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Resumo:

Este trabalho objetiva obter hidroxiapatita a partir da casca do ovo de galinha pelo método da via Umida e sintetizar membranas
porosas de quitosana, sem e com hidroxiapatita, pelo método de liofilizacdo. As amostras foram caracterizadas por Difragdo de
Raios X (DRX), Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC), Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV) e Espectroscopia
por Energia Dispersiva de raios X (EDS). Através dos resultados verificou-se que é possivel obter hidroxiapatita através da
casca do ovo de galinha, e notou-se que o aumento do teor de hidroxiapatita nas membranas de quitosana resulta no aumento
da cristalinidade, sugerindo também uma maior capacidade de retengdo de &gua e estabilidade térmica das membranas. Na
micrografia observou-se a presencga de poros interconectados de tamanho e formas variados. No EDS verificou-se a presenca
de carbono, oxigénio, nitrogénio, célcio e fésforo nas membranas. Portanto, foi possivel obter hidroxiapatita a partir da casca
do ovo de galinha e membranas de quitosana/hidroxiapatita.
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Abstract:

The goal of this work is to obtain hydroxyapatite from chicken eggshell by the wet road method and to synthesize porous
membranes of chitosan, without and with hydroxyapatite, by the lyophilization method. The samples were characterized by X-
ray diffraction (XRD), Differential Scanning Calorimetry (DSC), Scanning Electron Microscopy (SEM) and X-ray Dispersive
Energy Spectroscopy (EDS). Through the results it was found that it is possible to obtain hydroxyapatite through the chicken
eggshell, and it was noted that the increase of the hydroxyapatite content in the chitosan membranes results in increased
crystallinity, also suggesting a higher water retention capacity and thermal stability of the membranes. In the micrograph the
presence of interconnected pores of varied size and shapes was observed. In EDS the presence of carbon, oxygen, nitrogen,
calcium and phosphorus in the membranes was verified. Therefore, it was possible to obtain hydroxyapatite from chicken
eggshell, and chitosan/hydroxyapatite membranes.

Keywords: Chitosan; Hydroxyapatite; Wet road; Membranes

A quitosana é um biopolimero, polissacarideo de cadeia
linear, encontrada em pequenas quantidades em muitos tipos
de fungos. Na sua forma semicristalina, a quitosana é
normalmente insoldvel em solugBes aquosas neutras, mas

1. Introducéo

Biomateriais sdo materiais ndo vivos utilizados na area
médica ou biomédica, que tem o propdsito de interagir com a

interface de sistemas bioldgicos para avaliar, tratar, aumentar
ou substituir qualquer tecido, érgdo ou funcdo no corpo
humano, produzido ou modificado artificialmente. Muitos
deles sdo alternativas efetivas para a substituicdo de tecidos,
uma vez que nao apresentam riscos de transmissdo de doengas
ou rejeicdo  imunoldgica, além de apresentarem
disponibilidade ilimitada [1]. Vérios sdo o0s biomateriais
desenvolvidos e aplicados em modelos animais para obtencéo
de uma regeneracdo &ssea mais rapida, tais como 0s
biopolimeros e os cimentos de fosfato de calcio [2-3].
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soltvel em solugdes acidas diluidas (pH <6,0), onde os ions
H* livres no sistema se ligam ao grupo amino ('NH,) deixando
0s protonados, diminuindo as ligacbes inter e
intramoleculares. Assim, o conhecimento preciso do teor de
grupos ("NH,) é um fator de muita importancia e que podera
condicionar a utilizagdo da quitosana nas suas diferentes
aplicacoes [4-6].

A quitosana é um polissacarideo que estimula o sistema
imune in vitro e in vivo a favorecer o processo cicatricial e
também vém sendo estudado com fins terapéuticos em varios
setores da salde, pois atua como agente cicatrizante,
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antimicrobiano e hemostatico, além de possuir efeito
analgésico [7]. Também age como agente acelerador da
reparagdo do tecido ésseo [8] e essas caracteristicas ainda
podem ser potencializadas com a adicdo de fosfatos de calcio,
em particular, a hidroxiapatita.

Os polissacarideos apresentam caracteristicas como
biocompatibilidade e biodegradabilidade, propriedades
basicas para serem utilizados como biomateriais [9]. Quando
associados a hidroxiapatita, as propriedades de reposi¢do do
tecido 6sseo podem ser potencializadas devido a presenca do
calcio e pelo fato da hidroxiapatita ser a fase mineral
encontrada no tecido 6ésseo.

A hidroxiapatita (HA), férmula quimica
Cayo(PO4)s(OH),, € um biomaterial ceramico e bioativo, do
grupo do fosfato de calcio (CaP). Apresenta formulacdo
fisico-quimica semelhante a do osso, possibilitando assim
substrato para que ocorra o processo de osteoconducéo [10].

Caliman em seu estudo sintetizou hidroxiapatita por meio
de uma reacdo de precipitacdo por via tmida entre o Ca(OH),
e HiPO, e teve como fonte de calcio a casca de ovo de
avestruz [11]. A casca foi utilizada devido a sua composi¢do
rica em célcio e com esse procedimento buscou-se dar um
destino proveitoso a casca de ovo de avestruz sob o ponto de
vista ambiental e tecnoldgico, transformando-as em um novo
produto de maior valor agregado.

Materiais produzidos por substancias originadas dos seres
vivos (biomassa) tem sido uma grande fonte de interesse dos
pesquisadores e seu uso tém tido grande atencdo pela
importéncia em relacdo a fatores ecoldgicos, por serem de
fontes renovaveis e também pelo fato de que o descarte de
algumas delas constitui fontes de polui¢do, causando muitos
problemas ambientais [12].

O desenvolvimento de novos materiais e aplicacGes para
materiais ja existentes surge como opcao viavel e importante
para as mais diversas areas do conhecimento. Na Ciéncia dos
Materiais, é cada vez mais evidente a necessidade de lidar
com materiais que possibilitem a obtencdo de produtos de
necessidade humana, com a maxima qualidade e desempenho,
ao menor custo possivel [13].

Desta forma o objetivo deste trabalho foi obter
hidroxiapatita a partir da casca do ovo de galinha, produzir e
comparar as propriedades fisicoquimicas, morfolégicas e
térmicas de membranas porosas de quitosana, sem e com 1%,
5% e 10% de hidroxiapatita.

2. Materiais e Métodos
2.1 Materiais

A quitosana utilizada foi de médio peso molecular
fornecida pela Sigma Aldrich. As cascas de ovos de galinha
foram fornecidas pela padaria Forno Nobre, de Campina
Grande-PB. Os reagentes utilizados foram:

e Acido Fosférico (HsPO,) 85% P.A., fornecido pela
Synth.

e Acido Acético
fornecido pela Neon.

e  Hidroxido de Sédio (NaOH) em Micropérola P.A.

Glacial (CHsCO,H)  99,8%,
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Todas as solucBes foram preparadas com agua destilada.
2.2 Obtencgéo da Hidroxiapatita

As cascas de ovos foram lavadas com &gua corrente,
secas em estufa, submetidas a trituracdo em almofariz pistilo e
em seguida peneiradas em malha de abertura 0,15mm (ABNT
100) para obtencdo do p6. Em seguida o pé da casca do ovo
foi submetido a um ciclo térmico de aquecimento a 800°C por
3 horas, com taxa de aquecimento de 10°C/min, para a
obtencdo do 6xido de célcio.

Para obtencdo do hidroxido de célcio utilizado nesta fase
para obtencdo de hidroxiapatita foram colocados 5,6g de
Oxido de calcio em 150mL de agua destilada, conforme a
Equacdo 1.

CaO (s) + H,O (1) — Ca(OH), (aq)

A reacdo escolhida para sintese da hidroxiapatita foi o
método de precipitacdo por via Umida, mais especificamente
uma reacgdo acido-base, denominada neutralizagdo, conforme
a Equacdo 2.

10 Ca(OH)Z (aq) +6 H3PO4 (aq) — Calo(PO4)6(OH)2 (S) +18
H,0 U]

Para tal, os reagentes utilizados foram o acido fosforico
comercial (H3PO,4) e uma suspensdo de hidréxido de calcio
(Ca(OH),), preparada a partir do CaO obtido da casca.

Foi utilizado 150mL de solucdo de hidrdxido de calcio e
30mL de &cido fosférico a 2M. O gotejamento da solucdo de
HsPO, foi realizado por meio de uma bureta com controle de
vazao a solucdo alcalina, com velocidade manualmente
controlada, para que seja aproximadamente 1,0mL/min,
previamente aquecida a temperatura de + 80°C, sob constante
agitacdo magnética. Apos a completa adicdo da solucdo de
acido fosfdrico, o produto obtido permaneceu por um periodo
de £ 50 minutos, sob agitacdo magnética a temperatura de
100°C, até que o liquido fosse totalmente evaporado
formando uma pasta viscosa. Em seguida essa pasta foi levada
para a estufa a 110°C por 24 horas. Posteriormente, o0 produto
final foi desaglomerado no almofariz, passado em peneira de
malha 100 mesh, e calcinada a 900°C por 2 horas. O material
obtido foi caracterizado por difragdo de raios X, nas condigdes
descritas no item 2.4 deste artigo, para confirmacdo da fase
hidroxiapatita e, ap0s confirmada a obtencdo da
hidroxiapatita, a mesma foi utilizada para obtencdo das
membranas.

2.3 Preparacdo das Membranas Porosas de Quitosana
Pura e Quitosana com Hidroxiapatita

A solucédo de quitosana foi preparada pela dissolugdo de
1g de quitosana em 100mL de uma solucdo a 1% (v/v) de
acido acético glacial, sob agitacdo mecénica, a temperatura
ambiente por 24 horas. Em seguida foi vertida em placas de
petri com didmetros de 60mm e congeladas em Ultra Freezer
490L, a -46°C por 24 horas. Apds congelamento, o material
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foi liofilizado por 48 horas no Liofilizador L108, marca
Liotop, a -56°C, 210Vca e pressdo de 43uHg. Posteriormente,
foi imerso em solugdo de hidréxido de sédio a 1M por 30
minutos e, em seguida, lavados em A&gua destilada para
retirada do excesso de hidroxido de sodio. Terminada a
lavagem as membranas foram novamente imersas em agua
destilada, congeladas e liofilizadas.

A solucdo de quitosana com hidroxiapatita dispersa foi
obtida com a adicdo da hidroxiapatita nas propor¢des de 1%,
5% e 10% sob agitacdo magnética por 30 minutos. O processo
de obtencdo das membranas porosas com hidroxiapatita foi o
mesmo utilizado na obtencdo das membranas sem
hidroxiapatita. Ap6s obtencdo das membranas seguiu-se o
processo de caracterizagdo das mesmas por DRX, DSC, MEV
e EDS, nas condigdes descritas abaixo.

2.4 Difracéo de raios X (DRX)

As anélises de difracdo de raios X foram conduzidas a
temperatura ambiente em aparelho XRD-6000 Shimadzu,
utilizando radiacdo Ko do cobre (1,5418A), tensio de 40kV e
corrente 30mA. As membranas foram examinadas em um
intervalo de 26, entre 5° e 70°, a uma velocidade de 2°/min.

2.5 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A andlise foi realizada em um equipamento DSCQ20 (TA
Instruments, EUA). As curvas foram analisadas em atmosfera
dindmica de nitrogénio (50mL/min) usando amostras de 2mg
e razdo de aquecimento de 5°C/min. As amostras foram
pesadas com precisdo (+0,1mg) e prensadas em cadinhos de
aluminio. A calibracdo do equipamento foi feita com metal
indio (99,9%) em relacdo a temperatura e entalpia. As curvas
de DSC foram registradas de 0 a 400 °C.

2.6 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Para realizacdo das analises de microscopia eletronica de
varredura foram retirados fragmentos de aproximadamente
0,5cm? de cada membrana. As amostras foram analisadas em
um microscépio eletrénico de varredura Phenon TM Pro X,
com a finalidade de observar a morfologia de todas as
membranas, foram utilizados aumentos de 500 e 1000x,
profundidade de foco de 1mm, resolucdo de 30nm, 15KV,
baixo véacuo e pressdo variada (1 a 270 Pa), sem recobrimento
metélico, mesmo em amostras ndo condutoras.

2.7 Espectroscopia por Energia Dispersiva de Raios X
(EDS)

As analises por espectroscopia por energia dispersiva de
raios X foram realizadas no equipamento Phenon TM Pro X,
com um detector instalado na cdmara de vacuo do MEV, que
mede a energia associada aos elétrons da amostra, uma vez
que os elétrons de um determinado &tomo possuem energias
distintas, onde € possivel determinar quais elementos
quimicos estdo presentes na amostra.
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3. Resultados e Discussoes

O difratograma de raios X da hidroxiapatita obtida est4
representado na Figura 1.
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Figura 1: Difratograma de raios X para a amostra de hidroxiapatita
obtida a partir da casca de ovo de galinha.

Através dos padrdes de difracdo foi possivel identificar a
presenca da fase cristalina de hidroxiapatita Ca5(P04)3 (OH)

numa quantidade de 100%, com simetria hexagonal e grupo
espacial P63/m, calculado pelo programa Calculate e
mostram-se perfeitamente alinhados com o padrdo da
hidroxiapatita do banco de dados JCPDS, ficha nimero 9-432.
Isso indica que a metodologia foi eficaz e que conseguiu
sintetizar hidroxiapatita em laboratorio corroborando com
Kamalanathan et al., (2014). Suchanek, Yoshimura (1998),
Dorozhkin (2009) e Mendes Filho (2006) citam que a razdo
Ca/P depende diretamente das condi¢cbes de preparo e na
maioria dos casos apresenta-se menor do que a da
hidroxiapatita estequiométrica, mesmo que a reagdo aconteca
em condigBes estequiométricas ideais, por isso obteve-se
fosfatos de célcio. Dorozhkin (2009) reforca que o fosfato de
calcio ndo sinterizado é usualmente pouco cristalino e
frequentemente nao estequiométrico.

Na Figura 2 observam-se os difratogramas de raios X
para as membranas porosas de quitosana pura e quitosana com
1%, 5% e 10% de hidroxiapatita.

Os difratogramas de raios X observados apresentam
comportamento semelhante, com a presenca de dois picos de
difracdo, sendo um em 10° e outro em 20°, referentes a
quitosana, corroborando com a literatura e também esta de
acordo com a ficha JCPDS 40-1518. Observa-se ainda que
quanto maior o teor de hidroxiapatita maior é a cristalinidade
da membrana, confirmado através do estreitamento e
intensificacdo dos picos e ainda, com o aparecimento de um
pico em torno de 30° nas membranas com 5% e 10% de
hidroxiapatita, como observado nas Figuras 2c e 2d.

A Figura 3 ilustra as curvas DSC da quitosana pura e das
membranas com 1%, 5% e 10% de hidroxiapatita sob
atmosfera de N, na faixa de temperatura entre 0° e 400°C.
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Figura 2: Difratogramas de raios X para: a) membrana porosa de quitosana pura; b) membrana porosa de quitosana com 1% de
hidroxiapatita; ¢) membrana porosa de quitosana com 5% de hidroxiapatita e d) membrana porosa de quitosana com 10% de hidroxiapatita.
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Figura 3: Analise de DSC para as membranas: membrana porosa de quitosana pura; membrana porosa de quitosana com 1% de
hidroxiapatita; membrana porosa de quitosana com 5% de hidroxiapatita e membrana porosa de quitosana com 10% de hidroxiapatita.
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Em todos os casos, observaram-se dois picos: o primeiro
pico endotérmico na faixa de 70 a 100°C é atribuido ao
processo de desidratacdo (perda de &gua residual), cuja &rea
depende da secagem da amostra antes de realizar o ensaio; o
segundo pico exotérmico proximo a 300°C, corresponde ao
processo de decomposicdo (degradacdo propriamente dita),
que continua além do limite de temperatura do experimento.
No primeiro estagio, é possivel verificar que a membrana sem
hidroxiapatita perdeu &agua mais facilmente do que os
compdsitos quitosana/hidroxiapatita, tendo em vista que ha
um deslocamento do pico endotérmico, indicando que quanto
maior a quantidade de hidroxiapatita, maior a temperatura
para retirar toda agua livre do material, pois o deslocamento
aconteceu em torno de 70°C, para membrana de quitosana
pura, para aproximadamente 110°C, nas membranas de

Quitosana

Quitosana + 5 % de hidroxiapatita

x500
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quitosana com 10% de hidroxiapatita. Esse resultado sugere
que a membrana com 10% de hidroxiapatita em sua
composicao apresenta maior capacidade de retencéo de 4gua e
maior estabilidade térmica.

Na analise morfolégica observam-se caracteristicas de um
material com tamanhos variados, geometria lamelar e poros
interconectados, distribuidos por toda amostra, como ilustrado
na Figura 4. Nota-se ainda que as membranas com 1%, 5% e
10% de hidroxiapatita apresentam particulas de cor branca,
que se intensificam com o aumento de hidroxiapatita na
membrana. A estrutura morfolégica da amostra com 10% de
hidroxiapatita é totalmente diferente das demais composicdes,
com o aumento da quantidade e tamanho de poros mais
isométricos em toda a estrutura.

Quitosana + 1 % de hidroxiapatita

Figura 4: Micrografias da membrana porosa de quitosana pura, membrana porosa de quitosana com 1% de Hidroxiapatita, membrana porosa
de quitosana com 5% de hidroxiapatita e membrana porosa de quitosana com 10% de hidroxiapatita.

Na Figura 5 observa-se o resultado de EDS das
membranas de quitosana sem e com 1%, 5% e 10% de
hidroxiapatita.

E possivel observar que a membrana de quitosana é
constituida em sua maioria de carbono, oxigénio e nitrogénio.
Os elementos célcio e fésforo na amostra indicam a presenca
da hidroxiapatita na mesma, o que é confirmado pelo
resultado de DRX e MEV, onde foram observados os picos e
as particulas brancas distribuidas sobre toda a amostra e
associadas a hidroxiapatita, respectivamente. O percentual de
calcio aumentou de acordo com o aumento do percentual de

hidroxiapatita nas membranas, ja o percentual de fésforo se
manteve constante. Na amostra com 1% de hidroxiapatita ndo
foi possivel observar a presenca do célcio e fosforo, o que ndo
significa que a mesma ndo esteja presente na amostra, ja que
foram encontrados indicios de sua presenca na superficie da
amostra atraves dos resultados obtidos por MEV. Isso pode ter
ocorrido devido o ensaio de EDS ser pontual e ter sido
realizado em parte da membrana onde a hidroxiapatita néo
estava presente.
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Figura 5: Resultado de EDS com a composicdo quimica das membranas de quitosana sem e com 1%, 5% e 10% de hidroxiapatita.

Conclusdes

A obtencéo de hidroxiapatita a partir da casca do ovo de
galinha foi confirmada através dos padrdes de difragdo, em
que foi possivel identificar a presenca da fase cristalina de
hidroxiapatita numa quantidade de 100%, confirmado pelo
P63/m, através do programa Calculate. No ensaio de DRX das
membranas foi possivel observar que quanto maior a
quantidade de hidroxiapatita na membrana maior é a
cristalinidade do compésito.

A andlise por calorimetria exploratoria diferencial
mostrou um deslocamento do pico endotérmico indicando que
quanto maior a quantidade de hidroxiapatita maior foi a
temperatura para retirar toda dgua livre do material, sugerindo
que a membrana com 10% de hidroxiapatita em sua
composicao apresenta maior capacidade de retencdo de agua e
maior estabilidade térmica.

Os resultados de MEV mostraram a presenca de poros
interconectados de tamanho e formas variados e que as
membranas com 1%, 5% e 10% de hidroxiapatita apresentam
particulas de cor branca que se intensificam com o aumento
de hidroxiapatita na mesma. Ja por EDS observou-se que a
membrana de quitosana é constituida em sua maioria de
carbono, oxigénio e nitrogénio e a presenca dos elementos
quimicos célcio e fosforo indicam a presenca da hidroxiapatita
na mesma.

Conclui-se que foi possivel obter a hidroxiapatita a partir
da casca de ovo de galinha pelo método de via imida e que as
membranas de quitosana/hidroxiapatita apresentam possivel
potencial para serem utilizados como biomaterial, j& que a
adicAo de hidroxiapatita na quitosana proporciona maior
estabilidade térmica e consequentemente, a esterilizagdo do
mesmo com temperatura. Porém, isto sé pode ser confirmado
através de caracterizagdes citologicas.
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