, Marcella Fernandes Mano. Sintese e caracterizagdo de
hidroxiapatita/gelatina. 45 f. TCC (Curso de Quimica), Universidade Tecnologica
Federal do Parana. Pato Branco, 2017.

Os biomateriais a base de fosfato de calcio vém sendo estudados como substitutos
0sseos e para recobrimento de implantes devido a suas propriedades de
osteocunducdo e osteointegracdo. Dentre esses biomateriais a HAP principal
componente do tecido désseo tem se destacado. O objetivo deste trabalho foi
sintetizar e caracterizar a HAP/GEL através da reac¢éo por via Umida e caracterizar o
material obtido. A sintese foi feita pelo gotejamento de H3PO4 sobre a solucdo de
Ca(OH)2 com adicédo de gelatina em diferentes concentracées (6 g L*e 8 gL?) e
nas amostras controle. A caracterizacdo foi realizada através das técnicas de DRX,
FTIR, MEV e TG/dTG. O DRX permitiu verificar a diminuicdo do diametro dos
cristalitos em amostras com maior periodo de envelhecimento e adi¢cdo de gelatina,
guando comparados as amostras controle (Al, A4 e A7). O FTIR comprovou a
intensificacdo das bandas de COs? e OH" que também estédo presentes na estrutura
da gelatina. Esta intensificacdo nas bandas se tornou mais evidentes nas amostras
com maior periodo de envelhecimento e concentracfes de gelatina. O MEV mostrou
gue em maiores periodos de envelhecimento e maiores concentracdes de gelatina o
material apresentou aparéncia mais cimenticia e estrutura mais macica. O TG/dTG
mostrou eventos distintos entre as amostras controles e as amostras com adicéo de
gelatina. Esses eventos seguindo o mesmo comportamento que se observou nas
outra analises. Através dos resultados obtidos foi possivel verificar a incorporacdo da
gelatina a estrutura da HAP. Logo, podemos considerar que o método de sintese
utilizado foi eficiente na formacdo da hidroxiapatita, como fase majoritaria. As
técnicas de caracterizacdo utilizadas forneceram resultados que possibilitaram a
verificacdo de formacdo da fase hidroxiapatita, a incorporacdo da gelatina na
estrutura, mostrando-se eficientes.

Palavras-chave: Biomateriais, hidroxiapatita, gelatina.



ABSTRACT

MATEUS, Marcella Fernandes Mano. Synthesis and characterization of
hydroxyapatite/gelatin. 45 f. TCC (Course of Chemistry) - Federal University of
Technology - Parana. Pato Branco, 2017.

Calcium phosphate-based biomaterials have been studied as bone substitutes and
implant coverings due to their osteoconduction and osseointegration properties.
Among these biomaterials, the main component of bone tissue HAP has been
highlighted. The objective of this work was to synthesize HAP/ GEL through the wet
reaction and to characterize the obtained material. The synthesis was carried out by
dripping HsPO4 onto Ca(OH)2 solution with the addition of gelatin of different
concentrations (6 g L* and 8 g L?) and in the control samples. The characterization
was performed using the techniques of XRD, FTIR, SEM and TG/dTG. DRX allowed
to verify the decrease of the crystallite diameter in samples with a longer aging period
and addition of gelatine when comparing the control samples (Al, A4 and A7). The
FTIR proved the intensification of the CO3z?> and OH- bands that are also present in
the gelatin structure, this intensification became more evident in samples with a
longer aging period and gelatin concentrations. The SEM showed that in longer
periods of aging and higher concentrations of gelatin the material had a more cement
appearance and a more massive structure. The TG/dTG showed different events
between the control samples and the samples with gelatine addition, these events
following the same behavior that was observed in. Through the obtained results, it
was possible to confirm the incorporation of the gelatin in the HAP structure.
Therefore, we can consider that the synthesis method used was efficient in the
formation of hydroxyapatite, as the majority phase. The characterization techniques
used provided results that allowed the verification of the hydroxyapatite phase, the
incorporation of the gelatine in the structure, being efficient.

Keywords: Biomaterials, hydroxyapatite, gelatin.
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1 INTRODUCAO

A exemplo do que aconteceu em todo o mundo, a expectativa de vida no
Brasil aumentou consideravelmente, e o desafio parece ser maior em funcdo da
velocidade com que esse fenomeno ocorreu. Em 1999 cerca de 145.000 pessoas
atingiam ou passavam dos 100 anos. Estima-se que esse numero aumentara em 15
vezes até 2050, atingindo 2,2 milhdes de centenarios. A populacdo de idosos no
mundo em 1950 era de 204 milhdes, em 1998 passou a ser de 579 milhdes e ha
projecdes de que em 2050 esses numeros passardo para 1900 milhdes de pessoas
idosas no mundo (IBGE, 2017).

Os constantes avancos obtidos na medicina vém conduzindo a um evidente
aumento da expectativa de vida da populacdo mundial, e consequentemente, estao
proporcionando maior qualidade de vida as pessoas que se encontram na “melhor
idade”. Entretanto, o desgaste e a reducdo das propriedades e atividades dos
tecidos e 6Orgdos que constituem o corpo humano S80 processos inerentes ao
envelhecimento dos seres vivos (DAGUANO, 2011).

Além disso, a ampliacdo do numero de pacientes nos hospitais também esta
diretamente correlacionada a proliferacdo de veiculos de transporte, gerando
aumento no numero de acidentes com lesbGes graves. O desenvolvimento das
técnicas cirdrgicas também tem expandido a demanda por préteses, implantes e
equipamentos meédicos (KAWACHI et al., 2000). Esse desenvolvimento reflete no
avanco de outras areas que se desenvolvem paralelamente, como biomateriais que
tem recebido destaque nos ultimos anos.

Os biomateriais ndo devem produzir qualquer resposta biolégica adversa local
ou sistémica, ou seja, o0 material deve ser atéxico, ndo carcinogénico, ndo antigénico
e ndo mutagénico (Da SILVA, 1999)

Dentre os biomateriais, as bioceramicas a base de sais de fosfato de célcio
tém grande aceitacdo devido, principalmente, ao seu alto grau de
biocompatibilidade, que provavelmente esta associado a similaridade quimica com
0S materiais normalmente encontrados no tecido 0sseo. Entre as ceramicas com
melhor desempenho estédo os biovidros, a alumina, a B-TCP (Beta-Fosfato tricalcico)
e a hidroxiapatita (HENCH & WILSON, 1993).
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A hidroxiapatita (HAP), é o principal constituinte inorganico dos tecidos

calcificados representando de 30 a 70 % da massa dos 0ssos e dentes,
respectivamente. A HAP €& biocompativel com o tecido 6sseo, ndo induzindo a
rejeicdo por parte do tecido, e é bioativa, permitindo a ligacdo quimica entre o
material e o tecido 6sseo (osteointegracao), favorecendo o crescimento 0sseo sobre
a superficie do material ou entre ele (osteoconducdo) (HENCH & WILSON, 1993;
ELLIOTT, 1994; NARASARAJU & PHEBE, 1996; G; KAWACHI et al., 2000).

O uso da HAP ndo se restringe a area médica como material biocompativel no
tratamento de defeitos e enxertos 6sseos. Também é empregada na area ambiental,
como absorvedor de metais pesados em rejeitos industriais, solos e aguas poluidas.
Na area farmacéutica, é utilizada como separador de proteinas em coluna
cromatografica (ELLIOTT, 1994; EL SHAFEI et al., 2004). Essa variedade de
aplicacoes faz da HAP um dos sistemas mais promissores no desenvolvimento de
novos materiais a base de fosfatos.

Para tanto, como biomaterial, a seguranga a longo prazo de um implante
permanente de HAP é questionavel, devido ao 0sso ser um tecido que requer algum
grau de tensdo mecanica para manter sua vitalidade. A fim de minimizar, ou até
mesmo superar estes problemas, uma solucdo seria combina-la a um “ligante”
adequado. Neste sentido, tém sido empregados varios biopolimeros, tais como
colageno, cola de fibrila, gelatina, quitosana e alginato (HSU et al., 1999;
SIVAKUMAR & RAO, 2002).

O composito de hidroxiapatita/colageno (HAP/COL) apresenta caracteristica
singular, uma vez que, constituem o0s principais componentes da fase mineral e
organica do o0sso, respectivamente (SIVAKUMAR & RAO, 2002). No 0sso, a
interacao fosfato de célcio/coldgeno possui papel importante na determinacdo das
suas propriedades mecanicas (LAWSON & CZERNUSZKA, 1998). O colageno e seu
derivado, a gelatina, tém sido largamente empregados em produtos médicos,
farmacéuticos e de consumo por mais de 100 anos (PARRY, 1988).

Assim, o objetivo deste trabalho foi sintetizar a hidroxiapatita, a partir da
reacdo de precipitacdo diretamente sobre o colageno, na intencdo de se obter um
material mais cimenticio e com menor porosidade, com as propriedades similares a
hidroxiapatita biologica. Para verificacdo dos resultados foi realizada a
caracterizacdo do material, através de DRX, FTIR, MEV e TG/dTG.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Sintetizar e caracterizar compdésitos a base de hidroxiapatita com a adicdo de

gelatina como fonte de colageno, pelo método da precipitacéo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar e averiguar a formacdo da fase majoritaria HAP do compdsito
HAP/GEL variando-se os parametros de sintese: concentracdo de gelatina e
tempo de envelhecimento.

e Caracterizar o material por:

o Difragdo de raios X (DRX), a fim de confirmar a formagdo da fase
cristalina HAP.

o Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR),
para verificar a presenca de bandas caracteristicas da HAP, comprovando
a formacdo da fase e possiveis substituicdes.

o Microscopia eletrénica de varredura (MEV), para analisar caracteristicas
na superficie do material.

o Termogravimetria (TG), para verificar a estabilidade térmica do composito

HAP/GEL no intervalo de temperatura usado durante a sintese.



3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 BIOMATERIAIS

Por definicdo, biomaterial é qualquer substancia ou combinacdo de
substancias, naturais ou ndo, que ndo sejam drogas ou farmacos, utilizadas em
aplicacbes biomédicas e que interagem com sistemas bioldgicos, que tratam,
aumentam ou substituem quaisquer tecidos, érgados ou funcdes do corpo (VON
RECUM; LABERGE, 1995; GIL; FERREIRA, 2006).

Os dois grandes marcos recentes no desenvolvimento dos biomateriais foram
as duas Grandes Guerras. A necessidade de se evitar principalmente a amputacao
de membros que haviam perdido as suas funcdes fez com que o homem utilizasse
praticamente todos os elementos quimicos disponiveis. Os danos provocados a
saude dos pacientes, por muitos dos materiais utilizados nos atos cirtrgicos, foram
considerados catastroficos. Esses resultados fizeram com que o Comité Americano
para o Tratamento de Fraturas do Colégio Americano de Cirurgides recomendasse
formalmente em 1947 a utilizacdo de acos inoxidaveis. Apos esse periodo, além dos
metais, outros materiais considerados adequados foram desenvolvidos como 0s

polimeros, ceramicos e compésitos (MEARS, 1979).

Dois fatores sdo imprescindiveis para o sucesso de um biomaterial: a
biocompatibilidade, e a biofuncionalidade. Em relacdo ao primeiro fato esses
materiais devem atender ao requisito de funcionabilidade para o qual foram
projetados, ndo estimulando ou provocando o minimo de reagBes alérgicas ou
inflamatdrias. Embora este conceito seja algo ndo muito preciso, € consenso que a
funcionabilidade esteja associada a aplicacdo a que se destina, de tal modo que um
material biocompativel para uma dada funcdo pode ser inadequado se usado em
outras aplicagcbes (CUNHA 2010). O segundo fator contempla a capacidade do
material em desempenhar apropriadamente a funcéo para o qual foi projetado, pelo
tempo necessario, que pode ser longo nos casos de implantes permanentes, ou
curto no caso de implantes temporarios. A biofuncionalidade esta, relacionada as

caracteristicas mecanicas do material (WILLIAMS, 1987).



3.1.1 BIOCERAMICAS

A utilizacdo de ceramicas como biomateriais remonta a 2000, quando

Kawachi et al relataram o uso de gesso (CaSO,.1/2H,0) como um possivel

substituto para 0ssos. Este material apresenta baixa resisténcia mecénica e €
completamente reabsorvido pelo organismo, resultando em uma rapida
fragmentacdo e degradacdo. Devido a estas propriedades pouco atrativas, a
utilizacdo do gesso como bioceramica implantavel foi praticamente excluida
(CUNHA, 2010).

A primeira bioceramica que alcancou uso intenso foi a alumina, que é
considerada bioinerte. Além da alumina, outras ceramicas como a zirconia, o dioxido
de titanio, os fosfatos de célcio e as vitroceramicas de silica/fosfato de célcio,
apresentam uso muito difundido (CUNHA, 2010).

Em termos gerais, as bioceramicas podem ser classificadas como bioinertes
ou bioativas (VALLET-REGI et al., 2004). Porém, a Conferéncia da Sociedade
Europeia para Biomateriais ndo considera o termo bioinerte adequado, pois quando
um material € posto em contato com o corpo humano, induz algum tipo de resposta,
mesmo que minima (KAWACHI et al.,, 2000). EM contrapartida, o termo ainda é
comumente utilizado por diversos autores, e sua definicdo mais aceita é a de um
material que apresenta uma resposta interfacial minima que nao resulta na ligacéo
ou na rejeicao do tecido hospedeiro, pela formacado, por exemplo, de uma capsula
fibrosa ao redor do material. J& uma bioceramica bioativa, termo bem aceito na
comunidade cientifica, é conceituada como aquela que induz uma determinada
atividade biolégica por parte do tecido hospedeiro frente a presenca do material

(CUNHA, 2010).

As bioceramicas sao utilizadas tanto na forma isolada quanto como
recobrimento de proteses metalicas ou na associagdo com materiais poliméricos,
como por exemplo, o colageno. Sdo empregadas tanto na forma densa quanto na
forma porosa, bem como em granulos. A forma em que a bioceramica sera
empregada depende da finalidade para que esta vai ser utilizada. A porosidade € um
fator importante e que leva a melhor integracdo entre o tecido vivo e o implante.

Apesar do aumento da porosidade diminuir a resisténcia mecéanica do material, a
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existéncia de poros com determinadas dimensdes pode favorecer o crescimento de

tecido através deles, fazendo com que exista um forte entrelacamento do tecido com

o implante. Com isto, aumenta a resisténcia do material in vivo (CUNHA, 2010).

3.1.2 FOSFATOS DE CALCIO

A primeira tentativa clinica do uso dos biomateriais a base de fosfatos de
calcio foi em 1920 e a segunda foi reportada somente 30 anos depois. Em 1969 e
depois em 1971 foi sugerido o uso de hidroxiapatita de calcio ou fluorapatita como
material para 0sso e implantes dentarios. Entre 1976 e 1986 desenvolveram-se e
comercializaram-se estes materiais, principalmente a hidroxiapatita, como
biomateriais para reparo e substituicdo do osso e para aumento de superficie 6ssea
(LEGEROS, 2002).

Os biomateriais a base de fosfatos de célcio possuem propriedades notaveis
como: similaridade em composicdo e fracdo mineral do 0sso; bioatividade;
capacidade de promover funcao e expressédo celular que conduzem a formacéo de
um exclusivo e forte biomaterial, semelhante ao osso em uma interface; e,
osteocondutividade. Os fosfatos de calcio com apropriada geometria tridimensional
sdo capazes de ligar e concentrar proteinas morfogenéticas do 0sso em circulacao,
transformando-se em materiais osteocondutores (capazes de osteogénese). Desta
forma, os biomateriais de fosfato de célcio sdo potencialmente Uteis na engenharia
de tecidos para regeneracgéo de tecidos duros (LEGEROS, 2002).

3.1.3 HIDROXIAPATITA

A hidroxiapatita de estrutura apresentada na Figura 1, € o constituinte mineral
natural encontrado no osso representando de 30 a 70% da massa dos 0ssos e
dentes. A hidroxiapatita sintética possui propriedades de biocompatibilidade e
osteointegracdo, 0 que a torna substituta do osso humano em implantes e proteses,

dai o grande interesse em sua producao (EANES, 1980).



Figura 1 — Estrutura cristalina da hidroxiapatita.

Fonte: CAPANEMA, 2014.

O interesse pela hidroxiapatita como biomaterial é explicado claramente por
sua semelhanca com a fase mineral do tecido 6sseo. Em principio seria um material
muito adequado tanto para restauracdo como para substituicido 6ssea, s6 ndo o €,
devido a sua baixa resisténcia mecanica, inclusive em formas compactas e densas.
Assim, 0 uso se restringe a todas aquelas aplicacdes onde nao se requerem
esforcos mecanicos, encontrando seu mais amplo campo de utilizacdo em
recobrimento de substratos metalicos, com o objetivo de acelerar e incrementar a
fixacdo das proteses ao osso (RODRIGUES, 2008).

Devido a sua elevada similaridade com a fase cristalina dos tecidos 0sseos, a
hidroxiapatita induz o crescimento de tecido 6sseo na regido em que se encontra.
Esta instigacdo ao crescimento de tecido é denominada osteoconducdo. A
regeneracao do tecido também é induzida pela hidroxiapatita, pois sua superficie
permite interacdes do tipo dipolo, fazendo com que moléculas de agua, proteinas e
coldgeno sejam adsorvidas na superficie. Isto faz com que ocorra uma forte ligagéo
entre a hidroxiapatita e o tecido 6sseo na sua superficie sob condi¢cdes in vivo

(VARMA et al., 1999).
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3.1.4 BIOCOMPOSITOS HAP/COL

O colageno, substancia macromolecular, € um polimero natural (proteina)
encontrado em tecidos de ligacdo (tend&o, pele, ligamento, vasos sanguineos, 0Sso
e dentina). Sua funcéo fisiologica é a de suporte mecanico (YANNAS, 1996). Sua
principal caracteristica € a formacéo de fibras insoliveis com alta forca elastica.
Outra importante funcdo do coldgeno é orientar tecidos em desenvolvimento (VIIDIK
e VUUST, 1980). Desta maneira, dos varios componentes da matriz extracelular, o
colageno é o mais frequentemente usado como biomaterial (VIIDIK e VUUST, 1980;
YANNAS, 1996).

O termo “colageno” é utilizado para denominar uma familia de 27 proteinas
isoformas encontradas nos tecidos conjuntivos do corpo. Em termos de quantidade,
€ 0 composto mais importante do tecido conjuntivo e € um elemento estrutural

importante em organismos multicelulares (LEHNINGER, 1995).

As proteinas colagenosas formam agregados supramoleculares, sozinhas ou
em conjunto com outras matrizes extracelulares. Sua principal fungéo é contribuir
com a integridade estrutural da matriz extracelular ou ajudar a fixar células na matriz.
O colageno apresenta propriedades mecanicas singulares, e € quimicamente inerte
(WOLF, 2007).

O colageno (Figura 2) é uma proteina fibrosa encontrada em todo o reino
animal, contém cadeias peptidicas dos aminoacidos glicina, prolina, lisina,
hidroxilisina, hidroxiprolina e alanina. Essas cadeias sdo organizadas de forma
paralela a um eixo, formando as fibras de colageno, que proporcionam resisténcia e
elasticidade a estrutura presente (DAMODARAN, 2010).
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Figura 2 — Processo de formacdo, organizacao e estrutura do colageno.

Fonte: SILVA, 2013.
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Varios compositos de HAP/GEL tém sido desenvolvidos devido a sua analoga

composicdo com a estrutura do o0sso. Os estudos objetivam melhorar suas
propriedades e seu processamento. Esses compdsitos tém sido extensivamente
investigados para a mimetizacéo das propriedades de biocompatibilidade, atividades
biointegrativas e propriedades mecanicas do 0sso natural, na tentativa de torna-los
biomateriais potenciais para sua substituicdo (SANTOS, 2005).

O composito de HAP/COL apresenta caracteristica singular, uma vez que séo
0s principais componentes da fase mineral e organica do 0sso, respectivamente
(SIVAKUMAR, 2002). No osso, a interacao fosfato de célcio/colageno possui papel
importante na determinacdo das suas propriedades mecéanicas (LAWSON,
CZERNUSZKA 1998).

Um aspecto fundamental na sintese do compésito HAP/COL é o crescimento
do fosfato de calcio sobre a matriz de colageno em meio aquoso de forma
semelhante ao osso natural, estruturalmente e composicionalmente. Alguns estudos
mostram que as propriedades mecanicas dos compdsitos produzidos sdo de menor
alcance que os valores obtidos para 0 0osso (KANNAN et al., 2001).

Tenhuisen et al. (1995), produziram compdsitos contendo hidroxiapatita
deficiente em calcio microcristalina e colageno. Nesse estudo, foi realizada uma
reacao acido-base entre precursores do fosfato de calcio (CaHPO4 e Caa(P04)20),
na presenca de uma matriz de colageno a 38°C. As raz6es em massa entre HAP:
Coladgeno nos compasitos obtidos foram de 4,5:1, 11:1, 22:1. Verificou-se que a taxa
de formacdo da HAP aumenta a medida que a concentracédo de colageno aumenta,
e que a presenca de colageno afeta o pH e as concentracdes de calcio e fosfato
(ANGELO, 2008).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1. SINTESE E PREPARACAO DOS COMPOSITOS

O método utilizado para obtencdo da hidroxiapatita foi o de reacédo por via
umida, tomando como referéncia a metodologia proposta por (ANGELO, 2008). Esse
método se da pela reacao entre o acido fosforico Hs3PO4 e uma suspensédo contendo
hidréxido de calcio Ca(OH)2, formando o precipitado de hidroxiapatita e 4gua de

acordo com a reacdo apresentada na equacéo 1.

10Ca(OH)2 + 6H3PO4 — Caio(PO4)s(OH)2 + 18H20 Equacdo 1

Dentre os métodos sugeridos na literatura, este foi selecionado por sua
simplicidade da reacéo, baixo custo dos reagentes além do facil acesso aos mesmos
em suas purezas adequadas. Outro motivo da escolha deste método se deve a
formacdo da 4gua como Unico subproduto, que nao interfere no produto final, no
caso o biomaterial e ndo apresenta riscos ao meio ambiente ja que ndo sdo gerados
residuos.

O objetivo do processo de sintese é obter como fase principal a hidroxiapatita,
devido a sua enorme importancia como biomaterial. As propor¢cdes dos reagentes
nas reacoes realizadas seguiram a razdo Ca/P igual a 1,67 por apresentar boa
cristalinidade e serem termicamente estaveis. Condi¢cdes como tempo, temperatura,
concentracdo dos reagentes e pH foram controladas durante toda a sintese,

permitindo a obtenc&o da fase hidroxiapatita (Tabela 1).
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Tabela 1 — Condi¢cdes de sintese do compdsito HAP/COL e das amostras controle.

Condicdes de sintese

Temperatura — 42°C

Tempo de envelhecimento — 1, 7 e 21 dias
Razéo Ca/P tetrica — 1,67

Concentracédo de HsPOs— 0,3 mol L

Concentracéo de Ca(OH)2 — 0,5 mol L?

4.1.1 AMOSTRA CONTROLE

As amostras controle (A1, A4 e A7) foram preparadas utilizou-se as solucdes
de H3PO4 (85% PA) na concentracdo de 0,5 g L't e Ca(OH)2 (PA) na concentracéo de
0,3glL™

4.1.2 AMOSTRAS COM ADICAO DE COLAGENO (HAP/COL)

Inicialmente, foram preparadas as solu¢cdes de colageno, em duas
concentracGes diferentes: 6 e 8 g L. A gelatina comercial (Dr. Oetker®, sem sabor e
sem cor) foi utilizada como fonte de colageno. Esta, foi dissolvida em agua destilada
a uma temperatura de 42°C. Em seguida, dissolveu-se o Ca(OH)2 (PA) nestas
solugdes..

As solugdes de Ca(OH)2 com e sem adicao de gelatina foram colocadas em
um béquer e levadas a um agitador magnético com chapa de aquecimento. Em
suspensdo a solucdo de HsPOs foi gotejada na vazédo de, 2 a 5 mL mint. Durante
toda a reacdo a temperatura foi mantida entre 40 a 42°C e o pH em 12. Para o

controle do pH, foi utilizada uma solug&o concentrada de NH4OH.

4.1.2 ENVELHECIMENTO
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Depois de finalizada a sintese, o conteddo do béquer de vidro foi mantido a

temperatura ambiente por trés periodos de envelhecimento diferentes 1, 7 e 21 dias.
Durante os diferentes periodos de envelhecimento, o pH foi controlado e mantido
entre 10 a 12 até a completa reacao de formacgéo da fase hidroxiapatita.

Para facilitar a identificacdo das amostras foi criada a Tabela 2, onde séo

ordenadas por tempo de envelhecimento e concentracao.

Tabela 2 — Amostras com suas respectivas concentracdes e tempo de envelhecimento.

Amostras Tempo de Concentracao de
envelhecimento gelatina

Al 1 dia

A2 1 dia 6gL?
A3 1 dia 8glL?
A4 7 dias

A5 7 dias 6glL?
A6 7 dias 8glL?
A7 21 dias

A8 21 dias 6glL*?
A9 21 dias 8glL?

4.1.3 SECAGEM

Em seguida, foi retirado o excesso de agua das amostras. O precipitado foi
levado a estufa a temperatura de 110°C por 24 horas Na sequéncia, o sélido foi

macerado em almofariz de agata.

4.2 CARACTERIZACAO DAS APATITAS SINTETIZADAS

4.2.1 DIFRACAO DE RAIOS X (DRX)
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Os materiais sintetizados foram caracterizados difratometria de raios X em

equipamento (Rigaku, modelo MiniFlex 600), com intervalo de angulo de Bragg 3 a
120°, abertura de fenda de divergéncia 1,625°, fenda de recepcéo 0,3° usando
passos de 0,02° no modo step scan com varredura de 4 segundos por passo,
radiacdo CuKa (A = 1,5406 A), tensdo de 40 kV e corrente de 15 mA. A analise de

todas as amostras foram realizadas na Central de Analises da UTFPR - Pato Branco.

4.2.2 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO NA REGIAO DO INFRAVERMELHO
(FTIR)

As medidas de espectroscopia na regido do infravermelho por transformada
de Fourier (FTIR) foram realizadas no Departamento de Quimica da Universidade
Federal do Parana — DQ/UFPR, em espectrofotbmetro Bomen, modelo MB-100,
configurado como padrdo para trabalho na regido de IR médio 4000-400 cm™,
mediante o uso de pastilhas de KBr (Aldrich), com acumulacdo de 32 varreduras e
resolucdo de 2 cm™.

Por meio do FTIR é possivel identificar tanto substituicGes quanto alteracdes
importantes na composicdo da HAP, principalmente ao que se refere aos grupos

fosfatos e hidroxidos.

4.2.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A técnica de microscopia eletrénica de varredura foi empregada para verificar
caracteristicas de morfologia e homogeneidade dos materiais sintetizados. Os pos
das apatitas foram analisados por MEV em equipamento HITACHI TM 3000 Tabletop
Microscope, na Central de analises da UTFPR- Pato Branco. A tensao utilizada foi
de 15KV e a ampliacdo das imagens foi de 500, 1000, 1500 e 2000x. Os melhores

resultados estao apresentados nos resultados.

4.2.3 ANALISE TERMICA (TG)
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A analise térmica foi utilizada para acompanhar a estabilidade térmica da HAP

e HAP/GEL sintetizada. As andlises foram realizadas em equipamento SDT Q600
(TA Instruments), com porta amostra de a-alumina em atmosfera de ar sintético,

vazdo de 100mL min?, na Central de Andlises da UTFPR-Campus Pato Branco.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DIFRATOMETRIA DE RAIOS X (DRX)

A fase hidroxiapatita foi identificada inicialmente pela verificacdo de seus
picos caracteristicos, em 20 = 26,0; 31,8 e 32,8. Em seguida, a comparagdo com a
ficha padréo ICDD 01-089-6437 foi realizada, confirmando a formac¢ao de HAP como
fase majoritaria.

Os difratogramas (Figura 3) apresentaram perfis constituidos de picos
relativamente largos, caracteristica que pode estar associada a presenca de cristais
com dimensBes nanométricas, ou ainda, a defeitos na estrutura (ANGELO, 2008).

Comparando-se os resultados obtidos com os de Araudjo et al (2012), que
trabalharam com o mesmo biomaterial em condicbes de sintese semelhantes, o0s
mesmos foram praticamente idénticos.

Capanema (2014), associou a menor cristalinidade a carbonatacdo da HAP. O
estudo reporta que HAP carbonatadas apresentam razoavel concordancia com o0s
picos da fase cristalina identificada na HAP, mas com alargamento tipico dos picos
na fase amorfa devido a falta de periodicidade a longo alcance em decorréncia das
deformacgdes introduzidas pela substituicio de grupos fosfato (PO4%), el/ou
hidroxilas, (OH") pelos grupos carbonato (CO3%). O fato de a sintese ser realizada
em sistema aberto pode justificar a carbonatacdo da HAP, o que levaria ao
alargamento dos picos que sdo coincidentes com 0s picos caracteristicos a fase
HAP. As reflexdes caracteristicas para HAP e HAP carbonatada séo respectivamente
em 20: 25,90; 31,80 e 32,93 e 25,75; 32,19 e 33,43 (ANGELO, 2008).
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Figura 3 — Difratograma de raios X das apatitas sintetizadas apds os trés periodos de
envelhecimento estudados e padréo de referéncia da HAP (ICDD 01-089-6437) com

0S picos principais.

A fim de se confirmar possiveis substituicdes ou interacbes na estrutura da

HAP, calculou-se o tamanho médio dos cristalitos empregando-se a equacdo de
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Scherrer (Equacao 2). A Tabela 3 exibe os valores do tamanho médio dos cristalitos

das HAP sintetizadas.

Dm = A E 30 2
= Beosd quacéo

sendo:
K = constante de proporcionalidade que depende da forma

das particulas, assumida como sendo esférica (0,9).
A = comprimento de onda da radiagcdo CuKa (0,15406 nm)
B = largura do pico a meia altura;

8 = angulo de difracéo de Bragg.

Tabela 3 — Tamanho médio de cristalito das amostras sintetizadas.

Amostra Tamanho de cristalito (nm)
Al 28,55
A2 26,43
A3 25,94
Ad 29,03
A5 25,51
A6 27,48
A7 32,42
A8 25,99
A9 29,78

Analisando os valores obtidos, € possivel observar entre as amostras controle
(Al, A4 e A7) um acréscimo a medida que aumenta-se o tempo de envelhecimento.
Entretanto, quando se compara as amostras com adicdo de gelatina, verifica-se a
formacdao de cristalitos menores quando comparadas ao controle.

A diminuicdo do tamanho de cristalito com o aumento do tempo de
envelhecimento, para amostras com emissdo de gelatina, pode ser causada pelas

diferentes intensidades das interacdes entre os ions Ca?* e os ions R-COO". Com o
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aumento da concentracdo de gelatina, a fonte de ions R-COO" disponiveis para a

complexagdo com os ions Ca?* conduz a um grande numero de nucleos para o
crescimento da HAP cristalina, de modo que este cristal ndo possa crescer
significativamente (LI et al, 2007).

Outra razao para esta diminuicdo do tamanho de cristalito quando o tempo de
envelhecimento € maior pode estar associada a formacédo da fase calcita (CaCO3),

facilitada pelo fato da sintese ocorrer em sistema aberto.

5.2 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER (FTIR)

A HAP apresenta absorcdes caracteristicas dos seus grupos funcionais, que
podem ser observados na Tabela 3. Na Figura 4 estao apresentados 0s espectros de
infravermelho.

Tabela 4 — Absor¢8es caracteristicas no IV dos grupos funcionais estudados.
TIPO DE

GRUPO = VALOR VALOR )
FUNCIONAL ~ V'BRACA esperaDo  OBSERVADO AMOSTRAS =~ REGIAC
AL, A2, A3,
vP=0  1500-1200 1480 Ad. A5, AG.
A7, A8, A9
, AL, A2, A3,
ION FOSFATO |\ p g 1200-850 800 A4. A5. A6,
(PO+%) A7, A8, A9
AL, A2, A3,
50-P-0  650-300 490 A4, A5, A,
A7, A8, A9
AL, A2, A3,
v C=0 ~1607 1500 A4 A5, AG.
O A7, A8, A9
Vsim C-O, Al, A2, A3,
CA'?CBg 'ﬁ_)ATO vC-Oe ~1292-1080 1125 A4, A5, A6,
’ 5 0-C=0 A7, A8, A9
Sassmn C-O  ~1504-1492
B0 O-C=0  ~868 866 Al
ON AL, A2, A3,
HIDROXIDO vO-H  3700-3500 3562 Ad, A5, A6
(OH) vO-H  3200-2800 2926 A3, A7, A8,
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(H20) A9
y N-H 3330-3060 3300 A2, A8, A9
y C=0
(amida I) 1640 1642 A4
AMIDA
-(C=0O)NH- O N-H
(amida I1) 1570-1515 1559 A5, A6, A8
A Al, A2, A3
ANION Oassim O- » AL, AS,
CARBOXILATO Cc=0 1650-1550 1627 A4, A5, AB,
(R-COO)) A8, A9
Vsim O-C=0 1400 ---- ----
VO-H  3300-2500 2926 AS AL AS
v C=0 1720-1706 ---- ----
1320-1210
ACIDO vC-O  (1315.1280) s PEQ (A
CARBOXILICO Al, A2, A3,
(R-COOH) 0 O-H 1440-1395 1423 A4, A5, AB,
A7, A8, A9
Al, A2, A3,
Ooop O-H 920 1099 A4, A5, A6,
A7, A8, A9
X
|_
| | T T i T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm'1)
Figura 4 — Espectros de FTIR das apatitas sintetizadas ap0s os trés periodos de

envelhecimento estudados.
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A amostra controle com um dia de envelhecimento (Al), apresenta

deformacéo axial de O-H em aproximadamente 3457 cm, as bandas apresentadas
em 3575 cm?' e 630 cm? sdo referentes a deformacdo angular do ion OH-.
Aproximadamente em 1650 cm™ observa-se a deformacdo axial de C=0O do fon
CO3?> e de C-O em 1460 cm™. Ainda verifica-se deformacédo angular em 870 cm
fora do plano e uma deformacéo angular no plano em 655 cm™. Também é possivel
observar bandas caracteristicas do ion PO4+*, h4 uma deformacgéo axial de P=O em
1420 cm™ e diversas bandas de deformacéo axial de P-O entre 900 cm™ e 1200 cm-
1 ja de deformacéo angular é possivel observar uma banda em 498 cm™ referente a
O-P-O (ANGELO, 2008; CAPANEMA, 2014 e SANTOS, 2013).

Na amostra controle com 7 dias de envelhecimento (A4), observa-se as
mesmas bandas de absor¢do da amostra controle (Al), porém, é perceptivel uma
intensificacdo nas bandas atribuidas a absor¢cdo de COs?. JA nas bandas
relacionadas ao grupamento POs* ndo se observa alteracdes significativas. A
intensificacdo da absorcdo nas bandas de CO3s? se repete na amostra controle com
21 dias de envelhecimento (A7), nos nimeros de onda 1639 cme de 1420 cm™ a
1559 cm™ e em 873 cm™.

O espectro de FTIR da amostra de gelatina comercial utilizada na sintese dos
compositos é exibido na Figura 5. A banda em aproximadamente 3457 cm™ é
referente a deformacgéo axial de carboxila e em 2921 cmt. H4 uma deformacéao axial
de C-H. Em 1640 cm observa-se uma banda de deformacdo axial de C=0 da
amida. Os grupos de C=0 da carboxila sdo constatados em aproximadamente 1562
cml. Ainda, deformacédo axial de C-N de amida e do grupo C-C-O em 1447 cm™te
1078 cm, respectivamente (ANGELO, 2008 e PEDROSO, 2009).
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Figura 5 — Espectro FTIR da amostra de gelatina comercial.

Quando comparados os espectros dos compésitos HAP/GEL com o da
gelatina utilizada na sintese, é possivel observar a intensificacdo de algumas
bandas. Nas amostras controle Al, A4 e A7 as bandas em aproximadamente 900,
1450 e 1600 cm™ referentes ao ion COs® se apresentam menos intensas nas
amostras onde ndo ha adicdo de gelatina, 0 mesmo acontece com as bandas
referentes ao ion OH em 3550 e 620 cm™. Nos espectros de FTIR ocorre a
intensificacdo das bandas. Relembrando os difratogramas de raios X, foi possivel
observar também um alargamento dos picos, que possivelmente se deu devido a
presenca de CO3> e a diminuicédo do diametro dos cristalitos que foram atribuidas a
ligacGes entre o Ca?* e ions R-COO-, com essas caracteristicas se torna coerente

supor mais uma vez que ocorreu a interacao da gelatina com a HAP.

5.3 MEV

As imagens de MEV apresentadas nas Figuras 6, 7 e 8, permitem observar a

diferenca na superficie das amostras. Inicialmente na figura 6, é possivel visualizar a
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HAP sem adicédo de gelatina com 7 dias de envelhecimento, os granulos apresentam

forma acicular, se encontram mais dispersos e a superficie apresenta elevada
irregularidade.

J& a figura 5 que se trata da amostra com 7 dias de envelhecimento e com
concentracdo de gelatina de 6 g L, apresenta uma modificagdo sutil na aparéncia
dos granulos, com aspecto mais homogéneo.

Na micrografia da amostra com 7 dias de envelhecimento com adigao de
gelatina na concentracédo de 8 g L, observa-se uma superficie ainda mais uniforme
com 0 mesmo aspecto cimenticio da amostra discutida anteriormente. Esta
aparéncia mais cimenticia apresentada nas amostras com adicdo de gelatina pode
estar relacionada as fortes interagGes entre os ions de Ca?* e os ions presentes na
gelatina R-COO" (ANGELO, 2008).

A qualidade das imagens dificultou a visualizacdo de maiores detalhes quanto
a morfologia das amostras, uma vez que o equipamento de MEV tem baixa
resolucdo (aumento méximo de 3500 vezes). Desta forma, a comparagdo com
dados tedricos tipicamente publicados com resolucfes bastante superiores pode ser

equivocada.



Figura 6 — Imagem MEV Amostras A4 aumento de 500x.

Figura 7 — Imagem MEV Amostra A5 aumento de 500x.
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Figura 8 —Imagem MEV Amostra A6 aumento de 500x.

5.4 ANALISE TERMICA (TG)

As Figuras 9, 10 e 11 apresentam as curvas de TG e dTG das amostras
sintetizadas.

Ao se analisar as curvas de TG e dTG observa-se que as amostras controle
(Al, A4 e A7) apresentam eventos de perda de massa distintos das demais

amostras. Esta diferenca pode ser atribuida a auséncia de gelatina.
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Figura 9 — Curvas TG e dTG das amostras Al, A2, A3.

Os eventos observados no intervalo de 100 a 138°C estdo provavelmente
relacionados a perda de agua fisicamente adsorvida na superficie da HAP.
Caracteriza também o primeiro estagio de perda de massa da gelatina. Em
aproximadamente 300°C, verifica-se uma perda de massa nas amostras A2 e A3,
gue pode ser atribuida a termodegradacdo do colageno (PEDROSO, 2009). E as
perdas de massa a partir de 300°C, podem estar associadas a eventos relativos a
vaporizacao da agua de cristalizacdo da HAP, decomposi¢do da matéria organica e
impurezas. Na regido de alta temperatura, a perda de massa em aproximadamente
800°C pode estar relacionada ao processo de descarbonatacao dos cristais da HAP,
sendo mais evidente nas amostras com maior concentracdo de gelatina e maior
periodo de envelhecimento (ARAUJO, 2016).
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Figura 10 — Curvas TG e dTG das amostras A4 A5 A6.



29

5] —A7 —A7
——A8 0,04 ——A8
08 J ——A9 ——A9

96 0,03 —

94
0,02

92 +

dWidT

90 + 0,01 +

Perda de massa (%)

88 —
0,00 H

86

ol -0,01

T T T T T L) T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200 0 200 400 600 800 1000 1200
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Figura 11 — Curvas TG e dTG das amostras A7 A8 A9.

E possivel observar que a amostra A8 apresenta um evento onde ocorre um
sensivel aumento de massa. Na literatura ndo foi encontrada nenhuma explicacéo
para tal, logo, imagina-se que este evento pode ter sido originado de um erro de
instrumentacao, considerando que a balanca do equipamento de andlise térmica é
extremamente sensivel.

Os eventos de perda de massa apresentados para as amostras com maior
periodo de envelhecimento e maior concentracdo de gelatina, condiz com as
interpretacdes realizadas a partir dos dados de FTIR onde ocorre uma intensificagéo
das bandas de CO3?, e também o alargamento dos picos do DRX e a diminuicdo do

diametro de cristalito, devido a presenca de gelatina nas amostras.
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6 CONCLUSOES

O Objetivo do trabalho era a obtencdo de HAP/GEL por meio da reacdo de

precipitacdo. A partir dos resultados obtidos foi possivel chegar as seguintes

conclusdes:

A sintese via Umida, se mostrou eficiente na obtencdo do biomaterial
HAP/GEL.

A partir das analises realizadas foi possivel observar a incorporacdo da
gelatina a estrutura da HAP.

A sintese realizada em sistema aberto possibilitou a incorporacdo de ions
carbonato, observados pelas diferentes técnicas utilizadas para
caracterizacdo do material.

A analise de DRX permitiu observar picos caracteristicos da HAP, mas
também foram observados picos referentes a calcita, que possivelmente
foram gerados pela incorporacéo do ion carbonato. O calculo de tamanho de
cristalito apresentou uma diminuicdo de tamanho de cristalito nas amostras
gue continham gelatina se comparados ao controle e se comparando 0s
periodos de envelhecimento observou-se um aumento das amostras com
maior periodo de envelhecimento.

As andlises de FTIR mostraram além da incorporacdo dos ions CO3* a
estrutura da HAP a incorporacédo dos ions de gelatina como os grupos N-H e
R-COOQO-, além de grupos como o PO4%* e OH- caracteristicos da HAP.

Os resultados obtidos pelo MEV nao foram tdo satisfatorios devido sua baixa
resolucao.

Os resultados observados pela técnica de termogravimetria permitiram
verificar trés eventos, o de perda de massa da agua, o de perda de massa da
gelatina e por fim rea¢cfes possivelmente de oxidacdo. Além de possibilitar a

verificagéo da estabilidade térmica da gelatina.
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