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Resumo

Este trabalho analisou a influéncia de parametros para otimizar a sin-
tese de microesferas de hidroxiapatita (meHAp) a partir de templates
de carbonato de calcio na fase de vaterita. Foram testadas diferentes
concentragdes de solucdo de fosfato de sédio e tempos na autocla-
ve pelo método hidrotérmico (via hiumida) a partir de solucdes pre-
cursoras de cloreto de calcio e carbonato de sédio na presenca de
poli-(4-estireno-sulfonato de sédio (PSS) como estabilizante de fase.
As amostras resultantes de todos os protocolos desenvolvidos foram
avaliadas a partir de microscopia eletronica de varredura (MEV) e a
sintese selecionada como padrdo foi analisada também por espec-
troscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR).

As microesferas sintetizadas apresentaram morfologia esférica e
bandas de FTIR correspondentes as estruturas da HAp nas principais
regides: 3200 (referente a ligacdo O-H), 1400 (referente a ligacao C-0),
1018 (referentes ao PSS) e 565 (referente a ligacao P-O). Os resulta-
dos obtidos apontam que o protocolo de sintese permitiu a obteng¢do
de microesferas de HAp que podem futuramente ser utilizadas como
sistemas de liberacdo modificada de farmacos.

Palavras-chave: Hidroxiapatita, método hidrotérmico, template e
vaterita

Abstract

This work studied the influences of several parameters for the de-
velopment of a protocol for the synthesis of HAp microspheres
(meHAp) using the hydrothermal method (wet method) using vateri-
te templates, produced from precursor solutions of calcium chloride
and sodium carbonate. in the presence of poly-(4-sodium styrene sul-
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fonate (PSS)). The resulting samples from all protocols were evalua-
ted using scanning electron microscopy (SEM) and the synthesis cho-
sen as a standard was also analyzed by Fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR). The synthesized microspheres showed spherical
morphology and FTIR bands corresponding to HAp structures in the
main regions: 3200 (referring to the O-H bond), 1400 (referring to the
C-O bond), 1018 (referring to the PSS) and 565 (referring to the P-O
bond). The results obtained indicate that the synthesis protocol allo-
wed obtaining HAp microspheres that can be used in the future as
controlled drug delivery systems.

Keywords: Hydroxyapatite, hydrothermal method, template and va-
terite

1. Introducgao

O carbonato de calcio (CaCOs) apresenta trés principais estados poli-
morfos (diferenciados por tamanho e habito cristalino): calcita (rom-
boédrica), vaterita (hexagonal) e aragonita (ortorrémbica). A varieda-
de de estruturas confere versatilidade ao material, permitido o seu
uso desde a indUstria de papel até a industria farmacéutica (MYSZKA,
B et.al, 2019; SEVCIK, R et.al, 2018; SUN, R et.al 2019).

A hidroxiapatita (HAp) é derivada do CaCOs e esta presente na cons-
tituicdo dos ossos e dentes humanos. E um material biocompativel,
biodegradavel, inerte e osteointegrador. A melhoria das proprieda-
des da HAp pode ser realizada por processos de dopagem ou com
a mistura com materiais poliméricos, resultando em materiais com-
poésitos. A sintese da HAp pode ser feita a partir de diferentes pro-
cessos: método hidrotérmico (uso de altas pressdes e temperaturas
durante a sintese), precipita¢do quimica (uso de solug¢des precurso-
ras para a formacdo da HAp), método sol-gel (uso de precursores de



calcio e fosfato para a formacdo de um gel que dara origem a HAp),
método sonoquimico (uso de ondas ultrassénicas durante o proces-
so de sintese) entre outros (AGBEBOH, N.| et. al, 2020; (LOPEZ-ORTIZ,
S et. al, 2020; PAI, S et.al, 2020).

As caracteristicas da HAp como tamanho e morfologia sdo depen-
dentes da rota de sintese utilizada. Sabe-se que em escala nanomé-
trica a HAp apresenta maior bioatividade e adesdo celular, além de
maior reatividade e area superficial, caracteristicas de sistema na-
noestruturados. (MOLINO, G et. al, 2020)

Outra importante propriedade da HAp, que permite o uso do mate-
rial como componente de préteses, implantes e enxertos é a inércia,
ou seja, auséncia de rea¢do entre o organismo do paciente e a prote-
se. (PANDA, S et.al, 2021)

A vaterita é uma forma polimorfa de baixa estabilidade, porém é
muito utilizada como precursor de outras formas de CaCOs. A porosi-
dade dos cristais de vaterita favorece o seu uso como sistema de libe-
racao de medicamentos, e o processo de sintese pode ser realizado
a partir de precursores de calcio e fosfato, a partir de uma reagdo de
precipitagdo. Assim como a HAp, a vaterita é um material biodegra-
davel e biocompativel, apresenta uma rota de sintese de baixo custo
e estrutura com poros em escala nanométrica (KONOPACKA-LYSKA-
WA, D et.al, 2020; SERGEEVA, A et. al, 2019).

A metodologia de sintese a partir de um template parte de um cristal
previamente formado, apresentando poros utilizados como molde
para a formacdo e deposi¢do da estrutura de interesse.

Em seguida, a estrutura base é eliminada (SERGEEVA, A et. al, 2019).

O desenvolvimento de sistemas de liberacdo modificada (Drug Deli-
very Systems, DDS) permite a entrega de medicamentos e fotossensi-
bilizadores no local do tumor de maneira mais eficaz e com redugédo
de efeitos colaterais comparado com sistemas de tratamento tradi-
cionais (como cirurgia, quimio e radioterapia), uma vez que um DDS é
capaz de superar barreiras do organismo e manter taxas de entrega
constantes. (MOKWENA, M.G et. al, 2018)

Para o encapsulamento em formulac¢des tanto de vaterita quanto de
HAp, existem duas principais vias: co - precipitacdo (inser¢do do fo-
tossensibilizador ou principio ativo durante o processo de sintese) ou
pos-carregamento (depois de sintetizados os cristais sdo colocados
em contacto com a molécula a ser encapsulada, seguido de um pro-
cesso de secagem ou evaporacgao) (SERGEEVA, A et. al, 2019).

O desenvolvimento de formulag8es estaveis de HAp pode beneficiar
ndo sé a entrega de medicamentos, bem como a area de engenharia
biomédica.

Com base no exposto, o objetivo do presente trabalho foi o estabe-
lecimento de um protocolo de sintese de HAp a partir de templates
de vaterita e a caracterizagdo das amostras utilizando microscopia
eletronica de varredura (MEV) e a diferenciacdo das mesmas por es-
pectroscopia transformada de Fourier (FTIR).

2. Material e Métodos
2.1. Materiais

O Cloreto de calcio (CaCl,) utilizado foi adquirido da marca QEEL -
Quimica Especializada Erich LTDA. O poli (4-estireno sulfonato de
sodio) (PSS) foi adquirido da marca Sigma Aldrich. O Carbonato de
sodio (Na,COs3) e o fosfato de sédio (Na,HPO,), foram adquiridos da
marca Labsynth Produtos para Laboratérios Ltda. O etanol PA utili-
zado foi adquirido da marca Dinamica, quimica contemporanea Ltda.

2.2. Métodos
2.3. Sintese das microesferas de Vaterita

As microesferas de vaterita foram sintetizadas pelo processo de
co-precipitacdo descrito por SOUZA, E.F e colaboradores (2020).
Inicialmente, uma solug¢do de CaCl, (0,2 mol.L") foi adicionada a uma
solucdo de poli (4- estireno sulfonato de sédio) (PSS) (10 mg.mL-") sob
forte agita¢cdo. Em seguida foram adicionados, gota a gota, 10 mL de
uma solucdo de carbonato de sédio (0,2 mol.L-). Apos este proces-
so, a suspensdo branca foi envelhecida por 60 min em temperatura
ambiente, seguida de trés ciclos de centrifugacdo (8000 rpm, 10 min)
e lavada com agua deionizada e etanol, seguida de secagem a 60°C
por 24h.

2.4. Sintese das microesferas de Vaterita

A sintese das microesferas (meHAp) foi feita com base no proces-
so hidrotérmico descrito por GAO, M et.al (2019). As particulas de
vaterita foram dispersas em 100 mL de uma solu¢do de fosfato de
soédio (0,1 mol.L-1). O pH da solucéo foi ajustado para 11, seguido de
aquecimento a 120°C por 15 min. Apds o resfriamento, o precipitado
branco foi separado por centrifuga¢do, lavado com agua deionizada
e etanol trés vezes e seco a 60°C por 24h.

O procedimento acima apresenta os melhores parametros de sin-
tese para as microesferas de HAp, no entanto, para a montagem do
protocolo foram testadas diferentes concentra¢des de solucdo de
fosfato e periodos na autoclave. Os parametros sao especificados na
tabela 1.

Pagina 21



Tabela 1 - Parametros de sintese da HAp. Fonte: Os Autores.

Concentragdo da solugao de

Tempo de Autoclave

fosfato

0,1 Mol/L 15, 30, 45 e 60 min
0,5 Mol/L 15, 30, 45 e 60 min
1,0 Mol/L 15, 30, 45 e 60 min
1,5 Mol/L 15, 30, 45 e 60 min

2.5. Microscopia eletrénica de Varredura (MEV)

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi utilizada para a anali-
se da morfologia externa das microesferas utilizando o equipamento
EVO-MA10 (Zeiss, Alemanha), IP&D-UNIVAP. Esta técnica é importan-
te para avaliar ndo somente a distribuicdo de tamanho, mas também
a morfologia do sistema microparticulado, uma vez que a morfologia
de um DDS tem relacdo com a capacidade ou ndo da liberagdao de
medicamentos no alvo do tratamento.

2.6. Espectroscopia por transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de absorc¢do no infravermelho foram obtidos na regiao
de 4000 a 450 cm-1 com resolucdo de 4 cm-', no modo transmissdo,
com 32 varreduras com temperatura controlada em 20°C. O espec-
trofotébmetro utilizado foi 0 400 com Transformada de Fourier (FT-IR),
tecnologia de refletancia total atenuada (ATR) da fabricante PerkinEl-
mer. Foram realizadas leituras das amostras de vaterita e meHAp
para comparagdes posteriores.

3. Resultados e Discussao
3.1. Microscopia eletrénica de Varredura (MEV)

A composicdo de um sistema de liberacdo deve ser pensada para
considerar fatores como: o farmaco (ou ativo biol6gico), a forma de
administracdo do DDS, a biocompatibilidade e etc. Os sistemas que
apresentam grupos fosfato em sua composicdo apresentam como
vantagem a capacidade de controle do tamanho a partir de agentes
estabilizadores e a dissolu¢do em baixos valores de pH (ROVERI, N;
IAFISCO, M, 2010).

O tamanho de particulas obtido durante a sintese pertencentes ao
grupo dos fosfatos pode ser influenciado por diversos fatores como:
tipo e quantidade das fontes de calcio e fosfato, temperatura, pH e
metodologia adotada. O método de precipitagdo quimica por exem-
plo, resulta em particulas na conformacdo de agulha, menores que
as particulas obtidas por tratamento hidrotérmico (GUAN, Y et.al,
2018; LIN, K et.al, 2014).
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Figura 1 - MEV vaterita. Fonte: Os Autores.

A Figura 1 mostra o MEV das particulas de vaterita sintetizadas e uti-
lizadas como templates para o desenvolvimento de microesferas de
hidroxiapatita.

Avaterita é um estado polimorfo metaestavel de CaCOs3, que em tem-
peraturas acima de 60°C tende a recristalizagdo na forma de aragoni-
ta e em temperaturas inferiores a 60°C tende a se recristalizar como
calcita. Aimagem de MEV da vaterita (Figura 1) mostra um cristal de
morfologia esférica e porosa, de acordo com o descrito por TRUSHI-
NA, D. B e colaboradores (2014). (KIM,S et.al, 2022; TRUSHINA, D. B
et.al, 2014).

A formagdo dos cristais de vaterita é explicada na literatura a partir
de duas vias: nanoagregarc¢do (crescimento rapido e juncao da par-
ticulas) ou crescimento esferulitico (um cristal de vaterita se forma e
os demais sdo formados a partir de ramifica¢cdes) (TRUSHINA, D. B
et.al, 2014).

A sintese das microesferas de HAp foi realizada pelo método hidro-
térmico (sintese quimica humida). O modelo de vaterita (template)
foi sintetizado a partir de solu¢Bes precursoras de cloreto de calcio
e carbonato de s6dio na presenca de poli-(4-estireno-sulfonato de
sédio) (PSS) de acordo com o protocolo descrito por SOUZA e cola-
boradores (2020).

As microesferas de vaterita e uma solucdo de fosfato de sédio fo-
ram expostos a um ambiente controlado de alta pressdo e tempera-
tura acima do ponto de ebuli¢do da agua dentro de uma autoclave
para acelerar a formacdo da HAp com morfologia esférica de acordo
com os protocolos descritos por GAO, M e colaboradores (2019) e
MOHAMMAD, N.F e colaboradores (2014).
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Figura 2 - Micrografias da HAp obtidas por meio da sintese utilizando solugdo de fos-
fato 0,1 mol.L™! (a = 15 min; b = 30 min; ¢ = 45 min; d = 60 min). Fonte: Os Autores.

Figura 3 - Micrografias da HAp obtidas por meio da sintese utilizando solugdo de fos-
fato 0,5 mol.L”! (a = 15 min; b = 30 min; ¢ = 45 min; d = 60 min). Fonte: Os Autores.

Figura 4 - Micrografias da HAp obtidas por meio da sintese utilizando solugdo de fos-
fato 1,0 mol.L"! (a = 15 min; b = 30 min; ¢ = 45 min; d = 60 min). Fonte: Os Autores.

O método hidrotérmico propicia a formacgdo de cristais de HAp ho-
mogéneos. De acordo com RODRIGUEZ-LUGO, V e colaboradores
(2018) formulagdes de HAp que apresentam tamanho reduzido apre-
sentam melhores bioatividade e biocompatibilidade, e tais parame-
tros podem ser controlados a partir do pH e rota de sintese escolhi-
dos (RODRIGUEZ-LUGO, V et.al, 2018).

Arota de sintese para conversdo da vaterita em HAp foi analisada em
diferentes concentracdes de fosfato de sédio e em diferentes tem-
pos de autoclave (Figuras 2 a 5).

O uso de “modificadores” organicos durante o processo de sintese
da HAp pode resultar em diferentes morfologias. Por exemplo, o uso

Figura 5 - Micrografias da HAp obtidas por meio da sintese utilizando solucdo de
fosfato 1,5 mol.L"!(a = 15 min; b = 30 min; ¢ = 45 min; d = 60 min). Fonte: Os Autores.

de acido ascérbico favorece a morfologia de agulha, enquanto o bro-
meto de cetiltrimetilamonio favorece a morfologia de bastonete. Na
rota de sintese utilizada, o PSS atuou como um agente de aceleragao
da mudanca de fase calcita - vaterita (FENG, D et. al, 2013; KUMAR,
G. S et.al, 2018; XIAO, W et. al, 2018).

O pH, assim como a concentracdo dos ions presentes nas solu¢des
precursoras durante a sintese da HAp e influencia na morfologia ob-
tida, uma vez que a sua mudanca afeta os ions calcio e fosfato, e con-
sequentemente sua conformag¢do durante o crescimento do cristal
(ZHU, Y et.al, 2018).

A estrutura hexagonal da HAp dificulta o crescimento espontaneo de

FCNICA | Pagina 23



Figura 6 - Micrografias de: (a) microesferas de vaterita; (b) microesferas de HAp (utili-
zando solucdo de fosfato 0,1 mol.L-"e 15 min de autoclave). Fonte: Os Autores.

cristais com morfologia uniforme, fator que pode ser superado com
o uso de templates, que podem ser modelos derivados de carbonado
de calcio ou polimeros (XIAO, W et.al, 2018).

Devido a alta solubilidade da vaterita, o tempo necessario para a con-
versao de vaterita para HAp em formato esférico foi o mais curto e
em menor concentragdo de fosfato de sédio (Figura 2a), sendo estes
0s parametros selecionados como condi¢8es 6timas para a sintese
de conversdo das microesferas de vaterita em HAp (Figura 6).

Além da possibilidade de controle de morfologia e tamanho das es-
truturas formadas, a metodologia template também se mostra ver-
satil no que diz respeito aos sistemas utilizados como molde na sin-
tese. MA, Y e colaboradores utilizaram particulas de vaterita e uma
formulagdo de hidrogel para a reacdo de troca i6nica e formagdo da
HAp. ORAL, C. M e colaboradores (2020) utilizaram como template
particulas de CaCO3 em temperatura ambiente.

De acordo com MA, Y e colaboradores (2020) a porosidade da vate-
rita faz com que estes sistemas apresentem boas caracteristicas no
uso da metodologia template. LAl, W e colaboradores (2016) utiliza-
ram templates de vaterita para a producdo de hollow spheres de HAp
a partir do método hidrotérmico, devido ao baixo custo, eficiéncia da
técnica e biocompatibiliade das estruturas formadas.

WANG, Y e colaboradores (2009) sintetizaram microesferas de HAp
utilizando polieletdlitos idnicos, por conta de sua dualidade polimero
- eletrdlito. O controle de caracteristicas como porosidade e crista-
linidade afeta a interagdo o comportamento bioldgico da estrutura
sintetizada. Os grupos sintetizados no estudo citado em temperatu-
ras inferiores a 100°C apresentaram irregularidade de tamanho.

A solubilidade dos precursores de calcio e consequentemente a rea-
¢do de formacdo da HAp é diretamente afetada pela temperatura.

De acordo com WANG, P e colaboradores (2010) a temperatura em
gue ocorre a sintese influencia a fase do cristal formado e o seu grau
de cristalinidade, que irdo afetar posteriormente a morfologia e as
caracteristicas da amostra em questdo (YELTEN, A; YILMAZ, S, 2016).
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Figura 7 - FTIR das amostras de vaterita e hidroxiapatita. Fonte: Os Autores.

3.2. Espectroscopia no infravermelho por transformada
de Fourier (FTIR)

A espectroscopia no infravermelho (Figura 7) foi utilizada para a com-
paracdo das bandas apresentadas pelas amostras de HAp e vaterita
sintetizadas.

A comparagao dos espectros apresentados por CHAKRABORTY, R;
SAHA, P (2018), GAO, M e colaboradores (2019) e GIEROBA, B et.al
(2021) permitiu a distincdo dos picos correspondentes a HAp: Liga-
¢do O-H, resultante das soluc¢des utilizadas no processo de sintese
(banda na regido de 3300 e vibragdo em 746), ligagdo em 1018 (pro-
veniente do polieletrélito PSS) e ligagdo P - O (correspondente ao ion
fosfato PO4).

A identificacdo dos principais picos correspondentes a vaterita foi
feita de acordo com NAGPAL, M e KAKKAR, R (2020) e SONG, X e cola-
boradores (2021): ligacdo O-H, referente a d4gua na superficie, (banda
nas regides 3394 e 1647), ligacdo C-O (bandas em 1396 e 873), as
bandas presentes na regido de 740 sdo caracteristicas do espectro
da vaterita, ja as bandas na regido de 712 sdo caracteristicas da pre-
senca do mineral calcita.

4. Conclusao

O desenvolvimento de novas formulag¢des derivadas de CaCO5 be-
neficia dreas da salide e da engenharia biomédica contribuindo para
o aprimoramento tecnoldgico e cientifico em area inovadora e com
potencial elevado de impacto social. O estabelecimento de um pro-
tocolo simples e eficiente para a sintese de HAp a partir de templates
de vaterita permitiu o desenvolvimento de um novo sistema de libe-



racdo que podera ser utilizado para o encapsulamento de farmacos
ou moléculas com atividade biologica.
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Efeito da atmosfera do forno
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Introducao

A intensidade crescente das alteragdes climaticas tem levado ao de-
senvolvimento de varias iniciativas, tais como o European Green Deal,
que, entre outros objetivos, visa descarbonizar a indUstria até 2050.
Neste cenario de descarbonizacdo, e considerando o recente aumen-
to dos precos do Gas Natural (GN), a alteracdo do combustivel utili-
zado nos fornos da indUstria ceramica integra esta agenda. Existem
varias op¢des para esta mudanca, destacando-se a eletrificacdo ou a
utilizagdo de combustiveis verdes como o biometano e o hidrogénio
verde (H,). Alguns equipamentos permitem ja a utilizacdo de peque-
nas percentagens de H, (10-20%vol.) misturado com GN, uma taxa de
incorporacdo residual que ndo permite atingir as metas da descarbo-
nizacdo. O caminho para a substitui¢cdo por H2 nos fornos ceramicos
terd que ser gradual, acompanhando os avancos tecnoldgicos e a im-
plementacdo de regulacdo especializada [1].

Atualmente, o passo intermédio neste caminho passa por misturar
H, com GN, maioritariamente composto por metano (CH,). A alte-
racdo do combustivel utilizado nos fornos implica modifica¢cdes na
atmosfera do forno, visto que a combustdo de GN, gera uma atmos-
fera de compostos de azoto (NO,), diéxido de carbono (CO,) e vapor
de agua (H,0), enquanto que a atmosfera criada pela combustao de
misturas H,+GN vai levar a uma altera¢do nas quantidades destes ga-
ses, nomeadamente existira mais vapor de agua e menos CO,, o que,
por sua vez, pode ter impacto nas propriedades dos produtos [2].

O presente trabalho pretende estudar os efeitos da substituicdo do
GN por uma mistura de GN e 10% H, e pela eletrificacdo total do
forno, na sinterizacdo de grés. Avalia-se o impacto da alteracdo da
atmosfera no interior do forno, nas propriedades da ceramica utili-
taria de grés e no comportamento térmico durante e ap6s a queima.

Procedimento experimental

No estudo do efeito da atmosfera de sinteriza¢do foi utilizada uma
pasta grés com uma composicado tipica industrial (fornecida por um
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parceiro). A partir desta matéria-prima seca foram preparados 2 ti-
pos de amostras:

* provetes, para ensaios mecanicos, prensados num molde
(7x6x70 mm3), com uma presséo de 42,4 MPa uniaxial, e poste-
riormente 200 MPa de prensagem isostatica;

* pastilhas, para a restante caracteriza¢ao, prensadas num molde
cilindrico de 15 mm de didmetro, utilizando as mesmas condi-
¢Bes de prensagem que no caso anterior.

As amostras preparadas foram sinterizadas em trés condi¢des dife-
rentes de atmosfera:

semar;

*em COy;

* @ numa mistura gasosa de CO,, N, e H,0.

Todas as amostras foram submetidas ao mesmo perfil térmico:
aquecimento de 3°C/min até 600°C, seguido de aquecimento de 4°C/
min até 1190°C, 15 min de patamar e por fim arrefecimento de 5°C/
min, até a temperatura ambiente.

No caso da atmosfera constituida por diferentes gases, o controlo
do caudal foi realizado com recurso a controladores de massa-fluxo.
N, e CO, foram fornecidos com caudais de 100,0 e 12,9 ml/min (STP).
O vapor de agua foi gerado a partir de agua destilada, com um caudal
de 0,02 ml/min, com alimenta¢do na zona quente do forno tubular
utilizando uma bomba peristéltica. Desta forma conseguiu-se uma
atmosfera com racio molar CO,:H,0:N, = 9,2:19,5:71,3 simulando a
atmosfera gerada num forno com combustdo total da mistura gaso-
sa 10%H2+90%GN.

O comportamento do grés durante o processo de sinterizacdo em
diferentes atmosferas foi avaliado por analise térmica por dilatome-
tria (DIL) em atmosfera controlada e também por termogravimetria
(TG). A DIL foi realizada em ar e em CO,, com taxa de aquecimento/
/arrefecimento constante de 3°C/min, desde a temperatura ambien-
te até a 1100°C. Foram testados dois tipos de amostra: amostras em
verde, para testar a retracdo durante a sinterizacdo em diferentes



