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Resumo

Nas iltimas décadas, tem sido crescente o interesse em se estudar o modo como
os biominerais se formam e também métodos de se obter materiais sintéticos analogos (sintese
biomimética). Este interesse é justificado pelas potencialidades de aplicagdo em proteses,
cerdmicas e revestimentos, devido as suas caracteristicas quimicas e mecénicas.

Neste trabalho foi explorada a cristalizagio de CaCOs a partir de uma solugdo
supersaturada de Ca(HCO;); na propria solugiio e em suportes solidos (parafina, polietileno e
membrana de ovo). Também foi estudada a cristalizagdo do CaCO; em gelatina de 4gar, onde
os sdlidos formados foram analisados por técnica de difragdio de raios-X e observou-se a
morfologia por microscopia eletrdnica de varredura.

Em solug@io foram obtidos cristais de calcita e, quando da adigio de MgCl,
obteve-se cristais com habitos diferentes. Nos suportes solidos foi observado a formagio de
cristais de calcita sobre a superficie destes substratos de forma parcial e desorganizada. Em
gelatina de égar foi observado a precipitagio de CaCO; de forma descontinua e periddica
(anéis de Liesegang) e, em alguns casos, foram de forma continua. A técnica de microscopia
eletronica de varredura mostrou que a presenca de MgCl; na reagio de precipitagéo, de fato,
altera o habito dos cristais formados
-Palavras-chave: carbonato de célcio, calcita, aragonita, biomineralizagio, biomimética,
anéis de Liesegang,
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Abstract

The studies of biomineral formation and methods to obtain synthetic analogues
(biomimetic synthesis) are increasing. These materials have potential applications in
prosthesis, ceramics and welding devices due to their enhanced chemical and mechanical
properties. In this work the CaCQ; crystallization in aqueous solution was obtained by
precipitation from Ca(HCOs); supersaturated solution. Also, CaCQ; crystallization was
obtained on solid matrixes (polyethylene, paraffin and eggshell membranes). The CaCO;
precipitation in agar gelatin was studied; the solids were analyzed by X-ray diffractometry
and the morphology was observed by scanning electron microscopy. In the solution
experiments, calcite crystals were obtained. Different crystalline habits were observed by
adding MgCl;. In solid matrixes, caicite crystals formed in chaotic dispositions. In agar
gelatin, periodic precipitation phenomena (Liesegang’s rings) were observed and, in some
cases, in continuous form. Also, the addition of MgCl; affects the crystalline habit.

-Keywords:  Calcium carbonate, calcite, aragonite, biomineralization,
biomimetics, Liesegang’s rings, periodic precipitation.
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Introducéio 1

Para alguns de nés o estranho desses mundos € em si
maravilhoso; possui 0 encante do exético. Estou convencido de
que uma das coisas que atrai os homens para a pesquisa
cientifica ¢ exatamente esta fascinagio pelo exético. Ndo hd
duvida de que existem vérias razdes por que estudamos a
natureza;, o desconhecido nfo ¢ a vnica razfo ou a mais
importante. Ao lado da razdio pritica, suponho que haja razdes
basicas mais pessoais no meditar os fatos e prova-los, pois
afinal, estamos apenas tentando compreender o munde onde
vivemos.

C. Bunn - “Cristais — Seu papel na natureza ¢ na ciéncia®

1 — Introduciio
1.1. Biontinerais

Atualmente os métodos utilizados na cristalizagdo de sais inorgénicos sdo
baseados em principios empiricos, onde se controla a mudanga da temperatura, a forga i6nica e
0 solvente. Em tais métodos, a estrutura e o tamanho do cristal podem ser induzidos pelo nivel
de saturagio e aditivos empregados, mas o grau de especificidade cristaloquimica é
geralmente baixo ¢ ndo muito previsivel[1]. Ja em materiais originarios de sistemas vivos,
como ossos e conchas, que consistem em macromoléculas orginicas (colageno e quitina),
impregnados de cristais inorgénicos (fosfato ¢ carbonato de célcio, respectivamente), o
controle da formacgdo de cristais com orientag8o preferencial é bastante comum, assim como a
composigdio e morfologia dos mesmos ¢ diferente das encontradas em precipitados de origem
néo-bioldgica]. Tal especificidade ¢ explicado pela presenca das macromoléculas, que, ao
nivel molecular, controlam a nucleagéo, o habito e o ordenamento dos cristais. Além disso,
estas macromoléculas exercem importante influéncia nas propriedades biomecanicas nestes
materiais[1,2].

Em sistemas vivos, a escolha dos elementos constituintes ¢ regida por quatro fatores:
abundéncia, eficiéncia, conveniéncia ¢ aumento da eficiéncia/especificidade evolutiva[3].
Levando em conta estes fatores, os compostos de calcio sdo os mais adequados para fun¢des
estruturais e de protegdo, com boas propriedades de resisténcia a impacto, flexéio e leveza;

além de serem sintetizados a pressdo e temperatura ambientes[4, 5]. Dentre os compostos de
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calcio encontrados em seres vivos, se limitara apenas ao carbonato de célcio, objeto de estudo
deste trabalho.

Os tipos polimérficos de carbonato de calcio (CaCOs), formados biologicamente e
mais comumente encontrados sfo a calcita e a aragonita, enquanto que a vaterita, menos
estavel, ndo é normalmente formada por organismos[2]. A calcita é termodinamicamente mais
estavel a pressdo e temperatura ambientes do que a aragonita[6], mas ambas tém estruturas
cristalinas similares, onde os ions célcio estdo localizados proximos as mesmas posigdes
reticulares, alternadas por camadas de carbonato (figura 01b). A maior diferenca entre estes
pares polimorficos ocorre na organiza¢do e orientagdo do carbonato. A aragonita apresenta
um empacotamento reticular mais denso e sob condigdes normais de temperatura e pressio
(figura Ola), se cristaliza em forma de agulhas (cristais aciculares, figura 02a), sem se
converter em cristais grandes e com tendéncia a formar aglomerados esferuliticos de alta
porosidade. A calcita, por outro lado, se cristaliza em romboedros, formando grandes cristais
(figura 02b). Devido ao seu empacotamento, apresenta planos de clivagem por onde uma
trinca se propaga com muita facilidade, apresentando fraca resisténcia mecédnica, sendo
extremamente quebradica. A aragonita, ndo possuindo planos de hicil clivagem, se mostra

mais resistente a trincas|5].

(&)

Figua 1: Estrutura cristalina da aragonita (a) ¢ calcita (b) [fonte: ref. 5].
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Figura 02: Micrografia Eletronica de Varredura de cristais de aragonita (a) e
calcita (b), a barra de aumentos corresponde a 20 um [fonte: ref 50]

De acordo com Kitano [7], a presenga de outros ions de carga dupla na solugdo de
CaCO; , em particular Mg"', bem como uma variedade de pequenas moléculas organicas,
favorecem a formagao de aragonita. Desta forma, acredita-se que a regulagdo do polimorfismo
aragonita-calcita em organismos dependa da concentragdo dos ions presentes, principalmente
Mg'', na solugdo precipitante[2], existindo até modelagem tedrica sobre os efeitos deste
ion[8]. Além deste fator, determinadas moléculas organicas também interferem na formagdo
destes cristais, alterando sua solubilidade e forma[4, 9]. Assim, o entendimento do processo
biologico de controle da cristalizagdo pode levar a possibilidade de se obter mecanismos
analogos, aplicaveis em sintese inorganica [1, 3].

O estudo deste assunto € de grande interesse na area de biologia estrutural, medicina,
crescimento de cristais, ciéncia do estado solido e tecnologia de materiais. Como aplicagdes a
longo prazo, podemos destacar a confecgdo de proteses, filtros, compreensdo da formagdo de
dentes, ossos, calculos renais, sintese controlada de insumos de eletronica e catalise, matérias-
primas para engenharia e mineragdo marinha[10, 11,12].

Neste sentido, diversos trabalhos ja foram publicados no campo da biomineralizagao,
visando a sua compreensdao. Recentemente foram publicados artigos com ensaios
biomiméticos utilizando proteinas extraidas de conchas marinhas e acidos carboxilicos

especificos[13, 14], além de introduzir laminas de vidro em abalones vivos (Haliotis
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rufescens), sobre as quais houve deposigdo de material perolado ("pérolas chatas")[15]. Os
estudos de biomineralizacio véo desde cristais de didxido de silicio em plantas, passando por
estatdlitos em insetos, denticdo de ratos, & formagdo de conchas marinhas[15-21], assim como
os possiveis mecanismos{12, 22-24]. Ha consenso de que determinadas proteinas exercem
importante fator na orientagio dos cristais formados, possivelmente através de efeito
eletrostatico, dirigindo o arranjo cristalino[1, 25]. As tentativas de biomimetizar o fendmeno
sdo significativas; existem referéncias que relatam o uso de liquido circulante do interior de
bivalves[26, 27] e um similar artificial deste liquido, discutindo os efeitos de aminoacidos,
magneésio e do proprio liquido, incluindo efeitos de inibigdo[22]. Com o mesmo intuito, outro
artigo refata o uso de quitina e fibroina de seda, como suporte de crescimento dos cristais [2,
28]; ainda outros descreveram sobre o uso de materiais de origem ndio-biologica, como
suportes para a cristalizagdo de CaCOs in vitro, tais como vidro e poliestireno modificado,
em cujas superficies foram ancoradas proteinas(24, 29]. Trabalhos publicados em literatura
por diversos autores levam a crer que determinadas proteinas interferem no crescimento da
estrutura cristalina dos compostos inorginicos, com orientagdo, morfologia e habito dos
cristais bastante especificos. Porém, ainda ha muito a ser esclarecido a respeito do mecanismo
de deposi¢do e sobre as variaveis embutidas no fendmeno [1, 15, 27).

O modelo tebrico[22, 29] mais aceito atualmente para explicar o direcionamento
preferencial de crescimento dos cristais de carbonato de célcio parte da constatago de que a
matriz protéica envolvida na construgio destas estruturas possui principalmente residuos
aspartato e glicina, predominando a seqiiéncia Asp-X-Asp-X (18-38 %, sendo X=serina ou
glicina) na matriz protéica associada a formagdo de calcita. Nos casos onde se observoram a
presenga de aragonita, foram constatados menor quantidade da seqiiéncia Asp-X-Asp-X (8-14
%). Desta constatacio foi proposto que a seqiiéncia Asp-X-Asp-X atua como direcionador na
mineralizagdo, complexando com os ions Ca’" na forma indicada pela figura 03:

Como exemplo ilustrativo de trabalhos recentes na area de biominerais, tem-se o artigo
de Addadi e colaboradores[28], cuja equipe vem apresentando trabalhos nesta area de pesquisa

e cujos resultados concordam com o modelo apresentado.
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| |

—Asp—X—Asp—X—Asp—X—

Figura 03: Modelo esquematico de como a seqiiéncia Asp-X-Asp-X direciona a mineralizagio
de CaCOs, os grupos carboxilicos fazem parte da estrutura do residuo aspartato, aqui omitidos
para simptificar o desenho..

Experimentalmente, 0os autores extrairam proteinas presentes em conchas de Afrina
serrata por métodos quimicos, isolando diferentes fragdes por cromatografia de aito
rendimento. As fragdes isoladas foram adsorvidas em B-quitina extraida de lulas, previamente
tratada com fibroina de seda. A B-quitina purificada quimicamente foi tratada com solugio de
CaCl; (10 mmol.L™"), sobre a qual adsorveu-se fibroina de seda (solug@io a 2%). Apds este
tratamento o substrato foi imerso em solugdo de CaCl; (10 mmol.L™) contendo as proteinas
(10-100 nmol.mL™") por 12 h. O material resultante foi colocado dentro de um dessecador,
onde permaneceu por dois dias em presenga de carbonato de aménio. Os cristais de carbonato
de calcio se formavam no interior do substrato, pela reagio entre o CaCl; e o (NH,),COs3
difundido pela atmosfera interna do dessecador. Método analogo foi utilizado para
experimentos com polipeptideos sintéticos

Neste trabalho, a segdio de resultados estd dividida em 3 partes. Na primeira parte, os
autores indicam a caracterizagdo estrutural do complexo de macromoléculas quitina em matriz
de seda. e também descrevem o resultado de marcagdo de proteinas adsorvidas em
poliestireno, na quitina e na estrutura formada de quitina e fibroina de seda. A analise por
microscopia de fluorescéncia, utilizando isotiocianato de rodamina, monitorada e comparada
entre estes sistemas. Em poliestireno ndio foi observada nenhuma fluorescéncia, sobre a
quitina, observou-se baixa fluorescéncia, j4 o conjunto seda e quitina, mostrou intensa
fluorescéncia.

Na segunda parte ¢ relatado o isolamento de fragSes macromoleculares responsaveis

pela nucleagdo de aragonita. O processo consiste na extragdo de macromoléculas incorporadas
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a camada nacarada da concha do molusco denominado A#rina serrata. Foi utilizado um
método recentemente desenvolvido de troca idnica para dissolugiio do mineral na auséncia de
qualquer agente quelante ou condigdes 4cidas denaturantes. O rendimento de proteinas foi de
aproximadamente 0,01 de aminoacidos por massa unitaria de mineral, com as seguintes
composigdes tipicas dos principais aminoacidos ( % em moles de proteina total) Asp (25), Gly
(18), Ser (14), Ala (9) e GlIx (8). Os componentes do montante de macromoléculas foram
separados por fracionamento, utilizando cromatografia liquida de alto rendimento, em uma

coluna de troca idnica. Cada frag4o foi adsorvida em separado sobre o substrato composto de
' quitina e fibrofna de seda.

Dos tratamentos resultou que determinadas fragdes induziram a formagio de vaterita e
calcita sobre a superficie do substrato, enquanto que outras fragdes induziram a produgio de
aragonita principalmente. As observagdes via MEV mostram que o complexo seda-quitina e o
mineral estdo intimamente associados, com cada cristalito mantendo contato com a matriz
orgénica. Esses cristalitos se mostraram na forma de agulhas de aproximadamente 1-2 um de
comprimento. Este fato contrasta com o resultado obtido quando se utilizava todas as
macromoléculas simultaneamente, que produziram cristais elipticos com tamanhos na faixa de
100 a 300 nm. Foi observado localmente uma orientagio preferencial dos cristalitos em forma
de agulhas, mas nunca se observou cristalizagio massiva de aragonita no conjunto como um
todo das macromoléculas. Acima de tudo, com o objetivo de induzir a nucleagio de aragonita
pelo conjunto total de proteinas, pelo menos 10 ug/mL de proteina foi usado na etapa de
adsorg@o, sendo que em concentragdes menores produziu-se misturas de calcita e aragonita,
ndo havendo cristalizagio dentro do substrato quando da auséncia de proteina adsorvida,
indicando que a formagdo de aragonita se da através de nucleacglo seletiva nesta fase, bem
como a inibigEo de calcita.

Na terceira parte, os autores utilizaram anilogos sintéticos de macromoléculas
polipeptidicas como agente nucleante. A escolha dos polipeptideos foi baseada na observacio
de que as macromoléculas presentes nos tecidos mineralizados mostravam alta concentragio
de 4cido aspartico, bem como locais onde ha grande concentragio de acido glutimico. Deste
modo, foram escolhidos 4cido poli(Asp-Leu), poli(Leu-Asp-Asp-Leu), poli(Leu-Glu),
poli(Leu-Glu-Glu-Leu, poli(Asp) e poli(Glu} e outros contendo séries repetitivas do residuo de

acido glutdmico.
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. Poli(Asp) e poli(Glu) mostraram massiva deposi¢io de esferulitos (100 a 400 por 25
mm?) dentro da quitina, com nenhuma ou pouca cristalizaglio sobre a superficie ou em torno
do substrato. Tanto a aragonita quanto a calcita se formaram, tendo no caso de poli(Asp), nove
casos entre quinze onde esferulitos de aragonita foram mais abundantes, enquanto que no
poli(Glu), predominantemente houve formagio de calcita (6 casos em 9). O exame por MEV
dos esferulitos de aragonita mostraram cristalitos isolados na forma de bastdes alongados de
100 2 200 nm. Os cristalitos de calcita mantiveram a tipica morfologia romboédrica de calcita
sintética, com dimensées em torno de 400 nm.

Quando se utilizou poli(Asp-Leu), os esferulitos se formaram dentro da quitina em
apenas 4 de 12 experimentos, porém, nesse caso, 0s cristais eram compostos exclusivamente
de aragonita na forma de agulhas alongadas, similares is obtidas a partir da frago protéica na
qual foi observada massiva deposigéo de aragonita, descrita na segunda parte desta sec3o.

Com estes resultados experimentais os autores elucidam aspectos importantes no
processo de biomineralizago, tais como a difusdo de ions e macromoléculas, adsorgio e
justaposicio de proteinas. Também discutem sobre a necessidade de se criar um
microambiente que reproduza, pelo menos em parte, o encontrado em sistemas hiolégicos
onde ocorre a biomineralizagdo. Constatam a importincia da presenca de determinadas
macromoléculas orgénicas (proteinas), confirmando a participagio destas como direcionadores

estruturais na formagdo de biominerais, induzindo a formagdo de aragonita.

1.2. Anéis de Liesegang[30]

O fendmeno da precipitagdo periddica, ou anéis de Liesegang ¢é conhecido ha muitos
anos, sendo a sua descoberta atribuida a Raphael E. Liesegang, tendo o seu nome assim,
relacionado ao fendmeno. Na experiéncia original de Liesegang[31], um cristal de nitrato de
prata (AgNOs) era colocado sobre uma lamina de vidro recoberta com uma solugio diluida de
dicromato de potassio (KzCr;07) em gelatina. O precipitado de dicromato de prata (Ag;Cry07)
nfo se formava continuamente a partir do cristal de nitrato de prata, como seria de se esperar,
mas era caracterizado pela presenca de espagos vazios, ou seja, formava-se em bandas

concéntricas, ou anéis em torno do cristal.
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A variedade de substincias que formam anéis é enorme, tendo-se afirmado que todas
as reacdes que produzem precipitado poderiam ocorrer ritmicamente, quando sujeitas as
condigdes adequadas. Apesar da afirmagdo parecer um pouco ambiciosa, 0 nimero de reagBes
que dio origem ao fendmeno da precipitagio periddica é realmente grande.

Isemura[32] apresenta uma lista de mais de 30 reagdes em gelatina, enquanto Morse
[33] analisa vinte e seis reagdes que manifestam periodicidade em solugdes aquosas.

As experiéncias sobre os anéis sdo, em geral, ou efetuadas em tubos de ensaio, levando
a formagio de bandas verticais ou em placas horizontais, onde sdo obtidos anéis concéntricos,
como nas experiéncias originais de Liesegang. Na figura 04 é apresentado um desenho

esquematico de como este fendmeno se apresenta visualmente.

Figura 04: Desenho esquemitico do fendmeno denominado “anéis de Liesegang”. A direita

em placas de petri e 4 esquerda em tubos de ensaio.

Na maioria das experiéncias, utiliza-se um gel como meio dispersante; um dos
reagentes ¢ adicionado ao gel antes deste se solidificar, sendo geralmente chamado de
eletrélito interno. Apés a solidificagdo do gel, o outro reagente (eletrélito externo) € colocado
no topo do tubo {ou no centro do disco); difundindo-se através do gel a partir da interface de
contato gel-eletrélito externo, formando uma regido continua da precipitacio e, apds essa
regido, obtém-se as bandas descontinuas.

A utilizag3o de géis deve-se, basicamente, & sua caracteristica de evitar a ocorréncia de

correntes convectivas, o que facilita a execugio das experiéncias.
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Qutros fatores importantes sio as concentragdes do eletrélito interno e extemo.
Normalmente, afirma-se que a concentragdo do eletrdlito externo deve ser significativamente
maior que a do efetrélito interno. Realmente, observa-se que, quanto maior a concentragdo do
eletrdlito externo, maior o nimero de anéis formados e menor a disténcia entre eles, tornando
se continua a precipitagio para concentragSes muito altas [31].

Algumas observagdes indicam que um parimetro importante seria a diferenca entre a
concentragio dos dois eletrdlitos ¢ os seus valores absolutos. Em geral, qualquer dos dois
reagentes pode ser feito eletrdlito externo ou interno, apesar de em alguns casos ocorrerem
alteragdes devido a essa troca.

Com relagiio a temperatura, tanto a solubilidade do precipitado como a velocidade de
difusdo sdo influenciadas, o que leva a uma alteragéio na estrutura dos anéis. Com o aumento
da temperatura, menos bandas sio formadas e a disténcia entre elas aumenta, apesar do
inverso ocorrer em certos casos. Outros fatores que também podem influenciar a formagio
dos anéis ¢é a presenga de impurezas no gel e o valor do pH.

Qutra caracteristica importante dos anéis é que a medida que a distdncia entre o ponto de
contato entre os eletrélitos e o ponto inicial aumenta, aumenta o intervalo entre os anéis.
Existem casos onde ha inversdo deste comportamento, ou seja, a medida que a distincia
aumenta ha uma redugao gradual do intervalo entre os anéis.

Alguns pesquisadores relataram a formagio de particulas coloidais antes do
aparecimento dos anéis, levantando a questio de que a formagdo destes seria ou um fenémeno
de pré-nucleagio (onde o local de formag#io dos anéis seria determinada por eventos anteriores
a nucleagfo), ou de pés-nucleagdo (onde inicialmente ocorreria a nucleag@o ao longo de toda a
solugdo e posterior formagao dos anéis).

A questdio da formagio de uma dispersdo coloidal anterior ao aparecimento dos anéis
surgiu como conseqiiéncia da teoria de coagulagdo, que supunha que a precipitagio era
ocasionada pela coagulagdio de particulas coloidais. Apesar desta teoria ter sido usada em
alguns trabalhos para explicar dados experimentais, aparentemente ndo possui atualmente
mais adeptos.

A idéia da pré-nucleagio antes da fase precipitada entretanto, ndo foi abandonada,

tendo sido realizados alguns estudos para comprova-la. O fato da formagdo dos anéis de
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Liesegang ser um fenmeno de pré ou pés-nucleagdo, crucial do ponto de vista tedrico, vem

sendo ainda objeto de discussio.

Modelo tedrico

Os modelos tém, em geral, procurado descrever a formagio dos anéis através de
mecanismos envolvendo a difusdo, reagdo quimica e posterior precipitagio. Ostwald{36}
explica o fendmeno de formagiio de anéis com aumento de espagamento entre eles utilizando
um modelo conhecido como Teoria de Supersaturago. Flicker e Ross[43), tentaram explicar
aqueles nos quais hi reducio do espagamento, por meio de um mecanismo de pré-nucleagio;
Bradford[45], tentou explicar a existéncia dos espagos vazios entre os anéis como sendo
causados pela adsorgdo do eletrolito intemo pelo precipitado. J4 Dahr e Chatterji[46],
levantaram a hipétese de que o precipitado seria produzida por uma dispersio coloidal que,
por difusdo, daria origem as bandas por adsor¢do entre as particulas (teoria de pés-nucleagio).
Shinoharaf47], revisou a teoria de Dahr ¢ Chatterji, eliminando a necessidade da difusdo das
particulas coloidais, propondo um mecanismo de floculagdo das particulas coloidais.

Apesar de tantos estudos sobre o fendmeno, ainda hoje nio ha um consenso sobre o
mecanismo[30]. Aqui, ¢ apresentado apenas um modelo cuja idéia basica ainda é utilizada em
inimeras publicages e que se adequa a este trabatho; conhecido como Modelo de
Supersaturag@o, publicado em 1897 por Wilhelm Ostwald[36].

Ostwald supds que a precipitagdo ndo ocorria imediatamente a formagZo do produto,
mas somente apos atingir um certo grau de supersaturagdo. Em outras palavras, haveria a
difusdo dos ions do eletrélito externo no gel, ocorrendo reagiio entre este € o eletrdlito interno,
aumentando o valor do produto de solubilidade até que, em algum ponto atras da frente de
difuséo, o valor critico de supersaturagio seria atingido, provocando a precipitagéo do produto
de reagdo neste local. Os ions em soluglo, em torno deste local, difundir-se-iam para o nicleo
de precipitagdo, diminuindo sua concentragio nas regiSes vizinhas, impedindo a precipitagio
nestes locais, onde o valor critico de supersaturagdo ndo seria atingido. A partir deste

momento, reiniciava-se o mesmo processo, difusdo, supersaturagdo e precipitagdio em um
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ponto mais adiante; tendo como ponto de partida ¢ primeiro anel, considerado como uma nova
origem de contato entre os eletrdlitos.

Este processo se repetiria, formando uma série de bandas e, & medida que isto ocorre,
as concentragdes dos reagentes diminuem, provocando um aumento na separagdo entre as

bandas.

Bauer, utilizando uma anologia 4 equag@o de condugio de calor, propds para a difusio
de ion em gel a equagdo[32]: |
du/dt = a%.(5*uBX?)
onde: u = ion difundindo de um liquido para o gel a’ = constante de difusdo
X = espagamento entre os anéis t =tempo
A partir desta equacdo se obtém uma base matematica para a teoria de supersaturagio
de Ostwald, onde a razio entre o intervalo entre a n-ésima e a (n+1)-ésima banda pode ser
dado por:
AXpri/AXp=1+p
sendo p:
AX/X* ~ At/2.t* = p ~ constante
onde t* € o tempo necessério para formar o precipitado e X* a distancia do local de formagéo
do mesmo. Se o intervalo entre a interface (“stopper”) e a primeira banda é dado por AX,,
pode se escrever a série:
AXj/AXp=1+p, AXo/AX;=1+p,... AXW/AXp1=1+p
da a relagéo:
AX/AXo= (1 +p)*
se o lado direito € expandido por teorema binomial, obtém-se:
AX/AXg = {1+ n.p + [n(n - 1)/2!]p* + (n(m- 1)(n—2)/3!}p’ +...}
ignorando os termos maiores devido a p ser pequeno:

AXp= AXp {1+ np +[n(n- 1)1'2]112

ou: AX, = AXp + AX(1 - p2)p.n + (AXp/2)p’n?
como AXje p sdo constantes, podem ser denotados como:
AX, = a, AXo(1 - p/2)p.n=b, (AXo/2)p'n’=¢

que fornece a equagéio quadratica observada empiricamente:
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AX,=a+bn+cn’,
Novamente, ressalta-se que este modelo se aplica apenas ao observado neste trabalho,

nfo se aplicando a todos os casos de formag8o de anéis, havendo varios outros modelos[30].

1.3. Objetivos

O objetivo deste trabalho € estudar a cristalizagdio de carbonato de cdlcio em solugio,
sua adesdo em suportes solidos (parafina, polietileno ¢ membrana de ovo), a influéncia da
adigiio de cloreto de magnésio na morfologia dos cristais e, principalmente, a obtengio de
agregados policristalinos associados a material orgénico (albumina, colageno, agar), com
morfologia préximos daqueles encontrados em biominerais.

A parafina e o polietileno foram escolhidos por serem de natureza quimica totalmente
diferente da membrana de ovo, que reconhecidamente é um bom suporte para deposicio de
carbonato de célcio. Além de terem natureza quimica totalmente diferente, a parafina e o
polietileno podem ser moldaveis e também pode-se alterar a natureza quimica de sua
superficie por dissolugdo compostos quimicos (p. ex.: tensoativos).

No caso da associagdo cristal/matéria orgénica, a literatura[15] mostra que biominerais
sdo constituidos de agregados policristalinos onde o material orginico (proteina) exerce a
fungéio de agregador dos microcristais.

Como ja foi mencionado, ha um crescente interesse em se obter materiais analogos aos
biominerais, levando-se em conta o seu potencial de aplicabilidade na obtengio de materiais

sintéticos com propriedades fisicas e mecdnicas também analogas.
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2. Experimental

“Que ¢ homem contemple a Natureza inteira em sua clevada e
plena majestade, que ele afaste a vista dos objetos baixos que o
cercam. Que ele veja essa brilhante luz como uma lampada eterna para
iluminar todo o Universo, de modo que a Terra Lhe parega um ponto do
vasio irajeto que este astro descreve, e que se espante com o fato de
que esse vasto trajetc ndo € mais que uma ponta muito delicada
comparada com o trajeto que os astros que giram no céu abracam. E, se
a nossa vista se detém ai, que a imaginaglo a substitua; ela se cansard
mais de conceber do que a Natureza de aferecer. Todo esse mundo
visivel nfo ¢ mais do que um trago imperceptivel no amplo seio da
natureza. Nenhuma idéia dela se aproxima. Em vio tentamos ampliar
nossas concepgdes para além dos espagos imagindrios, e ndo criamos
mais do que dtomos em troca da realidade das coisas. E uma esfera
Cujo centro esta em toda a parte ¢ a circunferéncia em parte alguma.|...]
Que o homem, voltando-se para si mesmo, considere o que cle é em
comparac&o com o que €; que ele se veja como desgarrado nesse canto
desviado da Natureza, e que dessa pequena cela onde se encontra
alojado, que entendo como o Universo, ele aprenda a estimar a Terra,
os reinos, as cidades ¢ ele mesmo pelo seu justo valor. Que é o homem
no infinite? ...“

Blaise Pascal — Penseés.

2.1. Material e equipamentos

Reagentes

-Agar bacteriolégico - Biobras;

-Carbonato de clcio anidro, grau analitico - Farmacia Brasileira;

-Carbonato de sodio anidro, grau analitico - Grupo Quimica e Art Lab;

-Cloreto de calcio anidro, grau analitico - Vetec;

-Cloreto de Magnésio, grau analitico - Vetec;

-CO; solido (gelo seco) - Liquid Carbonic;

-Colageno comercial - Otker;

-Qvo de galinha in natura - comercial;

-Polietileno de baixa densidade, d=0,915 g/L - Aldrich;

H]

‘Parafina, p.f. = 65-68 °C - Aldrich.



Equipamentos basicos

-Bomba dosadora peristaltica Milan;

-Difratdmetro Philips modelo PW-1710;

-MicroscOpio Optico e acessérios para registro fotografico Olympus CBA-K;

-Acessérios do microscopio: cdmara fotografica Olympus modelo PM-6 e
exposimetro Olympus modelo EMM-7

-Microscdpio eletronico de varredura JEOL JSM 840A e acessorios de
preparagdo de amostras;

-Vidraria comum (béqueres, erlenmeyers, placas de petri, etc...);

-Vidraria especial (reatores).

- Banho termostatico com unidade de aquecimento Marconi.

2.2, Métodos

2.2.1. Cristalizaciio de CaCOj; em solugido aquosa

Preparaciio de solugdio supersaturada de Ca(HCOs),

Em uma cuba cilindrica de 2,5 L foi adaptado um funil com placa de vidro sinterizado
(gooch) em cuja haste adaptou-se uma saida lateral, com torneiras em ambas as saidas (figura
05). Mantendo a torneira inferior fechada, foi injetado CO; pela torneira lateral, por meio de
uma mangueira de latex conectado a um kitassato de 1 L contendo gelo seco; em seguida, foi
adicionada & cuba agua destilada e carbonato de cilcioc em excesso.(ca. 0,7 g/L). Esta
seqiiéncia foi elaborada e seguida cuidadosamente apds ter sido notado que, na seqiiéncia
inversa (adigdo de agua e posterior injegdo de CO»), 0 gas encontrava certa dificuldade em

empurrar o liquido presente no interior da placa sinterizada e vencer a coluna de agua acima

dela



Cuba de vidro contendo
dgua destilada e (.",atCO3

funil com placa de

" vidro sinterizado
= Tomeiras
Tubo flexivel de Etex
"

r-Rolha

— 7 —

kitassato contendo — |
gelo seco _

Figura 05: Montagem para produgio de Ca(HCOQs), a partir de CaCO; e CO,.

Cristalizagio de CaCO; em solucio

Apds uma hora de fluxo de CO; interrompeu-se ¢ borbulhamento e, através da torneira
inferior coletou-se a solugdo supersaturada em béqueres de 500 mL, em porgdes de
aproximadamente 400 mL, os quais eram mantidos em repouso por sete dias, durante os quais
os cristais se formavam tanto na superficie como nas paredes dos béqueres. Apos este
intervalo, coletavam-se os cristais formados na superficie (figura 06) com o auxilio de uma
lamina de vidro propria para microscopia optica. A ldmina com o material coletado, depois de
seco ao ar, era entdo analisada através de microscopia ptica.

Para os experimentos na qual foi adicionado MgCl;, o procedimento foi o mesmo
descrito acima, onde 1,00 g de MgCl; foi dissolvido 4 solugio inicial de Ca(HCOs),. Todos os

experimentos desta secgdio foram realizados em triplicata,
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Cristais
Solugéo de

bicarbonato de
~_ célcio

Béquer (500 mL)

Figura 06: Disposigio da montagem para
cristaliza¢@io de CaCOs.

O método anteriormente descrito é uma adaptagiio de outro descrito em literaturaf7),
para se obter uma solugdo supersaturada de CaCO;. No método acima apresentado, o tempo de
injegdo de CO; foi reduzido de 24 hs para 1 h. A adaptagdio foi realizada da seguinte forma;
dentro da cuba reacional, em cuja parte inferior estava passando CO. gasoso, foram
adicionados 2 L de agua destilada. Posteriormente, em pequenas por¢des (~0,2 g), adicionava-
se CaCO; até completa dissolugdo, sendo anotado o tempo até o momento em que nio se
observou dissolugdo da Gltima aliquota (3 hs).

O teste foi repetido nas mesmas condigdes, adicionando-se uma quantidade de CaCO;
proxima a quantidade provavel de saturagio (1,93 g para 2 L de agua destilada), anotando-se o
tempo gasto para a dissolugdo. A reaglo foi levada a termo depois de 3 h, sendo ainda
observada pequena quantidade de CaCO; ndo solubilizado (corpo de fundo). Novamente foi
repetido o processo para 1,50 g de carbonato, sendo que apés 1,5 h foi observada apenas
ligeira turvagio da solugdo. Repetiu-se o processo para a mesma quantidade (1,50 g) e, apos 1
h, obteve-se 0 mesmo resultado. Desta forma, fixou-se o tempo em 1 h e a quantidade de 1,50
g de CaCO3/2 L de agua destilada.

2.2.2. Cristalizacdo de CaCOQ; em suportes sélidos

Com 2 finalidade de observar adesdo ¢ crescimento de cristais de CaCO; em suportes

solidos foram utilizados parafina, polietileno e membrana interna de casca de ovo de galinha.
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Em todos os experimentos acima descritos utilizou-se aliquotas de 400 mL de solugéo
supersaturada de Ca(HCOs); em béqueres de 500 mL., em triplicata ¢ o tempo utilizado para a
cristalizagio foi de 7 dias.

Cristalizac#o em Parafina

Para se cristalizar CaCO;3 em parafina, primeiramente aqueceu-se parafina sobre agua
destilada em um béquer de 500 mL, para se obter uma placa delgada e aproximadamente do
mesmo didmetro do béquer no qual ocorreria a cristalizagdo. Apos a fusio da parafina,
desligou-se o aquecimento e deixou-se 0 mesmo esfriar. O suporte solido foi entio colocado
sobre a solugdio de Ca(HCOs), (figura 07); apés 7 dias foi retirado e analisado em

microscopio optico.

ristaliz m Polietileno

Na cristalizagdo em polietileno utilizou-se polietileno granular que, apos ser lavado
uma vez com uma solugéo de HCI (~ 2 M) e enxaguado por trés vezes com agua destilada, era
simplesmente depositado sobre a solug3o supersaturada de Ca(HCOs); (por ser menos denso
que a agua, o polietileno permanecia na superficie), procedendo-se de modo analogo ao

descrito para a parafina.

Béquer (500 mL)

——v

/’?_— Suporte sélido

——+—Solugdo de

] Ca(Heo,),
————

Figura 07: Montagem para cristalizagdio
de CaCO; em suporte sélido.
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Cristalizacio em membrana de ovo

A membrana de casca de ovo (figura 08) foi obtida a partir de ovos comerciais de
galinha in natura. A extragiio mecénica da membrana foi realizada com o auxilio de uma pinga
metélica; apos retirada a membrana, esta foi lavada com Agua destilada, cortada ainda umida
em duas partes, sendo uma colocada cuidadosamente sobre a superficie da solugio
supersaturada de Ca(HCO3);. Paralelamente, a outra parte da amostra da mesma membrana foi
depositada sobre uma lamina de vidro, apropriada para microscopia éptica e, apos ter sido seca
ao ar, foi observada em microscopio optico para se certificar de que a mesma ndo possuia

cristais aderidos provenientes da casca de ovo.

Casca ema
Membrana Interna
{lara

Figura 08: Estrutura de um ovo.

Microscopia éptica

As amostras obtidas por cristalizag8io em solugdo foram recolhidas em ldminas de vidro
para microscopia ptica, secas ao ar e levadas ao microscépio para observagio e aquisicio de
fotos.

Procedimento basico de aquisigio de fotos: Com a cimara e o exposimetro {calibrado
previamente) ja acoplados ac microscdpio, observava-se a amostra;, através do exposimetro
era avaliado o tempo de exposig3o do filme fotografico & imagem, dependendo da intensidade
luminosa total da amostra. O tempo de exposigio da pelicula fotografica era controlado
manualmente mediante a utilizagdo de uma extensdo flexivel acoplada ao botdo do obturador
da cimara fotografica. O filme fotografico utilizado foi do tipo comercial (Kodak) colorido -

ASAI100 e a revelagio seguiu métodos usuais praticados comerciaimente.
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2.2.3. Cristalizaciio de CaCO; em gel.

Os primeiros ensaios foram realizados em tubos de ensaio, como ¢ descrito usualmente
na literatura, obtendo-se uma interface entre a solugéo (de eletrélito externo) e a gelatina
(contendo o eletrélito interno) composta de cristais de CaCOs. A partir destes resultados
preliminares, foi idealizado um sistema mais dindmico, simulando uma renovagdo continua de

reagente durante a cristalizag@o, que se converteu na montagem descrita a seguir.

Sintese de anéis de Liesegang

Para os experimentos envolvendo anéis de Liesegang foi idealizado um reator que
simulasse condigBes de troca dindmica de reagentes, tal como em sistemas vivos. Este reator
consiste em um béquer externo de 500 mL; um tubo de vidro de 4 cm de didmetro interno e
fechado em uma das extremidades, préximo & extremidade fechada foram soldados dois tubos
de vidro de 0,2 cm de didmetro interno em posigdes diametralmente opostas e com um
desnivel de aproximadamente 0,5 cm entre eles (figura 09); a solugio de eletrélito externo
entra pelo tubo inferior e sai pelo tubo superior com a ajuda de uma bomba peristaltica

acoplada a juzante (figura 10).

Erdragia & saide

Realor (clindro com
fundo shedn)

Gel rontends clonate
ds cékis

BéquerBUG mil}

Figura 09: Montagem do reator.
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mangueiras

— Reator
/ Bomba
/ peristatic Solugéo de
Gel = Naf0,

e _

———

\
——— ——m

Figura 10: Montagem completa para cristalizagio em gel de agar.

O procedimento de preparagdo dos anéis de Liesegang foi concebido a partir de
tentativa e erro e os valores experimentais foram escolhidos arbitrariamente. Basicamente
como se segue: no béquer de 500 mL contendo 400 mL de agua destilada, foram dissolvidos
10 g de CaCl,, e 2 g de agar bacteriologico, nesta seqiiéncia e sob agitagio magnética. A
mistura formada foi aquecida até atingir a temperatura de ebulicio, mantida por
aproximadamente 1 minuto sob fervura;. Ao béquer, contendo a solugio ainda quente, foi
entdo colocado o tubo de vidro que corresponde & parte interna do reator, j4 com as
mangueiras acopladas a entrada e saida da solug8o e, por meio de aspiragio pelas mangueiras,
elevou-se o nivel da mistura no interior do reator até alguns milimetros abaixo da entrada
superior do reator; as duas extremidades livres das mangueiras foram unidas entre si com o
auxilio de um conector, para impedir o retorno da mistura ao seu nivel original. A mistura,
ainda liquida, foi mantida em repouso para solidificar por aproximadamente 12 horas.

A parte, preparou-se uma solugio de Na;COs a qual, apds a solidificagio da gelatina,
se fez passar pela parte superior do reator por meio de uma bomba peristaltica, cujo fluxo é de
aproximadamente 200 mL/h, como ilustrado na figura 07. Deve se frisar que existe uma
pequena diferenca de altura entre a entrada e saida superiores, estando a saida em posicdo
ligeiramente superior em relagdo 4 entrada do reator. Apds 3 dias, o gel foi retirado do reator
por meio de sopro pelas saidas superiores e a parte contendo o material precipitado foi
separada por corte, depositada sobre placa de petri e colocada em geladeira para secar

(liofilizacdo) durante uma semana ou mais, dependendo da espessura da amostra, sendo
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posteriormente caracterizada via difratometria de raios X e microscopia eletronica de
varredura.
Também foram realizados alguns experimentos a temperatura controlada (30-34 °C),

nos quais o reator foi parcialmente imerso em um banho termostatico de 4gua, como ilustrado

na figura 11.
untdade de
aquecimento ¢f —— reator
circulader de bomba
agua peristaltica
banho de
agua
‘\..‘-I.l.li\
!!h‘u —
T suporte

Figura 11: desenho ilustrativo do reator imerso em banho termostatico.

Este banho consiste em uma cuba de vidro com capacidade de aproximadamente 20 L,
uma armag¢dio de arame que serve de apoio ao reator ¢ uma unidade de aquecimento com
sistema de circulagdo de 4gua acoplado. Utilizou-se uma cuba de proporgdes relativamente
grandes com o intuito de assegurar uma boa inércia térmica, através da quantidade de agua a
ser aquecida/resfriada. A parte superior do reator foi coberta com placas de isolante térmico
(nfo ilustrado na figura, para melhor entendimento da montagem), para assegurar

homogeneidade de temperatura.

Microscopia Eletronica de Varredura

As amostras obtidas pelo método de formagio de anéis de Liesegang apresentaram

cristais pequenos demais para serem observados por microscopia Optica, sendo usada

a
5
£
v
g.
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microscopia eletrénica de varredura, onde as mesmas foram fraturadas por meio de flexdo
mecénica e colocadas em suportes apropriados para microscopia eletrénica de varredura e
recobertas por filme de ouro (cerca de 4 nm) de espessura, pelo processo de “sputtering”
("Sputer" Edward S$150B); o suporte utilizado era do tipo grande, com 2,5 cm de didmetro. O
microscopio (JEOL JSM 840A) operou a 25 kV em condigdes de vacuo de 0,1 a 0,01 Pa. A
analise foi realizada no Laboratério de Microscopia Eletrénica do Instituto de Fisica da USP ¢

as micrografias foram obtidas por Fiavia M. Cassiola.

Difracgio de raios X

Para a andlise de difragdo de raios X foi usade o método de pd, onde as amostras,
depois de secas, foram pulverizadas manualmente em almofariz de 4gata, fixadas em uma
limina de vidro (dimensdes: 0,2 x 1,5 x 5,0 cm) com graxa de silicone e levadas a um
difratémetro Philips, baseado no modelo PW-1710, utilizando radiagdo de um tubo de cobre
(linha ke, a A= 1,54060 nm), com tensdo de 40 kV ¢ corrente de 30 mA; o intervalo de
aquisi¢@o foi de 2 segundos por passo. O equipamento possuia monocromador acoplado ao
feixe de radiagdo. As analises foram realizadas no Laboratorio de Difragio de Raios-X do
Instituto de Fisica da Unicamp.
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“Mas, para lhe apresentar outro prodigio igualmente
espantoso, que ele procure no que conhece, as coisas Imnais
delicadas. Que um mindsculo inseto lhe oferega na pequenez de
seu corpo, partes incomparavelmente menores, permas com
juntas, veias nessas pernas, sangue nessas veias, humores nesse
sangue, gotas nesses humores, vapores nessas gotas. Que,
dividindo ainda mais essas coisas, cle gaste seus esforcos em
suas concepedes e que o objeto final a que ele chegar, seja o de
nosso discurso; ele pensard, talvez, que se trata da menor
particula da Natureza. Eu desgjo fazé-io ver ali dentro, um novo
abismo. Dessjo que veja nfio s6 o Universo visivel, mas a
imensidade que se possa conceber sobre a Natureza, dentro dos
limites desse resumido atomo. Que ele veja um infinito
Universo, cada um com seu firmamento, seus planetas, sua
Terra, na mesma proporgio do mundo visivel, nessa Terra,
animais € 03 pequeninos insetos nos guais encontrard o que 0s
primeiros lhe revelaram; ¢ encontrando nesses outros a mesma
coisa sem fim e sem repouso, que ele se perca nessas
maravilhas t30 espantosas por sua pequenez quanto as outras
por sua extensdo. Pois quem ndo se admiraré de que o nosso
corpo, que ndo era perceptivel no Universo, imperceptivel no
seio do todo, seja agora um colosse, um mundo, ou um todo
com relagio ao nada onde ndo s¢ pode chegar? ...”

Blaise Pascal ~ “Penseés”,

3. Resultados

Esta linha de pesquisa foi iniciada com este trabalho. Inicialmente, foi necessario
adquirir familiaridade com o fendmeno de cristalizagio de CaCO;. Para tanto, foram
realizados ensaios exploratérios, consistindo na cristalizagio livre, para depois realizar os

experimentos de cristalizagio em suportes.

3.1. Cristalizacido em solugio

Foram realizados ensaios visando a produgiio de cristais de calcita em solugio de
bicarbonato de calcio, com o objetivo de se obter familiaridade nos processos de cristalizagio.
Foram realizados 5 ensaios, obtendo-se cristais de calcita semelhantes quando observados por
microscopia optica. A figura 12 € uma foto tipica de um agrupamento destes cristais. Os
cristais apresentam-se bem formados, com tamanho uniforme, arestas e planos bem definidos
na geometria romboédrica. Na maior parte das vezes, estes cristais se apresentaram

aglomerados de forma aleatoria.
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Figura 12: Micrografia optica de cristais calcita obtidos por cristalizagdo em solugdo,
a barra de aumento corresponde a 10 pum.

Os cristais foram também caracterizados por difragio de raios X, para o qual juntou-se
o material obtido em 4 experimentos, pois as amostras isoladas nio atingiam a quantidade
minima para analise. O difratograma ¢ apresentado na figura 13a. Para a identificagdo foi
utilizado um difratograma padrao de calcita (ficha JCPDS No 5-586), que ¢ apresentado na
figura 16b, onde é apenas ilustrado a posigdo das raias, sem a altura relativa dos picos. Os
padrdes apresentados neste trabalho sdo originarios de uma biblioteca informatizada JCPDS -
Joint Commitee on Powder Diffraction Standart[40], obtendo-se boa concordancia entre eles.

Os picos a maiores angulos de difragdo foram os que apresentaram menor concordancia.
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Figura 13: Difratograma de raios X dos cristais obtidos em solugdo de
bicarbonato de calcio (a) e padrao de difragao para a calcita (b).

A seguir, foi adicionado 1,00 g de MgCl, na solugdo de Ca(HCOs), que, de acordo

com a literatura, modifica o habito cristalino para a forma aragonita. Foram realizados cerca
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de 12 ensaios. Obteve-se cristais com tamanho, arestas e superficies bem definidas, em forma
de pontas de flechas (isolados ou agrupados), como apresentado na figura 14, que de

acordo com a literatura, sdo cristais de calcita denominados, devido ao seu formato, “dentes de

cdo”[43].

solugdo de bicarbonato de calcio. A barra de aumentos corresponde a 10 pm.

Em alguns experimentos foi observada a proliferagio de microorganismos,
ocasionando a formagdo de cristais com arestas arredondadas e planos mal definidos, como
mostrado na figura 15. Varias tentativas foram realizadas com a finalidade de eliminar esta
contaminagao, sendo eficiente a adigao de 3 gotas de solugio de hipoclorito de sodio a 5% m/v
em 400 mL de solugdo de Ca(HCOs),. O hipoclorito de sodio tem o inconveniente de reagir
com outras substancias organicas de interesse que estejam presentes na solugdo, apesar de nio

afetar os experimentos com a adi¢@o de outros tipos de eletrolitoss.

Figura 15: Micrografias optica de cristais obtidos pela adi¢io de MgCl, & solugdo de
Ca(HCO3),, na presenca de microorganismos. A barra de aumentos corresponde a 10 um.
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Em um experimento recente, no qual se objetivou a replicagio dos experimentos
relatados nesta seglio, observou-se o aparecimento de aglomerados aciculares ao se manter a
solugdo contendo MgCl; por duas semanas em repouso. Anteriormente constatou-se o
aparecimento destas estruturas, porém este fato foi atribuido como sendo devido a proliferacio
de microorganismos. No caso da replicata, foi observado na primeira semana apenas 0s
cristais na forma de “dentes de c30”, ja no final da segunda semana, observou-se as estruturas
aciculares junto com os primeiros. Como a solugdo foi submetida a tratamento com hipoclorito
de sédio e ndo havia sinais de microorganismos, coletou-se uma amostra para andlise por
difracdo de raios X. O resultado é mostrado na figura 16 que, quando comparado com
difratogramas padrio de aragonita e calcita (fichas JCPDS No 5-453 e No 5-586,

respectivamente), comprova a existéncia de ambas as formas.
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Figura 16: Difratograma de raios X dos cristais obtidos em solugio de bicarbonato de calcio e
1,15 g de MgCl: (a); padrdes de difragio de raios X para a aragonita (b) e calcita (c).
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A figura 17 exemplifica a forma dos cristais de aragonita obtidos experimentalmente

Figura 17: Cristais aciculares de aragonita obtidos béia édlgao de MgCl, a solugao de
Ca(HCOs),. A barra de aumentos corresponde a 10 pum.

3.2. Cristaliza¢io em suportes sélidos

Como etapa subsequente aos experimentos de cristalizagio em solugdo, foi realizada a
cristalizagdo de CaCOs em suportes solidos, desde que a literatura mais recente indica esta
como possivel via para o estudo de biomineralizagio in vitro. Foram escolhidos a membrana
de casca de ovo de galinha, polietileno e parafina como suportes solidos.

A membrana de casca de ovo foi escolhida por ser um material que naturalmente jaé
um suporte para biomineralizagdo, visto que a deposi¢io de CaCOs3 ocorre no oviduto das
aves, depois que 0 ovo propriamente dito se formou. Quanto a parafina e polietileno, estes
foram escolhidos por terem naturezas quimicas totalmente diferentes da membrana de ovo e
por serem facilmente convertidos em laminas delgadas, servindo desta forma como um
referencial comparativo do comportamento de cristalizagdo em relagdo ao outro suporte.

Os experimentos visando o crescimento de cristais em membrana de ovo mostraram
resultados positivos, com cristais aderidos em todo o perimetro da por¢io de membrana
selecionada para o experimento e também na superficie em contato com a solu¢do como
tlustrados nas figuras 18a e 18b . Na figura 18a ha indicagdo de continuidade de deposigdo de
cristais de CaCOs3 para além da superficie imediata da membrana. Observou-se também

uniformidade na deposigao, independente da regido do suporte
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Figura 18: Micrografia optica de cristais de CaCOj; aderidos a superficie de membrana de ovo,
obtidos por cristalizagdo a partir de solugdo de bicarbonato de calcio. A barra de aumentos
corresponde a 10 pum.

No caso da parafina (figura 19) e do polietileno (figura 20), a cristalizagdo sobre os
suportes foi menos eficiente, ndo se obtendo continuidade na deposigdo, havendo apenas

alguns cristais em agrupamentos ou isolados, distribuidos pela superficie dos suportes.
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Figura 19: Micrografia optica de cristais ancorados em parafina, obtidos a partir de solugio de
bicarbonato de calcio. A barra de aumentos corresponde a 10 pum.
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Figura 20: Micrografias opticas de cristais ancorados em polietileno, obtidos a partir de
solugdo de bicarbonato de cilcio. A barra de aumentos corresponde a 10 1um

Assim como no caso dos experimentos visando a obtengdo de cristais de calcita, as
soluges foram mantidas em repouso, recobertas com papel aluminio com estreitas

perfuragdes para troca de gases por sete dias.

3.3. Cristalizacio em gel

Uma série de experimentos foi realizada, em numero aproximado de 22. segundo o
arranjo descrito na parte experimental. Em todos os casos verificou-se a formagio de cristais,
penetrando no gel alguns centimetros. Na maioria dos casos obteve-se anéis de Liesegang, que
sdo descritos no proximo item. Quando ndo, a distribuigdo do material solido é aparentemente
uniforme ao longo do gel.

A Tabela I apresenta as condigdes de realizagio dos experimentos onde ndo se
observou a formagao de anéis. Novamente, adicionou-se MgCl, com o intuito de direcionar a
formagdo de aragonita; em alguns experimentos foi adicionado a solugdo, em outros foi
adicionado ao proprio gel onde aparentemente causou a precipitagao de carbonato de
magnésio na superficie do gel. Além disso, foram mudadas as concentragdes de cloreto de

calcio e de carbonato de sodio.
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Tabela I: Condigdes experimentais para cristalizagdo sem a formagio de anéis de Liesegang.

Designagdo do |Na;CO; | MgCl, | CaCl; Observagdes
experimento {g) (2) (g)
CGL-01 10,05 - 5,07
CGL-02 10,00 - 5,00
CGL-03 10,07 - 5,01
CGL-04 12,00 - 10,21
CGL-05 7,00 - 10,00
CGL-06 5,00 - 10,10
CGL-07 10,00 - 10,00
CGL-08 10,12 - 5,09
CGL-09 10,00 1,05 5,00 MgCl; na solugiio
CGL-10 5,00 1,10 5,23
CGL-11 10,19 1,12 5,10 MgCl; no gel
Em todos os experimentos foram utilizados 10,00 g de CaCl, para 400
mL de gelatina preparada.

Anéis de Liesegang de carbonato de cdlcio

Na maioria dos experimentos de cristalizagdo em gel, foi observada a formagio de
anéis de Liesegang dentro do gel, em nimero de até 5, sendo normalmente 4. Este material ¢
bastante interessante podendo ser reproduzido com alguma facilidade, embora nem em todos
08 casos. A Tabela II apresenta resultados.

Tabela II: Condig3es experimentais para a produgZo dos anéis de Liesegang.

Designac¢io do |Na;CO; | MgCl, | Albumina Observagdes
experimento (8) (8) (mL)
AL 02 5,00 - 9,0
AL 03 5,00 - 5,0
AL 04 5,00 0,70 5,0
AL 05 5,00 0,70 5,0
AL 06 5,00 1,00 -
AL 07 25,00 1,87 - 20,00 g de NaHCO;
AL 08 25,00 1,87 - anéis concéntricos
AL 09 25,00 | 187 -
AL 11 5,00 (.85 - MgCl no gel e 4g de agar
AL 12 5,00 0,80 - MgCl; no gel
AL 13 5,00 0,85 - MgCl, no gel
Em todos os experimentos foram utilizados 10,00 g de CaCl, para 400 mL de
gelatina preparada

wAA.IOTECA CENTRAL
Y

URICAMP J




Resultados 31

O experimento denominado AL-04 foi inconclusivo porque os cristais formados
ficavam apenas na superficie, o AL-07 foi uma tentativa de ver o efeito de tamponamento na
formago dos cristais, contra o AL-08, sem bicarbonato. Porém, no experimento AL-08 foi
observado a formagfo de anéis concéntricos em vez de lamelas, desta forma, no AL-09 tentou-
se obter 0os mesmos anéis, sem sucesso.

Os resultados da se¢dio anterior se referem a experimentos em que nido se observou o
aparecimento de anéis de Liesegang, que foram obtidos em todos os 13 primeiros
experimentos. Nos experimentos subseqiientes tal fendmeno deixou de ocorrer. Inicialmente
se suspeitou da pureza de um dos reagentes (CaCl,), o qual foi substituido por um frasco novo,
apesar de ainda haver uma certa quantidade no primeiro frasco. Foi feito um teste com o
reagente contido no primeiro frasco, usando quantidades idénticas 4 do experimento
denominado AL-02, com resultado negativo. Posteriormente a este ensaio, suspeitou-se da
estequiometria, pois o rotulo do primeiro frasco descrevia o reagente como "CaCl; anidro” e
no segundo frasco como "CaCl; dihidratado", repetindo o experimento com a massa ajustada a
estequiometria, ndo se obteve o resultado esperado. Foi realizado novo experimento com o que
restava do CaCl, no primeiro frasco, com resuitado igualmente negativo. Devido ao
esvaziamento do primetro frasco de CaCly, foi realizado um teste em tubos de ensaio, onde se
manteve a concentragio original no gel correspondente a0 experimento denominado AL-02 e
variou-se a concentragdo da solug@o em torno da concentragio usada no experimento original.

Por ultimo, foi feito um teste de temperatura, por haver sido utilizado climatizadores
na época em que o fendmeno deixou de ocorrer. Montou-se um banho de agua termostatizado
a 30 °C, no qual se imergiu parcialmente o frasco contendo a solugcdo de Na,CO3 e o béquer
contendo o reator com gel; as concentragdes utilizadas para todos reagentes foram as mesmas
do experimento AL-02. Neste caso houve resultado positive. O niimero de anéis obtidos foram
em menor namero € com fronteira menos definida. De todos estes experimentos, aparece
como fator principal na reprodutibilidade da obtengio de anéis, o controle da temperatura.

Mas a concentragéio dos reagentes também influencia.
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risti lidos obtid

Os produtos obtidos pela cristalizagio em gelatina foram secos em geladeira
por aproximadamente um més, durante este periodo o volume total das amostras foi reduzido a
aproximadamente 1/4 de seu volume. Os sélidos brancos obtidos, com espessura final entre 3
e 5 mm; mantinham parcialmente sua forma inicial, como ilustrado na figura 21.
Apresentaram boa coesdo entre as paticulas e o dgar; permitindo manipulagdo e transporte sem
dificuldades; porém baixa resisténcia a flexdio, podendo serem fraturados com facilidade
quando dobrados manualmente. A regiio de fratura apresentava bordas irregulares,

obedecendo os planos dos anéis previamente formados.
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Figura 21: Desenho esquematico mostrando a evolugio da secagem do produto
formado por liofilizag3o. Escala.arbitriria

Em alguns experimentos, o solido formado absorvia umidade ambiente quando
mantido ac ar ambiente, deixando-o mecanicamente fragil. A possivel explicagdo ¢ que, nestes
experimentos, o intervalo entre a interrupgio da reagio e a separagiio dos produtos e o restante
da gelatina foi grande, quando em sua maioria o produto foi imediatamente separado do resto.
Assim, durante este intervalo de tempo o CaCl; nfo-reagido presente na parte inferior da
gelatina se difundiu pelo interior do produto e, sendo o CaCl; um sal higroscopico, absorvia a
umidade ambiente para o interior do produto final.

A razdo para se optar por este método de secagem das amostras é que ¢le
pareceu mais brando, pois a temperaturas altas poderia degradar a parte organica,
modificando a natureza do produto formado; e a secagem sob vacuo pareceu um tanto rapida,

podendo néo possibilitar a acomodagio dos cristais em relagio a matriz de agar.
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Difraciio de raigs-X

Foram obtidos difratogramas de raios-X do material constituinte dos anéis formados,
isto € dos sdlidos obtidos apés a secagem, segundo descrito na parte experimental. Os
difratogramas apresentados na figura 20 mostram que em todos 0s ensaios obteve-se cristais
de calcita.. Apesar da boa concordéncia geral entre o padrio (JCPDS No 5-586), e o
experimental, alguns picos entre 45 ¢ 60° ndo puderam ser atribuidas.

Um difratograma de produto obtido onde ndo se observou a formagdo de anéis de
Liesegang ¢ mostrado na figura 21. Nio se notando diferencas significativas quando

comparado com o padrio de calcita, como era de se esperar.

U.A.

@ Y N S W
[ = AL-09

o B LIt
o b Ll 1

Figura 22: Difratogramas das amostras obtidas pela formagao de anéis de Liesegang (a),
padrio da aragonita (b) e padrdo de calcita (c).
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Figura 23: Difratograma de produto obtido onde ndo se observou a formagdo de anéis de
Liesegang

1a Eletrfnica de ra

Embora os resultados de difratometria mostrarem um unico tipo cristalino, as
micrografias obtidas por microscopia eletronica de varredura mostram diferentes habitos
cristalinos, dependendo das condigdes utilizadas.

A figura 24 mostra micrografias obtidas por MEV da amostra AL-01, sendo a
panordmica obtida da superficie do sélido e a ampliagio de uma regido interna, visivel apos
fratura. Na primeira foto, observa-se um ambiente uniforme, com particulas aleatoriamente
distribuidas, recobertos pelo agar. A observacéo do interior da amostra, em um aumento
maior, mostra apenas a presenca de romboedros tipicos de calcita, bem formados e de tamanho

uniforme, com aproximadamente 15 um de aresta e uma pelicula de aparéncia plastica .
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Figura 24: Micrografia eletronica de varredura dos cristais obtidos apos secagem da regiao dos
aneis de Liesegang formados na amostra AL-01 (agar, cloreto de calcio e carbonato de sodio).
Foto superior: regido da superficie. Foto inferior: regido interior (fratura).(FMC/LME-IF USP)
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Por outro lado, a figura 25 apresenta cristais contidos no interior da amostra AL-05,
mostrando a presenca de dois tipos diferentes de estruturas, uma de forma romboédrica, de
aproximadamente 20 pum de aresta e outra de forma lenticular, com aproximadamente 20 pum
de comprimento, 15 pum de largura e 10 um de espessura envolvidas pela mesma pelicula de

agar.

Figura 25: MEV da amostra AL-05, mostrando dois tipos de cristais, uma romboédrica e outra
lenticular. (FMC/LME-IF USP)

Em alguns pontos isolados da amostra AL-03 foram observados estruturas esféricas
aciculares, que foram observadas em maior nimero na amostra AL-13, como sera apresentado

mais adiante,
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Figura 26: Estruturas esféricas aciculares ocasionalmente observados na amostra AL-03
(FMC/LME-IF USP)

O mesmo resultado geral ¢ apresentado nas fotografias da amostra AL-06, como
ilustrado na figura 27. Na ampliagdo da estrutura lenticular, nota-se claramente que sua

superficie € constituida de varios planos de crescimento, confirmando a sua cristalinidade
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Figura 27: AL-06, mostrando dois tipos dlfurentes de estruturas cristalinas como a AL-05,
abaixo: ampliagdo das lenticulas, mostrando a sua natureza cristalina. (FMC/LME-IF USP)
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Os cristais das amostras a AL-07,e AL-08 apresentam-se majoritariamente na forma
romboédrica e alguns na forma lenticular. Na amostra AL-08 foi observado um tipo diferente

de estrutura, em pequena quantidade, como ilustrado na figura 28.

Figura 28: AL-08, mostrando predominancia de cristais romboédricos e algumas lenticulas
(FMC/LME-IF USP)
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Figura 29: Acima: amostra AL-13, onde se observa estruturas esféricas e halteriformes
aciculares entre os romboedros. Abaixo: ALCO1, amostra com colageno. (FMC/LME-IF USP)



“..Quem se considerar dessa forma sentird terror de si
mesmo ¢, considerando-se sustido na massa que a Natureza lhe
deu, entre esses dois abismos de infinito e de nada, tremeri
diante desses dois portentos; e creio que sua curiosidade,
transmutando-se em admiragfo, o fardi mais disposto a
contempla-las em siléncio do que a procurd-las com presuncio.
Pois afinal, que é o homem na Natureza? Um nada comparado
ao infinito, um todo comparado ao nada, um meio entre nada ¢
tudo. Infinitamente distante de compreender os extremos, o fim
¢ o principio das coisas estdio para ele invencivelmente ocultos
num segredo impenetravel, incapaz de ver o nada de onde foi
tirado e o infinito no qual estd submergido. Que fara ele entio,
sendo perceber qualquer aparéncia no meio das coisas, num
desespero eterno de nio conhecer nem seu principio nem o seu
fim? Todas as coisas sdo tiradas do nada e levadas até o
infinito, - Quem seguird essas espantosas manobras?”’

Blaise Pascal - Penseés,

4 Discussio

4.1. Cristalizacdo em solucio

O método experimental utilizado, como mencionado anteriormente, foi uma adaptagio
de outro método para se obter solugdo de Ca(HCO;), descrito em literatura[7], ndo sendo
encontrada, até o momento, nenhuma descrigio de método idéntico ao utilizado neste trabalho.
A referida literatura utiliza CO; gasoso sob presséo de cilindro. A utilizagio de gelo seco se
mostrou mais pratica e simples, usando-se apenas material de vidro, sem muita sofisticagdo. A
redugdo do tempo de reagio em relagdio ao da literatura (de um dia para uma hora) foi obtida
porque o procedimento relatado em literatura faz o borbulhamento de CO, por meio de um
tubo, direto na solugdo agua/CaCO;, ocasionando bolhas grandes. No método utilizado neste
trabalho, sdo produzidas maior nimero de bolhas de pequeno tamanho, havendo portanto,
maior irea de contato na interface gas/solucfio, tornando mais eficiente a dissolugio do gas e
reduzindo assim, o tempo de reagéo.

As solugdes assim preparadas e colocadas em béqueres foram mantidas cobertas para
evitar que particulas de poeira precipitassem sobre a superficie, originando centros de
nucleagdo heterogéneos[39]. Quando as solugdes eram mantidas totalmente cobertas,

observou-se retardo na formagdo de cristais. Assim, manteve-se a tampa ligeiramente erguida,
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ou, em alguns casos onde se utilizou folhas de aluminio, fez-se perfuragdes no papel, para
favorecer o escape de CO; proveniente da decomposigio de Ca(HCO;), em CaCO; e CO-.

A obtengdo de calcita foi realizada sem dificuldades. De forma geral, os cristais
formados na superficie da solugBio, quando observados em microscopio Optico, estavam
agregados entre si, formando longas cadeias de cristais distribuidos aleatoriamente. Deve-se
frisar que os cristais de CaCO; se formaram tanto na superficie da solugio como nas paredes
dos béqueres. Assim, por mera comodidade, a coleta de amostras se restringiu apenas aquele
que se formaram na superficie da solug#o.

Tal como descrito em literatura[7, 9], ions magnésio atuam como inibidores de
crescimento de cristais. Isto se mostrou visivel, pois a quantidade de cristais formados sem a
presenca de magnésio sempre era proporcionalmente maior que naqueles onde o magnésio
estava presente.

No caso da obtengéo de aragonita, houve dificuldade em identificd-la em fungio de que
a literatura consultada ndo descrevia a forma dos cristais;{7, 9] ou ndo coincidia com os
obtidos[2]. Além disso, devido as contaminages iniciais, sua observagdo ao microscopio
optico era dado como sendo produto de contaminagéo e nio como produto de interesse, pois
0s cristais se mostraram na forma de “ourigos” esféricos. A conclusio de que estes “ourigos”
eram o produto de interesse se deu apenas apds a execugdo de uma replicata, onde as
condigdes experimentais impediam o surgimento de microorganismos, devido ao tratamento
com hipoclorito de sddio e onde se estendeu o periodo de incubagdio por duas semanas. No
final da primeira semana de incubag@o, quando uma amostra foi coletada para ser observada em _
microscopio dptico, notou-se apenas os cristais na forma de “dente de ciio”. Porém, ao final da
segunda semana, observando nova amostra, esta apresentou uma predomindncia de “ourigos”
€, em menor proporgio, os cristais denominados “dentes de cdo”. Uma amostra foi coletada
para anlise de difracdo de raios-X, sendo o resultado comparado com os padrdes de calcita e
aragonita[40], confirmando a presenga simultinea dos dois tipos de cristais. A forma de “dente
de cdo”, de acordo com a literatura[41], apesar de seu formato aparentemente diferente dos
romboedros habituais de calcita, ¢ constituida de minisculos romboedros deslocados, como é

ilustrado pela figura 30:
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Figura 30: disposi¢8io dos cristais de calcita de modo a formar a estrutura denominada “dente
de cdo”(fonte: ref.41).

4.2. Cristalizacéio em suportes sélidos

Cristalizacic em parafina

Os experimentos de cristalizagio em parafina mostraram pouca ou nenhuma deposigdo
de cristais, com apenas alguns cristais esparsos, preferencialmente nas bordas e quase nenhum
na face inferior, voltada para a solugéo. Os pontos onde cristais se formaram, na parte mais
central da face em contato com a solugfio, pareceram coincidir com aqueles onde se dava o

surgimento de pequenas bothas de gas. Porém, nfio foi realizada nenhuma an4lise mais apurada
ristalizac%o em polietil

O polietileno apresentou uma melhor deposi¢do de carbonato de cilcio, porém, tal
como no caso da parafina, ocorreu preferencialmente nas bordas. Comparativamente, houve
precipitagdo de maior nimero de cristais, tanto no interior como nas bordas do polietileno do
que na parafina.

Walton[39], explica que a precipitagdo de polimeros como o polietileno sobre cristais
iﬁnicbs, provavelmente se da via formagio de interagfo entre o cristal iénico e o polietileno por
dipolos induzidos no polimero, causado por excesso de carga positiva ou negativa da superficie
do cristal, concluindo que nfio ha a necessidade de formar uma camada reticular para a

nucleagfio heterogénea de polimero no substrato e presumivelmente, vice-versa. A explicagdo
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mais plausivel para os fatos observados ¢ que, devido 4 uma certa organizago cristalina no
polietileno, formem-se centros nucleadores onde os cristais de CaCO, podem crescer,
dispersando o excesso de carga superficial, enquanto que a parafina, por ser mais amorfa,
dificulte a cristalizagéo.

Existe ainda, a possibilidade de que aditivos presentes na formulagio basica do
polietileno ainda estivessem presentes, mesmo com o tratamento com HCl, sendo estes aditivos

0s responsaveis pela ocorréncia de um maior numero de cristais neste substrato.

Cristalizacio em mem de ov

A casca de ovos de ave ¢ estruturalmente composta por matriz orgénica e por
carbonato de calcio, fabricada rapida e seqiiencialmente no oviduto em menos de 24 h. A parte
mineral ¢ constituida de calcita, com pequena quantidade de hidroxiapatita e vaterita.
Morfologicamente, os cristais de calcita se organizam formando estruturas colunares com 20
um de largura e 100-200 um de altura, sendo um excelente material de estudo do processo de
biomineralizagido[43].

Dentro deste contexto, os experimentos utilizando a membrana de ovo mostraram
melhores resultados em relagio aos outros substratos. Os cristais de calcita se depositaram
sobre toda a superficie da membrana em contato com a solugdo, ocorrendo até sobreposigio de
cristais, como mostrado nas micrografias de microscopia 6ptica. Estes resuitados podem ser
explicados pela relativa cristalinidade do substrato, o qual funciona como iniciador de
nucleac@io[39], reforcado pela presenga de proteinas, cujos grupos carboxilicos livres
coordenam com os ions célcio, estabilizando a carga superficial dos cristais em formagao[25,
39].

Ao se observar uma amostra de membrana de ovo por microscopia 6ptica, notou-se
nas bordas da amostra “franjas” constituidas do que aparenta ser o mesmo material da
membrana, como mostra a figura 30. Esta observagio leva a crer que a sobreposi¢io dos
cristais, como mostrado na figura 31, é causada pela deposigio dos mesmos sobre a regido
mais densa do substrato ¢ simultaneamente sobre as franjas. Caso contrario, seria de se esperar

que os cristais formados sobre a parte mais densa fossem envolvidos pelos filamentos da regiao
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de franja, ocasionando a formagdo de somente uma camada de cristais acima dos ja

depositados.

Figura 31: Micrografia de amostra de membrana de ovo, mostrando a regiéo de “franjas”. A
barra de aumentos corresponde a 1 um.

. E possivel que a adigio de 4cidos carboxilicos & parafina e ao polietileno melhore a
capacidade de ancoramento de cristais, porque estes acidos muito provavelmente alterara as
superficies apolares da parafina e do polietileno, permanecendo com a parte carboxilica voltada
para fora das superficies do substrato, complexando com os ions calcio, como mostrado na
pagina 5. Ainda assim, restam duvidas de como se poderia sobrepor novas camadas de cristais

sobre estes substratos.

4.3. Cristalizacio em gel

O trabalho com anéis de Liesegang surgiu da suposigdo de que o fendmeno de
biomineralizagdo esta associado a uma forma de cristalizagdo periddica, como ja foi sugerido
por Morse, em 1930[33]. Apesar de ser um fendmeno conhecido ha mais de 100 anos, seu
estudo tem se restringido apenas a pesquisa académica, sem nenhuma mengio a aplicabilidade
do fendmeno em termos praticos. Em vista disto, foi concebida uma abordagem experimental
com o objetivo de se obter um material s6lido a partir da formagao de anéis de Liesegang.

Durante a revisdo bibliografica, foi encontrada apenas uma referéncia[34], na qual o

autor versa sobre a formagdo de anéis de Liesegang com carbonato de calcio e, mesmo assim,
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utilizando apenas soluges liquidas, tanto de eletrélito interno como externo. Ainda uma outra
referéncia[35] sobre o assunto, comunica pesquisa em andamento com hidroxiapatita e
colageno, porém néo foi encontrada nenhuma outra referéncia subseqiiente a esta comunicago.

Assim, toda uma metodologia propria, de base empirica, foi desenvolvida para este
trabalho, desde a fixagdo das proporgdes dos eletrélitos interno ¢ externo, quanto a concepgdoc
da montagem do reator. No caso da montagem do reator, pretendeu-se simular uma condigdo
dindmica, com constante troca de um dos reagentes, porém grosso modo, é apenas uma
variagio em escala maior dos experimentos em tubos de ensaio. Uma alternativa nio abordada
neste trabalho, que estaria mais proxima do ideal, seria a de que a solugiio de eletrélito externo
ndo retornasse ao erlenmeyer.

Os an¢is de Liesegang formados estdo de acordo com a teoria formuiada por Ostwaid,
no sentido de que o espacamento entre as bandas aumentam & medida em que a frente de
cristalizacdo vai progredindo pelo gel. Existem casos onde a teoria de Ostwald falha, onde o
espagamento entre as bandas diminui[44] ou ha a formag#io de espirais[45), nfio existindo
nenhum modelo tedrico de consenso para explica-los[30].

Como ji foi mencionado, a escolha do reagente a ser utilizado como eletrélito interno e
externo, de modo geral ¢ indiferente[30), porém neste trabalho foi observado que a adicdio de
carbonato de sddio como eletrélito intemo produz alteragio na coloragio do gel de agar, a
qual de cor ligeiramente amarelada, é convertida lentamente para castanho escuro.

Os resultados experimentais mostram que abaixo de 25 °C n#o ha ocorréncia de anéis
de Liesegang. E sabido que tanto a solubilidade do precipitado, como a velocidade de difusio
sio afetados pela temperatura. De acordo com Isemura{34], o aumento de temperatura
provoca redu¢iio do miimero relativo de bandas, havendo aumento do espagamento entre elas.
Porém, este aspecto dos resultados ainda niio foi bem esclarecido.

De acordo com Silva [30], a concentragiio dos eletrélitos devem superar o valor de
supersaturagio do produto formado, havendo contestagfio a este respeito[43]. Além disso, o
eletrélito externo deve possuir uma concentragio relativamente mais elevada que o eletrélito
interno[30]. Em varios experimentos deste trabalho, a concentrag3o relativa do eletrolito
externo foi menor que do interno (0,02/0,03 moles/L ou 5,00/10,00 £/400 mL), nio havendo

no momento uma explicagédio para o fato.
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As andlises de difragdo de raios-X indicam a formagdo de calcita, predominantemente,
com presenca de aragonita, nos experimentos onde foi utilizado MgCl,. Este fato pode ter
relagio com as observagdes experimentais na obtencio de aragonita em soluc@o (pag. 42), que
mostraram a necessidade de um maior tempo para a formagio de aragonita, porém nada se tem
de conclusivo.

A presenga de aragonita mos solidos obtidos, seja nos experimentos onde foram
observados anéis, seja naqueles onde se formou uma faixa continua, & confirmada pela difragdo
de raios-X e observada nas micrografias eletronicas de varredura (MEV). Nas micrografias
MEYV a aragonita se apresenta como grupos aciculares, orientados radialmente {figura 26) ou
em uma disposigio quase paralela (figura 29). Quanto is demais estruturas observadas, isto €,
as estruturas lenticulares (figura 25 e 28) e esféricas (figura 27), foram encontrados dois
trabalhos na literatura[48, 49] onde os autores obtiveram resultados analogos em termos de
morfologia. De acordo com estes autores, a morfologia dos cristais é provavelmente alterada
pela adsorcgo de substancias organicas (4cidos carboxilicos) ou por substituigdo isomoérfica dos
ions calcio por ions magnésio[49]. Como nio foi utilizado nenhum outro aditivo além do sal de
magnésio, supomos que 4 alteragdo do habito cristalino se deu por substituigio isomérfica do
Ca™ por Mg"™. Assim, apesar do habito cristalino nio ser aquele tipico de calcita (romboedros)
a sua estrutura cristalina ¢ de calcita, como indica as analise de difragio de raios X.

As propriedades mecénicas dos solidos obtidos por secagem foram semelhantes,
independentemente de terem sido obtidos de géis com ou sem anéis, ou com ou sem MgCl..
Por outro lado, 2 adigio de colageno mostrou uma aparente melhora do produto final, no que
tange a resisténcia a fratura. Como j4 foi mencionado anteriormente, o agar, composto por
agarose e agaropectina, coordena com os ions calcio, diminuindo a densidade de carga
superficial dos cristais formados, ocasionando uma aderéncia entre os cristais e o substrato[25].
O colageno por sua vez, deve aumentar a resiliéncia do material. De acordo com Coyne e
colaboradores[38], a secreglio utilizada por mexilhdes para se fixarem em rochas (bisso) €
constituida de coldgeno, portanto, € provavel que a sua inclusio na estrutura do material obtido
tenha melhoria de propriedades mecénicas, mesmo que o colageno utilizado ndo seja

quimicamente idéntico ao produzido por mexilhes.
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Com que propésito devo me preocupar com a
procura dos segredos das estrelas, tendo a morte e a
escraviddo continuamente diante dos meus olhos?

Anaximenes (ca. 600 A.C.)

5. Conclusdes

Foram obtidos cristais de caicita e aragonita pelo método de cristalizagio a partir de
solugéo supersaturada de Ca(HCOs),, confirmando as observagdes relatadas por Kitano[7], ou
seja, a adigdo de MgCl; a solugio supersaturada de bicarbonato de calcio afeta a cristalizagdo
do carbonato de calcio.

Nos experimentos de cristalizagio em solugdo contende MgCl,, foi observado
inicialmente apenas a presenga de cristais de calcita com habito cristalino denominado "dente
de cdo" e, apds certo tempo ¢ observado a predominéncia de aragonita. Assim, nas condicBes
experimentais utilizadas, a aragonita torna-se termodinamicamente mais estavel que a calcita,
embora o AG® de formag3io da calcita seja um poucc menor que o da aragonita. Ainda se faz
necessario um estudo mais aprofundado sobre o tema para se poder fazer afirmagbes mais
categéricas a respeito do porque a aragonita se forma, pois em tese os cristais de calcita
formados inicialmente deveriam direcionar a cristalizagio apenas para a formagio do mesmo.

Nas solugBes contendo MgCl, houve a necessidade de evitar contaminages de
microorganismos, contornado pela adigdo de hipoclorito de sédio as soluges, contudo, adigdo
de hipoclorito de sddio possui o inconveniente de alterar quimicamente (oxidagio) os
possiveis aditivos orginicos que porventura sejam acrescentados a solugio,

A cristalizagio em suportes s6lidos, por sua vez, demonstra que a membrana de casca
de ovo ¢ um bom substrato para deposi¢iio de carbonato de calcio, com tendéncia a formar
vérias camadas cristalinas. O polietileno demonstrou pouca deposigio e a parafina foi o
substrato mais ineficiente. E possivel que a adi¢do de acidos carboxilicos a parafina e ao
polietileno melhore a capacidade de ancoramento de cristais, porque estes acidos muito
provavelmente alterardo as superficies apolares da parafina e do polietileno.

Quanto 4 cristalizagdo em geiatina de agar, foi observado o fendmeno de precipitagio
periodica, conhecido como anéis de Liesegang. Foi constatada a importancia da temperatura e
concentragdo dos eletrolitos para o aparecimento deste fendmeno. Por este método foi

possivel a obtengdo de um material solido pela secagem da gelatina de agar contendo cristais
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de CaCOs, seja onde foi observado o fendmeno denominado anéis de Liesegang, seja onde
este ndo ocorreu. Os cristais formados apresentaram uniformidade de tamanho e orientados
aleatoriamente quando observados em microscopio eletrdnico de varredura. A adicdo de
MgCl; ao meio reacional também afeta o habito cristalino do carbonato de clcio formado,
porém sem haver uniformidade de habito. A literatura consultada[48, 49] pouco revela sobre o
assunto, sendo que a cristalizagio com mudanga de habito ¢ explicado através de substituigio
isomoérfica de Ca™ por Mg™. Pela técnica de difragio de raios X foi possivel verificar a
formacio de calcita nos experimentos isentos de MgCl, e de uma mistura de calcita e
aragonita nos casos onde este sal foi adicionado.

Acredita-se que um estudo mais detalhado da sintese de carbonato de calcio associado
aos anéis de Liesegang (p.ex.: concentragio de reagentes, adicdo de aditivos orgénicos
direcionadores de cristalizagdo), podem realmente levar a novos materiais com caracteristicas

inusitadas e com largo espectro de aplicabilidade.
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