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RESUMO

Neste estudo, com o intuito de agregar valor ao descarte de escamas da espécie Arapaima
gigas, estas sdo utilizadas como fonte biogénica precursora para a obtencdo de
hidroxiapatita natural por meio de tratamentos térmicos. Somado a isso, é realizada a
inserc¢do de ions de Nb5* na fase ceramica por meio da rota sonoquimica, sendo o principal
objetivo, investigar por meio de caracterizacdes quimica, morfoldgica, estrutural e
biolégica a influéncia do ion metdalico na estrutura da hidroxiapatita. O patamar de 700°C
para os tratamentos térmicos tem base nas caracteriza¢cdes térmicas por TG e DSC,
indicando que a partir dessa temperatura ndo ha perda de massa e, ao mesmo tempo,
sendo a energia necessaria para a formacao da fase cristalina de HA. A técnica de MEV-
FEG revela que o material tratado termicamente apresenta particulas hexagonais para
todas as amostras. No entanto, para as amostras dopadas, ha o surgimento de pequenas
esferas em torno dessas dispostas em aglomerados de particulas, sendo uma influéncia
direta da etapa de aplicagdo da Sonoquimica. A andlise por NIRS evidenciou que os
comprimentos de onda (2300-2400 nm, 1800-2200 nm, 1390-1455 nm) caracteristicos
do modo vibracional do grupo fosfato (PO4) tem intensidades relativas afetadas conforme
eleva-se a concentracdo molar de Nb na fase ceramica, sendo um indicativo que a
dopagem ocorre nesses sitios ou proximos a esses. A analise por DRX e refinamento por
método Rietveld confirmou que a fase NbOPO apresenta picos isolados na regido 23,84° e
24,50° (20) nas amostras HA - 5, 10, 15 e 20% Nb, nos quais o refinamento convergiu
para valores de parametros confidveis de y2 préximos a 1. Além disso, para todas as
amostras foi confirmada que a fase predominante se trata da HA hexagonal com grupo
espacial P63/m. A andlise microbiana nao resultou na inibi¢ao do crescimento da espécie
Escherichia coli, sendo este resultado interpretado como a nao ocorréncia do processo de
desidroxilacao da fase HA e nem da influéncia do Nb para que este ocorresse, sendo a
perda do grupo hidroxila estrutural o responsavel pela producdo de radicais livres
causadores do efeito bactericida da fase ceramica. Além disso, o ensaio por
nanoindentagdo demostrou que as amostras HA - 10 e 15% Nb apresentam maior dureza

que as amostras com menores concentra(;(”)es de Nb.

Palavras-chave: Escamas, Hidroxiapatita natural, Niébio, Tratamento térmico,
Sonoquimica.
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ABSTRACT

This study aims to add value to the disposal of scales of the Arapaima gigas species based
on these used as a precursor biogenic source for obtaining natural hydroxyapatite
through heat treatments. In addition, Nb5+ ions are inserted into the ceramic phase
through the sonochemical route, with the primary objective being to investigate, through
chemical, morphological, structural, and biological characterizations, the influence of the
metallic ion on the structure of hydroxyapatite. TG and DSC revealed that 700°C is ideal
for thermal treatment because, in higher temperatures, there is no mass loss and, at the
same time, the energy is necessary for the formation of the crystalline phase of HA. The
SEM-FEG technique reveals that the thermally treated material presents hexagonal
particles for all samples. However, for the doped samples, there is the appearance of small
spheres around them arranged in clusters of particles, and it is a direct influence of the
Sonochemistry application stage. The NIRS analysis showed that the wavelengths (2300-
2400 nm, 1800-2200 nm, 1390-1455 nm) characteristic of the vibrational mode of the
phosphate group (PO4) have relative intensities affected as the molar concentration of Nb
in the ceramic phase, itindicates that doping occurs at or near these sites. Analysis by XRD
and refinement by the Rietveld method confirmed that the NbOPO phase presents isolated
peaks in the region 23.84° and 24.50° (20) in the HA samples - 5, 10, 15, and 20% Nb, in
which the refinement converged for reliable parameter values of y2 close to 1.
Furthermore, for all samples, it confirms that the predominant phase is the hexagonal HA
with space group P63/m. The microbial analysis did not result in the inhibition of the
growth of the Escherichia coli species. Therefore, it indicates the non-occurrence of the
dihydroxylation process of the HA phase nor the influence of Nb for this to occur. This
process englobes the loss of the structural hydroxyl group. This process is a link to the
production of reactive oxygen species that cause the bactericidal effect of the ceramic
phase. In addition, the nanoindentation test demonstrated that the HA samples - 10 and

15% Nb present a higher hardness than the samples with lower concentrations of Nb.

Keywords: Scales, Natural hydroxyapatite, Niobium, Heat treatment, Sonochemistry.
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1. INTRODUCAO

Os biomateriais compreendem substancias de origem natural ou sintética que
devem apresentar biocompatibilidade, biofuncionalidade, resisténcia a corrosdo e ao
desgaste (ESEN, 2017) e devem ser tolerados, de modo transitério ou permanente, pelo
tecido, sem a ocorréncia de degradacdo do material implantado para que seja cumprida a
funcao desejada.

A hidroxiapatita [Ca10(PO4)s(OH)z], fase principal do produto a ser obtido neste
estudo, devido a sua similaridade quimica e estrutural com componentes minerais
constituintes de ossos e dentes, é um biomaterial reconhecido e amplamente utilizado em
implantes, ja que apresenta propriedades favoraveis a este tipo de aplicacdo, como
osteocondutividade e osteointegracao (ELIAZ, 2017).

As formas de obtencao da HA envolvem métodos como precipitacdo, hidrolise,
emulsdo, hidrotermal, sol-gel, por estado soélido, mecanoquimico e por meio de
tratamentos térmicos (AGBEDOH, 2020). Os métodos podem ser realizados tanto com
solugdes precursoras de Ca e P, mas também fontes naturais ricas nesses elementos (PA],
2020). Neste estudo, emprega-se escamas de Pirarucu como matéria-prima para obter a
fase matriz (HA) com auxilio de tratamentos térmicos, de modo que, seja obtida a fase
inorganica.

A hidroxiapatita, em sistema hexagonal, apresenta um centro de inversao, e o0s
fons de hidroxila configuram o chamado “canal apatitico”, o que torna a estrutura
suscetivel a modificagdes estruturais caracterizando uma estrutura com boa
versatilidade. Esta condicdo torna as apatitas biol6gicas em compostos carbonatados nao
estequiométricos e deficientes em Ca, pela ocorréncia de substituicdo por tragos de varios
fons, adsorvidos ou incorporados na superficie ou na estrutura de rede (COMBES, 2016).
Com isso, pretende-se explorar essa condicdo com a adi¢do de fons de Nidbio.

O nidbio representa apenas 1% dos estudos publicados entre 2015 a 2020, no
que envolve a sua incorporagdo como fon metdlico em estruturas de bioceramicas
(SCHATKOSK]I, 2021), tendo como objetivo investigar sua biocompatibilidade. Além disso,
devido a HA ser uma ceramica, consequentemente, tem desempenhos mecanicos que a
impede de ser aplicada como implante em regides que ocorre aplicacdo de carga. Logo, a
modificagdo parcial de sua estrutura com a adi¢do de niébio visa investigar sua influéncia
nas propriedades mecanicas do material HA/Nb. E, com isso, analisar se o biomaterial

HA/NDb, além das propriedades mecanicas, apresenta bom desempenho biolégico.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Biomateriais

O termo “biomaterial” tem sua definicio formulada em 1982 durante a
Conferéncia de Desenvolvimento do Consenso sobre as Aplicagées Clinicas de
Biomateriais no Instituto Nacional Americano de Saude. O termo “Biomaterial” foi
definido como sendo uma substancia (diferente de um medicamento) ou combinagdo de
substancias, de origem sintética ou natural, que podem ser utilizadas em um periodo de
tempo variavel, como um todo ou como parte de um sistema que trata, aumenta ou
substitui qualquer tecido, 6rgdo ou fung¢do do corpo (BERGMANN, 2013).

Durante a 9° Conferéncia Europeia da Sociedade Europeia de Biomateriais
(1991) ocorrida em Chester, Reino Unido, a definigdo aprovada em 1982 foi aprimorada
incluindo “para manter ou melhorar a qualidade de vida do individuo”. Esta adi¢ao afirma
que qualquer biomaterial ndo apenas tem como objetivo a “sobrevivéncia” do paciente,
mas também a manutencio/melhoria de sua qualidade de vida. E compreensivel que a
significancia dessa declaracdo corrobore com dados apresentados pela OMS que prevé o
aumento da propor¢ao da populagdo mundial acima de 60 anos de 12% para 22% entre
2015 e 2050 (BAGNO, 2012). Logo, é oportuno o avan¢o nas pesquisas cientificas e das
aplicagdes tecnolodgicas, com base em uma defini¢do mais ampla, no desenvolvimento e
aperfeicoamento dos biomateriais.

Para melhor entender a respeito do desenvolvimento de pesquisas voltadas ao
tema de biomateriais, o banco de dados Scopus foi consultado aplicando palavras-chaves
que embasam o campo de pesquisa de artigos completos publicados em lingua inglesa,
como “biomaterials replacement” e "biomaterials regeneration”.

A Figura 1 apresenta os artigos publicados no intervalo de 1999 a 2023, no qual,
¢ possivel notar a tendéncia do avanco cientifico com o aumento dos registros de
pesquisas focando obter biomateriais com propriedades biocompativeis por meio dos
mecanismos de substituicao e regeneracgao.

A producdo de biomateriais é cada vez maior e, por meio da Figura 1, é notada
que a tendéncia continuara a aumentar, devido a variedade de materiais existentes que
podem ser aperfeicoados, além da criacdo de novos materiais com diferentes estruturas e

diversas maneiras de serem aplicados no contexto médico.



Figura 1. Registro do numero de artigos publicados no banco de dados Scopus para as
palavras-chave “biomaterials replacement” e “biomaterials regeneration”.
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A Tabela 1 lista algumas aplicagdes mais relevantes de biomateriais para uso
clinico, além de destacar que os biomateriais podem ser classificados em metais,

ceramicas e polimeros, cada classe apresentando suas vantagens e desvantagens.

Tabela 1. Classificacdo dos biomateriais e suas aplicagdes clinicas mais relevantes.

Proés Contras Aplicacoes
Propriedades Baixa
Ortopédicas, ortoddnticas e
Metais mecanicas elevadas, biocompatibilida _
- cardiovasculares
ductilidade de
Boa
o . o Fragil, elevado Ortopédicas, ortodonticas e
Ceramicas  biocompatibilidade, )
peso especifico cardiovasculares
resisténcia a corrosao
Deformabilidade Ortopédicas, ortodonticas,
Baixo peso especifico, e degradabilidade cardiovasculares, implantes
Polimeros
processabilidade ao longo do mamarios e suporte para
tempo tecidos moles

Fonte: O autor (2023) adaptado de BAGNO (2012).



2.2 Bioceramicas

As bioceramicas sdo biomateriais inorganicos de diferentes categorias, com
destaque para as bioceramicas de fosfato de calcio e vidro bioativo como materiais mais
pesquisados na literatura como enxertos 6sseos. As bioceramicas de fosfatos de calcio
podem conter fases principais de hidroxiapatita, fosfato tricalcico e fosfato de calcio
bifasico em diferentes formas (p6, cimento ou pasta).

Ja abioceramica de vidro bioativo é composto de 6xido de silicio com substituicao
parcial de calcio que, quando em contato fluidos corporais, ha a formag¢do de uma camada
de fosfato de calcio na superficie do vidro bioativo. Esta camada é a responsavel pela
ligacdo quimica da bioceramica ao tecido 6sseo (FINK, 2018).

No contexto de regeneracdo Ossea, as propriedades como bioatividade,
biocompatibilidade,  hidrofilicidade, osteocondutividade e  osteoindutividade
apresentadas pelas bioceramicas destacam sua importancia na ciéncia regenerativa. A
Tabela 2 destaca as propriedades requeridas de modo geral para aplicagdes médicas com
suas devidas definicoes/funcoes.

Uma propriedade ainda a ser confirmada mais amplamente na literatura é a
exibicdo de fatores osteoindutivos pela superficie das bioceramicas que, por sua vez,
absorve ou libera ions de calcio e fosfato no ambiente circundante estimulando a
diferenciacdo de células osteoprogenitoras em osteoblastos (ASA’AD, 2016).

Outro ponto de destaque é a respeito da biocompatilidade das bioceramicas, que
tem como base a elevada resisténcia a compressao, grau de umidade elevado, tensao
superficial, médulo de Young rigido (alto), células aprimoradas e quebradicas (falha sem
deformacao plastica) e adesdo ao tecido vivo (ABDULLAEVA, 2017).

A principal desvantagem apresentada por esses materiais é a fragilidade e
dificuldade de moldagem em estruturas de geometrias complexas, devido a elevada
rigidez da estrutura cerdmica e baixa flexibilidade. A baixa resisténcia mecanica e
tenacidade a fratura limitam seu uso em areas sem aplicacdo de carga. Com isso, as
bioceramicas sdo estudadas no contexto de biocompoésitos de matriz ceramica para a
obtenc¢do de biomateriais mecanicamente fortalecidos, seja com adi¢cdao de polimeros ou
metais em sua estrutura para diminuir a fragilidade e a fraqueza na resisténcia mecanica,

além de contribuir para melhor modelagem do material (FINK, 2018).



Tabela 2. Propriedades requeridas de biomateriais para aplicacdes médicas.

Propriedade Definicao/Funcdo
Propriedade inerente do material para contribuir em reagdes
Bioatividade
bioldgicas especificas ou obter um efeito sobre os tecidos vivos
Capacidade do material de funcionar com uma resposta apropriada
Biocompatibilidade

Fixacdo bioativa
Bioestabilidade
Cristalinidade

Estabilidade
interfacial e boa

adesao

Osteointegracao

Osteoconducdo

Osteoinducao

Reabsorc¢ao

Capacidades
terapéuticas

Molhabilidade

do hospedeiro em uma aplicagao especifica
As superficies reativas conectam-se quimicamente com o0 0sso,
minimizando assim a formagdo de capsulas fibrosas
A capacidade do material de manter suas propriedades in vivo
O nivel mais alto de cristalinidade evita a rapida reabsorg¢do

(dissolucao) da bioceramica em fluidos corporais

Previne falhas mecéanicas em condi¢des de suporte de carga

Ancoragem direta de um implante pela formacao de tecido 6sseo ao
seu redor sem crescimento de tecido fibroso na interface osso-
implante
Capacidade de fornecer uma estrutura para a formag¢do de um novo
tecido 6sseo
Processo pelo qual a osteogénese é induzida. Este termo significa
que células primitivas, nao diferenciadas e pluripotentes sao de
alguma forma estimuladas a se desenvolver na linhagem de células

formadoras de osso
Degradacao gradual ao longo do tempo para substituir o biomaterial
pelo tecido natural do hospedeiro

Modelos para a entrega in situ de drogas e fatores de crescimento

nos momentos necessarios

A propriedade do material em atrair/repelir moléculas de agua

Fonte: ELIAZ (2017).



2.3 Fosfatos de Calcio

A composicdo quimica dos fosfatos de calcio apresenta como principais
elementos o Calcio (Ca), Fésforo (P), Oxigénio (0) e Hidrogénio (H), sendo este ultimo um
constituinte do anion. Estes compostos sdo tratados como biomateriais ceramicos de
interesse devido a apresentarem biocompatibilidade e biodegradabilidade, com destaque
para a fase de hidroxiapatita (AROKIASAMY, 2022).

A abrangéncia de varios compostos dentro deste grupo é resultado das variagdes
nas proporg¢oes dos elementos constituintes e do fator de hidratacao, e sao classificados
com base no anion fosfato como orto (P043-), meta (POs-), piro (P207%) e poli [(PO3)™],
além da quantidade de ions de hidrogénio substituidos pelo ion calcio ligados aos anions
multivalentes como mono-[Ca(H2P04)2], di-(CaHPO4), tri-[Ca3(P04)2] e tetra-(CazP207)
(ARAUJO, 2016).

A Tabela 3 mostra os tipos de fosfatos de calcio com mais significancia e interesse
biolégico, devido aos CaPs serem frequentemente usados em aplicagdbes médicas nas
formas de cimentos, revestimentos, scaffolds e pastas.

0 mecanismo central da bioatividade é a dissolugao parcial e a liberacao de ions
para o meio, com isso ha o aumento das concentracdes de ions de calcio e fosfato
resultando na precipitacao de uma fase apatita bioldgica na superficie da ceramica. Todas
as ceramicas de CaP sdo consideradas como materiais biocompativeis por meio da sua
abundancia no corpo seja dissolvido ou em forma s6lida, além de implantes de HA nao

mostrarem inflamacgdo ou resposta de corpo estranho (ELIAZ, 2017).

Tabela 3. Tipos de fosfatos de calcio e suas propriedades.

Ca/P Composto (Fosfato-) Férmula Aplicacao
Monocalcico Aumento da absorcao de fluorita
0,5 Ca (H2PO04)2 H20
monohidratado no corpo

o . Formacdo de enxertos dsseos
0,5 Monocalcico anidro Ca (H2P04)2
artificiais

Agente de polimento para dentes,

1,0 Dicalcico anidro CaHPO4 fonte de Ca e P em suplementos
alimentares
Dicalcico Liberacdo sustentada de drogas
1,0 CaHPO42H20

Dihidratado altamente soluveis em agua.




1,5

1,5

1,5-1,67

1,67

1,67

1,67

2,0

o-Fosfato tricalcico

B-Fosfato tricalcico
Hidroxiapatita

deficiente em calcio

Hidroxiapatita

Fluorapatita
Oxiapatita

Tetracalcico

a-Caz(P0a4)2

B-Cas3(PO4)2
C310-x(HPO4)x(PO
4) 6-x (OH) 2-X

Ca10(P04)6(OH)2

Ca10(P04)6F2
Ca10(P04)60

Cas(P04)20

Reparagdo de ossos como um

compdsito biodegradavel

Cirurgia ortopédica

Enxerto 6sseo

Reparacgdo e crescimento em

tecidos duros

Fabrica¢do de produtos

farmacéuticos como fonte de flior

Revestimento em implantes

metalicos, pastas e cimento

Fonte: O autor (2023) adaptado de DOROZHKIN (2012), AKRAM (2014) e AGBEDOH (2020).

A Tabela 4 lista a solubilidade dos fosfatos de calcio, sendo crucial o

entendimento nesse aspecto, devido as baixas razdes de Ca/P influenciaram em fases mais

acidas e soltiveis em 4gua (ARAUJO, 2016), e a Tabela 5 apresenta suas informagdes

cristalograficas.

Tabela 4. Solubilidade de fases de CaP de interesse para aplicacdes bioldgicas.

Solubilidade a 37 Solubilidade a 25

Nome
°C, -log (Ks) °C, -log (Ks)
Monocalcico monohidratado - 1,14
Dicalcico anidro 7,02 6,90
Dicalcico Dihidratado 6,63 6,59
o-Fosfato tricalcico 25,5 25,5
[-Fosfato tricalcico 29,5 28,9
Hidroxiapatita deficiente em calcio ~85,1 85,1
Hidroxiapatita 117,2 116,8
Tetracalcico 37-42 38-44

Fonte: ELIAZ (2017).



Tabela 5. Informacdes cristalograficas de fases selecionadas de CaP.

Nome Grupo Espacial Parametros da célula unitaria
Monocalcico a=6,250,b=11,892,c=5,629 A
Triclinica P1
monohidratado a=96,67° 3=114,20°y =92,95°

a=6910,b=6,627,c=6998 A

Dicalcico anidro Triclinica P1
a=96,34° 3=103,82° v =288,33°
Dicalcico a=5812,b=15,180,¢c=6,239 A
Monoclinica
Dihidratado B=116,42°
a=15,220,b=20,710,c=9,109 A
o-Fosfato tricalcico Ortorrémbica
o= B =y= 90°
a=b=10439,c=373754
B-Fosfato tricalcico Romboédrica R3c
a=[p=90,00°vy=120,00°
Hidroxiapatita a=b=9,4157-9,4490, c = 6,8777-6,8865 A,
Hexagonal P63/m
deficiente em calcio a=p=90°y=120°
a=9,84214,b=2a,c=6,8814 A,
Monoclinica P21/b y = 120° (monoclinica),
Hidroxiapatita .
Hexagonal P63/m* a=b=9418,c=6,884 A
a={$=90,00°y=120,00° (hexagonal)
a=7,018,b=11,980,c=9,469 A,
Tetracalcico Monoclinica P21

a=y=90,00° 3=90,88°

Fonte: ELIAZ (2017).

2.4 Hidroxiapatita

Conforme a Tabela 5 apresenta, a HA quimicamente pura se cristaliza no grupo
espacial monoclinico P21/b. A Figura 3 exemplifica a estrutura cristalina para a
Hidroxiapatita monoclinica, no qual ha o destaque para a direcao [100], de modo que
houvesse a compensacdo da polarizacao elétrica, desta forma ha a atribuicdo de
orienta¢des opostas dos canais hexagonais de -OH cercados por triangulos referentes aos

sitios de ions Ca (I) (RI, 2016).

* A HA estequiométrica é monoclinica em condi¢ées <212°C. Embora, pequenas quantidades de
impurezas contribuam para a formacgao da fase hexagonal, a inica forma encontrada na natureza.



Conforme a Tabela 5 apresenta, a HA quimicamente pura se cristaliza no grupo
espacial monoclinico P21/b. A Figura 2 exemplifica a estrutura cristalina para a
Hidroxiapatita monoclinica, no qual ha o destaque para a diregao [100], de modo que
houvesse a compensacdao da polarizacao elétrica, desta forma ha a atribuicdo de
orientacdes opostas dos canais hexagonais de -OH cercados por tridangulos referentes aos
sitios de ions Ca (I) (RI, 2016).

A partir de temperaturas em torno de 250°C, ocorre a transicdo de fase
monoclinica para hexagonal com grupo espacial P63/m. Esta fase apresenta ions
hidréxido mais desordenados dentro de cada dire¢ao apontando para cima ou para baixo
na estrutura do que na forma monoclinica. Com isso, as tensdes na rede hexagonal sdo
compensadas por substituicdes ou vacancias de ions, que estabilizam a estrutura em
temperatura ambiente, tornando a HA hexagonal a fase mais comum e presente na

biologia e na medicina (ELIAZ, 2017).

Figura 2. Visdo de cima (a) e visdo lateral (b) da fase Hidroxiapatita monoclinica P2;.

.L.Y ST

(b) © C©
<': ° 311 02 Py <':
Ca2 3

© ©
[100]

Legenda: Ca (em verde), P (em roxo), O (em vermelho) e H (em branco).

Fonte: RI (2016).

A hidroxiapatita em sistema hexagonal apresenta um centro de inversao e

dimensdes de célula unitaria com eixos a = b = 0,9423 nm e eixo ¢ = 0,6875 nm (AQUINO,
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2015). Na rede cristalina, os tetraedros de (PO4)3- sdo unidos por pontes de fons Ca2* e o
espaco entre os grupos (P0O4)3- é relativamente grande, o que permite a acomodacao de
atomos estranhos com didmetros variados e com valores diferentes do ion Ca2+. Os {ons
de (OH) - sdo alinhados ao longo do eixo séxtuplo da rede, delimitados por colunas de CaZ2+
e (P0O4)3- formando o chamado “canal apatitico”. Estudos apontam que os fons de (OH) -
desempenham um papel importante na conduc¢ao idnica, o que contribui para que o
cristalito de HA seja considerado um condutor aniénico unidimensional ao longo do eixo
¢ (TITE, 2018).

A Figura 3 exemplifica a estrutura da HA no sistema hexagonal, sendo possivel
reescrever a formula geral como (Ca(I)4Ca(Il)6(P0O4)s(OH)2), em que pode ser visto um
conjunto compactado de grupos tetraédricos de POs, com cada tetraedro compartilhado
por uma coluna de dois tipos de canais ndo conectados.

O primeiro canal tem diametro de 0,25 nm e os ions de Ca2* que delimitam podem
ser denominados como Ca (I). O segundo canal, responsavel pelas propriedades acido-
base e elétricas dos solidos do tipo apatita, tendo um diametro de cerca de 0,35 nm,
delimitado pelos ions de Ca2* dispostos em triangulos, denominados como Ca (II). Este
hospeda os grupos de hidroxila (OH) ao longo do eixo c para equilibrar a carga positiva

da matriz (IBRAHIM, 2020).

Figura 3. Representacdo da estrutura hexagonal da hidroxiapatita.

Hidroxila

W

Oxigénio

Sitio Ca (II)
Sitio Ca (I)

Fosforo

Fonte: BRUNTON et al. (2013).



2.5 Formas de obtenc¢dao da hidroxiapatita
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As formas de obtengdo de hidroxiapatita sdo varias e para cada método aplicado

resultara em propriedades distintas, com isso, é necessaria uma escolha adequada do

método para que ocorra o controle da estrutura e que o produto atenda ao propédsito do

estudo. Além disso, métodos mais avancados sdo aplicados, de modo, a modificar o

tamanho dos cristais e propiciar a obtencao de nanoparticulas, assim como influenciar

nas propriedades estruturais, na forma e na superficie dos cristais (AGBEDOH, 2020).

A Tabela 6 resume alguns métodos encontrados na literatura destacando suas

vantagens e desvantagens.

Tabela 6. Métodos para a sintetizacdo da HA.

Métodos Observacgdes Gerais Vantagens Desvantagens
Elevada cristalinidade Morfologia variada;
Baixo Custo;
(>900°C); Cristalinidade
Precipitacao Poucos reagentes;

(via umida)

Hidrélise

Emulsao

Hidrotermal

Temperatura de sinterizacao
influencia diretamente o

tamanho dos graos.

Tamanho do grdo diminui
quando sintetizado com
cetiltrimetillamonio;

Razao CaP: 1,33-1,67

Temperatura de sinterizacao
influencia diretamente o
tamanho dos graos;
Estabilizacao da fase em
torno de 800-1300°C;
Microparticulas;
Razdo Ca/P: 1,2-1,5.
Morfologia em bastonete
com forma hexagonal; Razao

Ca/P: 1,67.

Nanoparticulas

(7,7-59,0 nm).

Processo de baixa
temperatura;
poucos reagentes;
Fase pura de HA;

Nanoparticulas.

Elevada pureza da

fase de HA.

Alta cristalinidade;
HA

estequiométrica.

elevada apenas com
sinteriza¢cao com

altas temperaturas.

Elevado custo;

Morfologia diversa.

Nao obtém a
estequiometria da
fase de HA; Baixa

cristalinidade;
muitos reagentes
envolvidos na

sintese.

Elevado custo.
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A razao Ca/P depende da
Sol-gel temperatura de calcinagao;

Razao Ca/P: 1,66-1,77.

Temperatura de calcinagao
Estado Sélido sdo criticas para o controle
(via seca) do tamanho e forma da

particula; Razao Ca/P: 1,67.

Tamanho das particulas
o diminui com o aumento da
Mecanoquimico - o ’
ativagcdo mecanica; Particulas

em torno de 25 nm.

Nanoparticulas;

Fase pura da HA.

Baixo custo;
Microparticulas;
Uso de poucos
reagentes
quimicos.
Facil producao e
procedimento
realizado em
temperatura
ambiente;

Nanoparticulas.

Morfologia diversa.

Elevada
cristalinidade obtida
apenas com
sinterizagdes em
altas temperaturas.
Baixa pureza da HA;
HA nao
estequiométrica;
Cristalinidade obtida
apos sinterizacdo em

altas temperaturas.

Fonte: O autor (2023) adaptado de AGBEDOH (2020) e AHMARUZZAMAN (2023).

2.6 Método Sonoquimico

O método sonoquimico é utilizado na obtencdo de materiais de uma fase e
também de compdsitos, a partir da cavitagdo acustica ocasionada pela formacgdo continua,
crescimento e colapso implosivo de bolhas em um liquido. A irradiacao ultrassénica induz
a formacao de radicais livres, com destaque para espécies oxigenadas (OH, Oz e HO2"),
como resultado da sondlise da 4gua em contato com ar atmosférico (SANTOS, 2016).

A radiagdo ultrassonica é um fendmeno fisico classificado em trés categorias com
base na sua frequéncia: ultrassom de poténcia (20-100 kHz), ultrassom de alta frequéncia
(100 kHz-1 MHz) e o ultrassom de diagnoéstico (1-500 MHz). Além disso, no contexto de
processos sonoquimicos, ha dois grupos principais: processo de irradiacdo indireta
(banho ultrassonico) e irradiagdo direta (ultrassom de ponteira).

O primeiro grupo apresenta a configuracdo da Figura 4 (a), na qual o transdutor
produz o efeito fisico e este atinge a solucao apds se propagar pelo liquido intermediario.
Para o segundo grupo, conforme apresentado na Figura 4 (b), o transdutor de ultrassom
é posicionado de modo a estar em contato direto com a solugdo, sem auxilio de

mediadores para ser realizada a sonica¢dao (SANTOS, 2021).
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Figura 4. Irradiacdo ultrassonica indireta (a) e Irradiagdo ultrassénica direta com ponteira (b).

Solucdo Transdutor ultrassénico

Liquido intermediario / .
, Ponteira

/ Solucao
N
= /
A
[ X >
Transdutor ultrassénico
(@) (b)

Fonte: O autor (2023) adaptado de AREFI-OSKOUI et al. (2019).

Com destaque para a irradiacao ultrassonica direta, o ultrassom de ponteira gera
ondas de choque que atingem o material com alta velocidade, resultando em altera¢des
na amostra, como a fragmentacdo das particulas e aumento da area superficial. Varios
efeitos fisicos sdo resultados dessas ondas que podem gerar diferentes consequéncias
quimicas, sendo o principal a cavitagdo acustica, em que ha a criacdo, crescimento e o
colapso implosivo de bolhas em meio liquido (SANTOS, 2021).

A cavitagdo é compreendida por processos de compressdo, onde ocorre as
pressoes positivas e aproximacdo das moléculas, e de expansdo, responsaveis pelas
pressoes negativas e afastamento das moléculas. As cavidades resultantes permanecem
no sistema ou aumentam de tamanho, de modo que, a implosdo ocorre como resultado da
continua absorcao de energia até um ponto critico (hot spot) e, assim, promovendo
reagdes quimicas no sistema que se repetem até o fim do procedimento (NASCIMENTO,
2019).

Neste estudo, o procedimento sonoquimico de ponteira é aplicado como uma
metodologia auxiliar na obten¢do do material em estudo, de modo, a investigar a interacao

das vibragoes ultrassdnicas nas caracteristicas estruturais e morfologicas da amostra.
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2.7 Fontes Naturais

A HA é um fosfato de calcio que pode ser obtido a partir de fontes naturais, sendo
estas divididas em quatro categorias principais: fontes vegetais, fontes animais, fontes
biogénicas e fontes aquaticas (OLADELE, 2018). Cada grupo apresenta quantidades
variaveis de hidroxiapatita com base no nimero de compostos de calcio presentes no
material, sendo crucial o estudo analitico para que o procedimento adotado possa ser
eficaz para a obtenc¢do da HA natural (AGBEDOH, 2020). Um ponto em destaque é que a
matéria-prima natural atua como fonte de Ca e P substituindo os reagentes quimicos que
seriam utilizados em uma rota de obtenc¢ao de HA sintética.

A obtencao de fosfatos de calcio de fontes alternativas tem base em pesquisas que
englobam a extracao por meio do tratamento térmico de ossos de animais e escamas de
peixe como uma rota alternativa e barata (RABIEE, 2019). Esta rota tem como fonte de
matéria-prima uma quantidade significativa de produtos descartados no processamento
industrial e, com isso, podem ser aplicados como fonte natural na producao de compostos
com valor agregado. Além disso, € uma forma mais simples e econdmica com beneficios
ambientais na producdo de biomateriais (TERZIOGLU, 2018).

O tratamento térmico de ossos e escamas de peixes é um procedimento que tem
como produto final a fase Unica de hidroxiapatita ou bifasica (hidroxiapatita - fosfato
tricalcico) (TERZIOGLU, 2018) (RABIEE, 2019). Somado a isso, o produto apresenta
estrutura porosa, o que permite o crescimento 6sseo rapido e apresenta excelentes
propriedades biocompativeis e osteocondutora (CAVALVANTE, 2019).

O osso de origem animal (bovino, frango, crocodilo, ovelha e porco) é o principal
exemplo para o grupo de fontes animais e a hidroxiapatita obtida é aplicada como
suportes/andaimes para fins de regeneracdo Ossea. Os passos metodoldgicos
compreendem a separac¢ao e limpeza dos 0ssos, moagem com auxilio de moinho de bolas
e calcinacdo (600-1400°C) (TERZIOGLU, 2018) (OLADELE, 2018) (AGBEDOH, 2020).

No grupo das fontes vegetais, pode-se citar exemplos como plantas ricas em
calcita, caules e folhas de cha verde, khat, hortel3, trifélio e manjericao que apresentam a
fase apatita junto com hidroxido de calcio em quantidade residual e madeiras utilizadas
como suporte por apresentar tubos celulares ocos. A obtencdo de HA deste ultimo
compreende etapas metodoldgicas como produ¢do de molde de carbono, conversdao do

molde de carbono em carboneto de calcio, formacao de 6xido de calcio, formacao de
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carbonato de calcio usando 6xido de calcio como precursor e producdo de HA via
fosfatizagdo hidrotérmica (OLADELE, 2018).

As fontes aquaticas compreendem todas as formas de vida marinha e residuos
que contém quantidades de Ca, incluindo corais, peixes, conchas de moluscos e ostras,
espinhos de ourico-do-mar e crustiaceos (TERZIOGLU, 2018) (AGBEDOH, 2020). As
principais etapas de extracdo incluem coleta e lavagem das partes de interesse como 0ssos
e escamas de peixes, conchas e partes de crustaceos, aplicacdo de solugdes salinas para a
eliminacdo de tracos de proteinas e impurezas para melhorar a cristalinidade e
tratamento térmico até o patamar de 1200°C para a sintetizacao do fosfato de calcio
(AGBEDOH, 2020).

A respeito das fontes biogénicas muitos autores também incluem nesse grupo
conchas, cascas de ovo e escamas mesmo estas também sendo citadas nos demais grupos
de fontes naturais (animal e aquatica). Isto ocorre porque o termo “biogénico” se refere a
algo produzido pela acdo de organismos vivos e apresentam importancia para a
manutencdo da vida.

Logo, entende-se porque que as fontes biogénicas citam materiais tratados como
bioressiduos, por serem provenientes de fontes naturais que sao reutilizados para a
manutencdo da vida, ja que muitos estudos se referem as fontes biogénicas como
matérias-primas para a obtencao de biomateriais para aplicacdes médicas.

Uma das principais vantagens de obter fosfatos de calcio a partir de fontes
naturais é devido as células ndo apresentarem toxicidade e nem geracao de tecido fibroso
ao redor da area de cicatrizagdo quando aplicado em implantes (TERZIOGLU, 2018).

A Tabela 7 resume as diferentes fontes naturais com variagdo do método aplicado
para obter a fase de fosfato de cdlcio de interesse e o patamar de tratamento térmico
aplicado e a Tabela 8 destaca as vantagens que sdo propiciadas pelo uso das fontes

naturais na sintese de HA.



Tabela 7. Efeito da fonte, método e temperatura de calcinagido sobre a estabilidade da fase de
HA obtida a partir de fontes naturais.

Fonte Método Calcinagao (T °C) Fases Referéncia
Osso bovino Calcinacao 650-950 HA (SOBCZAK, 2009)
Osso bovino Termal 500-1400 HA (KUSRINI, 2012)

Hidrolise
Osso de peixe - HA (VENKATESAN, 2011)
Alcalina
Osso de peixe Termal 900 HA (VENKATESAN,2011)
Osso de Peixe Termal 600 HA (BOUTINGUIZA,2012)
Ossos de HA e B-
Termal 900-1299 (PICCIRILLO, 2013)
bacalhau TCP
Escamas de Tratamento
- HA (MUHAMMAD, 2016)
Peixe liquido i6nico
Escama de Tratamento
- nHA (KONGSRI, 2013)
Peixe térmico
Espinha/Osso HA- B3-
Calcinacao >700 (ZHU, 2017)
de Peixe TCP
Folhas e talo de
Termal 600-800 HA (SHALTOUT, 2011)
plantas
HA, CaO e
Casca de ovos Termal 900 (LEE, 2003)
B-TCP
Casca de ovos Micro-ondas - B-TCP (KUMAR, 2012)
HA (GOLOSHCHAOV,
Casca de ovos Precipitacao 400
amorfa 2013)
HA (GOLOSHCHAOV,
Casca de ovos Precipitacao 700
cristalina 2013)
Concha de Termal e HA e -
1000 (WU, 2011)
ostras moagem TCP
HA e -
Cascadeovos  Estado solido 900 (HO, 2013)
TCP
Conchas de (SHARIFFUDDIN,
Precipitagao 800 HA
Mexilhdo 2013)

Fonte: O autor (2023) adaptado de AKRAM (2014).
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Tabela 8. Recursos naturais como fonte de calcio para a sintese de hidroxiapatita.
Fonte natural Vantagens

Ajuda no gerenciamento de residuos pela
Casca de ovo reciclagem de bioressiduos. Reduz os
gastos de obtencao de calcio.

_ Particulas de HA pura com boa
Conchas (ostras, moluscos e mexilhdes)
cristalinidade. Custo de sintese reduzido.

Baixa despesa e matéria-prima disponivel
Espinha/Osso de peixe
de facil obtencao.

_ Gestao de residuos, devido a se tratar de
Escamas de peixe ) o
um residuo de facil acesso.

Osso de animal Obtencao de particulas porosas de HA.

| Matéria-prima biocompativel, com boa
Algas
morfologia e rica em calcita.

Aproveitamento de residuos, obtém-se
Bicos de frango
HA cristalina e fonte barata.

Fonte: PAl et al. (2020).

2.8 Substituicdo ionica na estrutura da HA

A modificagdo parcial da estrutura da HA é possivel devido a consideravel
flexibilidade da rede e boa estabilidade estrutural. E possivel a ocorréncia da substituicio
cationica monovalente (Ag*, Na*, K*), bivalente (Mg?2*, Sr2*, Zn%*, Ba2*) ou cations
multivalentes movendo-se nos sitios da rede ocupados por Ca2+. E, também, por
substituicdao anidnica ocorrendo no sitio de hidroxila (tipo A), no sitio de fosfato (tipo B)
ou uma mistura de ambas (tipo AB) (TITE, 2018).

Um ponto de destaque é a substituicao por {ons bivalentes que ndo causam
desequilibrio de carga na rede da apatita, ao contrario de ions monovalentes que sdo
neutralizados pela estrutura com a criacdo de vacancias complementares ou pela
substituicdo simultanea de cations e anions sem a formag¢do de vacancias ou perda de
carga. A troca i6nica do ion Ca?* ocasiona contragao ou expansao dos parametros de rede,
devido a distor¢ao depender do tamanho idnico do fon substituto. A presenca de um

cation com raio i6nico superior ao do Ca2* ndo necessariamente acarreta no alongamento

do parametro do eixo a, porque a substituicio pode ter ocorrido com um cation
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monovalente em um sitio de cation bivalente e, com isso, ha a criacdo de vacancias que
podem ocasionar a contracao do parametro a (EL FEKI, 2000) (SUPOVA, 2015).

A Figura 5 destaca, de modo didatico, a substituicdo de cations na estrutura da
apatita relacionando o raio i6nico com os sitios de Ca (I) e (II). O sitio de Ca (I) tem volume
menor do que o sitio Ca (II), no entanto, ions dopantes com raios i6nicos menores nao
necessariamente irdo ocupar o sitio de Ca (I) (SUPOVA, 2015). As cargas dos ions e a forca
das ligacdes afetam na distribuicdo dos cations entre os canais e o principal fator que
influencia essa distribui¢ao é chamado de otimizagao da interagao Metal-Oxigénio. Em um
caso, o sitio (I) permite cations maiores devido a maior distancia da intera¢do Metal (I)-
0. Em outro caso, o maior nimero de ions volumosos aumenta a repulsao e assim causaria
um alargamento do eixo c que é corrigido com a acomodac¢ado de atomos de metal no sitio

(1) (BIGI, 2007).

Figura 5. Visualizacdo dos sitios de Ca (I) e (II) e do canal apatitico para uma estrutura
hexagonal. A) Estrutura vista abaixo do eixo ¢ e B) com visdo perpendicular ao eixo c.

@ Ca
@ Ca, Na, Mg

@ PC
@ O

anion — channel
OH™, F~, CI, CcO,”

Fonte: SUPOVA (2015).

As apatitas biologicas apresentam formula A10(BO4)eXz (ver Tabela 3),sendo A o
sitio ocupado por um metal bivalente, BO4um anion trivalente e X um anion monovalente
(NETO, 2015). E por ser tratar de compostos carbonatados nao estequiométricos, sao
deficientes em Ca pela ocorréncia de substituicao por tragos de varios ions, adsorvidos ou
incorporados na superficie ou na estrutura de rede (COMBES, 2016). Devido aisso, a parte
mineral do osso ndo é constituida por HA pura, mas também de elementos minoritarios
como CO3%, HPO4%-, Na*, Mg?* e tracos de elementos como Sr2+, K*, Cl- e F- (NETO, 2015).

No caso do F, ha a substitui¢cdo parcial no grupo hidroxila e impurezas como Mg,

Na ou Si e na ocorréncia de substituicao por metais, geralmente, a substituicao ocorre em
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um dos sitios de Ca. Com destaque para o carbonato, este é o principal substituinte na
apatita 6ssea, responsavel pela denominacao hidroxiapatita carbonatada, e sua presenca
ocorre da substituicdo do ion CO3% no sitio do ion hidréxido ou do fosfato (SUPOVA, 2015).
A diferenca entre as valéncias dos atomos hospedeiros e substitutos é compensada pelos
defeitos de oxigénio, relacionados ao grupo hidroxila presente na estrutura (NETO, 2015)

(TITE, 2018).

Figura 6. (a) Projecdo no eixo c do arranjo estrutural dos sitios Ca I, Ca Il, PO43 e OH- e
potenciais cations para modificacdo ionica; (b) Substituicdo do tipo A e B do carbonato na

estrutura cristalina hexagonal da HA.

Substitui¢des
catidnicas
Blocos s-, p-, d- e f-

Substitui¢do do tipo A

AsO47, VO3, SO,
CO;?7, S1043 PO43- CO;s2~

5 £

Substituicao do tipo B

F5 Cl; Br,C0Os2;, 02"

Fonte: NASIRI-TABRIZI (2023).

Analisando a influéncia da substituicdo i6nica nos parametros de rede da
estrutura das apatitas biol6gicas, a substituicdo do carbonato do tipo B causa a diminuigao
no comprimento do eixo a e aumento do eixo ¢ da rede. Estas mudancas de comprimento
ocasionam alteragdes no tamanho do cristalito e na microformacao cristalografica. Além
disso, diminui a solubilidade, porque as ligacdes Ca-CO3 sdo mais fracas do que as ligacGes
Ca-PO4. Por sua vez, a apatita carbonatada sintética do tipo A pode ser obtida por meio de
tratamentos térmicos em temperaturas elevadas (>1000 °C) e a do tipo B pode ser

precipitada em solucdes em temperaturas até 100°C (SUPOVA, 2015).
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Tabela 9. Resumo das possiveis substituicoes idnicas na estrutura da HA.
Sitio Ions dopantes

A K+, Na*, Mn2+, Ni2+, Cu2+, Co?*, Sr2+, Ba2+, Pb2+, Cd?*, Eu?*, Ga%*, Fe2+, Zn2+, Mg?2+,
Caz+, Ag*, Li+, Ce3+, Y3+, La3+, Al3+, Bi3+, Zr#+, Ta5*, Nb5+.
BO4 As043, P0O43-, S5i043-, VO43-, CO43, SO43-
X F, Cl, OH,, Br-
Fonte: EVIS (2011), AQUINO (2015), BASIRUN (2017) e SCHATKOSKI (2021).

As hidroxiapatitas possuem vantagens significativas devido aos ions
introduzidos. As substitui¢des idnicas recorrentes de estudos laboratoriais tém o intuito
de analisar como o ion dopante interfere na estrutura cristalina, na cristalinidade, na
carga superficial, na solubilidade, nas propriedades mecanicas e, além disso, devido a
estudos reconhecerem os materiais finais com propriedades bioldgicas otimizadas (TITE,
2018).

A Tabela 10 apresenta fun¢des e mecanismos de ions dopantes referentes ao
procedimento de substituicdo idnica em fosfatos de calcio de modo geral. Os ions
dopantes introduzidos em uma rede cristalina de apatita podem aumentar a regeneracao
0ssea, devido a isso, ha o interesse em analisar, de modo amplo, as influéncias das trocas
ionicas em diversas caracteristicas e propriedades de materiais, como é o caso dos

fosfatos de calcio, com destaque para a hidroxiapatita (NETO, 2015).

Tabela 10. lons metalicos com abrangéncia literaria e seus mecanismos de acdo.

z

lon Funcao Mecanismo de agdo

Osteogénese Melhora a proliferacdo e diferenciacdo de osteoblastos

Li+ Antibacteriano (in vivo) e apresentou propriedade osteoindutiva em
Angiogénese estudos in vivo. Além de atividade antibacteriana.
_— Osteogénese 0 zinco atua no processo de reabsorg¢do osteoclastica e
" Antibacteriano estimula o processo de construcao de osteoblastos.
0 magnésio induz a producdo de 6xido nitrico em
Vi Angiogénese células endoteliais que sdo essencialmente o mesmo
8

Antibacteriano mecanismo que o VEGF (fator de crescimento endotelial

vascular) usado para induzir a angiogénese.
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Osteogénese  Estimula a formacdo 6ssea por modo duplo de agdo: um
Sr2+ Angiogénese  papel estimulador sobre os osteoblastos formadores de
Antibacteriano osso e um papel inibidor de reabsorc¢ao 6ssea.
Apresenta toxicidade em altas concentragdes, podendo
o gerar ROS (espécies reativas de oxigénio) na presenca
Angiogénese . o - _
Cuz* de anions radicais superéxidos. O ROS induz o dano
Antibacteriano
oxidativo nas células através da quebra do DNA e suas
bases de oxidacao.
Em concentracgoes elevadas pode causar reagoes
X adversas em volta dos tecidos como toxicidade
Osteogénese .
sistémica. Pode ativar e aumentar a reabsorg¢ao
Co?* Angiogénese o _ _
_ . osteoclastica dssea na diferencia¢ao celular, resultando
Antibacteriano ) ,
na ostedlise, soltura e afrouxamento asséptico de
implantes.
Osteogénese
Desempenha papel na regulacdo positiva do TGF-f3
B3+ Angiogénese
_ . (fator de transformacao de crescimento beta) e VEGF.
Antibacteriano
Tem mostrado ser indutor da angiogénese pela
Osteogénese/
Si4+ regulacdo do 6xido nitrico. Além de ter mostrado
Angiogénese o _ _
relevancia no processo de mineralizagao.
A Antibacteriano Atividade antibacteriana e adsor¢ao de proteinas do
g . ,
Osteogénese plasma sanguineo.
Melhora a adsorc¢ao de proteinas (in vitro) e proliferagao
celular. Além de apresentar atividade antibacteriana,
Fe2+/3+ Angiogénese
superparamagnetismo e inibir o desenvolvimento de
células cancerigenas.
Osteogénese Aumento da microdureza superficial e efeitos positivos
Nb5+ Angiogénese a corrosdo e a biocompatibilidade é otimizada apds a
Antibacteriano dopagem.

Fonte: O autor (2023) adaptado de NETO (2015), SCHATKOSKI (2021) e PANDA (2021).
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2.9 Aespécie Arapaima gigas e a producao do pescado

A espécie Arapaima gigas, conhecida popularmente como pirarucu, é endémica
da Regido Amazonica podendo atingir 200 kg de peso (OLIVEIRA, 2014) e quase trés
metros de comprimento em habitat natural (SHERMAN, 2016). E possivel encontrar
populagdes de A. gigas no Peru, Bolivia, Colombia, Guiana e no Brasil, em territério
nacional, preferencialmente nas bacias hidrograficas do Rio Amazonas e Tocantins-
Araguaia, tendo como habitat aguas calmas de terras baixas, denominadas varzeas
(SILVA, A.,,2016) (SILVA, N., 2016).

Trata-se de uma espécie nativa de maior valor econdmico e cultural na Amazonia
brasileira. Devido ao Arapaima gigas ser um peixe de grande porte, o seu rendimento de
consumo é consideravel e ha estudos indicando rendimento médio para o filé sem pele e
sem escamas de 41,41% (OLIVEIRA, 2014) a 57% (NUNES, 2012).

Tabela 11. Producdo nacional da aquicultura por tipo de produto (kg).
2017 2018 2019 2020 2021

Tilapia  281.253.218 312.856.340 323.713.965 343.595.466 361.286.198

Tambaqui 108.286.018 102.554.429 101.079.464 100.569.734 94.593.371
Matrinxa 3.220.910 3.606.499 3.466.779 3.587.489 3.747.370
Pirarucu  1.259.282 1.831.765 1.892.650 1.885.805 1.859.160

Tucunaré 76.139 65.834 91.887 108.800 101.762

Fonte: IBGE - Pesquisa da Pecuaria Municipal.

Tabela 12. Producdo da aquicultura da espécie Arapaima gigas por regido (kg).

2017 2018 2019 2020 2021
Brasil 1.259.282 1.831.765 1.892.650 1.885.805 1.859.160
Norte 1.014.682 1.627.749 1.679.145 1.674.617 1.634.929
Nordeste 131.541 132.944 139.809 139.117 139.723
Sudeste 5.194 4.884 6.119 4.247 4.190
Sul 7.025 - - - -
Centro-Oeste 100.840 66.161 67.577 67.824 80.318

Fonte: IBGE - Pesquisa da Pecuaria Municipal.
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Na Tabela 11 é apresentada a producdo da aquicultura no intervalo de 2017 a
2021, na qual a producdo de pirarucu é comparada com outras espécies selecionadas e,
na Tabela 12, é apresentada a producdo da espécie Arapaima gigas por regiao,
confirmando a importancia deste pescado para a regido Norte.

Os principais obstaculos que integram as dificuldades de consolidar o cuidado
com a espécie € a intensa exploracao nos estoques naturais e a falta de uma fiscalizacao
da pesca e comércio eficaz em toda a regiao.

A pesca predatéria ocasionou o desaparecimento da espécie em ambientes que
antes era possivel encontra-la (NUNES, 2012), sendo os elevados niveis da pesca ilegal e
a heterogeneidade geografica, os principais fatores que ocasionam o esgotamento das
populagdes da espécie, somado a escassez de dados que dificulta a identificagdo local do
problema (CASTELLO, 2014). Devido a isso, surgiram regulamentagdes e estratégias de
conservacao somadas as regras de ordenamentos pesqueiros que sao atitudes que estdo
sendo tomadas para evitar o desaparecimento da espécie (NOGUEIRA, 2020).

A aplicacdo de normas rigidas sobre a pesca e a criagcdo em cativeiros garante a
existéncia da espécie e a previne de uma possivel extincdo em habitat natural. Além disso,
observa-se que a produgdo no intervalo apresentado na Tabela 11 se manteve constate

comprovando sua presenca e importancia no comércio pesqueiro.

2.10 As escamas do Arapaima gigas

A fungao da escama é proteger o corpo do peixe contra ferimentos e agressodes do
meio externo e, neste caso do A. gigas, apresenta uma arquitetura hierarquica. As escamas
viabilizam a flexibilidade e o movimento de resposta a um ataque predatério, devido a
propor¢do comprimento/espessura e a razao comprimento exposto/comprimento total
das escamas.

As escamas sdo compostas por duas regioes distintas a nivel macro (Figura 8):
uma casca exposta altamente mineralizada com espessura média de 0,5 mm (500 pm),
que fornece dureza e minimiza a plasticidade local, e uma regido interna de coldgeno com
espessura média de 1 mm (1000 pum) responsavel em suportar maiores quantidades de
deformacdo plastica. A estrutura das escamas de A. gigas apresenta um padrao de
camadas de colageno (50 mm de espessura) formadas por fibras de colageno alinhadas
dentro de cada camada individual com rotagdo alternada em angulos de 90° entre cada

camada (Figura 8) (ZIMMERMANN, 2013).
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Figura 7. Escama da espécie Arapaima gigas.

Fonte: BEZERRA (2020).

Figura 8. a) Hierarquia estrutural da escama do Arapaima gigas e b) detalhe da rotacao das
fibras de colageno.

>

90
I 50um
100nm
/ Fibra de colageno
Fibrila de coldgeno Estrutura de madeira compensada —_—

100 um

Fonte: LIN et al. (2011) e MURCIA (2016).

A escama do Arapaima gigas é um residuo de pescado que recebe pouca atencao,
mas estudos pontuais sobre sua composicdo quimica e comportamento mecanico
sugerem sua utilizacdo como matéria-prima para a obtencdo de fosfatos de calcio
(TORRES, 2008). Testes mecanicos apresentaram valores para o Mdédulo de Young em
torno de 1,38 GPa e a caracterizagdo térmica do material, por curva termogravimétrica,
mostrou o teor mineral da fase de hidroxiapatita em torno de 48% das escamas (TORRES,
2012).

YANG et al. (2019) obteve valores de tenacidade a fratura em torno de 100-200
k]-m2, indicando uma elevada resisténcia a propagacdo de fraturas, devido ao

envolvimento das lamelas colagenosas que atuam retardando o avanco da trinca,
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indicando as escamas do Pirarucu como um dos materiais bioldgicos flexiveis mais
resistentes da natureza. A Figura 9 mostra um corte transversal da escama, com destaque
para a espessura das camadas externa e interna, destacando que cada lamela da camada

interna é composta por fibrilas de colageno paralelas em diferentes orientagdes.

Figura 9. Micrografias da secdo transversal (a) da escama destacando as camadas externa e
interna, fibrilas de coldgeno em duas lamelas adjacentes (b), fibrila perpendicular ao plano
ampliacdo da regido 1(c) e fibrila paralela ao plano amplia¢do da regido 2 (d).

Externa

Interna

200 nm
JR—

Fonte: YANG (2019).

A fase de hidroxiapatita presente na escama é deficiente em calcio, devido as
substituicdes dos sitios de PO43-por HPO42-que é compensada pela perda da carga positiva
através da remocdo do ion Ca2* que, por sua vez, resulta em uma razao Ca/P menor que
1,67 (TORRES, 2017). Além da fase mineral de apatita, as escamas de peixe contém em
menores quantidades ions de s6dio, magnésio e carbonato (IKOMA, 2003) e fibras de
colageno refor¢adas com a fase de hidroxiapatita (TORRES, 2008) (TORRES, 2012), além
de amidas do tipo I, I e III (BEZERRA, 2020).

As escamas sdo um residuo sélido de baixo valor comercial e sua decomposicao

pode gerar mau odor e proliferacao de microorganismos. Residuo sélido pode ser definido
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como um material, substancia ou bem descartado que precisa ser tratado e reciclado
(SPELTA, 2018).

Segundo a norma ABNT NBR 10004:2004, a escama tratada como residuo
pesqueiro pode ser classificada como Residuo Classe II A, se enquadrando na categoria de
residuos nao perigosos e ndo inertes, ndo apresentando perigo para a area onde estdo
localizados, sendo importante um fim adequado ao material tendo como objetivo avaliar

aplicag¢des, de modo, a agregar valor como matéria-prima na geracao de novos produtos.

2.11 Niobio

O elemento niébio (Nb) é um dos metais mais abundantes em solo brasileiro
apesar de sua baixa concentracdo na crosta terrestre. O Brasil possui 90% do niébio
mundial em suas reservas, sendo que no ano de 2007, de toda a produgao mundial de
nidbio (133.928 toneladas), cerca de 96,6% foram provenientes das reservas brasileiras,
com um aumento na producao de 23,3% em relacdo ao ano de 2006 (NASCIMENTO, 2009)
(CAPANEMA, 2014).

O nidbio se cristaliza no sistema cibico de corpo centrado com uma densidade de
8,57 g/cm3. Apresenta boa conducdo térmica e refrataria com pontos de fusao e ebulicdao
de 2477 °C e 4744 °C, respectivamente. Sua resistividade elétricaa 273 K é de 15,2 pQ-cm
e apresentada caracteristica de supercondutor abaixo da temperatura critica de 9,2K. E
capaz de formar carbonetos, nitretos, boretos e silicatos estaveis e, por meio disso, tem
diversas aplicacdes e usos na estabilizacdo de aco inoxidavel usados na industria
petrolifera e de gas, na construcao de edificios e, quando adicionado a ligas de niquel, tem
aplicagdes em motores de aeronaves e na industria de processamento quimico (NICO,
2016).

Figura 10. Estrutura cristalina ctibica do ni6bio.

Fonte: NICO (2016).
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Outras aplicacdes do niébio sdo embasadas em sua propriedade anticorrosiva e
boa biocompatibilidade, esta ultima possibilitando sua aplicagdo em substituicGes de
tecido duro

O nudmero de publicacbes nacionais e internacionais explorando a
biocompatibilidade do niébio ainda é muito menor em comparag¢do com outros materiais,
e estudos preliminares apontam que suas propriedades fisicas e bioldgicas sao
comparaveis a materiais mais tradicionais da area de implantes como, por exemplo, o
titanio (CAPANEMA, 2014).

No contexto de incorporacdo de ions metalicos na estrutura de bioceramicas, o
niobio representa 1,1% dentre os estudos publicados no intervalo de 2015 a 2020 (ver
Figura 11) (SCHATKOSKI, 2021). Logo, a importancia do avango em pesquisas para
confirmar a influéncia do ion dopante de niébio nas propriedades fisico-quimicas e no

desempenho da angiogénese e osteogénese em uma matriz cerdmica se faz necessario.

Figura 11. Percentual de estudos com bioceramicas e vidros bioativos dopados com diferentes
fons metdlicos no intervalo de 2015 a 2020.

Ga
Nb 1.0%
Co o ;
2.0%_ 1% ’
Li Others
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Fonte: SCHATKOSKI (2021).

2.12 Niobio e sua relacio com a Hidroxiapatita

Nascimento et al. (2011) desenvolveu um compoésito com matriz de
hidroxiapatita natural oriunda de ossos de peixes variando o percentual em peso de 6xido

de niébio (50 a 90%) por meio de processo combinado de calcinacdo dos ossos e,
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posteriormente, uso da técnica de liga mecanica para a obtencao dos pés de HA-Nb. Os
resultados revelaram forte interagcdo quimica entre as fases (HA e 6xido de Nidbio), boa
densificacdo, reducao do tamanho das particulas e metodologia aprovada como rota para
a obtencdo do compésito.

O estudo de Demirkol et al. (2013) também desenvolveu compdsitos com fases
de HA e 6xido de nidbio com o objetivo de estudar a influéncia do Nb na estrutura e, assim,
obter um produto final com propriedades mecanicas otimizadas. O estudo concluiu que
apenas os corpos de prova com 10% em peso de Nb apresentaram aumento de resisténcia
nos ensaios de compressao dos compdsitos.

Capanema (2014) desenvolveu estudos envolvendo hidroxiapatita sintética
obtida por rota coloidal aquosa com adigao de Nb. Os resultados concluiram que a adi¢do
do fon metdlico influenciou nos parametros da célula unitaria, reducdo do tamanho das
particulas e contribuiu no coalescimento das particulas. Além disso, os materiais
apresentaram citocompatibilidade in vitro evidenciando possivel aplicacdo para o
crescimento celular, comprovando o compdsito de HA/Nb como candidato potencial na
engenharia de tecido dsseo.

Com énfase para atividade bioldgica, Marins et al. (2019), em seu estudo, obteve
particulas cristalinas de HA e Nb20s por meio da sintese hidrotérmica assistida por micro-
ondas e subsequentes tratamentos térmicos. O estudo indicou que a presenca de ambas
as particulas contribuiu para o desenvolvimento de membranas hidrofilicas nao toéxicas,
aumento do metabolismo celular e crescimento gradual de cristais de HA, concluindo que
as particulas de HA e Nb20s desempenharam um papel crucial como arcabouco para o
reparo e regeneracdo 6ssea em membranas de policaprolactona/gelatina.

Por fim, Bonadio et al. (2020) estudou os efeitos da temperatura de sinterizacdo
sobre as propriedades fisicas, estruturais e mecanicas somado ao desempenho biologico
in vivo de um biocompdsito nanoestruturado trifdsico (HA + B-Fosfato Tricalcico e
Pentdxido de nidbio), indicando a bioceramica produzida para possiveis aplicacoes em
implantes 6sseos com a capacidade de suportar cargas médias e altas. A temperatura de
sinterizacdo de 1080°C apresentou os resultados mais satisfatérios com valores de
resisténcia a compressao (242 + 29 MPa), Mddulo de Young (19,63 * 3,5 GPa), coeficiente
de Poisson (0,248 + 0,016) e resisténcia a flexdo (24 + 5,9 GPa) préximos dos valores
obtidos para o osso humano. O estudo in vivo comprovou a osseointegracao entre o 0Sso

neoformado e a bioceramica trifasica com 45 dias de aplicacao.



29

O nidbio, assim como o titdnio é um material que apresenta alta afinidade com o
oxigénio podendo formar 6xidos como os Nb20s, NbOz e NbO, sendo destes o Nb20s, o
mais estavel. Por meio disso, a literatura abrange estudos que investigam a viabilidade da
produc¢do de compositos Nb20s - HA com propriedades intermediarias para aplicagoes
em reparagdes 6sseas com excelentes desempenhos mecanico e biolégico (DEMIRKOL,
2013) (CAPANEMA, 2014).

Realizou-se também um estudo a respeito do panorama para as publicacdes de
artigos cientificos que envolvesse a obtencdo de biomateriais compostos por
hidroxiapatita-nidébio (HA-Nb), nestes termos, a busca foi realizada no banco de dados
Scopus filtrando o intervalo da pesquisa nos ultimos 24 anos, por meio das palavras-
chaves “niobium-hydroxyapatite”, “niobium doped hydroxyapatite” e ”HA-Nb”. E
constatado na Figura 12 que, entre os intervalos de 2010-2015 e 2016-2022, houve a
duplicacao no numero de artigos publicados sobre o tema, indicando uma tendéncia de

ampliacdo na investigacdo de materiais HA-Nb.

Figura 12. Panorama do niimero de artigos publicados no banco de dados Scopus no periodo

de 1999 a 2022.
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3. OBJETIVOS

3.1

Geral

Obter, por meio de tratamentos térmicos das escamas da espécie Arapaima gigas,

pos de hidroxiapatita natural e modifica-los parcialmente com fons de Nb>* via rota

sonoquimica. De modo que, seja investigado as propriedades estrutural, vibracional,

morfolégica e biolégica do composto Cai0-xNby(HPO4)x(PO 4) 6x(OH)2x, onde y = 0,00;
0,01; 0,05; 0,10; 0,15 e 0,20 mol.

3.2

Especificos

Investigar a viabilidade de obter um biomaterial, sendo a fase principal
proveniente de residuos do comércio de pescado no Amazonas (escamas de
Arapaima gigas);

Agregar conhecimento cientifico em um material residual, no qual, ndo ha
procedéncias literarias ou amplas do uso das escamas, ap6s a pesca e consumo da
carne, na produc¢do materiais candidatos para aplicacoes médicas;

Estudar o modo de inser¢ao do Ni6bio na matriz ceramica por meio das técnicas
de NIRS e DRX;

Avaliar a influéncia do Nidbio na estrutura da hidroxiapatita por meio de ensaios
bioldgicos e mecanicos (nanoindentacao);

Investigar a aplicagdo do método Sonoquimico na etapa de modificagdo idnica;
Apresentar uma rota barata e simples de obtencdo de biomateriais, com
possibilidade de serem aplicados na drea médica de implantes e regeneracdes de

tecidos duros. Além da metodologia ser reproduzida em laboratorios locais.
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4. MATERIAIS E METODOS

A metodologia compreende a rota de tratamento térmico da matéria-prima (as
escamas) devido a disponibilidade laboratorial e procedimento de baixo custo. A etapa
sonoquimica com aplicacao do 6xido de niébio (Nb20s, 99,5%, Companhia Brasileira de
Metalurgia e Mineragdo) por via imida segue a metodologia proposta por Capanema
(2016) com auxilio do ultrassom de ponteira, consolidando o procedimento hibrido, de
modo a investigar a otimizacdo morfoldgica do produto e suas implicagdes.

As escamas do Arapaima gigas foram obtidas em dois locais: por meio do residuo
de peixe da Feira da Panair, bairro Educandos, zona sul de Manaus e em contato com a

empresa FrigoNorte Comércio.

4.1 Obtencao da hidroxiapatita natural

O experimento iniciou com a coleta e lavagem em agua corrente das escamas. De
modo a minimizar o odor das escamas, as mesmas foram submersas em solu¢do com 6%
de acido acético, em seguida, secas e armazenadas em embalagens herméticas.

As escamas foram tratadas termicamente no patamar de 700°C (10°C/min) por
quatro horas para remo¢do das partes organicas (SADAT-SHOJAI, 2013). O material
calcinado foi esfriado dentro do forno mufla, homogeneizado com almofariz de Agata e
peneirado com granulometria passante de 200 MESH (74 um). O material foi armazenado

para as devidas caracterizacgoes fisicas, quimicas e morfologicas.

Figura 13. Passos metodoldgicos da etapa | para obtencao das amostras por tratamento

téermico.
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4.2 Obtencido da hidroxiapatita modificada parcialmente com Oxido de Niébio
assistida por via Sonoquimica

A obtencdo de hidroxiapatita natural modificada parcialmente com niébio foi
baseada nas metodologias de CAPANEMA (2016) e de UEKAWA (2003) adaptadas para
este caso. Inicialmente foi preparada a solugao precursora de Ca e P (Solugao 1) com o pé
obtido no passo anterior disposto em 250 ml de 4gua deionizada e foi adicionado a solugao
o composto Nb20s, seguindo os calculos estequiométricos obedecendo a ordem de adi¢cdo

de1,5,10, 15 e 20% molar, sendo obtida a Solucao 2.

Figura 14. Passos metodoldgicos da etapa Il para obtencdo da amostra modificada parcialmente
com Nb assistida por método sonoquimico.
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A solucgao 2 foi submetida sobre influéncia do efeito fisico de cavitagdo por meio
do equipamento de ultrassom de ponteira por 30 min com 70% de poténcia (20 kHz) e
pulsos de nivel 1, de modo a disponibilizar os ions Ca%* e PO43- para a reacdo de
substituicdo por ions de Nb.

Apds o procedimento, a solucdo 2 foi disposta para repousar por 24 horas para
que ocorresse a decantacao. O precipitado foi lavado trés vezes, com cada etapa de
lavagem sendo adicionada 10 mL de agua deionizada e amostras submetidas a
centrifugacdo por 5 min e 3000 rpm, de modo a remover os ions nao reagidos. Apos a
secagem das amostras em estufa (100°C/24h), foi realizado tratamento térmico das

amostras no patamar de 900°C (10°C/min) por 1 h. O preparo das amostras para as
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devidas caracterizacdes compreendeu a homogeneizacao do material com almofariz de

agata e peneiramento com granulometria passante de 200 MESH (74 pum).

4.3 Caracterizacgoes e ensaios

4.3.1 Analises térmicas por Termogravimetria e Calorimetria de Varredura
Diferencial (DSC)

As andlises térmicas por Termogravimetria e Calorimetria de Varredura
Diferencial por Fluxo de Calor foram realizadas no Laboratério de Ensaios de Materiais
(LEM) - Faculdade de Tecnologia (UFAM) com uso do instrumento modelo SDT Q600
V20.9 Build 20, com taxa de aquecimento de 10°C/min, atmosfera de N (30mL/min) em
intervalo de 25°C a 1000°C. As amostras submetidas a analise compreendia 9 mg de
escama in natura, sendo colocada a amostra em cadinhos de alumina. Foi configurado o
método ciclico DSC-TGA, cadinho com amostra e um segundo cadinho vazio como
referéncia e uso de ar comprimido para o resfriamento do sistema apds alcangada o

patamar térmico final (1000°C).

4.3.2 Andlise de MEV-FEG e FRX-EDS

As micrografias foram obtidas com auxilio do microscopio eletrénico de
varredura (MEV) de alta resolucao Jeol JSM IT500-HR com emissdo de elétrons por um
canhdo de emissdo de campo (FEG - Field Emission Gun) situado no Centro Multiusuario
para Analises de Fendmenos Biomédicos (UEA). As amostras foram preparadas em stubs
de aluminio metalizadas com auxilio do equipamento Leica EM ACE 600, no qual as
amostras foram revestidas por uma camada fina de platina de 9 nm de espessura,
aproximadamente, com taxa de deposicdo de 0,08 nm/s. Durante a analise foi aplicada
uma maghnificacdo de 18000x em alto vacuo.

As andlises por FRX-EDS foram realizadas no equipamento Panalytical modelo
Epsilon 3-X localizado no laboratério de Ensaios Fisico-Quimicos (FT/UFAM) - LEM. Os
parametros definidos durante a andlise foram: tensdo maxima de 50 kV, corrente maxima

de 3 mA e atmosfera inerte de gas Hélio (10 atm e 10 kgf/cm?2).
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4.3.3 Analise por NIRS

As andlises com Espectroscopia no Infravermelho Préximo (NIRS) foram
realizadas no Espectrofotometro Antaris Il da Thermo Scientific na faixa do espectro
eletromagnético de 400 a 2500 nanémetros. O equipamento esta situado no laboratério
da Poés-graduacdo em Biotecnologia no mini-Campus da Universidade Federal do
Amazonas. Um deflector foi utilizado com o intuito de intensificar o sinal das amostras

pelo equipamento para minimizar efeitos instrumentais e de ruido.
4.3.4 Analise de DRX

A caracterizacao estrutural por Difracdo de Raios X foi realizada por meio do
difratometro de raios-x da Shimadzu Maxima XRD 7000 (Central Analitica do IFAM-CMC)
operando com tubo de CuKa (1,5418 A) com passo de 0,020/s e com angulos de varredura
de 10 a 100° (©).

O refinamento dos dados de DRX foi realizado pelo Método Rietveld com auxilio
do programa GSAS-II e fazendo uso auxiliar com os programas Search-Match e Hightscore
Plus, estes sendo aplicados previamente para comparag¢ao dos difratogramas obtidos com
os difratogramas presentes no banco de dados. A funcao de perfil utilizada aplica a regra
de integracdao de Simpson multi-termo descrita por Howard (J. Appl. Cryst, 15, 615-620,
1982) da funcao pseudo-Voigt descrita por Thompson, Cox & Hastings. Os dados refinados
compreendem as coordenadas dos atomos (x, y, z), fator ocupacional (Oc), os parametros
derede (a, b, ¢, a, f e y), os coeficientes descritos por Cagliotti, Pauletti e Ricci em 1958 (U,
V, W), o parametro P, sendo este o coeficiente de Scherrer para o alargamento Gaussiano,
tamanho da particula e, por fim, o parametro preferencial dos pés por meio da funcdo dos
harmoénicos esféricos.

Os passos metodolégicos do refinamento seguiram com base na curva residual
(Yobs - Yca) referente a diferenca da intensidade dos picos do padrao de difragao
experimental (Yoss) e do padrao tedrico (Ycar). De modo a avaliar a confiabilidade do
refinamento dos dados por meio estatistico, os parametros de convergéncia observados

foram o Rp, pr, RBragg, Re e/Z/Z.
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4.3.5 Ensaio bioldgico in vitro: Analise microbiana

As amostras HA-0, 1, 5,10, 15 e 20% molar de Nb foram compactadas em prensa
hidraulica uniaxial a 400 MPa com uso de lubrificagdo, sendo obtidas amostras com
dimensdes de 15 mm de didmetro por 1 mm de espessura. A sinterizagao foi realizada em
atmosfera ambiente a 900°C (10°C/min) por 1 h, conforme metodologia adotada por
Nascimento et al. (2011) apenas para a confec¢do das pastilhas.

A etapa do ensaio antimicrobiano iniciou com a criacdo do meio de cultura com
nutriente Agar. A suspensao foi criada com 23g do material em 1L de agua destilada e
submetida a aquecimento e agitacao por 1 minuto até a dissolucao completa do pé. Apds
isso, as pastilhas e o meio de cultura foram submetidos a esterilizagdo em atmosfera
umida em Autoclave Vertical a 121°C por 15 minutos.

Finalizado o procedimento de esterilizacdo, o meio de cultura foi distribuido em
placas de Petri até que se solidificasse de modo homogéneo. Apds isso, para cada amostra,
foi realizada a inoculagdo de 500 microlitros de suspensao contendo a espécie bacteriana
bacilar Gram-negativa Escherichia coli e distribuida homogeneamente por toda a
superficie.

O experimento teve durante de 7 dias para a andlise de surgimento ou ndo da
zona de inibicdo, sendo esta uma regido em torno da pastilha na qual nao ha crescimento
bacteriano. As amostras com as pastilhas foram monitoradas com uma amostra de

controle para efeito de comparacgao.

4.3.6 Andlise mecanica por nanoindentacgio

As pastilhas foram confeccionadas com os mesmos parametros das pastilhas
utilizadas no ensaio bioldgico. Utilizou-se prensa hidraulica uniaxial a 400 MPa com uso
de lubrificacdo e CMC (carboximetilcelulose) e obteve-se pastilhas com 15 mm de
didametro por 1 mm de espessura. A sinterizacdo foi realizada em atmosfera ambiente a
900°C (10°C/min) por 1 h.

O ensaio mecanico de nanoindentac¢do (Dureza HV) foi realizado conforme norma
ASTM C 1327 para as amostras HA- 1, 5, 10, 15 e 20% Nb no equipamento
Nanoindentador HM2000 Helmut-Fischer. A faixa de carga de teste utilizada foi de 2000
mN, objetiva de x20, profundidade maxima de 70 um e tempo de aplicacdo de 35s para as

triplicadas das amostras HA -1, 5,10 e 15% Nb.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analises Térmicas da escama in natura

As curvas TG-DSC (Termogravimetria-Calorimetria de Varredura Diferencial) da
escama in natura sao mostradas na Figura 15 e destaca quatro eventos térmicos (Tabela

13).

Figura 15. Andlise térmica da escama in natura por Termogravimetria e Calorimetria de
Varredura Diferencial no intervalo de 25°C a 1000°C.
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O evento I compreende o intervalo térmico de 38-107°C referente a perda de
umidade da amostra correspondendo a 14,23% de perda da massa inicial. Além da
eliminacdo de moléculas de agua adsorvidas na superficie da amostra e de impurezas
organicas volateis a temperaturas abaixo de 100°C, segundo TORRES (2012), ha também
a contribuicdo da desnaturalizacao do colageno que constitui a camada interna da escama
do Arapaima gigas. Esse processo compreende a separagao das hélices triplas em hélices
individuais de colageno, que devido ao aquecimento da amostra, ocorre a clivagem na
ligacdo de hidrogénio intramolecular induzindo o encolhimento das fibras de colageno e

resultando na solubilizacdo e gelatinizacdo do material, resultando na dispersao de adgua.



37

Tabela 13. Eventos térmicos da amostra de escama in natura aquecida até 1000°C.

Temperatura (°C) Perda de massa (%)
Evento | 38-107 14,23
Evento II 297-600 29,85
Evento III 616-700 1,360
Evento IV 701-1000 0,780

O evento Il compreende a maior perda percentual de massa (29,85%) no
intervalo térmico 297-600°C, sendo o tunico evento com fluxo de calor maior em
comparagdo ao do material de referéncia. Este evento esta relacionado a eliminacdo de
fases organicas inerentes da matéria-prima.

Segundo BEZERRA (2020), as escamas sado constituidas por amidas (NH: ligado a
uma carbonila C=0) dos tipos I, II e III, logo, esse evento pode ser relacionado a
degradacdo desse grupo funcional, principalmente para a amida do tipo III com ponto de
fusdo em torno de 320°C e para a possivel presenca da espécie quimica de hidréxido de
calcio que se degrada em torno de 500°C.

Além da eliminacdo das amidas, ha o indicio da degradacdo do carbonato de
magnésio (MgC03), devido a se decompor em torno de 350°C (NIOSH, 2007) e, se tratando
da natureza da matéria-prima, é embasada a presenca tanto do ion Mg2* quanto do CO3?2
(grupo carbonato).

O evento III compreende um curto intervalo no patamar 616-700°C, no qual o
estudo de Ramirez-Gutierrez et al. (2017) aponta que a perda de massa é referente as
ultimas eliminagdes de proteinas residuais e, que para temperaturas superiores a 660°C,
sdo relacionadas a energia térmica responsavel pela transformacao fisico-quimica da fase
hidroxiapatita de origem biogénica.

E, por fim, o intervalo IV no intervalo 701-1000°C apresenta a menor perda de
massa (0,78%). A andlise nesse intervalo é importante por se tratar de uma matéria-prima
natural. Fontes naturais para a obtencdo de fosfatos de calcio apresentam grupos
carbonatos e, dentro desse grupo, a temperatura de fusao gira em torno de 800-900°C
(Na2C03 - 851°C; CaCOs3 - 825/899°C; K2C€03 - 891°C) para as possiveis espécies que
podem compor a matéria-prima natural.

Logo, para a amostra neste estudo, a perda de massa de 0,78% indica pequenas

quantidades de carbonatos. Ao contrario de fontes marinhas, em que a curva
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termogravimétrica pode indicar perda de massa significativa em torno de 800°C, devido
a elevada concentragdo de carbonato de calcio.

Outro ponto de destaque envolvendo o evento térmico IV é a variacdo da curva
referente ao fluxo de calor. A amostra continua se degradando conforme a temperatura
continua sendo aumentada até 1000°C, contribuindo para a precipitacdo de fases mais
soliveis como as espécies a e (-tricalcico fosfato. Logo, neste estudo, apds alcancado o
patamar térmico de 700°C, a degradacao da fase obtida pode ser acentuada em
temperaturas mais elevadas.

Portanto, com base na analise dos eventos térmicos indicados pela curva
termogravimétrica e pelo fluxo de calor, é possivel apontar o patamar de 700°C para o
tratamento térmico das escamas, de modo a avaliar o material obtido por meio das

caracterizagdes quimicas e estruturais para a identificagdo mais apropriada da fase.

5.2  Analise por FRX-EDS

A Tabela 14 apresenta os percentuais em peso dos elementos de interesse para
as amostras HA - 0, 5, 10, 15 e 20% Nb. Os elementos Na e Mg aparecem na amostra nao
dopada como tragos idnicos inerentes da matéria-prima em percentuais despreziveis. Ja
para as amostras dopadas, conforme aumenta-se o teor de Nb, observa-se que os

percentuais de Ca e P diminuem.

Tabela 14. Composi¢do elementar das amostras analisadas por FRX-EDS.

Elementos (% em peso)

Amostras
Ca P Na Mg Nb Outros
HA - 0% Nb 81,9 16,0 0,40 0,52 - 1,18
HA-5% Nb 78,3 15,5 - 0,36 5,00 0,84
HA -10% Nb 75,9 14,3 - 0,27 8,63 0,90
HA -15% Nb 71,3 13,3 - 0,18 14,4 0,82
HA -20% Nb 69,1 13,1 - 0,17 17,0 0,63

As variagdes nos percentuais de Ca e P em fun¢ao do aumento do ion dopante esta
em conformidade com dados da literatura (VENKATASUBBU) (MAQBOOL, 2021). A

andlise por FRX-EDS evidencia que as amostras dopadas perdem ions de Ca e P tornando-
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as estruturas deficientes nesses elementos, contudo a perda percentual em func¢do da
inser¢do do Nb esta dentro dos limites da razao Ca/P em que a estrutura da HA é capaz de
acomodar.

Outro ponto importante, é a possibilidade da incorporacao de grupos carbonatos
nos sitios de fosfato. Esta condicdo é embasada devido ao experimento ser realizado em
atmosfera ambiente e, com isso, ha a probabilidade de ocorrer a incorporacdo de
carbonatos por meio dos sitios de hidroxila, -OH, formando o composto H2CO3. Por meio
dessa reacdo, durante a dopagem do material, este composto dissolve-se em agua e

interagem com os sitios de fosfato da HA.

5.3 Analise por MEV-FEG

A Figura 16 apresenta as micrografias das amostras de hidroxiapatita natural
com 0, 5,10, 15 e 20% molar de Nidbio. A Figura 16 (a) apresenta particulas com padrao
de crescimento hexagonal com tempo de tratamento térmico por 4h a 700°C. Assim, é
possivel confirmar que os parametros definidos na etapa de aplicagdo do método fisico
sdo eficientes para obter particulas com morfologia caracteristica da fase de
hidroxiapatita a partir de escamas da espécie Arapaima gigas.

Para as amostras dopadas de 5 a 20% molar de Nidbio, é notada a permanéncia
de particulas com morfologia hexagonal, mas com particulas de tamanho relativo menor
em torno dessas. Estas particulas menores sdo resultado da atuacao do método quimico,
segundo Santos (2021), a sonoquimica com ultrassom de ponteira induz na fragmentacao
das particulas e, com isso, influencia no tamanho das particulas como resultado da
atuacdo das ondas de choque nas quais o material é submetido.

O mecanismo de ondas choques, que embasam o fendmeno de cavitacdo durante
0 processo sonoquimico, pode ser indicado como o responsavel pelas amostras dopadas
apresentarem uma variagao no aspecto das particulas, com base na comparacao relativa
das micrografias. Essas particulas menores assemelham-se a pequenas esferas com
formas irregulares.

Além disso, com excecdo das particulas da amostra HA - 0% Nb que estao
distribuidas uniformemente, as amostras sonicadas sao observadas com aglomerados de
particulas, sendo uma influéncia direta do método sonoquimico. Essas aglomeragoes

estdo dispostas de modo irregular e podem ser um reflexo da desunido das particulas de
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Nb20s, ou seja, podem ser uma evidéncia da coexisténcia das diferentes composicoes de
fases (PRADO, 2021), neste caso, tanto da fase HA como da fase de Pent6xido de nidbio

devido a estabilidade de ambas.

Figura 16. Micrografias das amostras HA - 0% Nb (a), HA - 5% Nb (b), HA - 10% Nb (c), HA -
15% Nb (d) e HA - 20% Nb (e) com aumento de x18000.
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Figura 17. Micrografias das amostras HA - 0% Nb (a), HA - 5% Nb (b), HA - 10% Nb (c), HA -
15% Nb (d) e HA - 20% Nb (e) com aumento de x43000.

Pu’ad (2019) e Malla (2020), em seus estudos, também obtiveram hidroxiapatita
natural por meio de tratamentos térmicos. Em seus resultados também foi possivel obter
formas hexagonais em uma escala de 1pm, no entanto, por utilizarem temperaturas
superiores a 700°C ou tempos de permanéncia do tratamento fisico superiores a 4h,
obtiveram formas de particulas variadas, como pequenas esferas ou bastonetes. Neste

caso, é comprovado que tempos de permanéncia e patamar térmico menores sao capazes
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de produzir morfologia caracteristica da fase HA, resultando em economia de tempo e
energia durante o procedimento experimental.

Além disso, os parametros do tratamento térmico aplicados neste estudo, apesar
de serem menores que os dados da literatura, sdo eficientes para a remoc¢ao de matéria
organica inerentes das escamas. Este resultado corrobora com a caracterizagao térmica,
segundo a curva termogravimétrica, na qual indica que a parte do perfil da curva referente
a temperaturas superiores a 700°C ndo apresenta variagoes significativas de massa.

Outra observacgdo valida referente a Figura 17 (a) é a densificacao relativa da
amostra, devido a distribui¢do uniforme das particulas, aspecto ndo observado nas
demais amostras, no qual sugere maior presenca de vazios devido as particulas estarem

dispostas em aglomeracdes.

5.4 Analise por NIRS

Segundo Kolmas (2015), os grupos funcionais presentes na HA sdo facilmente
identificadas pela técnica NIRS. Logo, esta técnica é aplicavel neste estudo com o intuito
de buscar informagdes vibracionais especificas das ligacdes quimicas e simetria dos
grupos funcionais presentes nas amostras, além de auxiliar na identificacdo do material e
na investigacao de como ocorreu a dopagem com o Nb.

A Figura 18 apresenta os resultados obtidos por meio da Espectroscopia no
Infravermelho Préximo para as amostras HA - 0, 5, 10, 15 e 20% molar de Nb. O espectro
destaca quatro regioes para se discutir: 2300-2400 nm, 1800-2200 nm, 1390-1455 nm e
400-613 nm. Com base na comparacgdo prévia das curvas, é notavel que a intensidade
dessas regioes de bandas decresce conforme aumenta a concentragdo molar de Nb, sendo
um indicio da presenca de Nb e da vibragao das ligacdes envolvidas.

A regides de 2300-2400 nm e 1800-200 nm podem ser atribuidas ao fosfato
superficial com a influéncia da adsorg¢ao de moléculas de agua, sendo estas responsaveis
por preencher os poros da HA junto com grupos de hidroxilas estruturais. Estas regioes
compreendem a sobreposicdo de bandas que resultam em sinal agudo fraco, esta
sobreposicao resulta na soma dos modos vibracionais de alongamento e dobramento.

A terceira regido de 1390 a 1455 nm ¢é associada ao grupo fosfato com modo
vibracional de alongamento mais intenso. O sinal se torna mais intenso devido a maior
presenca de moléculas de dgua, seja por mecanismo de absorg¢ao direta na superficie da

HA ou envolvendo uma superficie hidratada (KOLMAS, 2015).
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Um pico isolado préximo de 1000 nm é observado com maior intensidade na
amostra HA - 0% Nb, no qual diminui a intensidade no espectro das amostras dopadas.
Segundo Kolmas (2015), esta regido se trata de grupos de hidroxilas estruturais com pico
agudo e sinal fraco como modo de alongamento.

A quarta regido entre 400-613 nm nado apresenta dados na literatura que a
identifiquem. Viana (2020) fez uso da Espectroscopia Raman para identificacao dos
modos vibracionais da HA sintética pura e, em seu mapeamento dos grupos funcionais,
identificou quatro modos vibracionais relacionados ao sitio de fosfato. Por sua vez, Riaz
(2018) e Fu (2018), com auxilio da Espectroscopia por Infravermelho por Transformada
de Fourier, identificaram trés modos vibracionais com bandas largas que,
consequentemente, dificultam a identificacdo de modos vibracionais sobrepostos, caso
existam.

Portanto, para a quarta regido neste estudo pode-se deduzir que se trate do modo
vibracional referente ao sitio de fosfato, seguinte o mesmo raciocinio das demais regioes.
Nos intervalos identificados referentes aos sitios de fosfato e na quarta regido ha
decréscimo na intensidade do sinal, sendo uma evidéncia que este sitio é mais sensivel a
inser¢do do Nb na estrutura ceramica. No entanto, ha a necessidade do andamento de
mais estudos investigando todo o espectro para amostras de fosfatos de calcio segundo a

Espectroscopia no Infravermelho Préximo para amostras dopadas.

Figura 18. Espectros no Infravermelho Préximo (NIRS) para as amostras HA -
0% Nb, HA - 5% Nb, HA - 10% Nb, HA - 15% Nb e HA - 20% Nb.
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5.5 Analise por DRX

O padrio de difracdo da amostra HA - 0% Nb é apresentado na Figura 19. E
possivel identificar picos de difragdo caracteristicos da fase hidroxiapatita cristalina,

sendo esta a fase predominante com base no padrao da literatura JCPDS 01-074-0566

referente ao material Ca10(P04)sOHo.

Figura 19. Difratograma da amostra obtida por tratamento térmico no patamar de 700°C por 4h
comparada com o padrao de difragio da literatura.
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Os picos sdo correspondentes nas duas curvas, sendo equivalentes a fase HA. No
entanto, ha picos presentes no padrdo JCPDS que ndo aparecem na curva experimental.
[sso é devido ao padrdo da literatura ter usado um patamar de tratamento térmico
superior ao deste estudo, possivelmente um patamar préximo ou superior a 1000°C,
resultando na precipitacao de segundas fases oriundas da degradacao da fase HA com a
perda dos grupos hidroxilas, seguindo a seguinte reagao:

Ca10(P04)s(OH)2 — 3Ca3(P04)2 + CaO + H20 (Eq. 1)

Segundo os padrdes de difragdo de Idrissi (2014), os picos mostrados no padrao
JCPDS apontam a presenga de Ca0, o que ndo ocorre nas amostras em estudo. [sso é um
indicativo que o patamar térmico adotado nesta metodologia evita a degradacdo da fase

HA e, com isso, evita a precipitacao da fase CaO.



45

A presencade CaO em ceramicas de hidroxiapatita ndo é aceitavel para aplicacdes
médicas, porque em contato com moléculas de agua, a fase CaO é convertida em hidroxido
de calcio (CaOH) e, este, resulta em tensdo gradual e no surgimento de fraturas no
material ceramico, contribuindo no surgimento de particulas individuais, podendo gerar
elevada alcalinidade no ambiente do implante (IDRISSI, 2014).

Com base nessa analise inicial, o patamar térmico de 700°C por 4 horas, é um
indicativo para a obtenc¢do da hidroxiapatita natural em estado cristalino, sem a presenca
de 6xido de calcio. Além disso, a temperatura de tratamento térmico demonstrou ser
suficiente para a eliminacao de fases secunddarias referentes as partes organicas da
matéria-prima. A Tabela 15 apresenta os indices de Miller referentes aos picos

identificados no padrao experimental.

Tabela 15. Indices de Miller caracteristicos para os picos identificados na Figura 18.

N° hkl 20(°) N° hkl 26(°) N° hkl 26(°) N° hkl 26(°)
1 100 10,79 8 102 2817 15 212 39,26 22 320 48,60
2 101 16,88 9 210 29,01 16 310 39,90 23 213 4942
3 110 18,85 10 211 31,80 17 311 42,10 24 321 50,62
4 200 21,85 11 112 32,19 18 113 43,77 25 410 51,26
5 111 22,82 12 300 32,90 19 203 4547 26 402 52,01
6 201 25,30 13 202 34,08 20 222 46,71 27 004 53,20
7 002 25,90 14 301 3445 21 312 4811

As amostras dopadas a partir de 5% de Nb apresentam intensidades em 23,84° e
24,50° (20), além de picos de menor intensidade em 26,60° e 29,10° (20) (ver Figura 20).
Além disso, ha o deslocamento das bandas em torno de 26° (26) e no intervalo entre 32-
34° (20) para regides de baixo angulo até a amostra HA - 10% Nb, mas nas amostras HA
- 15 e 20% Nb ha o comportamento inverso (ver Figura 21).

A intensidade relativa dos picos e deslocamento das bandas podem sofrer
alteracdes devido a mudancga do fator de espalhamento do ion dopante, se tratando de
uma espécie quimica de nimero atomico diferente do sitio original. Logo, com o intuito
de interpretar essas alteracdes nos difratogramas, foi realizado o refinamento dos

padroes de difracdo experimentais pelo método Rietveld.
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Figura 20. Comparativos dos difratogramas das amostras HA - 0% Nb, HA - 1% Nb, HA
- 5% Nb, HA - 10% Nb, HA - 15% Nb e HA - 20% Nb.
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Figura 21. Comparativos dos difratogramas das amostras HA - 0% Nb, HA - 1% Nb, HA
- 5% Nb, HA - 10% Nb, HA - 15% Nb e HA - 20% Nb no intervalo 20 entre 25-35°.
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5.5.1 Analise quantitativa por refinamento Rietveld

A Tabela 16 apresenta os resultados obtidos para os parametros de rede, fracao
cristalina e tamnho da particula tendo como base os valores padrao da HA por meio do
CIF - 203027. Considerando os valores apresentados, é confirmado a estrutura hexagonal

com grupo espacial P63/m para a fase HA para as amostras analisadas.

Tabela 16. Parametros da estrutura cristalina para as amostras obtidas.

Parametros de rede (A) (A" © B S F.C. Particula
Amostra V(A a(° ) v(°
a b c (%) (um)
HA - CIF
9,417 9,417 6,874 5279 90 90 120 - -
203027

HA-0%Nb 9,411 9411 6,868 5268 90 90 120 96,30 1,110
HA-1%Nb 9411 9411 6,878 5275 90 90 120 94,33 1,026
HA-5%Nb 9,423 9423 6,885 5294 90 90 120 94,32 0,534
HA-10%Nb 9,434 9434 6,895 5314 90 90 120 88,66 0,137
HA-15%Nb 9,425 9,425 6,890 5300 90 90 120 91,23 0,120
HA-20%Nb 9419 9419 6,884 5289 90 90 120 88,94 0,102

Legenda: V - volume; A - angstrom; F.C. - Fracio cristalina.

Com bases nos volumes das células unitarias, nota-se que ha um aumento
volumétrico a partir da amostra HA - 0% Nb até a amostra HA - 10% Nb, corroborando
com o deslocamento para regides de baixo angulo observado na Figura 20. No entanto, ha
uma diminui¢do volumétrica para as amostras HA - 15 e 20% Nb, estas também em
conformidade com o observado na Figura 20, na qual é possivel notar que, para estas
amostras, ha o deslocamento para regides de alto angulo em relagdo a amostra HA - 10%
Nb.

A variacao do volume segue a mesma logica de variacdo para os parametros a e c,
com exce¢do para as amostras HA - 0 e 1% Nb que apresentam uma alteracdo
insiginificante apenas no parametro c.

Os sitios de fosfato sdo mais sensiveis a troca idnica com o fon Nb5*, devido a
diminuicao das intensidade relativas segundo a Figura 17 obtida por Espectroscopia no
Infravermelho Préximo. Logo, pode-se deduzir que a inser¢dao do Nb ocorre nos sitios de

fosfato (PO4), o que resulta na repulsdo de cargas entre os fons Ca%* e Nb>*. Esta repulsdo
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de cargas, pode ser a razdo do aumento volumétrico da célula unitaria observado até o
difratograma da amostra HA - 10% Nb.

Além do exposto no paragrafo anterior, é necessdrio descrever a natureza
quimica dos fosfatos de calcio em geral. A razdo molar entre Ca/P é a base para
identificacdo e diferenciacdo dentro do grupos dos FCs. Quando ha alteracdo na
concentracdo de um elementdo da razdo Ca/P, a estrutura em busca de se manter estavel,
elimina o outro. Este comportamento pode ser atenuado ao se tratar em casos de trocas
ionicas.

Sendo assim, havendo a troca ionica nos sitios fosfato por Nb, hd o aumento da
repulsdo entra os catios presentes na célula unitaria (Ca2* e Nb>+), o que contribuiu para
a expansao volumétrica, até que ocorra a expulsdao do cation de menor valéncia, neste
caso, o Ca2+*. Com isso, o volume diminui, conforme se observa a partir da amostra HA -
15% Nb acompanhando o aumento da concentragdao molar de Nb.

O fator ocupacional dos sitios de Ca e P foi refinado corroborando com a discussao
proposta. Analisando as Tabelas 17, 18, 19, 20 e 21, é possivel notar que a variacao do
parametro ocupacional segue o raciocinio descrito, no qual havendo a alteracao da

ocupacao dos sitios com P, também ha alteracdo na ocupacao dos sitios de Ca.

Tabela 17. Refinamento para a amostra HA - 0% Nb. Tabela 18. Refinamento para a amostra HA - 1% Nb.

ftomo  Sitic Posi¢do Atdémica oo tomo  Sitio Posi¢do Atdmica Oce
X y 2 X y z
Ca 4f 03333 06667 00041 0,99 Car  4f 03333 06667 00039 0,98
Can  6h 02469 09916 02500 0,99 Can 61 02473 09919 02500 098
P 6h 03612 03955 0,2500 0,99 P 6h 03960 03669 02500 0,98
o] 6h 04837  0,3273 0,2500 0,99 O 6h 03315 04830 02500 0,96
On 6h 0,4675 0,5853 0,2500 0,97 On 6h 0,5852 0,4636 0,2500 0,96
Om  12i 02546 03377 00663 097 Om  12i 03382 02562 00648 0,98
Ov  4e 00000 00000 01908 0,52 Ov  4e 00000 00000 01958 0,53
H 4e 0,000 0,0000 01502 0,84 H 4e  0,0000 0,0000 1,1254 0,45
Parametros de convergéncia: Nb 2b 03333 0,6667 0,0039 0,01

Rwp=17,26%,Rp=11,78%,Re=12,73%,

RBragg=4,29%, x?=1,86. Occ = Fator Ocupacional Nb 2b 02473 09919 02500 0,01

Nb 2b 0,3960 0,3669 0,2500 0,01

Parametros de convergéncia:
Rwp=14,42%, Rp=9,93%, Re=10,85%, Rprage=5,76%,
x%=1,78. Occ = Fator Ocupacional



49

Tabkla 19. Refinamento para a amostra HA - 10% Nb. Tabela 20. Refinamento para a amostra HA - 15% Nb.

3 Posi¢cdo Atomica ; Posicdo Atomica
Atomo  Sitio Occ Atomo Occ
X y z Sitio X y z
Car 4 03333 06667 0,0028 0,93 Car 4 03333 06663 0,0025 0,90
Can 6h 0,2473 0,9919 0,2500 0,92 Can 6h  0,2469 09923 0,2500 0,89
P 6h 0,3964 0,3645 0,2500 0,96 P 6h 03874 0,3655 0,2500 0,94
O1 6h 0,3244 0,4858 0,2500 0,92 O 6h 03240 04848 0,2500 091
On 6h 0,5837 0,4643 0,2500 0,95 On 6h 05824 04599 0,2500 0,89
Om 12i  0,3384 0,2559 0,0637 0,95 Om 12i 03374 02569 0,0625 0,88
Ow 4e 0,0000 0,0000 0,1932 0,52 Ow 4e  0,0000 0,0000 0,1822 0,58
H 4e 0,0000 0,0000 0,1832 047 H 4e  0,0000 0,0000 0,1842 0,47
Nb 2b 0,3333 0,6667 0,0028 0,06 Nb 2b 03333 06663 0,0025 0,09
Nb 2b 0,2473 0,9919 0,2500 0,07 Nb 2b  0,2469 09923 0,2500 0,10
Nb 2b 0,3964 0,3645 0,2500 0,03 Nb 2b 03874 0,3655 0,2500 0,05
2
Parametros de convergéncia: Parametros de convergéncia:
Rwp=12,91%, Rp=10,73 %, Re=9,41%, RBragg=6,09%, Rwp=12,24%, Rp=11,20 %, Re=8,68%, Rpragg=7,10%),
x%=1,79. Occ = Fator Ocupacional. x2=1,99. Occ = Fator Ocupacional.

Tabela 21. Refinamento para a amostra HA - 20% Nb.

Posicdo Atémica

Atomo Occ
Sitio X y Z

Car 4 0,3333 0,6667 0,0028 0,88
Carn 6h 0,2473 09919 0,2500 0,87
P 6h 0,3964 0,3645 0,2500 0,90

O 6h 0,3244 0,4858 0,2500 0,89
Ou 6h 0,5837 0,4643 0,2500 091
Om 12i  0,3384 0,2559 10,0637 0,90

Ow 4e  0,0000 0,0000 09432 0,54
H 4e  0,0000 0,0000 0,1830 0,41
Nb 2b 03333 0,6667 10,0028 0,11
Nb 2b  0,2473 09919 0,2500 0,12
Nb 2b 03964 03645 0,2500 0,09

Parametros de convergéncia:
Rwp=12,98%, Rp=11,80 %, Re=9,33%, Rbragg=10,11%, x?=1,94.
Occ = Fator Ocupacional.
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As Figuras 22, 23, 24, 25 e 26 apresentam os padroes experimentais e calculados
pelo método de Rietveld, nos quais foi possivel identificar alguns dos picos que surgiram
conforme elevou-se a concentragdo molar de Nb. O refinamento seguiu com auxilio dos
padroes CIF 203027 para a fase HA e CIF 1001855 para a fase NbOPO.

O refinamento para a amostra HA -0%Nb comprovou, por meio dos parametros
de convergéncia R e x? conforme a Tabela 16, que o material obtido se trata
predominantemente da fase HA. Seguindo o padrao CIF 203027, todos os picos de maior
intensidade no padrao experimental sao coincidentes com o padrao calculado.

Para a amostra HA - 1% Nb, a insercao de 1% molar de Nb causa alteragdes
insignificantes na estrutura ceramica. A Unica alteracdo observada é o aumento do volume
de 526,38 A3 da amostra HA-0%NDb para 527,5 A3, como discutido anteriormente que
ocasiona um deslocamento para regido de baixo angulo devido a este pequeno aumento
volumétrico.

Os picos nas regides 26,60° e 29,10° (20) nao foi possivel identificar por meio do
refinamento sem que este nao convergisse. Logo, com base na literatura, estas regioes
podem ser associadas a presenca de carbonato nas amostras dopadas (YOO, 2012)
(BOUDAIRA, 2015).

Novamente deve-se considerar a natureza quimica da HA suscetivel a ocorréncia
de trocas ionicas. Neste caso, esses picos surgem com intensidades relativas baixissimas
apenas nas amostras dopadas, logo, podem ser associados a adsorcao de moléculas de
dioxido de carbono (COz) do ar atmosférico durante o manuseio das mesmas. As amostras
dopadas tiveram mais tempo de manuseio e exposicao devido a continuidade do
experimento durante a etapa Il de dopagem, enquanto que a amostra HA-0%Nb, assim
que tratada termicamente, foi isolada e armazenada.

Segundo os estudos de Supova (2015), os grupos carbonatos presentes na HA sao
oriundos da substituicdo dos sitios de hidroxila e/ou de fosfato pelo fon CO32-. Além disso,
hidroxiapatitas carbonatadas apresentam vantagens como similaridade com a apatita
6ssea, devido ao favorecimento da propriedade de biocompatiblidade.

Agora investigando os picos 23,84° e 24,50° (20) nas amostras dopadas a partir
de 5% molar Nb, foi possivel identificar a fase NbOPO seguindo o padrdo CIF 1001855
com os Indices de Miller (113) e (202), respectivamente. Com isso, os resultados do
refinamento corroboram com os resultados de NIRS, com os parametros de convergéncia

apresentando valores aceitaveis, conforme apresentado nas Tabelas 17, 18, 19 e 20.
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Figura 22, Refinamento para a amostra HA - 0% Nb. Figura 23. Refinamento para a amostra HA - 1%Nb.
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Figura 24. Refinamento para a amostra HA - 10%Nb.
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Logo, a dopagem na matriz ceramica ocorre nos sitios de fosfato (PO4) e,
consequentemente, devido ao Ca ser eliminado da célula unitaria em concentragdes

maiores de Nb, o ion metalico se aloja também em ambos os sitios de Ca.

5.6 Analise do ensaio antimicrobiano

As amostras submetidas ao ensaio antimicrobiano podem ser observadas na
Figura 26. Apenas as amostras HA - 0% Nb, HA - 1% Nb, HA - 10% Nb e HA - 20% Nb
foram observados no meio de cultivo com a espécie Escherichia coli, devido as amostras
HA - 5% Nb e HA - 15% Nb terem se fragmentado durante o processo de esterilizacdo e
transporte das mesmas, respectivamente.

Conforme observado, nota-se que houve crescimento bacteriano tanto na placa
de Petri contendo as pastilhas (Figura 27 (a)) como na amostra controle (Figura 27 (b)).
No entanto, ndo houve zona de inibigdo, ou seja, as pastilhas ndo apresentaram

caracteristica antimicrobiana.

Figura 27. Ensaio antimicrobiano com as amostras HA - 0% Nb, HA - 1% Nb, HA - 10% Nb e HA
- 20% Nb (a) e amostra controle (b).

A amostra HA - 0% Nb manteve sua integridade fisico-quimica durante o ensaio
antimicrobiano, as amostras dopadas com Nb também apresentaram o0 mesmo
comportamento, indicando que a inser¢do do elemento metdlico ndo propiciou a

ocorréncia de trocas ionicas durante o ensaio.
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As amostras analisadas mantiveram sua integridade fisica apés o periodo de
teste. Esta observacao é valida devido a HA ser, dentre o grupo de fosfato de calcio, a fase
mais estavel e apresentar solubilidade apenas em meio acido. O ndo surgimento de zona
de inibicdo pode ser associado a esse fator, devido a agdo antimicrobiana da HA aparecer
conforme ha o processo degradacdo da fase por meio da desidroxila¢do, perda do grupo -
OH na composicao quimica.

Segundo Panneerselvam (2020), o efeito bactericida da HA é devido a producao
de espécies reativas oxigenadas (OH-, H202 e 02%) na superficie das particulas que
penetram as paredes celulares da bactéria. Além disso, a produgao desses radicais livres
estd associada com o processo de desidroxilacdo, sendo o fon OH- uma das espécies
oxigenadas responsavel pelo dano fatal na membrana bacteriana. Logo, neste estudo, a
auséncia de zona de inibicdo pode ser associada a ndo ocorréncia da desidroxilagdo da
fase HA.

Outro ponto a ser destacado, é sobre a Escherichia coli, esta é uma espécie Gram-
negativa. Sua estrutura celular é mais complexa contendo duas membranas, uma externa
e outra a membrana plasmatica, além de uma fina camada de peptidoglicano, o que a torna
uma espécie mais resistente a muitos agentes quimicos quando comparada com células
de espécies Gram-positiva, estas apresentando varias camadas poliméricas de

peptidoglicano, mas apenas com uma membrana plasmatica (RAGAB, 2014).

5.7 Analise mecanica por nanoindentagao

A Figura 28 apresenta os valores de nanodureza em HV para as amostras
testadas. Uma observacdo pertinente nessa fase do estudo compreende a fase de
confeccdo das pastilhas com base no manuseio dos corpos de prova. As amostras com
concentra¢do molar maior que 10% Nb apresentavam maior consisténcia que as amostras
com valores menores que 5% Nb, estas alcangando a consisténcia desejavel para
manuseio sem apresentar fragmentacao apos a sinterizacao.

A média calculada aponta que as amostras HA - 10 e 15% Nb apresentam
aumento na dureza em comparac¢ao com as amostras HA - 0 e 1% Nb. No entanto, os
intervalos de erro indicam que a amostra HA - 0% Nb apresentou menor dispersao nas
medidas, enquanto que a dispersao nas medidas da amostra HA - 5% Nb foi relativamente

maior em comparag¢ao com as demais amostras.
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Comparando os valores com dados da literatura, Eliaz (2017) informa dados de
dureza Vickers para HA densa no intervalo de 3-7 GPa e Esmaeilkhanian (2019) obteve 2
GPa para nHA natural sinterizada no patamar térmico de 850°C. Logo, os resultados
obtidos estdo em conformidade com os dados da literatura.

Panda (2022) em seus estudos evidenciou aumento na dureza devido ao
crescimento e nucleacdo de cristais mais densos de estroncio (Sr) e Nb. Nascimento
(2011) também esclarece que a resposta a dureza é dependente da formacao de um
composto ceramico de estrutura homogénea em funcdo da concentragdo da HA e do 6xido
de ni6bio, além de ser associada com a densificacdo continua da amostra.

Portanto, sugere-se que a propriedade mecanica de dureza se eleva com o
aumento da concentragdo molar de Nb, devido a presenca deste na fase HA, conforme os
resultados de MEV e DRX apontam. Contudo, os resultados sdo influenciados com base na
qualidade dos corpos de prova, ha a necessidade de que as amostras apresentem uma
superficie uniforme para que, possivelmente, as medidas ndo apresentem valores muito

dispersos.

Figura 28. Resultado de nanoindentacdo para as amostras HA-1, 5,10 e 15% Nb.
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6. CONCLUSOES

Com base nos resultados apresentados e discutidos, a metodologia
compreendendo o tratamento térmico das escamas é eficiente na obtencao da fase HA
com estrutura hexagonal. Além disso, a etapa de modificagdo i6nica com Nb por meio do
método sonoquimico foi eficaz na obten¢do de amostras com fase HA-Nb nas proporc¢oes
molares de 5, 10, 15 e 20% molar de Nb.

A metodologia hibrida compreendendo tratamentos fisico e quimico evidenciou,
por meio das micrografias, que a amostra HA-0%Nb apresenta distribuicao homogénea e
uniforme de particulas hexagonais, enquanto que as amostras HA-5,10,15 e 20%Nb, além
de apresentarem particulas maiores com formato hexagonal, apresentam particulas
esféricas com tamanhos relativamente menores.

Os resultados de NIRS e DRX, acompanhado com o refinamento pelo método de
Rietveld, indicam que o sitio do fosfato (PO4) é o alvo primario da substituicdo i6nica por
fons Nb>*. Conforme a concentracdo molar de Nb atinge valores até 10%, os sitios Cai e
Can sao submetidos a forgas de repulsdo com a presenca de cargas positivas, o que
ocasiona a expansao volumeétrica, além do raio do Nb ser superior ao do P.

No entanto, para concentragoes maiores a 15% de Nb, o volume da célula unitaria
decai, sendo resultado da troca idnica do Ca2* pelo Nb5*. Este comportamento é devido ao
raio do Nb ser inferior ao do Ca, sendo este expulso da célula unitaria permitindo que esta
continue estavel.

Por fim, o ensaio antimicrobiano salienta a estabilidade da fase HA-Nb. A
inexisténcia de uma zona de inibicdo indica que a espécie bacteriana ndo teve seu
crescimento afetado pelas pastilhas. Tal fato se deve a ndo ocorrer o processo de
desidroxilacao da fase principal (HA), sendo o grupo -OH o responsavel pela producao de
espécies oxigenadas reativas que poderiam causar dano fatal nas paredes celulares da
Escherichia coli.

Portanto, o estudo alcanca seu objetivo principal em obter um material com fase
HA-Nb obtido por tratamento térmico assistido por método sonoquimico, tendo como
matéria-prima principal as escamas da espécie Arapaima gigas. Além disso, de comprovar
a influéncia quimica, estrutural e morfolégica da dopagem com Nb. Contudo, ha a
necessidade da continuidade dos estudos por meio de outras técnicas de caracterizagao

quimica e aplicando parametros variados no ensaio biolégico.
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Sugestoes para estudos futuros

e Aplicacdo do método de esfoliacao com Cloreto de amonio no material apds a etapa
de sonoquimica para que ocorra a desuniam dos aglomerados de particulas. Para que

assim seja investigado a obtencdo de nanoparticulas da fase HA-Nb;

e Na etapa sonoquimica, em vez de usar meio aquoso, utilizar etanol ou similar para

investigar a influéncia do meio;

e Em vez de usar um 6xido de nidbio, usar sais para serem precursores do ion
metalico, tais como o Oxalato Amoniacal de Nidébio, NH4[NbO(C204)2(H20)2].(H20)n,
Acido Nié6bico, (Nb20s. nH20), ou Fosfato de Niébio, NbOPO4 . 3H20 ou NbOPO4 . 2H20;

e Aplicar TGA com FTIR acoplado para investigar os eventos térmicos in situ;

e Realizar a etapa sonoquimica com a HA apés o tratamento térmico e o Nb20s
separadamente e investigar a morfologia de ambas as fases por MEV-EDS com
mapeamento quimico dos elementos. Além disso, confeccionar pastilhas de Pentoxido de

Niébio e submeté-las aos ensaios mecanicos de nanoindentagao;

e Realizacdo de ensaios microbianos utilizando espécies bacterianas tanto Gram-
positiva e Gram-negativa, para que seja investigada a propriedade bactericida do

material;

e Além disso, a caracterizacdo por Microscopia Eletronica de Transmissao pode ser

adicionada na andlise para corroborar com as caracterizagdes e discussdes realizadas.
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