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RESUMO

O desenvolvimento de materiais, classificados em metais, polimeros e ceramicas,
possibilitou, na histdria, o desenvolvimento humano. As biocerdmicas sdo uma parte
especial deles, chamados de Biomateriais, pois, apresentam caracteristicas que
possibilitam o emprego em sistemas biolégicos para a regeneracao ou cura de algum
sistema ou o6rgdo. Dentre as diversas biocerAmicas, uma que se destaca € a
Hidroxiapatita, sendo capaz de ser usufruida em um grande leque de aplicacdes
como, por exemplo, a cosmética, biomedicina e até mesmo no agronegdcio. Diversas
maneiras de producao de hidroxiapatita sdo estudadas, dentre elas esta a calcinacao
de ossos bovinos, sendo a escolhida no presente trabalho. Além disso, o avanco do
conhecimento possibilitou melhorar as caracteristicas dos materiais que possuem pelo
menos uma de suas dimensdes na escala hanomeétrica. Desta forma, buscou-se a
obtencéo de biomaterial nanométrico. Apos realizacéo do trabalho, foi possivel obter
particulas de 250 nanbmetros, caracterizados pelo método do Espalhamento
Dindmico de Luz (DLS). Por meio do método de Difracdo de Raio-X (DRX) que foi
possivel obter a fase cristalina da Hidroxiapatita pela calcinacdo de ossos bovinos

com calcinacdo em 850°C, temperatura menor que a literatura.

Palavras-chave: Biomateriais. Bioceramicas. Nanociéncias.



ABSTRACT

The development of materials, classified into metals, polymers and ceramics, has
made human development possible throughout history. Bioceramics are a special part
of them, called Biomaterials, because they have characteristics that allow their use in
biological systems for the regeneration or healing of some system or organ. Among
the various bioceramics that are used, one of them is Hydroxyapatite, being able to be
used in a wide range of applications such as, for example, cosmetics, biomedicine and
even agribusiness. Several ways of producing hydroxyapatite are studied, among them
is the calcination of bovine bones, being chosen in the present work. In addition, the
advancement of knowledge has made it possible to improve the characteristics of
materials that have at least one of their dimensions in the nanometric scale. In this
way, we sought to obtain a nanometric biomaterial. After carrying out the work, it was
possible to obtain particles of 250 nanometers, characterized by the Dynamic Light
Scattering (DLS) method. And through the method of X-Ray Diffraction (DRX) it was
possible to obtain the crystalline phase of Hydroxyapatite by calcining bovine bones

with calcination at 850°C, a temperature lower than the literature.

Keywords: Biomaterials. Bioceramics. Nanoscience.
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CAPITULO 1

1 INTRODUGAO

O estudo dos materiais é essencial no desenvolvimento da sociedade que
conhecemos hoje. Em ciéncia dos materiais, classifica-se eles em trés categorias:
Metais, Polimeros e Ceramicas. Além destes, ainda podem existir os compésitos, que
sao formados por dois ou mais tipos de materiais (CALLISTER, 2008).

Os materiais podem ser empregados para diversos fins, dentre eles
existem os que s&o conhecidos como Biomateriais. Possuem este nome devido a sua
utilizacdo em sistemas bioldgicos, para reparacdo parcial ou total de algum tecido ou
orgao danificado (CALLISTER, 2008, PIRES, BIERHALZ & MORAES, 2015).

Séo utilizados desde a antiguidade, e seu uso foi melhorando com o tempo.
Primeiramente sua aplicabilidade era por tentativa e erro e com o acréscimo de
conhecimento cientifico foram ampliados os estudos acerca das utilizacées destes
materiais (PIRES, BIERHALZ & MORAES, 2015).

As bioceramicas sao utilizadas geralmente em implantes dentarios e 6sseos,
pois possuem grande compatibilidade com sistemas biologicos, mais
especificamente, tecidos rigidos. Diversas bioceramicas sao utilizadas, tendo como
exemplo a Alumina, a Zirconia, os biovidros e a Hidroxiapatita (BONAN et al, 2014,
PIRES, BIERHALZ & MORAES, 2015, MOHD PU’AD et al., 2019).

O termo bioatividade, caracteristica presente nos dois ultimos materiais citados
anteriormente, foi apresentado a pouco mais de 50 anos, utilizado para designar
aqueles que possuem a capacidade de induzir a formacéo 6ssea sobre eles quando
em contato com sistema bioldgico (PIRES, BIERHALZ & MORAES, 2015)

A Hidroxiapatita é uma bioceramica que possui propriedades interessantes,
como a osteocondutividade, biocompatibilidade e n&o toxicidade, empregando a ela
beneficios quando utilizada como substituicdo de dentes ou como revestimento de
proteses 0sseas (MOHD PU’AD et al., 2019).

Diversos estudos estéo sendo realizados acerca deste material, e sua utilidade
nao € exclusivamente para utilizacdo biomédica. Ela é versatil, tendo aplicagcdo em
cosmeticos, na agricultura, na adsorcao de elementos toxicos do meio ambiente etc
(BONAN, 2014, PORSANI, 2018).

As caracteristicas do material vado depender de alguns fatores, como o método

de producéo e matérias primas utilizadas. Muito tém-se estudado sobre isto e dentre



os diversos métodos de obtencdo da Hidroxiapatita, destaca-se o utilizado neste
trabalho que contou com calcinacao de ossos bovinos e a moagem via umida (MOHD
PUAD et al., 2019).

Com o mundo moderno, a inovagao atua de maneira rigorosa na selecéo do que
sera ou ndo util a populagdo. A nanociéncia é parte integrante no desenvolvimento
humano, possibilitando o emprego de materiais de formas néo utilizadas até o entéo.
O desenvolvimento deste ramo possibilitou o crescimento na acédo e desempenho de
farmacos, avanco tecnoldgico no aperfeicoamento de materiais ja existentes
(FERNANDES, 2008; LEAL, 2018

Desta maneira, este trabalho busca apresentar um processo de producao de
nanoparticulas de Hidroxiapatita ndo sintética, com uma gama de possiveis

aplicabilidades a serem estudadas, em escala nanométrica.

1.1 OBJETIVOS
O objetivo geral deste trabalho foi produzir e caracterizar nanoparticulas de
Hidroxiapatita obtidas a partir da calcinagéo de 0ssos bovinos e por meio da moagem

via Umido utilizando moinho excéntrico.

Os objetivos especificos desse trabalho foram:
e Preparar e calcinar os 0ssos bovinos, para obtencao de hidroxiapatita pura;
e Estudar o ciclo de moagem utilizando pistilo, almofariz e peneiras;
¢ |dentificar a técnica mais eficiente para a moagem do material;

e Analisar as caracteristicas fisicas dos pés obtidos apds a moagem.



CAPITULO 2

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 MATERIAIS

Os materiais solidos sao divididos em trés categorias, sendo chamados de
metais, polimeros e cerdmicas. Tal divisdo baseia-se em na estrutura atbmica e em
sua composicdo quimica (CALLISTER, 2008).

A maioria dos materiais existentes podem ser enquadrados nas trés
categorias citadas, entretanto, os chamados compdsitos sdo alguns intermediarios
produzidos com dois ou mais tipos dos citados (CALLISTER, 2008).

2.1.1 Metais

Os metais sdo compostos por elementos metélico como, por exemplo, Ferro
(Fe), Prata (Ag), Cobre (Cu), Titanio (Ti), Zinco (Zn) entre outros, e elementos nao
metalicos como Oxigénio (O), Carbono (C) e Nitrogénio (N) (CALLISTER, 2008).

Devido a sua organizacdo atdbmica, 0os metais e as suas ligas sdo mais
densos quando comparados com o0s polimeros e as ceramicas. Eles séo rigidos e
resistentes, porém ducteis, ou seja, podem receber uma grande carga de
deformacdo sem fraturar. Com isso, sdo bastante utilizados em aplicacdes
estruturais (CALLISTER, 2008)

Em razdo dos metais possuirem um grande ndmero elétrons na camada de
conducdo, eles apresentam excelente condutividade elétrica e térmica. Alguns
metais, como o Fe, ainda apresentam caracteristicas magnéticas que podem ser
utilizadas (CALLISTER, 2008; PIRES, BIERHALZ & MORAES, 2015).

2.1.2 Polimeros

N&o sendo téo rigido como as ceramicas e 0s metais, 0s polimeros sao 0s
materiais constituidos pelos familiares dos plasticos e das borrachas. Sao
compostos principalmente por Carbono, Hidrogénio (H) e outros elementos néao
metalicos, como o Oxigénio, Nitrogénio e Silicio (Si), sendo assim, ndo possuem
boa condutividade elétrica e nem possuem propriedades magnéticas (CALLISTER,
2008).



Estruturam-se por grandes cadeias interligadas, possuindo o Carbono em
sua espinha dorsal. Alguns dos polimeros mais utilizados sao a polivinila (PVA),
polietilileno (PE), borracha de silicone, nailon entre outros (CALLISTER, 2008).

Sao materiais bastante flexiveis e ducteis e possuem baixa densidade. Pode
ter o seu uso limitado devido a uma das suas maiores desvantagens, quando
expostos a temperaturas ndo muito altas, tendem a amolecer e se decompor
(CALLISTER, 2008, PIRES, BIERHALZ & MORAES, 2015).

2.1.3 Ceramicas

A terceira categoria dos materiais sdo compostos inorganicos
formados por elementos metalicos e ndo metalicos, unidos por ligacdes ibnicas e
covalentes. Exemplo destes sdo a Silica (SiO2), Alumina (AL203) entre outros
(CALLISTER, 2008, PIRES, BIERHALZ & MORAES, 2015).

As chamadas ceramicas tradicionais sdo as produzidas com compostos
argilosos, como o vidro e o cimento. Suas fortes ligacdes interatdbmicas acabam
criando estruturas cristalinas tridimensionais, fazendo com que estes materiais
sejam rigidos e resistentes (CALLISTER, 2008, PIRES, BIERHALZ & MORAES,
2015).

Entretanto, as ceramicas possuem auséncia de ductilidade, com pouca ou
nenhuma deformacao plastica, apresentando fragilidade a fraturas. (CALLISTER,
2008, PIRES, BIERHALZ & MORAES, 2015).

Como possuem estruturas formadas por ligacOes ibnicas e covalentes, 0s
elétrons nédo ficam livres, situando-se entre os ions e atomos. Desta forma, possuem
baixas caracteristicas de condutividade elétrica e grande resisténcia térmica, sendo
habitualmente usadas como isolantes. (CALLISTER, 2008, PIRES, BIERHALZ &
MORAES, 2015).

Quando trata-se de propriedades Opticas, elas podem ser transparentes,
opacas ou translucidas. Ainda, algumas podem apresentar propriedades
magnéticas, como aquelas baseadas em é6xidos, como o Fe3z04 (CALLISTER, 2008,
PIRES, BIERHALZ & MORAES, 2015).



2.2 BIOMATERIAIS

Com o aumento no envelhecimento da populacdo mundial, os biomateriais
tem ampliado a expectativa e qualidade de vida. A utilidade de cada um deles esta
relacionado com as suas caracteristicas, sejam elas fisicas, quimicas ou estruturais
(MOHD PU’AD et al., 2019).

Algumas composicdes, pertencentes aos tipos de materiais classificados
anteriormente podem ser utilizados como biomateriais (CALLISTER, 2008).

Ha um amplo desenvolvimento nesta area devido a sua utilizacéo,
principalmente no aprimoramento de processos biomédicos. (MOHD PU'AD et al.,
2019) Podem ser sintéticos ou naturais e sdo geralmente usados para uma total ou
parcial restauracdo de algum orgao ou tecido comprometido (CALLISTER, 2008,
PIRES, BIERHALZ & MORAES, 2015).

S&o caracterizados por serem aceitos em tecidos humanos sem causar danos
ou rejeicdo por parte do organismo, isso ocorre devido a compatibilidade com os
sistemas biologicos (BONAN et al, 2014; SANTOS, OSAJIMA & SILVA FILHO,
2016).

A aplicacéo deles com o propadsito de resolver problemas relacionados a saude
humana remonta a antiguidade, existindo registros da utilizac&o de fios de linho e ouro
em suturas no Egito antigo (2000 A.C.). Na Idade Média, dentes eram ja eram
substituidos por outros, artificiais. Para o mesmo fim, os maias (600 A.C.) utilizavam
conchas como matéria prima, os franceses (200 A.C.) faziam o uso de Ferro, assim
como préteses de Ouro e madeira foram utilizados pelos chineses, romanos e astecas
(PIRES, BIERHALZ & MORAES, 2015).

Até o século XIX o desenvolvimento e a aplicacdo de novos biomateriais ocorria
por tentativa e erro. Houve um enfoque mais sisteméatico quanto as propriedades
destes, proximo da década de 1950 (PIRES, BIERHALZ & MORAES, 2015).

2.2.1 Bioceramicas

As bioceramicas possuem um papel essencial no desenvolvimento de novos
biomateriais e sdo amplamente utilizadas na odontologia e medicina, principalmente
em implantes, pelas suas caracteristicas estruturais e diversificada formas de
producdo (BONAN et al, 2014, PIRES, BIERHALZ & MORAES, 2015, MOHD PU’'AD
et al., 2019).



Seu extenso campo de aplicacdo ocorre devido as suas propriedades
cristalogréficas e a sua capacidade de ser quimicamente compativel com meios
fisiologicos e com tecidos rigidos do corpo. Possuem estabilidade dimensional, sédo
estaveis em ambientes de com PH baixo (acido) e célebre resisténcia a desgaste e
compresséo (PIRES, BIERHALZ & MORAES, 2015).

Elas podem ser classificadas de acordo com o resultado das interagdes com
o tecido hospedeiro, e tal subdivisdo apresenta-se na Figura 1 (BONAN et al, 2014,
PIRES, BIERHALZ & MORAES, 2015).
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Figura 1 - Classificacdo das Bioceramicas. (Do autor).

Quando em contato com algum tecido biolégico, as ceramicas bioinertes
mantém as suas propriedades fisicas e mecéanicas, ndo sendo capazes de realizar
ligacBes bioquimicas interfaciais, desta forma, ndo possuem influéncia sobre o
tecido (BONAN et al, 2014, PIRES, BIERHALZ & MORAES, 2015).

Exemplos de materiais tolerados pelo organismo, ndo provocando respostas
bioldgicas, sdo a Zircénia (ZrO2) e Alumina (Al203), utilizados no desenvolvimento
de proéteses para reparo total ou parcial de 0ssos, juntas e dentes (BONAN et al,
2014, PIRES, BIERHALZ & MORAES, 2015).

Ja ceramicas bioativas, interagem com o tecido circundante estimulando a
cura, fazendo com que o sistema responda como se fosse um material natural
daquele meio. Pode-se citar como exemplos os biovidros, Hidroxiapatita e
vitroceramicas. (PIRES, BIERHALZ & MORAES, 2015)



A primeira vez em que se empregou o termo bioatividade foi no final da
década de 1960 e inicio de 1970, utilizado para descrever a capacidade de um
biovidro de induzir a formacdo de Hidroxiapatita (HAp) sob sua superficie quando
ligados a tecidos 6sseos (ANDRADE, DOMINGUES, 2006; BONAN et al, 2014).

Devido ao moroso e lento processo ético e as dificuldades experimentais em
relacdo aos testes de bioatividade in vivo, cientistas precisaram desenvolver
estudos que comprovassem a bioatividade in vitro. O plasma € a primeira interface
a entrar em contato com o material quando alocado no hospedeiro, desta forma,
Kokubo em 1990 desenvolveu uma solucdo aquosa capaz de simular o fluido
corpéreo, chamado de SBF, e com ele diversos estudos sobre bioatividade puderam
ser realizados. (ANDRADE, DOMINGUES, 2006).

2.3 HIDROXIAPATITA

Dentre as diversas possibilidades, a Hidroxiapatita (HAp) é uma das
bioceramicas utilizada e o objeto de estudo deste trabalho. Ela possui grande
semelhanca a fase mineral presente nos 0Ss0s, com isSsO apresenta
biocompatibilidade e osteocondutividade, o que permite a proliferacdo celular 6ssea,
0 que favorece a regeneragdo de tecidos rigidos (MOHD PUAD et al., 2019,
PORSANI, 2018).

HAp é um mineral da familia das apatitas, formadas por Fosfatos de Calcio com
uma razdo Céalcio/Fésforo que variam de 0,5 a 2,0. Apesar das apatitas disporem de
estruturas semelhantes, ndo possuem os mesmos compostos. A HAp possui uma
relacdo Ca/P de 1,67 e é utilizada principalmente em reconstrucfes 6sseas, dentarias
ou revestimento de proteses metalicas (BATISTA & SANTOS-FILHO, 2016;
MACHADO, JIMENEZ & ULIVER, 2015; SANTOS, OSAJIMA & SILVA FILHO, 2016;
MOHD PUAD et al., 2019; TROMMER & SANTOS, 2007)

ASsSsim como,

A Hidroxiapatita (HAp), Caio (POa4)s (OH)2, € um composto de fosfato
de célcio muito presente na natureza, sendo um dos compostos ésseos dos
seres humanos e animais. Portanto, € um material atéxico e altamente
biocompativel [...] (NERY et al., 2020, p.2).



Possui grande diversidade quanto a sua utilizacdo em pesquisas cientificas,
sendo utilizada tanto diretamente ou indiretamente. Estudos apontam seu potencial
nas mais diversas areas, nas ciéncias agrarias, odontologia, farmécia, biomedicina,
entre outros (BONAN et al, 2014; OLIVEIRA, 2021; SANTOS, 2016).

2.3.1 Aplicagdes da HAp

Tal material é utilizado em pesquisas de melhoramento tecnologico de
bioceramicas utilizadas em revestimentos de proteses ortopédicas, implantacdo e
reparacao de tecidos 6sseos e dentarios (BONAN, 2014, PORSANI, 2018).

Aponta-se obstaculos acerca das caracteristicas mecéanicas da HAp, pois ela
apresenta baixa resisténcia e alta fragilidade quando comparada a outros materiais.
Desta forma, métodos de producao e reforco estrutural sdo realizados com o intuito
de melhorar tais propriedades. Isso pode ocorrer com o0 controle da densidade e
microestrutura. Dentre os varios métodos, esta principalmente o de formacgéo de
compdositos, em que adiciona-se outros elementos, como Zircdnia, Alumina ou Titanio.
(BONAN et al, 2014)

Pesquisas em odontologia estética também apresentam diversas utilizacdes
para este material, Oliveira et. al. (2021) expdem uma revisao de literatura reunindo
informacdes acerca da seguranca e eficacia de um produto comercial com base na
HAp (OLIVEIRA, 2021).

Radiesse®, aprovado pela FDA em 2006, vem sendo utilizado como um
implante injetavel. Esse preenchedor de uso estético, pode ser utilizado no rosto e nos
labios. Ele € composto de 30% de esferas de Hidroxiapatita de Calcio entre 25 e 45
micrometros mergulhados em uma matriz de 70% carboxi-metilcelulose de s6dio. O
estudo apresenta grande satisfacéo por parte das pacientes, assim como, mostrou-se
bastante segura, sendo bem-sucedida em sua utilizagdo. (OLIVEIRA, 2021)

Estudos estdo sendo desenvolvidos acerca da utilizacdo deste biomaterial em
outras areas, expandindo o seu uso. Além das citadas anteriormente, tém-se discutido
o possivel emprego desta substancias em cosméticos, formando um filme fino para
recobrimento sobre da pele. Devido as suas caracteristicas fisicas, tem a possibilidade
de realizar a protecao cutanea contra os Raios Ultravioletas. (BATISTA & SANTOS-
FILHO, 2016)



2.3.2 Obtencao da HAp

Na literatura ha varios métodos de obtencdo da HAp, sejam elas utilizando
recursos naturais ou as sintetizando quimicamente (MOHD PU’AD et al., 2019). De
acordo com Machado, Jiménez e Uliver (2015, p. 2) “a Hidroxiapatita pode ser
preparada das seguintes formas: via Umida, via seca (reagdo no estado solido),
hidrélise, processo hidrotérmico, processo sol-gel [...]".

Busca-se cada vez mais, encontrar maneiras de extrair a HAp de forma efetiva
e barata. Hosseinzadeh et al. (2014, p. 23) relata trés métodos de se realizar a
extracdo da HAp de maneira natural. No artigo proposto pelos autores, o0s resultados
baseiam-se em um dos métodos mencionados por eles, o tratamento térmico. Este
procedimento elimina qualquer resquicio de material carbénico e genomas de
doencas, concebendo assim, um material com alto indice em relacdo a
biossegurancga. Pela sua simplicidade, também torna o método pouco custoso.
(HOSSEINZADEH et al., 2014)

Diversas fontes de matérias-primas sao utilizadas para tal processo, sendo elas
ossos de mamiferos, ossos de animais aquaticos, conchas, cascas de ovos e até
mesmo com materiais de mineracdo, como o calcario. Dentre os métodos e fontes
citados, estd a HAp produzida a partir de ossos bovinos, obtidas pela calcinagao.
(MOHD PU’AD et al., 2019)

Os processos de pré-tratamento relatados iniciam-se com lavagens para a retirada
de gorduras e demais residuos organicos ou utilizando produtos quimicos, como o
cloroférmio e acetona, para a limpeza precedente a calcinagcdo (MOHD PU’AD et al.,
2019).

De acordo com os autores o processo de calcinacdo envolve o0 aquecimento do
osso em um forno a diferentes temperaturas de até 1400° C, para remover
completamente a matéria organica e matar os patégenos que possam estar presentes.
(MOHD PU’AD et al., 2019).

Porém, deve-se ter muito cuidado com este processo, uma vez que é relatado
gue com 0 aumento do tempo e temperatura, observa-se a decomposi¢cdo da HAp
para a fase cristalina do Beta fosfato tricalcico (B-TCP), reduzindo a relagdo Ca/P para
1,5. Segundo os autores, patégenos ndo sobrevivem acima de 800° C, o que torna a
HAp obtida acima desta temperatura segura para a utilizagdo como um biomaterial
(MOHD PU’AD et al., 2019).
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Com a calcinagdo, a matéria organica é transformada em Di6xido de Carbono
(CO2), resultando apenas em uma fase mineral. Esta relacdo pode ser observada pela
Equacéo 1 proposta pelos autores (MOHD PU’AD et al., 2019, p. 3).

OssosBovinos(MatériaOrganica + HAppura + H,0) — Fasesde%A +C0, (1)

Além disso, discute-se a questdo estequiométrica da HAp obtida a partir de
recursos naturais. A Hidroxiapatita produzida com o0ssos bovinos nao sao
estequiométricas, pois podem conter indicios de outros elementos que substituirdo o
Ca em alguns pontos da rede cristalina. Os possiveis elementos encontrados sao o
Magnésio (Mg), Sodio (Na), Zinco (Zn) entre outros. Tais vestigios estdo relacionados
principalmente com a alimentacao disponivel ao animal. Relata-se que a presenca de
tais elementos ndo se torna prejudicial para aplicacbes biomédicas, pelo contrario,
auxiliam na aceleracdo de algumas propriedades, como as de regeneracdo 0ssea,
segundo estudos realizados in vitro com Simulated Body Fluid (SBF) (MOHD PU’AD
et al., 2019, p. 4).

Neste trabalho, estudos foram realizados com o intuito de obter e caracterizar

nanoparticulas de HAp utilizando recursos naturais.

2.4 MATERIAIS NANOMETRICOS
2.4.1 Nanociéncia e nanotecnologia
A inovacdo é o carro chefe do avanco para um negdocio ou uma empresa, com
ele h4 um crescimento econdmico e social. No ramo industrial e empresarial, a
inovacdo realmente faz muita diferenca, ela move a competitividade, podendo ser
gerada pela criacdo de novos produtos ou no aprimoramento de um nicho ja existente
no mercado. Bressant e Tidd (2019) conceituam a inovagao “como um processo que
pode ser organizado e gerenciado, seja ele em um empreendimento recém fundado
ou uma empresa centenaria”. Desta forma, percebe-se que a inovagao é importante
para todos os ambitos empresariais/industriais (LEMOS, 1999; BORELLI, 2018).
Deve-se entender que tal processo nédo ocorre de maneira linear, mas que o

decurso desenrola-se interativamente, possuindo uma estrutura complexa que
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percorre desde o desenvolvimento tecnoldgico até a aplicacdo dele no mercado, ou
seja, indo da ciéncia ao setor econémico (LEMOS, 1999).

Entre os varios tipos de tecnologia, ttm-se dado muita énfase nos ultimos anos
para a nanotecnologia. Entende-se como nanotecnologia a aplicacdo dos
conhecimentos obtidos a partir da nanociéncia, em que manipula-se materiais com
pelo menos uma dimenséo na ordem de grandeza de 10-° m. Diversos campos do
conhecimento podem integrar a nanotecnologia, sendo fisica, quimica, biologia,
medicina, engenharia entre outros, e corresponde a uma tecnologia que se mostra o
futuro da modernidade. Uma vez que tais materiais apresentam propriedades distintas
guando possuem pelo menos uma dimenséo na escala nano, as possibilidades de
aplicacao destes materiais € ampliada. (BORELLI, 2018, FERNANDES, 2008)

Fernandes e Filgueiras (2008) abordam que tais tecnologias podem contribuir
para diversos segmentos como a industria farmacéutica, de cosmeéticos, téxtil,
automobilistica, eletrénica, dentre véarios outros. Os autores citam, entre 0s VAarios
resultados encontrados por brasileiros nesta area, a lingua eletrénica desenvolvida
pela EMBRAPA. Este dispositivo é capaz de captar sabores e tem potencial muito
grande de utilizacdo na industria de bebidas e café. (FERNANDES, 2008)

A nanotecnologia pode estar, e estara cada vez mais, presente no cotidiano do
cidaddo comum. Dentre as diversas aplicacdes, ainda de acordo com Fernandes e
Filgueiras (2008) “encontram-se tecidos que nao mancham, plasticos mais
resistentes, vidros auto-limpantes, cosméticos com maior penetragdo na pele etc”.
(FERNANDES, 2008)

Segundo Leal e Hohendorff (2018) existem cerca de 8207 produtos que foram
produzidos utilizando da tecnologia nano de acordo com a Nanotechnology Products
Database até o ano de 2018. Com isto, a nanotecnologia aparece no cotidiano de
quase todo consumidor, sendo em medicamentos, produtos cosméticos como cremes
anti-envelhecimento e filtros solares, produtos de higiene como escovas de dentes e
shampoos, bebedouros de agua, entre outros. (LEAL, 2018)

Com isto, temos a nanociéncia e nanotecnologia muito mais perto do cotidiano
do que imagina-se. Este ramo chegou para ficar e ira se desenvolver com o auxilio
das inovacdes, com velocidades cada vez maiores, para que com o passar dos anos
possa trazer muitos beneficios para toda a populacdo. Seja com produtos mais
baratos e com maior eficiéncia, durabilidade e com diversas outras propriedades

agregadas.
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CAPIiTULO 3

3 METODOLOGIA
Apéds o primeiro contato com o que seria pesquisado, suas utilizacdes e estudos,

a producéo do material foi iniciada em laboratorio.

3.1 OBTENCAO DA HIDROXIAPATITA
Para a produgédo da Hidroxiapatita, ossos bovinos foram utilizados, estes foram
coletados em um acougue da cidade de Guarapuava - PR, gratuitamente. Foram

utilizados ossos de diversas partes do animal como mostra a Fig. 2.

Figura 2 - Ossos Bovinos in natura. (Do autor).

Estes passaram por um processo de aquecimento e pressao, por cerca de duas
horas em autoclave. Apds isso, foi realizada limpeza manual e as pecas livres da maior
parte da gordura podem ser observadas na Fig. 3.
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Figura 3 - Ossos bovinos és limpeza. (Do autor).

hY

Elas foram pesadas e submetidas a 100°C durante 1 hora em uma estufa,
posteriormente ocorreu novamente a pesagem. Na Fig. 4 € possivel visualizar os

0ss0s apos o tempo na estufa.

Figura 4 - Ossos ap0ds 1 hora em estufa. (Do autor).
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Parcela destes foram pesados e entdo submetidos a calcina¢des a 700° C, 750° C
e 850 °C em forno Mufla (Fig. 5) durante duas horas com taxa de aquecimento de
5°C/min.

Figura 5 - Forno Mufla MMCL. (Do autor).

Foram retirados apds resfriamento do forno e novamente foi realizada a pesagem

do material resultante, ilustrado na Fig. 6.

Figura 6 - Osso apoés a calcinagdo em 850°C. (Do Autor).

Apenas o0s 0ssos da calcinagdo de 850°C foram utilizados nos procedimentos a
seguir por apresentarem o maior aspecto alvo caracteristico. Desta forma, foram
moidos manualmente com a utilizacdo de almofariz e pistilo (Fig. 7), e o p6 foi
nomeado como amostra A.
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Figura 7 - Moagem do p6 sendo realizada em Pistilo e almofariz. (Do autor).

Utilizando peneiras granulométricas de inox da marca Bertel (Fig. 8), foram feitas
trés novas aliquotas da amostra A: P100, P150 e P200. Por meio de diferentes
tamanhos de abertura, com malhas 100 (abertura: 0,15mm), 150 (abertura 0,206 mm)
e 200 (abertura de 0,075mm), respectivamente, peneiradas com o auxilio de um pincel
Tigre 815 24.

Figura 8 - Processo de diminuicao de tamanho de particula com peneira. (Do autor).
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Para andlise do tamanho de particulas, foi utilizada uma cubeta de poliestireno
transparente e o po disperso em agua deionizada, as amostras P100, P150 e P200
foram entdo caracterizadas via Dynamic Light Scattering (DLS), da marca
Brookhaven, modelo 90plus. O equipamento utilizado para avaliagdo de tamanho de

particulas, disponivel no laboratério de Nanotecnologia Farmacéutica, esta ilustrado

g

Q0P s

Figura 9 - Equipamento de analise de tamanho de particulas. (Do autor).

na Fig.9.

3.2 MOAGEM DAS AMOSTRAS

Demais partes da amostra A foram submetidas a outros processos de moagem.
Desta vez, utilizando um moinho excéntrico CB2-T da BP e jarros de porcelana, que
podem ser visualizados na Fig. 10 e Fig. 11.

Figura 10 - Moinho excéntrico de alta energia. (Do autor).
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Todos os recipientes de moagem utilizados, juntamente com as esferas, foram
limpos antes dos experimentos. Primeiramente, as esferas e cerca de 100ml de agua
destilada foram adicionados ao vaso e uma agitacdo em 10 minutos foi realizada.
Depois, lavados com agua corrente e detergente, borrifados com alcool etilico 70% e
depois &gua deionizada. Por fim, secos em estufa a 100°C durante 15 minutos. Este
procedimento foi realizado em todos os materiais utilizados durante os experimentos
para a minimizagao de contaminagao por materiais utilizados em moagens anteriores.

O procedimento de moagem foi realizado via Umida. Uma quantidade de 0,005
quilogramas (kg) da amostra A e 0,05 litros (I) de agua destilada foram misturadas por
agitacdo magnética por 5 minutos em um Becker, (amostra a1), como exemplificado
na Fig. 12. Esta etapa foi necesséria para a homogeneizacdo da suspenséo, para

evitar a decantagéo do p6 no fundo do Becker.

Figura 12 - Suspenséo preparada com agua destilada e HAp. (Do autor).
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A suspensao foi inserida em um dos vasos de moagem, juntamente com 0,09

kg de esferas de porcelana mostradas na Fig.13.

Figura 13 - Suspenséo sendo separada das esferas apos tempo de agitacédo. (Do autor).

Um vaso vazio e esferas no mesmo peso foram utilizados para fazer contrapeso
no equipamento. O tempo de agitacao foi de 2 horas, entdo o liquido foi retirado e as
esferas separadas com o auxilio de uma peneira (Fig. 13). O Becker com o liquido foi
levado para secagem em uma estufa por 24 horas em 60°C, obtendo-se um p6é muito
fino como mostra a Fig. 14, nomeado de amostra B2. O experimento foi refeito, para
obter as amostras B4 e B8, preparadas nas mesmas propor¢cdes da amostra da Fig.

12, porém com tempos distintos de agitacdo no moinho, 4 e 8 horas respectivamente.

Figura 14 - PG alvo obtido apds a secagem em estufa, 60°C durante 24 horas. (Do autor).
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Os pés resultantes foram pesados e a caracterizagdo de tamanho de particula,
por meio do DLS foi feita.

3.3 AVALIACAO DE CONTAMINACAO DAS ESFERAS
Dois novos modelos de esferas foram utilizados, esferas pequenas de Alumina

(Fig. 15a) e esferas de tamanhos maiores de porcelana (Fig. 15b).

(o

Figura 15 - a) Esferas de Alumina; b) Esferas de porcelana. (Do autor).

Um experimento para verificar o indice de contaminacéo das novas esferas foi
realizado antes de realmente utilizar as amostras, desse modo, pesou-se 0s jarros e
as esferas. Juntamente com 100g de agua destilada, foram agitados por duas horas.
Os jarros e as esferas foram limpos com agua deionizada, secos em estufa a 100°C
e pesados.

Constatando quais das esferas da Fig. 15 possuiam menor indice de
contaminacdo e a quantidade de tempo necessario para se obter nanoparticulas, o
experimento descrito na sessao 3.2 foi repetido. Apds moagem realizada em 2 horas
da suspensao produzida nas mesmas especificacdes anteriores, a amostra C2 apos

seca, também foi submetida ao DLS para avaliagdo do tamanho de particulas.

3.4 CARACTERIZACOES
As amostras B2, B8 e C2 foram analisadas utilizando o equipamento de
microscopia eletronica de Varredura (Fig. 16), modelo TM3000 XSTREAM2 da marca

Hitachi, utilizando a técnica de espectroscopia de raios x por dispersdo de energia
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(EDS), disponivel no Centro de Ciéncias Moleculares e Nanotecnologia (CCMN) para

comparagao.

Figura 16 - Equipamento de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e Espectroscopia de raios x
por dispersdo em energia (EDS). (Do Autor).

A amostra C2 foi caracterizada utilizando a técnica de Difracdo de Raios-X
(DRX), com o equipamento modelo D2 PHASER da Bruker, Fig. 17, para a verificacao
da fase mineral do material produzido. O p6 foi colocado no equipamento e utilizando
uma variagdo de 0,06908 6/s, com um intervalo de 20, fez-se uma varredura entre 7°

e 70°.

Figura 17 - Equipamento de Difracdo de Raios x (DRX). (Do autor).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 OBTENCAO DA HIDROXIAPATITA
Com a limpeza, secagem em estufa e a calcinacdo, obteve-se um material com
elevada alvura (Fig. 18). As massas anteriores e posteriores aos primeiros

procedimentos realizados em laboratério estdo organizados na Tabela 1.

Tabela 1 - Massa dos 0ssos antes e depois dos procedimentos

- Antes Depois Perda de massa
Estufa 100°C ~ 1 hora 1,230 kg 1,096 kg 10,89 %
Calcinagcao 700°C ~ 2 horas 0,350 kg 0,168 kg 52,00 %
Calcinagéo 750°C ~ 2 horas 0,090 kg 0,044 kg 51,11 %
Calcinacgéo 850°C ~ 2 horas 0,484 kg 0,230 kg 52,47 %

Com isto, verificou-se uma perda de 10,89% de &gua e gordura nos 0SS0S
imediatamente ap0s a estufa e uma média de 51,86% de perda de agua e material
organico presente nos 0ssos apos a calcinagcédo. Os 0ssos calcinados em 700°C e em
750°C ainda continham pequenas partes “acinzentadas”, indicando a presenca de
material carbdnico, portanto, apenas a amostra calcinada em 850°C foi utilizada nas
demais etapas. Esta foi moida manualmente utilizando almofariz e pistilo, resultando
em um poé (amostra A). As calcinagdes realizadas em diferentes temperaturas resultou

em uma média de 48,14% de material Gtil, apds o processo de calcinacgéo.

Figura 18 - Amostra A. (Do autor).
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As amostras P100, P150 e P200, concebidas por meio de peneiras de
diferentes malhas, tiveram seus tamanhos analisados pelo método de Dynamic Light
Scattering. Com os dados obtidos, foi plotado o grafico da Fig. 19, em que visualiza-

se a distribuicdo normal do tamanho das particulas.
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Figura 19 - Funcdo Massa Probabilidade X nm das amostras P100, P150 e P200. (Do autor).

Com as distribuicées normais foi possivel verificar que o desvio padrao (Op100)
das particulas obtidas utilizando a peneira 100 é superior que as demais, devido a
uma maior diferenca entre os tamanhos das particulas analisadas. Tém-se a média
desta amostra em aproximadamente 2,5 ym. Também obteve-se um maior nimero
de particulas micrométricas com a utilizacdo da peneira 150, com a média de
aproximadamente 1,4 um.

Entretanto op1s0 < Opioo consequentemente, o intervalo da distribuicdo e a
diferenca nos tamanhos das particulas também é menor em relacdo ao citado
anteriormente. Por fim, a distribuicdo das particulas obtidas com a peneira 200
estavam bastante concentradas devido ao Op200< (Gp150; Gp100).

Pode-se perceber também que a grande maioria das particulas continham
tamanhos nanomeétricos, tendo uma meédia de aproximadamente 485nm. Desta forma,
ja foi possivel alcancar particulas nanomeétricas apenas com o pistilo, almofariz e

peneira com malha 200.
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4.2 MOAGEM DAS AMOSTRAS

Utilizando os dados obtidos a partir do DLS para as amostras B2, B4 e B8 foi
plotado o grafico presente na Figura 20 com as distribuicbes normais do diametro das
particulas para cada uma das amostras. Pode-se observar que o tamanho médio para

os 3 tempos de moagem estiveram realmente muito préximos, com cerca de 45nm.

Comprimento da particula (nm)

Figura 20 - Funcdo Massa Probabilidade x Tamanho das amostras (nm) para B2, B4 e B8. (Do autor).

Apesar das particulas estarem nanométricas, percebeu-se pelo volume das
amostras, principalmente da B8, que durante a moagem ocorreu uma contaminacao.
Tanto as esferas, como a amostra A, utilizada no experimento, haviam sido pesadas
antes de serem submetidos ao procedimento. As amostras B2 e B4 n&o foram
pesadas logo apds a obtencéo do p6 seco, sendo apenas realizada tal verificagcdo com
a amostra B8, apos percepcédo do demasiado aumento volumétrico do p6. Na Tabela
2 consta as massas de pé inseridos e retirados do procedimento para B8.

Tabela 2 - Contaminagdo em moagem de alta energia

- Massa pré moagem (Q) Massa p0s moagem (Q)
Amostra B8 5,010¢g 16,150 g
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Mostra-se evidente o alto indice de contaminacao, com isto, as amostras foram
levadas para caracterizacao utilizando EDS. Analisando a Figura 21 percebe-se que
B8 possui maior quantidade de Silicio (Si) e Aluminio (Al) quando comparado com a
amostra B2. A quantidade de elementos constituintes majoritarios da HAp, Ca e P,
presentes em B8 sdo muito inferiores as de B2, levando a conclusdo de que a amostra

B8 estava constituida em maior parte de particulas das esferas e do jarro.

0 2 - 6 keV

Figura 21 - Espectrograma de disperséo de elétron das amostras B2 e BS8.

Na Tabela 3 apresenta-se a porcentagem dos elementos em cada uma das
amostras. Para o Aluminio a variacdo de porcentagem atdmica foi de 0,434, para o
Silicio foi de 0,946. Desta forma, nota-se que a maior contaminacao das amostras
pelo Silicio. A diminuigcdo da porcentagem dos elementos Ca e P ocorre devido a

menor quantidade de HAp na amostra.

Tabela 3 - Porcentagem atdémica de elementos nas amostras B2 e B8

Elemento % atomicaB2 | % atdmica | # de B8 em relagao a B2
B8

Aluminio 0,651 1,085 + 0,434

Silicio 1,853 2,799 + 0,946

Fosforo 2,710 0,682 - 2,028

Célcio 4,075 1,136 - 2,939

Devido a tal contaminacao, as esferas utilizadas no experimento precisaram

ser substituidas.
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4.3 AVALIACAO DE CONTAMINACAO DAS ESFERAS
Antes da realizagdo de outro procedimento de moagem, as novas esferas a
serem utilizadas foram submetidas a um teste de contaminacdo. As medidas obtidas

com este experimento estdo organizadas na Tabela 4.

Tabela 4 - Experimento para analise de contaminacéo de diferentes esferas

Material Massa anterior Massa posterior % de massa
Vaso de moagem A 1,290 kg 1,288 kg -0,16 %
Vaso de moagem B 1,284 ¢ 1,282 g -0,16 %

Esfera Alumina 105,607¢g 103,250 g -2,23%
Esfera Porcelana 105,726 kg 86,590 kg -18,10 %

Com ela pode-se observar que a contaminacdo pelos vasos € inferior, em
comparacao com as esferas, com variacao de cerca de 0,002g para ambos 0s vasos.

Para as esferas de Al2O3 mostradas na Fig. 15a, a perda de massa foi de 2,357
g (-2,23% de massa), ja para as esferas de porcelana da Fig 15b, obteve-se uma
divergéncia de 19,136 g (-18,10% da massa).

Isso esta de acordo com os estudos de Paula et. al (2014), que apontam que a
Alumina possui maior dureza em relacao a Porcelana, com 8~9 e 6~8 na escala mohs,
respectivamente. Também, tem-se que a Alumina possui maior densidade com 3,97
g.m~3 para 2,6 g.m™3 da Porcelana. Segundo o trabalho, quanto maior a densidade
de um material, maior sua eficiéncia no processo de moagem. Como resultado,
definiu-se a utilizacdo da primeira esfera.

A moagem foi novamente realizada, porém, dessa vez em apenas 2 horas, ja
que o diametro das particulas moidos em 2 e 8 horas ficaram muito préximos
anteriormente.

A comparacao do tamanho de particulas foi realizada, para isto, a amostra C2
foi submetida ao DLS. Com os dados plotou-se o grafico apresentado na Figura 22
para C2 comparado com a distribuicdo normal de B2. Percebe-se que o diametro das

particulas para C2 sdo maiores, mas ainda hanométricas.
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Figura 22 - Funcéo Massa Probabilidade x Tamanho das amostras para B2 e C2. (Do autor).

4.4 CARACTERIZACOES
Na Figura 23 observa-se um aumento na porcentagem atémica de P e Ca e

uma diminui¢cdo do contaminante Si para a amostra C2 obtida.

0 2 4 & keV

Figura 23 - Espectrograma de dispersdo de elétron das amostras B2 e C2. (Do autor).

Com os dados obtidos com o EDS, organizou-se a Tabela 5.



Tabela 5 - Porcentagem atdmica de elementos nas amostras C2 e B2
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Elemento % atbmicaB2 | % atomica | # de C2 em relagao a B2
C2

Aluminio 0,651 1,234 + 0,583

Silicio 1,853 0,757 - 1,096

Fosforo 2,710 4,441 +1,731

Célcio 4,075 7,385 + 3.310

Percebe-se na tabela que a relagcdo Ca/P para a amostra C2 € bem mais

proxima a teorica para a HAp, de acordo com Batista (2016, p. 37), do que em relagéo

a B2. O valor para C2 encontrado foi de 1,662, contra 1,503 de B2. Na mesma tabela,

verifica-se a diminuicdo de Si em C2.

Em virtude do EDS fornecer uma analise semi-quantitativa, apenas com a

relacdo Ca/P nao fornece conclusdes sobre o tipo de material obtido. Desta maneira,

fez-se necessario utilizar outras andlises, assim a amostra C2 foi submetida a

caracterizacao para a constatacao da fase cristalina.

Diante disso, com o método de difracio de Raios-X, obteve-se um

difratograma, apresentado na figura 24.
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A analise dos dados foi realizada com o auxilio do software X’Pert High-score.
Com ele foi possivel realizar a comparacao do difratograma obtido com o equipamento
a um banco de dados, no qual encontrou-se a maior compatibilidade com a ficha
cristalografica contendo o codigo de referéncia n°® 01-089-6437. Este corresponde ao
mineral de nome Hydroxylapatite, syn (Hidroxiapatita sintética), com formula quimica
Cazi0.042 (PO4)s.952(OH)2.292. Por consequéncia, pode-se confirmar que o material obtido

apos a calcinacdo em 850°C realmente era HAp.
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5 CONCLUSAO

Com este trabalho, apresenta-se um método de obtencdo de particulas
nanometricas de Hidroxiapatita, com cerca de 250 nandmetros, em algumas analise
até tamanhos menores, utilizando a calcinacdo de 0ssos bovinos e recorrendo a
moagem via imida com um moinho de alta energia.

Utilizando o método de calcinacdo, obtém-se uma média de 51,86% de produto
calcinado em relacdo ao 0sso, apds o processo de limpa. Verificou-se também que,
apenas com peneiras, ja € possivel obter particulas nanométricas com cerca de
500nm, como mostram as andlises para a amostra P200.

E necessario cuidado em relagéo ao processo, pois fatores como temperatura
e o0s elementos de moagem utilizados para a reducéo das particulas podem influenciar
no produto final. Apesar da obtencdo de particulas com 50nm para B2, B4 e BS,
encontrou-se grande contaminacdo devido aos elementos de moagem utilizados,
apontando a grande importancia na escolha de bons equipamentos, assim como a
realizacdo de testes de qualidade, uma vez que sao estes que irdo prover a seguranca
e a qualidade do produto final.

A amostra C2, com cerca de 250 nm possui tamanho desejavel para a aplicacao
em cosméticos. Uma vez que particulas muito pequenas podem penetrar na pele. Os
pés obtidos, podem ser utilizados para analises de comportamento de absor¢ao,
guando submetidos a radiacdo ultravioleta. Desta forma, estudando a possibilidade
do emprego delas como filtro solar fisico.

Assim, apresenta-se a viabilidade de obtencdo de nanoparticulas de
Hidroxiapatita ndo sintética, de maneira eficiente e barata em relacdo as demais.
Percebe-se isto, uma vez que o valor dos reagentes necessarios para algumas
sinteses podem tornar o produto final com custo elevado.

Tem-se ainda, a vantagem de que a producéo apresentada neste trabalho néo
gera residuos ao meio ambiente, e o material utilizado deriva-se de uma fonte
renovavel e abundante no pais, 0ssos bovinos. A matéria prima utilizada é geralmente
descartada por abatedouros ou agougues, podendo ser utilizados para transformar-se
em um produto com diversas utilidades, seja ha area biomédica, estética ou ecologica.

O estudo dos materiais é essencial no desenvolvimento humano, aumentando
a qualidade e expectativa de vida, sejam aqueles para a utilizagdo em construgdes de

edificios, equipamentos, transporte ou em tecnologia bioldgica.
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