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Resumen

En el presente trabajo se estudia la posibilidad de usar la cascara de arroz como
fuente de silicio en la sintesis de un material bioactivo; utilizando el método sol-
gel, como alternativa a la técnica tradicional por rampas de calentamiento.
Partiendo de un proceso de depolimerizacion de la silice, proveniente de la ceniza
de cascara de arroz y glicerol se llega a un sélido poroso de silice amorfa y
calcita. La formacion de una capa de apatita, después de la inmersion en una
disolucion fisiologica artificial, fue la pauta para evaluar la funcionalidad del

material sintetizado.

Abstract

In the present paper the possibility to obtain a useful material as silicon source
from "the ash rice husk in the synthesis of a bioactive glass” is studied, using the
sol-gel method like alternative to traditional tecnique of heating ramps. Starting
from the depolymerization silicas process from ash rice husk and glycerol which
get convert in a porous solid amorphous silica and calcita. The test to asses the
functionality of this synthetized material was the positive apatite lay formed after

the immersion in an artificial physiological disolution.
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Introduccion

Con el propoésito de reparar los tejidos 0seos que por diversas causas se pierden
o se dafan, en el area médica y odontoldgica, se han buscado biomateriales que
logren favorecer la reparacion 0sea que se da de manera natural o que
reemplacen la zona dafiada. Asi, a lo largo del tiempo se han implementado
protesis, trasplantes o implantes que invariablemente en todos los casos deben
presentar biocompatibilidad, funcionalidad y accesibilidad.

Para el caso especifico de los biomateriales usados para sustituir los
tejidos duros del cuerpo (sustituto 6seo) se han propuesto tanto materiales
metalicos (implantes de titanio) como el uso de vitroceramicas y biovidrios.

Los sustitutos 6seos son materiales muy apreciados debido a que la gama
de aplicaciones reportadas en medicina y odontologia son muy diversas; en
ortopedia, implantes dentales, reconstruccion maxilofacial, otorrinolaringologia,
recubrimiento de materiales, reconstruccion de bolsas periodontales y reborde
alveolar.’' 2De aqui que continuamente se buscan nuevas tecnologias para
mejorarlos y hacerlos mas accesibles. Sin embargo, estos materiales deben
cumplir con propiedades muy especiales que han sido descritas por diversas
asociaciones,® entre ellas la bioactividad.

Desde 1991 Hench demostré que “La formacion de una capa de apatita
(HAp) sobre la superficie de los biovidrios es un requerimiento esencial para que
el material se enlace directamente al hueso”. La exposicion de este tipo de
materiales a fluidos corporales (sangre, suero) o disoluciones fisioldgicas
artificiales (SBF) promueven la formacion de acido silicico; la precipitacion de
fosfatos de calcio y la formacion de la capa de apatita que favorece la union al
hueso. A los materiales que forman esta capa se les conoce como materiales
bioactivos.

Se ha demostrado que diversas composiciones de los biovidrios,
ceramicas, vitroceramicas y composites tienen la capacidad de desarrollar
uniones mecanicamente fuertes con el hueso. Sin embargo también se han
reportado que cambios en su composicion definen el tipo de material como

bioactivo, bioinerte o reabsorbible.
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Debido a que la bioactividad y la capacidad de regeneracion Osea
dependen de la velocidad de disolucion y de la formacion de la capa de apatita; el
meétodo de sintesis resulta importante, lo cual se debe a que dichas propiedades
dependen tanto de la composiciéon como de la estructura. °

El método tradicional de sintesis de los biovidrios es por medio de la
sinterizacién por rampas de calentamiento®’ el cual emplea grandes cantidades
de energia; pues requiere temperaturas de mas de 1500 °C por un promedio de
12 horas. Por otro lado, la cristalizacion que se da durante el sinterizado
constituye una desventaja para el material ya que no permite la fabricacion de
andamios ni recubrimientos en materiales usados para fabricar implantes. Otro
método que se ha probado en la produccion de los biovidrios es el sol-gel; el cual
se ha visto que mejora la eficiencia de la produccion y afiade ventajas inherentes
a la técnica como la nanoporosidad.?°°

En general, el alto costo de los biovidrios aunado a las dificultades para
conseguirlos en el pais hace que su uso, en ocasiones, no sea factible. Por lo cual
la busqueda de materiales alternos, econémicos e igualmente eficaces es un reto
actual. Con el desarrollo de este proyecto se pretende contribuir con los esfuerzos
para conseguir el equilibrio entre la funcidén y el acceso a dichos materiales.

La materia prima seleccionada para la sintesis de todos los materiales
constituye un factor importante que influye en el costo del producto final. De aqui
que la importancia del uso de desechos industriales como materia prima, en la
sintesis de materiales, ha cobrado importancia en los ultimos afios. La cascara o
pajilla de arroz constituye el 20% de la planta, ésta se retira y aunque
tedricamente tiene algunas aplicaciones ha resultado muy dificil llevarlas a la
pactica. En México se produce en aproximadamente 44 mil toneladas anuales
(SAGARPA 2008). La aplicacion en el area biomédica de materiales como éste es
un tema que ocupa a muchos investigadores. Las cenizas de cascara de arroz
provenientes de la arrocera Covadonga presentan un contenido aproximado de
95% de SiO, y trazas de materiales inorganicos; componentes incluidos en la
sintesis de materiales bioactivos. Para el caso de los vidrios bioactivos se ha
investigado la aplicacion de productos derivados de las cenizas de la cascara de

arroz en la sintesis por la técnica sol-gel, con resultados alentadores.*
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En el laboratorio de Materiales y Nanotecnologia del Centro de Ciencias
Aplicadas de la UNAM se han realizado diferentes estudios acerca del proceso de
depolimerizacion de la silice proveniente de cenizas de cascara de arroz en
contacto con glicerol y su beneficio en el proceso sol-gel para la obtencion de
materiales porosos.'? Es por ello que se plantea adaptar este protocolo en la
sintesis sol-gel de materiales bioactivos.

La sintesis a realizar se propone para la obtencién de un material bioactivo
con una composicion dentro del sistema SiO, (38-65%), Na,O (15-30%),Ca0O (10-
24%) y P,0s (0-8%). Por lo tanto, partiendo de la cascarilla de arroz rica en SiO,
se esperaria abatir el costo del posible material bioactivo obtenido.

Para el desarrollo del trabajo planteado se llevo a cabo la sintesis de
materiales en diferentes condiciones experimentales y se estudio la evolucion de
la formacién de la capa de apatita en cada muestra. Llevandose a cabo una
caracterizacion completa por fluorescencia de rayos X (FRX), difraccion de rayos
X (DRX), espectroscopia Raman, microscopia electronica de transmision (TEM)
de alta resolucion (HRTEM)/difraccion de electrones, microscopia electrénica de
barrido(SEM)/mapeo/EDS, isoterma de adsorcion/desorcion de N, (area
superficial, porosidad total y tamafio de poro), microscopia 6ptica, y porosidad
total.

Los resultados muestran que con el método de sintesis establecido es
posible conseguir un material con una composicion similar a la del bioglass 45S5,
con andamios macroporosos y una superficie adecuada para favorecer la
formacion de apatita en la superficie, después de la inmersion en una disolucion

fisioldgica simulada.
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Marco tedrico

Tejido O0seo

En el cuerpo humano los unicos tejidos duros son los dientes y huesos. El
esqueleto maduro consta de 206 huesos. Estos son el soporte mecanico y anclaje
de musculos y tendones. El movimiento corporal se permite por este complejo de
palancas. Ademas tiene funciones bioldgicas importantes. Es la reserva de P y Ca
mas grande en el organismo y por ello es regulador de la concentracion idnica en
la sangre, con lo que se logra el equilibrio metabdlico y hormonal. También dentro

de ellos, en la medula 6sea, se generan las células de la férmula roja y blanca. *3

El hueso es un tejido conjuntivo mineralizado duro y elastico; capaz de
proporcionar soporte, ademas de proteger a los tejidos blandos. Constituye una
fuente de células troncales hematopoyéticas y mantiene la homeostasis mineral.
Esta involucrado en un ciclo constante de formacion y resorcion 0sea, es decir
esta en constante remodelacion. Dicho proceso se controla por la regulacion

hormonal y los requerimientos mecénicos.**

El hueso se forma principalmente de matriz extracelular y cuatro grupos de
células; osteoblastos, osteocitos, osteoclastos y células osteogénicas. La matriz
extracelular esta compuesta de una fase mineral, colagena y proteinas no
colagenas; la osteocalcina, sialoproteina Osea, osteopontina, osteonectina y
factores de crecimiento. Los osteoblastos, son las células que realizan proceso de
formacion de fosfato calcico amorfo, que funciona como nucleo y reservorio para
el crecimiento de Hidroxiapatita. La fase inorganica del hueso esta constituida
principalmente por hidroxiapatita deficiente en calcio, fosfato y grupos hidroxilo.**
15

La relacion Ca:P en este tejido se encuentra reportada entre 1.4:1.5y 1.6:1.7, el
tamafio diametral de los cristales es de 5-100 nm. En la estructura del cristal de
apatita es posible observar sustituciones ionicas de elementos traza como

magnesio, estroncio, flior y carbono. Diferencias que dan como resultado una

10
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apatita suficientemente insoluble para ser estable, pero convenientemente

reactiva para permitir la resorcion y la formacion constantes. **

En su estructura macroscopica, 20% del volumen total del tejido Oseo
corresponde al hueso esponjoso o trabecular y continuo; el otro 80% corresponde

al tejido 6seo cortical o compacto.

El hueso cortical es la capa mas externa de los huesos; solo tiene el 10 % de
porosidad y su espesor aumenta en zonas de alta carga mecanica. La unidad
basica del tejido 6seo cortical es una estructura cilindrica llamada osteona o
sistema Haversiano. Estos a su vez se forman por una matriz 6sea mineralizada
que se dispone en laminillas individuales. Estas laminillas se estructuran
concéntricamente alrededor de los canales de Havers; que son canales
vasculares longitudinales que contienen capilares, vénulas postcapilares y
arteriolas. Las laminillas o lamelas se encuentran alrededor de lagunas que
contienen a los osteocitos. De cada laguna irradian canaliculos ramificados que

permiten la comunicacién y la nutricién de los osteocitos.***

El hueso trabecular consiste en una red interconectada de tejido 0seo llamada
trabécula. La red esta orientada en el sentido de los esfuerzos sin embargo, es un
tejido menos resistente que el hueso cortical debido a que su porosidad oscila
entre 50 y 90%.

El hueso esponjoso tiene la capacidad de resistir fuerzas de comprension y
tension segun el grado de porosidad y la arquitectura de las trabéculas. Debido a
que gran parte del tejido 6seo es mineralizado los poros del hueso trabecular son
importantes, ya que ahi se alojan vasos sanguineos y medula 6sea; de donde
recibe la nutricién necesaria todo el tejido.**El hueso es un material viscoelastico
en el que la resistencia y moédulo elastico varian en cada hueso; esto depende de
la composicion, densidad, disposicion y requerimientos mecanicos. El médulo
elastico de los cristales de hidroxiapatita es de 114 GPa y el del colageno 1.41
GPa. El hueso es un material anisotropico, es decir que sus propiedades

dependen de la direccién en que se le estudie. ***°

11
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Fig 1. Representacion gréafica del Sistema 0seo.
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Proceso de regeneracion 0sea

Este proceso es posible mediante un complicado conjunto de eventos celulares y
moleculares. Puede explicarse por tres procesos separados entre si que se
superponen a lo largo del proceso de regeneracion 6sea. El conjunto y la
interaccion de la osteogénesis, osteoconduccion y osteoinduccion; es lo que
permite el éxito de la regeneracion Osea.

*Osteogeénesis; es la formacion de nuevo hueso a partir de células osteogénicas.
*Osteoinduccion; es la estimulacion de la osteogénesis mediante diferentes
factores capaces de reclutar células osteogénicas y diferenciarlas hacia fenotipos
osteogénicos.

*Osteoconduccion; es el desarrollo de una matriz o una malla tridimensional que

sirve de soporte para la formacion de hueso nuevo.

12
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Cualquier material que se emplee para en la reparacion de lesiones 0seas debe

poseer al menos uno de estos procesos.*®*?

13
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Biomateriales usados como sustitutos 6seos

La Asociacion Europea de Biomateriales define un biomaterial como el material no
vital que se utiliza en aplicaciones médicas con el fin de obtener una interaccion
con un determinado sistema biolégico. Su origen puede ser natural, sintético o
una combinacion de ambos e implantarse en el organismo para tratar de restituir
la funcién, sustituir o aumentar un tejido u érgano. 3

Existe una amplia variedad de biomateriales: este trabajo centra la atencion en
aquellos utilizados para la sustitucion de los tejidos duros, también llamados
sustitutos 6seos. (Fig. 2) Todos ellos deben cumplir con caracteristicas muy

especiales que han sido descritas a lo largo de la historia y de acuerdo al tiempo.

Fig 2. Representacion gréafica de los usos de los materiales de sustitucion ésea.

Al describir las caracteristicas que deben presentar los biomateriales,
especificamente los utilizados como sustitutos o6seos, la biocompatibilidad
encabeza la lista. Siendo esta la capacidad de un material para ser utilizado en
una aplicacion especifica, con una respuesta adecuada del tejido con que tiene

contacto. Esta capacidad esta caracterizada por la ausencia de una respuesta

14
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inflamatoria ya sea aguda o cronica, durante su implantacion e incorporacion, asi

como por la carencia de efectos nocivos sobre tejidos. **

Otras caracteristicas importantes son la baja citotoxicidad, la osteogénesis,
bioabsorcidon y que funcionen como soporte estructural con propiedades
mecanicas similares a las del tejido donde se implante. Ademas, la interfase entre
el material y el tejido conectivo circundante debe ser estable y presentar reaccion
fiborosa minima. También puede mencionarse la capacidad de vehiculizar
sustancias. Y desde el punto de vista clinico, que sean faciles de usar y con una
relacion costo-beneficio razonable, es decir, que exista equilibrio entre la funcién y

el acceso a dichos materiales.*

Los biomateriales que son usados como sustitutos 6seos son de gran importancia
para el area médica, por la gran demanda en los procedimientos clinicos que
involucran su uso como en ortopedia, oftalmologia, otorrinolaringologia o
reconstruccion maxilofacial. También se han reportado aplicaciones muy diversas
en odontologia, tales como implantes dentales, lesiones periodontales, elevacion
de la cresta 0sea, conservacion 0sea en los sitos en que se realizan extracciones,
relleno de lesiones Oseas tipo quistes, granulomas dentales, cancer, lesiones

traumaticas, etc'!

Existen diversos tipos de biomateriales que pueden tener como fin la sustitucion
Osea. Se pueden clasificar como autoinjertos, aloinjertos, xenoinjertos y los
sustitutos 0seos sintéticos. De acuerdo a sus propiedades, la primera eleccion
son los implantes de elementos naturales, ya sea de hueso del propio paciente o
del obtenido de otras especies (autoinjertos, aloinjertos).?° Si bien son una buena
alternativa, es una realidad que estos presentan limitaciones muy definidas;
pueden presentar mayores riesgos de rechazo, complicaciones clinicas
postoperatorias y la cantidad de la que se dispone es limitada, asi como la forma
del material obtenido. De aqui ha surgido el desarrollo de sustitutos 0seos
sintéticos, nuevos materiales obtenidos de forma artificial que reducen dichos

riesgos y proporcionan una solucion a los problemas presentes.

15
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La primera generacion de biomateriales utilizados como sustitutos 6seos fueron
los bioinhertes; estos minimizan la formacion de tejido de cicatrizacion en la
interfase con los tejidos. Solo tenian como objetivo ser un material tolerable por el
cuerpo y con propiedades mecanicas suficientes para soportar las sobrecargas
fisiologicas sin embargo, son eficientes solo a corto plazo. La segunda
generacion pertenece a los biomateriales que presentan otra propiedad llamada
bioactividad; esta es la capacidad de un material de interactuar quimicamente
con los tejidos blandos y duros del organismo e inducir, estimular, provocar o
modular una accién biolégica definida.>*Entonces, un material bioactivo es aquel
que posibilita una respuesta biologica especifica en relacion con los tejidos
favoreciendo su enlace. Los primeros fueron los vidrios bioactivos se descubrieron
en 1969 como la primera alternativa de segunda generacion: en ellos existe union
en la interfase del implante con los tejidos. Cuando estos biomateriales bioactivos
presentan la propiedad de regenerar y la reparar los tejidos con activacion de

genes, constituyen la tercera generacion de biomateriales.??

De acuerdo a las generaciones descritas, han sido investigados y probados
muchos materiales tanto metalicos como ceramicos Yy poliméricos o
combinaciones de estos. Los materiales sintéticos de tipo ceramico se dividen en

cuatro tipos:

1. Los basados de sistemas de silicio que son los vidrios bioactivos y los
iondmeros vitreos.

2. Los fosfatos célcicos: a los que corresponden los B Trifosfato célcico, la
hidroxiapatita coralina o sintética y cementos 0seos de fosfato de calcio.

3. Los oxidos de aluminio

4. Los sulfatos calcicos.

De estos los mas destacados son las bioceramicas de fosfatos calcicos como la
hidroxiapatita y el fosfato tricalcico- 8, los cementos 6seos de fosfatos de calcio y
los vidrios bioactivos derivados de sistemas de SiO2-CaO-Na20-P20s. Todos ellos
tienen en comudn su biocompatibilidad, sin embargo, las caracteristicas como

bioactividad y osteoconductividad, varian de acuerdo al material y limitan su uso

16
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en muchos casos. 4%

Muchos investigadores en el area biomédica, ingenieria de tejidos y biomateriales
han puesto especial atencion en los vidrios bioactivos ya que ademas de cumplir

con la bioactividad 2*2°:26:27

y otras propiedades consideradas ideales para los
sustitutos éseos, también han demostrado influir en la osteogénesis. 22 Los vidrios
que son considerados bioactivos en su composicion presentan menos del 60%
mol de SiO,, un alto contenido de Na,O y CaO y una proporcion CaO/ P,0Os mayor
de 5:1. Entre estos materiales se encuentran los del tipo Bioglass®, los cuales
son derivados de sistemas Na,O-CaO-SiO,-P,0s. Y pertenecen a la tercera
generacion de biomateriales bioactivos ya que ha demostrado influir en la

osteogénesis.?®

La primera composicion del Bioglass®, el 45S5, fue desarrollada por Larry Hench,;
sus primeros trabajos fueron publicados en 1971. Este material ha estado en uso
clinico desde 1985 y su formulacion se constituye de SiO2 (45%), Na20 (24.5%),
CaO (24.4%), P20s (6.1%), eutéctico ternario que se basa en el siguiente

diagrama:

Fig 3. Diagrama ternario del Bioglass.

SiO, A = Bone Bonding

B = Non-bonding (reactivity too low)
C = Non-bonding (reactivity too high)
D= Non-bonding (non glass forming)
S = Soft tissue bonding

E = Bioglass® composition

AM Glass Ceramic
(variable P,0,)

6% P,O;

Se muestra en el centro (E) la composicion original del Bioglass® 45S5. En el area S marcada con la linea
punteada se observa una unién fuerte con los tejidos, mientras que en el area A se da una union suave. Los
tres componentes, en el area B o C no se da la unién con los tejidos, mientras que en el area D no se forma
el vidrio.
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Diferentes estudios han surgido con el fin de describir el mecanismo por el cual se
da la unién entre el vidrio bioactivo y los tejidos, siendo de los primeros trabajos el

descrito por el Dr. Greenlee ° quien reporta en general lo siguiente:

* Los biovidrios se enlazan quimicamente al hueso mediante una capa de apatita
de caracteristicas similares a las de la apatita 6sea, esta se forma en la superficie
de los materiales en contacto con disoluciones fisioldgicas simuladas.

» La exposicidon de este tipo de materiales a fluidos corporales o disoluciones
fisioldgicas promueven la formacion de acido silicico, la precipitacion de fosfatos
de calcio y la formacién de la capa de apatita que favorece la unién. #*

» “La formacion de la capa de apatita sobre la superficie del biovidrio es un
requerimiento esencial para que el material se enlace directamente al hueso”. *
Adicionalmente, se ha estudiado la actividad antimicrobiana de estos materiales

por la liberacién de fosfatos. **

Por otra parte, Shirtliff y Hench, explican la reaccion de formacion de apatita en
cinco pasos.

1° Liberacion de iones Na*, K*, H" HsO"

20 Perdida de silice soluble Si (OH)4

3° Condensacion y repolimerizacion de SiOz en la capa superficial

4°  Migracién de Ca®'y PO4*

50 Cristalizacion de CaO-P20s en la incorporacion a la capa del OH-y

COs*

Diferentes formulaciones de materiales bioactivos ***?han surgido, evidenciando
la formacion de la capa de apatita. Ademas, se han mostrado los efectos por la
modificacion del porcentaje en los componentes y por la adicion de algunos otros
compuestos. Respecto al contenido de SiO2, 45 es el porcentaje usado como
referencia, ya que fue el primero en probarse. Un contenido mayor o igual a 60%
ya no favorece la unién y se convierte en un material bioinerte *. Sin embargo,
existen estudios que proponen que aungue no exista una unién propiamente si se
presenta un efecto en la respuesta de las células que favorece la osteogénesis.'?®
Silver en 2001 propuso que mayores concentraciones de SiO2 (hasta 80%) no

alteran el pH favoreciendo la osteogénesis y el tiempo de vida de las células.
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A lo largo de la historia de estos materiales con la finalidad de mejorarlos se han
dado a conocer varias modificaciones. Kasuga* obtuvo vidrios de fosfato
inversos, la adicion de Al20s hasta en 1.5 % en peso disminuye la solubilidad del

vidrio sin afectar la mineralizacion o unién del tejido éseo.

Otros autores han trabajado en la sustitucion de los cationes Na y Ca en el
sistema Na20-CaO-P20s, por Al, Fe, Ti, Mg, K, etc. Para aplicaciones biomédicas
134 Wei en 2008 reporta el efecto de la incorporacién de microparticulas y
nanoparticulas de TiO2 en la biocompatibilidad y bioactividad. Saboori 2009°
menciona los beneficios de la inclusibn de MgO en relacién a la mejora de las
propiedades mecéanicas y su biocompatibilidad. Se ha probado la sustitucion del

Naz0 por Li20* y se ha buscado reforzar el material con nanotubos de carbén.

El método tradicional utilizado para la preparacion de vidrios bioactivos ha sido
por rampas de calentamiento; Rivera en el 2011 reporta la sintesis de un vidrio
bioactivo por este método. Sin embargo, en los Ultimos afios se ha sustituido el

método tradicional de sinterizado por el método sol-gel, 3 38

mismo que
proporciona mejores condiciones de mezcla y tiene la ventaja de requerir menos
recursos energeéticos. Ademas, en la actualidad no solo se han reportado cambios
y sus beneficios sino también con el uso de nuevas técnicas de caracterizacion ha

podido estudiarse a detalle la funcién que tiene cada uno de los componentes.*

Por otra parte estudios de vanguardia enfatizan el uso de desechos
agroindustriales para la creacion de materiales de uso biomédico. En 2009 se
reportd el uso de cafla de azucar y Bioglass® 45S5 en la construccion de
andamios biomorficos.*® Nayak en 2010™ report6 el uso de la ceniza de céscara
de arroz como fuente de SiOzen la obtencion del silicato de sodio, materia prima
utilizada en la sintesis de un vidrio bioactivo por medio del método sol-gel,
reportando buenos resultados en la formacion de la capa de apatita en la

superficie después de la inmersion en suero fisiolégico simulado.
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Ciro en 2015* prueba la combinacién de un cemento de fosfato y biovidrio para
aplicacion como cemento de relleno 6seo, obteniendo propiedades favorables en

la bioactividad y porosidad de 62%.

Sin embargo, al seguirse usando aleaciones metalicas como tratamiento en
ortopedia se intenta también usar los biovidrios como recubrimiento para mejorar
la interfase con este tipo de implantes, el estudio de Correa 2010** muestra la
posibilidad de recubrir una aleacion 316L con un biovidrio del sistema SiO, —
Ca0-P,05-MgO preparado por sinterizado, con la técnica deposicion por llama
para adherirlo al metal. Y Sheng en 2015 estudié aleaciones de magnesio
recubiertas por biovidrio para aplicaciones ortopédicas en las que se mejora la

resistencia a la corrosion y fuerza de adhesion y cohesion.

Aunque la combinacion con otros materiales es una buena alternativa la mayor
parte de la investigacion se concentra en hacer de los biovidrios por si mismos un
material ideal con modificaciones en la composicion, la sintesis y las temperaturas

en ella usadas.

Se han estudiado mucho los vidrios bioactivos silico-fosfatos derivados de
sistemas de SiO,-CaO-P,0s dopados con iones como Sr, Cu, Mg, Zn, Co, B, Ag,
Ga, Fe, K e incluso combinaciones con HAp y otros fosfatos, en general se han
descrito sus efectos benéficos en el metabolismo 6seo y su regulacién. Muchos
vidrios bioactivos han demostrado ser osteogénicos y bioactivos, también
mostraron inducir y promover la mineralizaciéon y diferenciacion celular; las
composiciones son tan variadas como su campo de aplicacion. Se han descrito
efectos de la inclusion de elementos (como Ag, Sr, F, Mg, P, Zn, Al) en la red
cristalina, en la bioactividad, en la morfologia y la importancia de estos cambios

para la ingenieria de tejidos.*

Otro de los materiales mas usados para mejorar las propiedades es la inclusion
de Zr en 2015, Montazerian; lo incluye en un biovidrio con tratamiento térmico a
1000° aprox. Con buenos resultados en la prueba de inmersion y dureza, por otro

lado se menciona la inclusién de varios porcentajes de K,O en el que varian del 2
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al 6% mol. Observando un mejor comportamiento térmico y mecanico conforme

disminuye su contenido.*

Otras incursiones mas recientes orientan la incorporacion de los biovidrios a
materiales como el quitosan tal es el caso del estudio de Pourhaghgouy 2016; en
el que se confirma la bioactividad del material después de la incorporacién de un
biovidrio con 64% SiO, en andamios de nano compuestos de quitosan.*® Kovtun
2015 realiz6 un estudio in vivo de una nueva gelatina proveniente del frijol de soya

en espumas de HAp que mejora la biocompatibilidad. *’
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Prueba de bioactividad, inmersion en SBF vy
formacion de la capa de apatita

El avance de la investigacion, en la busqueda de nuevos biomateriales de
sustitucion 6sea que se aproximen a lo ideal, requiere de pruebas que de forma

mas rapida, econémica, y eficaz logren definir la funcionalidad del material.

Para este tipo de biomateriales la funcionalidad se evidencia por su bioactividad.
Como alternativa inicial a las pruebas in vivo para materiales experimentales en
este campo surgen las pruebas in vitro, tal como la inmersion en SBF. Estas
pruebas han permitido comprobar, de una manera mas sencilla y eficiente, si un
material es bioactivo por medio de la formacion de una capa de apatita en la
superficie del material. Disminuyendo asi tanto la cantidad como el tiempo
utilizado en la realizacion de las pruebas biologicas sobre todo en materiales

experimentales para los que se hacen gran cantidad de modificaciones.

A lo largo de la historia, los biomateriales usados en las diferentes areas de la
salud para regenerar tejidos duros han sido diversos. Se han utilizado desde
materiales metalicos como el titanio, materiales ceramicos, polimeros o una
combinacion de estos. Todos ellos han tenido una evolucién significativa
encaminada a la regeneracion optima del tejido pero también atravesado por un
arduo camino que involucra numerosas modificaciones a las composiciones y
métodos de prueba; ninguno de estos esfuerzos valdria la pena si no se puede
probar la funcionalidad del material creado. Pero realizar pruebas biologicas para
cada nuevo material tendria un costo que posiblemente excederia a las
posibilidades de muchos investigadores de aqui la importancia de las pruebas in

vitro.

Como se ha mencionado anteriormente, el aspecto mas importante a considerar
en los biomateriales es la biocompatibilidad y la bioactividad.
Uno de los problemas mas graves con respecto a la biocompatibilidad en los

materiales implantados es la reaccion de la interfase. Materiales como las
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vitroceramicas o0 biovidrios resuelven dicho problema; sus cadenas silico-
fosfatadas se enlazan en la superficie por intercambio iénico en contacto con un
medio fisiolégico, haciendo posible la osteointegracion, por medio de la formacion

de una capa de apatita hidroxicarbonatada.

Como se ha mencionado, la necesidad de encontrar materiales que reduzcan el
riesgo de rechazo o transmision de patdégenos ha impulsado la investigacion en la

sintesis de materiales sintéticos con capacidad de desencadenar bioactividad.

Las pruebas usadas para respaldar el funcionamiento de este tipo de materiales
pueden ser in vivo e in vitro. Dentro de las primeras, también llamadas pruebas
biolégicas, se encuentran aquellas en las que se usan lineas celulares y las que
utilizan animales de laboratorio, ambas implican elevados costos tanto materiales
como el sacrificio de un gran nimero de sistemas biolégicos. De aqui el interés de

desarrollar pruebas que disminuyan dichos costos, como son las pruebas in vitro.

Las pruebas in vitro preceden a las in vivo y tienen la finalidad de disminuir el
namero de éstas ultimas. Realizando pruebas in vivo Unicamente con aquellos

materiales que manifiestan bioactividad in vitro.

Una de las pruebas de bioactividad méas usadas es la inmersion en una disolucion
artificial que se conoce como “prueba in vitro de inmersién en SBF”. La prueba
consiste en sustituir el medio fisiologico por una disolucién artificial que contiene
los mismos iones que el medio natural y como resultado se obtiene la
precipitacion de una capa superficial de apatita, que es un material muy parecido

al biolégico.

En 1991 Hench y cols. ** establecieron que los materiales bioactivos son
aguellos que en presencia de disoluciones artificiales que tengan concentraciones
ionicas similares a las del plasma de la sangre forman una capa de apatita en la
superficie, validandose este método en 2006*°: la importancia de esta prueba se
ha ido incrementando con la aparicion de nuevos sustitutos 0seos y su creciente

demanda.
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La disolucion usada en esta prueba es de apatita y calcita sobresaturada.

Takadama et al. *°

propusieron una correccion al protocolo original de Kokubo,
con respecto a la concentracion de los iones cloruro (CI), mejorando su

estabilidad y reproducibilidad.

Diversos estudios con materiales como titanatos y biovidrios del sistema SiO,-
Ca0-Na,0-P,0s demuestran la formacion de la capa de apatita en contacto con
SBF, al igual que las pruebas in vivo, con una firme unidn al hueso. Por ello se

infiere la funcionalidad de la prueba para predecir la bioactividad.’

Por otro lado, son varios los materiales (hidroxiapatita sinterizada, b-fosfato
tricalcico, ceramica bifasica y ceramica de apatita cristalina y wollastonita’) que
han demostrado tener un mecanismo de union al hueso cuando interactian con la

disolucion , resultando ser una prueba muy versatil.

La aplicacion de la prueba de inmersion en SBF ha generado gran controversia
por la dificultad para realizar la disolucion. De aqui que diferentes
investigadores®”°>*? han revisado tanto la metodologia como los reactivos que se
utilizan. A pesar de la dificultad en la preparacion de dicha disolucion, sigue

siendo la alternativa mas viable antes de las pruebas in vivo.

Cada vez son mas los autores que utilizan esta prueba como determinante para
avalar el funcionamiento de los materiales; Bohner y Lemaitre® realizaron una
revision de la misma. Ellos establecen que es necesario un estricto control de las
condiciones experimentales y que el protocolo de Kokubo y Takadama?®’ podria

simplificarse y mejorarse para obtener resultados reproducibles.

De aqui podemos concluir que la prueba de inmersion en SBF nos da un buen
indicio de bioactividad sin embargo, el método de preparacion de la soluciébn SBF

es determinante.

Por otra parte, saber de la existencia de la formacién de apatita tiene cada vez

mas ventajas. Jones et. al.® muestran nueva evidencia con respecto a la
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osteogénesis inducida por la formacion de la capa de apatita. Si bien esta prueba
no sustituye las pruebas in vivo si proporciona sustento para acortar el tiempo y

recursos de las mismas.>®

Para la preparacion de la disolucion fisiolégica (SBF) en la que se realizé la
inmersion de las muestras y observar la formacion de la capa de apatita fueron
considerados varios procedimientos reportados: la patente 2242851- 2001-2005,
el protocolo de Ciineyt 2000, la norma 1SO/ FDIS 23317:2007(E), el protocolo de
Kokubo modificado en 2006 y algunos articulos que han usado esta prueba para
verificar la presencia de la capa de apatita.®* >®> °®>" En ellos se encuentran
variaciones en los métodos de prueba, los componentes y las condiciones de
preparacion de la disoluciéon, pero se demuestra la vigencia de éste método para
probar la bioactividad de los materiales. Por lo que se tomé como prueba
determinante para verificar la funcionalidad de los materiales generados en este

trabajo.
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Antecedentes

Desde hace algunos afios el interés por dar uso a la cascarilla de arroz ha
impulsado a muchos investigadores a buscar aplicaciones en areas muy diversas.

El area biomédica e ingenieria de tejidos no es la excepcion.

Algunos autores se han interesado en las cenizas de este material (RHA) por su
gran contenido en silice. Existe informacion de su uso como fuente de silicio y su
aplicacion como precursor de materiales como ceramicas o biovidrios por el

método tradicional de sinterizado.

En 2013 Yiicel®® reporta la fabricacién de biovidrios por el método tradicional de
sinterizado con RHA como fuente de silicio, comparado con una silice comercial.
Reportando resultados en la prueba de inmersion, microscopia y DRX que indican
el uso posible de la RHA en los biovidrios. Mientras que en el departamento de
fisica y ciencia de materiales de la Universidad de ChiangMai se compara la
cristalizacion de biovidrio Bioglass®45S5; a partir de silice comercial y de RHA,

formandose en ambos casos la fase Nay-Ca,-Siz-0g.>°

Por otra parte, Ahumada en 2006 muestra que es posible utilizar la RHA en la
sintesis de silicatos de calcio, utilizada como fuente de silicio en la sintesis de
biovidrios.®® Ademas, la RHA ya ha sido utilizada como agente espumante en la
fabricacion de andamios de Bioglass® encontrando que favorece la porosidad y

|.61

resistencia, sin afectar la bioactividad del material.”” Sin embargo, el uso de la

RHA como fuente directa de silicio no ha sido reportado.

En relacion a los elementos menores y traza que no forman parte de la
formulacién del biovidrio pero que se encuentran en la ceniza de cascara de
arroz, puede encontrarse en la literatura diversos estudios respecto a su uso en

los biomateriales.
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Uno de los elementos traza es el titanio, del cual ya son muy conocidas sus
propiedades de biocompatibilidad y bioactividad. Uno de los beneficios que han
sido reportados sobre la inclusion del titanio en los biovidrios, es en relacion a la
formacion de la capa de apatita: aumenta la resistencia de la unidn,
especificamente la fase anatasa, favorece la nucleacion.**®® Otro es en el caso de
los recubrimientos donde mejora la continuidad de la interfaz entre uno y otro
material. ®* En relacion a las propiedades mecanicas, aumenta la dureza y

disminuye el modulo de Young, mejorando la resistencia a la corrosién.3*34 ¢4

Otro de los elementos que es bien sabida su biocompatibilidad y bioactividad es la
alimina. Esta en combinacion con los biovidrios favorece la bioactividad pues la
interaccion con algunos elementos en el Biovidrio como el calcio y fosfato dan
lugar a la formacién fases como nepheline y fosfatos de aluminio.®® También
favorece la formacién de la capa rica en silice y con ello se favorece el desarrollo
de cristales de hidroxiapatita carbonatada. Se ha reportado que en implantes se
favorece la unidn en las primeras fases, pues también se controla la solubilidad y
estabilidad del implante mejorando la interaccién con el hueso.®® Por otro lado
también se menciona la influencia de los tratamientos térmicos para modificar la
densidad del material, lo que es importante para la degradacion y duracion del

material.®”:8

Los compuestos de magnesio han sido muy estudiados, solos 0 en combinacion
con compuestos de titanio, estroncio, cinc o potasio. Se ha comprobado que

d,38’ 69,70

mejora la bioactivida promueve la deposicion de la apatita generando

saturacion superficial y liberacion i6nica. * Ademéas proporciona mayor
reactividad,’? influye en la ventana de sinterizacién, disminuyendo la Tg y Tc.”>"
Por otro lado incrementa el pH inicial generando un ambiente propicio para la
cristalizacion de apatita.”* En pruebas celulares y animales se favorece la
osteogénesis. Desde el punto de vista del propio material, un 2% mejora la
cohesion interlaminar y la resistencia adhesiva entre capas y sustratos, lo que
pudiera resultar en una mejora de las propiedades mecanicas.”

Varanasi en 2009 reporta que el 6xido de potasio en combinacion con magnesio

en el Biovidrio tiene efecto a nivel idnico con los marcadores osteogénicos;
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importantes en el proceso de regeneracion 0sea. Por si solo el K,O disminuye la

rigidez del vidrio y el coeficiente de expansion térmica’.

Bracci 2009 realizé estudios celulares y menciona la influencia de los iones de
magnesio, estroncio y manganeso para aumentar la presencia de marcadores de

diferenciacion celular. Ademas activa la adhesion celular a nivel de integrinas’’.

El hierro se sabe que tiene injerencia en muchos procesos celulares, un ejemplo
es la reaccién de Fenton en la que actta tanto Fe** como Fe*?. Recientemente se
ha reportado como elemento modificador de biomateriales. Algunas formas
alotropicas mejoran la resistencia del material y ha sido probado en ingenieria

tisular por sus propiedades magnéticas.”®

En relacién a la temperatura de calcinacion del material Ravarian en 2010°°,
reporta la sintesis de un biovidrio mezclado con HAp, sintetizado por sol-gel y
calcinado a 1000°C. Mientras que Catauro en 2015 estudié la influencia del
tratamiento térmico a 120, 600 y 1000°C en biovidrios del sistema SiO,-CaO-
P,0s, teniendo que la temperatura en que se tiene mejores propiedades es a
600°C.%*

Por otra parte, la obtencion de estructuras 3D de materiales como fosfatos de
calcio, HAp, fosfato tricalcico alfa y beta, con las técnicas de fabricacion por sol-
gel, replicacion de espuma, electro-spinning 0 método de prototipo rapido se han
vuelto motivo de estudio en el area de ingenieria de tejidos. Dichas estructuras de
forma ideal no solo deben proporcionar un soporte estructural sino también
estimular la proliferacion y diferenciacion celular. Esto no solo tiene que ver con la
composicion del material sino también con la porosidad, caracteristicas de la

superficie y rendimiento mecéanico. 2

Day en 2004 muestra el efecto de los andamios en las propiedades del Bioglass
45S5 por medio de pruebas in vitro e in vivo, indicando que la presencia de los
andamios favorece la neo vascularizacion y estimula el aumento de la secrecion

de factores de crecimiento. También indica que este proceso es independiente de
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la adhesion y proliferacion celular, ya que al elevar la concentracion de Bioglass
se inhibe la proliferacién.?* Segun la literatura los tamafios de poro que favorecen
la actividad celular en este tipo de materiales tridimensionales se encuentran
entre 100 y 500 pm. Mientras que los que favorecen la angiogénesis se

encuentran alrededor de 50 pm.

Acorde a la literatura reportada, se puede identificar a un biomaterial como
bioactivo si éste manifiesta la formacion de una capa de apatita superficial
después de someterlo, durante un tiempo, a una prueba de inmersion in vitro en
solucion fisiolégica simulada (SBF). De aqui el interés de diversos investigadores

en entender dicho proceso.

Liu et al. en 2004 en un estudio sobre bioactividad de wollastonita e HAp en SBF,
describen el mecanismo de formacion de apatita inicialmente como un
intercambio de iones Ca* con los H* superficiales. Lo que conlleva a la formacién
de grupos silanol y al aumento de pH en la interfase, cargando la superficie
negativamente con el grupo funcional (Si-O"), posteriormente los iones Ca®" en la
disolucion son atraidos, aumentando la actividad iénica a medida que se precipita
apatita en la superficie.®? Mientras que Rey en 2007 analizé los nanocristales de
HAp formados y concluye que estos contienen iones débilmente unidos, por lo
que se favorece el intercambio i6nico en medios biologicos y la formacion de

tejido 6se0.%

Hoppe en 2011 estudio los efectos de los productos de la disolucion de los
biovidrios y el rendimiento biolégico de los andamios. Menciona que a pesar de
los éxitos que se tienen en torno a los biovidrios y vitroceramicas aun hace falta
ahondar en la cinética de liberacién para determinar concentraciones criticas y su
efecto biologico. Se menciona el comportamiento favorable de los biovidrios hacia
la angiogénesis y la estructura de andamio, pues la respuesta celular no solo
depende de la composicién sino también de sus propiedades de superficie y su
topografia, estructura, rugosidad, porosidad, tamafio de grano e incluso

cristalinidad.®*
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Ravarian en 2010 estudi6é que la disolucion de la red del biovidrio da la posibilidad
de la deposicion de apatita,”® propone a los grupos silanol como catalizadores en
la nucleacién de la apatita. Mientras que Ayatollahia en 2015 reporta la funcion de
la hidroxiapatita superficial y que al incorporar HAp en el biovidrio se mejora la
biocompatibilidad, al existir union quimica en la superficie por la simulacién de un

material parecido al biologico. &

Numerosos investigadores han visto en los biovidrios un material con un futuro
prominente.El intento por mejorarlos, combinarlos con otros materiales o como
recubrimientos es cada vez mas frecuente. Ademas ya se han probado fuera de
aplicaciones en tejidos duros. Baino en 2015 en su revision y proyeccion de los

biovidrios muestra su aplicacion en la ingenieria de tejidos.®
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Metodologia

Planteamiento del problema

El uso de materiales innovadores como los vidrios bioactivos cada vez es mas
importante debido a los beneficios que aporta. No obstante, no toda la poblacion
puede tener acceso a estos materiales ya sea por razones de economia o
simplemente porque no se comercializan en el pais. En general, se tiene acceso a
las patentes de algunos de estos materiales lo que ha permitido su reproduccion
en México. La utilizacion de métodos diferentes a la sinterizacion se ha probado,
como es el método sol-gel por hidrolisis. EI uso cascara de arroz ha sido
reportado como surfactante y como materia prima de los precursores con
meétodos complicados. Sin embargo, el método de obtencién de un biovidrio a
partir ceniza de cascara de arroz como fuente de silicio y por depolimerizado; aun
no ha sido reportado.

Lo anterior ha generado la siguiente pregunta de investigacion:

¢El biovidrio sintetizado, usando como material base la ceniza de cascara de arroz
por técnica sol-gel, favorecerd la formacion de la capa de apatita en la prueba de

bioactividad in vitro ?
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Justificacion

Siendo los materiales de sustitucion 6sea de gran importancia para el area
médica. Este trabajo aporta a la investigacion de nuevos materiales sintéticos,
obtenidos por técnicas mas eficientes y fuentes de materia prima de materiales

poco usados la industria alimentaria.

La cascara de arroz es producida a gran escala (110 000 Tons/afo), al ser
calcinada permite la eliminacion de la parte organica de la planta y produce un
material rico en silice. Basados en estudios previos®’ sabemos que la cascara de
arroz de la empresa Covadonga de Ecatepec, Estado de México, México,
presenta un contenido de SiO2295% y trazas de elementos como el TiOz, Al20s,
Fe203, MnO, MgO, CaO, Naz0, K20y P20s

El desarrollo de biovidrios tipo Bioglass® a partir de la ceniza de cascara de arroz
por técnica sol-gel por medio de glicerol no ha sido reportado. La compaosicion
promedio de un biovidrio requiere de un minimo de 45% de SiOz2y en diferentes
porcentajes CaO, Na20, y P20s, todos presentes en las cenizas de cascara de
arroz junto con otros materiales; mismos que ya han sido reportados por varios

autores para mejorar las caracteristicas de los biovidrios y vitroceramicas.

Por lo tanto, al utilizar las cenizas de la cascara de arroz y materiales comerciales
complementarios durante la sintesis del biovidrio, es de esperarse la formacion
del biovidrio y la subsiguiente formacion de la capa de apatita; elemento
determinante para la union a los tejidos en que se implantaran. Por otra parte,
utilizar las cenizas de cascara de arroz, en el mayor porcentaje de la materia

prima, para la obtencion del biovidrio abate el costo del material obtenido.
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Hipotesis

El biovidrio obtenido a partir del uso directo de las cenizas de cascara de arroz,
como fuente de SiO:z en la sintesis por técnica sol-gel: es un soporte adecuado
que permite la formacion de la capa de apatita, en la prueba de bioactividad in

vitro.

Objetivo General

Evaluar la formacion de la capa de apatita en un biovidrio sintetizado directamente

de cenizas de cascara de arroz, utilizadas como fuente de SiOo.

Objetivos especificos

* Obtener el SiO2 a partir de la cascara de arroz, caracterizarlo por
Fluorescencia de Rayos X y realizar el ajuste a los porcentajes de la

formulacién original del biovidrio.

» Sintetizar un biovidrio a partir del uso directo de las cenizas cascara de

arroz como fuente de SiOo.

» Caracterizar el biovidrio mediante los analisis de fluorescencia de rayos X
(FRX), andlisis de superficie, espectroscopia Raman, microscopia Optica,

microscopias electronicas SEM, TEM, HRTEM vy difraccion de electrones.
* Obtener la porosidad total y tamafio de poro de los materiales obtenidos.

* Realizar pruebas de inmersion en disolucion fisiolégica simulada a 4
semanas.
* Verificar la presencia de la capa de apatita sobre el material por

microscopia Optica, electronica SEM y TEM, mapeo quimico vy
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espectroscopia Raman.

e Comparar los resultados de formacion de capa de apatita del material

experimental con los de un material comercial (PerioGlas®).

Tipo de estudio

Experimental.

Variables

Variables dependientes: formacion de la capa de apatita sobre el biovidrio.
Variables independientes: biovidrios sintetizados a partir de SiO2 de cascara de

arroz.

Criterios

Inclusiéon

Se emplearan muestras de los Biovidrios sintetizados a partir de SiO2de cascara

de arroz y muestras de PerioGlas® Novabone.

Exclusion

Muestra de Biovidrios diferentes a los sintetizados a partir SiO2 de cascara de
arroz o cuya composicion este fuera del intervalo establecido.
Eliminacion

Muestras de Biovidrios sintetizados a partir de SiO2 de cascara de arroz que no
presenten resultados positivos en la formaciéon de capa de apatita, 0 que su
método de sintesis resulte mas complejo.

Muestras obtenidas en polvo o granulado.
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Materiales

Reactivos

SiO; obtenido a partir de la ceniza de cascara de arroz
Sigma Aldrich

Na,CO3; CAS 497-19-8 99.95-100.5% Puro

CaCO3 CAS 471-34-1 99.95-100.5% Puro

P,Os CAS 1314-56-3 >- 98 % Puro

NaHCO3; CAS 144-55-8 99.95-100.5 % Puro

NaCl CAS 7647-14-5

KCI CAS 7447-40-7 >- 99.0 % Puro

KoHPO, - 3H,0, CAS 16788-57-1 >- 99.0 % Puro
MgCl, - 6H,0, CAS 7791-18-6 99.95 % Puro

CaCl, anhidro CAS 10043-52-4 >-96.0 % Puro
Na,SO4 CAS 7757-82-6 >-99.0 % Puro

TRISMA (tris(hidroximetil)-aminometano (NH,C(CH,OH)3) FW12-1477-86-1
99.0 % Puro

Otros:

HCI CAS7647-01-0 Fulka Analytical
Glicerol anhidro CAS 5681-5 J.T.BAKER
PerioGlas® Novabone

Agua destilada

Material

Vasos de precipitado de vidrio de 2L, 500 y 50mL
Vasos de precipitado de Nalgene® 1L, 250 mL
Agitadores magnéticos

Espatulas de polvos

Crisol de porcelana
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* Botes de plastico con tapa
» Papel Parafilm

» Alambre de ortodoncia

* Termometros

* Guantes de asbesto

* Guantes de carnaza

* Pinzas

* Placa de asbesto

e Soporte Universal

* Pinzas y nueces

Equipo

» Plato de calentamiento con agitacion magnética digital Corning PC420D

» Camara de guantes LABCONCO 50004

* Mufla para calcinado digital FELISA FE360

» Campana de extraccion VECO Grado

* Incubadora con agitacion INCU- SHAKER marca Benchmark

* Microscopio Electronico de Barrido JSM5600LV (resolucion 3.0 nm)
equipado con micro sonda marca NORAN para realizar analisis quimicos
por EDS

* Microscopio Electronico de Transmision JEM2101FEG resolucion 0.19 nm)
equipado con micro sonda marca NORAN para realizar analisis quimicos
por EDS

* Microscopio Carl Zeiss Axio Scope. Al con un objetivo de 10X campo claro
y 0Scuro

* Equipo de espectroscopia Raman, Witec con Microscopio Confocal Alfa
300R con una fuente de excitacion de 532 nm

* Equipo para Difraccion de Rayos X Siemens D500

* Un sistema automatizado de sorcion de gas Quantachrome (Autosorb-1)
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Métodos

Técnicas de caracterizacion

Fluorescencia de rayos X (FRX)

El andlisis quimico se realizé con un espectrometro Siemens SRS 300, el cual fue
equipado con un anticatodo Rh para ventana de 125um. El analisis se realiza en
perlas de vidrio obtenidas por la fusion de la mezcla de 0.8g de muestra con 7.29
de fundente (el fundente estad constituido por Li,B4O; y Li,BO, ultra puro en
relacion 1:1, se utiliza en forma granular para favorecer el llenado del crisol y
evitar pérdidas durante el enfriamiento) a 1000 ° C durante 10 min de acuerdo a
referencias geoquimicas. Se utiliz6 como agente no mojante LiBr en disolucion

acuosa a una concentracion de 250 g/L.

Difraccion de rayos X (DRX)

Las muestras se midieron en un equipo Siemens D500, con una longitud de
onda Cu K-alfal=1.54062 utilizando el método de polvos. En un intervalo de 10-

70° El tamafio de paso fue de 0.02°y el tiempo de paso de 1.8s.

Espectroscopia Raman

Los espectros Raman se registraron usando un equipo Witec con Microscopio
Confocal Alfa 300R con una fuente de excitacion de 532 nm (Nd: doble frecuencia
YVO4 laser) y con el objetivo 50X, 0,9 NA para enfocar el laser en la muestra y
recoger la luz retro dispersada en una configuracion de 180 grados. Para la
adquisicion de espectros se utilizaron los siguientes parametros; resolucién 4cm™,

fuente de laser de 30 mW, tiempo de integracién 0,1 s y 20 acumulaciones.

37



Miriam Marin Miranda

Microscopia electronica

Microscopia Electrénica de Transmisiéon (TEM)

Se us6 un equipo TEM JEM 2010 FEG con resolucion punto a punto de 0,19 nm,
para analizar los fosfatos de calcio. Para los estudios TEM, los precipitados de
fosfato de calcio se suspendieron en alcohol isopropilico y se dispersaron en un
bafio de ultrasonido; una gota se colocO sobre rejillas de cobre de 300 mesh
cubiertas con carbono. La morfologia y la informacion cristalogréafica se obtuvieron
usando alta resolucion en un Microscopio Electronico de Transmision (HRTEM)
con un voltaje de aceleracién de 200 kV. Para analizar la estructura cristalina de
las muestras se utilizo software “Digital Micrograph”. Las distancias interplanares

medidas se compararon con la de hidroxiapatita estandar (ICDD 44-0778. 2001).

Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

La morfologia, microestructura y composicion quimica elemental de los fosfatos
de calcio se examinaron usando un microscopio electronico de barrido de bajo
vacio (JSM 5600 LV). Las muestras fueron fijadas sobre un porta-muestras de
aluminio con cinta de carbono. El analisis elemental SEM se realiz6 a un voltaje
de aceleracion de 20-25 kV y a una presion de 20-25 Pa en la camara de
muestra, en diferentes zonas con diferentes tamafios de sondas. La relacion
calcio-fosforo (Ca / P) se calcula a partir de la intensidad de los picos en el patron
de EDS y el andlisis semi-cuantitativo, se obtuvo usando un detector de

microanalisis EDS (de rayos X Noran, modelo Voyager 4.2.3.)

Area superficial y porosidad

Los parametros texturales se obtuvieron usando un sistema automatizado de
sorcion de gas Quantachrome (Autosorb-1). Inicialmente las muestras se
desgasifican a 300 °C. Posteriormente se obtiene la isoterma de adsorcion-
desorcion de Nj,. A partir del cual se determina el tamafio de poro que se
establece a partir de los datos de desorcién, de acuerdo con el método de
Barret, Joyner y Halenda (BJH) y el area superficial de acuerdo con el método de

Brunauer, Emmett y Teller (BET).
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Microscopia Optica

Las imagenes de microscopia Optica fueron adquiridas utilizando un microscopio
Carl Zeiss modelo Axio Scope Al con un objetivo de 10X en observacion de

campo claro y oscuro.

Porosidad total

Para la determinacién de la porosidad total de los materiales B22, 27, 29, 30, 31y

32 se utilizé el Principio de Arquimedes.

p andamio

[Ttotal =1 X 100

p material

Doénde:
— p andamio se determina por el peso del sélido poroso entre el volumen
desplazado al sumergirlo en un volumen conocido de agua
— p material se determina por el peso del material molido en un mortero de
agata entre el volumen desplazado al sumergirlo en un volumen conocido

de agua.

Fig 4. Representacion gréafica del Método de Arquimedes. a)Material molido, b)
Material ya pesado y colocado en la probeta, c)Volumen conocido de agua,

d)Agua y solido juntos, e)Cambio de volumen de agua
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Materia prima

La cascara de arroz, de la Arrocera Covadonga S.A., es lavada en 10 ciclos con
agua corriente, tostada, molida y calcinada a 500 °C por 24 horas. Obteniéndose
ceniza de cascara de arroz conocida como RHA, por sus siglas en inglés Rice
Hull Ash.

La ceniza obtenida se analizé por fluorescencia de rayos X, una vez considerada

la pérdida por calcinacion se obtuvieron los datos reportados en la Tabla 1.

Tabla 1. Composicion quimica de la ceniza de cascara de arroz,

obtenida mediante Fluorescencia de Rayos X.

I )

Posteriormente se determinaron las propiedades superficiales de la ceniza,
caracterizandose ésta como un material mesoporoso con un area superficial BET
de 243.21 m?/g (Figura 4a). Mientras que por TEM, y el programa digital
micrograph se midieron los diametros de 350 particulas y se analizo la distribucion
de los tamafios. Obteniendo una media dentro del intervalo 50 a 100 nandémetros,
dispuestas en cumulos de formas ovales y circulares mas o menos homogéneas
(Figura 4b).
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Fig 5. Caracterizacion de la ceniza de céascara de arroz RHA, distribucion de

tamafo de poro (a) y particula (b).
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Por otro lado la composicion de la ceniza de cascara de arroz puede variar de
acuerdo con el tiempo de cosecha o la zona geografica de la que es obtenida, en
el presente trabajo se utilizaron dos tipos de cascara de arroz, de arrocera
Covadonga (RHA-C2) y de arrocera San José (RHA-SJ) con fines comparativos
(Tabla 2).

Tabla 2. Composicion quimica de la ceniza de cascara de arroz de los
lotes RHA-C2 y RHA-SJ, obtenidos por medio de Fluorescencia de
Rayos X.

Compuesto/ | SiO; TiO; Al,O3 | FeOst | MnO MgO | CaO | Na;O | K20 P20s
% en peso
93813 [ 0.022| 0001| 0098| 0.132] 0521]0.764| 0.001] 0.261| 0.277

(RHA-SJ)
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Ajuste de las proporciones del biovidrio

Las formulaciones de los biovidrios son muy variadas y algunas de sus
propiedades varian de acuerdo a dicha composicion. Se tomaron como referencia
dos formulaciones con diferente contenido de silice, biovidrio 45S5 y 55S, de las
gue se ha reportado su uso clinico (Tabla 3). Esto con el objeto de tener un
intervalo considerable en el que las composiciones de los biovidrios
experimentales pudieran caer. Se realiz6 la equivalencia en la tabla de
porcentajes considerando que los biovidrios de referencia son compuestos de alta

pureza.

Atendiendo a su alto contenido en silice, la ceniza de cascara de arroz se utilizo
como fuente de silice, mientras que por su bajo contenido de Ca, Na y P, se
utilizaron reactivos de alta pureza para alcanzar la composicion deseada (Tabla
3). Para esto se utilizaron carbonatos de sodio y calcio, y pentéxido de fésforo, de
alta pureza.

Tabla 3. Porcentajes referencia del contenido del biovidrio, cantidad
en peso necesaria para la preparacion de 1g de biovidrio.

Referencia menor, 45 24.5 24.4 6.1
biovidrio 45S5 (%)

Cantidad en peso SiO; RHA

(9) 0.4676 0.2431 0.2362 0.0569

Referencia mayor, 55.1 20.1 222 2.6
55S (%)
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Obtencion de los biovidrios experimentales

12,88 se mezcla la ceniza de

Inicialmente, en base a resultados previos reportados
cascara de arroz con glicerol y se somete a un proceso de depolimerizado con la
finalidad de obtener un gel café traslicido. Este gel, posteriormente se utiliza
como medio de dispersion para los componentes restantes, Na, Ca y P,
resultando un gel grisaceo. Cuando este gel se analiza por temogravimétria se
observa una pérdida de peso considerable entre 500 y 700°C, que puede
asignarse al intervalo de temperatura correspondiente a la pérdida de carbén. De

aqui que se determinaron como temperaturas de calcinacion, 500 y 700°C.

Para la preparacion de los biovidrios se realizaron diferentes pruebas de
integracion de los componentes con la finalidad de obtener la composicion
deseada. Para esto, se tomo como base el proceso de depolimerizacion de la
silice de RHA a 200°C por 2 horas y se fueron ajustando diferentes parametros
experimentales. Los parametros que se variaron fueron; el tiempo de
depolimerizado, la temperatura de incoporacion de reactivos, orden de mezcla,
proceso de eliminaciéon del glicerol, espumado, tiempo y temperatura de

calcinacion.

En una primera serie de experimentos (muestras B1-B3, B6) se mezcla la RHA y
todos los reactivos (carbonatos de calcio y sodio, y pentoxido de fosforo) con
glicerol, con agitacion constante a 200°C por 2 horas. Posteriormente se elimina el
exceso de glicerol y se lava el gel obtenido, acorde a la Tabla 4. Finalmente el

sélido obtenido se calcina a 500°C por 2 horas

Tabla 4. Preparacion de muestras por incorporacion de los

componentes en una sola etapa, primera serie de experimentos.

Muestra Eliminacion de exceso de glicerol Lavado del gel
Bl Centrifugado a 10000 rpm por 20 min ~ Con agua 2 veces a 10000 rpm por 20 min
B2 Centrifugado a 5000 rpm por 15 min ~ Con agua 3 veces a 5000 rpm por 15 min
B3 Centrifugado a 5000 rpm por 20 min ~ Con agua 1 vez a 5000 rpm por 20 min
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B6 Centrifugado a 5000 rpm por 20 min ~ Con metanol 1 vez a 5000 rpm por 20 min

Secado posterior a 80°C por 12 horas.

En una segunda serie de experimentos (B4, B5, B7-B11) se mantiene el proceso
de depolimerizacion con glicerol a 200°, variando la secuencia de incorporacion
de reactivos acorde a la tabla 5. Se implementa la eliminacion del glicerol por
sedimentacion y decantacién, con una posterior calcinacion de las muestras

obtenidas a 500°C por 2 horas.

Tabla 5.

eliminacion de glicerol en la preparacion de muestras, segunda serie

Efecto del orden de incorporacion de reactivos y de la

de experimentos.

Muestra Primera incorporacion Segunda Tercera Eliminacion de
de sdlido incorporacion de incorporacion  exceso de glicerol
solido
B4 RHA + Glicerol Calcio + Sodio+ Lavado con agua a
2 Hrs/ 200°C fésforo 3000 rpm por 20
1 Hrs/200°C min.
B5 RHA + Calcio + Glicerol Sodio y Fdsforo Secado a 80°C
2 Hrs/ 200°C 15 min/20°C Sedimentado 2 dias
Lavado dos veces a 5000 Decantacion
rpm por 20 min.
B7 RHA + Calcio + Glicerol Sodio Fosforo Sedimentado 3 dias
30 min/ 200°C 90 min/200°C 60°C/10 min Decantacion
B8 RHA + Glicerol Sodio + Fdsforo Sedimentado 2 dias
30 min/200°C 60°C/ 10 min Decantacion
+Calcio x 1 Hr,
30min/200°C
B9 RHA + Glicerol Calcio Sodio + Fésforo  Sedimentado 3 dias
1 Hr/ 200°C 1 Hr/ 200°C 60°C Decantacion
B10 RHA + Sodio soln. Aqg. Calcio + Glicerol Fosforo Sedimentado 3 dias
20 min/ 20°C 2 Hr/ 200°C 60°C Decantado
Decantado exceso de
agua
B11 RHA + Glicerol Calcio Sodio, Sedimentado 3 dias
1 Hr/ 200°C 1 Hr/ 200°C 30 min/ 60°C Decantado
Fosforo, Centrifugado a 1000
30 min/ 60°C rpm
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En una tercera serie de experimentos se

depolimerizacion con la finalidad de obtener una silice mas reactiva que permita

incrementa el

tiempo de

la

favorecer la incorporacion de los reactivos. Con base a los resultados obtenidos

previamente se fija el proceso de incorporacion de los reactivos, temperatura,

tiempo y orden, de acuerdo a la Tabla 6. Se prescinde de la etapa de eliminacion

de exceso de glicerol y las muestras se calcinan directamente a diferentes

tiempos y temperaturas.

Tabla 6.

muestras, tercera serie de experimentos.

Efecto de la temperatura de calcinacion en la preparacion de

Muestra  Secuencia de incorporacion de reactivos Calcinado

B12 RHA + Glicerol, 10 Hr/ 200°C 500°C/ 2 h
Calcio x 1 Hr/ 200°C 4°Imin
Sodio x 30 min/ 60°C
Fdsforo x 30 min/ 60°C

B19 RHA + Glicerol, 9 Hr/ 200°C 500°C/ 2 h
Calcio x 1 Hr/ 200°C 4°/min
Sodio x 30 min/ 110°C
Fésforo x 30 min/ 60°C

B20 RHA + Glicerol, 9 Hr/ 200°C 700°C/ 2 h
Calcio x 1 Hr/ 200°C 4°/min
Sodio x 30 min/ 110°C
Fasforo x 30 min/ 60°C

B21 RHA + Glicerol, 9 Hr/ 200°C 500°C/ 3 h
Calcio x 1 Hr/ 200°C 4°/min
Sodio x 30 min/ 110°C
Fésforo x 30 min/ 60°C

B22 RHA + Glicerol, 9 Hr/ 200°C 700°C/ 3 h
Calcio x 1 Hr/ 200°C 4°/min
Sodio x 30 min/ 110°C

Por otra parte, con la finalidad de conocer el efecto del sodio se preparan las

muestras B23, B24, B25 y B26 en ausencia de sodio, acorde a la Tabla 7.

Fasforo x 30 min/ 60°C

Tabla 7. Preparacion de muestras sin sodio.
Muestra  Secuencia de incorporacion de reactivos Calcinado
B23 RHA + Glicerol, 9 Hr/ 200°C 500°C/ 2 h
Calcio x 1 Hr/ 200°C 4°/min

Fasforo x 30 min/ 60°C
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B24 RHA + Glicerol, 9 Hr/ 200°C 700°C/ 2 h
Calcio x 1 Hr/ 200°C 4°/min
Fosforo x 30 min/ 60°C

B25 RHA + Glicerol, 9 Hr/ 200°C 500°C/ 3 h
Calcio x 1 Hr/ 200°C 4°/min
Fasforo x 30 min/ 60°C

B26 RHA + Glicerol, 9 Hr/ 200°C 700°C/ 3 h
Calcio x 1 Hr/ 200°C 4°/min
Fosforo x 30 min/ 60°C

Adicionalmente, con la finalidad de incrementar la presencia de andamios se
agregan dos métodos previamente reportados & iEfort Marcador no definido. 89. |5
presencia de surfactante y la agitacion a altas velocidades con propela mecanica
(Tabla 8). Para lo cual se utiliza como surfactante Lauril sulfato de sodio, llevando
a cabo la agitacion con propela a 4000 rpm. La adicion del surfactante se llevo a

cabo a aprox 5°C con una agitacion constante durante 20 min.

Tabla 8. Efecto de la presencia de surfactante y/o agitacion con

propela en la preparacion de muestras.

Muestra  Secuencia de incorporacién de reactivos  Tipo de agitacion Calcinado

B13 RHA + Glicerol, 9 Hr/ 200°C Con surfactante y propela ~ 500°C/ 2 h
Calcio x 1 Hr/ 200°C 4°Imin
Sodio x 30 min/ 110°C
Fasforo x 30 min/ 60°C

B14 RHA + Glicerol, 9 Hr/ 200°C Con surfactante y propela ~ 700°C/ 2 h
Calcio x 1 Hr/ 200°C 4°/min
Sodio x 30 min/ 110°C
Fosforo x 30 min/ 60°C

B15 RHA + Glicerol, 9 Hr/ 200°C Con surfactante y propela  500°C/ 3 h
Calcio x 1 Hr/ 200°C 4°/min
Sodio x 30 min/ 110°C
Fasforo x 30 min/ 60°C

B16 RHA + Glicerol, 9 Hr/ 200°C Con surfactante y propela ~ 700°C/ 3 h
Calcio x 1 Hr/ 200°C 4°/min
Sodio x 30 min/ 110°C
Fosforo x 30 min/ 60°C

B27 RHA + Glicerol, 9 Hr/ 200°C Con Propela 700°C/ 3 h
Calcio x 1 Hr/ 200°C 4°/min
Sodio x 30 min/ 110°C
Fasforo x 30 min/ 60°C
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B28 RHA + Glicerol, 9 Hr/ 200°C Con Propela 700°C/ 3 h
Calcio x 1 Hr/ 200°C
Fosforo x 30 min/ 60°C
Sin sodio

4°/min

Después de la caracterizacion de estos materiales y de las pruebas in vitro, se
determind que los métodos de sintesis que dieron resultados favorables fueron los
establecidos para las muestras B22 y B27. Con la finalidad de asegurar que los
resultados son reproduciles, con diferentes lotes y tipos de cascara de arroz, se
tomaron los métodos utilizados para la sintesis de dichas muestras con un lote
diferente de ceniza de cascara de arroz. De la arrocera Covadonga (RHA-C2)
generando los biovidrios B29 y B30, y de la arrocera San José (RHA-SJ)
generando los biovidrios B31 y B32 (Tabla 9).

Tabla 9. Preparacion de muestras a partir de diferentes lotes de

cascara de arroz, arrocera Covadonga (RHA-C2) y arrocera San José

(RHA-SJ) .
Muestra Secuencia de incorporacion de Condiciones de Espumado Calcinado
reactivos
B29 RHA-C2 + Glicerol, 9 Hr/ 200°C Ninguna 700°C/ 3 h
Calcio x 1 Hr/ 200°C 4°/min
Sodio x 30 min/ 110°C
Fosforo x 30 min/ 60°C
B30 RHA-C2 + Glicerol, 9 Hr/ 200°C Espumado con agitacién a 700°C/ 3 h
Calcio, 1 Hr/ 200°C 4000 rpm por 20 min 4°/min

Sodio, , 30 min/ 110°C
Fésforo, , 30 min/ 60°C

B31 RHA- SJ + Glicerol, 9 Hr/ 200°C Ninguna 700°C/ 3 h
Calcio x 1 Hr/ 200°C 4°/min
Sodio x 30 min/ 110°C
Fosforo x 30 min/ 60°C

B32 RHA-SJ + Glicerol, 9 Hr/ 200°C Espumado con agitacion a 700°C/3h

Calcio, 1 Hr/ 200°C
Sodio, , 30 min/ 110°C
Fosforo, , 30 min/ 60°C

4000 rpm por 20 min 4°/min

47




Miriam Marin Miranda

Prueba de Bioactividad “in vitro”, Inmersion de los
biomateriales en disolucion fisiolégica simulada

Preparacion de la disolucion

Después de probar los diferentes métodos se encontré que el mas consistente y
adecuado es el descrito en el protocol6 de Kokubo en 2006, siendo éste el
utilizado en la preparacion de la disolucion fisioldgica para las pruebas de

inmersion y descrito a continuacion.

Inicialmente, se prepara un sistema de bafio Maria utilizando un plato de
calentamiento con agitacion magnética y un vaso de precipitado de 2.5 L con un
agitador magnético y aproximadamente 1.5 L de agua corriente. Para la
preparacion de 1000 mL de disolucién se usa un vaso de precipitado marca
Nalgene sin ralladuras evidentes, se colocan 700mL de agua destilada y un
agitador magnético, el vaso se cubre con parafilm. Se coloca, con un soporte
universal, un termometro dentro del vaso de la disolucion con la finalidad de

monitorear en todo momento la temperatura del sistema.

El agua de la disolucién se calienta a 36.5°C + 1.5°C con agitacion constante. Una
vez alcanzada la temperatura se estabiliza el sistema y se comienzan a agregar
los reactivos, en muy pequefas cantidades cuidando de tener una disolucion total
de cada porcién antes de agregar mas cantidad. Siendo el orden de adicion de los
reactivos el siguiente:

1) 8.035g de cloruro de sodio, NaCl (99.5% puro)

2) 0.355¢g de bicarbonato de sodio, NaHCOj3; (99.5% puro)

3) 0.225g de cloruro de potasio, KCI (99.5% puro)

4) 0.231g de fosfato dipotasico de hidrogeno trihidratado, K;HPO43H,0 (99%

puro)

5) 0.311g de cloruro de magnesio hexahidratado, MgCl, 6H,0O (98% puro)

6) 39mL de acido clorhidrico, HCI 1M

7) 0.292 de cloruro de calcio, CaCl, (95% puro)

8) 0.072g de sulfato de sodio, Na,SO,4 (99% puro)
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En este punto se coloca un electrodo de medicion de pH en la disolucion y se
verifica que el pH sea menor a 2.0 £0.1 Antes de agregar el siguiente reactivo, la
temperatura debe estar en 36.5+ 0.5°C sin llegar a ser mayor a 38°C. Si el
volumen de la disolucibn es menor a 900mL se agrega agua destilada para

mantener este volumen. Se continda con la adicion del siguiente reactivo.

9) 6.118g tris(hidroximetil) aminometano, (HOCH)3CNH; (99% puro)

Con la temperatura preferentemente en 36.5°C, oscilando dentro del intervalo 35
y 38°C, el tris (reactivo 9) se agrega en cantidades muy pequefias, esperando a
que se disuelva completamente antes de agregar una cantidad adicional. Al ir
agregando el reactivo se debe mantener un pH de 7.3+£0.05 y una temperatura de
36.5°C + 0.5°C. Es importante controlar el pH ya que el exceso de reactivo puede
elevar el pH y favorecer la precipitacion de apatita, el pH no debe sobrepasar de
7.45. Para mantener las condiciones de pH y temperatura se agrega el reactivo
alternando con HCI, por goteo (= 5 mL). El intervalo de pH debe mantenerse
entre 7.42 y 7.45, teniendo cuidado de no bajar el pH de 7.40, finalizando la

adicion del reactivo a un pH exacto de 7.40 y una temperatura de 36.5°C.

Una vez estabilizada la disolucion se retira el electrodo de medicion enjuagando
con agua destilada, que se agrega a la disolucion. La disolucion obtenida se vierte
en un matraz volumétrico, enjuagando el vaso de plastico y vertiendo el agua de
enjuague a la disolucion. Se enfria la disolucion a 20°C y se afora a 1000mL. Se
almacena en una botella de plastico con tapa entre -5y 10 °C para usarse durante

los 30 dias siguientes a su preparacion.
La disolucion obtenida, antes de usarse en la prueba de inmersion, se lleva a -5°C

y se mantiene durante 7 dias para corroborar que no se tenga la presencia de

algun precipitado.
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Prueba de inmersion a 4 semanas

Debido a que algunas de las muestras se obtuvieron como polvo, la prueba de
inmersion no fue adecuada por la dispersion del sélido en la solucién fisiolégica, lo
que no permitid la identificacion de la capa de apatita. De aqui que las muestras
utilizadas para esta prueba fueron las obtenidas como sdlidos, muestras B13 a
B31.

De acuerdo al protocolo de Kokubo.?’ la prueba de inmersién en SBF se realiza
manteniendo una relacion solido-liquido determinada. Debido a que las muestras
obtenidas son materiales sélidos de formas irregulares y densidades variables se
realizo una adecuacion a dicho protocolo. Para esto, de las muestras obtenidas se
cortaron semicirculos con un diametro aproximado de 19 mm y con un peso
similar. Por lo cual el volumen a agregar, de la disolucion obtenida SBF, resulto
entre 22.5y 25 mL.

El montaje de las muestras se realiz6 acorde al protocolo de Kokubo.?’ las
muestras fueron suspendidas en un recipiente de plastico y sumergidas en SBF.
Posteriormente, los recipientes se colocan en un sistema de bafio Maria cerrado,
el cual posteriormente se coloca dentro de una mini incubadora con agitacion
marca Benchmark a una temperatura de 36.5 +0.2°C. Junto con los recipientes
con las muestras, se colocan 3 termdmetros sumergidos en agua con la finalidad
de monitorear la temperatura del sistema (Fig. 5) Adicionalmente, se coloca un
frasco con SBF como control, sin muestra alguna, para descartar la formacion de
algun precipitado durante el proceso de inmersion. La estabilidad del sistema se

monitorea durante las 4 semanas que dura la prueba.
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Fig 6. Sistema de temperatura para la prueba de inmersién en SBF.

Identificacion de la capa de apatita

Después de las 4 semanas en inmersion los materiales son lavados por goteo con
2 mL de agua destilada, se secan a temperatura ambiente y se procede a realizar
la identificacion por las diferentes técnicas de caracterizacion; espectroscopia
Raman, microscopia oOptica y electrénica. Debido a que la disolucién control en la
inspeccién visual no mostré presencia de precipitado, se puede asegurar que el
precipitado formado en las muestras se debe a la interaccion del material con la
SBF.
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Resultados y Discusion

Analisis del material control PerioGlas®
Novabone

Como material control se utilizo el biovidrio comercial PerioGlas® Novabone
(Biovidrio 45S5), con fines comparativos. Esto debido a que este material
presenta una composicion similar a los materiales sintetizados en este trabajo y
se encuentra en uso clinico desde 1985.

Analizando el PerioGlas® Novabone por FRX, se pudo identificar la presencia de
elementos traza también presentes en los biovidrios experimentales sintetizados,
aungue en proporcion diferente (Tabla 10). Debido a que el PerioGlas® Novabone
se encuentra en uso clinico y no se han reportado reacciones adversas por la
presencia de estos elementos, podemos considerar que la presencia de los
elementos traza no afectara la funcionalidad de los materiales sintetizados.
Adicionalmente se analizo el PerioGlas® Novabone por espectroscopia Raman,
debido a que es la ténica principal que nos permitio identificar la presencia de
apatita en los biovidrios experimentales después de su inmersion en SBF. De
forma puntual se analizo la muestra por la técnica Raman antes y después de 4
semanas en la prueba de inmersion (Fig.7) En el espectro inicial, previo a la
prueba de inmersién, se pudo observar la presencia de bandas correspondientes
a la HAp, una banda predominante en 1080 cm™ y otra a 960 cm™. Por lo que
podria interpretarse la presencia de nucleos de cristalizacion desde el material de
partida. Posterior a la prueba de inmersion (PG 4S) puede notarse la disminucion
de intensidad de la banda de 1080 cm™ y el aumento en la intensidad de las
bandas de la HAp sobre todo la de 960 cm™. Es decir que se invierten, lo que

puede deberse a la maduracion de los cristales a partir de los nucleos existentes.
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Fig 7. Espectro Raman del material Perioglas de Novabone antes (PG) y después

(PG 4S) de la prueba de inmersion.
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Tabla 10. Composicion quimica del material control obtenido por

Fluorescencia de RX.

(% en | SiOz TiOz | Alz0s | Fe MnO | MgO | CaO Na:0 K20 P20s
peso) total

45381 0.004 1.106 0.046 0.014 ND 25.095 22998 0.024 5.332

Perio

Glas

ND-No determinado
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Caracterizacion de los biovidrios experimentales
antes de la prueba de inmersion en SBF

Analisis por Fluorescencia de Rayos X

Inicialmente, se prepararon las primeras muestras (Tabla 4) a partir de la adicion
simultdnea de los componentes al glicerol y su posterior tratamiento térmico,
acorde al proceso que se reporta en la literatura tanto para el método tradicional
como para el sol-gel. Con la posterior eliminacion del exceso de glicerol por
centrifugado y lavado con agua. Las muestras obtenidas (muestras B1-B3, B6) se
analizaron por FRX mostrando la perdida de los componentes principales del
biovidrio (Tabla 11), lo que fue indicativo de que el método de sintesis no era el
adecuado.

De aqui que se procedié a una segunda serie de experimentos (Tabla 5), en la
que se varia la secuencia de incorporacion de los reactivos y el proceso de
eliminacion del excedente de glicerol, mejorandose la composicion de los
materiales obtenidos (B4, B5, B7-B11). Sin embargo, la composicion aun se
mantiene por debajo de la composicion deseada (Tabla 11).

Con base a los resultados obtenidos, se procedié a incrementar el tiempo de
depolimerizado y puntualizar las temperaturas de mezclado con el fin de mejorar
la incorporacion del Na, Ca y P en el gel (Tabla 6). Los resultados obtenidos
mostraron que la composicion de las muestras B12, B21-B22, muestran una
diferencia con la formulacién propuesta del Bioglass 45S5 (SiO, 45%, Na,O
24.5%, CaO 24.4%, P,0s 6.1%), referencia inferior en los porcentajes de
composicion de silice. Sin embargo, el andlisis quimico muestra que la
composicion obtenida, para las muestras B21 y B22, se asemeja a la formulacion
del 55S (SiO;55.1%, Na,O 20.1%, CaO 22.2%, P,0s 2.6%), con un incremento =
5% en el contenido de fosforo y una disminucion de =3% en el contenido de calcio
y sodio (Tabla 11).

Considerando que el método utilizado para la sintesis de las muestras B21 y B22
es el adecuado para lograr la composicion deseada (mezclado inicial de la silice
con el glicerol a 200°C durante 9 horas con posterior incorporacion del calcio a

200°C, sodio a 110°C vy, fésforo a 60°C) se utiliza este método para conocer el
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efecto de otras variables en la preparacion del material. Por lo que con el fin de
evaluar el efecto de la ausencia del sodio en las propiedades del biovidrio, se
analizaron las muestras B25, B26 y B28 (Tabla 7 y 8) en las que se observa el
incremento del contenido de silice por la ausencia del sodio (Tabla 11). Mientras
que las muestras B13-B16 y B27 (Tabla 8) se prepararon con la finalidad de
conocer el efecto de la presencia de un surfactante en el material y del efecto de
una agitacion a alta velocidad. Observandose un ligero incremento en el

contenido de fésforo (Tabla 11).

Tabla 11. Composicion quimica de los biovidrios experimentales

obtenido por Fluorescencia de RX.

FRX SiOz Ti02 A|203 Fe,Ost MnO MgO Cao Na,O K20 P,0s5

B3 51.773 0.011 0.469 033 0136 0477 41278 2835 0152 2535
B4 51.469 0.002 0.378 0173  0.087 0.298 18222 20.897 0.167  8.307
B5 51.148 0.023 0790 0255  0.066 0496 19924 20.231 0.164  6.902
B6 49.879 0.025 0.858 0436 0138 0.601 44449 1429 0.188 1.997
B7 46.033 0.008 1.747 0310 0097 0307 33.795 7.589 0.250  9.865
B8 59.037 0.003 0.035 0130 0074 0.003 18916 17536 0.196  4.071
B9 57.798 0.008 0.034 0225 0.087 0.002 19.223 15375 0.214  7.033
B10 60.386 0.002 0.103 0288 0083 0.002 24251 3579 0.157 11.148
B11 50.466 0.004  0.169 0324 0099 0.002 27.083 7.765 0.231 13.858
B12 56.688 0.001 0.160  0.239 0.101 0.002 16.541 18,513 0.328  7.426
B13 50.501 0.118 0.017 0.168  0.107 0.285 19.762 19546 0.397  9.099
B14 50.399 0.065 0.010 0.184  0.099 0240 21.087 19.209 0.357  8.350
B15 48.845 0.079 0.010 0179 0106 0290 23.171 18.246 0.283  8.790
B16 52.079 0.031 0010 0135 0.090 0219 16.898 21.458 0.321  8.758
B21 54.379 0.029 0.010 0171 0107 0274 19.750 17.088 0.320  7.873
B22 54870 0054 0.010 0175 0106 0296 19220 17.362 0.326  7.580
B25 67.922 0.101 0.010 0.198 0115 0306 22173 0.134 0392  8.648
B26 67.748 0.031 0010 019 0118 0391 20.790 0.208 0.444 10.063
B27 55.027 0241 0010 0145 0.105 0.253 18459 17.357 0320  8.082
B28 68.074 0.019 0.010  0.167 0108 0305 21.210 0.133 0382  9.591

Por otra parte, debido a que la composicion de la ceniza de cascara de arroz
puede variar, dependiendo de la época y zona de cultivo, se llevo a cabo un

estudio comparativo con materiales sintetizados a partir de otros lotes de cascara
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de arroz (Tabla 9). El primero, también de la arrocera Covadonga recolectado un
afo después (RHA-C2), muestras B29, y el segundo de otra region del pais,
arrocera San José del Estado de Morelos (RHA-SJ), muestras B31. En la tabla 12
se muestra el analisis por FRX de los biovidrios obtenidos y se puede observar
que las composiciones obtenidas se encuentran dentro de los intervalos

establecidos.

Tabla 12. Comparacién del Andlisis quimico de los biovidrios con el

mismo método de sintesis y diferente fuente de ceniza, FRX

Compuesto/ | SiO; TiO; | AlbOs | FexOst | MNO | MgO | Cal Na.0 K20 P20s
% en peso

829

Perio

Glas

Analisis por Difraccion de Rayos X

Los materiales sintetizados fueron analizados por difraccion de Rayos X
mostrando la presencia de calcita (ICDD 47-1743) y silice vitrea (halo ancho cerca
de 206 = 22°). En la Figura 8 se muestra el patrén de difraccion para la muestra
B22, las otras muestras mostraron un patron similar con diferencias en la
intensidad de la seflal amorfa. Es importante considerar que la calcita es

reportada como un material precursor de HAp.** **
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Fig 8.
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Caracterizacion de los biovidrios después de la
inmersién en SBF

Analisis por Espectroscopia Raman

Con la finalidad de llevar a cabo la identificacion de la presencia de apatita en los
biovidrios experimentales por espectroscopia Raman, después de la prueba de
inmersion, se tomo como referencia la hidroxiapatita carbonatada pura de la
marca Aldrich®. Obteniendo el espectro de la apatita comercial de la marca
Sigma-Aldrich, pureza de 99.995%, CAS 12167-74-7, se identifican sus bandas
caracteristicas (Fig. 9). Se observa un espectro dominante con la presencia de
una banda intensa centrada a 962 cm™ y un grupo de bandas de intensidad media
a 1079, 1047, 594 y 439 cm’ correspondientes a los modos normales

vibracionales activos en Raman de HAp carbonatada. %%

Fig 9. Espectro Raman obtenido de la Hidroxiapatita de la marca Aldrich
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Adicionalmente se hace la identificacion de las bandas RAMAN de calcita (Fig.
10), utilizando como material control calcita de la marca Sigma-Aldrich, pureza de
99 %, CAS 471-34-1. Se obtiene el espectro que muestra una banda intensa a
1093 cm™, un grupo de bandas de intensidad media en 720, 1441y 1754 cm™ que

corresponden a los modos normales vibracionales activos en Raman.

Fig 10. Espectro Raman obtenido de la Calcita de la marca Aldrich
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Una vez obtenidos los espectros referencia, se caracerizan las muestras B13 a
B27 después de la prueba de inmersion en SBF, por espectroscopia RAMAN.
Resultando que las muestras libres de sodio (Tabla 7), las calcinadas a 500°C, a
excepcion de la muestra B15 probablemente por la presencia del surfactante, y
las calcinadas a 700°C por 2 horas, no muestran formacion de hidroxiapatita. De
aqui que las muestras que mostraron formacion de la capa de HAp, son las

muestras B15, B16, B22 y B27.
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En el espectro Raman de punto simple de las muestras B15, B16, B22 y B27,
después de 4 semanas de inmersion en SBF, (Fig. 11) se observa un espectro
dominante con la presencia de una banda intensa centrada a 965 cm™ y un grupo
de bandas de intensidad media a 1047, 594 y 441 cm™, que corresponden a los
modos normales vibracionales de HAp cristalina y otra en 1079 asignada a
hidroxiapatita carbonatada segin Kubisz 2007.> Sin embargo, analizando
diferentes zonas en la misma muestra se pudo observar una banda adicional a las
de la HAp, a 720 cm™, coincidente con la calcita. También se observo el
corrimiento de las bandas posiblemente por la presencia de diferentes fases
cristalinas. Asi como la presencia de nucleos de crecimiento o cristalizacion, al
notar que en algunas zonas la banda de 1080, correspondiente los carbonatos o
fosfatos de la hidroxiapatita carbonatada (HCAp)°** se presenta mas intensa que
la de 954 y después de la prueba de inmersion la intensidad se invierte lo que

podria indicarnos la evolucion de la cristalizacion. (Fig. 12)
Fig 11. Espectro Raman comparativo de las muestras sintetizadas y la hidroxiapatita
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Fig 12. Espectro comparativo de diferentes zonas de la misma muestra B22
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Analisis por Microscopia Electronica

Microscopia electronica de transmision de alta resolucion (HRTEM)

Adicionalmente a la caracterizacion por Raman, se procedié a caracterizar la
muestra B27 por la técnica de HRTEM, obteniéndose imagenes de alta resolucion
gue confirmaron la presencia de apatita, dichas imagenes con resolucién atomica
presentan estructuras filamentosas caracteristicas de las apatitas en mayor
acercamiento del lado derecho (Fig. 13)

En la figura 14 se presentan mayores acercamientos que permitieron el analisis
de la microestructura. Con la ayuda de la transformada de Fourier se midieron las
distancias interplanares y los angulos de las familias de planos cristalinos,
obteniéndose los indices de Miller (h,k,l). Teniendo que los resultados de la
indexacion (Fig. 14) muestran una correspondencia con la estructura del
hidréxifosfato de calcio (ICDD 760694) que confirma la presencia de HAp.

Fig 13. Imagen de HRTEM del biovidrio B27.
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Fig 14. Imagen indexada del biovidrio B27 correspondiente a la ficha ICDD
760694 hidroéxifosfato de calcio (HAp)
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Microscopia electronica de barrido SEM, mapeo y analisis elemental
por EDS.

De las muestras obtenidas y que resultaron positivas en la formacion de la capa
de apatita, después de la prueba de inmersion en SBF, se eligio el método de
sintesis de la muestra B22 como el método mas eficaz y sencillo (Tabla 6). De
aqui que, las muestras B29 y B3l se sintetizaron utilizando el mismo
procedimiento pero con diferente lote de cascara de arroz y se sometieron a una

caracterizacion exhaustiva por SEM.

Los andlisis realizados por SEM nos indican los cambios en la topografia del
material después de la prueba de inmersion. Se observé la formacién cristales de
apatita y nos permitié determinar el tamafio de poro del material sélido. En
general, antes de la prueba de inmersion, podemos observar estructuras porosas,
con poros de diferentes tamarfos y formas irregulares (ovalados, redondos y tipo
laminillas que separan tridimensionalmente el material) (Figuras 15, 20, y 25).
Mientras que después de la prueba de inmersion se pudo observar la formacion
de cumulos sobre la superficie del material (Figura 16, 21 y 26). Adicionalmente,
con la finalidad de identificar los elementos presentes y reconocer su distribucion

en el material se analizaron las muestras por EDS (Figuras 17-19, 22- 24, 27-29).

Para la muestra B22, el andlisis por SEM nos permite identificar un material
poroso y rugoso antes de la prueba de inmersion (Figura 15). Mientras que,
después de la prueba de inmersion se puede observar la formacion de un nuevo
material en forma de cumulos. La figura 16 muestra un acercamiento a una
porcion de los cumulos en la superficie, la cual se utiliza para llevar a cabo un

analisis elemental por EDS (Figura 17).

En la figura 17 podemos observar la composicion de los cumulos formados,
porcentaje en peso y atdmico de los elementos encontrados. De aqui que es
posible calcular la proporcion Ca/P en los cumulos, resultando de 1.75, valor
correspondendiente a un fosfato de calcio (1.6 < Ca/P < 1.7). Lo que nos permite
concluir que los cumulos corresponden a la formacion de hidroxiapatita en el

material, sustentado en los analisis previos.
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Fig 15. Imagen SEM del biovidrio B22 antes de la prueba de inmersion
obtenida a 600x.

Fig 16. Imagen SEM del biovidrio B22 4S después de 4 semanas en
inmersion obtenida a 1000x y 80,000x.
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Fig 17. Elementos presentes en la muestra del biovidrio B22 4S después

de 4 semanas en inmersion obtenido por analisis EDS.
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Con la finalidad de conocer el grado de homogeneidad, tanto del biovidrio
experimental como de los cumulos formados, se llevo a cabo un mapeo de los
elementos presentes en la zona resaltada de la figura 16. En la figura 18 se pueden
distinguir los elementos de interés por su color en la imagen, P en rosa, Ca en
turquesa y Si en color verde. En esta imagen podemos observar la distribucion de
los elementos encontrados, donde la base de Si corresponde al biovidrio y los
elementos superficiales, P y Ca, pueden verse ubicados en las zonas mas altas de
la muestra, lo que indica que el fosfato de calcio fue depositado a partir de nucleos

de crecimiento presentes en el material base posterior a la prueba de bioactividad.
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Fig 18. Superposicion de los elementos encontrados por mapeo de
elementos en imagen de SEM B22 4S

EDS Layered Image 1

Adicionalmente, con ayuda de un mapeo de elementos, fue posible identificar la
distribucién de cada elemento en el material. Podemos observar que si bien
existen zonas donde se acentla la presencia de algun elemento, no hay zonas
de ausencia total. EI Ca, P, Si y O muestran distribuciones similares, lo que
permite establecer que el crecimiento de hidroxiapatita se da en la superficie
total del biovidrio. Sin embargo, la presencia de Mg y CI es indicativo de la
presencia de restos de SBF, asociada al proceso de lavado del material.
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Fig 19. Elementos encontrados por mapeo de elementos en imagen de
microscopia SEM del biovidrio B22 4S.
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A partir de cascara de arroz proveniente de la arrocera Covadonga se sintetizo la
muestra B29, mientras que con la cascara de la arrocera San José se sintetizo la
muestra B31, utilizando el mismo método de sintesis que la muestra B22 (Tabla
9). De las imagenes obtenidas se pudo observar la presencia de cavidades
tridimensionales de formas irregulares y de diferentes tamafios en ambas
muestras. Manifestandose el efecto de la procedencia de la cascara de arroz en
las caracteristicas de su superficie; una superficie con cavidades pequefias y en
forma de laminillas para la muestra B29 (Figura 20), mientras que para la muestra

B31 se puede observar una superficie con pliegues (Figura 22).

Posteriormente, las muestras obtenidas fueron inmersas en SBF con la finalidad
de determinar su bioactividad en base al crecimiento de hidroxiapatita en su
superficie. Por SEM se pudo observar que ambas muestras presentaron
crecimiento de cumulos en su superficie caracterizados por una estructura

filamentosa (Figura 21y 23).

Fig 20. Imagen SEM del biovidrio B29 antes de la prueba de inmersion
obtenida a 600x.
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Fig 21. Imagen SEM del biovidrio B29 4S después de 4 semanas en
inmersion obtenida a 1000x y 80,000x.
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Fig 22. Imagen SEM del biovidrio B31 antes de la prueba de inmersion
obtenida a 600x.
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Fig 23. Imagen SEM del biovidrio B31 4S después de 4 semanas en
inmersién obtenida a 1000x y 80,000x

e . »
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Analizando los cumulos formados en las muestras, seccion resaltada en las
figuras 21 y 23, se lleva a cabo un analisis elemental por EDS (Figura 24 y 25).
Teniendo que para la muestra B29 se tiene una alta concentracion de ClI,
indicativo de solucion SBF residual en la muestra. Mientras que la diferencia en el
contenido de Si es un indicativo de la distancia entre la superficie y el cumulo, a
mayor contenido de Si mas cerca de la superficie del biovidrio. Para la muestra
B29 tenemos un contenido de Si menor, lo que sugiere que el cimulo formado se
encuentra mas alejado de la superficie que el cimulo observado en la muestra
B31. A partir de los resultados obtenidos se calcula la proporcién atémica Ca/P,
teniendo que para la muestra B29 resulta de 1.63, mientras que para la muestra
B31 es de 1.64, valores correspondientes a la formacion de fosfatos de calcio.
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Fig 24. Elementos presentes en la muestra del biovidrio B29 4S después

de 4 semanas en inmersion obtenido por analisis EDS.
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Fig 25. Elementos presentes en la muestra del biovidrio B31 4S después

de 4 semanas en inmersion obtenido por analisis EDS.
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A patrtir del mapeo de elementos por SEM, se tiene para la muestra B29 (Figura 26)
la distribucion de los elementos encontrados, P en amarillo y Ca en rosa. En esta
imagen pueden verse distribuidos, tanto el P como el Ca, en toda la muestra
indicando la presencia de fosfatos de calcio en los inicios de su cristalizacion y de
forma bastante uniforme. Otro de los elementos que pueden verse ubicados

superficialmente es el Cl, color verde, mostrando los restos de la SBF.

El siguiente conjunto de imagenes nos muestran el filtrado de los elementos en la
imagen anterior (Figura 27). Podemos observar que si bien existen zonas donde se
acentla la presencia de algun elemento, no hay zonas de ausencia total. Son
distribuciones similares las del Ca y P. El Si muestra claramente los limites del
material base practicamente en los que no hay material precipitado o el grosor de la
capa es menor. Tambien es notoria y muy delimitada presencia de Na y Cl que
podrian indicar restos de la SBF que no se lavaron completamente, sin que se

impidiera observar el crecimiento de apatita.

Fig 26. Superposicion de los elementos encontrados por mapeo de

elementos en imagen de SEM B29 4S.

EDS Layered Image 3
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Fig 27. Elementos encontrados por mapeo de elementos en imagen en

imagen de SEM del biovidrio B29 4S.
Ca Kal

Si Kal Na Kal_2
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Mientras que el mapeo de elementos de la muestra B31 nos muestra la
distribucién de la base de Si, en color verde, que corresponde al biovidrio y los
elementos superficiales P en turquesa y Ca en naranja ubicados en las zonas
mas altas de la muestra. Lo cual corrobora que, el P y el Ca, fueron depositados a
partir de ndcleos de crecimiento presentes en el material base. Puede observarse
una pequefia mancha localizada de color rosa, correspondiente al Cl, que como
se ha mencionado corresponde a los restos de la SBF (Figura 28).

Por el filtrado de la figura 28 tenemos imagenes que nos muestran la distribucion
de los elementos. Como en las muestras anteriores, existen zonas donde se
acentla la presencia de algun elemento sin manifestarse zonas vacias. Se
muestra la distribucion uniforme del Ca y P en proporciones similares. El Si
muestra claramente los limites del material base practicamente en los que no hay
material precipitado o el grosor de la capa es menor. Se observa también la
presencia de Cl asociada a la presencia del NaCl residual de la solucién SBF.
Con estas imagenes se hace notoria la composicion y distribucién del material en
la superficie. Se puede ubicar en que zona se encuentran los nucleos de

formacién de apatita y otras zonas donde la cristalizaciéon comienza (Figura 29).

Fig 28.  Superposicion de los elementos encontrados por mapeo de
elementos en imagen de SEM B31 4S.
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Fig 29. Elementos encontrados por mapeo de elementos en imagen de
SEM del biovidrio B31 4S.
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Formacion de andamios 3D

Area superficial y porosidad

Continuando con el andlisis de las muestras que favorecieron la formacion de
HAp, de las muestras del mismo lote, se procedié a realizar un estudio de sus
propiedades de superficie a partir de la isoterma de adsorcién-desorcion de
nitrogeno (Tabla 13). Las muestras sintetizadas con surfactante (B15 y B16)
muestran areas superficiales mayores, con un marcado efecto en el diametro de

poro, lo que demuestra el efecto de la presencia del surfactante.

Tabla 13. Tabla de propiedades de superficie de los materiales

obtenidos por la técnica area BET.

Muestra Area superficial Volumen de poro Diametro de poro
BET BJH desorcion BJH desorcion

(m?/g) (cclg) A)

Porosidad por Microscopia 6ptica

Se analiz6 la estructura macroscopica de los biovidrios, siendo ésta una
estructura porosa tridimensional. En las fotografias tomadas con microscopio
optico puede verse la profundidad de los poros en escala macroscoépica por medio
de la técnica de campo claro y obscuro, observandose la comunicaciéon entre los
poros longitudinal y transversalmente. En la técnica de campo claro (Fig. 30), el
contraste de color indica el espesor en cada parte de la muestra y las trabéculas
de la estructura formada. Se observan poros irregulares en forma y tamaiio,
comunicados entre si y algunos que salen de lado a lado de la muestra. Mientras
que con campo obscuro (Fig. 31) se pudo confirmar la heterogeneidad de su

superficie por las diferentes tonalidades de gris.
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Fig 30. Imagen de microscopia 6ptica del biovidrio B22 obtenida a 10x en
campo claro.

Fig 31. Imagen de microscopia Optica del biovidrio B22 obtenida a 10x en

campo obscuro.

0x 25 um
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Porosidad por Microscopia electronica (SEM)

Las micrografias por SEM de las muestras obtenidas muestran la presencia de
andamios macroporosos con una arquitectura 3D trabecular. La presencia de
estos andamios con varios tamafios es observada en las fotografias de las figuras
15, 20 y 22. Para obtener el tamafio aproximado de los andamios, diferentes
regiones de las muestras fueron analizadas con SEM. Las muestras B15 y B16

mostraron una baja macroporosidad y no fueron consideradas en este analisis.

En los biovidrios experimentales la distribucion de tamafio de poro se pudo
observar con mayor frecuencia alrededor de varios tamafios muy notorios, con
base a 7 a 10 micrografias tomadas de cada muestra. En orden ascendente el
primer intervalo notorio es alrededor de 20 um, la presencia de éste es comun
para las muestras B29 a B32. El segundo intervalo se encuentra cercano a 200
Mm siendo comun a todos los grupos, excepto el B22 en el que se encuentra
recorrido ligeramente a 100 um. Y el tercer intervalo comun en todos los grupos,
alrededor de 400 ym. Existe un intervalo que presenta una frecuencia menor y se
ubica cerca de las 60 pym, presente en las muestras B30-B32. Mientras que en la
muestra B29 esta ausente y en las muestras B22 y B27 se recorre al intervalo
inmediato inferior (50 ym). (Grafica 1)

Gréfica 1. Distribucion de la frecuencia de tamafio de poro de los materiales
experimentales.
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Porosidad total por Principio de Arquimedes

El porcentaje de porosidad total determinado para los materiales experimentales
corresponde a los reportados en la grafica 2. En esta se puede observar el efecto
gue tiene el origen de la cascara de arroz, una porosidad mayor para las muestras
sintetizadas del lote de la arrocera San José (muestras B31 y B32) en
comparaciéon con las otras cuatro muestras provenientes de la arrocera
Covadonga. Mientras que la variacién entre las muestras sintetizadas de la
misma cascara de arroz, arrocera Covadonga, muestran una ligera diferencia de
porosidad.

Gréfica 2. Porcentaje de porosidad total de los materiales experimentales.
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Analisis de los resultados

Tomando como material control el biovidrio comercial PerioGlas® Novabone
(Biovidrio 45S5), se llevaron a cabo diferentes ensayos de sintesis con la finalidad
de obtener una composicion similar a la del material control con un método de

sintesis totalmente novedoso.

El método de sintesis establecido se basa en el uso de ceniza de cascara de
arroz como fuente de silice (con un contenido de silice del 96%, calcio del 0.75%,
sodio del 0.3% y fosforo del 0.4% e impurezas propias del material) adicionando
como reactivos complementarios reactivos de sodio, calcio y fésforo de alta
pureza. EI método sol-gel utilizado tiene como principio la depolimerizacion de la

silice de céascara de arroz en glicerol, previamente reportado.

Diferentes ensayos de sintesis se llevaron a cabo con la finalidad de encontrar los
parametros experimentales que permitieron la obtencién de un material con la
composicion deseada. El método de sintesis se modifico acorde a los siguientes
parametros: temperatura y orden de incorporacion de cada uno de los reactivos
utilizados, tiempo de depolimerizacion de la silice, proceso de eliminacion de
glicerol y temperatura de calcinado. Quedando claro el proceso de obtencion del

material buscado.

Los biovidrios obtenidos mostraron bioactividad, y se tuvo en ellos apatita
superficial al sumergirlos en SBF, mientras que los materiales sintetizados sin
sodio y los que tenian una composicion superior al 60% de silice, no favorecieron
la formacion de la capa de apatita en el material, lo que fue indicativo de que no

presentaban bioactividad.

Con el fin de establecer el efecto de la composicion de la cascara de arroz se
sintetizaron las muestras B29-B32 a partir de una cascara de arroz diferente,
acorde a los métodos establecidos para la sintesis de las muestras B22 y B27,
resultando que la composicion de la cascara no afecta las caracteristicas del

biovidrio obtenido.

81



Miriam Marin Miranda

Cabe recalcar que a diferencia de los polvos obtenidos a partir de otros métodos
de sintesis, este método permite obtener un material sélido con una estructura
porosa tridimensional a simple vista ademas de una macro- y micro-porosidad
intrinseca.
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Conclusiones

v' Con base a los resultados obtenidos se pudo observar que la sintesis de
un biovidrio a partir de cascara de arroz, material rico en silice, es factible.

v" Independientemente del origen de la cascara de arroz se pudo establecer
un meétodo totalmente novedoso que permite la formacion de vidrios
bioactivos.

v' La formacion de apatita en la superficie de los biovidrios sintetizados,
posterior a la prueba in vitro de inmersion de los materiales en solucion
fisioldgica simulada, fue la pauta para establecer su bioactividad.

v' Las pruebas realizadas permitieron establecer los parametros
experimentales necesarios para obtener un material con una composicion
similar a la de un biovidrio comercial.

v' Las condiciones experimentales establecidas como idéneas se basan en
un proceso de depolimerizado de la ceniza de cascara de arroz a 200°C,
con una incorporacion posterior de los reactivos de calcio, sodio y fosforo, y
calcinacion del producto a 700°C por 3 horas.

v' Bajo la metodologia propuesta se lograron obtener andamios 3D en los
biovidrios experimentales, lo que representa un gran avance en la
optimizacion del proceso de obtencion de sustitutos 6seos.

v' La inclusion de una técnica nueva, el uso de un material diferente como
materia prima y la obtencion de andamios de biovidrio, constituyen una
innovacion en biomateriales. Lo que permitid solicitar la patente del
biovidrio experimental con el nombre “Ceramica bioactiva como sustituto
0seo y método de obtencion de la misma a partir de cenizas de cascara de
arroz” Folio MX/E2016/058814.
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Perspectivas

Esta investigacion centro la atencion en la formacion de la capa de apatita pero se
pudo observar la importancia de la modificacion de parametros experimentales
para la formacion de estructuras 3D por lo que se sugiere continuar
investigandolos en relacion a la estructura, escalamiento y pruebas mecanicas
del material.

Al obtener la capa de apatita, se pueden continuar los estudios del material con
pruebas biolégicas in vitro o in vivo de acuerdo a la norma 10993 1SO *° que
permitan la utilizacién del material en seres vivos.

Los biovidrios se proyectan como materiales con una amplia gama de uso, por lo
que la optimizacion del proceso con las pruebas necesarias contribuye
favorablemente en el area de la salud, abriendo la brecha en una linea de
investigacion que seguramente derivara en mas proyectos de investigacion y

formacion de recursos humanos.
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RHA Rice Hull Ash (Ceniza de cascara de arroz)

HCAp Hidroxiapatita carbonatada

Tg Temperatura de transicion vitrea

Tc Temperatura de cristalizacion
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