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RESUMO

A hidroxiapatita integra o grupo de biomateriais ceramicos sendo aplicada na area médica devido a sua bio-
compatibilidade e propriedade osteocondutora, o que a torna uma opgao para tratamentos envolvendo recupe-
racao de traumas 0sseos. Os residuos pesqueiros, 0s 0ssos e as escamas, podem ser utilizados como uma fon-
te barata para a producgdo de fosfatos de célcio (hidroxiapatita). O objetivo do estudo foi 0 uso das escamas de
pirarucu, residuo ndo téxico, para investigar a viabilidade de extrair hidroxiapatita natural e caracteriza-la por
analises fisico-quimicas e estruturais a fim de comprovar a sua integridade. Primeiramente, foi realizado ca-
racterizacdo térmica para estabelecer as condigdes do tratamento térmico. Com isso, as escamas foram trata-
das termicamente para a remocao dos compostos organicos. Apdés isso, 0 material foi homogeneizado, penei-
rado e purificado com reagentes, devido a possibilidade da amostra absorver impurezas durante o procedi-
mento experimental. As caracterizagdes fisico-quimicas e estruturais foram realizadas para acompanhar e
comprovar as etapas desenvolvidas e examinadas. Os resultados apresentam que o produto obtido apresentou
99% de fase de HAp natural e fase cristalina. Na regido do infravermelho obteve-se a presenca dos picos
3750-3500cm™ e 610-560 cm™, referentes aos fons OH e PO, respectivamente, apresentando 0s grupos
funcionais hidroxila e fosfato que constituem a férmula quimica da hidroxiapatita e, por meio da espectros-
copia por energia dispersiva, as amostras apresentaram percentuais elementares de célcio (37%), oxigénio
(40%) e fosforo (13) que sdo compativeis com a razdo molar Ca/P da fase de hidroxiapatita.

Palavras-chave: escamas, tratamento térmico, hidroxiapatita natural, grupos funcionais, fase cristalina.

ABSTRACT
The hydroxyapatite belongs to the group of ceramic biomaterials being applied in the medical area due to its
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biocompatibility and osteoconductive properties, which makes it an option for treatments involving recovery
of bone traumas. Fishing residues, bones and scales can be used as an inexpensive source for the production
of calcium phosphates (hydroxyapatite). The objective of the study was the use of the non-toxic residue pi-
rarucu scales to investigate the viability of extracting natural hydroxyapatite and characterizing it by physico-
chemical and structural analyzes in order to prove its integrity. Firstly, thermal characterization was per-
formed to establish the conditions of the heat treatment. With this, the scales were heat treated for the remov-
al of the organic compounds. Thereafter, the material was homogenized, sieved and purified with reagents,
because the sample could absorb impurities during the experimental procedure. The physical-chemical and
structural characterizations were performed to accompany and prove the stages developed and examined. The
results showed that the product obtained showed 99% of natural HAp phase and crystalline powders. In the
infrared region, the peaks 3750-3500 cm™ and 610-560 cm™ were obtained referring to the OH- and PO4-3
ions respectively, referring to the functional groups hydroxyl and phosphate that constitute the chemical for-
mula of hydroxyapatite and, by means of dispersive energy spectroscopy, the samples presented elemental
percentages of calcium (37%), oxygenus (40%) and phosphorus (13%) that are compatible with the Ca/P
molar ratio of the hydroxyapatite phase.

Keywords: scales, thermal treatment, natural hydroxyapatite, functional groups, crystalline phase.

1. INTRODUCAO

Os biomateriais ceramicos sdo classificados de acordo com a sua interagdo com o tecido hospedeiro, sendo
divididos em bioinertes, bioativos e bioabsorviveis. Os bioinertes, com base em suas propriedades fisicas e
mecanicas, sdo tolerados pelo organismo ap6ds serem implantados, sem resposta do organismo. Os bioabsor-
viveis sdo substituidos por células em crescimento devido ao processo de degradagdo relacionado ao metabo-
lismo. Os bioativos auxiliam na cura devido a interagirem com o tecido circundante o que resulta no orga-
nismo em responder ao implante como se fosse um tecido natural [1]. Nessa Ultima divisdo que enquadra-se a
hidroxiapatita [Ca;o(PO4)s(OH),], se tratando de um fosfato de célcio que, quando aplicado em implantes,
proporciona um microambiente condutivo, contribuindo a formacgéo e crescimento dsseo [1]. Além disso, as
células do organismo ndo séo capazes de distinguir a hidroxiapatita da superficie éssea, indicando a ocorrén-
cia de similaridade quimica superficial entre ambos.

A limitagdo da hidroxiapatita esta relacionada a sua lenta biodegradacéo, que ocorre por mecanis-
mos celulares gradualmente ap6s 4-5 anos apo6s realizado o implante. Este comportamento pode ser atribuido
a razdo molar Ca/P de 1,67, que torna a HAp praticamente insolGvel em meios neutros [1].

A literatura abrange pesquisas que exploram escamas de peixes como matéria-prima que podem
ser empregadas para a obtencdo de biomateriais ceramicos. A industria do pescado, segundo dados da FAO
(2016) [2], tem apontado perspectivas promissoras devido as demandas existentes nos mercados da Asia,
Africa, América Latina e Caribe, isso contrasta com as dificuldades que o setor pesqueiro enfrenta, princi-
palmente no que diz respeito aos residuos provenientes do processo do pescado, com destaque para as esca-
mas que sao residuos sélidos que podem corresponder a 1% da massa total do peixe [3].

A similaridade quimica e estrutural da hidroxiapatita com componentes minerais presentes nos os-
sos de humanos e nos dentes a torna um biomaterial reconhecido e amplamente aplicado em implantes [4],
devido as seguintes propriedades de osteocondutividade, osteogénese, osteointegracdo e biocompatibilidade
[5]. Os elementos que constituem a HAp séo principalmente célcio, fésforo e oxigénio, sendo a razdo molar
de célcio por fosforo de 1,67. Apresenta a formula molecular de [Ca;o(PO4)s(OH),], sendo um composto
formado por uma célula unitaria hexagonal constituida por dez ions de calcio em sitios ndo equivalentes, nos
guais comportam quatro no sitio | (tetraédrico — Ca 1) e seis no sitio Il (octaédricos — Ca Il). O sitio | é com-
posto pelos ions de célcio alinhados em colunas, ja no sitio Il os ions estdo em triangulos equilateros perpen-
diculares & diregdo do plano C da estrutura. Além disso, a estrutura é compreendida por tetraedros de PO,%,
no qual os ions de calcio do sitio | sdo coordenados a seis atomos de oxigénio pertencentes a diferentes tetra-
edros do ion fosfato [6]. Com isso, a célula unitaria apresenta seis grupos fosfato —PO, e dois grupos hidroxi-
la — OH, neste caso, 0s sitios cristalinos de oxigénio sdo designados como 01, 02, O3 e 04, sendo 0 O4 o
oxigénio do grupo da hidroxila, ja os demais séo ligados ao fosforo — P. Os cristais de HAp naturais possuem
célula unitaria com pardmetros de rede: a=b=9,389 A e c=6,869 A, a =B =90° e y = 120° [6].

As formas de obtencédo da hidroxiapatita sdo vérias e para cada método aplicado resultara em pro-
priedades distintas, com isso é necessario uma escolha adequada para que ocorra o controle da estrutura e que
o0 produto final atenda ao propésito do estudo [7]. Diversos autores relatam a obtencdo de hidroxiapatita por
rotas de sintese por meio seco, via Umida, processos de baixas ou altas temperaturas, sintese com base em
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fontes biogénicas e processos combinados [4] [5] [8] [9], sendo tais métodos com uso de &cidos, alcalis e/ou
calor para o maior rendimento da separacdo da hidroxiapatita de fontes bioldgicas [10].

A espécie Arapaima gigas é endémica da Regido Amazonica alcancando duzentos quilogramas de
massa e trés metros de comprimento [11]. Sdo encontrados no Peru, Bolivia, Colémbia, Guiana e Brasil, em
territorio nacional, preferencialmente nas bacias hidrograficas do Rio Amazonas e Tocantins-Araguaia, tem
habitat em aguas calmas de terras baixas, denominadas varzeas.

A producédo do pescado de pirarucu, segundo dados IBGE (2015), gira em torno de oito milh&es de
quilogramas de quantidade produzida, com valor de producdo em torno de oitotenta e cinco mil reais, consi-
derando o potencial do pirarucu para a psicultura devido ao seu valor social, econémico e gastrondmico na
regido amaz6nica [12] [13].

Os principais obstaculos que integram as dificuldades de consolidar o cuidado com a espécie é a
intensa exploracdo nos estoques naturais e a falta de uma fiscalizacdo da pesca e comércio eficaz em toda a
regido. A pesca predatéria da espécie ocasionou no desaparecimento desses animais em ambientes que antes
eram encontrados [14], devido a isso, surgiram regulamentacBes e estratégias de conservacdo somadas as
regras de ordenamentos pesqueiros que sdo atitudes que estdo sendo tomadas para evitar o desaparecimento
da espécie [15] [16]. Outro ponto notavel, a respeito do cultivo e reproducéo, gira em torno de poucos estu-
dos que informam a biologia reprodutiva da espécie, logo informagdes cientificas contribuiriam para a elabo-
racdo de procedimentos com o objetivo de controlar a reproducéo e consequentemente influenciaria na pro-
ducéo industrial do pirarucu.

Neste contexto, busca-se uma rota alternativa para a obtengéo da hidroxiapatita natural a partir das
escamas do Arapaima gigas, de modo a somar conhecimento a comunidade cientifica, sendo que ha pesqui-
sas sobre a estrutura e composicao das escamas, mas escassas no diz respeito como matéria-prima para pro-
ducdo de biocerdmicas. Portanto, é essencial que este estudo apresente resultados coesos que sustentem a
viabilidade de extrair hidroxiapatita natural das escamas do pirarucu.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Matéria-prima

As escamas foram coletadas na empresa Iranduba Frigorifico de Pescados LTDA. Em seguida foram lavadas
com agua corrente, submersas em agua morna (60°C) por 30 minutos e submetidas a limpeza manual com
escova para remogdo das partes grosseiras (rebarbas). Apds isso, foram separadas e secas em estufa por 24
horas/100°C.

2.2 Caracterizagdo Térmica

A caracterizagdo térmica por termogravimetria foi realizada para estabelecer a temperatura desejada para a
realizacdo do tratamento térmico (calcinagao).

O equipamento utilizado foi o0 modelo SDT Q600 v20.9 Build 20, com taxa de aquecimento de 10°C/min,
atmosfera de N (30mL/min) em intervalo de temperatura 25°C a 1000°C com amostra contendo 14 mg da
escama armazenada em um cadinho de alumina com volume total de 90 pL.

2.3 Tratamento térmico e homogeneizagao

Com base na caracterizacdo térmica, foi estabelecida a temperatura de 700°C e taxa de aquecimento de
10°C/min para a realizagdo da calcinagdo, com variacdo do tempo de permanéncia na mufla em 2, 4 e 6 ho-
ras. O equipamento utilizado para o tratamento térmico foi 0 modelo Forno Mufla GP Cientifica com tempe-
ratura maxima de aquecimento de 1500°C.

Apos finalizado o tratamento térmico, o material foi removido da mufla, homogeneizado em almofariz de
agata e peneirado com granulometria passante de 200 mesh (abertura de 0,075 mm). Nessa etapa, foram obti-
das trés amostras em p6: amostra com 2 horas, amostra com 4 horas e amostra com 6 horas de tratamento
térmico.

2.4 Processo de remoc¢éo de impurezas

A préxima etapa compreendeu a pesagem de 20 g do p6 das amostras tratadas termicamente. Cada amostra
(2h, 4h e 6h) foi submetida a concentracdo de 0,1M/L de acido cloridrico por 1h/600rpm em temperatura
ambiente. Em seguida, a solucdo foi neutralizada com &gua destilada e adicionou-se solucédo de NaOH (5%
m/v, 600 rpm, 70°C) por 5hrs. Apos esse procedimento, a solugdo passou pelo processo de esfriamento, para
depois ser realizada a aplicacdo do ultrassom com 55% de poténcia com 0,2 g/ e 100ml de etanol por trinta
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minutos para cada amostra e, ap0s isso, realizaram-se os procedimentos de filtragem, secagem (100° por 24
horas), homogeneizacdo com almofariz de agata e, por fim, peneiramento.

Esta etapa € uma cautela em se obter um produto final refinado e com minimo de impurezas, devido a possi-
bilidade de absorcdo de residuos presentes nos equipamentos pela amostra ou a contaminagdo do material
com os utensilios utilizados no experimento e preparacdo das amostras.

Por fim, as trés amostras (2h, 4h e 6h) tratadas termicamente e homogeneizadas foram guardadas e enviadas
para as analises por Difracdo de Raios-X, Infravermelho por Transformada de Fourier e Espectroscopia por
Energia Dispersiva.

2.5 Difracdo de Raios-X
As analises por DRX foram realizadas no Difratdmetro de Raios- X Empyrean PANalytical com tubo de
CuKa (1.5418 A) com passo de 0.026/s e com angulos de varredura de 10° a 100°.

2.6 Espectroscopia naregido do infravermelho por transformada de Fourier

As analises por FT-IR foram realizadas em Espectémetro ThermoElectron modelo Nicolet iS10 com 32 var-
reduras na faixa de 4000 a 400 cm™ e resolucéo de 4 cm™. Cada amostra foi preparada em pastilha de KBr na
proporg¢do 1:100 de amostra.

2.7 Espectroscopia por Energia Dispersiva
As andlises foram realizadas seguindo os parametros no instrumento Shimadzu Europe EDX-720 a vacuo,
collimator 10mm e sem spin.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacao térmica

O resultado da caracterizacdo térmica € apresentado na figura 1. A curva, no patamar de 100°C, apresenta o
percentual de 86% da massa original, aproximadamente, sendo essa perda correspondente a remoc¢do de umi-
dade da amostra [17]. Segundo TORRES (2012), essa perda esta associada a desnaturalizacdo do coléageno
que constitui a estrutura interna da escama do Arapaima gigas [18] [19]. A respeito da desnaturaliza¢do ocor-
re a separacdo de hélices triplas em hélices individuais, no qual quando o colageno ¢é aquecido, a clivagem na
ligacdo de hidrogénio intramolecular induz o encolhimento das fibras de colageno, havendo em seguida a
solubilizagdo e gelatinizacdo (encolhimento da fibra e dispersdo em agua) [17]. Em torno de 300°C, observa-
se uma alta taxa de degradacdo que se segue até 700°C, no qual é apresentado o valor de 43% da massa ori-
ginal. Com isso, a curva termogravimétrica estabeleceu o patamar de 700°C para o tratamento térmico das
escamas, neste caso para estudar a possibilidade do percentual restante de 43% ser da fase de hidroxiapatita.

100
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80 300.72°C
74.95%
2 |
] N
]
1]
= 4
60
1 700.86°C
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Figura 1: Curva termogravimétrica: massa (%) em funcéo da temperatura(°C).

3.2 Difracédo de raios-x

Na figura 2 sdo apresentados os padr@es de difracdo de raios-x das amostras calcinadas & 700°C nos tempos
de permanéncia de 2, 4 e 6 horas. Com 2 horas de permanéncia (curva preta), 0 material calcinado apresenta
um perfil semelhante ao padrdo ICSD-26204, sendo este estabelecido como o padrdo de DRX da hidroxiapa-
tita. [20] [21] [22]

O tratamento de dados realizado nos padrdes indica a presenca da fase de HAp com percentual de 99,1%. A
comparacdo das trés curvas apresenta perfis semelhantes em todos as amostras, logo, considerando a econo-
mia de tempo, o patamar de 2 horas de permanéncia é indicado para a obtencdo da hidroxiapatita natural por
meio do tratamento térmico das escamas. No intervalo de 2 © = 10° e 2 © = 60°, todos os planos indicados
nas curvas em azul, vermelho e preta sdo comparaveis com padréo de difracdo de raios-x da literatura.

004)
(322)

Intensidade (u.a.)

10 20 30 40 50 60
20

Figura 2: Padrdes de DRX das amostras tratadas termicamente por 2, 4 e 6 horas (700°C) e padrdo 1CSD:26204. [20]
[21] [22]

3.3 Espectroscopia naregido do infravermelho

A figura 3 apresenta os espectros na regido do infravermelho para as amostras 2, 4 e 6 horas (700°C) para
fins de comparacdo. Verifica-se 0 mesmo perfil em todas as amostras e sdo compativeis com os dados da
literatura que apresentam os grupos funcionais presentes ha composi¢do quimica da hidroxiapatita (Tabela 1).
[21] [23] [24]
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Figura 3: Espectros de transmitancia nas amostras de 2, 4 e 6h (700°C).

Tabela 1: Bandas de absorgao na regido do infravermelho conforme apresentado na figura 3. [24]

Numero de onda (cm'l) Grupo caracteristico
3577 Vibracdo OH
3447 Estiramento —OH
1636 Deformagdo H-O-H
1420 Deformagdo axial da ligacdo C=0
1098/1043/963 Estiramento assimétrico P-O
875 Estiramento Antissimétrico de CO5?
630 Estiramento OH
602 Deformagéo O-P-O em HPO,?
565 Deformagdo angular assimétrica O-P-O

Com base na figura 3 e na tabela 1, 0s picos no intervalo 3750-3500 cm™ indicam a presenca de ions de OH",
no intervalo 1500-1250 cm™ e no pico 873 cm™ caracterizam fons CO3> e nos intervalos 1000-900 cm™ e
610-560 cm™ apontam a presenca dos fons PO,> [23]. Os picos na banda entre 1450-1400 cm™ sdo resultado
da adsorcéo de dioxido de carbono presente no ar atmosférico, ocasionando um alargamento da area dos pi-
cos devido a sobreposi¢cdo dos mesmos [20] [21]. Segundo SOUZA (2019), a presenga de picos no intercalo
de 1420 cm™ e 1454 cm™ é referente a impurezas de carbonatos, sendo sugerido que a amostra apresenta apa-
tita moderadamente carbonatada. [24]

3.4 Espectroscopia por energia dispersiva

A tabela 2 apresenta a composicao elementar das amostradas tratadas termicamente por 2 e 6 horas. Nota-se a
presenca do elemento de fase secundario de Na e indicada a concentragdo de C nas amostras, 0 que corrobora
com os resultados de espectroscopia na regido do infravermelho que supfem, através dos picos da Figura 3,
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que a amostra se trata da hidroxiapatita carbonada seguindo a substituicdo parcial dos sitios iénicos PO,> e
OH’ por ions carbonatos, sendo resultados que supem que a amostra possui mesma composi¢cdo quimica
presente na apatita que constituem o0ssos e dente [24]. Além disso, os resultados apresentam altas concentra-
¢des de Ca, P e O e ndo ha variacdo significativa na razdo Ca/P para as amostras com diferentes tempos de
tratamentos térmicos.

Tabela 2: Resultado quantitativo em percentual da composicéo das amostras de HAp obtidas no MEV/EDS com trata-
mento térmico alcalino.

Amostra 700° / 2h (%) 700° / 6h (%)
Ca 37,27 34,53
P 13,16 12,15
0] 40,62 46,12
C 8,29 4,86
Na 0,67 2,33
Ca/P 2,83 2,84

4. CONCLUSOES

A utilizacdo das escamas de pirarucu como fonte alternativa para a obtencdo de hidroxiapatita natural mos-
trou-se vidvel visto que se trata de um procedimento experimental com uso de matéria prima de baixo custo.
O material tratado termicamente e caracterizado estruturalmente e quimicamente apresentou integridade fisi-
co-quimica compativel com a fase cristalina de hidroxiapatita e com baixo teor de impurezas.

Os padrdes de difracdo de raios-x e 0s espectros na regido do infravermelho corroboram em apresentar perfis
de curva semelhantes aos encontrados na literatura, assim como os resultados coletados na espectroscopia por
energia dispersiva que apresentam as composicdes elementares compativeis com a fase HAp, de modo a con-
solidar a viabilidade de extrair hidroxiapatita natural de escamas de Arapaima gigas.
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