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Resumo

Estudos tém comprovado a afinidade e a eficiéncia do fosfato de calcio bifasico (BCP) em
aplicacdes médicas e odontoldgicas, assim como elemento adsorvente para o gas COq,
devido a sua caracteristica de material poroso. O BCP é composto pela combinacéo entre
hidroxiapatita (HA) e beta fosfato tricalcico (B-TCP), na propor¢éo usual de 2/3 de HA e 1/3
de B-TCP. Trata-se da mistura entre as fases soluvel, B-TCP, e estavel, HA, das
bioceramicas. O BCP ¢é obtido por meio de tratamento térmico (para cristalizacdo) do ACP
(fosfato de célcio amorfo), na mufla, em temperaturas variando de 600 a 1300°C, por cerca
de 24 horas — calcinacdo. A caracterizacdo e a comparacdo de amostras amorfas e
amostras calcinadas, baseia-se na utilizacdo de aparelhos DRX, MEV, FRX, difracdo de
laser (Cilas) e analise de area superficial (BET). A seguir, na etapa de granulometria, BCP e
ACP sdao peneirados em duas faixas de grdos: menores que 38um e entre 53um-38um. As
analises por microscopia eletrénica evidenciam que o ACP possui estrutura semelhante a
hidroxiapatita (HA), mas como 0s seus cristais sdo muito pequenos, essa fase aparece
como amorfa. As analises por DRX indicaram a auséncia de impureza cristalina distinguivel
nas particulas de BCP e a presenca de um pico caracteristico de B-TCP. Sabe-se que a
producdo de BCP demanda maior gasto energético em relagdo ao ACP, devido ao
tratamento térmico (calcinacao).
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CHARACTERIZATION OF AMORPHOUS CALCIUM PHOSPHATE AND CALCIUM
PHOSPHATE BIPHASIC (BCP)

Abstract
Studies have proven the affinity and efficiency of biphasic calcium phosphate (BCP) in
medical and dental applications, as well as adsorbent for CO; gas, due to its characteristic of
porous material element. BCP is composed of a combination of hydroxyapatite (HA), and
beta tricalcium phosphate (B -TCP) in the usual ratio of 2/3 of HA and 1/ 3 of B-TCP. This is
the mixing of the soluble phases B-TCP, and stable HA of bioceramics. BCP is obtained by
heat treatment (crystallization) of the ACP (amorphous calcium phosphate) in the muffle
furnace at temperatures, ranging from 600-1300°C for about 24 hours - calcination.
Characterization and comparison samples and calcined amorphous samples based on the
use of XRD, SEM, XRF, laser diffraction (Cilas) and analysis of surface area (BET)
apparatus. Then the grading stage, BCP and ACP are sieved into two grain bands: less than
38um and 53um - 38um across. Analyses by electron microscopy show that the ACP has
similar to hydroxyapatite (HA) structure, but as its crystals are very small, this phase appears
as amorphous. The XRD analyzes indicated the absence of crystalline impurity
distinguishable particles BCP in the presence of a characteristic peak -TCP. It is known that
the production of BCP demands higher energy consumption compared to PCA due to
thermal treatment (calcination).
Keywords: Synthesis; Characterization; ACP; BCP.
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1. INTRODUCAO

1.1Fosfato de Céalcio

A familia de fosfato de célcio possui a seguinte férmula molecular Cas(POa4)2, foi
primeiramente denominado como ortofosfato de calcio. Enquadra-se no grupo de
minerais que contém ions de calcio (Ca?*) em conjunto com ortofosfatos (PO4%),
metafosfatos ou pirofosfatos (P207*). Na natureza, encontra-se associado ao
mineral apatita e em rochas fosfato. O mineral constitui-se em geral de um pé
branco e/ou ligeiramente azulado (dependendo dos elementos dopantes que alteram
0s seus centros de cor), sendo insoluvel em agua. Além disso, o fosfato de célcio
pode também ser preparado por meio de uma mistura de solucdes de ions de calcio
em presenca de uma base. Dentre os fosfatos de calcio existentes, as apatitas
formam a maior parte das ceramicas de interesse bioldgico e sdo constituidas de
hidroxiapatita e de beta-fosfato tricalcico (mistura conhecida como fosfato de célcio
bifasico). O fosfato de calcio hidratado tem uma grande susceptibilidade biolégica
representando até 70% em peso dos nossos 0ssos. Em sua maioria o tecido 6sseo
consiste da hidroxiapatita [Cai0(PO4)s(OH)2], ou seja uma razdo estequiométrica
Ca/P de 1,67. O esmalte dos dentes constitui-se de aproximadamente 95% de
hidroxiapatita.

Os ions de célcio (Ca?*) sdo um dos principais ingredientes encontrado no leite
bovino, e fundamental na ingesta humana. Além disto, as apatitas (fosfatos de
calcio) sédo largamente aplicadas na producéo de fertilizantes e em diversos tipos de
insumos industriais (da mitigacdo de poluentes a producdo de alcoois e/ou no
craqueamento de petrdleo). Outro importante uso deste mineral € como fermento em
alimentos. Quando adicionado a ingredientes que serdo levados ao forno, ele
promove a levedura do alimento (pratica muito comum no preparo de paes). Além
disso, também é acrescentado em alguns alimentos lacteos (como queijos), a fim de
aumentar o seu valor nutricional e o teor de calcio disponivel.

Por apresentar afinidade ou semelhanca quimica com o tecido 6sseo humano
possuir bioatividade e osteocondutividade. Na forma de nanoparticulas dispersas os
fosfatos de calcio podem ser utilizados como veiculo em sistemas biolégicos como,
por exemplo, para transportar acidos nucléicos, fragmentos de virus e/ou drogas.
Esse material devido sua excelente biocompatibilidade com varios tecidos ou
orgdos, induz muito pouca reacdo inflamatéria ou imunolégica (aguda ou cronica),
seja ela sistémica ou local. Desse modo, causam minima irritacdo e reacdes
alérgicas. Se adequadamente associadas aos corantes fluorescentes, tais
nanoparticulas podem também auxiliar na geracdo de imagens e na terapia
fotodinamica.

Atualmente, materiais como o ACP (fosfato de calcio amorfo), o BCP (fosfato de
calcio bifasico), hidroxiapatita e outros membros da familia do fosfato de calcio tém
sido amplamente estudados como alternativa na medicina regenerativa como forma
de reparacdes osteocondrais. Por exemplo, os fosfatos de célcio granulados séo,
hoje em dia, largamente utilizados em aplicacbes odontolégicas voltadas aos
tratamentos maxilofaciais, como a reconstituicdo de tecidos 0sseos, a fixacdo de
implantes e como matriz para a eliminacao de defeitos 6sseos.

1.2Fosfato de Calcio Bifasico (BCP)

O fosfato de calcio bifasico constitui-se como uma bioceramica pertencente ao grupo
de biomateriais de substituicdo O0ssea. Consiste em uma mistura de hidroxiapatita
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(HA), [Ca10(PO4)s(OH)2] e 0 beta fosfato tricalcico (beta-TCP), [Cas3(POa4)2]. A razao
de HA/beta-TCP é variavel — determinada pela deficiéncia de célcio da apatita néao-
sinterizada (quanto maior a deficiéncia, menor a relacdo Ca/P) e/ou pelas
temperaturas de sinterizacdo, que promovem acima de 1100°C a maior ocorréncia
de B-TCP.

BCP é obtido quando uma apatita de origem sintética ou biolégica, deficiente em
calcio, é sinterizada acima 700°C por cerca de 5 horas ou mais nesta temperatura. A
deficiéncia de calcio depende do método de preparacdo do fosfato de célcio amorfo
(tais como pH da reacéo, precipitacdes, hidrélises, do entre outros fenbmenos) que
apos o tratamento térmico para cristalizacdo em temperaturas elevadas (da ordem
de 1000°C), levara a formacdo do fosfato de calcio bifasico (sem ocorréncia de
sinterizacdo) utilizado da é&rea odonto-médica e industrial. As propriedades
fundamentais do BCP estdo relacionadas ao seu uso em aplicacbes médicas
envolvem a micro e a macroporosidade, razoavel resisténcia a compressao,
bioreatividade, dissolucdo, osteocondutividade e boa relacdo custo-beneficio. A
bioreatividade deve-se a formacdo de hidroxiapatita carbonatada na superficies
desta bioceramicas tanto in vitro com in vivo, e € inversamente proporcional a razéo
HA/beta-TCP.

Normalmente, o uso do BCP é recomendado como alternativa ou adjuvante para
0sso0s autdgenos em aplicacdes ortopédicas e odontoldgicas, ja que possui uma
composicdo similar ao osso nativo. Encontra-se disponivel sob a forma de
particulas, de blocos, de desenhos personalizados em caso de aplicacdes
especificas e, além disso, como um biomaterial injetavel em um transportador de
polimero.

Diversos estudos demonstram as possibilidades do uso do BCP como suporte para
a Engenharia de Tecidos, para o sistema de entrega de drogas no corpo humano e,
também, como veiculo de fatores de crescimento. RazbGes de 60/40 de
HA/beta-TCP, segundo estudos, resultaram em uma baixa taxa de reabsorcao e
foram Uteis para manter enxertos autdlogos.

A vantagem comparativa deste processo se deve ao fato de ser continuo, e
apresentar minima emissao de gases de efeito estufa, baixo custo para a producédo
dos adsorvedores a base de apatitas (ACP ou BCP).

2 MATERIAL E METODOS

O desenvolvimento experimental foi realizado seguindo duas etapas pré-
determinadas: A producdo do fosfato de célcio amorfo (ACP) e fosfato de calcio
bifasico (BCP) e a caracterizacdo destes materiais. A metodologia proposta para a
pesquisa consistiu na sintese e caracterizacdo superficial do ACP e do BCP. A
otimizacdo do processo foi investigada através de uma matriz de experimento
fatorial completa com as variaveis estudadas, morfologia, micro/nanoporosidade das
particulas e faixa de distribuicdo de tamanhos.

2.1 Materiais
Na producéo dos materiais particulados fosfato de calcio amorfo (ACP) e fosfato de

calcio bifasico (BCP) neste estudo foi utilizada uma rota de neutralizagdo &cido-
base.
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2.1.1 Fosfato de célcio amorfo (ACP)
Para a producdo das particulas do fosfato de célcio amorfo (ACP) foi usado o
Método Via Umida por reagéo neutralizacio acido-base formulada abaixo:

10 Ca(OH)2 + Ca(H2P04)2.H20 - Caio(PO4)s(OH)2 1)
A mistura das duas solucfes hidratadas foi feita agitando-se a mistura até alcancar
homogeneizacdo. Apos secagem foi feita a moagem da massa soélida num gral
apropriado, obtendo-se o p6 do ACP com granulometria variada.

2.1.2 Fosfato de célcio bifasico (BCP)

O tratamento térmico do p6 de ACP para obtencdo do fosfato de calcio bifasico foi
feito em fornos do tipo mufla em diferentes temperaturas de 600 a 1300°C por
tempos variando de 1 a 24h. O material obtido apds o resfriamento foi o fosfato de
calcio bifasico (BCP) com fase majoritaria a hidroxiapatita (HA) e a fase minoritaria o
beta fosfato tricalcio (B-TCP).

Foi feito um peneiramento tanto do ACP quanto do BCP utilizando as peneiras de
270 e 400 mesh, com granulometria definidas entre 38um e 53um. Os BCPs foram
submetidos previamente a determinadas operagdes unitarias (moagem e calcinacéo)
para elevar sua area superficial e, portanto sua capacidade de adsor¢cdo. Ambos 0s
materiais (ACP e BCP) tém uma distribuicdo de tamanho de médio 45um e area
superficial da ordem de 60 ou 10m?/g, respectivamente. O objetivo € maximizar a
area superficial e funcionalizar as particulas para otimizar a capacidade de
adsorcdo, com temperatura variando entre 20 a 70°C, buscando possiveis
aplicacdes industriais de forma mais seletiva.

2.1.3 Caracterizacdo do ACP e do BCP

Como técnicas de caracterizagéo fisico-quimica do ACP e do BCP foram utilizadas a
microscopia eletrbnica de varredura (MEV), a difracdo de raios-X (DRX) e a
espectroscopia de fluorescéncia de raios-X (FRX). Para analise da morfologia das
particulas foi levado em consideracdo o razdo de aspecto relacdo entre a maior e
menor dimensao dos materiais particulados. As caracteristicas fisico-quimicas como
tamanho médio da particula, superficie especifica por unidade de massa e a
distribuicdo volumétrica de poros para estes materiais particulados, foram
levantados segundo as técnicas de difracdo de laser (CILAS) e adsorcéo fisica
(BET), respectivamente. O peneirador eletromecanico utilizado no peneiramento foi
o modelo |- 1016A, marca Contenco Industria e Comércio Ltda- vibracdo: 0 a 100 —
tempo: 3 min a 30 min, sendo obtidas amostras de ACP e de BCP com
granulometria entre 38um e 53um e encaminhados para analises.

2.1.3.1 Difracdo de raios-X (DRX)

O DRX foi utilizado com o objetivo de se determinar as estruturas cristalinas dos pos
ACP e BCP. Foi utilizado o difratdbmetro da marca Shimadzu, modelo XRD 7000
operado com tubo de Cu (A= 1,5418A), tensdo de 30 kV e corrente de 30mA. Os
dados da curva DRX foram coletados em intervalos de varredura de 4 a 85° com
passo de 0,02° a cada 40 s a uma velocidade de 2° por minuto, filtro de Ni. As
difracbes obtidas foram comparadas com a base de dados ICDD (International
Center for Diffration Data) para identificacdo das fases e célculo do indice da
cristalinidade .

2.1.3.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)
Ambos os po6s foram recobertos com ouro para a observagcdo em microscopio
eletrbnico de varredura, marca Shimadzu, modelo Superscan SSX — 550. A
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microscopia eletrbnica de varredura (MEV) foi utilizada para avaliar a morfologia e a
topografia dos adsorventes (ACP e BCP), obtendo-se informacdes sobre as
particulas (razdo de aspecto, distribuicdo de tamanho, rugosidade e porosidade).
Através do microscopio eletronico acoplado com espectrometria de energia
dispersiva de raios-X (EDS) foram realizadas também andlises quimicas dessas
amostras.

Ainda foram conduzidas comparacdes entre medidas de tamanhos das particulas
feita por MEV e as analises de distribuicdo granulométrica realizada por difracdo a
laser no equipamento CILAS, modelo 1064.

As amostras foram preparadas de maneira a fosse possivel tentar visualizar a
estrutura externa dos adsorventes e também a estrutura interna, através da fratura
dos mesmos. As micrografias dos adsorventes sdo mostradas e pela avaliacdo da
topografia do material ficou evidenciada a tendéncia de associagdo dos cristais,
formando aglomerados. Pode-se observar uma estrutura bastante homogénea em
todo o adsorvente, com cristais, placas e material amorfo (no caso ACP) misturados
uniformemente.

2.1.3.3 Fluorescéncia de raios-X (FRX)

A técnica de espectroscopia de fluorescéncia de raios — X foi utilizada para analise
quimica elementar (composicdo quimica). O equipamento utilizado no teste de
fluorescéncia de raios- X (FRX) foi de modelo EDX — 720 da Shimadzu.

2.1.3.4 Picnometria por adsorgcéo gasosa (BET)

A éarea superficial e a distribuicdo de poros foram medida em um picnémetro a gas
Quantachrome Corporation, modelo Autosorb 1. A densidade das particulas foi
medida no picndmetro, e ela se aproxima da densidade teérica da HA (3,2g/cm3),
quando a porosidade é baixissima.

E importante ressaltar que a porosidade total é definida como a fracéo de volume de
poros, incluindo-se todos os poros, sejam eles conectados e ndo conectados, e que
para efeito dos calculos a fracdo em massa de poros sera sempre nula. Assumindo
que densidade das particulas mais poros diminui a medida que a porosidade
aumenta. A partir dos resultados experimentais sobre as densidades teodrica e real
fornecida pelo picndmetro geram-se dados indiretos sobre a porosidade né&o
conectada das particulas, assim, a porosidade conectada pode ser calculada pela
diferenca das moléculas de nitrogénio que ndo penetra nos poros das particulas
durante ensaio. E esta porosidade aliada a reatividade quimica das apatitas com sua
elevada area de exposicao para a adsorcdo sdo os objetivos finais deste trabalho.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Caracterizacdo do ACP e do BCP

3.1.1 Difragéo de raios-X (DRX)

Como resultado da rota de sintese utilizada (equacéo 1) obteve-se a transformacao
das matérias-primas em um fosfato de célcio amorfo (ACP - p6 sem o tratamento
térmico). A Figura 2 mostra os DRXs dessas matérias-primas e do ACP,
demonstrando aspectos distintos antes da reagdo quimica. O pdé resultante
apresenta uma cristalinidade muito baixa (inferior a 15%). Este p6 de fosfato de
calcio amorfo (ACP) foi usado ao longo deste trabalho, devido sua alta reatividade
(sitios ativo, estrutura aberta e elevada area superficial), associada ainda com o
baixo custo de obtencao ou a maior escala de producao.
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Figura 2 — DRX dos reagentes e do p6 apds a secagem

A literatura nos mostra que existe uma enorme variabilidade nas caracteristicas
fisicas e quimicas para essas apatitas (ou fosfato de célcio) de origem natural ou
sintética, comercialmente disponiveis no mercado. Os parametros ultraestruturais
tais como: distribuicdo de tamanho de particulas, porosidade, composicdo quimica e
de fases afetam sua performance. Assim a caracterizacdo do material particulado é
fundamental, uma vez que ja foram evidenciadas diferengas significativas entre os
muitos compostos da familia dessas apatitas e sua habilidade de promover forte
ligagdo, em especial com biomacromoléculas ou metais pesados e também
efluentes diversos.

Neste estudo, a analise de DRX quantitativa foi utilizada para examinar a
composicdo de fases do fosfato de calcio bifasico sintetizado, como mostra a
Figura 3 e r, que o perfil da difracdo de raios-X para o ACP, BCP e HA pura.
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Figura 3 — Andlise da difracdo de raios-X do BCP, seta indicando picos de B-TCP demais picos séo
da fase HA.
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Figura 4 — (A) Andlise da difragdo de raios-X do BCP, ACP e HA, obtidos em funcdo das
temperaturas estudadas. (B) Detalhes do DRX da amostra de ACP tratada a 700°C/2h com varredura
entre 30 e 35 graus.
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Esta figura acima mostra o padrdo de difracdo de raio-X da amostra obtido apds o
tratamento de térmico. A presenca de picos elevados indica um indice alto de
cristalinidade (superior a 95%). As setas apontam 0s picos que correspondem a
presenca da fase minoritaria de B-TCP na amostra do BCP. As proporcdes de B-TCP
e HA foram calculados pelo método da proporcdo da é&rea abaixo dos picos
cristalinos como sendo de 10% e 90%, respectivamente. O inserido no canto
superior direito mostra o p6 ACP antes do tratamento térmico para comparacao.

3.1.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As Figuras 5 e 6 mostram aspectos morfolégico e topografico da superficie das
particulas (ACP e BCP), com esses po6s possuindo formatos irregulares ou
pontiagudos.

F|gura 5 Fotomlcrografla de MEV com 5000X e 15000X ostrando detalhe da
superficie dos pés de ACP (38um a 53um).

Figura — Imagem de Imagem de |croscop|o OtICO com 50 X e MEV 500 X,
mostrando forma irregular dos p6s de BCP (38um a 53um).

Através da fotomicrografias de MEV pode-se constatar que os poés tanto do ACP
quanto dos BCP sédo constituidos por particulas e placas pequenas (coloidais)
formando aglomerados com certa coeséo entre estas. Em ambos os casos foram
observadas particulas nanométricas aderidas as particulas maiores irregulares na
forma de clusters, o que possivelmente juntamente com a porosidade também
observada eleva a area superficial. A razdo de aspecto varia em média de 1,5 a 2,5
indicando que a relacdo entre maior e menor dimensao das particulas, se afasta do
formato esferoide.

A faixa de distribuicdo de tamanhos das particulas do ACP e do BCP obtidos no
peneiramento entre 38um e 53um foi confirmada por medicdes realizadas pela
técnica de difracéo a laser (CILAS) e também por observacdo no MEV.

3.1.3 Fluorescéncia de raios-X (FRX)

Como mencionado anteriormente, a composi¢do quimica das fases cristalinas (HA e
B-TCP) e amorfa foi confirmada pela razdo estequiométrica Ca/P e demais tragos
dos elementos quimicos presentes nas amostras tanto pelos resultados da técnica
de espectroscopia de fluorescéncia de raios — X (FRX), e também pela analise do
EDS, durante as observagcbes no MEV. Nao observou-se o aparecimento de
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elementos quimicos indesejaveis, excetos nos presentes nas matérias-primas. As
duas técnicas mostram uma razdo Ca/P da mesma ordem de grandeza (1,71+0,13)
pelo EDS e de (1,65+0,15) pelo FRX, sendo ambos muito préximos aos valores
tedricos esperados.

3.1.4 Analise de BET

A Tabela 1 mostra os resultados da andlise de picnometria de nitrogénio, a
comparacao entre a distribuicdo de tamanhos fornecida pelo MEV e o CILAS
(difracdo a laser), o menor tamanho dos cristalitos (nanoparticulas) foi calculado
calculo através da formula de Scherrer pela DRX. Ja a area superficial especifica,
volume e didmetro médio de mesoporo foram determinados empregando o método
BET (Brunauer, Emmett and Teller).

Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas do ACP e BCP 38-53um.

ACP BCP
Tamanho PGés (um) 10-45 (MEV) 20-50 (MEV)
0,5-44 (Laser) 0,5-48 (Laser)

Tamanho real da menor particula (nm) 14 46
Area Superficial (m?/g) 67+4 10+2
Volume micro e mesoporos (cm®/g) x107? 15+3 1,6+0,5
Diametro médio de Micro e/ou 17+3 2.240,4/3342
mesoporos (angstrons)

A Tabela 1 acima fornece resultados da aplicacdo da técnica de adsorcédo de No,
obtidos diretamente dos relatdrios de analise, ou entdo estimados a partir de dados
dos mesmos. A area superficial foi calculada através da utilizacdo da equagdo BET
(sendo apresentada uma média entre trés analises realizadas), porém deve-se
salientar que o método BET com nitrogénio ndo fornece uma estimativa precisa para
o célculo de areas superficiais de materiais que possuem isotermas do tipo I, por isto
uma enorme dificuldade nesta determinacdo. Contudo, pode-se verificar que o
adsorvente possui elevada area superficial e grande volume total de poros. Estes
dados sao importantes para interpretacdo dos resultados de adsorcéo de gasosa.
Foi inicialmente identificado o tipo de isoterma e, consequentemente, a natureza do
processo de adsorcdo. A isoterma obtida seria, a priori, do tipo | devido a presenca
de microporos Contudo, a inclinacdo positiva na curva para pressfes relativa
superiores a 0,5 sugerem a presenca de mesoporos na estrutura deste material,
levando a classificacdo da isoterma como do tipo | + IV.

A éarea superficial elevada nas amostras reforcando a observacdo do MEV de que os
pos sdo constituidos de aglomerados de coloides, o que obviamente contribui para o
aumento da &rea superficial diametro médio devido ao somatorio das superficies das
muitas particulas finas que comp&em cada cluster.

4 CONCLUSOES

Observou-se, através da caracterizacdo realizada, que o ACP e BCP possuem
elevada pureza, alta superficie especifica e grande volume de microporos. Os dados
de pardmetros de producdo e propriedades fisico-quimicas demonstraram
experimentalmente que ambos materiais possuem elevada capacidade de adsorcéo,
e portanto podera ter uma boa performance seja na area da saude, seja em
aplicacdes industriais.
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