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RESUMO

Brasil LR. Efeito da temperatura, concentragcdo e volume dos reagentes na sintese
de particulas de fosfato dicalcico dihidratado [dissertagao]. Sdo Paulo: Universidade
de S&o Paulo, Faculdade de Odontologia; 2019. Vers&o Original.

Ortofosfatos de calcio (CaP) estdo presentes em processos de calcificagao
fisiologicos e patoldgicos. O fosfato dicalcico dihidratado (DCPD) vem sendo
estudado como biomaterial osteocondutivo e como fonte de ions para a
remineralizagédo dos tecidos dentarios. O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos
da temperatura, concentracdo e volume dos reagentes empregados na sintese
sobre as caracteristicas das particulas de DCPD. Foram definidos 12 grupos em
fungdo de trés variaveis da sintese: concentragcdo das solugbes precursoras (0,1
mol.L-', 0,5 mol.L" e 1,0 mol.L"), temperatura (22 °C e 45 °C) e volume das
solugdes, calculadas de acordo com a massa de DCPD pretendida (1 g € 5 g). Cada
condicdo experimental foi repetida trés vezes e a ordem das sinteses foi
aleatorizada por sorteio. O rendimento das sinteses foi determinado em uma
balanca analitica de precisdo e as particulas foram caracterizadas quanto a
densidade (picnometria a hélio), fase de CaP formada (difratometria de raios-X,
DRX), area superficial (isotermas de adsorgdo de N2, método BET), distribuigcdo de
tamanhos (espalhamento de laser) e morfologia (microscopia eletrdnica de varredura
e microscopia eletrbnica de transmissao). Dados quantitativos foram analisados
apenas de forma descritiva. A DRX confirmou a formacdo de DCPD em todas as
condigbes, com excegdo dos grupos que utilizaram 0,1 mol.L"' e 45 °C. Os
rendimentos foram maiores nas sinteses realizadas a 22 °C e nas duas
concentragdes mais altas (0,5 mol.L-' e 1,0 mol.L-"). As particulas obtidas a partir de
solugdes com concentragdo de 1,0 mol.L-! apresentaram menor area superficial. As
particulas obtidas a 45 °C apresentaram tamanhos maiores quando comparadas as
obtidas em condi¢gdes semelhantes de concentracdo e volume sintetizadas em
temperatura ambiente. Nas condi¢cdes em que houve a associacdo dos fatores 0,1
mol.L"" e 22 °C e em todas as sinteses realizadas a 45 °C, duas populagbes distintas
de particulas foram observadas: placas micrométricas e aglomerados de
nanoparticulas. Nas demais condigdes (22 °C, nas concentragdes 0,5 mol.L"" e 1,0



mol.L-") houve a formag&o apenas de placas. Com base nos resultados, é possivel
concluir que houve interacdo entre temperatura e concentragcdo na fase de CaP
formada e nas caracteristicas morfologicas das particulas. A formacédo de
nanoparticulas de DCPD foi favorecida com menor concentragdo de precursores e
em temperatura ambiente. O volume das solugdes precursoras nao teve influéncia

sobre as caracteristicas das particulas sintetizadas.

Palavras-chave: Fosfatos de calcio. Sintese Quimica. Quimica.



ABSTRACT

Brasil LR. Effect of temperature, concentration and reagent volume on the synthesis
of dicalcium phosphate dihydrate. [dissertation]. S&do Paulo: Universidade de S&o
Paulo, Faculdade de Odontologia; 2019. Original Version.

Calcium orthophosphates are constituents of physiological and pathological
calcification processes. Dicalcium phosphate dihydrate (DCPD) has been studied as
an osteoconductive biomaterial and as source of ions for dental tissues
remineralization. The aim of this study was to evaluate the effects of temperature,
concentration and reagent volumes employed on the synthesis over the
characteristics of the DCPD particles. 12 groups were stablished according to three
variables of the synthesis: reagents solutions concentration (0,1 mol.L-!, 0,5 mol.L,
1,0 mol.L-"), temperature (22 °C e 45 °C) and volume of the solutions, calculated
according to the intended DCPD mass (1 g and 5 g). Each experimental condition
was repeated three times and a randomization was carried out to decide the order of
the synthesis. The yield of the synthesis were determined in an analytical scale and
the particles were characterized by determination of density (helium picnometry),
phase of calcium orthophosphates obtained (X-ray diffraction), surface area
(adsorption isotherms of N2, BET method), particle size distribution (dynamic laser
scattering) and morphology (scanning electronic microscopy and transmission
electronic microscopy). X-ray diffraction confirmed DCPD formation in all conditions,
except in those associating 0,1 mol.L-* and 45°C. Yield were higher on synthesis
performed at 22 °C and higher concentrations (0,5 mol.L"" and 1,0 mol.L"). The
particles obtained through solutions with concentration of 1,0 mol.L"' presented
smaller surface area, and the conditions in which the temperature of 45 °C or the
association of the factors 0,1 mol.L-" and 22 °C was used, resulted in a higher data
dispersion to this variable-response. Particles obtained at 45 °C were always larger
when compared to the ones obtained in similar conditions of concentration and
volume synthesized at room temperature. In conditions with the association of factors
0,1 mol.L-" and 22 °C and in all synthesis in which temperature of 45 °C was used
two distinct populations of particles were observed: micrometric platelike particles
and nanoparticles agglomerates. For the other conditions (22 °C, and concentrations



0,5 mol.L"" and 1,0 mol.L™") only platelike particles were formed. Based on the
results, it is possible to conclude that there was interaction of temperature and
concentration on the calcium orthophosphates phase formed and the morphologic
characteristics of the particles. The formation of DCPD nanoparticles was favored
when a lower concentration was used and it was performed at room temperature.
The volume of the reagent solutions did not affect the characteristics of the

synthesized particles.

Keywords: Calcium Phosphates. Chemical synthesis. Chemistry.



Figura 2.1 -

Figura 2.2 -

Figura 2.3 -

Figura 5.1 -

Figura 5.2 -

Figura 5.3 -

LISTA DE FIGURAS

Relagcdo entre relacdo Ca/P e solubilidade dos ortofosfatos de

Representagdo do arranjo atébmico do fosfato dicalcico dihidratado
(0221 | = @ 2 o L © ) PP 33

Diagramas representando as morfologias obtidas em fun¢édo do pH
inicial das solugdes, concentragdes das solugdes e condicbes de
supersaturacao (lado esquerdo) ou da variagao de pH (lado direito).
Nas condigbes delimitadas pela area cinza clara foi obtida morfologia
de pétalas, na area cinza houve mistura das morfologias, e na area

cinza escura as particulas tinham forma de placa...........cccccccceeennnn. 35

Box-plot do rendimento das sinteses (em porcentagem) em fungao da
temperatura, concentracdo das solugdes precursoras € massa
pretendida de DCPD. Barras representam minimo, maximo, mediana
(linha horizontal) e média
(o U E=To = To [0 ) OO PP PP PPPRPPI 51

Médias e desvios-padrao dos valores de pH determinados no inicio da
sintese (solugdo de fosfato de aménio, antes do gotejamento), ao
término do gotejamento e ao final das 24 h sob agitacdo. Os dados
foram agrupados em fungéo da temperatura (ou seja, cada média foi
calculada considerando-se N=18)............coviiiiiiiiiiiiiee e 52

Box-plot das densidades das particulas de DCPD (em g/cm3®) em
funcdo da temperatura, concentracdo das solugdes precursoras e
massa pretendida de DCPD. Barras representam minimo, maximo,

mediana (linha horizontal) e média (quadrado).........cccccceeeeeeeeeeennnnnn. 53



Figura 5.4 -

Figura 5.5 -

Figura 5.6 -

Figura 5.7 -

Figura 5.8 -

Exemplos de difratogramas dos compostos obtidos na sintese. A:
DCPD (0,1 mol.L", 22 °C, 1 g), B: OCP de baixa cristalinidade (0,1
e e R 1 T O T 55

Area superficial (em m?2/g) das particulas de ortofosfato de célcio em
funcdo da concentracdo dos precursores, massa pretendida e
temperatura em que sintese foi realizada. Barras representam minimo,
maximo, mediana (linha horizontal) e média (quadrado). As
porcentagens sobre as barras representam o coeficiente de variagao

em cada condigdo experimental..............oouiiiiiiiiii s 56

Valores de mediana de tamanho de particula (em micrémetros) das
particulas de ortofosfato de calcio em fungdo da concentragdo dos
precursores, massa pretendida e temperatura em que sintese foi
realizada. Barras representam minimo, maximo, mediana (linha
horizontal) e média(quadrado). As porcentagens sobre as barras
representam o coeficiente de variagdo em cada condi¢cao

EXPEIMENTAL..... . 57

Imagem obtida por microscopia eletrénica de varredura de particulas
de DCPD sintetizadas na condigdo 0,1 mol.L"" — 1g — 22 °C. Observa-
se um predominio de aglomerados de nanoparticulas (indicados por

setas) e algumas particulas maiores em forma de placa................... 59

Imagem obtida por microscopia eletrénica de varredura de particulas
de DCPD sintetizadas na condigdo 0,1 mol.L' — 5 g — 22 °C. E
possivel observar particulas maiores em forma de placa e

aglomerados de nanoparticulas (indicado pela seta)......................... 59



Figura 5.9 -

Figura 5.10 - -

Figura 5.11 -

Figura 5.12 -

Figura 5.13 -

Figura 5.14 -

Imagem observada em microscopia eletrbnica de varredura
mostrando aglomerados de nanoparticulas de OCP com baixa
cristalinidade obtidos a partir da condigdo 0,1 mol.L™' — 1 g — 45

Imagem observada em microscopia eletrbnica de varredura
mostrando aglomerados de nanoparticulas de OCP com baixa
cristalinidade obtidos a partir da condigdo 0,1 mol.L' — 5 g — 45

Imagem obtida por microscopia eletrénica de varredura de particulas
de DCPD obtidas na condigdo 0,5 mol.L™" — 1 g — 22 °C, na qual é
possivel observar a formagdo de particulas em forma de

Imagem obtida por microscopia eletrénica de varredura de particulas
de DCPD obtidas na condigdo 0,5 mol.L™" — 5 g — 22 °C, na qual é

possivel observar a formagdo de particulas em forma de

Imagem obtida por microscopia eletrénica de varredura de particulas
de DCPD obtidas a partir da condi¢do 0,5 mol.L"" — 1 g — 45 °C. E
possivel observar particulas maiores em forma de placa e

aglomerados de nanoparticulas (Setas)...........cccueeeeeiiiiiiiieieeeeeee. 65

Imagem obtida por microscopia eletrénica de varredura de particulas
de DCPD obtidas na condigdo 0,5 mol.L"' — 5 g — 45 °C. Observa-se
particulas em forma de placas maiores com particulas menores
depositadas na sua superficie e poucos aglomerados de

NaNOPArticulas (S€ta).........oiiuuiieiii i 65



Figura 5.15 -

Figura 5.16 -

Figura 5.17 -

Figura 5.18 -

Figura 5.19 -

Particulas de DCPD em forma de placas observadas em microscopio

eletronico de varredura, obtidas a partir da condigdo 1,0 mol.L-"' —1 g

Particulas de DCPD em forma de placas obtidas a partir da condigao
1,0 mol.L-" — 5 g — 22 °C, observadas em microscépio eletrénico de
(V2= L1 (=T [0 = P 67

Imagem obtida por microscopia eletrénica de varredura de particulas
de DCPD obtidas a partir da condicdo 1,0 mol.L" — 1 g — 45 °C. E
possivel observar placas menores e aglomerados de nanoparticulas
pequenos depositados sobre placas maiores...........ccccceeeeeeeeeevinnnnnnn. 69

Imagem de particulas de DCPD da condigdo 1,0 mol.L"" — 5 g — 45 °C
obtida por microscopia eletrénica de varredura. Particulas em forma
de placa estao dispostas em diferentes tamanhos............................ 69

Imagem obtida por microscopia eletrbnica de transmissdo de um
aglomerado de nanoparticulas obtido na condigdo 0,1 mol.L™' — 1 g —



Tabela 2.1 -

Tabela 4.1 -

Tabela 5.1 -

LISTA DE TABELAS

Estudos que avaliaram o efeito de diferentes variaveis na sintese de

particulas de ortofosfatos de CalCioO..............cceeiiiiiiiiiiiiie e, 37

Massa dos reagentes e volume de agua utilizados no preparo das

SOIUGOES PrECUIMNSOIAS. ... i ieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeinaaaa e e e e e e e eaeaeaeeeeeeeenennnnns 46

Largura a meia-altura do pico localizado em 11,6° em funcdo da
temperatura, massa pretendida de DCPD e concentracdao das

SOIUGOES PreCUrsOras (N=3).....ueeiieeaiaiieieeee e e ee e e e e e eaeeee e e e e 54






LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

um Micrometros

(aq) Estado aquoso

(1 Estado liquido

(s) Estado sdlido

ACP Fosfato de calcio amorfo

atm Atmosfera

BET Método Brunauer, Emmet e Teller
Cal/P Raz&o entre o numero de atomos de calcio e atomos de fosforo
Ca?* ion calcio

CaP Ortofosfatos de calcio

COs* ion carbonato

CPC Cimento de fosfato de calcio

DCPA Fosfato dicalcico anidro
DCPD Fosfato dicalcico dihidratado

DRX Difratometria de raios-x
F- ion fluoreto

FA Fluorapatita

g Gramas

g Unidade de aceleracao
g/mol Grama dividido por mol
h Horas

H* ion hidrogénio

HA Hidroxiapatita

HPOs%  ion hidrogenofosfato

H:PO4%  ion dihidrogenofosfato

kV Quilovolt
m?/g Metro quadrado dividido por grama
mA Miliampere

MCPM Fosfato monocalcico mono-hidratado
MEV Microscopia Eletrénica de Varredura
MET Microscopia Eletrbnica de Transmissao



Mg?*
mol.L"
mL.min""!
NH4NO3
nm

OCP
P/Po

PO4
RPM

psi

TTCP

ions magnésio

Mol dividido por litro
Mililitro dividido por minuto
Nitrato de amoénio
Nanémetros

Fosfato octacalcico
Presséo relativa

Potencial de hidrogénio
Ortofosfato

Rotagdes por minuto
Libra-forga por polegada quadrada
Segundos

Fosfato tetracalcico



%

°C

LISTA DE SiMBOLOS

Porcentagem

Teta

Graus

Graus Celsius

Numero de espécimes (tamanho da amostra)






2.1
2.2

4.1
4.2
4.3
4.3.1
4.3.2
4.3.3
4.3.4
4.3.5
4.4

5.1
5.2
5.3
5.4

5.5
5.6
5.7

SUMARIO

INTRODUGAO.........c.ooiimiiiiteeeeeeteeeeee e, 29
REVISAO DE LITERATURA..........ocooiiiieiiccteeeeee e 31
FOSFATO DICALCICO DIHIDRATADO (DCPD)......ccoevereeevererereenne. 31

EFEITO DA TEMPERATURA E CONCENTRAGCAO DAS
SOLUCOES PRECURSORAS NA SINTESE DE ORTOFOSFATOS

DE CALCIO ...t 33
OBUETIVO.......ooooieeeee et e a e e e 43
MATERIAIS E METODOS..........cooiiiiieeeeeee et 45
DELINEAMENTO EXPERIMENTAL.....cotiiiiiiiiieee e 45
PROCEDIMENTOS DE SINTESE........c.coiiieieeeeeeeeeeeee e, 45
CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS.......coooveieeeeeeeee e, 47
Densidade.............ooooiiii s 47
Difratometria de raios-X.............uuiiiiiiiii e 48
Area superficial...............coooeiieieee e 48
Espalhamento de laser...............oooo i 49
Microscopia eletrénica de transmissao e de varredura................... 49
ANALISE DOS DADOS........oooeeeeeeeee e 50
RESULTADOS . ...t e et e e e e 51
RENDIMENTO DAS SINTESES........oiiieieeeeeeeeee e 51
VARIACAO DO PH DURANTE A SINTESE........coccoiieeeeeeeeeeeeen 52
DENSIDADE.......ooii ittt e e e e e 53
IDENTIFICACAO DA FASE DE ORTOFOSFATO DE CALCIO

OBTIDA NA SINTESE ...ttt 54
AREA SUPERFICIAL.......votieeoe oo, 56
DISTRIBUICAO DE TAMANHOS........coiiviieeeeee e, 57
MORFOLOGIA DAS PARTICULAS........ceiieieeeeeeeeeeeeeee e 58
DISCUSSAD........ooieieieeeee ettt 73
CONCLUSAD. ...ttt 77

REFERENCIAS..........ooooioieeeeeceeeeeeeeeeee e, 79






29

1 INTRODUGAO

Ortofosfatos de calcio (CaP) sao sais de calcio que tém como anion uma das
dissociagdes do acido fosforico (H2PO47; HPO4?; PO4*), podendo apresentar formas
anidras ou hidratadas (1-4). Os trés elementos quimicos que o constituem sao
encontrados em grande quantidade na natureza: calcio, fosforo e oxigénio (2, 4).

Ortofosfatos de calcio sado objeto de estudo em um grande numero de areas
do conhecimento como geoquimica, quimica ambiental, medicina e odontologia e
sdo largamente utilizados na produgdo de fertilizantes agricolas (2, 5-8). Estes
compostos representam a fase inorgénica mais abundante nos tecidos
mineralizados dos mamiferos, ocorrendo em processos de calcificagao fisioldégicos
(ossos e dentes) e patoldgicos (calculo dental ou renal, por exemplo) (2-5, 7-10). Um
grande numero das fases conhecidas do ortofosfato de calcio foi identificado em
diferentes estagios do desenvolvimento de tecidos mineralizados, juntamente com
elementos secundarios como Mg?*, COs?, F- e ions alcalinos (11, 12).

Biomateriais a base de CaP tém sido amplamente estudados em odontologia
e medicina devido a suas caracteristicas de biodegradabilidade, bioatividade e
osteocondutividade (13). Estes biomateriais ndo sé&o osteoindutivos, ou seja, nao
possuem a capacidade de induzir que tecidos indiferenciados se diferenciem em
tecido 6sseo (14). Porém, alguns materiais apresentam propriedade osteoindutora
“‘intrinseca”, conferida pela geometria, topografia e presengca de macro- e
microporosidades. Estas caracteristicas promovem o aprisionamento e acumulo de
fatores de crescimento 6sseo presentes no fluido biolégico capazes de atrair células
osteoprogenitoras que aderem a superficie do biomaterial, se diferenciam, proliferam
e passam a produzir matriz extracelular 6ssea (13).

O DCPD é uma fase moderadamente soluvel considerada um intermediario
na formagao da hidroxiapatita (15). Um dos seus principais usos na area médica é
em formulagbes de cimentos para reparos Osseos (CPC, do inglés, calcium
phosphate cement) (16). Os CPC tém uma diversidade de possiveis aplicagcdes
devido as suas caracteristicas como moldabilidade, biocompatibilidade, auséncia de
subprodutos e, principalmente, o potencial de ser substituido por tecido 6sseo (17)

Particulas de DCPD vém sendo testadas como fonte de ions para

remineralizagdo dentaria em diferentes apresentagdes, como na formulacdo de
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compositos resinosos (18-20) e enxaguatorios bucais, previamente a aplicagdo de
fluoretos (21). A reagcédo do DCPD com ions fluoreto favorece a precipitacao de
fluorapatita na superficie dental (21).

A incorporacdo de particulas de ortofosfato de calcio em compdsitos
resinosos diminui a resisténcia a fratura destes materiais (22) devido a falta de
interacdo quimica entre as particulas e a fase resinosa, o que faz com que estas
particulas se comportem como “defeitos” na estrutura, facilitando a propagacéo de
trincas (19, 20, 23). Uma forma de minimizar esse efeito negativo sobre as
propriedades mecanicas seria utilizar particulas pequenas. Além disso, particulas
pequenas apresentam maior area de interface com a fase aquosa, facilitando a
saida de ions (24). Com isso, seria possivel incorporar fragbes menores de
particulas no material sem comprometer o efeito remineralizante.

O tamanho e a morfologia das particulas de CaP pode ser influenciada por
variaveis como a concentragao das solucdes precursoras e as condi¢gées de pH do
meio (25). A temperatura durante a formagéao das particulas tem uma forte influéncia
em processos fisico-quimicos que ocorrem durante a reagdo, como processos de
hidrélise (que podem induzir a transformagédo de fases durante a precipitacao das
particulas) (11), e no equilibrio das reag¢des de dissociagdo e associagao idnica,
podendo influenciar a taxa de crescimento cristalino e nas fases formadas (15). Os
processos de nucleagdo e crescimento cristalino também sao influenciados pelo
tempo necessario para ocorrer a mistura das solugdes precursoras (25). Portanto,
pode-se supor que o volume das solugdes precursoras também teria influéncia sobre
o resultado da sintese. Porém, ndo foram encontrados estudos sobre os possiveis
efeitos do volume das solugdes precursoras no processo de sintese.

Considerando-se o papel da temperatura, concentracdo e volume das
solugdes precursoras sobre a sintese de particulas de CaP, bem como a importancia
do DCPD como biomaterial, torna-se relevante estudar como estas variaveis
interagem na determinag&o da sua morfologia, tamanho e area superficial.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 FOSFATO DICALCICO DIHIDRATADO (DCPD)

O arranjo atébmico dos ortofosfatos de calcio se baseia em uma rede de
tetraedros de ortofosfato (PO4), que estabiliza a sua estrutura (2). A maioria dos CaP
sdo pouco soluveis em agua, facilmente soluveis em meios acidos e insoluveis em
meios alcalinos. CaP quimicamente puros formam cristais transparentes; na forma
de po, eles apresentam cor branca (2, 5).

A formacao das diferentes fases de CaP em solucdo esta relacionada ao pH,
temperatura e a presenca de aditivos ou impurezas que podem interferir no processo
da sintese (13, 26). Estas fases sdo caracterizadas pela razao molar Ca/P e, de
modo geral, quanto maior esta razdo, menos soluvel é o composto (Figura 2.1) (4,
27). A hidroxiapatita (HA, Cas(PO4)3(OH), Ca/P = 1,67) é a fase menos soluvel
dentre os ortofosfatos de célcio. O fosfato dicalcico dihidratado (DCPD,
CaHPO4.2H,0, Ca/P=1) e o fosfato octacalcico (OCP, Cag(HPO4)2(P04)4.5H20,
Ca/P=1,33) apresentam solubilidade intermediaria em relagcdo a HA e ao fosfato
monocalcico mono-hidratado (MCPM, [Ca(H2P04)..H20, Ca/P=0,5) (2, 4, 6, 27, 28).
Por ser rapidamente solubilizado no meio fisiolégico, o MCPM n&o favorece a
formagao de novo tecido 6sseo e, portanto, ndo é utilizado como biomaterial. Por
outro lado, a HA também nao € um bom material osteocondutor por ser praticamente

insoluvel em condigdes fisiologicas (2, 13).
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Figura 2.1 — Estudos que avaliaram o efeito de diferentes variaveis na sintese de particulas de
ortofosfatos de calcio

' Ca(H,PO,), . H,0

CaHPO, . 2H,0

Solubilidade

Cag(HPO,),(PO,),'5H,0

Cag(PO,4);(OH)

pH 4

: . . . >
0,50 1,00 1,33 1,67
Razao Ca/P

Figura adaptada de (Dorozhkin, 2017)

O DCPD (nome mineraldgico: brushita) € um composto de grande importancia
biolégica por ser frequentemente encontrado em calcificagbes patolégicas (como
calculo dental, condrocalcinoses e calculos renais) e em estados de doenga, como
em lesdes de carie (2, 13). O DCPD também foi identificado como fase intermediaria
na mineralizagao 6ssea e também na dissolugdo de esmalte dentario por acidos em
processos de erosdo dentaria (2). Na medicina e na odontologia, O DCPD é
bastante estudado como cimento 6sseo e como fonte de ions para auxiliar na
remineralizacdo dentéria (13) devido a sua solubilidade intermediaria em relacao aos
outros fosfatos de calcio em condigdes fisioldgicas (29) e por ser considerado uma
fase intermediaria na formacao de apatitas (2, 7, 13).

A cristalizacdo do DCPD pode ser observada em solugdes aquosas contendo
ions HPO4%> e Ca?" em uma razdo molar Ca/P=1 em pH entre 2,0 e 6,5 (2, 4). O
crescimento de cristais de DCPD em solugdes aquosas resulta, normalmente, em
particulas na forma de placas (30). Sua estrutura cristalina é formada por cadeias de
CaPOs4 arranjadas paralelamente umas as outras, formando duas camadas (Figura
2.2). Moléculas de agua estao ligadas aos atomos de calcio por meio de ligagdes de

hidrogénio e ficam voltadas para a regido externa a essas camadas de CaPOQsg,
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estabelecendo liga¢des de hidrogénio entre si (4, 5, 31). Nesta interface formada por
duas camadas de agua, cada uma delas apresenta arranjo molecular distinto. A
primeira camada (considerada parte da estrutura cristalina do DCPD) é altamente
ordenada, enquanto a segunda camada n&o exibe ordem no plano. Foi proposto que
a solubilidade do DCPD estaria relacionada ao baixo nivel de ordenamento das
moléculas de agua nesta interface (1, 4, 30).

Figura 2.2 — Representagao do arranjo atdmico do fosfato dicalcico dihidratado (CaHPO4.2H20)

Liquid )
¢ 4
) MNew H-bond
Solid o *
7.6 A  HPO,"”
- Bulk H-bonds

) " a :’ ..

Imagem do artigo Arsic et al, 2004

2.2 EFEITO DA TEMPERATURA E CONCENTRAGCAO DAS SOLUCOES
PRECURSORAS NA SINTESE DE ORTOFOSFATOS DE CALCIO

Estudos avaliando o efeito de diferentes variaveis na sintese do DCPD séao
apresentados na Tabela 2.1. A sintese de particulas de DCPD pode ser realizada
por diversos métodos, incluindo a precipitagdo em sistemas heterogéneos (micro-
emulsao, por exemplo), o método sol-gel e a co-precipitagéo (2, 3, 6, 10). O método
da micro-emulsao utiliza uma fase aquosa (representada pelas solugdes precursoras
de ions calcio e fosfato), uma fase oleosa (por exemplo, querosene) e surfactantes
(compostos organicos anfifilicas, por exemplo, Tween 80) (32). O controle da

nucleagédo e do crescimento das particulas € garantido pela formagédo de goticulas
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nanométricas da fase aquosa estabilizadas pelo surfactante dispersas na fase
oleosa. Com isso, é possivel se obter particulas pequenas e monodispersas (8, 10).
O método sol-gel é realizado com o uso de solventes para diluigdo dos meios
aquosos (como o etanol anidro, por exemplo). Neste método, apds a obtencao do
produto final em forma de sol € necessario submeter a amostra a aquecimento para
remogado do solvente, obtendo-se um gel (33, 34). A co-precipitagdo a partir de
solugcdes aquosas de precursores de ions calcio e fosfato € o método mais
comumente empregado na sintese de particulas de CaP (34). A principal vantagem
da co-precipitacdo € a possibilidade de se obter quantidades maiores de particulas
em relacdo aos demais métodos; porém, a co-precipitagdo ndo permite 0 mesmo
controle da nucleagdo e do crescimento cristalino conseguido com o método da
micro-emulsdo, por exemplo.

De acordo com a teoria classica da cristalizagéo, a nucleacéo e o crescimento
dos cristais de CaP ocorrem a partir de espécies elementares (ions e moléculas) em
uma solugdo supersaturada, na qual ocorre a nucleagédo seguida pelo crescimento
dos cristais. Em estagios avangados, podem ocorrer alteragdes no arranjo cristalino
que levam a transformacgao de fase (1, 4, 7). A supersaturagao esta relacionada a
concentracao de ions calcio e fosfato e a temperatura na qual a reagcéo € conduzida,
uma vez que solubilidade dos precursores aumenta com a temperatura, aumentando
a supersaturagao (1). Durante a nucleagéo, a formagao de novas superficies resulta
em um aumento da energia livre de Gibbs do sistema, o que aumenta a
probabilidade de choque entre os cristais em crescimento e sua consequente
agregacdo. Quanto maior for a supersaturagao inicial do meio reacional, maior sera
a quantidade de nucleos de cristalizagdo e, portanto, maior a energia de Gibbs
liberada no processo. Esta tendéncia de agregacdo dificulta a obtengdo de
nanoparticulas na sintese por co-precipitagdo (35). Ainda nao foi estabelecido na
literatura se nucleagéo e crescimento das particulas ocorrem de forma simultanea ou
consecutiva; assim, ndo é possivel afirmar se o tamanho final das particulas esta
relacionado ao crescimento dos nucleos formados no inicio da reacdo ou a
aglomeragao de nucleos formados ao longo de todo o processo (15, 36).

Alteragdes nas concentragdes dos reagentes (e também na razdo Ca/P
utilizada) séo responsaveis por diferengas na morfologia dos cristais de fosfato de
calcio obtidos a partir de sinteses realizadas por co-precipitagao (11). Na sintese de
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DCPD, particulas maiores e maior aglomeragao foram observadas com o uso de
solugdes precursoras mais concentradas (8, 10). Os diagramas de fases
morfolégicas apresentados na Figura 2.3 mostram a relagdo entre o pH inicial e a
supersaturacdo da solucdo ou a variagdo de pH durante a sintese sobre a
morfologia das particulas de DCPD, em diferentes concentragdes das solugbes

precursoras (25).

Figura 2.3 — Diagramas representando as morfologias obtidas em fungéo do pH inicial das solugbes,
concentragdes das solugbes e condi¢cdes de supersaturagdo (lado esquerdo) ou da
variagao de pH (lado direito). Nas condi¢des delimitadas pela area cinza clara obtiveram
foram obtidas morfologia de pétalas, na area cinza houve mistura das morfologias, e na
area cinza escura as particulas tinham forma de placa

10 2,5

mistura ’ 7 mistura
9+
8 I 20}
7+ /
0,20 0,20 mol/L.
a 6 15+ /
2 T 0,02 mollL
o 0,02 moliL S ‘
= 0,10 mo <
£ 4r - 1.0
3K
2r 'ﬂ) mol/L 050,10 mollL
1F y i ' L
0,05 mollL 0,10 mollL
0 o fonlnat;ao ® p:’odutos pon: A N N 0.0 : R sem formaqéo de produtos por 24h
4,0 4,5 5,0 55 6,0 6,5 7,0 40 4,5 5,0 55 6,0 6,5 7,0
pH inicial pH inicial

Imagem adaptada do artigo Toshima et al., 2014

Poucos estudos avaliaram o efeito da temperatura na sintese de particulas de
CaP. No método da micro-emulsdo, a temperatura mostrou grande influéncia na
morfologia das particulas, que se apresentaram como nanoflocos quando a reagao
foi realizada a 6°C e como esferas quando a reagéao foi realizada a 60°C (10). No
método de co-precipitagdo foi observada uma transigdo gradual na morfologia em
fungdo da temperatura e dos precursores utilizados (37). Em sinteses conduzidas
acima de 80 °C, o DCPD se transforma em fosfato dicalcico anidro (DCPA, CaHPQO4)

(2). Em associagdo com outras variaveis, a temperatura ainda influencia a fase de
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CaP formada e a topografia da particula, alterando suas caracteristicas de adsorgéo,

dessorcao e difusédo e, consequentemente, sua bioatividade (4).



Tabela 2.1 — Estudos que avaliaram o efeito de diferentes variaveis na sintese de particulas de ortofosfatos de calcio

Concentragoes das

Referéncia Fase obtida Método Precursores pH Temperatura
solugodes precursoras
Ferreira et al., DCPD Co-precipitacdo Ca(OH)2 e H3PO4 50 a 300 mmol/dm? Monitorado (entre 25 °C
2003 (equimolares). 5,7 € 6,0)
Kumar et al., HA Co-precipitagcdo  Ca(OH)2+CaCO3 0,05 mol.L" Monitorado (7,4) 40°C,80°Ce
2004 e H3PO.. Ca(OH)2+CaCOs e 0,03 100 °C.
mol.L"" H3PO4
Mansour et al,, DCPD e HA Co-precipitacao CaCl2.2H20 e 1. 0,3 mol.L-* ambos; 1: pH 4,0; 5,0; ou Temperatura
2016 Naz:HPO4 2. 0,5 mol.L"" CaCl2.2H20 6,00. ambiente
e 0,3 mol.L"" NaoHPO4.  2: pH 7,0; 9,0; ou
12,0.
Controle com HCI
ou NH4OH.
Marshall e DCPD Co-precipitacdo NaxHPO4, CaClz e 0,02 mol.L" NazHPOy4; Monitorado (5,5) 15°C, 25°C e 37
Nancollas, KH2PO4 0,04 mol.L™* CaCly; € 0,18 °C.
1969 mol.L-" KH2PO4

LE
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Ngankam et al,, DCPD Co-precipitacao CaClz e Concentragdes pH 6,85, Nao especificada
1999 Na:HPO4.7H20 +  equimolares que variaram Controle com KCI
NaH2PO4.H,0 entre 6 e 8 mmol.L"
Oliveira et al,, DCPD Co-precipitagcdo Ca(OH)2 e H3PO4 Concentragdes Apenas monitorado 25°C
2007 equimolares que variaram  (entre 4,55 e 5,72)
em 0,005; 0,1; 0,2; 0,3; e
0,4 mol.L™"
Rodriguez- Apatitas com  Co-precipitagdo 10Ca(NO3)2.4H20; 0,001 a 1,0 mol.L"" pH 7,4 25 °C, 37 °C, 60
Lorenzo, 2000 diferentes 6(NH4)2HPO4 e Controle com °Ce90°C
estequiometrias 8NH4OH (NH4)2HPO4
Solonenko e DCPD e HA Co-precipitacdo Ca(NO3)2+NH4OH Solugdes iniciais de 1: pH 6,00 e 12,00 Nao especificada
Golovanova, e (NH4)2HPO4 Ca(NOs3)2: (Ca/P=1,70).
2014 1. 0,010 mol.L'"; 2: pH 5,50
2. 0,025 mol.L ", (Ca/P=1,0).
3. 0,050 mol.L ", Controle com HNO3

4. 0,200 mol.L". ou NH4OH



Solonenko e
Golovanova,
2015

Sorensen e
Madsen, 2000
Lim et al., 2009

Singh et al.,
2010

DCPD, HA e
OCP

DCPD

DCPD

DCPD

Co-precipitacao

Co-precipitacao

Emulsao oleo-
em-agua de
fase interna alta

Microemulsao

agua-em-o6leo

Ca(NOs): e
(NH4)2HPOq4

CaCl2.2H20,
KHoPO4 e KoHPO4
CaCl; e NazHPO4

Ca(NOs3)2.4H0 e
(NH4)2HPOq4

Nao informado 1: pH 6,0; 9,0; e
12,0.

2: pH 5,50.
Controle com HNOs3
ou NHsOH
Apenas monitorado
(entre 5,5 € 4,2)
pH entre 5,0 e 7,0,

controlado com

0,0125 mol.L", 0,025
mol.L"" e 0,05 mol.L"
0,5 mol.L-* CaCl, e 0,3
mol.L-' NazHPO4

acido citrico.

1.0,2 mol.L"!
Ca(NO3)2.4H20 e 0,12
mol.L! (NH4):HPO,

2.0,15 mol.L™"
Ca(NO3)2.4H20 e 0,09
mol.L! (NH4):HPO,

3.0,10 mol.L™"
Ca(NO3)2.4H20 e 0,06

Apenas monitorado
(entre 4,5 € 5,0)

22-25 °C

25°C

Temperatura

ambiente

6°C,30°Ce60
°C

6€



Singh et al.,
2010

Lagno et al.,
2012

Sivakumar et
al., 1998

DCPD

DCPD e HA

DCPD e
monetita
(CaHPO4)

Microemulsao

agua-em-oleo

Precipitacdo em

meio clorado

Precipitacdo em

meio gel

Ca(NOs3)2.4H0 e
(NH4)2HPOg4

NaH2PO4.H20,
CaCl2.2H20 e

KH2PO4 e
Ca(NOs),

mol.L" (NH4)2HPO4
4.0,2 mol.L™"
Ca(NO3)2.4H0 e 0,12
mol.L" (NH4)zHPO4
5.0,15 mol.L™"
Ca(NO3)2.4H20 e 0,09
mol.L" (NH4)zHPO4
6.0,10 mol.L™"
Ca(NO3)2.4H20 e 0,06
mol.L" (NH4)2HPO4
100 mmol.L-" de CaCly-
NaH2PO4-HCI (pH ~3,0)

1,68 mol.L"
Ca(NO3)2.4H20 € 1,18
mol.L"' KHoPOs.

Apenas monitorado
(entre 4,5 e 5,0)

pH 5,4 e pH 5,0,
controlado
com NaOH

pH 5,61.
Controle com acido
acetico.

ov

6 °C,30°Ce60
°C

22 °C

N&o especificada



Arifuzzaman e
Rohani, 2004

DCPD e ACP

Cristalizagao

fracionada

NaH2PO4.H20,
CaClz

1. Concentragdes O pH das solucgoes Ambiente
equimolares de 0,01; foi ajustado com
0,02; 0,03; 0,04; 0,06; e adicao de NaOH até
0,08 mol.L"; o inicio da
2. Concentragbes de nucleagao (entre
CaClz como no grupo 5,8 e6,0)

anterior, porém razao
molar Ca/P=2;
3. Concentragdes de
NaH2P0O4.H20 como no
primeiro grupo, porém
razdo molar Ca/P=0,5.

18%
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3 OBJETIVO

Com base no exposto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o
efeito das seguintes variaveis na sintese de particulas de DCPD pelo método da
co-precipitagao:

(1) concentragao das solugdes precursoras,

(2) temperatura e

(3) massa de DCPD pretendida (ou volume das solugdes precursoras)

O produto da sintese foi caracterizado quanto a densidade, tamanho, area
superficial e morfologia.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Trés variaveis foram avaliadas: 1) concentragao das solugbes precursoras,
em trés niveis (0,1 mol.L-"; 0,5 mol.L-"; e 1,0 mol.L-"), 2) temperatura, em dois
niveis (22 °C e 45 °C) e 3) massa de DCPD pretendida, em dois niveis (1 ge 5 g),
totalizando 12 grupos experimentais. Cada uma das condi¢des foi repetida trés
vezes a fim de ser avaliar a reprodutibilidade do processo. A sequéncia das
sinteses foi aleatorizada por meio de sorteio.

4.2 PROCEDIMENTOS DE SINTESE

Solugbes de nitrato de calcio tetrahidratado [Ca(NO3)..4H.0] (236,15
g/mol) e hidrogenofosfato de amonio [(NH4)2HPO4] (149 g/mol) (ambos adquiridos
da Sigma-Aldrich , St. Louis, MO, EUA) com concentragées de 0,1 mol.L"!, 0,5
mol.L-' e 1,0 mol.L-! foram preparadas utilizando-se agua destilada e deionizada.
Para cada concentragdo, foram realizados calculos estequiométricos para
determinar as massas dos precursores a partir da massa final de DCPD (172,09
g/mol). Em seguida foram calculados os volumes de agua necessarios para a
obtencao das concentragdes desejadas (Tabela 4.1).



Tabela 4.1. Massa dos reagentes e volume de agua utilizados no preparo das solugdes precursoras.

Concentragao

Volume

0,1 mol.L™"

290 mL

0,5 mol.L™"

58 mL

1,0 mol.L™

29 mL

Massa

6,859

6,859

6,85¢g

Volume

290 mL

58 mL

29 mL

Massa

3,83 ¢

3,83 ¢

3,83 ¢

Massa Pretendida

5 g (0,029 mol)

5 g (0,029 mol)

5 g (0,029 mol)

14
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A solucdo de nitrato de calcio tetrahidratado foi adicionada a solugdo de
hidrogenofosfato de aménio por gotejamento com o uso de uma bomba peristaltica (9
mL.min"") sob agitagdo magnética. No caso das sinteses realizadas a 45 °C, foi
utilizado um banho-maria sobre o agitador magnético, o qual teve a temperatura
estabilizada por 20 minutos antes do inicio da sintese. O nivel da solu¢éo receptora foi
mantido abaixo do nivel da agua do banho-maria. A temperatura da solugédo foi
monitorada durante toda a sintese com variagcdo de + 5 °C. Terminado o gotejamento,
as solugbes permaneceram sob agitagdo por 24 h, mantendo-se a temperatura
utilizada durante o gotejamento. O pH da suspensédo foi anotado no inicio do
gotejamento (apenas a solugado de fosfato de aménio), imediatamente apds o término
do gotejamento e apds as 24 h de agitagdo (Kasvi, modelo K39-2014, Curitiba, PR,
Brasil).

Apoés a decantagdo das particulas maiores, a suspensao foi centrifugada por 5
minutos a 11,9 g e o sobrenadante foi removido. As particulas foram submetidas a
cinco ciclos de lavagem, que consistiram na adi¢do de agua deionizada em quantidade
semelhante ao volume final da sintese, seguida de agitagdo magnética por trés minutos
e centrifugagao por 5 minutos a 11,9 g. Ap6s o ultimo ciclo, foi realizada uma ultima
centrifugagaéo para remover o maior volume possivel de sobrenadante. O produto da
sintese foi congelado a -80 °C e liofilizado até a obtengdo de um p6 branco. A massa
de ortofosfato de calcio obtida em cada uma das sinteses foi determinada em uma
balanga analitica de precisao (Mettler Toledo, modelo XS105, Columbus, OH, EUA) e o

rendimento foi calculado em relagdo a massa inicialmente pretendida.

4.3 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

4.3.1 Densidade

A densidade tedrica das particulas foi determinada em um picnédmetro a hélio
(Quantachrome, modelo Ultrapyc 1200e, Boynton Beach, FL, EUA). O equipamento
apresenta um compartimento de amostra com volume conhecido no qual é colocada

uma massa também conhecida do material a ser analisado. O compartimento de
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amostra é preenchido com gas hélio até a pressao de 14 psi e o volume de gas que
entrou no compartimento é registrado. Subtraindo este valor do volume total do
compartimento, encontra-se o volume da amostra. Este procedimento € repetido cinco
vezes para cada amostra e o valor médio é usado para o calculo da densidade,
dividindo-se a massa pelo volume. Todas as analises foram realizadas em temperatura
ambiente (23 °C).

4.3.2 Difratometria de raios-X

As amostras foram submetidas a difratometria de raios-X (DRX) para identificar a
fase de ortofosfato de calcio obtida na sintese. Foram obtidos difratogramas utilizando
radiacdo Cu Ka filtrada por niquel a 40 kV e 30 mA (MultiFlex, Rigaku Corp., Toquio,
Japéao). A geometria do equipamento € 6/26 e as leituras foram continuas em angulos
de 10° a 60° a 2° por minuto. Os difratogramas foram importados para o software
Match! (Crystal Impact, Redmond, WA, EUA) o para identificagdo de fase de CaP
formada.

O grau de cristalinidade das amostras foi estimado comparativamente a partir da
determinacdo da largura a meia altura (full width at half maximum, FWHM) do pico
localizado em 11,6°. Quanto maior o valor de FWHM, menor é a cristalinidade da

amostra.

4.3.3 Area superficial

Valores de area superficial das particulas foram obtidas em um analisador de
adsorcgao volumétrico (Quantachrome, modelo Nova 1200e, Boynton Beach, FL, EUA),
de acordo com o método Brunauer, Emmet e Teller (BET) de ponto unico (single point
BET). As amostras foram purgadas sob vacuo por 2 h a 120 °C antes de serem
analisadas. Neste método, a amostra é exposta a nitrogénio liquido (-196,15 °C) sob
valores de presséao crescentes de até 2 atm e pressdes relativas (P/Po) inferiores a 0,3.
A quantidade de gas adsorvido em cada pressdo € registrada por um detector de
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condutividade térmica. Apds atingir a pressao-alvo, a amostra € aquecida e ocorre a
perda de contato com o nitrogénio liquido (dessorg¢do). A determinagdo da area
superficial especifica dos materiais foi realizada com o auxilio do software NOVAWin
(Quantachrome Instruments, Boynton Beach, FL, EUA).

4.3.4 Espalhamento de laser

A distribuicdo de tamanho de particulas foi estimada através de espalhamento
de laser (Mastersizer 2000, Malvern Instruments Ltd., Malvern, Reino Unido).
Suspensdes das particulas em isopropanol foram mantidas em ultrassom por 10
minutos e em seguida introduzidas no equipamento. Nesta técnica, as distribuigdes dos
tamanhos das particulas sdo calculadas a partir da medicdo da variagdo angular na
intensidade da luz a medida que um feixe de laser interage com as particulas em
suspensao. As particulas maiores dispersam a luz em angulos pequenos enquanto
particulas pequenas dispersam a luz em &angulos grandes. A intensidade dessas
emissdes € usada para calcular o tamanho (didmetro equivalente) das particulas. A
partir da curva de distribuicdo de tamanhos, o valor da mediana (Dso) foi anotado.

4.3.5 Microscopia eletrénica de transmissao e de varredura

A morfologia das nanoparticulas foi observada em um microscopio eletrénico de
transmissao (JEOL, modelo 1010, Téquio, Japao) utilizando voltagem de aceleragao de
80 kV. Previamente a analise, as particulas foram dispersas em alcool isopropilico e,
apos 24 h, algumas gotas do sobrenadante foram depositadas em telas de niquel (200
mesh) cobertas com uma pelicula de poli(vinil formal) (Formvar).

As particulas também foram observadas em microscépio eletrénico de varredura
(LEO 430, Electron Microscopy Ltd., Cambridge, Inglaterra), utilizando voltagem de
aceleracdo entre 10-15 kV. As amostras foram recobertas com uma camada de
aproximadamente 25 nm de ouro (Balzers SDC 050, Oerlikon, Balzers, Liechtenstein).
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4.4 ANALISE DOS DADOS

Devido ao pequeno numero de repeticbes (n=3), dados quantitativos foram
apresentados apenas de forma descritiva. Com isso, evitou-se cometer um erro do tipo
Il (B), ou seja, ndo rejeitar uma hipotese nula verdadeiramente falsa, uma vez que

efeitos das variaveis sdo mais dificilmente detectados em amostras pequenas (38).
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5 RESULTADOS

5.1 RENDIMENTO DAS SINTESES

Os rendimentos das sinteses (massa obtida em relagdo a massa pretendida) sao
apresentados na Figura 5.1. Para uma dada concentragao e volume de precursores, o
rendimento da sintese foi maior quando esta foi realizada em temperatura ambiente (22
°C: 80+£13 %, 45 °C: 69+16 %). O rendimento aumentou entre as concentragdes de 0,1
mol.L-" e 0,5 mol.L" (respectivamente, 50+8 %, 78+7 %), porém manteve-se em niveis
semelhantes entre 0,5 mol.L-" e 1,0 mol.L"' (807 %). Com uma excegao, o rendimento
foi ligeiramente maior nas sinteses que utilizaram volumes maiores de precursores. Os

coeficientes de variagao para esta variavel apresentaram valores entre 1 % e 10 %.

Figura 5.1 — Box-plot do rendimento das sinteses (em porcentagem) em fungdo da temperatura,
concentragdo das solugbes precursoras e massa pretendida de DCPD. Barras
representam minimo, maximo, mediana (linha horizontal) e média (quadrado). As
porcentagens sobre as barras representam o coeficiente de variagdo em cada condigédo
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5.2 VARIAGAO DO pH DURANTE A SINTESE

Nao foram observadas diferengas nos valores de pH inicial (determinados na
solugado de fosfato de aménio) em nenhuma das condigbes experimentais (média:
7,910,2). Ao final do periodo de gotejamento, as suspensdes mantidas a 45 °C
apresentaram pH inferior aquelas realizadas em temperatura ambiente. Ao final do
periodo de agitagao, as sinteses conduzidas a 45 °C apresentaram queda no pH (entre
0,1 e 0,9), enquanto aquelas realizadas em temperatura ambiente apresentaram ligeira
elevacao (entre 0,0 e 0,8). Com isso, apds 24 horas sob agitagédo, a diferenga no pH

aumentou em relacao a diferenca observada ao final do gotejamento (Figura 5.2).

Figura 5.2 - Médias e desvios-padrdo dos valores de pH determinados no inicio da sintese (solugdo de
fosfato de amdnio, antes do gotejamento), ao término do gotejamento e ao final das 24 h
sob agitagdo. Os dados foram agrupados em funcédo da temperatura (ou seja, cada média
foi calculada considerando-se n=18)
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5.3 DENSIDADE

De modo geral, as particulas obtidas a partir de sinteses realizadas a 45 °C e
utilizando a concentragdo de 0,1 mol.L-"' apresentaram valores mais altos e maior
dispersao nos dados de densidade quando comparadas com as particulas obtidas em
temperatura ambiente e com concentragdes mais altas de precursores (Figura 5.3).

Figura 5.3 — Box-plot das densidades das particulas de DCPD (em g/cm®) em fungédo da temperatura,
concentracdo das solugdes precursoras e massa pretendida de DCPD. Barras representam
minimo, maximo, mediana (linha horizontal) e média (quadrado). As porcentagens sobre as
barras representam o coeficiente de variagdo em cada condi¢do experimental
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5.4 IDENTIFICACAO DA FASE DE ORTOFOSFATO DE CALCIO OBTIDA NA
SINTESE

A analise dos difratogramas confirmou a formagao de estruturas cristalinas com
picos especificos de maxima intensidade em 26 11,6°, 20,9°, 23,6°, 29,3°, 35,5° e 48°
caracteristicos do DCPD (Comité Conjunto sobre Padrdes de Difragao em po, JCPDS,
PDF#09-0077) (Figura 5.4A). As unicas exceg¢des foram os compostos obtidos
associando-se a concentragcdo de 0,1 mol.L"' e a temperatura de 45 °C, nas quais o
difratograma apresenta picos de baixa intensidade, sugerindo a formagdo de um
composto com baixa cristalinidade (Figura 5.4B). A fase cristalina foi identificada como
sendo fosfato octacalcico (OCP, Cas(HPO4)s(H20)s). Valores de largura a meia-altura
(Tabela 3.1) foram semelhantes, exceto para as particulas obtidas na temperatura de
45 °C e utilizando a concentragéo de precursores de 0,1 mol.L™".

Tabela 5.1 — Largura a meia-altura do pico localizado em 11,6° em fungdo da temperatura, massa
pretendida de DCPD e concentragéo das solugdes precursoras (n=3)

0,1 mol.L"! 0,5 mol.L"! 1,0 mol.L"
1q 22°C 0,18608 0,17999 0,20896
45 °C 1,66555 0,17191 0,17749
22°C 0,20015 0,17814 0,20064
°d 45 °C 1,81391 0,15532 0,18498
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Figura 5.4 — Exemplos de difratogramas dos compostos obtidos na sintese. A: DCPD (0,1 mol.L", 22 °C,
1 g), B: OCP de baixa cristalinidade (0,1 mol.L™", 45 °C, 1 g). Note a diferenga entre as
escalas do eixo y nos dois difratogramas
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5.5 AREA SUPERFICIAL

Os resultados de area superficial sdo apresentados na Figura 5.5. De modo
geral, foi observada uma tendéncia de redug&o na area superficial com o aumento da
concentragcéo de precursores. Além disso, a mediana de area superficial foi maior para
as particulas obtidas a 45 °C, mas a diferenga entre os valores obtidos a 22 °C e 45 °C
também diminuiu com o aumento da concentracdo. Os coeficientes de variacao
também foram maiores nas sinteses realizadas a 45 °C para as concentragdes de 0,5
mol.L"" e 1,0 mol.L".

Figura 5.5 - Area superficial (em m?g,) das particulas de ortofosfato de calcio em fungdo da
concentracdo dos precursores, massa pretendida e temperatura em que sintese foi
realizada. Barras representam minimo, maximo, mediana (linha horizontal) e média
(quadrado). As porcentagens sobre as barras representam o coeficiente de variagdo em
cada condicdo experimental
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5.6 DISTRIBUICAO DE TAMANHOS

As medianas de tamanho de particula encontradas nas diversas condi¢des de
sintese sdo mostradas na Figura 5.6. Com uma excegdo (0,1 mol.L™", 5 g), particulas
sintetizadas a 45 °C apresentaram medianas maiores do que aquelas sintetizadas em
temperatura ambiente. Nas sinteses realizadas em temperatura ambiente, para uma
massa pretendida de 5 g o tamanho de particula diminuiu com o aumento da
concentracdo dos precursores. Para particulas sintetizadas em temperatura ambiente
com massa pretendida de 1 g, a concentragédo das solugdes ndo afetou o tamanho das
particulas. Nas sinteses conduzidas a 45 °C, tanto para as massas de 1 g e 5 g,
medianas maiores foram obtidas com concentragdo de 0,5 mol.L-'. A dispersdo dos

dados dentro de cada condi¢cao experimental variou entre 14 % e 28 %.

Figura 5.6 — Valores de mediana de tamanho de particula (em micrémetros) das particulas de ortofosfato
de calcio em fungdo da concentragdo dos precursores, massa pretendida e temperatura em
que sintese foi realizada. Barras representam minimo, maximo, mediana (linha horizontal) e
média(quadrado). As porcentagens sobre as barras representam o coeficiente de variagéo
em cada condigcio experimental.
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5.7 MORFOLOGIA DAS PARTICULAS

As imagens de microscopia eletrbnica de varredura (MEV) apresentam
diferentes morfologias de particulas formadas em fungdo de temperatura e
concentragdo. Em todas as amostras sintetizadas com 0,1 mol.L! (Figuras 5.7 a 5.10)
e aquelas sintetizadas utilizando 0,5 mol.L-" a 45 °C (Figuras 5.13 e 5.14) é possivel
observar a presengca de duas populagbes distintas: placas micrométricas e
aglomerados de nanoparticulas de formato esferoidal. Nas condi¢gdes que utilizaram a
concentragédo de 0,5 mol.L-' e 22 °C (Figuras 5.11 e 5.12), bem como nas condigbes
1,0 mol.L-* e 45 °C (5.17 e 5.18) observa-se o predominio de placas e a presenga de
nanoparticulas é pequena. Finalmente, as imagens das particulas obtidas nas sinteses
que utilizaram a 1,0 mol.L"" e 22 °C (Figuras 5.15 e 5.16) mostram unicamente a
presencga de placas micrométricas. A Figura 5.19 mostra um exemplo de aglomerados
de nanoparticulas observado em microscopia eletrénica de transmisséao (MET).
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Figura 5.7 — Imagem obtida por microscopia eletrénica de varredura de particulas de DCPD sintetizadas
na condigdo 0,1 mol.L™" — 1g — 22 °C. Observa-se um predominio de aglomerados de
nanoparticulas (indicados por setas) e algumas particulas maiores em forma de placa

Figura 5.8 — Imagem obtida por microscopia eletronica de varredura de particulas de DCPD sintetizadas
na condigdo 0,1 mol.L"" — 5 g — 22 °C. E possivel observar particulas maiores em forma de
placa e aglomerados de nanoparticulas (indicado pela seta)







61

Figura 5.9 — Imagem observada em microscopia eletrénica de varredura mostrando aglomerados de
nanoparticulas de OCP com baixa cristalinidade obtidos a partir da condigdo 0,1 mol.L"" —
1g-45°C

Figura 5.10 — Imagem observada em microscopia eletrdnica de varredura mostrando aglomerados de
nanoparticulas de OCP com baixa cristalinidade obtidos a partir da condigdo 0,1 mol.L"" —
5g-45°C
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Figura 5.11 — Imagem obtida por microscopia eletrénica de varredura de particulas de DCPD obtidas na
condigéo 0,5 mol.L™' — 1 g — 22 °C na qual é possivel observar a formagéo de particulas
em forma de placas pequenas

Figura 5.12 — Imagem obtida por microscopia eletrénica de varredura de particulas de DCPD obtidas na
condigéo 0,5 mol.L™' — 5g — 22 °C, na qual & possivel observar a formagdo de particulas
em forma de placas
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Figura 5.13 — Imagem obtida por microscopia eletronica de varredura de particulas de DCPD obtidas a
partir da condigéo 0,5 mol.L"" — 1 g — 45 °C. E possivel observar particulas maiores em
forma de placa e aglomerados de nanoparticulas (setas)

Figura 5.14 — Imagem obtida por microscopia eletronica de varredura de particulas de DCPD obtidas na
condigédo 0,5 mol.L™' — 5 g — 45 °C. Observa-se particulas em forma de placas maiores
com particulas menores depositadas na sua superficie e poucos aglomerados de
nanoparticulas (seta)
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Figura 5.15 — Particulas de DCPD em forma de placas observadas em microscopio eletrénico de
varredura, obtidas a partir da condi¢do 1,0 mol.L"' -1 g—22°C

Figura 5.16 — Particulas de DCPD em forma de placas obtidas a partir da condi¢do 1,0 mol.L"' =5 g —22
°C observadas em microscoépio eletrénico de varredura
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Figura 5.17 — Imagem obtida por microscopia eletronica de varredura de particulas de DCPD obtidas a
partir da condigdo 1,0 mol.L™" — 1 g — 45 °C. E possivel observar placas menores e
aglomerados de nanoparticulas pequenos depositados sobre placas maiores

Figura 5.18 — Imagem obtida em microscopio eletrénico de varredura de particulas de DCPD obtidas na
condigéo 1,0 mol.L™" — 5 g — 45 °C, mostrando placas de diferentes tamanhos e pequenos
aglomerados de nanoparticulas esferoidais







Figura 5.19 — Imagem obtida por microscopia eletrénica de transmissdo de um aglomerado de
nanoparticulas obtido na condig&o condigéo 0,1 mol.L™" —1 g—22°C
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6 DISCUSSAO

O presente estudo se propds a avaliar o efeito da concentracdo e volume dos
reagentes, e da temperatura nas caracteristicas fisico-quimicas de particulas de DCPD
sintetizadas por co-precipitagdo. Durante a sintese, diversos fatores interferem no
equilibrio quimico e na cinética da reacao principal. Além disso, também ocorrem
reagdes secundarias com constantes termodinamicas préprias (de formagdo ou
dissociagao) dependentes das condigdes do meio reacional. O menor rendimento das
sinteses realizadas a 45 °C é explicado pelo fato da reagao principal ser exotérmica
(AH<0) (12). Com isso, seguindo o principio de Le Chatelier, o equilibrio termodinamico
da reacao a 45 °C favorece a dissociagao idnica e, consequentemente, a precipitagao
de ortofosfato de calcio € menor. A maior dissociacio ibnica nas sinteses conduzidas a
45 °C também poderia explicar o menor pH ao final da reagdo, uma vez que ions
dihidrogeno fosfato (H2PO4") podem sofrer nova dissociagao, com formagéao de ions H*,

como segue:

HyPO4qq) + Hy0y = H3POuqqy + H30(J;q)

H30(q) = H200) + Higg

A menor concentragdo dos reagentes (0,1 mol.L-') também resultou em menor
rendimento em relagédo as concentragdes de 0,5 mol.L™* e 1,0 mol.L-. Novamente, de
acordo com o principio de Le Chatelier, maiores concentracdes dos reagentes
favorecem a reacdo principal. E interessante observar na Figura 5.1 que o aumento da
concentracdo dos precursores parece compensar parcialmente o efeito negativo da
temperatura sobre o rendimento, uma vez que a diferenga nos valores registrados em
ambas as temperaturas foi menor na concentragdo de 1,0 mol.L™".

De modo geral, o rendimento das sinteses foi maior quando foram utilizados
maiores volumes de solugdo. Sinteses nas quais pretendia-se a formagéao de 5 g de
DCPD obtiveram rendimentos entre 6 e 12 pontos percentuais acima daquelas em que
a massa pretendida era 1 g. E provavel que isso tenha ocorrido pelo fato que ao se
trabalhar com volumes menores as perdas ao longo do processo de sintese se tornam

mais significativas.
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Apesar de a razdo Ca/P dos precursores ser o fator mais importante na
determinacdo da fase de fosfato de célcio durante a realizagdo da sintese (2),
alteragdes de temperatura e pH podem provocar uma cristalizagcdo ndo homogénea
devido a substituicdo do calcio por grupamentos fosfato ou hidroxila, causando
alteragbes na grade cristalina e modificando a razdo Ca/P do composto formado (39).
Dentre as 12 condigbes avaliadas, aquelas realizadas utilizando-se 0,1 mol.L"" e 45 °C
resultaram na formagdo de OCP com baixa cristalinidade E provavel que a menor
concentracdo de reagentes e a temperatura mais elevada tenha possibilitado a
precipitacdo de uma fase com composi¢cdo atdbmica mais proxima a HA. De fato, na
sintese de HA a 37 °C foi observada a formagao de precursores (ACP ou OCP),
enquanto que em altas temperaturas (>85 °C) ocorreu a precipitagdo direta ou uma
rapida transicéo para HA (35). A temperatura necessaria para que a nucleagéo do OCP
se inicie é inversamente relacionada ao pH do meio reacional, ou seja, quanto mais
elevado for o pH, menor é a temperatura necessaria para o inicio da cristalizagéo (12).
E possivel que nas sinteses a 45 °C e concentragdo de 0,1 mol.L"" a menor
concentracédo de ions tenha promovido um desvio da cristalizacdo para a formacao de
uma fase mais estavel de fosfato de calcio, ainda que condi¢gbes de pH acido (entre 5 e
6) sejam favoraveis a formagao de DCPD (27, 36). A relagao entre pH, concentragéo e
temperatura na formagao de diferentes fases de CaP foi estudada por Newesely (39).
Trabalhando com concentragdes reduzidas de precursores, de no maximo 0,02 mol.L™",
e em pH 5,5 foi observada a precipitacdo de DCPD em temperaturas entre 20 °C e 40
°C e de OCP entre 50 °C e 70 °C.

Um achado interessante do presente estudo foi a observagdo ao MEV de
particulas com morfologias distintas em fungdo da temperatura e da concentragdo das
solugdes precursoras. A observacao direta das particulas é fundamental para o
entendimento dos resultados de densidade, tamanho e area superficial. Os valores de
densidade encontrados para as particulas de DCPD situaram-se entre 2,5 e 3,0 m?/g.
Os valores maiores do que aqueles utilizados como referéncia (2,3 m?/g) (40) podem
ser explicados por diferengas nos tamanhos e morfologia de particula em relagdo ao
padrao estabelecido como referéncia. A comparacdo dos achados da MEV com os
valores de densidade sugerem que as condigdes que resultaram em maior quantidade
de nanoparticulas também apresentaram valores mais altos de densidade.

Quanto maior a supersaturagdo do meio, mais baixa é a energia necessaria no

sistema para que os ions entrem em contato e iniciem a formagdo de uma interface
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para que ocorra a nucleagdo (energia de ativacao). Porém, uma elevada
supersaturagcdo e nucleacédo iniciais aumentam a energia livre de Gibbs no sistema
reacional, podendo levar a uma maior agregagao dos cristais (35). Adicionalmente, a
temperatura do sistema altera as constantes termodinamicas, podendo modificar a
morfologia das particulas (15). No presente estudo a formagao unicamente de placas
micrométricas a 22 °C na concentragéo de 1,0 mol.L"" poderia ser explicada pela maior
supersaturacdo do sistema reacional; porém, a 45 °C este padrdo de crescimento foi
alterado, levando a formacdo também algumas nanoparticulas. Por outro lado, a
formacéo de placas micrométricas nas condi¢gdes que favorecem uma nucleagao mais
rapida pode ser explicada pelo periodo prolongado de agitagcédo utilizado neste estudo
(24 horas), conforme observado em um estudo anterior (41).

Ao longo da sintese, as particulas passam por processos de dissolugdo e
precipitacéo (5). E provavel que em uma temperatura elevada as particulas cresgam
menos como resultado de taxas de dissolugao/precipitacdo mais altas e estabilizem em
tamanhos menores do que as particulas sintetizadas em temperatura ambiente.
Comportamento semelhante foi observado em particulas de DCPD sintetizadas em
micro-emulsdo em diferentes temperaturas, sendo possivel observar a formacgao de
particulas esféricas nanométricas quando utilizada uma temperatura de 60 °C,
enquanto a 6 °C foram formados nanoflocos (10).

Desta forma, € possivel concluir que o aumento da concentragcdo favorece a
formacéao de particulas maiores a partir de uma proximidade dos nucleos formados pela
alta supersaturagao da solugéo, o que favorece a sua agregacao e, consequentemente,
o crescimento das particulas. Por outro lado, a temperatura apresentaria um efeito
antagonico, aumentando a solubilidade do sal formado e favorecendo a formag&o de
aglomerados de nanoparticulas. Nas condigbes do presente estudo, o efeito da
concentracédo dos precursores prevaleceu sobre a maior temperatura, visto que mesmo
nas sinteses realizadas a 45 °C a populagdo de aglomerados de nanoparticulas
diminuiu a medida que a concentracdo dos precursores aumentou.

Os resultados de area superficial e tamanho de particula podem parecer
contraditorios, uma vez que, de modo geral, os grupos com maior area superficial
também apresentaram maior tamanho. No entanto, estes achados sugerem que os
aglomerados de nanoparticulas apresentam tamanho maior do que as micro-placas
observadas nas sinteses realizadas com maior concentracdo de precursores.

Adicionalmente, é possivel que isto tenha ocorrido devido ao tipo de tratamento ao que
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as particulas sdo submetidas antes de cada analise. Diferentemente do espalhamento
de laser no qual as particulas sdo dispersas em alcool isopropilico em ultrassom, para
a realizagdo do método BET a amostra ndo passa por tratamento prévio. Assim, &
possivel que os resultados de area superficial sejam afetados pelo “empilhamento” das
placas, o que resulta em uma diminuicdo da area exposta para a adsor¢cao do
nitrogénio.

Finalmente, € importante destacar que a sintese de particulas de DCPD por co-
precipitacdo mostrou reprodutibilidade razoavel. As médias dos coeficientes de
variacao entre as 10 condigdes que resultaram na formagdo de DCPD foram 4 %

(rendimento), 8 % (densidade), 28 % (area superficial) e 15 % (tamanho).
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados, é possivel concluir que a temperatura da sintese e as
concentragcdes dos precursores apresentaram influéncia sobre as caracteristicas das
particulas formadas. Utilizando-se a concentragdo de 0,1 mol.L" e 45 °C, o precipitado
foi identificado como OCP com baixo grau de cristalinidade. Resultados de area
superficial e tamanho, bem como os valores de densidade podem ser atribuidos a
formacgao de duas populagdes distintas de particulas: aglomerados de nanoparticulas e
placas de tamanho micrométrico. De modo geral, a 45 °C e com concentrag¢des de 0,1
mol.L-" e 0,5 mol.L"" houve o predominio de aglomerados de nanoparticulas. Por outro
lado, as sinteses realizadas a 22 °C e 1,0 mol.L-! resultaram na formagdo apenas de
micro-placas. O volume das solugdes precursoras nido teve influéncia sobre as

caracteristicas das particulas de DCPD.
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