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RESUMO - Neste trabalho é apresentado o estudo de dois microreatores
ultrasonicos para a precipitacdo em continuo de hidroxiapatde® QaOH

(HAp) a 37 ° C. O primeiro reator consiste num microreator tubular imerso num
banho ultrasénico, onde os fluxos laminar e segmentado (gas-liquido) foram
ambos avaliados. De seguida, o estudo em regime laminar foi conduzido num
novo dispositivo microfluidico desenvolvido no MIT. Este € constituido por uma
pilha de placas de Teflon com um elemento piezoelétrico integrado, permitindo
assim a transmissao direta de ultrassons para o reator. Para todos 0s microsistemas
estudados foram obtidas nanoparticulas de HAp, em condi¢cdes proximas das
condi¢des fisiologicas de pH e temperatura. Além disso, as particulas produzidas
apresentam-se sob a forma de bastonetes de aproximadamente 100 nm de
comprimento e 20 a 50 nm de largura. Os microreatores utilizados produziram
particulas de HAp num tempo muito curto e com maior cristalinidade, comparado
com as particulas produzidas num reator batch. Também foi possivel reduzir
significativamente a agregacdo das particulas nos microsistemas, ao contrario do
sistema batch, onde néo foi possivel evitar a formacao de agregados.

1. INTRODUCAO

As nanoparticulas tém um enorme potencial em aplicacdes biomédicas, uma vez que as
suas dimensdes sdo proximas das dimensdes das células, tecidos e moléculas biolégicas. As
suas propriedades fisicas, quimicas e biologicas estdo diretamente relacionadas com o seu
tamanho e a sua morfologia, assim um controlo estreito das condi¢cdes de sintese € necessario
para a obtencdo de particulas com as caracteristicas desejadas (Bp26@8alGeralmente,
as nanoparticulas sdo produzidas por sintese quimica em tanque agitado, no entanto, devido a
baixa eficiéncia de mistura e larga distribuicdo de tempos de residéncia, a obtencédo de
particulas com propriedades controladas torna-se dificil (Waalg 2009; Jeevarathinast
al., 2011). No sentido de ultrapassar as limitagcdes associadas a este tipo de reator, tem-se
estudado a utilizacdo de dispositivos microfluidicos. Para além de um consumo reduzido de
reagentes e uma maior seguranca de operacdo, estes apresentam elevadas taxas de
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transferéncia de calor e massa, e uma mistura rapida e eficiente, favorecendo a formacao de
nanoparticulas com estreita distribuicdo de tamanhos (Marre e Jensen, 201@t ahao

2011). Os microreatores também tém a capacidade de operar em continuo, o que para além de
ser mais produtivo e capaz de promover condi¢cdes de reacdo mais homogéneas, ainda permite
a variacdo continua da composi¢do quimica do meio reacional €Zbhap2011). Contudo,

existem dificuldades no manuseamento de soélidos em microcanais. De facto, os sistemas
miniaturizados sdo geralmente caracterizados por um numero de Reynolds baixo. Em tais
sistemas, o fluxo laminar é dominante e é caracterizado por um perfil de velocidade
parabolico, levando a uma larga distribuicdo de tempos de residéncia. Neste contexto, os
microreatores de fluxo segmentado tém vindo a ser usados de forma a reduzir a dispersao ao
longo dos canais e promover a mistura, e assim estreitar a distribuicdo de tempos de
residéncia, sendo os sistemas gas-liquido particularmente atraentes devido ao simples
processo de separagdo entre o0 gas e o liquido @lahp2011). Outro problema relacionado

com o uso de sdlidos em microreatores é o0 entupimento dos canais, que se deve
essencialmente a agregacdo das particulas. Esta, por sua vez, pode ser significativamente
reduzida através da aplicacdo de ondas ultrasonicas, pois as ondas de choque criadas por
cavitacdo rompem os agregados e encurtam o tempo de contato entre as particulas, impedindo
assim o entupimento dos microcanais (de Castro e Capote, 2007).

Os fosfatos de célcio, e em particular a hidroxiapatite(RCa)sOH (HAp), séo
amplamente usados como substituto 6sseo, devido a sua semelhanca com a parte inorganica
do osso (Heet al., 2007). E sabido que as caracteristicas das particulas de HAp, tais como a
composicao quimica, o tamanho e a distribuicdo de tamanhos, estdo diretamente relacionadas
com as propriedades da HAp, tais como a bioatividade, a biocompatibilidade e a
osteocondutividade (Kumtet al., 2005). Desta forma, as particulas de HAp devem ser
sintetizadas com uma elevada area superficial, uma estreita distribuicdo de tamanhos e uma
elevada pureza para melhorar o crescimento das células 6sseas em torno das mesmas.

Neste trabalho, dois dispositivos microfluidicos ultrasénicos foram utilizados para a
sintese de nanoparticulas de HAp. Inicialmente, a precipitacdo em continuo de HAp foi
estudada num microreator tubular imerso num banho ultrasénico. Véarias experiéncias foram
realizadas, nomeadamente em fluxo laminar e em fluxo segmentado (sistema gas-liquido). O
estudo em regime laminar também foi efetuado num novo dispositivo microfluidico,
construido a partir de placas de Teflon, com a transmisséo direta de ultrassons para o reator
através da integracdo de um atuador piezoelétrico. Finalmente, as condicbes experimentais,
nomeadamente a temperatura, a concentracdo dos reagentes, assim como a razao molar inicial
Ca/P, foram definidas de modo a promover a formacdo espontanea de HAp em condi¢cbes
proximas das condicdes fisioldgicas de temperatura e pH.

2. Materiais e Métodos

2.1. Instalacao experimental

A precipitacdo em continuo de HAp foi realizada num microreator tubular imerso num
banho ultrasoénico (Figura 1a), onde os estudos em fluxos laminar e gas-liquido foram ambos

efetuados. Como esta ilustrado na Figura 1, o reator é constituido por duas partes: uma
camara de mistura (Upchurch Scientific) e o reator tubular (Teflon PFA, Upchurch
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Scientific), com um volume de 6QQ, 1,02 mm de diametro interno e 1,59 mm de diametro
externo (Figura la). A funcéo da primeira parte do reator € de misturar de forma eficiente os
reagentes e no caso do fluxo gas-liquido a sua fungédo também consiste na segmentacdo da
mistura liquida. O gas segmentado € usado para separar a mistura liquida em pequenas
entidades individuais (Figura 1b). Desta forma, a fase gasosa induz recirculacdo e aumenta a
mistura dentro das entidades liquidas. O resultado € uma estreita distribuicdo de tempos de
residéncias e uma reducgéo da polidisperséo das particulas. A reacdo progride na segunda parte
do reator.

Figura 1 — a) Imagem do microreator tubular imerso num banho ultrasénico, e b) imagem do
microreator tubular em fluxo gas-liquido.

Os reagentes foram injetados no dispositivo microfluidico por meio de uma bomba de
infusdo (Harvard PHD 2000), onde as seringas foram mantidas a 37 °© C através do uso de
camisas térmicas (McMaster-Carr). No que se refere a fase gasosa, o caudal de azoto foi
ajustado por um controlador de fluxo (Sierra FlowBox). As ligacdes microfluidicas foram
asseguradas por tubos de Teflon (Upchurch Scientific) com 1,02 mm de diametro interno. O
reator foi imerso num banho ultrasénico (VWR modelo 50HT) para minimizar o potencial de
entupimento do reator e as experiéncias foram iniciadas com uma temperatura de 37 °© C no
banho ultrasénico.

A precipitacdo em continuo de HAp também foi realizada num microreator de Teflon
com um atuador piezoelétrico integrado (Figura 2) (Kahal., 2011). O microreator foi
desenvolvido no MIT (Instituto de Tecnologia de Massachusetts), sendo constituido por
placas de Teflon (PTFE) e por um elemento piezoelétrico de 1 mm de espessura. O reator €
constituido por um canal de 6Qfh de largura e tem um volume total de 1QQ00 sistema
tem ainda duas entradas e uma saida.

Figura 2 — Imagem (direita) e esquema (esquerda) do microreator de Teflon (Kyhn et al
2011).
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Os reagentes foram misturados numa camara de mistura antes de entrar no reator e,
portanto, apenas uma entrada foi usada. Como no estudo anterior, os reagentes foram
injetados no reator por meio de uma bomba de infusdo (Harvard PHD 2000), onde as seringas
foram mantidas a 37 ° C através do uso de camisas térmicas (McMaster-Carr). As ligacbes
microfluidicas foram asseguradas por tubos de Teflon (Upchurch Scientific) com 1,02 mm de
diametro interno.

2.2. Precipitacdo de HAp

HAp foi sintetizada a partir da mistura de uma solucdo aquosa saturada de hidréxido de
cdcio (19.3 mM) (Sigma-Aldrich, 95%) com uma solucdo aquosa de acido ortofosférico
(14.5 mM) (Mallinckrodt, 85%) a 37 © C, com uma razao molar inicial Ca/P = 1,33. 0,5 L de
ambos os reagentes foram preparados com agua ultrapura (dgua Milli Q com uma
resistividade de 18,2 cm a 25 ° C) e a forca ionica foi ajustada pela addg6 mL de
uma solucédo de cloreto de potassio 4M (Mallinckrodt, 99,8%). Para facilitar a dissolucdo do
hidréxido de calcio, a solugéo foi previamente agitada num frasco fechado durante 24 horas a
500 rpm e a 25 ° C, uma vez que a sua solubilidade diminui com 0 aumento da temperatura
(Johannsen e Rademacher, 1999). De seguida, ambos os reagentes foram aquecidos e
mantidos a 37 °© C. As condicfes de operacao sdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Condigbes experimentais

Caudaloi Caudajss Tempo de Ultrassons:
(mL/rr;?rL;l) ° (standard residéncia frequéncia e
mL/min) T (min) poténcia
Microreator 2.0 ) 0.30
tubular 2.0 1.2 0.19 40 kHz and 4-8 W
2.0 2.0 0.15
Microreator de
Teflon com
elemento 3.3 _ 0.30 50 kHz and 30 W
piezoelétrico
integrado

A temperatura (J-KEM Scientific) e o pH (micro elétrodo de pH do tipo agulha,
Thermo Fisher Scientific Orion) foram medidos em diferentes intervalos de tempo a saida dos
microsistemas. O elétrodo de pH foi calibrado com duas solu¢cbes tampéo com pH = 7,00 e
pH = 10,00 a 25 ° C.

Num trabalho anterior (Castet al., 2012), a precipitacdo de HAp foi realizada em
batch num tanque agitado de 1L, sob as mesmas condi¢cdes de concentragdo de reagentes, de
razao molar inicial Ca/P e de temperatura. Nanoparticulas de HAp foram sintetizadas, sendo
as particulas recolhidas apds cerca de 6 horas a um pH final proximo de 7. Os resultados
obtidos serdo comparados aos resultados apresentados neste trabalho.

2.3. Caracterizacao de HAp
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As amostras foram retiradas a saida dos microreatores, centrifugadas (a 1500 rpm
durante 5 min), lavadas duas vezes com agua ultrapura e conservadas em etanol (Koptec 200
puro), de forma a parar a reagdo solido-liquido (Beraatl, 2000). Em relacdo as analises
por difracdo de raios X (XRD) (PANalytical X'Pert PRO MPD) e por microscopia eletronica
de varrimento (SEM) (FEI Quanta 400FEG ESEM/EDAX Genesis X4M), as suspensoes
foram secas a T = 80 ° C durante 24 h. No caso da andlise granulométrica (Malvern
Mastersizer 2000), as suspensdes foram recolhidas no final de cada experiéncia e diretamente
analisadas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho, as experiéncias foram conduzidas em condi¢des préximas das condi¢des
fisiolégicas de temperatura e pH (Tabela 2), sendo particularmente importante no caso da
sintese de HAp para fins médicos. De facto, é importante seguir critérios especificos,
nomeadamente em termos de pH e temperatura, a fim de promover condicbes para a
sobrevivéncia das células 6sseas (Kumta.e805). Além disso, termodinamicamente, estas
condicOes favorecem a precipitacdo de HAp, uma vez que a temperatura do corpo e para um
pH entre 4 e 12, HAp é o fosfato de calcio mais estavel (Elliot, 2004). Mas, de um ponto de
vista cinético, isso nao implica que a HAp seja a Unica fase a precipitar (Koutsopoulos, 2002).
Por conseguinte, solu¢des diluidas foram utilizadas de forma a obter sobressaturacdes baixas
e assim promover a formacdo de uma solucdo homogénea de ides hidroxido e calcio e,
portanto, um melhor controlo das condi¢des reacionais (Castro 204P).

Tabela 2 — Parametros medidos durante a precipitacdo de HAp

Tempo de T T.
Tipo de fluxo  residéncia  pH inicial Dinal
- (°C) (°C)
T (min)

Laminar 0.30 7.24 38.0

Microreator tubular ~ Gas-liquido 0.19 7.25 37.0 37.7

Gas-liquido 0.15 7.04 37.0

Microreator de Teflon
com elemento Laminar 0.30 723 383 420
piezoelétrico
integrado

Tanque agitado Batch 330 6.90 36.7 37.9

Segundo a Tabela 2, existe um aumento de temperatura no decorrer da experiéncia, o
que pode ser explicado pelo uso continuo de ultrassons, bem como pelo facto de a reacdo em
guestdo ser exotérmica. Isto pode afetar as propriedades do precipitado, tais como a
distribuicdo de tamanhos das particulas, uma vez que a solubilidade da HAp diminui com o
aumento da temperatura (van Kemenade e de Bruyn, 1987). O problema é ampliado no
microreator de Teflon. De facto, no caso do microreator tubular, as ondas ultrasénicas
emitidas precisam primeiro de atravessar o liquido no interior do banho de ultrassons (neste
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caso agua) antes de atingir o microreator. Portanto, a intensidade dos ultrassons dentro da
microreator € menor do que a esperada. No microreator de Teflon, a onda acustica é
diretamente transmitida para o reator, permitindo, assim, uma maior intensidade.

A Figura 3 mostra os espetros de XRD dos produtos obtidos nos diferentes sistemas
estudados e de uma HAp comercial. Os espetros foram comparados com um espetro de
referéncia (JCPDS 01-076-0694), indicando que o produto formado € HAp. Os espetros das
particulas sintetizadas possuem picos largos em comparagdo com o espetro da HAp
comercial, o que pode ser justificado pela baixa cristalinidade do produto formado. A
presenca de picos a 28 2e a 40,5 20 podera estar relacionada com a presenca de gristai
de cloreto de potassio, uma vez que o cloreto de potassio foi utilizado para ajustar a forca

idnica.
)\ pon / oy, oy Porie /\... A HAp 4
A )l, / (WY A A A A HAp3
A J\ 7™ “ A HAp 2

HAp 1

HAp batch
HAp
comercial

20 25 30 35 40 45 50 55 60
20 (Deg.)

Intensidade (unidades arbitrarias)

Figura 3 — Espetros XRD das particulas de HAp produzidas em diferentes reatores (HAp 1,
HAp 2 e HAp 3 séo produtos obtidos no microreator tubular em regime laminar e em fluxo
gas-liquido com = 0,30 min, 0,19 e 0,15, respetivamente; HAp 4 édyto obtido no
microreator de Teflon com o atuador piezoelétrico integrado; HAp batch é o produto obtido
em batch num tanque agitado (Castro gt2012)) e de uma HAp comercial.

De acordo com a Figura 4, existem diferencas significativas na distribuicdo de tamanhos
das particulas sintetizadas nos diferentes reatores. Os resultados mostram a formacdo de
agregados para todos os casos estudados, o que pode ser justificado pelo tamanho das
particulas e pelo seu estado amorfo. De facto, as particulas formadas possuem uma elevada
razao area superficial/volume, resultando numa tenséo superficial elevada que as particulas
tendem a diminuir aderindo uma a outra (de Castro e Capote, 2007). A Figura 4 também
evidencia a reducdo da agregacdo das particulas nos microreatores, homeadamente no
microreator tubular de fluxo segmentado e no microreator de Teflon. Na verdade, a
segmentacdo do fluxo resulta na formacdo de pequenas entidades liquidas, separadas umas
das outras por bolhas de gas, diminuindo as interacdes entre as particulas, e, assim, a
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formagao de agregados (Kubhal., 2011). No caso do microreator de Teflon, a redugéao da
agregacao pode ser justificada pela maior intensidade dos ultrassons. No que diz respeito a
morfologia e ao tamanho das particulas formadas, as particulas apresentam-se sob a forma de
bastonetes de cerca de 100 nm de comprimento e de 20 a 50 nm de largura (Figura 5).
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min
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Figura 4 — Distribuicdo de tamanhos das particulas formadas nos diferentes reatores.

Figura 5 — Imagem SEM das particulas de HAp.
4. CONCLUSAO

A precipitagdo em continuo de HAp foi estudada em dois microreatores ultrasénicos,
um microreator tubular imerso num banho ultrasonico e um microreator de Teflon com um
atuador piezoelétrico integrado. Todas as amostras preparadas, independentemente do sistema
utilizado, séo constituidas por nanoparticulas de HAp. Além disso, as particulas foram obtidas
em condi¢cdes proximas das condi¢des fisiologicas de pH e temperatura, tornando-as
compostos promissores para a aplicacdo em substituicdo 0ssea. Varias configuracoes foram
testadas no microreator tubular (fluxo laminar e fluxo segmentado, mais precisamente fluxo
gas-liquido), e a segmentacdo do fluxo foi bem sucedida na diminuicdo da agregacédo das
particulas. O controlo da agregacédo foi, porém, melhor sucedido no microreator de Teflon,
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devido nomeadamente & maior intensidade dos ultrassons. Os produtos sintetizados também
foram comparados ao produto obtido num reator batch. As particulas de HAp formadas nos
microreatores foram obtidas num tempo muito curto e demonstraram ser mais cristalinas em
relacdo as particulas produzidas no reator batch. Por fim, foi possivel reduzir
significativamente a agrega¢do das particulas nos microsistemas, ao contrario do sistema
batch, onde néo foi possivel evitar a formacéo de agregados.
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