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ABSTRACT: Hydroxyapatite (HAP) is a bioceramic material widely used in medical applications such as coatings of
metallic prosthesis or filling cavities of body hard tissues resulting from traumatisms or diseases.

HAP can be produced by different methods, namely hydrothermal, precipitation or sol-gel processes. For this study, HAP
was produced by precipitation of solutions Ca(OH), (0,5M) and H;PO, (0,3M), varying the reaction temperature, pH, acid
addition flow rate, mixing velocity and inertization medium. The obtained products were dryed and sintered and then
characterised by IR, XRD and SEM.

The obtained HAP shows a high purity, is thermodynamic and stoichiometrically stable, when produced at a pH ranging
from 7 to 9, a reaction temperature of 60 °C in an inert medium. The synthetized HAP nano particles are identical to
biological ones, allowing its industrial production for application in bone implants.

Keywords: Hydroxyapatite, Biomaterials, Bone Substitutes, Water Precipitation.

RESUMO: A hidroxiapatite (HAP) ¢ um material bioceramico amplamente utilizado em aplicacdes médicas e no
revestimento de préteses metélicas ou preenchimento de cavidades nos tecidos duros do corpo resultantes de traumatismos
ou de doencas. A HAP pode ser produzida por diferentes métodos, nomeadamente por processos hidrotérmicos, de
precipitagao ou de sol-gel, etc. A HAP no contexto deste estudo foi produzida por precipitagdo a partir de solugdes de
Ca(OH), (0,5M) e de H;PO, (0,3M) variando a temperatura reaccional, o pH, o caudal de adi¢@o de 4cido, a velocidade de
agitacdo e o grau de inertizacdo. Os produtos resultantes foram secos e posteriormente sinterizados, e caracterizados por
IV, difraccdo de raios X (DRX) e Microscopia Electrénica de Varrimento (SEM). A HAP apresenta uma pureza elevada, é
estequiométrica e termicamente estdvel quando sintetizada a um pH entre 7 e 9, a temperatura reaccional de 60°C num
meio adequadamente inertizado. As nano particulas de HAP sintetizadas sao idénticas as bioldgicas permitindo a sua

producao industrial para utilizacdo na aplicacdo de implantes 6sseos.

Palavras-chave: Hidroxiapatite, Biomateriais, Substituto Osseo, Precipitacdo Aquosa

1.Introducao
1.1 Historia

O primeiro relato de um implante ndo orgdnico enxertado
em osso humano data de 600 d.C., o qual consistia numa
mandibula encontrada em 1931 nas Honduras, onde
existiam trés fragmentos de concha do mar no lugar dos
incisivos inferiores [1].

Nos dltimos 40 anos foram desenvolvidos indimeros novos
materiais com o objectivo de reconstruir ossos, preencher
cavidades ou substituir elementos ¢sseos perdidos por doengas
(inerentes ao aumento da esperanca de vida) ou traumas
(derivados de acidentes de viacdo, desportivos, etc.).

De entre os materiais mais estudados encontram-se 0s
vidros bioactivos, o0s materiais cerdmicos com boas
propriedades mecanicas a compressio e, em geral,
comportamento insatisfatério quando a trac¢ao (limitagdo)

[2]. Desde os finais da década de 60, devido aos progressos
tecnoldgicos, surgiram outros tipos de préteses, as quais
eram cimentadas com misturas poliméricas a base de
polimetacrilato de metilo. No entanto, a fragmentagao deste
cimento exigia constantes revisdes das referidas proteses.

A perda de um 6rgdo ou de uma parte do corpo gera,
além da perda da funcdo, transtornos sociais e psicolégicos.
Os avangos alcangados na medicina e odontologia
modernas, aliados ao aumento da expectativa de vida, t€m
possibilitado o desenvolvimento de técnicas que conduzem a
uma melhor qualidade de vida [3].

Nos anos 70, Per-Ingvar Branemark introduziu o
conceito de osteointegragdo como sendo a ligagdo directa,
estrutural e funcional, entre osso ordenado e vivo e a
superficie de um implante sujeito a cargas funcionais. Desde
entdo, as pesquisas passaram a concentrar-se em materiais
que visem acelerar a osteointegracao [3].

Ciéncia e Tecnologia dos Materiais, Vol. 19, n.° 3/4, 2007

75



J.F.P. Gomes et al.

Sintese de HAP

A optimizacdo das propriedades de superficie, tais como
o grau de pureza, o acabamento superficial, a rugosidade e a
molhabilidade t€m sido recentemente exploradas. Alteracdes
na camada de 6xido de metais, como o titdnio, também tém
sido bastante investigadas e, paralelamente, t€ém sido
desenvolvidas técnicas de revestimento, com materiais
bioactivos., De entre o0s materiais bioactivos, a
hidroxiapatite (HAP), Ca, (PO,),(OH), destaca-se pela sua
semelhanca com os fosfatos de cdlcio presentes na fase
mineral do osso humano [3].

1.2 Apatites

Os fosfatos de cdlcio sdo materiais cerdmicos com razdes
Ca/P variadas, sendo as apatites as ceramicas mais
estudadas. O termo apatite € proveniente da palavra grega
“apato”, que significa enganadora, pela dificuldade na
identificagdo das mesmas. As apatites iludem também o
organismo, ndo sendo reconhecidas como corpos estranhos,
pois sdo quimicamente préximas da hidroxiapatite, que
constitui a substancia mineral dos ossos e dos dentes [4].

1.3 Hidroxiapatite

A hidroxiapatite foi o primeiro material a ser
deliberadamente sintetizado e processado para implantagdo
no corpo humano.

A hidroxiapatite ¢ representada pela férmula
Ca;o(PO4)s(OH), e conhecida como o componente mineral
de ossos e dentes, sendo um material bioactivo com uma
estrutura cristalina semelhante 2 do mineral do osso, dai o
interesse na sua sintetizacao [5].

Kay, Young e Posner [6] determinaram a estrutura
cristalina de HAP. No inicio dos anos 70, ficou demonstrado
que a HAP apresenta dois sistemas cristalinos: [7,8]
hexagonal e monoclinica. A HAP contida nos dentes e
ossos, ¢ o mineral HAP apresentam uma estrutura
hexagonal; por outro lado, no esmalte dental a HAP tem
uma estrutura monoclinica [9].

A hidroxiapatite de cdlcio pertence ao sistema hexagonal,

z

com grupo espacial P6,/m, que € caracterizado por uma

[TP%L]

simetria perpendicular a trés eixos “a” equivalentes,
formando angulos de 120° entre si. A sua célula unitdria
contém uma representacdo completa do cristal de apatite,
consistindo em grupos de Ca, PO, e OH com o arranjo

representado na Figura 1 [3].

o=0 6375nm

a= (0.9423nm

Grupo espacial

fi,fm
I e
Célulaunitaria  1f6x360° 36 Plano
hexagonal e Simetna

QP

Car P: @ H

translagan

Figura 1 - Estrutura atémica da hidroxiapatite
(McGREGOR, 1998). [3]

1.4 Processo Utilizado

Os precursores sintéticos da HAP sao produzidos por
uma variedade de vias de processamentos ceramicos,
inclusive precipitagdo, solu¢do de gel ou por processo
hidrotérmico. No entanto, muitas destas técnicas possuem
como desvantagem ndo se conseguir um controlo aceitavel,
o que conduz a variagdes na morfologia das estruturas de
HAP [10].

A precipitacio aquosa de sintese de HAP estd baseada na
aplica¢do da seguinte reaccdo entre hidroxido de célcio e
acido ortofosforico [9-12]:

10Ca(OH), + 6H;PO, = Ca,((PO,)s(OH), + 18H,0

Como o0s anides PO43' sdo gerados lentamente em
solugdes que contém o ido metdlico Ca*, o processo supde a
adi¢do suave de dcido. Os ides hidroxilo, originalmente
presentes na suspensdo de hidréxido de cdlcio, s@o
esgotados pelo dcido ortofosférico, diminuindo o pH.

E importante que os reagentes apresentem uma proporgao
molar de calcio e fosforo correcta, sendo o valor tedrico da
razdo Ca/P=1,67 [10].

A alteracdo das condi¢des da reaccdo, bem como da
velocidade de secagem do precipitado final, provocam
variacdes no tamanho e na forma das particulas.

A precipitagdo aquosa € a técnica mais vulgarmente
utilizada na formagdo dos pds de HAP. Esta requer um
grande controlo da proporc¢ao Ca/P [13].

Este método foi o seleccionado neste estudo, pois € o
mais versdtil, de simples aplicagdo e apresenta custos
aceitdveis [14-16]. Possui ainda como vantagem a
possibilidade de ser uma via de producéo industrial de HAP,
que garante a correcta composicao estequiométrica, uma vez
que a reac¢do ndo envolve elementos estranhos, e em que o
Unico sub-produto € dgua [10].

2. Procedimento Experimental
2.1 Precipitagdo

No processo de precipitagdo utilizado, parte-se de
hidréxido de célcio em pd, o qual € usado na preparagdo
inicial das quantidades apropriadas de uma suspensdo
aquosa de hidréxido de cdlcio 0,5M. A suspensdo foi
vigorosamente agitada, desarejada com azoto e pré-aquecida
num vaso reaccional de 700mL a vérias temperaturas (20°C,
40°C, 60°C e 80°C) durante 1h, antes de se proceder a adi¢ao
de 4cido.

Uma solug@o de acido ortofosférico 0,3M inicialmente
preparada, foi também desarejada com azoto e
posteriormente adicionada através de uma bomba
peristéltica, com caudal constante, a suspensdo de hidréxido
de cdlcio para se formar um precipitado gelatinoso, a
temperaturas varidaveis. O controlo de valor minimo de pH
foi efectuado por adi¢do de porcdes de uma solugdo de
NH,4OH, durante o processo de precipitacao.

Deixou-se repousar o precipitado resultante na solucdo
mae durante uma noite, apés a qual sofreu uma decantagao.
Depois de lavado, o precipitado foi filtrado por
centrifugacdo. As lavagens foram efectuadas com 4gua
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desionizada e com 1 ou 2 por¢des de uma solugdo de dcido
ortofosférico de concentragdo Immol, como refere Tung
[17], visto o 4cido permitir remover os ides Ca** que ndo
reagiram, sem interferir na estrutura de HAP. Os
precipitados resultantes foram posteriormente secos a 80°C
durante a noite em estufa.

Os efeitos de atmosfera, pH, temperatura, velocidade de
agitacdo, bem como caudal de adi¢do de solugdo de 4cido
foram objectivo de estudo no presente trabalho.

De forma a avaliar a estabilidade térmica dos poés
sintetizados, estes foram sinterizados durante 1h a 500 e
800°C numa mufla.

2.2 Caracterizagdo

As dimensdes dos aglomerados das particulas de HAP
sintetizadas ~ foram  determinadas  recorrendo-se  a
microscopia electrénica de varrimento — SEM (JEOL
modelo JSM 5310 com uma voltagem de aceleragcdo de
30kV). As amostras de HAP foram dissolvidas em dgua e
etanol e visualizadas a ampliagdes de 75x e 1500x, a
ampliagdes mais elevadas ndo foi possivel discernir
qualquer indicag@o que se possa considerar de interesse.

A natureza quimica e molecular das HAP sintetizadas
foram determinadas através da andlise das bandas
caracteristicas dos grupos funcionais, recorrendo a andlise
por FTIR (NICOLET IMPACT 400D), utilizando pastilhas
de KBr.

As amostras foram caracterizadas por difraccdo Raio-X
(PHILIPS, X'PERT, operando na geometria Bragg-
Brentano, com anticatodo de Cobalto (Ka) (0,178896nm)).
As andlises foram efectuadas na gama 26=10-100° com
passo 0,025° e tempo de aquisicdo por passo de 0,5s. As
fases presentes foram indexadas por comparagdo com as
distancias indicadas nas fichas ICDD (International Center
for difraction Data). Esta técnica permitiu ainda determinar
o tamanho de das cristalites, através do cdlculo da largura a
meia altura do pico de HAP de maior intensidade, fazendo
uso da férmula de Scherrer apds um ajuste por uma curva de
Voigt.

3. Resultados e Discussao
3.1 Espectroscopia IV

Através das andlises dos espectros de IV realizadas aos
precipitados sintetizados, concluiu-se que todos sdo de
hidroxiapatite, j4 que as suas bandas caracteristicas sao
idénticas entre si e semelhantes as do espectro tedrico que se
encontra na literatura [18,19].

Os picos caracteristicos detectados sdo: 565-603cm™ e
1035-1093cm™ bandas respeitantes ao grupo PO,”; 1420-
1457cm™ vibragdo das bandas do grupo CO3™; e 3571cm’
vibragao da banda caracteristica do grupo OH".

Apesar dos espectros serem semelhantes entre si, ha
algumas diferengas, que podem ser atribuidas a variagdo da
atmosfera e temperatura de sinterizacdo a que foram sujeitas
as amostras. Pode ser observada uma diminui¢ao acentuada
das bandas caracteristicas do grupo carbonato, quando se
recorre a inertizagcdo, com azoto (tanto do meio reaccional
como das solucdes utilizadas), em vez de se realizar a
reaccdo de precipitagdo sob condigcdes atmosféricas. Esta

conclusdo pode ser observada pela diminui¢do das bandas
1419, 1470 e 1637 cm™, por comparagio entre as Figuras
2a) e 2¢).

Pelas Figuras 2b), 2¢) e 2d), pode verificar-se que
a0 aumentar a temperatura de sinterizacao ocorre também a
diminuicdo e até desaparecimento da banda vibracional
caracteristica da adsor¢do de dgua (2001cm™), uma vez que
esta foi eliminada durante a sinterizagdo. Ainda é possivel
concluir, pelas supracitadas figuras, que se regista também
uma diminuicdo das bandas caracteristicas do grupo
carbonato com o aumento da temperatura de sinterizagdo,
uma vez que a temperatura contribui para a degradacdo
destes compostos. Esta diminui¢do estd também relacionada
com a diminuicio da quantidade de dgua na estrutura, ja que
os grupos carbonados presentes nas amostras se encontram
maioritariamente em solucdo aquosa.

3.2 Andlise SEM

As micrografias resultantes da andlise SEM das
particulas precipitadas apresentam-se na Figura 3. No que
respeita a morfologia das HAP, estas podem apresentar
segundo diversos autores formas acicular ou esferéide
[10,12]. No entanto, no presente estudo ndo se pode aferir
acerca da forma, visto que elas se encontram fortemente
aglomeradas, permitindo apenas concluir quanto as
dimensdes dos aglomerados.

As cristalites de HAP tém tendéncia a formar
aglomerados [20], cujo tamanho global varia entre os 200 e
400nm, mas o tamanho médio das cristalites pode se situar
na gama 15-50nm [21].

Segundo Randolph e Larson a formagao de aglomerados
de HAP pode ser descrita em trés passos [22]:

a) Nucleacdo e crescimento de cristalites
b) Agregagdo por atracgdo fisica
¢) Crescimento do cristal formando aglomerados estaveis.

3.3 Difrac¢do por Raios X

Os difractogramas de raios X das amostras estdo
representados na Figura 5. Quando aquecidas, a 500°C
(amostras 23 E-H) e a 800°C (amostras 23 I-L), ocorre um
aumento da cristalinidade comparativamente as amostras
tratadas a temperatura de 80°C (amostras 23 A-D). Como
relatado por De-Aza e al. [23], o aumento da cristalinidade é
evidenciado pelo aumento da intensidade dos picos e varia
directamente com a T. Também com o aumento da T se
regista uma maior sobreposi¢do entre picos, devido ao seu
alargamento. Esta sobreposi¢do deriva do facto das amostras
correspondentes serem constituidas por cristalites de
tamanho mais pequeno.

Através da difraccdo de Raios X foram calculados os
valores de tamanho das cristalites para os casos estudados e
os valores situavam-se entre 18 e 26nm. Por visualizagdo
dos aglomerados pela andlise SEM das amostras (Figuras 3a
e 3b), € possivel também concluir que € a primeira que
corresponde um maior tamanho do grdo, visto saber-se que
as cristalites de maior dimensdao conduzem a aglomerados
menores.

Assim, a fase presente em todas as amostras analisadas
por difrac¢do de raios X € hidroxiapatite (Cas(PO4);(OH)),
ndo revelando os difractogramas diferencas significativas
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Figura 3 -Micrografias de aglomerados
HAP (SEM) a ampliacdes de 75x e 1500x

aec) T 80°C; b) T sinterizagdo 800°C; d) T sinterizagdo 500°C.

entre si. No entanto, verifica-se nas amostras que sofreram
sinterizacdo a 800°C o aparecimento de uma fase secunddria
designada por Whitlockite (Ca;(POy),). Adicionalmente,
observa-se um aumento da definicdo dos picos relativos a
fase de hidroxiapatite, com possivel origem no crescimento
de grdo desta.

A razdo Ca/P nas amostras de HAP é um dos parimetros
cruciais na determinagdo das sus propriedades e estabilidade
térmica. As andlises efectuadas demonstram claramente que a
razdo Ca/P coincide com os valores tedricos de hidroxiapatite
estequiométrica (1,67) ji que se observa apenas uma fase.
Com o aumento da T ocorre libertagdo de Ca’* da estrutura da
HAP, o que leva a formacao de CaO, e por sua vez a estrutura
de HAP deficiente em Ca’* altera a sua razdo Ca/P para o
valor caracteristico da Whitlockite [18].

Quanto as lavagens efectuadas as amostras, estas nao
conduziram a diferengas significativas nos difractogramas
de raios X, como pode ser visualizado pela Figura 5 e
Tabela 1.

Tabela 1 — T tratamento e lavagens.
Amostra T (°C) Lavagem

23A 80 S/lavagem
23B 80 2x H3PO4
23C 80 H,O

23D 80 1x H;PO4
23E 500 S/lavagem
23F 500 2x H;POy4
23G 500 H,O

23H 500 1x H;PO4
231 800 S/lavagem
23] 800 2x H3PO4
23K 800 H,O

23L 800 1x H;PO,

3.4 Andlise Gravimétrica

De modo a estudarem-se as perdas de massa que ocorrem
devido ao aumento da temperatura foi realizado um estudo
termogravimétrico das amostras de HAP, para tal procedeu-
se a pesagem das mesmas, antes e apds aquecimento as
temperaturas de 80, 500 e 800°C.

19
40 20
30 4 21
22

Massa (g)

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Temperatura (°C)

Figura 4 - Comportamento termogravimétrico de algumas

amostras de HAP.

De acordo com a Figura 4 numa primeira etapa (até T=
80°C) hd uma perda de massa de aproximadamente 43%,
devida a evaporacio da dgua absorvida na estrutura da HAP.
Numa segunda etapa, entre as temperaturas de 80 e 500°C, a
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perda € de 64%, a qual se deve a desidroxilagdo (perda de
grupos OH), ocorrendo também nesta fase a formagao de
carbonato de cdlcio. Na etapa de aquecimento entre 500 e
800°C, a perda € de apenas 5%, a qual pode ser atribuida a
decomposi¢do do CaCOj; e libertagdo do CO, [9]. Em todas
as amostras foram detectadas variagdes idénticas as
apresentadas. Este comportamento estd de acordo com as
andlises efectuadas por espectroscopia de infra-vermelho,
onde ha diminui¢ao das bandas caracteristicas da dgua e dos
carbonatos.
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4. Conclusoes

Sabe-se que o pH € o parimetro que apresenta maior
influéncia na razdo Ca/P como referido por Ranito e al. [14].
O pH da reacc¢@o iniciou-se a valores proximos de 12, em
todos os ensaios, decaindo lentamente com a adicdo do
dcido até ser atingido o ponto de equivaléncia que ocorre
préximo do final da adigdo deste.
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Como € importante que a mistura reaccional tenha uma
quantidade estequiométrica correcta, o pH deverd ser
controlado eficazmente, visto que a valores inferiores a 7
podera ocorrer producdo de monofosfato de calcio e célcio
desidratado (mais soliveis em meio aquoso) [24,25]. Assim
sendo, pelos ensaios se difraccdo de raios X (Figura 5:
amostras 23B, 24B e 25B) realizados e tendo em
consideracio os factos acima descritos concluiu-se que uma
boa gama de valores de pH se situa entre 7 e 9, pois valores
acima destes tornam oneroso o controlo deste parametro
crucial.

Os ensaios foram realizados a vdrias temperaturas. A
andlise dos difractogramas por difrac¢do raios X (Figura 5:
amostras 28B e 29A) permite detectar uma maior
cristalinidade na amostra cuja temperatura de ensaio foi de
60°C (Tabela 2). Também o facto de se ter utilizado dgua
desionizada na preparacdo das solugdes reagentes, ao invés
de dgua destilada, poderd levar a necessidade de se recorrer
a uma temperatura de ensaio maior de forma a promover a
libertacio do CO, dissolvido. Por outro lado, uma
temperatura muito elevada conduzird a ocorréncia de
desidroxilacdo, para além de aumentar os gastos energéticos
associados. Assim, a temperatura 6ptima de ensaio € de
60°C.

A agitacdo deve ser mecénica e vigorosa de modo a
promover um precipitado homogéneo de HAP. Caso esta
seja insuficiente poderd ocorrer formag¢do de monetite e
brushite [24,26]. Além disso, uma boa agitagdo permite um
melhor controlo do pH na mistura e promove uma melhor
interaccdo das particulas dos reagentes. Nos ensaios
realizados a melhor velocidade de agitacdo foi de 150r.p.m.,
com a qual se obteve uma boa visualizacio da separagio das
fases de precipitado.

Tabela 2 — Valores de T e pH.

Amostra T ensaio T tratamento Ph
(W(9)] (WY)]

20H 80 500 5
23B 40 80 5
24B 40 80 7
25B 40 80 9
26B 40 80 11
27B 40 80 5
28B 40 80 5
20A 60 80 5

No que respeita ao caudal de adicdo de acido nada se
concluiu, pela andlise dos difractogramas realizados,
sabendo-se apenas que as menores velocidades de adicdo
dao origem a formacdo de cristalites de maior tamanho, tal
como referido por Saeri e al. [12], bem como que esta
deverd ser mantida a um valor constante.

A HAP apresenta susceptibilidade face a substitui¢do de
CO, na sua estrutura cristalina, ja que os ides CO;> podem
substituir os grupos hidroxilo ou fosfato, originando a
formacao de HAP carbonadas [10]. A presenca de ides
carbonato na estrutura de HAP diminui a sua estabilidade
térmica. Assim, para evitar este problema recorreu-se a uma
eficaz inertizacdo (com N,) do meio reaccional, bem como

das solugdes reagentes, tal como pode ser constatado nos
espectros de IV, Figura 2, pela diminuicdo significativa nas
bandas correspondentes as vibracdes de CO3™.

A difraccdo de raios X permitiu ainda demonstrar que ao
aumento da temperatura de sinterizacdo corresponde um
ligeiro aumento da do tamanho de grao (cristalite), este facto
pode ser atribuido a diminui¢@o dos ides CO32" na estrutura,
e consequentemente a aumento de estabilidade.

A temperatura de 800°C as HAP carbonadas sofrem uma
decomposic¢ao significativa [27]. Por outro lado, quando as
temperaturas de calcinacio sdo mais elevadas (> 800° C) da-
se libertagdo de Ca2+, que oxida a CaO, [14] levando a
formacdo de whitlockite (fase secunddria) por deficiéncia de
célcio na estrutura de HAP.

Por comparacdo das andlises de raios X (Figura 5) com
IV (Figura 2) e pelas razdes acima descritas pode ser
concluido que a melhor temperatura de sinterizagdo ¢ de
500°C, ja que se verifica uma diminuicdo das bandas
caracteristicas do grupo carbonato e uma tnica fase de HAP.
A difrac¢do raios X permitiu calcular os valores de tamanho
das cristalites (grao) situam-se entre 18 e 26nm e a presenga
de monofase de HAP até 500°C, e adicionalmente fase
secunddria de whitlockite a temperatura de 800°C.

Através das andlises dos espectros de IV realizadas aos
precipitados sintetizados, concluiu-se que todos se
caracterizam por serem hidroxiapatite.

As andlises de SEM permitiram a diferenciacdo entre
dois tipos de aglomerados os de maior e os de menor
dimensio.

Pela andlise termogravimétrica concluiu-se que a perda
de massa global € em média de 80%.

As  nanoparticulas de HAP  sintetizadas  sdo
estruturalmente idénticas as apatites bioldgicas, sendo por
isso o seu desenvolvimento atractivo a escala industrial, para
aplicacdo na engenharia de tecidos dsseos.
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