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APRESENTACAO

O desenvolvimento de novos materiais como substitutos 0sseos, com melhor
osteocondutividade, funcionalidade e propriedades mecénicas, é de grande interesse. Até
agora, a bioceramica a base de fosfato de calcio, ou seja, a hidroxiapatita (HAp) e o fosfato -
tricalcico (B-TCP) sdo os materiais mais usados na engenharia de tecidos para reparo 0sseo,
devido a sua similaridade quimica com a fase inorganica do o0sso, biocompatibilidade e
osteocondutividade (Sahoo, et al. 2020).

Neste contexto, a hidroxiapatita (Caio(PO4)s(OH),, HAp, lidera as muitas
aplicacdes da engenharia biomédica, predominando 0 uso em enxertos 0sseos e aplicacdes
odontoldgicas, devido sua natureza e forca quimica sem precedentes, mais semelhantes aos
0sso0s naturais (Buraiki, et al. 2019). No entanto, a baixa taxa de degradacdo e as fracas
propriedades mecéanicas da HAp levam a aplicagdo limitada da mesma. O Fosfato B-tricélcico
(Caz(POy)2, B-TCP, possui boa atividade biologica, alem de possuir osteocondutividade e
osteoindutividade, mas sua taxa de degradacéo é rapida sendo dificil de controlar, o que ndo
corresponde exatamente a taxa de formacao do 0sso recém-nascido (Zhang, et al. 2019).

No entanto, a ceramica de fosfato de célcio bifasico (BCP), um composto que
combina as vantagens de HAp e B-TCP, tem desempenho superiores e excelente perspectiva
de aplicacdo, conseguindo contornar as desvantagens citadas (Zhang, et al. 2019). Assim BCP
tornou-se um substituto promissor dos enxertos ésseos devido a sua taxa de absorgédo
confidvel e controlavel, melhor integracdo 0ssea e rapido crescimento 6sseo por ligacdo direta
com 0 0sso natural, contribuindo para a nova formacao 6ssea (Thangavelu, et al. 2019).

Vaérias técnicas de sintese quimica para a preparacdo dessas bioceramicas foram
propostas e desenvolvidas nas ultimas decadas. O método Pechini baseia-se na quelacéo

catibnica por &cido citrico e na poliesterificacdo entre acido citrico e etilenoglicol, que leva a
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formacdo de um intermediério de resina policatidnica. Este intermediario de resina resultante
contém atomos de metal ligados através de oxigénio a radicais organicos, compreendendo a
rede reticulada e, assim, interconectando as espécies reagentes para formacao fases desejadas
(Nguyen, et al. 2019). Essa técnica se mostra bastante vantajosa a mesma permite o controle
sobre o tamanho dos gréos, composicdo, homogeneidade microestrutural em escala atdmica e
temperaturas mais baixas de processamento (Alhaji, et al. 2017). Embora existam relatos
sobre o0 método Pechini para sinterizacdo de fosfatos de célcio, os relatos sdo escassos sobre a
sintese, sobre as variagfes nos seguintes paramentos: acido citrico por etileno glicol (AC/EG),
4cido citrico por cations metalicos (AC/CM) e solventes (4gua com pH neutro/basico e Alcool
etilico).

Portanto, o presente estudo desenvolvido no mestrado buscou o desenvolvimento
de bioceramica BCP, voltado para aplicacdes biomédicas. O estudo teve inicio com pesquisa
bibliografica sobre o respectivo tema, na qual originou o primeiro artigo dessa dissertacéo.
Experimentalmente, a pesquisa partiu, da sintese do fosfato de calcio via método Pechini
variando parametros de solvente e quantidade de &cido citrico, etileno glicol e céations
metalicos.

No presente estudo, foram desenvolvidos dois artigos de pesquisas. O primeiro
buscou elucidar a influéncia do solvente na sintese, o segundo analisou-se a variagdo dos
parametros AC/CM e AC/EG, além de verificar qual a melhor amostra de fosfato de calcio
produzida era mais eficiente a inibicdo do crescimento de bactérias. Os artigos desenvolvidos
forneceram propriedades e caracteristicas importantes acerca dos pos sintetizados, abrindo

caminho para trabalhos futuros.
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SINTESE DE CERAMICAS BIFASICAS DE FOSFATO DE CALCIO PELO
METODO PECHINI

Geysivana Késsya Garcia Carvalho?, Aluska do Nascimento Simbes Braga? e Edson Cavalcanti Silva
Filhod.
tUniversidade Federal do Piaui: geysivanacarvalho@hotmail.com
2Universidade Federal do Piaui: aluskasimoes@hotmail.com
3Universidade Federal do Piaui: edsonfilho@ufpi.edu.br

Resumo

Os fosfatos de calcio (CaP) tem como caracteristica mais importante serem biomateriais
semelhantes com a parte inorganica de uma matriz 6ssea. As fases de CaP mais amplamente
utilizadas séo a hidroxiapatita (HAp) e o beta fosfato tricalcico (B-TCP). A associagdo da
bioceramica HAp/B-TCP é uma alternativa promissora para uso na regeneragdo e enxertos
6sseos. Assim, o objetivo deste trabalho foi sintetizar bioceramicas de HAp/B-TCP via
método Pechini, avaliando a influéncia de diferentes solventes na sintese. As caracterizacfes
foram realizadas por difracdo de raios X (DRX), espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), andlises termogravimétricas (TG/DTG) e microscopia
eletronica de varredura (MEV). Os resultados comprovaram a formacdo de uma cerdmica

bifasica de HAp/B-TCP para todos os solventes estudados.

Palavras-chave: Hidroxiapatita, beta fosfato tricalcico, Pechini.
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SYNTHESIS OF CALCIUM PHOSPHATE BIPHASIC CERAMICS BY PECHINI
METHOD

Geysivana Késsya Garcia Carvalhot, Aluska do Nascimento Simdes Braga? e Edson Cavalcanti Silva
Filhod.
tUniversidade Federal do Piaui: geysivanacarvalho@hotmail.com
2Universidade Federal do Piaui: aluskasimoes@hotmail.com
3Universidade Federal do Piaui: edsonfilho@ufpi.edu.br

Abstract

The most important characteristic of calcium phosphates (CaP) is that they are similar
biomaterials with the inorganic part of a bone matrix. The most widely used CaP phases are
hydroxyapatite (HAp) and tricalcium beta phosphate (B-TCP). The combination of
biochemistry HAp / B-TCP is a promising alternative for use in bone regeneration and
grafting. Thus, the objective of this work was to synthesize HAp / B-TCP bioceramics via
Pechini method, evaluating the influence of different solvents on synthesis. The
characterizations were performed by X-ray diffraction (XRD), Fourier transform infrared
spectroscopy, thermogravimetric analysis (TG / DTG) and scanning electron microscopy
(SEM). The results confirmed the formation of a biphasic ceramic of HAp / B-TCP for all

solvents studied.

Keywords: Hydroxyapatite, tricalcium beta phosphate, Pechini.
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1 INTRODUCAO

As bioceramicas de fosfato de calcio (CaP) vém sendo extensivamente estudadas
nas ultimas décadas, em virtude da sua importancia no tratamento e reparo de partes
danificadas do tecido 6sseo. Porém o tratamento clinico ainda € um grande desafio (Cheng, et
al. 2013; Cheung e Haak, 1989; Zhu, et al. 2017), pois, a utilizacdo desse material deve
cumprir requisitos bioldgicos e permitir a revitalizacdo no sitio de implantacdo (Gémez-
Barrena, et al. 2019).

Com base na composigdo, os principais fosfatos de célcio sintéticos usados
atualmente como biomateriais sdo classificados como hidroxiapatita (HAp), fosfato beta-
tricalcico (B-TCP) e fosfatos de célcio bifasicos (BCP’s) para misturas de HAp ¢ B-TCP
(Bouler, et al, 2017). Os BCP’s podem ser aplicados para administracdo de medicamentos,
substitutos do tecido d6sseo e em aplicagdes dentéarias, devido a sua biocompatibilidade e
biodegradabilidade, bem como por sua eficacia na regeneracao de tecidos duros em oposicao
a HAp pura ou B-TCP puro (Shim, et al. 2018). A HAp ¢é uma fase mais estavel, enquanto -
TCP é mais soluvel, os biomateriais de BCPs sdo frequentemente preferidos, pois, permitem
adaptar um equilibrio adequado entre reabsorcdo e solubilizacdo (Neto, et al. 2019).

Embora as bioceramicas CaP tenham muitas vantagens, elas também sofrem com
desvantagens como, baixa resisténcia mecanica, presenca de impurezas, tamanho de grdo em
escala micro e tamanho e forma de particulas ndo homogéneas. No entanto, nos Gltimos anos,
varias modificacfes nos parametros de fabricacdo, como temperatura sinterizacao, tempo de
imersdo, pH e pureza dos materiais iniciais deram origem a biomateriais com propriedades
fisico-quimicas aprimoradas (Ebrahimi, et al. 2017). Consequentemente, varios pesquisadores
se concentraram na sintese CaP. Até 0 momento, varios métodos de sintese sdo utilizados para
a producéo, incluindo sol-gel (Jmal e Boauziz, et al. 2017; Cheng, et al. 2006; Chen, et al.

2011), processo hidrotérmico (Onoda e Yamazaki, 2016; Higuita e Vargas, 2017), técnicas de
30



precipitacdo (Titorenkova et al. 2019; Mohammadi, et al. 2016), reacdo em estado sélido
(Webler, et al. 2014; Ho, et al. 2013) e deposi¢cdo (Karimi, et al. 2016; Drevet, et al. 2019)
entre outros.

O método Pechini é uma sintese desenvolvida do aprimoramento do método sol-
gel, onde o processo se baseia na formacdo de citratos metalicos em solucdo, ocorrendo entre
ions metalicos e ions de hidroxilas e carboxilas. Quando aquecidos ap6s a adi¢do de um diol,
os citratos sdo reticulados para criar uma resina polimérica rigida por poliesterificacdo, na
qual os céations sdo distribuidos uniformemente no nivel atbmico (Omori, et al. 2014). A
resina € queimada a uma temperatura moderada para pirolisar e se livrar das substancias
organicas. Finalmente, pode ser obtida uma mistura fina de O0xidos metalicos. A vantagem
notavel do processo Pechini é que ele pode ser usado para preparar materiais de composicdo
complexos homogéneos (Guo, et al. 2019; Pechini, 1967).

Dessa forma, diante da relevancia das bioceramicas de CaP, este trabalho teve por
objetivo sintetizar fosfatos de célcio compostos por HAp e B-TCP pelo método Pechini,

estudando a influéncia de diferentes solventes na sintese.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 MATERIAIS

Os materiais utilizados foram: acido citrico anidro, CgHgO7 (Cinética); nitrato de
calcio, Ca(NO3),.4H,0 (Cinética); fosfato de amdnio bibéasico, (NH4),HPO, (Neon); etileno
glicol, HOCH,CH,OH, (Synth); hidréxido de sodio, NaOH (Synth); alcool etilico absoluto,

CH3CH,0H (Synth); e 4gua deionizada.
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2.2 SINTESE DAS BIOCERAMICAS PELO METODO PECHINI

A Sintese da bioceramica de Hap/B-TCP (BCP): Inicialmente, ocorreu a
dissolucdo de acido citrico (AC) em 100 ml do solvente estudado: agua neutro, agua
basificada com pH 10 (corrigido com NaOH) ou alcool etilico. A solugdo foi mantida sob
agitacdo constante com temperatura maxima de 70°C. Acrescentou-se 0s cations metalicos
(CM), nitrato de célcio e fosfato de aménio bibasico nas propor¢cdes AC/CM de 3:1. Para
iniciar as reacdes de esterificacdo e poliesterificacdo, adicionou-se o etileno glicol (EG) na
propor¢ao 60/40 para AC/EG, em seguida a temperatura foi elevada a 120°C, formando o gel.

A resina formada passou por tratamento térmico (pir6lise) em forno mufla na
temperatura de 400°C/1h, com uma taxa de aquecimento de 10°C/min. O puff formado foi
desaglomerado e passado em peneira ABNT n°200 (0,074 mm). O po6 resultante foi calcinado
na temperatura 1.000°C, com taxa de aquecimento de 10°C/min durante 1h, para a formacéo
da cerdmica bifésica. As amostras sintetizadas foram denominadas de CaP-base, CaP-neutro e
CaP-etil, quando do uso da agua com pH basico, &gua com pH neutro e alcool etilico como

solventes, respectivamente.

2.3 CARACTERIZACOES

2.3.1 Difracéo de raios X (DRX)

As amostras sintetizadas foram caracterizadas por difracdo de raios X, para
identificacdo das fases formadas, quantificacdo das fases, calculo do percentual de
cristalinidade e do tamanho de cristalito. Os difratogramas das amostras foram obtidos no
equipamento da Shimadzu, modelo XRD-6000, localizado no Laboratério de Caracterizagéo
de Materiais da Unidade Académica de Engenharia de Materiais da Universidade Federal de

Campina Grande (LCM/UAEMa/UFCG), utilizando radiagdo Cu-Ka (40kV/30mA),
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varredura de 20° a 60°, com velocidade de 2°/min em intervalos de 0,02° e tempo de 0,6
segundos. Para identificacdo e quantificagdo das fases utilizou-se o software X'pert
Panalytical High Score Plus e o banco de dados JCPDF (Joint Committee on Powder
Diffraction and Standards). A cristalinidade foi obtida no programa da Shimadzu Cristalinity,
o qual se utilizou o coeficiente de correcdo de Lorentz, onde foi possivel calcular o percentual
de fase cristalina.

O célculo do tamanho cristalito foi realizado a partir do pico da reflexdo basal de
maior intensidade por meio da deconvolucdo do pico por meio da equacdo (1) conhecida

como equacao de Scherrer (1918).

D K. 2
" B. cos6

(1)
Na formulagdo, D corresponde ao tamanho médio dos cristalitos, K é a constante
da forma dos cristais, que para o caso analisado corresponde a 0,90. O valor de B equivale a

largura meia altura do pico de difracdo e por fim 6 ¢é o angulo de Bragg do pico difratado.
2.3.2  Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Para realizacdo da caracterizacio foi definido um intervalo de 400 a 4.000 cm™
em um espectrometro BunKer modelo TENSOR 27, localizado no Laboratério de Fisica dos
Materiais do Centro de Ciéncias da Natureza da Universidade Federal do Piaui
(FISMAT/CNN/UFPI). A analise foi realizada por meio de pastilhas contendo o p6 das

amostras e KBr de grau espectroscopico na proporcdo de 0,3 mg de p6 para 300 mg de KBr.
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2.3.3  Analise termogravimétrica (TG/DTG)

As amostras foram caracterizadas por analise termogravimétrica (TG/DTG),
realizadas em um analisador térmico, modelo TA-60, da Shimadzu, localizado no Laboratério
de Tecnologia dos Materiais da Universidade Federal de Campina Grande (LTM/UFCG),
com taxa de aquecimento de 10°C/min, em atmosfera de nitrogénio, usando um cadinho de

alumina e faixa de temperatura ambiente (25°C) até a temperatura maxima de 1000°C.

2.3.4  Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A Microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi realizado em um microscopio
da marca FEI COMPANY, modelo Quanta FEG 250, localizado no Laboratorio
Interdisciplinar de Materiais Avancados no Centro de Tecnologia da Universidade Federal do
Piaui (LIMAV/CT/UFPI), com tensdo de aceleracdo de 1 a 30 kV, equipado com EDS de
SDD (Silicon drift detectors), marca Ametek, modelo HX-1001, detector Apollo X-SDD. O
acessorio EDX do MEYV foi utilizado para realizar as espectroscopias por energia dispersiva

de Raios X das amostras, que foram fixadas com fita de carbono para conducao.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 RESULTADOS DA DIFRACAO DE RAIOS X E MICROSCOPIA

ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A Figura 1 exibe os difratogramas de raios X das amostras CaP-base, CaP-neutro

e CaP-etil, respectivamente.
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Figura 1- Difratogramas de raios X das amostras CaP-base, CaP-neutro e CaP-etil.

Observando os difratogramas da Figura 1, percebe-se que independente do
solvente utilizado o padréo é semelhante para todas as amostras, com formacédo de duas fases,
sendo estas: a hidroxiapatita (JPDS 09-0432) e o beta fosfato tricalcico (JPDS 09-0169). A
CaP-base apresentou a maior cristalinidade (Tabela 1) e um aumento na quantidade de
hidroxiapatita formada em relagdo as amostras CaP-neutro e CaP-etil. Isso ocorreu,
possivelmente, pois no pH alcalino o grupo funcional hidroxila desprende-se do Na®, unindo-
se a0 Ca’* e ao PO,¥, favorecendo a razdo molar para producéo de hidroxiapatita (Aminzare,
et al. 2013; Santos, et al. 2005).

A amostra CaP-etil apresentou uma reducgdo na intensidade dos picos localizados
28,9° (120); 31,75° (121); 32,15° (112); 34,02° (002) e 48,60° (230), que estdo relacionados a
fase HAp. Provavelmente, isso ocorreu, pois o alcool etilico possui um ponto de ebulicdo

(78,3°C) menor do que o da agua (100°C), acelerando assim a reagdo, 0 que proporcionou um
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rapido aumento na viscosidade da solucéo, dificultando a difusdo dos ions (Roopalakshmi, et
al. 2017). A maior quantidade de fase B-TCP, quando do uso do alcool etilico como solvente,
pode estar ainda associada a uma hidroxiapatita ndo estequiométrica (uma variacdo da
proporcdo Ca/P = 1,67), originaria da méa complexacdo do grupo PO,’", resultante da
homogeneizacao insuficiente na distribuicdo de ions na solucdao (Chakraborty, et al. 2017).

A literatura reporta que o uso de ceramicas bifasicas de HAp/B-TCP tem um
enorme impacto na capacidade de inducdo dssea in vivo devido a sua solubilidade
diversificada no ambiente fisiologico e no microambiente i6nico local, alcangcando a formacéo
ideal do crescimento do tecido 0sseo, além disso resisténcia e tenacidade a fratura podem ser
melhoradas com uma quantidade baixa da fase B-TCP (Wang, et al. 2019; Raynaud, et al.
2002). A Tabela 1 exibe os resultados para tamanho médio de cristalito, cristalinidade e

percentual de fases das amostras CaP-base, CaP-neutro e CaP-etil.

Tabela 1 - Resultados para tamanho médio de cristalito, cristalinidade e percentual de fases

das amostras CaP-base, CaP-neutro e CaP-etil.

Fases (%) Tamanho do i
Amostras HAp p-TCP | Cristalito (nm) Cristalinidade (%)
CaP-base 73 27 53,6 96
CaP-neutro 72 28 43,9 93,4
CaP-etil 64 36 45,8 88,2

Fonte: Autoria propria (2019).

Todas as amostras apresentaram elevadores valores de cristalinidade, variado de
88, 2 a 96%, sendo estes superiores aos valores relatados na literatura para sintese dessas
bioceramicas (Chakraborty, et al. 2017), o que pode tornar o material promissor na aderéncia
do tecido e crescimento dos tecidos sobre os implantes que sejam revestidos com essas
bioceramicas. Percebe-se que as amostras que utilizaram &gua com pH neutro ou agua com

pH basico como solvente foram mais cristalinas, pois a evaporacao lenta do solvente dificulta
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o processo de segregacdo do grupo de PO,*, favorecendo a producéo e a cristalizagdo da
hidroxiapatita como confirmado por Aminzare, et al. (2013). Os valores médios do tamanho
de cristalito variaram de 43,09 a 53,6 nm. Esses valores de tamanho de cristalito estéo
compativeis com os valores encontrados na literatura para sintese de hidroxiapatita através de
outras rotas sol-gel (Stotzel, et al. 2009; Dorozhkin, 2010).

Analisando as micrografias ( Figura 2) percebe-se que para todas as amostras nao
é possivel fazer distincdo entre as fases de HAp e B-TCP. Nota-se que as particulas estdo
agrupadas formando agregados de formato irregular, independente do solvente usado. Todos
0s pos produzidos sdo altamente reativos, sendo isto comprovado pela formacdo desses
agregados. Porém, a amostra CaP-etil apresenta, aparentemente, um menor grau de
aglomeracdo das particulas. Pei et al. (2016) também perceberam essa mesma diferenca no
grau de aglomeracao das particulas ao estudarem a &gua e o alcool etilico como solventes na
sintese de NiO.

A morfologia (Figura 2) obtida é porosa, em todas as amostras, isto &
caracteristico do método de sintese que utiliza muita matéria organica, resultando em tal
porosidade quando esta € eliminada na etapa de sinterizacdo. A formacao de poros é benéfica,
pois permite a circulacdo de fluido fisioldgico quando utilizado como biomaterial (Sofronia,

et al. 2014).

Flgura 2 - Imagens de MEV: a) CaP base; b) CaP neutro; e c) CaP etll Fonte Autoria
propria (2019).
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3.2 ANALISE ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO POR

TRAFORMADA DE FOURIER (FTIR)

A Figura 3 exibe os espectros do FTIR das amostras CaP-base, CaP-neutro e CaP-
etil, respectivamente. Para todas as amostras percebe-se a existéncia de trés grupos principais

de composicdo: OH ™, PO,* e CO4*".

CaP-base
CaP-neutro
CaP-etil

Transmitancia

] ] Iyl ] | |
1 ! 771 ' | ! | ! |

3580 3560 2000 1500 11000 500
Numero de onda (cm ™)

Figura 3- Espectros de FTIR para CaP-base, CaP-neutro e CaP-etil. Fonte: Autoria prépria

(2019).

As bandas que provam a presenca da HAp sdo 635 e 3.572 cm™, correspondente
ao alongamento da vibracao do grupo da hidroxila (OH"), indicando a existéncia de moléculas
de &gua fisicamente absorvidas (Phatali, et al. 2018). No entanto, essa banda ndo pode ser vista
na fase de B-TCP, pois sua estrutura quimica ndo possui o grupo OH". A banda caracteristica

para o grupo do fosfato (PO,>) da fase B-TCP aparece em 947 e 973 cm™ (v4) (Ebrahimi, et
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al. 2017). As bandas do grupo PO,* da fase HAp ocorrem em 603/475 cm™ (v4), 570 cm™ (v»)
e 961 cm™ (v') (Omori, et al. 2014; Rameshbabu, et al. 2007). As bandas 1.414 e 1.993 cm™
(v3) pertencem ao grupo dos carbonatos (COs*) e sdo atribuidas a posicdes de fosfato
substituida por COs* da rede de HAp (Ben-Arfa , et al. 2017). A banda em 1.637 cm™
corresponde a &gua absorvida, ocorrendo devido a vibracdo de alongamento da agua livre
(Piazza, et al. 2020).

Observa-se que para a CaP-base ocorre uma reducdo nas bandas 947 e 973 cm™,
confirmando a redu¢do da fase B-TCP quando do uso da &gua pH basico como solvente,

corroborando com os resultados do DRX.
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3.3 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TG/DTG)

A Figura 4 mostra as curvas TG/DTG das amostras CaP-base (4.a), CaP-neutro

(4.b) e CaP-etil (4.c)
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Figura 4 - Analise termogravimétrica amostras CaP-base (a), CaP-neutro (b) e CaP-etil (c).

Fonte: Autoria propria (2019).

Analisando as curvas da Figura 4 percebe-se uma similaridade, onde o processo
de decomposicdo ocorre em trés etapas para as amostras CaP-neutro (b) e CaP-etil (c), e em
quatro etapas para a amostra CaP-base (a), com faixas de temperaturas semelhantes, para

todas as amostras.

40



A primeira etapa ocorre em aproximadamente 47, 53 e 51°C, para as amostras CaP-
base, CaP-neutro e CaP-etil, respectivamente, correspondendo a perda de agua adsorvida
(desidratacao da ligacdo da agua da superficie de HAp). Para a amostra CaP-base a segunda e
terceira etapas ocorrem em 443 e 553°C, nessa ordem, referente a perda de agua da rede e a
decomposicdo residual da matéria organica (Manjubala e Sivakumar, 2001; Ramirez-
Gutierrez, et al. 2017). Para as amostras CaP-neutro e CaP-etil, a segunda etapa ocorre em
545 e 531°C, respectivamente, também referente perda de agua da rede e a decomposicao
residual da matéria organica. Em ambas as amostras, o Ultimo evento em aproximadamente
660°C esta relacionado a descarbonizacdo e inicio dos processos de desidroxilacdo (Sofronia,
et al. 2014). As amostras tiveram perdas de massa total praticamente iguais, sendo estas de

25,7, 25,5 e 25,6% para as amostras CaP-base, CaP-neutro e CaP-etil, respectivamente.
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4 CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos concluiu-se que o método Pechini é eficaz na
obtencdo BCP, independente do solvente empregado. Quando o solvente agua com pH basico
foi utilizado, este proporcionou a maior quantificacdo da fase HAp em relacdo a fase B-TCP,
maior indice de cristalinidade e tamanho de cristalino, se comparado com os demais
solventes. Enquanto o uso do alcool etilico como solvente, acelerou o processo de sintese
acarretando na reducédo da fase HAp. Independente do solvente usado, 0s pds obtidos foram
constituidos de particulas altamente reativas, formando agregados com certa porosidade, com

perdas de massa de aproximadamente 25%.
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Resumo

Os fosfatos de calcio (CaPs) destacam-se em meio as demais bioceramicas por sua vasta
aplicacdo no campo da biomedicina, sendo suas fases mais utilizadas a hidroxiapatita e o beta
fosfato tricalcico em virtude da similaridade com o0sso natural. Atualmente existem variados
métodos de obtencdo dos CaPs, sinteses desenvolvidas por meio de rotas quimicas, como por
exemplo, reacdo em estado solido, hidrolise, processo hidrotermal, precipitacdo quimica e
desenvolvimento em sol-gel, esta ultima deu origem ao método Pechini. As abordagens do
método Pechini atraem muita atencdo devido as suas vantagens, que incluem, mistura
molecular homogénea, particulas nanocristalinas, baixa temperatura de processamento,
capacidade de gerar particulas nanométricas e por sua simplicidade de realizacdo. Apesar de
tais atrativos, tal método é pouco discutido para a sintese de p6s de CaPs. Assim, este trabalho
teve como objetivo estudar a sintese de CaPs pelo método Pechini, analisando a influéncia de
alguns dos parametros na sintese, tais como: razdo entre o acido citrico e cations metalicos
(AC/CM) e da razdo entre &acido citrico e etileno glicol (AC/EG). As amostras foram
caracterizadas por difragdo de raios X (DRX), espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR), analise termogravimétrica (TG/DTG), microscopia
eletrénica de varredura (MEV), espectroscopia de energia dispersiva (EDS) e teste bacteriano.
Os resultados DRX, FTIR e EDS, confirmaram a obtencdo da cerdmica bifasica de HAp e B-
TCP, nédo existindo nenhuma outra fase de impureza, para todos os parametros estudados. A
relacdo AC/CM e AC/EG influenciou na percentagem das fases de HAp e B-TCP formada nas
amostras. A anélise termogravimétrica demonstrou que as amostras apresentaram perda de
massa de aproximadamente 26%. Através do MEV constatou-se a formacdo de pods-
aglomerados e de formato irregular. O teste bacterioldgico realizado foi satisfatério onde as
amostras apresentaram porcentagem acima 25% de inibicdo para crescimento das bactérias

Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

Palavras-chave: Sintese, método Pechini, ceramica bifasica.
50



BIOCERAMIC SYNTHESIS OF CALCIUM PHOSPHATE BY THE PECHINI
METHOD FOR BIOMEDICAL APPLICATIONS

Geysivana Késsya Garcia Carvalho?, Aluska do Nascimento Simdes Braga? e Edson Cavalcanti Silva
Filho3.
tUniversidade Federal do Piaui: geysivanacarvalho@hotmail.com
2Universidade Federal do Piaui: aluskasimoes@hotmail.com
3Universidade Federal do Piaui: edsonfilho@ufpi.edu.br

Abstract

Calcium phosphates (CaPs) stand out among other bioceramics due to their wide application
in the field of biomedicine, with their most used phases being hydroxyapatite and beta-
tricalcium phosphate due to the similarity with natural bone. Currently, there are several
methods of obtaining CaPs, syntheses developed through chemical routes, such as, reaction in
solid state, hydrolysis, hydrothermal process, chemical precipitation and development in sol-
gel, the latter gave rise to the Pechini method. The approaches of the Pechini method attract
much attention due to their advantages, which include, homogeneous molecular mixture,
nanocrystalline particles, low processing temperature, ability to generate nanometric particles
and for its simplicity of realization. Despite such attractions, this method is little discussed for
the synthesis of CaPs powders. Thus, this work aimed to study the synthesis of CaPs by the
Pechini method, analyzing the influence of some of the parameters on the synthesis, such as:
ratio between citric acid and metallic cations (AC / CM) and the ratio between citric acid and
ethylene glycol (AC / EG). The samples were characterized by X-ray diffraction (XRD),
Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), thermogravimetric analysis (TG / DTG),
scanning electron microscopy (SEM), dispersive energy spectroscopy (EDS) and bacterial
testing . The DRX, FTIR and EDS results confirmed the obtaining of the biphasic ceramic of
HAp and B-TCP, with no other impurity phase, for all the studied parameters. The AC / CM
and AC / EG ratio influenced the percentage of the HAp and B-TCP phases formed in the
samples. The thermogravimetric analysis showed that the samples showed a loss of mass of
approximately 26%. Through the SEM, the formation of irregularly shaped post-agglomerates
was observed. The bacteriological test performed was satisfactory where the samples showed
a percentage above 25% inhibition for the growth of Staphylococcus aureus and Escherichia

coli bacteria.

Keywords: Synthesis, Pechini method, biphasic ceramics.
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1 INTRODUCAO

O uso de biomateriais visando a recupera¢do ou substituicdo de tecidos 6sseos
tornou-se um procedimento de rotina nos campos da medicina e odontologia, necessarios em
aplicacbes, como revestimento ou construcdo de préteses, cicatrizacdo de fraturas ou
preenchimento de grandes defeitos dsseos (Munerato, et al. 2020; Nihouannen, et al. 2017).
Segundo Ghasemi-Mobarakeh, et al. (2019) na conferéncia sobre as defini¢bes relacionadas
aos biomateriais realizada em Chengdu na China em 2018, a definicdo de biomaterial
alcancou um consenso de opinido, definindo-o com um material projetado para assumir uma
forma que possa direcionar, por meio de intera¢cdes com sistemas vivos, o curso de qualquer
procedimento terapéutico ou de diagnostico.

Os biomateriais classificam-se em naturais (0ssos, cartilagens, corais etc.) ou
sintéticos (biomateriais metalicos, poliméricos, ceramicos e compositos) (Zhang, et al. 2019;
Kargozar, Ramakrishna e Mozafari, 2019). Na producdo existem necessidades a serem
consideradas, caracteristicas de biocompatibilidade (capacidade do material executar uma
resposta apropriada no hospedeiro em aplicacdo especifica) (Ghasemi-Mobarakeh, et al.
2019), osteoconducdo (crescimento do tecido 6sseo sobre a superficie) (Chakraborty, et al.
2018), osteoinducdo (acdo ou processo de estimulacdo da osteogénese) (Cheng, et al. 2013),
serem bioinertes (ndo reativo e atoxico) e semelhantes com a estrutura quimica do mineral
6sseo (Prince, et al. 2019).

Assim, nas Ultimas décadas, pesquisadores estudam diferentes biomateriais
relacionados ao desenvolvimento de um novo material que constitua o substituto de enxerto
6sseo ideal (Kolk, et al. 2012). Para resolver esse problema, varios tipos de materiais

bioldgicos foram desenvolvidos e utilizados, porém a bioceramica de fosfato de célcio se
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destaca devido a sua excelente compatibilidade com o tecido dsseo e sua similaridade quimica
com o conteudo mineral dos 0ssos e dentes (Zhu, et al. 2017).

De um modo geral, o termo “bioceramico” ¢ bastante empregado no campo da
pesquisa definindo-o como, um biomaterial inorganico, possuindo estrutura cristalina ou
amorfa (Zhou, et al. 2019). Estudos anteriores in vitro e in vivo relataram que as CaPs,
independentemente de qual forma (p6, revestimento ou porosa) ou estrutura (cristalina ou
amorfa) quando usadas, suportam consistentemente a ligacéo, proliferacéo e diferenciagédo de
células osteogénicas (Dorozhkin, 2010; Arinzeh, et al. 2005; Kurashina, et al. 2005; Tang, et
al. 2017).

Desse modo ha atencéo cada vez maior dada aos fosfatos de calcio, em particular
as apatitas, um interesse impulsionado principalmente pelo aperfeicoamento e fabricacdo de
biomateriais (Pefia e Vallet-Regi, 2003). A hidroxiapatita (Cayo(PO4)s(OH),) é um fosfato de
calcio bem conhecido, pertencente a familia da apatita na qual encontra aplicacbes em
diversos campos (Sabu, et al. 2019) ), como exemplo, material de revestimento de implantes
(Shamray, et al. 2019), transportador de drogas quimioterapicos e antibidticos (Yilmaz,
Alshemary e Evis, 2019), mais também pode ser utilizado como adsorvente para remoc¢éo de
poluentes fenoliticos (Lin, et al. 2009), desfluoretacdo da agua (Chen, et al. 2018), catalise
(Fihri, et al. 2017), utilizada no campo de pesquisas de engenharia de tecidos (Qazi, et al.
2015) entre outros campos semelhantes.

A HAp é bastante explorada na area biomédica, devido suas caracteristicas:
estrutura semelhante ao mineral do osso, biocompatibilidade, osteoconducéo, estabilidade em
relacdo a bioabsorcao, bioativa e atoxica (Nawang, et al. 2019). A HAp com razdo molar Ca/P
estequiométrica de 1,67 (Omori, et al. 2014), detém estrutura cristalina formada por ions
calcio (Ca) e fdsforo (P), sendo polimorfa de duas fases diferentes, monoclinica ou hexagonal

(Roopalakshmi, et al. 2017), esta ultima sendo mais frequentemente encontrada.
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No entanto, a HAp pura detém a desvantagem da biodegradacéo lenta durante o
reparo de defeitos Gsseos. Portanto, para evitar a falha ou reacdo lenta dos materiais com 0s
tecidos Gsseos, a selecdo de fases apropriadas é essencial para manter o equilibrio da
dissolug¢do dos materiais e da nova formagao 6ssea (Jiang, et al. 2019). Assim, o B-TCP tém
recebido bastante atencdo para ser empregado como substituto do enxerto 6sseo, pois se
dissolve gradualmente para deixar alguns poros para a formacdo 6ssea do novo hospedeiro
bioldgico e acelera o processo de precipitacao da apatita (Ebrahimi, et al. 2017). A mistura de
HAp e B-TCP produz fosfato de calcio bifasico (BCP) que possui a reatividade do B-TCP e a
estabilidade da HAp, proporcionando mais bioatividade, aumentando o crescimento 0sseo e
garantindo melhor resisténcia dos implantes a tensdo (Aghayan e Rodriguez, 2012).

Nos altimos anos, diversas rotas de sintese para a producdo de pds CaP’s foram
desenvolvidas, os métodos de producao podem ser classificados em mais de quatro categorias
diferentes: método seco (Mandal, et al. 2014), método Umido (Stipniece, et al. 2014), método
assistido por micro-ondas (Sangeetha, et al. 2019), método mecanico-quimico (Ferro e
Guedes, 2019), ultrassom (Nikolaev, et al. 2018) e métodos variados. Dentre os métodos
citados a técnica por via umida, sol-gel destaca-se, por ser baseada na reacdo de hidrolise e
policondensacdo de precursores, tipicamente alcoxidos metélicos e cloretos metalicos (Guo, et
al. 2019). A sintese sol-gel é uma técnica simples para produzir materiais, pois ndo precisa de
alto valor de pH ou altas temperaturas de sinterizacdo. Este método oferece uma mistura
molecular de calcio e fosforo, o que melhora a homogeneidade quimica dos materiais
resultantes (Rajabi-Zamani, et al. 2008). Além disso, o processamento CaP’s por sol-gel
geralmente resulta em uma microestrutura de grdo fino contendo uma mistura de cristais
nanomeétricos bem aceita pelo tecido hospedeiro (Liu, et al. 2002).

O método Pechini técnica derivada do sol-gel aperfeicoou ainda mais o sistema

sol (Guo, et al. 2019), foi criada e patenteada no ano 1963 por Magio Pechini. Esta patente foi
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elaborada com o propdsito de produzir titanatos e niobatos por meio de uma resina polimérica
obtida através de um acido policarboxilico e de um poliélcool (Pefia e Vallet-Regi, 2003). O
método baseia-se na preparacdo de uma solugdo liquida cuja homogeneidade é retida no
estado solido. Desta forma, ndo apenas um controle preciso da concentracdo de céations é
possivel, mas também o processo de difusdo é substancialmente favorecido por meio da
solucdo liquida.

O soluto de sais metalicos em &cido policarboxilico, forma citratos que se
solidificam pela adicdo de um diol aumentando a viscosidade da solucdo, devido a formacéo
de polimeros tridimensionais do tipo éster. A formacdo da resina evita assim a segregacéo
parcial, o que modificaria a homogeneidade original da solucéo (Pefia e Vallet-Regi, 2003).

Apesar de tais atrativos, tal método foi pouquissimo estudado até 0 momento para
a sintese de pos de fosfato de calcio (Pefia e Vallet-Regi, 2003). Pefia e Vallet-Regi (2003)
sintetizaram diversas fases de fosfatos de célcio via método Pechini, entre elas a
hidroxiapatita, alfa e beta-fosfatos tricalcico. Nove composi¢des variando a razdo molar Ca/P
entre 1,5 e 1,667 foram sintetizadas. As solugdes foram preparadas em meio aquoso
utilizando a relacéo acido citrico e etileno glicol de 1:1. Quando a rela¢do Ca/P foi de 1,667 e
com um tratamento térmico de 1.000°C/24h a hidroxiapatita monofésica foi obtida.

Assim, apesar dos fosfatos de calcio serem materiais extensivamente estudados na
literatura, percebe-se a escassez de pesquisas que utilizaram o método Pechini para sua
obtencdo, analisando a influéncia de diversos outros parametros na sintese e estudos que
viabilizem o uso in vivo do CaP’s produzido por tal rota.

Neste contexto este trabalho tem como objetivo sintetizar pds CaP’s pelo método
Pechini, estudando a influéncia, da razdo entre o acido citrico e os cations metalicos (AC/CM)
e da razdo entre acido citrico e o etileno glicol (AC/EG) na sintese, modificando as condi¢cfes

estabelecidas na patente de Pechini, de modo a melhor compreender a extensdo dessas
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variaveis no processo de sintese. Assim, acredita-se que este estudo possui um conhecimento
inovador, apresentando um elevado potencial cientifico, que pode contribuir para o
desenvolvimento da tecnologia nacional, na geracdo de patentes e no aumento da

produtividade, em um setor que vem se destacando em muito na nanotecnologia ceramica.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 MATERIAIS

Os reagentes utilizados para sintese foram: acido citrico anidro P.A - CgHgO7
(Cinética); nitrato de calcio P.A - Ca(NO3)..4H,0 (Cinética); fosfato de aménio bibasico P.A

- (NH4),HPO,4 (Neon); etileno glicol P.A - HOCH,CH,OH, (Synth) e agua deionizada.

2.2 SINTESE DAS BIOCERAMICAS PELO METODO PECHINI

Para realizacdo das sinteses, previamente adicionou-se 100 ml de 4gua deionizada,
em um frasco reacional sob agitacdo constante, a temperatura de 70°C. O &cido citrico, nitrato
de célcio e fosfato de amonio bibasico foram adicionados separadamente na solucao até a sua
total dissolucdo. As proporcgdes ente o acido citrico e os cations metalicos (AC/CM) foram
variadas em 2:1 e 4:1. Para iniciar as reacOes de esterificacdo e poliesterificacdo, adicionou-se
o etileno glicol (EG), em seguida a temperatura foi elevada a 120°C, formando o gel. As
proporcdes do &cido citrico e do etileno glicol (AC/EG) também foram variadas em 40/60,
50/50 e 60/40, para cada relacdo de AC/CM utilizada (2:1 e 4:1), totalizando seis sinteses.

A resina formada passou por tratamento térmico (pirolise) em forno mufla na
temperatura de 400°C/1h com uma taxa de aquecimento de 10°C/min. O puff formado foi

desaglomerado e passado em peneira ABNT n°200 (0,074 mm). O po resultante foi calcinado
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a temperatura 1.000°C, com taxa de aquecimento de 10°C/min durante 1h, para a formacdo da

bioceramica. A Figura 1 representa esquematicamente a sintese.

Evaporagdo do
. . solvente
Adigdo do diol

Calcinagdo a Desaglomeragéo [ Calcinagdo a
D! temperatura 400°C/1h| =P{ b caleinado ':>r}emperatum 1000°C/ 1h

Solugdo inicial Solugdo sais metalicos  Formagdo de polimeros Resina
com solvente em écido policarboxilico  tridimensionais do tipo
Ester.

Figura 1- Rota de sintese realizada. Fonte: Autoria prépria (2019).

A nomenclatura adotada para descrever as amostras sintetizadas foi a seguinte:

AC representa a variacdo entre o &cido citrico e os cations metalicos, seguido do
nimero 2 ou 4, quando essa relacdo foi 2:1 e 4:1 respectivamente. AE representa a variacao
entre o &cido citrico e o etileno glicol seguido de 4, 5 ou 6, quando essa relacdo foi de 40/60,
50/50, 60/40, respectivamente. Os parametros usados para a realizacdo da sintese séo

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1- Nomenclatura das amostras conforme os parametros adotados para cada proporcao.
Nomenclatura Propor¢do AC/CM Proporgdo AC/EG

da amostra

AC2-AE4 2/1 40/60
AC4-AE4 4/1 40/60
AC2-AE5 2/1 50/50
AC4-AE5 4/1 50/50
AC2-AE6 2/1 60/40
AC4-AE6 4/1 60/40

Fonte: Autoria propria (2019).
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2.3 CARACTERIZACOES

2.3.1 Difragéo de raios X (DRX)

As amostras sintetizadas foram caracterizadas por difracdo de raios X, para
identificacdo das fases formadas, quantificacdo das fases, calculo do percentual de
cristalinidade e do tamanho de cristalito. Os difratogramas das amostras foram obtidos no
equipamento da Shimadzu, modelo XRD-6000, localizado no Laboratdrio de Caracterizacdo
de Materiais da Unidade Académica de Engenharia de Materiais da Universidade Federal de
Campina Grande (LCM/UAEMa/UFCG), utilizando radiagdo Cu-Ka (40kV/30mA),
varredura de 20° a 60°, com velocidade de 2°/min em intervalos de 0,02° e tempo de 0,6
segundos. Para identificacdo e quantificacdo das fases utilizou-se o software X'pert
Panalytical High Score Plus e o banco de dados JCPDF (Joint Committee on Powder
Diffraction and Standards). A cristalinidade foi obtida no programa da Shimadzu Cristalinity,
o qual se utilizou o coeficiente de correcdo de Lorentz, onde foi possivel calcular o percentual
de fase cristalina.

O célculo do tamanho cristalito foi realizado a partir do pico da reflexdo basal de
maior intensidade por meio da deconvolucdo do pico por meio da equacdo (1) conhecida

como equacao de Scherrer (1918).

K. A

b= B . cosO )

Na formulagdo, D corresponde ao tamanho médio dos cristalitos, K € a constante
da forma dos cristais, que para o caso analisado corresponde a 0,90. O valor de 3 equivale a

largura meia altura do pico de difracdo e por fim 6 é o angulo de Bragg do pico difratado.
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2.3.2  Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Para realizacdo da caracterizacio foi definido um intervalo de 400 a 4.000 cm™
em um espectrometro BunKer modelo TENSOR 27, localizado no Laboratério de Fisica dos
Materiais do Centro de Ciéncias da Natureza da Universidade Federal do Piaui
(FISMAT/CNN/UFPI). A analise foi realizada por meio de pastilhas contendo o pé das

amostras e KBr de grau espectroscopico na proporcdo de 0,3 mg de p6 para 300 mg de KBr.

2.3.3  Analise termogravimétrica (TG/DTG)

As amostras foram caracterizadas por analise termogravimétrica (TG/DTG),
realizadas em um analisador térmico, modelo TA-60, da Shimadzu, localizado no Laboratdrio
de Tecnologia dos Materiais da Universidade Federal de Campina Grande (LTM/UFCG),
com taxa de aquecimento de 10°C/min, em atmosfera de nitrogénio, usando um cadinho de

alumina e faixa de temperatura ambiente (25°C) até a temperatura maxima de 1000°C.

2.3.4  Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A Microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi realizado em um microscopio
da marca FEI COMPANY, modelo Quanta FEG 250, localizado no Laboratério
Interdisciplinar de Materiais Avangados no Centro de Tecnologia da Universidade Federal do
Piaui (LIMAV/CT/UFPI), com tensdo de aceleracdo de 1 a 30 kV, equipado com EDS de
SDD (Silicon drift detectors), marca Ametek, modelo HX-1001, detector Apollo X-SDD. O
acessorio EDX do MEV foi utilizado para realizar as espectroscopias por energia dispersiva

de Raios X das amostras, que foram fixadas com fita de carbono para condugéo.
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2.3.5 Teste bacteriano

2.3.5.1 Linhagens bacterianas

Foram utilizadas as cepas bacterianas de espécies Gram-positivas e Gram-
negativas padrdo Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Escherichia coli (ATCC 25922),
respectivamente, ambas fornecidas pelo Laboratério de Pesquisa em Microbiologia da

Universidade Federal do Piaui (UFPI).

2.3.5.2 Preparo do inoculo

As culturas foram obtidas transferindo-se uma algada do crescimento bacteriano
em agar nutriente para um tubo falcon contendo 3,0 mL do meio Brain Heart Infusion (BHI),
seguido de incubacdo a 37 °C por 24 h. O indculo bacteriano utilizado nos bioensaios foi
preparado transferindo-se 1,0 mL da cultura para um tubo falcon contendo 9,0 mL do meio

BHI.

2.3.5.3 Atividade antibacteriana pelo metodo de contato direto

O teste de contato direto em meio sélido foi realizado de acordo com Zheng e Zhu
(2003). Para realizacao destes ensaios, foram transferidos 100pg/mL do material a ser testado
e 100 uL da suspensdo do indculo padronizado a 1,5 x 108 unidades formadoras de coldnia
por mL (UFC/mL), para placas de Petri contendo o meio agar Mueller Hinton e semeadas
com o auxilio de uma alca de Drigalski pelo método spread plate, sequido de incubacédo a
37°C por 24 h. Como controle positivo semeou-se apenas 0s indculos bacterianos nas placas.

Os ensaios foram realizados em triplicata.

60



O efeito inibitério produzido por cada solucdo-teste foi calculado de acordo com a

equacao 2:

N2
—— %100 %

(2)

Onde 1 ¢ definido como o efeito inibitério, N1 ¢ a média aritmética das unidades

formadoras de coldnia das placas controle e N2 é a média aritmética das unidades formadoras

de colbnia de cada uma das amostras testadas

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1

RESULTADOS DA DIFRACAO DE RAIOS X

A Figura 2 ilustra os difratogramas de raios X das amostras sintetizadas variando

a relacdo de AC/cations em 2:1 e 4:1, e também variando a relacdo.de AC/EG nas proporgdes

de 40/60, 50/50, 60/40.
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Figura 2 - Difratogramas de raios X das amostras sintetizadas usando a relagdo de AC/EG

nas proporc¢oes de 40/60 (a), 50/50 (b) e 60/40 (c), variando a relacdo de AC/cations em 2/1 e
4/1. Fonte: Autoria prépria (2019).

Analisando os difratogramas da Figura 2, percebe-se a formacdo de uma ceramica

de fosfato de célcio bifasica, para todas as amostras sintetizadas, com picos caracteristicos da
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fase HAp (ficha padrdo JCPDS 009-0169) e da fase beta fosfato tricalcico (ficha padréo
JCPDS 009-0432). Observa-se, para todas as amostras, que 0 aumento da razdo de AC/CM
de 2:1 para 4:1 provocou a reducdo dos picos B-TCP, como exemplo, nos picos 27,8° (2 1 4),
31,07°(210), 32,42° (1 2 8), 34,23° (2 2 0), favorecendo o aumento da fase HAp formada na
bioceramica.

A reducdo da quantificacdo da fase B-TCP nas amostras, deve-se provavelmente
ao teor crescente de acido citrico na solugdo, pois 0 mesmo possui em sua composicao trés
grupos carboxila (-COOH), que em solucdo tornam-se ions citratos devido a perda de um
proton e de uma hidroxila (—OH) central, tais grupos atuam como agente quelante,
sequestrando uma maior quantidade de ions metalicos na solucdo e formando um complexo,
evitando assim segregacéo dos fons de PO,> que ocasiona a formacao da fase B-TCP (Guo, et
al. 2019; Bakar, et al. 2010). Comprovando que o teor de &cido citrico em relacdo aos cations
metalicos tem uma influéncia significativa na formacéo de fases, como reportado na literatura
(Jouannaux, et al. 2019). Pefia e Vallet-Regi (2003) afirmaram que a fase de B-TCP forma-se
devido a evaporacdo da agua durante a sintese, ocasionando o aumento da viscosidade,
contribuindo para o aprisionamento dos &nions PO,’~ na rede do polimero, levando-o a
segregacdo, induzindo a formagdo da fase B-TCP. Autores afirmam que a presenga da fase -
TCP, pode ocorrer também pela méa complexacdo do grupo PO,’~, ocasionada pela ineficiente
homogeneidade da solucdo ou por curto tempo de reacdo dos precursores com acido citrico
(Roopalakshmi, et al. 2017).

Analisando a variacdo das proporcdes de AC/EG (40/60, 50/50 e 60/40), nota-se
que a medida que o teor de etileno glicol diminui (Figura 2a para 2c) o percentual da fase de
HAp aumenta, corroborando com os estudos de Kareiva, et al. (2016), que estudaram a

influéncia dos varios tipos de agentes complexantes, bem como sua maior ou menor
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quantidade na sintese da HAp pelo método sol-gel, concluindo que a menor quantidade de

etileno glicol favorece a formagéo da fase HAp.

A Tabela 2 exibe os resultados da quantificacdo de fases, tamanho de cristalito e

cristalinidade das amostras.

Tabela 2 - Resultado da quantificagéo de fases, tamanho cristalito e grau de cristalinidade das

amostras.

Quantificacéo

Amos?rzs fﬁ?:p(%é-T cp cr;;?%n?ﬁm) cristaflsi;?ga%i (%)
AC2-AE4 39 61 60,6 82,3
AC4-AE4 51 49 74,4 83,4
AC2-AE5 45 55 61,1 88,1
AC4-AE5 84 16 67,5 89,3
AC2-AE6 93 7 65,6 87,4
AC4-AE6 98 2 63,1 94,8

Fonte: Autoria propria (2019).

Os tamanhos médios de cristalito variaram de 60,6 a 74,4 nm, evidenciando o

carater nanométrico das particulas, estando de acordo com a literatura (Stétzel, et al. 2009;

Gao, et al. 2009; Dorozhkin, 2010). Todas as amostras apresentaram elevados valores de

cristalinidade, variando de 82,3 a 94,8 %, onde estes aumentaram a medida que se elevou a

proporc¢do do acido citrico em relagdo tanto aos cations metéalicos como em relagdo ao etileno

glicol.

De acordo com os difratogramas de raios X as amostras sintetizadas obtiveram

diferentes propor¢des HAp/B-TCP, entdo, para as analises seguintes considerou-se trés

amostras: as que obtiveram maior porcentagem de fase HAp (amostra AC4-AE6) e de fase p-

TCP (amostra AC2-AE4), ¢ a amostra com quantificagdo intermediaria das fases HAp e B-

TCP (amostra AC2-AED5).
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3.2 ANALISE ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO POR

TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

Os espectros de infravermelho sdo Uteis para a caracterizacdo quimica dos
principais grupos funcionais de cerdmicas bifésicas. O FTIR é uma técnica muito sensivel
para determinar a composicao da fase e a transformacgéo de uma fase para outra (Ebrahimi, et
al. 2017). A Figura 3 exibe os espectros de infravermelho das amostras AC4-AEG6 (a), AC2-
AE4 (b) e AC2-AE5 (c). A partir da andlise FTIR, existem trés grupos principais de

composicdo nas amostras: OH™ e PO,” CO3* e HPO5".
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Figura 3 - FTIR das amostras sintetizadas (a) amostra AC4-AE6 (b) amostra AC2-AE4 e (c)

amostra AC2-AES5. Fonte: Autoria prépria (2019).

As bandas que provam a presenca da HAp sdo 632, 3.469, 3.571 e 3.644 cm™
correspondendo ao alongamento da vibracdo do grupo da hidroxila (OH"), indicando a
existéncia de moléculas de &gua fisicamente absorvidas (Phatai, et al. 2018). No entanto, essas
bandas ndo sdo encontradas na fase B-TCP, pois sua estrutura quimica ndo possui o grupo OH"
(Ebrahimi, et al. 2017). As bandas do grupo PO,* da fase HAp ocorrem em 963 cm?,

602/474, 570 cm™, 1.038/1.088 e 1.432 cm™(Rameshbabu, et al. 2007; Omori, et al. 2014;

65



Igbal, et al. 2012). As bandas caracteristicas para o grupo do fosfato (PO,*) da fase p-TCP
apareceram em 553, 944/ 972 e 1.120 cm™ (Ebrahimi, et al. 2017).

A banda 873 e 1.420 cm™ pertencem ao grupo dos carbonatos (COs>) e sdo
atribuidas a posicdes de fosfato substituida por COs* da rede de HAp, formando
hidroxiapatita carbonatada do tipo B (Herliansyah, et al. 2009; Ben-Arfa, et al. 2017). A
banda em 1.635 cm™ corresponde & &gua adsorvida, ocorrendo devido & vibracdo de
alongamento da agua livre (Piazza, et al. 2020). A faixa com menor intensidade localizada
1.991 cm™ pode corresponder ao grupo HPO,* (Tripathise e Basu, 2012).

E possivel observar que & medida que a quantidade da fase de HAp aumenta, (da
amostra AC2-AE4 para a amostra AC4-AE6) ocorre a reducdo das bandas 1.420 e 873 cm™,
provenientes dos fons COs* que substituiram parcialmente os fons PO,>, resultando na
contragdo dos eixos o e expansdo do eixo ¢ da célula unitaria, ocasionado variagdo nas
posicdes atdbmicas, mudanca na morfologia dos cristalitos e diminui¢cdo da cristalinidade
(Baing, et al. 1999), justificando o aumento da cristalinidade e dos cristalitos conforme o
desaparecimento dessas bandas.

Ademais, as bandas 553, 713 e 1.120 cm™ desapareceram na amostra AC4-AE6
que obteve o maior percentual de fase HAp, confirmando a diminuicdo da fase B-TCP. A
analise de FTIR confirma que as amostras sintetizadas apresentaram o0s grupos funcionais

das fases HAp e B-TCP, corroborando com os resultados dos padrdes de DRX.

3.3 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TG/DTG)

As analises termogravimétricas (TG/DTG) das amostras AC4-AE6 (a), AC2-AE4

(b) e AC2-AES5 (c) estdo demonstradas na Figura 4.
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Figura 4 - Curvas de TG/DTG das amostras AC4-AE6 (a), AC2-AE4 (b) e AC2-AES5 (c).
Fonte: Autoria propria (2019).

Analisando a Figura 4 é possivel observar trés picos endotérmicos para as trés
amostras analisadas. Os eventos ocorreram em faixas de temperaturas similares, sendo
referente as mesmas perdas de massa, para todas as amostras. O primeiro evento ocorreu em
aproximadamente de 350 a 400°C, correspondendo a perda de agua adsorvida (desidratacdo
da ligacdo da agua da superficie de HAp) e perda de &gua da rede (Manjubala e Sivakumar,
2001), além da decomposicao de parte da matéria organica (Ramirez-Gutierrez, et al. 2017).

Nesse primeiro evento as perdas de massa foram de 1,16; 1,37 e 1,15% para AC4-
AEG, AC2-AE4 e AC2-AES, respectivamente. O segundo evento ocorreu com temperaturas

de decomposicdo maxima de 618, 616 e 548°C, para as amostras AC4-AE6, AC2-AE4 e
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AC2-AE5, simultaneamente, e esta relacionado a descarbonizacdo (Sofronia, et al. 2014). As
perdas de massa para 0 segundo evento foram de 6,51% para a amostra AC4-AES6, 4,37%
para a amostranAC2-AE4 e 5,82% para a amostra AC2-AE5. O terceiro e Gltimo evento
ocorreu nas temperaturas de aproximadamente 880°C.

As perdas de massa totais para as amostras AC4-AE6, AC2-AE4 e AC2-AES
foram de 7,67; 5,74 e 6,97%, respectivamente. A porcentagem baixa da perda de massa total
das amostras € importante principalmente durante a sinterizacdo das ceramicas BCP ou

durante o processamento de revestimentos.

3.4 ANALISE MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A Figura 5 exibe a morfologia obtida por microscopia eletronica de varredura

(MEV) das amostras AC4-AE6, AC2-AE4 e AC2-AES.

Figura 5 - MEV das amostras AC2-AE4 (a;d), AC2-AE5(b;e) e AC4-AE6 (c;f). Fonte:
Autoria prépria (2019).

Analisando as micrografias das amostras percebe-se que as particulas estdo
agrupadas formando aglomerados com formato irregular, ndo sendo possivel distinguir a fase

HAp e B-TCP. Os pds mostram essencialmente uma mistura de particulas de tamanhos
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diferentes, enquanto cada particula € um conjunto de numerosos graos. A aglomeracao ocorre
principalmente devido a temperatura de sinterizagdo, pois de acordo com o estudo Khiri, et al.
(2019) as particulas de HAp tende a aumentar com o0 aumento da temperatura sinterizac&o.
Segundo Landi, et al. (2000), temperaturas préximas de 900 °C os fons CO3* sdo eliminados
na forma de CO, e consequentemente deixam lacunas na estrutura cristalina, promovendo a
difusdo atdmica durante o processo de sinterizacdo e promovendo o crescimento das
particulas, diminuindo a area de superficie especifica levando consequente densificacao.

O espectro de EDS mostra a presenca de Ca, P, O, ndo mostrando nenhum outro
elemento quimico confirmando a presenca apenas HAp e B-TCP. Portanto, os resultados de
EDS confirmam os resultados de DRX e FTIR na formagdo das fases HAp e B-TCP
sintetizando através do método Pechini. Na amostra AC4-AE6, a porcentagem do numero
atdbmico de Ca e P para andlise local é de cerca de 18,6 e 10,7% respectivamente, o que esta
proximo a composicdo da hidroxiapatita (1,67). Resultados semelhantes sdo obtidos nas
amostras AC2-AE4 e AC2-AE5 com relacdes molares Ca/P aproximadamente de 1,81 e 1,68
respectivamente, como demonstrado na Tabela 3. As relacdes molares Ca/P para a area
selecionada foram préximos de 1,91; 1,89 e 1,94 para AC4-AE6, AC2-AE4 e AC2-AES5 nessa

ordem, fato explicado pela presenca da fase B-TCP (Shavandi, et al. 2015)

Tabela 3 - Resultado em porcentagem do nimero atdmico de célcio e fosforo EDS.

Porcentagem do nimero Porcentagem do nimero
Amostra ) ) i
atémico calcio atémico fosforo
AC2-AE4 245 13,5
AC2-AE5 21,3 12,7
AC4-AE6 18,6 10,7

Fonte: Autoria prépria (2019).
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3.5 TESTES BACTERIOLOGICOS

As amostras AC2-AE4, AC2-AE5 e AC4-AE6 tiveram sua atividade
antimicrobiana testada contras microrganismos gram-positivos (Staphylococcus Aureus) e
gram-negativos (Escherichia coli). As infec¢gbes no sitio cirdrgico sdo causadas
principalmente por bactérias Gram-positivas, sendo o género Staphylococcus o patdgeno
predominante (48%). Entre o0s organismos Gram-negativos, Enterobacteriaceae aqui
representada por Escherichia coli é responsavel por 21% das infec¢des. (Podporska-Carroll, et

al. 2013).

Figura 6 - Imagens de testes microbioldgicos: a) Staphylococcus aureus (S.A.) controle; b)
efeito inibitério AC2-AE4 contra S.A., ¢) efeito inibitério AC2-AE5 contra S.A.; d) efeito
inibitério AC4-AE6 contra S.A.; e) Escherichia coli (E.C) controle; f) efeito inibitério AC2-
AE4 contra E.C; g) efeito inibitério AC2-AE5 contra E.C.; h) efeito inibitério AC4-AE6
contra E.C. Fonte: Autoria propria (2019).

Diferentes atividades e tendéncias antibacterianas ocorreram para as duas
bactérias utilizadas e para as amostras em diferentes propor¢des. (Figura 6). Nota-se que as
amostras tiveram alguma eficacia contra ambas as bactérias, mas foram mais eficazes contra
Escherichia coli. A deficiéncia no combate de bactérias gram-positivas, ocorre principalmente
na capacidade que as mesmas tém em produzir biofilmes. Os biofilmes sdo conhecidos como

um problema significativo porque a formacdo de biofilme protege as bactérias, dessa forma
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ndo inibindo de forma significativa seu crescimento se comparado com as bactérias gram-
negativa (Hajipour, et al. 2012).

As propriedades antibacterianas de materiais de estado so6lido sdo geralmente
explicadas pelo mecanismo baseado na interacdo eletrostatica entre a parede da célula
bacteriana e os ions metalicos nas moléculas de HAp/B-TCP. Dessa maneira, as bactérias se
movem em direcdo a superficies revestidas das particulas HAp/B-TCP. Caso os ions metalicos
interajam com a membrana microbiana, esses induzem mudangas estruturais e de
permeabilidade. Assim, ions metalicos podem interagir com &cidos nucléicos microbianos,
impedindo a replicagdo microbiana, fato que possivelmente ocorreu de forma mais satisfatoria
na amostra AC2-AE5 com 73,39% de inibicdo para o crescimento de bactérias Escherichia
coli e 43,10% para Staphylococcus aureus.

Portanto, a possivel explicacdo dessa diferenca de sensibilidade das amostras que
resultaram em uma menor porcentagem de inibicdo (AC2-AE4 e AC4-AES®) sdo as diferencas
na estrutura da membrana das bactérias gram-positivas e gram-negativas. Isto sugere que as
adesOes das células de microrganismos as particulas podem contribuir para a reducdo do
numero de células no meio liquido (Erdem, et al. 2020; Stani¢, et al. 2010). Os resultados
desse teste foram bastante satisfatorios, pois o material pode ser utilizado como material
promissor para uso de enxerto 0sseo, tendo a possibilidade inibir crescimento uma
porcentagem de até 73% para Escherichia coli e maximo de 43,10% Staphylococcus aureus.
As porcentagens de reducdo do crescimento das col6nias de bactérias estdo listadas na Tabela

4.

Tabela 4 - Resultado em porcentagem da inibicao do crescimento de bactérias.
Staphylococcus aureus Escherichia coli

Amostra (% de inibicio) (% de inibicio)
AC2-AE4 30,17 25,07
AC2-AE5 43,10 73,39
AC4-AE6 35,34 38,06

Fonte: Autoria propria (2019).
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4 CONCLUSAO

Esse estudo teve como propdsito produzir fosfatos de célcio via método Pechini,
onde o método foi eficiente na obtencdo da ceramica bifasica, formada por hidroxiapatita e
beta fosfato tricalcico, produzindo amostras com diferentes concentra¢cdes das duas fases
dependendo das variacBes dos parédmetros utilizados na sintese. A melhor proporgdo para
obtengdo da maior porcentagem de fase da HAp foi aquela que tinha a maior quantidade de
acido citrico para etileno glicol (60/40) e a maior quantidade de acido citrico em relagdo aos
cations metélicos 4:1, amostra AC4-AE6. Para amostra com maior quantificagdo da fase p-
TCP AC2-AE4, com relacdo molar AC/CM 2:1 e AC/EG 40/60. A cerdmica biféasica
produzida obtém caracteristicas de p6s nanométricos com um alto grau de cristalinidade, a
analise termogravimétrica demonstrou que as amostras apresentaram perda de massa total de
aproximadamente 26%. As micrografias realizadas exibiram uma formacdo de poé
aglomerados de formato irregular. Independente da concentracdo HAp/B-TCP, as amostras
demonstraram ter efeitos inibitorios no crescimento das bactérias testadas, sendo a mais AC2-

AES5 mais efetiva contra Escherichia coli.
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Consideracoes finais

O estudo desenvolvido revelou o quanto a pesquisa sobre a obtencdo de fosfatos de célcio
bifasicos pelo método Pechini ainda é recente, apensar desse método ja existir desde 1967, apenas
e 2003 foi reportado o inicio dos estudos através dessa técnica, principalmente motivado por
técnicas que habitualmente sdo mais utilizadas, como os métodos sol-gel e coprecipitacdo. Porém
apensar dos métodos ja existentes o método Pechini é mais vantajoso, pois apresenta menor custo
em relacdo ao Sol-gel, além da capacidade de obter p6s com homogeneidade superior aos
produzidos pelo método de coprecipitacdo. A pesquisa foi esclarecedora, principalmente sobre
aspectos ainda ndo estudados como atividade bacteriologica, alem de fornecer pardmetros para
pesquisas futuras. Pois o material desenvolvido se mostrou promissor no desenvolvimento de
novas bioceramicas. O trabalho demonstrou por meio das caracterizacBes fisico-quimicas, que
HAp e fosfato B-tricalcico foram obtidos satisfatoriamente. Os testes bacterioldgicos revelaram
que a porcentagem de da relagdo HAp/ B-TCP tem grande influéncia nas atividades de inibi¢do do

crescimento das bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

82





