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Resumo: Neste trabalho investigamos a obtencéo da hidroxiapatita (Hap) atraves das
cascas de ovos de galinha (COG). ApGs 0 processo reacao entre a suspensdo preparada
a partir da COG misturado com o acido fosférico e com parametros bem controlados. O
produto resultante foi analisado por difracdo de raios X, espectroscopia Infravermelho
por Transformada e Fourier e Raman. Os resultados indicaram a presenca de Hap, apds
0 tratamento térmico o material obteve maior cristalinidade. Nos espectros indicaram
que Hap obtida, apresenta caracteristicas hidroxiapatitas carbonatadas. Posteriormente
a caracterizacéo, Hap foi preparada numa mistura do material com alcool etilico, para
deposicao eletroforética. Os filmes obtidos, foram caracterizados por microscopia
eletronica por varredura (MEV) que indicaram, que 0s revestimentos obtidos néo
apresentavam uniformidade sobre o substrato. Portanto, sendo necessario rever as
condigdes de deposi¢do para que obtenha filmes de Hap/liga de titdnio com melhor
distribuicdo do material e aderéncia sobre o substrato.

Palavras chaves: Biomaterial, Casca de ovos, Eletroforese, Hidroxiapatita, Liga de
Titanio.

1. INTRODUCAO

As bioceramicas a base de fosfato de calcio tem merecido lugar de destaque entre
0s biomateriais. Dentre eles o material mais estudado é a hidroxiapatita (Hap).
Pertencente ao grupo das apatitas, a Hap de formula molecular Caio(POa4)s(OH)2 se
destaca por ser um material altamente bioativo, biocompativel e osteocondutor, além de
ser considerado um dos principais constituintes dos 0ssos e dentes (Javidi et al. 2008; Wu,
2015).

A aplicacdo da Hap tem ocorrido nas mais diversas areas, com destaque para as
areas médica e odontoldgica (SZCZES et al., 2017). J& foram reportadas aplicagdes para
a Hap em oftalmologia, otorrinolaringologia, como catalizador, adsor¢do de farmacos,
tratamento Gsseo, substituicdo parcial ou completa do tecido dsseo, reconstrucdo de
tecidos dsseo e dentario parcial ou completa, entre outros (Fihri et al, 2017).

Existe um interesse particular, principalmente na area ortopédica, pois a Hap pode
ser utilizada como revestimento de ligas metalicas como as de titanio e alguns agos
(Trommer, 2006). Por exemplo a aplicacdo de Hap em implantes porosos de baixa carga
estimula o crescimento dos tecidos 6sseos circundante sobre o implante, estabelecendo
contato entre a Hap sintética bioativa com a Hap biologica da matriz dssea circundante
(Javidi et al. 2008).
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Outro beneficio da Hap como revestimento de implantes metalicos € a
combinacdo de propriedades, ja que o material final pode se beneficiar com a resisténcia
e a tenacidade do substrato metalico. Uma outra vantagem € que a presenca do
revestimento pode inibir a corrosdo do implante metalico quando em contato com fluidos
corporeos e pode contribuir para aumentar a fixacéo de proteses devido a formacéo dessas
interagBes quimicas entre os tecidos adjacentes (Javid et al. 2008).

Conforme o tipo de aplicacdo da Hap, existem diversas formas de obtencdo do
material. Mas basicamente a sintese do biomaterial pode ocorrer de duas formas: em
baixas temperaturas com a formacéo de Hap de baixa cristalinidade e em temperaturas
elevadas, que possibilita a obtencdo de um material de maior cristalinidade com
caracteristicas mais semelhantes ao tecido 6sseo (Melo, et al. 2009; Leite, et al 2017).

A sintese da Hap pode ser realizada de diversas formas, como, por sol-gel, sintese
hidrotermal, por combustdo, precipitacdo quimica, entre outros (Kalamalathan et
al.,2014; SZCZES et, al.,2017). O método empregado e as condi¢des de sintese permitem
o controle da porosidade, morfologia e da estequiometria da Hap (Kalamalathan et
al.,2014). Neste trabalho, a sintese de Hap ocorreu pela técnica de precipitacdo quimica
que envolve reacdes de via Umida entre os reagentes de calcio e fosforo devido ao seu
baixo custo e facil manipulacgéo.

A Hap derivada de fontes naturais como conchas, 0ssos de animais, cascas de 0vos
também apresentam elementos caracteristicos semelhantes aos tecidos 6sseos, devido a
incorporacio de fons na sua estrutura, tais como Fe*?, Mg*?> Sr*2, F~ , entre outros. Por
isso, 0 uso destes materiais no desenvolvimento da Hap é de suma importancia
(Kalamalathan et al.,2014).

Levando em consideracgdo a busca por novas fontes precursoras, as cascas de ovos
de galinhas (COG) apresentam-se como uma boa alternativa de sintese da Hap, ja
demonstrado em estudos anteriores (Kalamalathan et al.,2014; Wu, et al., 2015; Rivera et
al., 1999). As cascas ricas em carbonato de célcio (CaCQO3), sdo convertidas em 6xido de
calcio (Ca0). Posteriormente é preparada uma suspensao para obter os ions de célcio
(Ca*?) utilizada na sintese dos biomaterial (Luna, 2018). Além disso, ha presenca também
de tracos dos ions de Na*, Sr*2e Mg*?, que tornam ainda mais a COG atrativa como fonte
precursora.

Desta forma, neste presente estudo o objetivo € investigar o uso da COG como
fonte precursora na sintese da Hap, empregando o método por via imida, a fim de obter
um produto de alta pureza com caracteristicas semelhantes a Hap bioldgica, além de
apresentar uma forma viavel, de baixo custo e facil obtencdo. Em seguida realizar a
deposicdo do material, em um substrato de titdnio por meio da técnica por deposi¢do
eletroforética como forma de aplicacéo.

2. MATERIAIS E METODOS

Tratamento inicial das cascas de ovos de galinha (COG)

Para obtencdo das amostras de Hap, as COG foram moidas e beneficiadas
termicamente. Nesta etapa, no processo de calcina¢do da COG, ocorre a decomposicao
do CaCOs resultando em CaO e dioxido de carbono (CO>). A temperatura utilizada foi de
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1000°C durante periodo de 3 horas. A decomposi¢cdo do carbonato de calcio é
representada pela Eq. (1).

A
CClCO3(s) s CClO(S) + COZ(g) (1)

Obtencédo de Hidroxiapatita (Hap) por método de precipitacdo por via imida

A sintese de Hap, foi produzida a partir da suspensdo de hidroxido de célcio
Ca(OH),, partir de 5,6 g do CaO proveniente das COG. A suspensdo do CaO foi
adicionada lentamente em béquer com 150 ml de agua deionizada até a obtencdo de uma
mistura homogénea. A preparacao da suspensao pode ser vista na Eq. (2)

CaO + Hy0) = Ca(OH); aq) (2)

No método de precipitacdo por via Umida, a obtencdo da Hap pode ser vista na
Eq. (3):
10CCl(OH)2(aq) + 6H3P04(aq) - Calo(P04)6(OH)2 + 18H20(D (3)

Para obter a razdo molar da Hap de Ca/P 1,67, os reagentes utilizados foram o
acido fosforico comercial na concentracdo de 2,0 mol/L e o a suspensdo do hidroxido de
calcio obtida partir da CaO.

Para a preparacdo da solugcdo de HsPOs (2M) foram utilizados uma pipeta
volumétrica para obter 1,8ml de &cido que foi diluido em &gua deionizada para obter
30mL de solugdo. A solucdo &cida foi colocada em uma bureta que foi posicionada acima
do baldo volumétrico com suspensdo de Ca(OH). com auxilio de garras em suporte
universal com haste metélica. Para melhor controle de vazéo do &cido, a véalvula da bureta
foi ajustada 1mL/min. A suspenséo foi adicionada em um baldo volumétrico, conforme
processo reacional o material foi submetido a agitacdo e a temperatura do sistema foi
mantida em torno de 40°C com apoio de um agitador magnético com aquecimento e
banho de glicerina por 24 horas. Em todo o processo, a suspensao teve seu pH controlado
durante a reacdo. Caso o pH da suspensao ficasse abaixo de 10, era realizada a adi¢do de
uma pequena quantidade de solucdo aquosa de hidroxido de aménio (NH4OH) na
concentracdo 1:1 v/v utilizada para correcdo do pH quando necessario.

Apo6s o periodo reacional de envelhecimento, foi obtido um precipitado de
coloracdo de branca que foi filtrado e submetido a secagem em uma estufa a 100°C por
24 horas. Ao término da secagem o material foi desaglomerado e em seguida submetido
a calcinacdo em 1000°C por 3 horas numa taxa de 10°C/min.

A Hap obtida foi caracterizada inicialmente por difragédo de raios X (DRX),
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e Raman, com
intuido de identificar fases presentes, identificagdo quimica dos principais grupos do
material.

Deposicgao eletroforética

Para realizar a deposicdo de Hap sobre as ligas de titanio, inicialmente foi
preparada uma suspensdo coloidal com 0,5 g de Hap em 0,80 mL de alcool etilico
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(C2HsO) misturado e agitado em temperatura ambiente. Na suspenséo foi adicionado
3 mL de solugdo aquosa de &cido cloridrico (HCI) a 0,1 mol/L. Em seguida a solugao
resultante foi misturada e deixada em repouso durante 1 hora para sedimentacao de
particula aglomeradas.

As ligas de titanio (Ti-4Al-7V) em forma retangular de area de aproximadamente
(1 cm?), tiveram suas superficies previamente lixadas com lixas d”agua de granulometria
180, 200, 300, 400, 600 e 800. Logo em seguida, as placas foram limpas com &gua
deionizada, alcool metilico e acetona para remocao de possiveis gorduras na superficie.

Para a deposicéo eletroforética, as placas de titanio foram utilizadas como eletrodo
de trabalho, sendo aplicado potencial negativo. Foi utilizado um contra-eletrodo de
platina. A distancia entre os eletrodos foi de aproximadamente de 40 mm, e a tensdo
aplicada foi de 12V por 3 minutos.

Finalmente, as placas revestidas com a Hap foram submetidas a tratamento
térmico em 800°C por periodo de 3 horas para melhorar a aderéncia dos filmes sobre a
liga de titdnio. As placas foram caracterizadas na microscopia eletrénica de varredura
(MEV) para observar a homogeneidade dos filmes sobre o substrato.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.Difracéo de raios X

A figura 1 mostra o difratograma das amostras sintetizadas de Hap obtidas pela
COG com e sem tratamento térmico. Os resultados mostraram que no processo de sintese
houve a formacdo da Hap de baixa cristalinidade antes do tratamento térmico. Apds a
calcinacdo, houve estreitamento dos picos e uma melhor definicdo dos picos como
apresentado no difratograma. Isso indica que o tratamento térmico favoreceu o
crescimento dos graos, obtendo um material de caracteristicas cristalinas.

Ainda, na figura 1, é possivel ver um pico do composto CaO derivada da COG.
Segundo Wu et al, conforme ocorre o aumento de temperatura os precursores residuais
vao sendo gradualmente reduzidos na reacdo, até o seu total desaparecimento em torno
de 1200°C. Entretanto, na presenca excessiva de calcio e alta razdo massica (Ca/P), o
tratamento térmico promove a a desidroxilacdo dos compostos Ca(OH). favorecendo a
decomposicéo e a formacgéo de CaO (Azevedo et al.,2014).

Os picos de Ca(OH)> ndo sdo observados facilmente devido a sua baixa
concentracdo na amostra (Azevedo et al.,2014). Salienta-se que o tempo de duracdo do
tratamento térmico na formacéo da Hap cristalina é de suma importante na formacao dos
fosfatos de célcio (Wu, et al, 2015).
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Figura 1-Difratograma das amostras obtidas de

hidroxiapatita antes e apds calcinagao na temperatura

de 1000°C.

3.2.Espectroscopia no Infravermelho e Raman

Ap0s os resultados de DRX indicare
realizadas analises de Espectroscopia por

m a formacéo de Hap a partir da COG, foram
Infravermelho por trasnformada de Fourier

(FTIR) e espectroscopia Raman para idenfiticagdo dos grupos funcionais presentes na
Hap. Os principais o modos vibracionais observados na Hap estdo mostrados na tabela 1,
como referéncia para identificagcdo dos picos.

Tabela 1 - Tabela de referéncia adaptada para identifi

cacao dos grupos principais da Hap por FTIR e Raman

Numero de onda/
Deslocamento Raman — FTIR (cm™)

Identificacdo

3570 vs Estiramento OH de hidroxila

3400 -3100 vs Estiramento OH de H.0

1645 Deformagdo H-O-H de H20

1470- 1420 v1 Estiramento simétrico CO3 (CHAp- tipo B)
1104 v1 Estiramento simétrico COs (CHAp - tipo A)

1128,875, 880

ve Estiramento POs em HPO4

1100, 1093, 1047

v3 Estiramento assimétrico de POs ou ve
estiramento POs em HPO4

965 v1 Estiramento simétrico PO4

918 vz Estiramento antissimétrico de CO3

884 v2 Estiramentos de COs3 (CHAp- tipo B)

650 VibragGes da hidroxila

616, 581 vaDeformagdo O-P-O em PO4 ou vsdeformagdo P-

O em HPO4
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535 v7 Estiramento P-OH em HPO4
431, 446, 460 v2 Estiramento simétrico do PO4

Fonte adaptada (Ramakrishnaiah, et al.2015; Lima, 2015; Lafon et al, 2008; Barinov et al., 2006)

As bandas de absorgéo relacionadas ao v, e vz estdo situadas entre 1000 e
1200 cm™, e podem ser atribuidas ao estiramento assimétrico do PO.*. J4 o modo
vibracional vi esta localizado proximo as regides 950-960 cm™. As bandas de absorgio
situadas nas regides entre 560-570 cm™ correspondem a bandas va.

A figura 2 mostra o espectro de FTIR obtido das amostras antes do tratamento
térmico. E possivel observar as bandas de absorgao dos grupos HPO4%, PO4® no espectro
apresentado. As bandas de absorc&o localizadas entre 1400 e 1600 cm™ correspondem a
presenca dos ions carbonatos (COs%). Na regido de aproximadamente 3400 cm™ que esta
possivelmente associada a agua absorvida e ao estiramento de OH" da agua.
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Figura 2- Espectro FTIR das amostras ndo calcinadas de Hap.

O espectro de FTIR da amostra de Hap apds o processo de calcinacdo é exibido
na figura 3. Foram identificados os grupos HPO4?, e PO+*. De forma analoga ao espectro
anterior, foram observadas bandas de absorgdo correspondente aos ions carbonatos COz>
e agua absorvida e o grupo OH™ em menor intensidade quando confrontada com espectro
anterior. Esse tipo decréscimo, geralmente estd associado a substitui¢des idnicas na
estrutura, tais como substituicdo dos ions de hidroxila por ions carbonatos, influenciando
na intensidade dos picos.

As regides de absorcdo proximas a 875, 1424, 1445 e 1461 cm™ podem ser
atribuidas a substituicdes de hidroxiapatita carbonatada do Tipo- B (CHAp-Tipo B). Isso
indica que a substituicio de grupos CO3z? por OH", sendo possivel identificar esses picos
nas figuras 2 e 3.
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Figura 3- Espectro FTIR das amostras calcinadas.

Na figura 4 sdo mostrados 0s espectros Raman das amostras de Hap antes e ap6s
0 processo de calcinacdo. As amostras apds a calcinagdo tiveram o0 pico em
aproximadamente 1070 cm™ intensificados. Este pico refere-se & presenca de ions CO3s?".

A presenca deste pico nesta regido indica a presenca da apatita do tipo B, o que
mostra possivelmente a ocorrencia de substituicdo de grupos fosfatos pelo ions
carbonatos. A CHAp-tipo B sdo espécies predominante em apatitas de origem biologica,
que se formam através das subsituicdes energeticamente preferidas dos ions POs* do
que pelos ions OH! como as CHAp-tipo A (Bazin et al, 2009; Barinov et al., 2006)
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Figura 4- Espectros obtidos por FTIR das amostras de Hap antes e ap0s calcina¢do. A amostra (a) é a calcinada e a amostra (b) sem
calcinacéo.
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3.3.Amostras produzidas por eletroforese

Apds o processo de caracterizacao da Hap, foram realizados testes de obtencéo de
filmes de Hap por eletroforese, obtidas nas condi¢Ges de uma tensdo de 12V em 3
minutos.

Na figura 5, foi possivel observar a formacdo de um filme de Hap sobre a liga de
titnio, apresentando uma boa aderéncia ap0s o tratamento térmico. Entretanto, observa-
se que apesar da boa aderéncia, o filme formado nédo apresentou aspecto homogéneo sobre
a superficie da liga. 1sso pode ser consequéncia da grande area de superficie do substrato,
que acarretou em menor densidade de corrente durante o processo, limitando a deposicao.

Figura 5- Ligas de Ti revestidas com HA por eletroforese. A tenséo aplicada em todas as amostras foi de 12 V
e foram submetidas a tratamento térmico em 800°C durante 3h por 3minutos

Na micrografia 6 mostra a formacao de uma pelicula sobre todo substrato de Hap.
Entretanto, a presenca possivelmente de aglomerados na suspensé@o pode contribuir para
que a camada formada ndo seja homogénea. Todas as amostras testadas apresentaram
fissuras em sua cobertura ceramica. Um possivel problema da deposicdo da Hap sobre o
substrato de titanio, pode ser presumida devido ao stress térmico, pela diferenga entres 0s
coeficientes de expansdo térmico entre os dois materiais, assim influenciando diretamente
no filme depositado (Ribeiro,2007).

10 pm

s 20 {11}
High-vac. SEI PC-std. 15kV x 1000 03/02/2018 000001
LPCM - Fatec - SP - Operador: Davinson - 02/03/2018 - Amostra: Eletro 1

High-vac. SEl PC-stdy 15 kV x 2000 03/02/2018 000009
LRCM - Fatec - SP - Operador: Davinson - 02/03/2018 - Amostra: Eletro 1

Figura 6- Micrografias da amostra produzida a partir da deposic¢éo por eletroforese. As setas
indicam o filme de Hap e substrato da liga de titanio (Ti)
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4. CONCLUSAO

Com os resultados obtidos neste trabalho, foi possivel verificar a viabilidade de
obtencdo da Hap, através do método de precipitagdo quimica. As cascas de ovos de
galinha para sintese do biomaterial representa uma fonte precursora renovavel. Além
disso, as COGs fornecem o0s ions de célcio necessarios para a obtencdo de uma Hap
semelhante a Hap bioldgica.

As andlises de DRX, demostraram que o material apds sofrer o tratamento
térmico, tem a sua a cristalinidade elevada. Através das anélises FTIR e Raman foram
possiveis identificar grupos funcionais fosfatos e carbonatos, caracteristicos da
hidroxiapatita carbonatada com predominancia do Tipo B.

Por fim, neste trabalho foi possivel obter filmes de Hap pela técnica de deposicao
por eletroforese como visto pelas analises por MEV. Isso demonstra, a possibilidade da
aplicacdo da Hap como revestimento de proteses. Entretanto, os filmes obtidos ndo
tiveram aparéncia uniforme demandando maiores estudos que visem melhorar o processo
de deposicéo.

E importante ressaltar que a utilizacio das cascas de ovos de galinha para sintese
deste biomaterial representa uma nova fonte de destinacdo deste material que é
comumente descartado. A aplicacdo dessa matéria-prima, pode, portanto, representar
economia consideravel, se 0 processo de sintese puder sem realizado em maior escala.
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