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RESUMO

Os materiais provenientes de fontes naturais S&0 recursos importantes para a
extracdo e recuperacdo de diversos compostos importantes, para obtencdo de
diferentes produtos ou aplicacbes. A transformacdo de residuos em materiais de
maior valor agregado requer na maioria dos casos técnicas e abordagens
especificas, conforme as caracteristicas do material avaliado. As bioceramicas sao
biomateriais que podem ser utilizados em varias aplicacbes médicas, dentre as
bioceramicas a hidroxiapatita € a mais empregada na biomedicina. A hidroxiapatita €
o tipo de fosfato de calcio mais estudado nesta area, pelo fato de apresentar
biocompatibilidade e osteoconducdo, além de possuir semelhanca com a
composicdo mineral 6ssea. Neste contexto, o presente trabalho busca analisar a
viabilidade da utilizacdo da casca de ovo de galinha como uma fonte de célcio
alternativa para a producao de hidroxiapatita. O 6xido de calcio foi obtido através da
calcinacdo da casca, seguido por uma reagao por precipitagcdo quimica utilizando o
acido fosférico para obtencdo da hidroxiapatita. As amostras de hidroxiapatita
obtidas a partir da casca de ovo foram submetidas a analises de microscopia
eletrbnica de varredura (MEV), espectroscopia por dispersdo de energia (EDS) e
analisada quanto ao tratamento térmico (TGA). A partir do TGA e EDS das cascas
de ovo foi possivel perceber que esse residuo € uma fonte viavel de calcio,
tornando-se um precursor na formacdo de hidroxiapatita, apresentando 45,5% em
perda de massa enquanto as amostras de hidroxiapatitas obtiveram uma pequena
perda de massa de 0,5% e 0,8%, caracteristica de material bioceramico. A
microscopia eletrbnica de varredura evidenciou que o0s parametros de sintese
empregados conduziu a formacao de particulas finas, em formato quase esférico
aglomerados. Ja através da espectroscopia por dispersdo de energia das amostras
€ possivel notar a grande presenca de calcio e fosforo na propor¢cdo nao
estequiométrica com a presenca de outros elementos. Comprova-se que a casca de
ovo é uma fonte viavel de célcio para a sintese de hidroxiapatita, apresentando uma
rota alternativa para esses residuos em grande abundancia, bem como a
possibilidade de obtencdo de um biomaterial de alto valor agregado proveniente de
baixo custo.

Palavras-chave: Hidroxiapatita. Casca de ovo. Sintese. Biomateriais.
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1 INTRODUCAO

A evolugdo dos biomateriais na industria e na area da saude ndo € um
fendbmeno recente. Alguns estudos estimam sua utilizacdo desde o antigo Egito, na
utilizacao de suturas provenientes de intestinos de gatos (RATNER et al., 2004). A
partir de entdo, a evolucado do mercado de biomateriais expandiu-se cada vez mais,
seja por sua utilizacdo na saude, seja por sua aplicabilidade em vista do
envelhecimento da populacdo. A investigagdo sobre o desenvolvimento de novos
biomateriais ou manipulacdo da estrutura e composicao de biomateriais existentes,
concentra-se na melhoria das propriedades de dispositivos biomédicos. Em geral,
0S biomateriais s&o comumente usados como implantes, tecidos e transplantes de
orgdos, atuando para restaurar, reparar ou substituir o tecido danificado, a fim de
aumentar a expectativa de vida (MOHD PU’AD et al, 2019).

Com o crescimento exponencial na area do desenvolvimento da saude, o
envelhecimento da sociedade tornou-se uma das principais preocupacoes,
recebendo cada vez mais atencdo dentro da indlstria médica
(TRAKOOLWANNACHAI; KHEOLAMAI; UMMARTYOTIN, 2019). De acordo com
Sampaio, Carvalho e Brettas (2018), busca-se o desenvolvimento de materiais
biodegradaveis que possuam a capacidade de serem incorporados ou mesmo
absorvidos pelo tecido hospedeiro, levando ao conceito recente de biomimética,
onde procura-se desenvolver materiais que participem de forma ativa na
recuperacdo do tecido, estimulando-o a nivel celular. Vassal et al. (2019) sugerem
ainda que, com a expectativa de vida da populacdo cada vez mais alta, as
complicagbes advindas de problemas articulares ou do tecido 6sseo, podem ser

problemas que exigirdo da ciéncia grande atencao.
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Levando-se este cenario em consideracdo, diversas tecnologias tém sido
desenvolvidas, como alimentos funcionais e tecnologias médicas. Uma das
evolucbes tecnoldgicas mais importantes é a engenharia de tecidos, onde o
autoenxerto e aloenxerto séo utilizados para a recuperacao do tecido danificado.
Contudo, estes materiais podem ocasionar doencas infecciosas. A fim de superar
esses problemas, os materiais de base bioldgica, tais como biopolimeros,
bioceramica e biocompodsitos, tém sido explorados como materiais para
substituicéao ossea natural (TRAKOOLWANNACHAL, KHEOLAMALI,
UMMARTYOTIN, 2019).

A diversidade de aplicacbes na area de biomateriais, bem como o amplo
espectro de sua composi¢do quimica fazem com que tanto a hidroxiapatita quanto
outros fosfatos de célcio apresentem um grande interesse e possibilidade de
utilizagdo como bioceramicas, conhecidas como uma classe dos biomateriais muito
utiizada em implantes ortopédicos (ossos e articulacdes) e na odontologia
(KAWACHI et al., 2000). Como resultado, a hidroxiapatita tem sido intensivamente
estudada nos ultimos anos como potencial material substituto de ossos, devido a
sua semelhanca quimica com o componente mineral dos 0ssos e dos tecidos
rigidos (RAMESH et al., 2016).

Neste sentido, busca-se com este trabalho avaliar a obtencdo de
hidroxiapatita para uso como biomaterial a partir de residuos de cascas de ovos de
galinha, especialmente por serem residuos biolégicos disponiveis em grandes
quantidades, de baixo custo e serem materiais facilmente encontrados na industria
alimenticia e no dia-a-dia de todas as pessoas. Com isso, além de contribuir com o
meio ambiente, propondo um destino alternativo para estes residuos, pretende-se
caracterizar e comparar as propriedades dos materiais obtidos, analisando seu
potencial como um material bioceramico de baixo custo para possivel substituicdo

de material 6sseo.
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1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho € avaliar a obtencéo de hidroxiapatita, por meio de
um método de precipitacdo quimica, utilizando como matéria-prima a casca de ovo

de galinha como fonte de célcio e visando seu potencial uso como um biomaterial.

1.1.2 Objetivos especificos

Para este trabalho, foram estabelecidos os seguintes objetivos especificos:

e Avaliar, através de tratamento térmico e sua pureza, se a casca de
ovo € uma fonte viavel de célcio para a obtencao de hidroxiapatita.

e Obter a hidroxiapatita a partir da casca de ovo de galinha analisando
suas principais propriedades;

e Avaliar a influéncia do tempo de envelhecimento nas propriedades de

hidroxiapatita produzida.

1.2 Justificativa

Procurando aprofundar conhecimentos tedricos vistos durante o curso e
desenvolver um trabalho de carater investigativo e pratico, o presente trabalho se
justifica pela busca de uma alternativa para o reaproveitamento da grande
guantidade de cascas de ovos de galinha que sédo descartados como residuos, pois
estes materiais possuem alto teor de calcio e podem assim ser utilizados em
aplicagbes mais nobres, como na obtencéo de biomateriais. Como destaque nesta
area tem-se a hidroxiapatita, um biomaterial de grande potencial para aplicacbes
na area médica. Assim, a importancia do trabalho em termos cientificos esta no uso

de uma matéria-prima de baixo custo, como a casca de ovo, para obter um material
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bioceramico de alto valor agregado, com reducdo de impactos econdmicos e

ambientais.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cascade Ovos de Galinha

Os ovos fertilizados, nao-fertilizados e embrides de frango sdo utilizados por
seres humanos desde a pré-histdria, tanto como alimento, quanto no tratamento de
diversas doencas, como apontam Waheed et al. (2019). A casca do ovo representa
11% do total em peso do ovo da galinha, constituida por matéria orgéanica,
apresentando uma composi¢do principal de carbonato de calcio (94%), uma
pequena porcentagem de fosfato de célcio (1%), carbonato de magnésio (1%) e
matéria organica (4%) (FIGUEIRA, 2014; SANTOS et al., 2018). Muito conhecido
como um dos produtos que esta sempre presente a mesa dos consumidores, 0 ovo
também pode apresentar outros tipos e aplicacées, mas de modo geral, elementos
como a casca, por exemplo, sdo desperdicados em forma de residuo. Em alguns
casos, as cascas de ovos sdo destinadas a agricultura, a fim de corrigir o pH em
solos &cidos (BORON, 2004; FERRO; GUEDES, 2018).

Neste cenério, as industrias que fabricam produtos a partir de ovos de
galinha produzem grandes volumes de residuos de cascas deste material,
resultando em varios desafios ambientais. Os dados apresentados pela Food and
Agriculture Organization (FAO) afirmam que a China é o maior produtor de ovos de
galinha do mundo, seguida dos EUA, india, México e Brasil. O material
desperdicado no pds-consumo acaba se tornando uma das fontes de poluigdo ao
meio ambiente, uma vez que grande parte destes residuos sdo descartados no

solo, sem qualquer tipo de tratamento, gerando ndo s6 o incébmodo pelo odor, mas
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iImpactos ambientais que devem ser considerados (WU et al., 2016; WAHEED et
al., 2019).

Assim, a casca de ovo é um dos principais residuos da industria de alimento.
Entretanto, € um material sustentavel e de baixo custo, podendo ser uma excelente
fonte para obtencdo de carbonato de calcio (CaCOs) (cerca de 94% da
constituicdo). Tal substancia pode ser utilizada em aplicacdes diversas, como na
obtencéo de um biomaterial ceramico chamado hidroxiapatita (HA) (DERKUS et al.,
2016). A extracao de hidroxiapatita através de fontes naturais pode ser considerado
um processo ambientalmente amigavel, sustentavel e de fabricagdo econdmica,
uma vez que estes materiais estdo disponiveis em grandes quantidades. Isso pode
resultar em contribuicbes positivas para a economia, meio ambiente e para a saude
em geral (MOHD PU’AD et al, 2019). Em tempo, € valido salientar que a casca de
ovo é rica em sais mineirais, servindo como base no desenvolvimento de produtos
cosmeéticos, suplementos alimentares, fertilizantes, implantes 6sseos e dentarios,
como agente antitartaro em cremes dentais e, claro, como base bioceramica
(MURAKAMI et al., 2007).

De acordo com dados divulgados pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), em 2018, a geracdo de ovos de galinha foi cerca de 3,60 bilhdes
de duzias produzidas, um aumento de 8,6% comparando com o ano de 2017
(IBGE, 2019). Assim, a producdo em grande escala tem tido grande influéncia em
pesquisas de projetos para uso dos residuos gerados a partir do consumo dos

OVosS.

2.2 Biomateriais

Conforme explicam Park e Lakes (2007), um biomaterial € um material que
pode ser utilizado na construgdo de dispositivos que tenham a funcdo de substituir
uma parte ou funcdo de um corpo de maneira segura, confiavel, econbémica e
fisiologicamente estavel e aceitavel. Bose e Bandyopadhyay (2013) caracterizam
um biomaterial como um material sintético ou natural que possa servir em

aplicacbes médicas a fim de executar funcbes corporais. Sua projecdo se da a
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partir das necessidades de aplicagbes em relacdo a interface de sistemas
bioldgicos (PIRES; BIERHALZ; MORAES, 2015).

Para considerar que um material seja um biomaterial, precisa-se observar
uma seérie de propriedades que devem, além de permitir a interacdo com o
organismo de um modo seguro, garantir que o material exerca sua fungéo dentro
de um organismo. Dentro dessas propriedades, portanto, tem-se a
biocompatibilidade, que permite a avaliacdo da aplicabilidade de um biomaterial
(PARK; LAKES, 2007). A Figura 1 apresenta um esquema de como a

biocompatibilidade verifica a aplicabilidade de um biomaterial.

Figura 1 — Representacdo do funcionamento da biocompatibilidade

— Células
— Musculos/Ligamentos

Interagdo com o
— Gordura

Organismo
Ossos
Orgdos
Biocompatibilidade p— ) i
— Corrosdo
Degradagdo
Quimicas Deposicdo de Proteina
Mecanicas Encapsulagdo
Propriedades Superficie Calcificacdo
Farmacoldgicas Toxicidade
Reag¢do Sistémica
— Fragilizagdo

Fonte: Moreno (2015).

Os biomateriais podem ser divididos em alguns grupos, compostos por
materiais metéalicos, poliméricos, ceramicos e compositos. Os materiais ceramicos
podem ser visualizados no emprego da biomedicina. Os polimeros sdo mais
largamente vistos na medicina, com uma origem natural, animal (colageno e
quitina, por exemplo), vegetal (amido, alginatos e outros), natural modificado
geneticamente ou sintéticos (PIREZ; BIERHALZ; MORAES, 2015). Cada classe
apresenta vantagens, desvantagens e algum tipo de aplicacdo especifica, podendo

ser observado no Quadro 1.
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CLASSE DO VANTAGENS DESVANTAGENS APLICACOES
BIOMATERIAL
Polimeros Resilientes Baixo Md4dulo Suturas
El4stico
Facil Fabricacéo Deformam com o Vasos Sanguineos
Tempo
Baixa densidade Podem sofrer Encaixe de Quadril
Degradacéo
Ceramicas Biocompatibilidade Dificil Fabricacao Implantes Osseos
Resisténcia ao Frageis Implantes Dentérios
Desgaste
Bioatividade Fracas em Tracao Recobrimentos de
Implantes Metdlicos
Metais Fé&cil Fabricacao Alto Médulo Parafusos e Placas
Elastico
Resisténcia ao Alta Densidade Substituicdo de
Desgaste Articulacbes
Resisténcia N&o Bioabsorviveis | Implante de Raiz Dentaria
Mecanica
Compasito Resistentes Dificuldade de Implantes ésseos de

Fabricacdo

polietileno reforcado com

fibra

Resinas de restauracéo
de dentes com inclusdes

inorgénicas

Fonte: Adaptado de Moreno (2015).

De modo geral, os biomateriais podem ser classificados em diferentes

grupos a partir de sua estrutura, seja cristalina, de ligagcdo ou de macroestruturas.

Tendo isso por base, trabalhar-se-a nesta pesquisa as bioceramicas.

2.2.1 Bioceramicas

Bioceramicas sao uma classe de biomateriais que podem ser utilizados

como reconstrutores ou agentes de reparacdo de partes do organismo humano.

Servem como materiais de implante, devido a sua capacidade de serem fabricados

em diversas formas, além da elevada resisténcia a compressdo, porosidade

variavel, elevada rigidez e a facilidade de aderirem ao tecido 6sseo (MOHD PU'AD

et al, 2019). Carter e Norton (2013) dividem as bioceramicas em trés grupos,

conforme sua reatividade quimica com o organismo humano, podendo ser

observado no Quadro 2.
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Quadro 2 — Classificacéo de bioceramicas

CLASSE DA REACAO COM O EXEMPLOS
BIOCERAMICA ORGANISMO
Quase inerte Mecanica Alumina, Zircénia, Carbono Vitreo
Bioativa Ligagéo Interfacial Hidroxiapatita, Biovidros
Absorvivel Dissolucao Fosfato Tricélcio (TCP), Sulfato de Célcio

Fonte: Adaptado de Moreno (2015).

As bioceramicas quase inertes sdo implantadas no corpo, mas nao
apresentam uma boa resposta, tendo em vista que o0 organismo age de maneira
protetiva, criando uma camada fibrosa e ndo aderente em torno do implante.
Ceramicas bioativas formam uma ligacdo na interface implante/tecido, imitando,
assim, o processo de recuperacdo natural do tecido. Por fim, as bioceramicas
absorviveis dissolvem no corpo, sendo substituidas pelo tecido que a cerca
(CARTER; NORTON, 2013).

Conforme explicam Bose e Bandyopadhyay (2013), os bioceramicos séo
usados principalmente em tecidos de dura reparacdo, regeneracdo e aumento,
especialmente em aplicacées de suporte ou como revestimentos sobre implantes
metélicos. Os biomateriais ceramicos mais amplamente utilizados sao os fosfatos
de calcio (Cas(POa)2), alumina (Al203) e os biovidros. Bioceramicos a base de
fosfato de célcio sdo amplamente aceitos por apresentarem um alto grau de
compatibilidade, estando inserido nesse grupo o beta-fosfato tricalcico, a alumina e,
conforme o Quadro 2, os biovidros e a hidroxiapatita (COSTA et al., 2009). Rigo,
Gehrke e Carbonari (2007) explicam, ainda, que a hidroxiapatita, além de sua
biocompatibilidade, apresenta uma composicdo quimica semelhante a fase mineral
0ssea, exibindo resultados satisfatérios e proporcionando crescimento 6sseo ao

facilitar a integracao do tecido com o implante.

2.2.2 Fosfato de Célcio

Os fosfatos de célcio sdo materiais que despertam interesse em diversas
areas do conhecimento, como quimica, agricultura, bioquimica e bioengenharia.

Entretanto, a aplicacdo mais notavel desse tipo de material corresponde a sua



19

excelente biocompatibilidade, sendo aplicado em tecidos humanos sem que
resultem em processos de toxicidade local ou sistémica de uma reacgdo do
organismo do hospedeiro. Além disso, apresentam um papel proeminente na
calcificacdo biologica (KARAMPAS; KONTOYANNIS, 2013). Em sua forma natural,
os compostos de fosfato de célcio podem ser obtidos através de calcinagdo de
diferentes fontes naturais, como 0ssos humanos (autoenxertos) ou o0ssos de
animais (aloenxertos) (TAMASAN et al., 2013).

As caracteristicas positivas trazidas pela biocompatibilidade dos fosfatos de
calcio, e apontadas por Moreno (2015), sdo explicadas por sua composi¢do
quimica, que sdo, basicamente, ions de calcio e fosfato, que participam de forma
ativa do equilibrio idnico entre o fluido biolégico e a bioceramica. Existem diversos
tipos de fosfatos de calcio, com composi¢cdes quimicas e propriedades distintas.
Um dos fatores que leva a formacao destes fosfatos esta na relacéo entre calcio e
fésforo durante a reacdo (BET; GOISSIS; PLEPIS, 1997; SADAT-SHOJAI et al.,
2013). A Tabela 1 representa a relacdo da variacéo entre calcio (Ca) e fésforo (P) e

as diferentes estruturas que podem surgir.

Tabela 1 — Classificacdo de bioceramicas

Fosfatos de Célcio Fc')r,mglas Relacdo Ca/P
Quimicas
Fosfato tetracalcico (TeCP) CasO(POa)2 2,0
Hidroxiapatita (HA) Caio(PO4)s(OH): 1,67
Fosfato de céalcio amorfo (ACP) Cas(POa4)2. nH20 15
Fosfato tricalcico (TCP) Cas(POa4)2 15
Fosfato octacéalcico (OCP) CagH2(POa4)s .5H20 1,33
ll:/:grr\;tar:jlgr?gce:r;lg)fosfato de calcio di CaHPO4.2H,0 1,0
Mono-hidrogénio fosfato de célcio (DCP) CaHPO4 1,0
Pirofosfato de célcio (CPP) CazP207 1,0
Pirofosfato de célcio di-hidratado (CPPD) CazP207.2H20 1,0
Fosfato heptacélcico (HCP) Caz(PsOae)2 0,7
Di-hidrogénio fosfato tetracalcico (TDHP) CasH2Ps020 0,67
I(:l\(ﬂ)g;ﬁ)monocalmco mono-hidratado Ca(HzPO4)2. H20 0.5
Metafosfato de célcio (CMP) Ca(POs)2 0,5

Fonte: Gomes et al., (2012).



20

Dentre os fosfatos de calcio existentes, a hidroxiapatita € o mais estavel e
menos sollvel, atraindo uma consideravel atencdo cientifica, especialmente pela
semelhanca com a fase mineral dos ossos (KARAMPAS; KONTOYANNIS, 2013).

2.3 Hidroxiapatita

Por ser uma fase termodinamicamente estavel entre os fosfatos, a
hidroxiapatita € o fosfato mais comumente encontrado no sistema 0sseo e dentario
humano, tornando-o0 0 mais estudado como pesquisa cientifica. Mohd Pu’ad et al.
(2019) afirmam que a hidroxiapatita natural é normalmente extraida por meio de
fontes bioldgicas ou residuos, tais como ossos de mamiferos (por exemplo, bovino,
camelos e cavalos), fontes marinhas ou aquaticas (por exemplo, peixes), cascas de
ovos, conchas, e de plantas e algas, e também através de fontes minerais (por
exemplo, calcario). A estequiometria da hidroxiapatita € basicamente composta de
calcio e fésforo, com proporcdo molar de Ca/P igual a 1,67, cujo dado pode ser
verificado na Tabela 1. Sua férmula quimica C10(PO4)s(OH)2 a caracteriza como um
ortofosfato 6sseo com propriedade de biocompatibilidade, propriedades
osteocondutoras, estabilidade termodinamica em fluidos corporais, estabilidade a
longo prazo e semelhanca quimica geral aos tecidos duros humanos. A Figura 2

representa a estrutura da hidroxiapatita.

Figura 2 — Estrutura hexagonal da hidroxiapatita
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Fonte: Mavropoulos (1999).
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Entre os diferentes bioceramicos, a hidroxiapatita induz o crescimento de
tecido 6sseo e tem uma alta estabilidade termodindmica em condi¢des fisiologicas,
tais como temperatura, pH e em contato com fluidos corporais. No entanto, a
hidroxiapatita apresenta baixa resisténcia mecanica e elevada fragilidade, o que
restringe a sua aplicacdo a areas onde o stress mecanico inferior € necessario
(VASSAL et al.,, 2019). A hidroxiapatita pode se integrar a0 0SSO sem causar
qualquer toxicidade, tanto local quanto sistémico, em inflamacdo ou resposta de
corpo estranho (MOHD PU’AD et al, 2019).

A hidroxiapatita pode ser sintetizada de diferentes formas, por métodos
secos, Umidos e de altas temperaturas, fazendo com que o tamanho das particulas
dependa do processo empregado. No entanto, a aplicacdo de hidroxiapatita
cristalina €& limitada, por conta da sua fragilidade e baixa resisténcia
(TRAKOOLWANNACHAI; KHEOLAMAI;, UMMARTYOTIN, 2019). Segundo Carter e
Norton (2013), dentre as propriedades fisicas e mecanicas que podem ser
avaliadas da hidroxiapatita se encontram a densidade, dureza, resisténcia a

compressado, médulo elastico, resisténcia a ruptura e outros.

2.3.1 Procedimentos para sintese de hidroxiapatita

Métodos de sintetizacdo de hidroxiapatita com caracteristicas customizaveis
tém sido extensivamente estudados. Embora muitos destes métodos tenham sido
desenvolvidos, a preparacdo de hidroxiapatita com caracteristicas especificas
ainda continua a ser um desafio devido a possibilidade de formacdo de produtos
intermediarios téxicos durante sua sintese. Assim, estudos recentes sobre novos
meios de sintese deste material bioceramico vem sendo desenvolvidos, como
podem ser vistos em trabalhos de Zhou e Lee (2011), Lee et al. (2012), Wu et al.
(2015), Ramesh et al. (2016) e Vidhya et al. (2019).

A hidroxiapatita pode ser sintetizada quimicamente ou extraida de fontes
naturais. Ha varios métodos para sintetizar a hidroxiapatita sintética e natural
(MOHD PU’AD et al, 2019). Conforme Sadat-Shojai et al. (2013), a hidroxiapatita
sintética pode ser fabricada incluindo o0os métodos secos (sélidos e

mecanoquimicos), métodos Umidos (precipitacdo quimica, hidrolise, sol-gel,
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emulsdo, e método hidrotérmico), e processos com alta temperatura (de combustéo
e pirdlise). E possivel observar no Quadro 3, um comparativo entre os métodos de
obtencdo da hidroxiapatita quanto ao custo, cristalinidade, pureza e tamanho da

particula.

Quadro 3 — Comparacao dos diferentes métodos para preparacao de hidroxiapatita

Método Aspectos de Caracteristicas do p6 de HA
processamento

Custo Cristalinidade Pureza Tamanho
Seco Estado sélido Baixo Muito alta Baixa Micrometro
Mecanoquimico Baixo Muito alta Baixa Nanbmetro
Precipitacdo Baixo Baixa Variavel Nanbmetro

) Quimica

Umido Hidrolise Alto Variavel Alta Variavel
Sol-Gel Variavel Variavel Variavel Nandémetro

Hidrotermal Alto Muito alto Alta Nano ou
Micrometro
Emulsao Alto Baixo Variavel Nandémetro
Sonoquimico Baixo Variavel Alta Nanbémetro
Combustéo Baixo Variavel Alta Nandémetro

Alta Pirélise Baixo Alta Variavel Nano e micro
agregado
Temperatura —— - — =

P Fonte Biogénica Baixo Variavel Alta Variavel

Combinacao de Variavel Alta Alta Nandmetro
Processos

Fonte: Adaptado de Sadat-Shojai et al., (2013).

Cada sintese de hidroxiapatita resultara em um produto com propriedades
fisicas diferentes. Os métodos de obtencdo mais utilizados sédo sinteses por via
Umida, via seca, sol-gel e hidrotermal (TOMASELLI, 2014). Conforme Sadat-Shojai
et al. (2013), um estudo estatistico indica que cerca de 25% do total de 650 artigos
catalogados no periodo de 1999-2011 estdo unicamente ligados ao método mais
convencional que é a precipitacdo quimica. Depois da precipitacdo quimica, os
métodos sélidos e o processo hidrotérmico sdo 0os mais conhecidos de preparagao
de hidroxiapatita, representando em proporcgéao 16 e 14%, respectivamente.
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2.3.1.1 Sintese via precipitacao

A sintetizacdo de hidroxiapatita via precipitacdo é uma das mais simples na
obtencdo de particulas nanométricas. Ela se baseia no fato da hidroxiapatita, em
temperatura ambiente e pH entre 9,5 e 12, ser um fosfato de célcio mais estavel. O
procedimento por precipitacdo € um método que utiliza equipamentos e reagentes
de baixo custo, obtendo-se como produto final dgua e hidroxiapatita. Essa
obtencdo se da com a utilizagdo de acido fosforico e hidroxido de célcio (SADAT-

SHOJAI et al., 2013), ocorrendo a reacao apresentada pela Reacéo 1.
10 Ca(OH)Z(ag) + 6H3P04(ag) - Calo(PO4)6(0H)2(s) + 18 HZO(I) (1)

A forma de maior solubilidade da hidroxiapatita € o estado amorfo, obtido por
meio de uma lenta adicdo dos ions fosfato em uma solucdo de ions de calcio,
mantendo a homogeneidade, pois a ndo homogeneidade interfere em sua
biocompatibilidade. O produto obtido € envelhecido por cerca de vinte e quatro
horas, passando por varias etapas de dissolucdo e recristalizacdo até chegar no
material com menor solubilidade (VOLKMER, 2006; TOMASELLI, 2014).

O processo de precipitacdo € realizado com um rigido controle de pH,
conforme citado anteriormente, e em temperaturas entre 25 e 100 °C. Para produzir
as particulas de HA, a precipitacdo quimica pode ser realizada usando varios
reagentes contendo célcio e fosfato como fonte de Ca?* e o acido fosférico como
fonte de PO43 (TOMASELLI, 2014; SADAT-SHOJAI et al, 2013). A Figura 3 mostra
um diagrama esquematico das etapas envolvidas na precipitacdo quimica de
hidroxiapatita, juntamente com o0s parametros propostos para atingir as

caracteristicas do poé.
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Figura 3 — Preparacao de hidroxiapatita por precipitacdo quimica convencional

PC4 Reagente

\wl pHmetro
Temp. de
Controlador de pHi\ g Valor do pH . &nvjh&cimentu
Temp. de reacal  Particulas de HA- Duracéo do
= ¥ i Concentracao ) ) % envehecimento |avagem i e

Ca Reagente—a / dos reagentes Ewemwﬂﬂ | —, Secagem Método de _’%
Agitador —— = ! Fitragem | S8Cagem
magnético Calcinagdo Produto de HA

Banho com Banho com

temperatura temperatura

controlada controlada

Fonte: Adaptado de Sadat-Shojai et al. (2013).

Segundo Sadat-Shojai et al. (2013), um procedimento tipico envolve a
adicdo, gota a gota, de um reagente a outro sob agitacdo continua e suave,
enguanto a propor¢cao molar de elementos (Ca/P) € mantida estequiometricamente,
de acordo com a propor¢cdo em hidroxiapatita (1,67). Como ultimo passo, a
suspensao resultante pode ser envelhecida sob pressdo atmosférica ou

imediatamente lavada, filtrada, seca e triturada em pé.

Volkmer (2006) sugere que a casca de ovo da galinha pode ser usada como
uma alternativa para se obter o carbonato de célcio, pois este se decompde em
dioxido de carbono e 6xido de calcio em temperaturas maiores que 400°C. E
realizada a diluicdo em agua do 6xido de célcio proveniente da calcinacdo da casca
do ovo, sendo a hidroxiapatita obtida a partir da reacdo dessa solu¢cdo com o acido
fosférico. A juncdo de um reagente ao outro é realizada com um controle de pH e
sob uma leve agitacao, visto que um pH abaixo de 9 pode acarretar na obtencéo de
uma hidroxiapatita com deficiéncia de ions de célcio. Um dos problemas desse
método € o controle de temperatura e pH, sendo necessario um rigido
acompanhamento desses fatores, pois ambos influenciam no aparecimento de
outros fosfatos de calcio que, na obtencdo da hidroxiapatita, podem ser
considerados como impurezas (COSTA et al., 2009; SADAT-SHOJAI et al., 2013).
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2.3.1.2 Sintese via seca

A reacdo em estado sélido para obtencdo da hidroxiapatita € um
procedimento relativamente simples, usada na producdo em massa de po deste
material. No procedimento tipico os precursores sao primeiramente moidos e
depois calcinados a uma temperatura bastante elevada (por exemplo, 1000 °C). Os
precursores podem ser quimicos, contendo calcio e fosfato de varios tipos, ou
simplesmente um sal de calcio e fosfato previamente preparado. A alta temperatura
de calcinacado leva ao desenvolvimento de uma estrutura bem cristalina (SADAT -
SHOJAI et al., 2013). A Figura 4 mostra um fluxograma do processo de producéo

de HA usando o método por via seca.

Figura 4 — Preparacao de hidroxiapatita por método em estado soélido
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Reagentes
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Fonte: Adaptado de Sadat-Shojai et al. (2013).

Na sintese por via seca, € necessario que haja controle do processo para
gue a homogeneizacao seja garantida e ndo seja formado nenhum subproduto. Um
dos métodos usados € por meio da reacao no estado solido entre fosfato de calcio
(Cas(POa4)2) e o carbonato de célcio, em temperaturas de aproximadamente
1200°C. Nestas condi¢des ocorre a criagdo de um po6 fino e o produto apresenta
uma 6tima cristalinidade (TOMASELLI, 2014).
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2.3.1.3 Método sol-gel

O método sol-gel foi um dos primeiros métodos propostos para a sintese
Umida de hidroxiapatita. Porém, a formacdo das particulas de sol-gel é um
procedimento muito complexo, que envolve nucleacéo, crescimento, agregacao e
aglomeracao (ZHOU; LEE, 2011). Conforme Tomaselli (2014), o acido fosférico e o
nitrato de calcio sdo os reagentes mais empregados neste método, devido a serem
soluveis em &agua e éalcoois, e o metanol € um dos solventes mais adotado nessa
sintese. O método é realizado em baixas temperaturas e dispensa o alto-vacuo,
obtendo-se como resultado um pé fino. As etapas do processo sol-gel, de forma
simplificada, se déo pela formagéo do sol através da hidrélise do alcoxido, seguido
da condensacg&o dos compostos onde ocorre a transformacéao do sol em gel, e por
fim é realizada a secagem do gel. A Figura 5 apresenta as etapas de preparacao

de hidroxiapatita pelo método sol-gel.

Figura 5 — Preparacao de hidroxiapatita por meio do processo sol-gel

Ca(NO3)2

Ca-acetate Ltalr e
3 ou Entre outros
o Entre outros 0 u ol
Ca Reagente P Reagente
Envelhecimentomg Aumento da Calcinaciio a P
a baixa temp. .., temp. i ... elevada temp R ot
A 3 Y ———— o
Solvente [ Agua i : ’,Jj_lf/jj;,-z
Agua/EtoH i Gelificacao i ; 35
e, g i Produto de HA
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Fonte: Adaptado de Sadat-Shojai et al. (2013).

Na fase de solucao, a reacdo entre os precursores de célcio e fésforo ocorre
lentamente, sendo necessario um tempo de envelhecimento de vinte e quatro
horas e uma temperatura de 80°C, para que a hidroxiapatita obtida apresente
Otimas caracteristicas. Na segunda etapa, no gel, ocorre um aumento da
temperatura, na etapa de calcinacdo, na qual € utilizada uma temperatura de 300 a

700 °C. Aléem disso, a etapa de tratamento térmico é considerada critica na geragao
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de hidroxiapatita pura e na expulsdo de partes organicas residuais, produtos
gasosos e moléculas de agua do gel poroso (ZHOU; LEE, 2011).

2.3.1.4 Método hidrotermal

O processo hidrotérmico € um dos métodos mais comuns para a preparacao
de hidroxiapatita, geralmente identificado pela reacdo de produtos quimicos em
solucéo aquosa com temperatura e pressao elevadas. A sintese hidrotérmica pode
ser simplesmente considerada como uma precipitacdo quimica em que a etapa do
envelhecimento € conduzida a uma temperatura tipicamente alta, acima do ponto
de ebulicdo da agua e realizada dentro de uma autoclave ou vaso de pressdo
(SADAT-SHOJAI et al., 2013).

Zhang et al. (2011) sugerem que a formacdo de cristais em forma de
bastonetes por meio de cristalizacdo hidrotérmica compreende dois estagios
principais, incluindo a etapa de nucleacéo, na qual pequenos nucleos cristalinos em
um meio supersaturado sédo formados (reacdo de ions) e a etapa de crescimento,
em gue o0s nucleos continuamente crescem na forma e tamanho finais (tratamento
hidrotérmico). Ainda, conforme os autores, no processo hidrotermal a temperatura
e pH sao os fatores mais significativos que afetam as caracteristicas estruturais e
morfolégicas das nanoparticulas de hidroxiapatita, sendo que a proporcdo das
nanoparticulas diminui acentuadamente com o aumento do valor do pH. A Figura 6
ilustra esquematicamente esses dois estagios de formacdo de hidroxiapatita em
condicdes hidrotérmicas.

Figura 6 — Processo em duas etapas de preparacao de nanoparticulas de

hidroxiapatita tipo haste em condi¢des hidrotérmicas
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Condicdes normais Condicdes Hidrotérmicas

Fonte: Adaptado de Sadat-Shojai et al. (2013).
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Segundo Sadat-Shojai et al. (2013), o método hidrotérmico tem sido
geralmente explorado para preparar hidroxiapatita nanométrica. O processo
hidrotérmico é classificado como o terceiro método mais popular para obtencéo de
hidroxiapatita, depois dos métodos convencionais de precipitacdo e combinacao.
De acordo com os autores, as nanoparticulas de hidroxiapatita obtidas por meio
das condicdes hidrotérmicas sdo altamente cristalinas. Além disso, a pureza de
fase e a relacdo Ca/P do precipitado de hidroxiapatita melhoram significativamente
ao aumentar a temperatura hidrotermal. No entanto, temperatura e presséo
elevadas exigem equipamentos refinados, tornando o processo hidrotérmico mais

caro do que alguns outros métodos.

2.4 Anélises para caracterizacdo de hidroxiapatita

2.4.1 Anédlise termogravimétrica (TGA)

As técnicas que verificam a variacdo de massa de uma amostra quando
submetida a um aumento de temperatura sdo chamadas de andlises térmicas.
Dentre estas técnicas, a mais utilizada €& a termogravimétrica (TGA), que
acompanha a variacdo da massa enquanto a amostra € aquecida com um controle
de temperatura. A técnica termogravimétrica se trata de uma técnica quantitativa, e
assim, muitas vezes € recomendado que os intermediarios de cada etapa, bem
como os residuos finas da degradacdo, passem por outras técnicas
complementares para sua caracterizacdo. Para a decomposicdo da casca de ovo
geralmente sugere-se a queima da matéria organica em uma mufla, a uma
temperatura em torno de 800°C, em torno de 3 horas (PEREIRA et al., 2009).
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2.4.2 Andlise por Microscopia de Varredura (MEV) e Espectroscopia por
Disperséao de Energia (EDS)

Segundo Dedavid, Gomes e Machado (2007), a andlise de microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) € uma tecnologia amplamente utilizada na
verificacdo da topografia de uma superficie cristalina, apresentando alta preciséo e
também usada em processos de precipitacdo. A analise consiste na aplicacdo de
um feixe de elétrons na superficie do material, podendo a amostra ser metalizada
com ouro para aumentar a superficie de contato. Por meio dos resultados obtidos é

possivel ter detalhes de toda a superficie, formando assim as micrografias.

A analise de microscopia eletrbnica de varredura apresenta uma alta
resolucao na observacédo de amostras, devido a isso € muito utilizada na anélise de
caracteristicas micro estruturais de objetos solidos. O MEV é um instrumento que
possui a capacidade de fornecer de forma rapida informacfes da estrutura
morfologica da amostra. Esse tipo de analise se da através de feixes de elétrons no
lugar dos fétons utilizados em um microscopio Optico convencional. Uma das
caracteristicas € a aparéncia tridimensional das imagens obtidas das amostras
(BARBOSA, 2012).

Dentre as ferramentas encontradas no MEV, uma das mais importantes e
utilizadas é o Espectrdbmetro de raios-X por Dispersdo de Energia (EDS), que
permite a identificacdo da composicdo das amostras, embora qualitativamente e
em pontos especificos na imagem (DEDAVID; GOMES; MACHADO, 2007).

O Energy Dispersive System (EDS) é um sistema que possibilita determinar
a composicao qualitativa e semi quantitativa das amostras, a partir da emisséo de
raio X caracteristicos. Nesse sistema o limite de deteccdo € de ordem de 1%, mas
pode variar conforme as especificagbes usadas na andlise, como por exemplo o
tempo de contagem. Uma das grandes vantagens de se utilizar MEV/EDS é a
rapidez e facilidade na preparacdo das amostras, dependendo dos objetivos da
pesquisa (DEDAVID; GOMES; MACHADO 2007).
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2.5 Aplicagdes da hidroxiapatita e estudos de caso

Recentemente, diversos estudos como os de Zhou e Lee (2011), Lee et al.
(2012), Wu et al. (2015), Ramesh et al. (2016) e Vidhya et al. (2019) relatam sobre
a obtencdo de hidroxiapatita a partir de fontes naturais para seu uso como um
material bioceramico, principalmente em areas médicas. A hidroxiapatita vem
sendo usada para uma variedade de aplicacdes biomédicas, incluindo materiais de
engenharia para tecidos 0sseos. Este biomaterial possui semelhancga quimica com
0S componentes inorganicos da matriz 6ssea, possuindo forte afinidade para
acolher tecidos duros. A ligacdo quimica com o tecido hospedeiro oferece uma
maior vantagem em aplica¢Bes clinicas comparada com a maioria dos outros
substitutos de o0ssos, tais como enxertos ou implantes metélicos. As principais
vantagens da hidroxiapatita sintética sdo a sua biocompatibilidade, lenta
biodegradabilidade e boas capacidades osteocondutoras e osteoindutoras (ZHOU,;
LEE, 2011).

Conforme Vidhya et al. (2019), o mercado mundial de biomateriais vem
expandindo significativamente nos ultimos anos, com uma crescente demanda
especialmente para materiais de aplicacdo dentaria. Os materiais dentarios que
sdo substitutos 6sseos visam o desenvolvimento do osso natural, entre eles
enxertos 0sseos dentarios, 0os quais sdo utilizados clinicamente em diferentes
formas, tais como pas, pastas, cimento, entre outros, dependendo da natureza da
reparacao. Segundo o autor, biocompatibilidade, biofuncionalidade, disponibilidade
e multifuncionalidade sé@o alguns dos principais critérios para a selecao desse tipo
de material. Os aspectos econdmicos que rodeiam esta questdo social e de saude
também sdo de extrema importancia, assim qualquer acdo destinada a reducéo de
custos precisa ser considerada.

Segundo estudo de Zhou e Lee (2011), a hidroxiapatita sintetizada exibe
uma excelente biocompatibilidade com tecidos moles, tais como pele e musculos.
Esta capacidade faz da HA uma candidata ideal para implantes ortopédicos e
odontoldgicos ou componentes de implantes. Os usos mais comuns incluem a
reparacao 6ssea, bem como o revestimento de implantes ou como fillers em ossos
ou dentes. No entanto, a baixa resisténcia mecéanica de ceradmicas normais

restringe o seu uso principalmente para aplicagbes de pouca carga. Ainda
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conforme o autor, recentes avangos nas areas de nanociéncia e nanotecnologia
reacendeu o interesse na formacao de nano hidroxiapatita e o estudo de suas
propriedades em nanoescala.

Em geral, a hidroxiapatita € empregada para a reparacdo de defeitos e
aumento do osso, em virtude da sua biocompatibilidade superior, produtividade
osteocondutora e bioatividade (capacidade vital do material para induzir a criagéo
de uma ligacdo interfacial entre o implante e os tecidos vivos). Dada esta
vantagem, materiais a base de hidroxiapatita também s&o usados para a remocao
de metais pesados no tratamento de aguas residuais e do solo, entre outros (WU et
al., 2015).

Lee et al. (2012) realizaram um estudo comparativo entre hidroxiapatita a
partir de cascas de ovo e de hidroxiapatita sintética para reparacdo 6ssea. A partir
dos resultados observou-se que ambas apresentaram uma baixa resposta
inflamatoéria, e a hidroxiapatita obtida a partir da casca de ovo mostrou uma
regeneracao 0ssea mais significativa que a sintética, exibindo também uma maior
cristalinidade. Assim, através destes resultados obtidos, a HA foi considerado um
material de enxerto 6sseo econémico.

Conforme trabalho de Wu et al. (2015), a hidroxiapatita foi obtida com éxito
através da sintese por precipitacdo quimica, sendo possivel, através de analises
como difracdo por raio X, FTIR e MEV, observar a formacdo das fases de
hidroxiapatita, a qual tem inicio quando a amostra é moida e calcinada a 900°C por
uma hora, subsequentemente, a fase pura altamente cristalina de hidroxiapatita
(97,4%) foi formada na sinterizacdo a 1200°C, no periodo de uma hora. Diante do
estudo o autor constatou que a casca do ovo é uma 6tima fonte de calcio, podendo
ser empregada na forma de hidroxiapatita como uma ceramica barata para
aplicacbes biomédicas, e sua utilizagdo tem como resultado a diminuicdo de
residuos no meio ambiente.

Conforme trabalho de Ramesh et al. (2016), a hidroxiapatita nanoestruturada
foi produzida com sucesso a partir de cascas de ovo como uma fonte direta de
calcio utilizando um método de sintese no estado soélido. A fase pura altamente
cristalina em po de hidroxiapatita foi obtida apos o pré-aquecimento no tratamento
da casca de ovo e calcinado a 800°C. O resultado morfologico do p6é de HA exibiu
excelentes caracteristicas de sinterizacdo e foi capaz de manter a estabilidade de

fase até 1250°C. O tratamento térmico dado as amostras acima de 1250°C
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resultaram na decomposicdo de fase da hidroxiapatita. Além disso, a hidroxiapatita
derivado de casca de ovo exibiu uma 6tima osteoconducdo ao ser comparada com

hidroxiapatita sintetizado por meio de outras fontes.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

As cascas de ovos de galinha usadas foram provenientes do uso doméstico.
Os reagentes utilizados foram o acido fosférico 85% P.A. (HsPOs), fornecido pela
Vetec, e hidréxido de amonio (NH4OH) adquirido da Synth. Obteve-se duas
amostras da sintese de precipitacdo quimica.

O trabalho foi realizado nos laboratérios de quimica da Universidade do Vale
do Taquari — Univates, com apoio do Parque Cientifico e Tecnolégico Univates
(Tecnovates), para a realizacdo dos ensaios de caracterizacdo da hidroxiapatita. A
fim de cumprir com os objetivos da pesquisa, a metodologia retrata como foram
realizadas as atividades propostas. O fluxograma apresentado na Figura 7 mostra,

de maneira simplificada, as etapas que foram realizadas durante o trabalho.
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Figura 7 — Fluxograma das etapas para a sintese de hidroxiapatita a partir de
cascas de ovo
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Fonte: Da Autora (2019).

3.2 Preparacao do material e sintese da hidroxiapatita

3.2.1 Limpeza, secagem e moagem das cascas de ovo

As cascas de ovos, obtidas do uso doméstico, foram lavadas com agua
destilada para que qualquer residuo que possa estar presente seja eliminado. Apds
a limpeza, secou-se as cascas em estufa (ETHIK TECHNOLOGY, 404-3D) a 100
°C durante 24 horas, a fim de eliminar contaminantes e odores. Em seguida, as
cascas secas foram moidas em um moinho (TECNAL, Mod. TE-631) a uma

velocidade de 27000 rpm durante 30 segundos e padronizadas em uma peneira
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classificadora (BERTEL, Mod. 220) durante 5 min com a intengédo de separar o
material com granulometria inferior a 100 Mesh Tyler (SOUZA et al., 2017).

3.2.2 Calcinagéo

O po obtido na etapa de moagem foi calcinado em forno mufla (MARCONI,
Mod. MA-385/2), a uma temperatura de 800°C por trés horas, com o objetivo de
transformar o carbonato de calcio (CaCOs) em oOxido de célcio (CaO) (SOUZA et

al., 2017), conforme mostrado na Reacao 2.

A
CaC05; — Ca0 + CO, (2)

3.2.3 Reacdo de precipitacdo quimica

A sintese da hidroxiapatita deu-se pelo método de precipitagcdo quimica, o
qual ocorre através da reacdo de uma suspensao de hidréxido de calcio e &cido
fosférico (HsPOas). Apdés a etapa de calcinagdo, em uma balanca analitica
(SHIMADZU, AUX220), pesou-se 5,6 g do p6 obtido da calcinacéo e diluiu-se em
150 mL de agua destilada para que fosse formada a suspensédo de hidroxido de

calcio, em temperatura ambiente (SOUZA et al., 2017), conforme a Reacdao 3.

CGO(S) + HZO(I) 4 CCL(OH)Z (3)

Em seguida, para a obtencdo da hidroxiapatita, € necesséario que ocorra a
reagdo entre o acido fosforico comercial (HsPOa4) e o hidroxido de calcio, conforme
demonstrado na Reacdo 1. Para que a reacdo ocorra corretamente, faz-se
necessaria a adicdo controlada dos reagentes na solucdo. Foi adicionado a
suspensao de 150 mL de hidréxido de calcio, 30 mL de acido fosférico comercial,
para que ocorresse a reacao. A adi¢do do acido fosférico foi realizada com o auxilio
de uma bureta com controle manual da velocidade de adicdo de aproximadamente
1,0 mL/min, sendo necessario um aquecimento prévio da suspensao de

aproximadamente 80°C. Com o auxilio de um agitador magnético (VELP
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Scientifica, Mod. 630W) manteve-se a suspensao em constante agitacao, além de
ser necessario 0 uso de um pHmetro (Digimed, Mod. DM-22) para o controle do pH
da solucédo, mantendo-o em torno de 10. Para correcdo do pH foi utilizado hidroxido
de amonio (NH4OH) (SOUZA et al., 2017).

Visto que tempos de envelhecimento maiores e uma lenta adicdo de &cido
fosférico favorecem um produto de alta cristalinidade, foram avaliadas duas
amostras em condicdes de envelhecimento diferentes: uma amostra mantida
durante 1 hora (HIDROXI-1) e outra mantida durante 24 horas (HIDROXI-24)
perante agitagdo magnética, sob uma temperatura de aproximadamente 80°C.
Assim, o liquido evapora, restando apenas uma pasta viscosa, que foi entdo lavada
trés vezes a fim de eliminar qualquer possivel contaminante, e entdo filtrada de
forma convencional com o auxilio de um funil de separacédo simples e um papel
filtro (UMMARTYOTIN; TANGNORAWICH, 2015).

3.2.4 Secagem e Calcinacao

Apés ser filtrada, a pasta viscosa obtida na etapa anterior foi levada a uma
estufa por um periodo de 24 horas, a uma temperatura de aproximadamente
110°C. O produto seco obtido foi moido, sendo classificado em uma peneira de
malha 100 Mesh, para em seguida ser calcinado por um periodo de duas horas por
900°C, visando um melhor resultado nas caracteristicas fisicas da amostra, como a
cristalizacao, analisada por DRX (SOUZA et al., 2017).

3.3 Caracterizagcao da hidroxiapatita

3.3.1 Microscopia eletronica de varredura (MEV) e Espectroscopia por

disperséao de energia (EDS)

Para analisar a morfologia e as microestruturas das hidroxiapatitas obtidas
usou-se a técnica de microscopia eletronica de varredura (MEV), utilizando o

microscopio CARLS ZEISS LS-10, a uma voltagem de aceleracdo de 10 kV. As
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amostras foram colocadas sobre suportes metalicos (stubs) em fita de carbono e
metalizadas com ouro para a analise. O ensaio realizou-se no Tecnovates. Além
disso, com o objetivo de observar os componentes quimicos da amostra, usou-se a
analise de espectroscopia dispersiva (EDS). Tal analise foi realizada em duas
amostras obtidas da sintese de precipitacdo quimica bem como na casca de ovo

pura (limpa, seca e moida) e calcinada.

3.3.2 Andlise Termogravimétrica (TGA)

O comportamento de degradacdo térmica das particulas de casca de ovo e
das amostras de hidroxiapatita obtidas, foi determinada por analise
termogravimétrica. Essa analise foi realizada em um analisador termogravimétrico
TGA Shimadzu-50 sob uma atmosfera de N2 usando 10 mg da amostra. Conforme
trabalho de Ummartyotin e Tangnorawich (2015), a taxa de aquecimento utilizada
foi de 10 °C/min com as temperaturas variando entre 25 a 900°C. As andlises

realizaram-se no Tecnovates.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A fim de determinar o comportamento de degradacéo térmica das amostras

de casca de ovo pura, calcinada e das hidroxiapatitas obtidas, utilizou-se a anélise

termogravimétrica (TGA). E possivel observar o comportamento das amostras nas

curvas de TGA mostradas nas Figuras 8 e 9.

Figura 8 — Analise termogravimétrica da casca de ovo de galinha
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Figura 9 — Andlise termogravimétrica das amostras de hidroxiapatitas e da casca
calcinada
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A partir do resultado obtido na analise termogravimétrica da casca de ovo, é
possivel verificar que a perda de massa ocorre em trés etapas. A primeira etapa
ocorre entre a temperatura de 25°C a 200°C, representando a perda de agua
adsorvida nas particulas do po residual, resultando em uma perda de massa de
aproximadamente 1%. A segunda etapa acontece entre 250°C a 550°C,
correspondendo a decomposicdo da matéria organica presente na casca de ovo,
representando uma perda de massa em torno de 3,5%. Ja a terceira e Ultima etapa
ocorre entre as temperaturas de 600°C e 800°C, etapa em que a calcinagédo da
casca de ovo ocorre, logo, sucede-se a transformacdo do carbonato de calcio em
oxido de calcio, sendo a perda de massa desta etapa de 41%. A perda de massa
obtida nessa terceira etapa é semelhante ao valor encontrado por Ummartyotin e

Tangnorawich (2015), o qual utilizou residuos de casca de ovo de galinha para
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sintese de hidroxiapatita pelo método de precipitacdo quimica, calcinando as
cascas em temperaturas de 700°C, 800°C, 900°C e 1000°C, em que atraves do
TGA verificou que a calcinacdo a 800°C € uma temperatura ideal para obtencao do
oxido de calcio, onde a perda de massa da casca de ovo nesta etapa foi de 40%. A
perda de massa encontrada totalizou 45,5%, estando de acordo com os resultados
obtidos no estudo sobre a caracterizacdo de residuos de casca de ovo visando o
seu aproveitamento em revestimento ceramico poroso de Freire e Holanda (2006),
o qual em 3 etapas de perda de massa obtiveram um total de 46,8%, mostrando-se
bem préximo ao encontrado no presente trabalho, podendo verificar que a
temperatura de 800°C para a calcinagdo e obtencdo do 6xido de calcio € correta.

Na amostra de hidroxiapatita obtida com um tempo de envelhecimento de 1
h (HIDROXI-1), mostrada na Figura 9, ocorre um aumento de massa entre 25°C a
aproximadamente 150°C, este efeito pode estar relacionado a pequenos rearranjos
estruturais devido ao efeito endotérmico, conforme Santos et al. (2005). A primeira
etapa de perda de massa ocorre a partir de 200°C até 500°C, correspondendo a
vaporizacdo da agua de cristalizacdo da hidroxiapatita, ou até mesmo a agua
adsorvida na superficie, correspondendo a cerca de 0,4% de perda de massa, e a
partir de 500°C observa-se pequenas perdas mas sem alteracdo significante da

massa.

A amostra de hidroxiapatita obtida com um tempo de envelhecimento de 24
h (HIDROXI-24) apresenta uma curva termogravimétrica proxima ao da
hidroxiapatita de 1 h. O primeiro evento se da com um aumento de massa entre
25°C a aproximadamente 75°C. Entre 75°C e 425°C ocorre a primeira perda de
massa, sendo em torno de 0,7%, essa perda deve-se a saida da agua adsorvida
pela superficie da amostra e a partir de 425°C ocorrem perdas gradativas mas sem

alteracao significante da massa.

Tanto a amostra de HIDROXI-1 e HIDROXI-24 obtiveram resultados
satisfatorios, visto que como a hidroxiapatita € um material bioceramico ndo tende
a perder muita massa na temperatura analisada, tendo como perda total 0,5% e
0,8%, respectivamente. As pesquisas realizadas por Almeida (2018), sobre sintese
e caracterizacdo de scaffolds de hidroxiapatita para aplicagbes na regeneragéo

0ssea, sendo utilizado uma hidroxiapatita comercial de 70% HA e 30% de fosfato
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de calcio amorfo tratada a 700°C a fim de proporcionar uma melhor cristalinidade,
obteve uma perda de massa de 1,25%. Ja o estudo de Santos et al. (2005), o qual
sintetizaram a hidroxiapatita pelo método sol-gel, utilizando acido fosférico e nitrato
de célcio na obtencdo da mesma, mostraram curvas de TGA bem proximas com as
obtidas no presente trabalho, porém Santos et al. (2005) apresentaram uma maior
perda, provavelmente relacionado ao fato da utilizagdo do método sol-gel para
obtencdo da hidroxiapatita. Ambos os trabalhos encontraram bons resultados na
analise termogravimétrica da hidroxiapatita, mesmo sintetizando-a de diferentes
maneiras, visto que um material ceramico n&o tende a perder muita massa nas

temperaturas utilizadas para andlise.

A casca de ovo calcinada (Casca C) tem o primeiro evento de perda de
massa significativa entre as temperaturas de 300°C a 450°C, sendo em torno de
4,5%. A perda de massa nessa faixa pode ser atribuida a decomposicao de
hidréxido de calcio, uma indicacdo de que o CaO reagiu com a umidade
atmosférica para formar o Ca(OH)2, o que indica a possibilidade do p6 ndo ser
totalmente 6xido de calcio quando utilizado na reacdo de precipitacdo quimica pois
reagindo com a umidade ocorreu a formacao de outro composto, conforme Castro
et al. (2019). O segundo evento acontece entre as temperaturas de 450°C a 660°C,
considerando uma perda de massa de aproximadamente 0,7%, atribuida a
decomposicao restante de CaCOs e perda de impurezas inorganicas, logo, a casca
de ovo calcinada a 800°C apresentou uma perda de massa total de 5,2%.
Percentuais de perda de massa e curvas termogravimétricas semelhantes foram
encontradas em trabalho de Castro et al. (2019), o qual utilizaram catalisadores de
oxido de calcio a partir de cascas de ovos na producéo de biodiesel a partir de 6leo
de algodao, avaliando diferentes temperaturas de calcinacéo, sendo observado que
a calcinacdo a 800°C apresentou uma perda de massa de 4,76%. Em estudo de
Sharma et al. (2010), que também utilizaram catalisadores a partir de cascas de
ovos para sintese de biodiesel usando 6leo de Pongamia pinnata, calcinando as
cascas a uma temperatura de 900°C por 2 horas, também obtiveram a partir da

analise termogravimeétrica curva e perda de massa semelhantes.

Com o intuito de analisar a morfologia e as microestruturas das

hidroxiapatitas obtidas usou-se a técnica de microscopia eletronica de varredura
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(MEV), como pode ser observada nas micrografias apresentadas na Figura 10, um

comparativo com a literatura pode ser observado na Figura 11.

Figura 10 — Micrografias da casca do ovo e hidroxiapatitas A) P6 da casca de ovo;
B) Casca C.; C) HIDROXI-1; D) HIDROXI-24;

Fonte: Da autora, 2020.

A Figura 10-A mostra a micrografia da amostra do pé da casca de ovo,
sendo possivel observar um material na forma de fibras emaranhadas interligadas
entre si. Morfologia parecida a esta foi observada no estudo de recuperagéo de
fosfato de solu¢cdes aquosas usando casca de ovo calcinada como um adsorvente
ecologico de Santos et al. (2019). Ummartyotin e Tangnorawich (2015) obtiveram
morfologia semelhante, verificando que a presenca de fibras sdo propriedades
tipicas da casca do ovo, sendo um material de alta porosidade. Castro et al. (2019)

também obtiveram morfologia semelhante.
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J& na amostra da casca de ovo calcinada a 800°C, mostrado na micrografia
da Figura 10-B, é possivel verificar na sua morfologia pequenas particulas
aglomeradas as quais comecam a tornarem-se esféricas. Segundo Castro et al.
(2019), o qual obteve morfologia semelhante, a calcinacdo da casca de ovo
apresenta uma distribuicdo das particulas mais homogénea em que poros maiores
sdo encontrados. Além disso, as imagens de MEV para casca calcinada foram
observadas de forma semelhante também no estudo de sintese de hidroxiapatita
de fontes naturais de Mohd Pu’ad et al. (2019), o qual realizou a calcinacdo da
casca de ovo a uma temperatura de 900°C e método de precipitagdo quimica para
obtencdo de hidroxiapatita, ndo apresentando como fonte de calcio somente a

casca de ovo, mas sim outras op¢des de fontes naturais.

As Figura 10-C e 10-D mostram as micrografias das amostras de HIDROXI-1
e HIDROXI-24, respectivamente. Ambas apresentam ampla distribuicdo de
tamanho, suas particulas sdo aproximadamente esféricas. Esta caracteristica €
tipica de materiais submetidos a tratamentos térmicos em temperaturas elevadas.
Morfologia semelhante foi observada por Rigo, Gehrke e Carbonari (2007) para HA,
quando realizado um estudo sobre a sintese e caracterizacdo da hidroxiapatita
obtida pelo método da precipitacdo, bem como o estudo da analise da aplicacéo
dental de MTA (Material restaurador agregado de tri6xido mineral) incorporado com
hidroxiapatita de Barros et al. (2012). Ambas amostras apresentam uma morfologia

fina, composta por esferas aglomeradas.

Azevedo, Strecker e Gorgulho (2015) realizaram um estudo sobre o efeito da
temperatura em po6s de HA obtidas pelo método de precipitacdo utilizando ions
precursores, e através da microscopia eletrbnica de varredura observaram que a
hidroxiapatita ndo calcinada exibiu aglomerados grandes, enquanto que a
hidroxiapatita calcinada a 900°C por 2 horas, como no presente trabalho, exibiu
pequenas particulas esféricas com a presenca de particulas aglomeradas. Porém,
como apontado por Moreno (2015) que comparou hidroxiapatidas obtidas pelo
método de precipitacdo atraveés de diferentes tratamentos térmicos, as amostras
sem tratamento apresentaram particulas aglomeradas e com tratamento de 900°C
essas particulas apresentavam sua morfologia quase esférica. No presente

trabalho, através das imagens do MEV é possivel observar que particulas finas
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foram obtidas, porém o intuito de obter-se particulas nanométricas nao foi atingido,
0 que pode estar relacionado com os parametros de controle da sintese, pois
pequenas variacdes no pH ou temperaturas utilizadas na sintese podem variar a

estrutura da amostra.

Figura 11 — Micrografias da hidroxiapatita obtida por Rigo, Gehrke e Carbonari
(2007).

Fonte: Adaptado de Rigo, Gehrke e Carbonari (2007).

A Figura 11 apresenta a amostra de hidroxiapatita obtida por Rigo, Gehrke e
Carboni (2007) a partir do método de precipitacdo quimica. Assim como nos
resultados obtidos nas Figuras 10-C e 10-D os resultados apresentados na Figura
11 demonstram uma morfologia fina da amostra e por apresentar uma ampliacéo
maior € possivel observar a presenca de particulas quase esféricas, aglomeradas,

mostrando que ambas amostras obtidas estdo de acordo com o esperado.

Além da morfologia por MEV, realizou-se a analise de espectroscopia
dispersiva (EDS), com o objetivo de verificar a composi¢ao da casca do ovo e das
amostras obtidas, como pode ser observada na Figura 12, e na Tabela 2 é possivel

visualizar a média em massa das amostras.
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Figura 12 — Espectroscopia dispersiva da casca de ovo e hidroxiapatitas A) P6 da
casca de ovo; B) Casca C.; C) HIDROXI-1; D) HIDROXI-24;
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Tabela 2 — Quantidades de cada elemento quimico presentes pela analise em EDS

Média (% massa)

Mg
P6é dacasca 1,052 + 0,988
de ovo
C. Calcinada 1,32 £ 0,537
HIDROXI-1 0,85 + 0,059
HIDROXI-24 0,812 + 0,185

S Ca

9,702+5,5 89,246 + 6,341

- 98,68 + 0,537

— 68,766 + 0,604

— 69,894 + 0,864

30,39 £ 0,579

27,494 + 4,19

Fonte: Da autora, 2020.

A Figura 12-A apresenta a andlise de EDS do pé da casca de ovo, a qual é

composta por uma grande quantidade de calcio (Ca) e pequenas propor¢cdes de

magnésio (Mg) e enxofre (S). Os resultados se mostram semelhantes aos obtidos

pelo estudo de obtencdo de HA a partir da casca de ovo para aplicacdes
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biomédicas, utilizando o método de precipitacdo quimica de Santos et al. (2018), o
qual encontraram através do EDS grande quantidade de célcio, além de pequena
quantidade de magnésio, bem como o estudo da valorizacdo de residuo de casca
de ovo na obtencéo de aluminato de calcio via ativacdo mecanica de Luna (2018).
Conforme o estudo de extracdo e avaliacdo da membrana da casca do ovo de
Santos et al. (2017), a presenca de enxofre na amostra da casca pura pode ser
explicada em virtude da membrana interna que recobre a casca de ovo, pois esta
pelicula normalmente apresenta enxofre em sua composicdo, assim o
aparecimento deste elemento na analise de EDS pode estar ligado ao fato de que
nem todas as cascas obtidas para o experimento foram retiradas as membranas ao

serem lavadas.

A Figura 12-B apresenta a amostra da casca de ovo calcinada, sendo
composta em maior quantidade por célcio e uma presenca irrelevante de
magnésio. Os resultados obtidos foram semelhantes aos obtidos por Santos et al.
(2018). E possivel observar através da Tabela 2 a presenca predominante de
calcio, em torno de 98,68 % apds a calcinacédo da casca de ovo, com quase 100%
de Ca pode-se inferir que a casca de ovo de galinha é uma fonte viavel de calcio,
sendo rica neste elemento e podendo ser um potencial precursor de hidroxiapatita.
Ja as Figura 12-C e 12-D mostram os resultados de EDS das amostras de
hidroxiapatitas, HIDROXI-1 e HIDROXI-24, respectivamente, ambas amostras sédo
compostas predominantemente por calcio e fésforo, com uma pequena quantidade
de magnésio, sendo comprovado através da Tabela 2 que os valores presentes de
magnésio sdo pequenos, ndo chegando a 1%. A partir da Tabela 2 é possivel
verificar a relacdo Ca/P das amostras obtidas. A HIDROXI-1 apresenta uma
relacdo Ca/P de aproximadamente 2,16 enquanto a HIDROXI-24 exibe uma
relacao de 2,24. Segundo Mohd Pu’ad et al. (2019) a variacdo da relacdo Ca/P esta
associada ao pH que € um parametro de controle da sintese, a medida em que o
pH aumenta a relagdo Ca/P também aumenta. O pH deve estar entre 9,5 a 12 para
obter-se uma hidroxiapatita estequiométrica, se ele se encontrar fora dessa faixa
além de influenciar na relacdo Ca/P, também propiciara o surgimento de outros
fosfatos de calcio que na obtencdo da HA podem ser considerados como

impurezas.
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A relacdo molar de Ca/P superior & 1,67, observada pela literatura de Wu et
al. (2016), assim como a comparada com a da HA estequiométrica, pode ser
atribuida a presenca de ions carbonato substituindo o fosfato. Este tipo de HA é
tipica da fase mineral de apatita no 0sso natural, onde os carbonatos contribuem
fortemente para a variacdo da relacdo de Ca/P. Outros estudos tém observado
elevada relacdo Ca/P em HA obtidas a partir de ossos de bovinos (WU et al.,
2016).

O magnésio € um elemento importante presente em tecidos calcificados e
gue desempenha um papel chave no metabolismo do osso (VIDHYA et al., 2019).
Ainda, segundo o estudo sobre efeitos do tratamento com calor sobre a sintese de
hidroxiapatita a partir de pés de cascas de ovo de WU et al. (2015), o Mg em
particular pode influenciar os processos de metabolismo, formacéo e cristalizacéo
dos minerais 0sseos, sendo relatado que a hidroxiapatita com a presenca de Mg
resulta em uma melhor estabilizac&o, juntamente com uma melhoria significativa na
ligacdo e crescimento de osteoblastos, quando comparado com a HA pura ou
estequiométrica. Os resultados das amostras de HA obtidos por EDS foram
semelhantes aos obtidos por Borges (2018), o qual estudou a hidroxiapatita dopada
com metal de transicdo, em que obteve como resultado por EDS grande presenca
de célcio e fosforo, principais elementos da hidroxiapatita, além de apresentar uma
pequena quantidade de zinco devido a adicdo desse elemento nas amostras. Ja
Santos et al. (2005) obtiveram, através do EDS apenas calcio e fosforo em sua
amostra de hidroxiapatita, devido a mesma apresentar uma relacédo

estequiométrica de 1,67.

Além dos parametros pH e temperatura, o tempo de envelhecimento € uma
variavel critica para pureza e cristalinidade da amostra. Segundo Boiko (2009) e
Ummartyotin e Tangnorawich (2015), um envelhecimento longo, além de um
gotejamento lento do &cido na reacgdo, influenciam em uma hidroxiapatita com alta
cristalinidade e mais proxima da relacdo estequiométrica. Em seu estudo Boiko
(2009) avaliou a influéncia do tempo de envelhecimento na obtengcdo de
compositos de hidroxiapatita mais colageno bovino, utlizando tempos de

envelhecimento de 1, 14 e de 30 dias.
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A grande maioria dos estudos da obtencdo de hidroxiapatita a partir da
casca de ovo de galinha utilizam tempos de envelhecimento de 1 e 24 horas, como
os utilizados no presente trabalho. Porém, ambos apresentaram resultados muito
proximos em relacdo a analise termogravimétrica, microscopia eletrbnica de
varredura e espectroscopia dispersiva. Na analise de TGA a diferenca de perda
massa entre as amostras foi pequena, variando 0,3%, ja no MEV e EDS néo é
possivel verificar uma diferenca entre as amostras, ambas obtiveram resultados
muito préximos, alterando apenas na relacado Ca/P, onde a HIDROXI-1 obteve 2,16
e a HIDROXI-24 obteve 2,24, estando associado ao controle do pH e temperatura
da sintese. Devido a diferenca no tempo de envelhecimento ser pequeno nao foi
possivel observar nitidamente a influéncia desse parametro nas amostras, seria
necessario utilizar uma diferenca maior, de dias por exemplo, como utilizado por
Boiko (2009), sendo também necessario uma andlise de difragdo de raio X (DRX)
para poder avaliar a influéncia do tempo de envelhecimento na variagdo da
cristalinidade e pureza da hidroxiapatita obtida. Para obter com maior precisdo a
cristalinidade, a pureza da hidroxiapatita e o aparecimento ou ndo de outros
fosfatos s@o necessarias analises mais precisas como a difragdo de raio X e a
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier.
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5 CONCLUSAO

A casca de ovo de galinha é um residuo ndo toxico, porém é um residuo
gerado e descartado em larga escala. A utilizacdo da casca de ovo se mostrou
favoravel para obtencdo do Oxido de calcio, bem como um precursor para a
obtencdo de hidroxiapatita, sendo uma rota alternativa para a reducado desses
residuos no meio ambiente, além do desenvolvimento de um biomaterial com
matéria-prima proveniente de residuos e de baixo custo.

A partir da casca de ovo obteve-se o 6xido de calcio através da calcinacao a
800°C por 3 horas, logo, € uma fonte viavel e possibilita seu uso como um
precursor de calcio na obtencdo de hidroxiapatita. Através da analise
termogravimétrica foi possivel verificar pouca perda de massa das duas amostras
de hidroxiapatita, caracteristica de materiais ceramicos, além disso a investigacéo
das propriedades morfologicas exibiram particulas em formato quase esférico e
aglomerados, que estdo de acordo com a literatura, bem como a andlise de EDS
gue apresentou elevada concentracdo de célcio e fésforo, porém, apresentou uma
pequena quantidade de magnésio que € um elemento importante presente em
tecidos calcificados e que desempenha um papel chave no metabolismo do osso.

A obtencéo de uma hidroxiapatita ndo estequiométrica com relagdo Ca/P de
2,16 para a HIDROXI-1 e 2,24 para a HIDROXI-24 estéa relacionada ao controle dos
parametros criticos da sintese, pH e temperatura. A apresentacdo desses
resultados demonstram que houve uma variacdo desses parametros durante a
sintese 0 que pode acarretar no aparecimento de outros fosfatos de célcio,

considerados na sintese de hidroxiapatita como impurezas.
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