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ABSTRACT
In this paper we report the growth of calcium phosphate on carboximethyl cellulose with
different grades of substitution, by their immersion in a calcium phosphate saturated
solution with a 37°C temperature. We used as characterization techniques as Fourier
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), Nuclear Magnetic Resonance (NMR), Scanning
Electronic Microscopy (SEM), Transmission Electronic Microscopy (TEM) and Energy
Dispersive Spectrometry (EDS). We studied the kinetics of the calcium phosphate growth
in the carboximethyl cellulose support, with selective electrodes and spectroscopy
techniques to find the values of pH, and the calcium and phosphate concentration in
function of time. We used molecular simulation methods to obtain the minimal energy
conformations, the frontier orbitals HOMO/LUMO and other physicochemical properties of
the system. With our findings, we discuss the differences obtained in the calcium
phosphate growth in function of the substitution grade, and we suggest an interphase type,

and a mechanism of nucleation and growth.

RESUMEN

En el presente trabajo se llevo a cabo el crecimiento de fosfato de calcio sobre
carboximetilcelulosa con diferentes grados de substitucion, mediante la inmersion de éstas
en una solucion saturada de fosfato de calcio a una temperatura cercana a 37°C. Algunas
técnicas de caracterizacion utilizadas fueron: espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR), resonancia magnética nuclear (RMN) microscopia electrénica de barrido
(SEM), microscopia electronica de transmision (TEM). Se llevo a cabo un estudio sobre la
cinética de crecimiento de los fosfatos de calcio sobre estos soportes para lo cual se
utilizaron electrodos selectivos y técnicas espectroscopicas con la finalidad de conocer el
pH, las concentraciones de iones calcio, y fosfatos en solucion en funcion del tiempo. Se
utilizaron métodos de simulacién molecular para obtener las configuraciones de minima
energia, los orbitales de frontera HOMO/LUMO vy otras propiedades fisicoquimicas del
sistema. En base a los resultados obtenidos se discuten las diferencias obtenidas en el
crecimiento de fosfato de calcio en funcion del grado de substitucion y se propone un tipo
de interfase y un mecanismo de nucleacion y crecimiento de fosfato de calcio sobre la

carboximetilcelulosa.



INTRODUCCION

Uno de los procesos bioquimicos mas fascinantes que existe dentro de la naturaleza
es la formacién y erecimiento del hueso; el cual esta constituido basicamente por una fase
mineral compuesta principalmente de fosfatos de calcio, dentro de los cuales la
hidroxiapatita (HAp) cuya formula quimica es Cayo(PO4)s(OH),, es la mas importante, por
agua y por una matriz organica compuesta en su mayoria por colageno.

El estudio y entendimiento de dichos procesos ha generado una serie de preguntas
que para su respuesta se han visto involucradas varias areas del conocimiento, lo que ha
generado un trabajo interdisciplinario; dentro del cual estan incluidos tanto aspectos de
fisica como de quimica basica.

En el ambito tecnologico, el entendimiento de éstos procesos complejos, que dan

como resultado la formacion de estructuras dseas con composicion quimica y estructura
definidas; las cuales dependen del uso al cual estardn sometidas, es un campo fértil para el
disefio y desarrollo de nuevos materiales, con propiedades fisicas, quimicas y estructurales
especificas.
En investigaciones recientes sobre procesos de biomineralizacion se postula que el proceso
de nucleacion de cristales inorganicos esta controlado por proteinas no coldgenas que se
encuentran en el hueso. Las proteinas no coldgenas contienen una cantidad inusual de
aminodacidos aniénicos (aspartato, glutamato). A la luz de éstos resultados se han llevado a
cabo varias investigaciones sobre la formacion de fosfatos de calcio en presencia de
moléculas especificas y sobre soportes organicos e inorganicos, con la finalidad de entender
el mecanismo de formacion del mismo y para desarrollar nuevos biomateriales con
propiedades optimas para su uso especifico.

En el presente trabajo los objetivos principales son: llevar a cabo el crecimiento de
HAp sobre soportes de celulosa modificada mediante la incorporacion de grupos
funcionales con diferentes grados de substitucion. Realizar un estudio completo sobre los
cambios morfologicos y cinéticos que se presentan durante el crecimiento de HAp y
proponer un mecanismo de formacion y crecimiento de fosfatos de calcio sobre este tipo de

soportes.



El estudio sobre el crecimiento de fosfatos de calcio en soluciones saturadas es un
problema complejo debido a la gran cantidad de especies que pueden ser formadas en
funcion de las condiciones de reaccion, concentraciones de especies en solucién y de
manera especial de su pH. Estas especies son: H;POy, HPO,*, H,POy, POs>, KHPO,,
CaH,PO,", Ca?*, CaHPO,, CaPOy, CaOH"; por lo cual, en el primer capitulo se lleva a
cabo un estudio teérico sobre la precipitacion de fosfato de calcio en funcion del pH y de la
fuerza ionica; también se obtienen las fracciones de las especies en solucion en funcion del
pH con la finalidad de obtener condiciones optimas de reaccion para la obtencion de HAp;
el conocimiento de las especies de fosfatos y de calcio presentes en la solucion en funcion
del pH es importante para proponer un mecanismo de crecimiento de fosfatos de calcio
sobre dichos soportes.

En el segundo capitulo se obtienen mediante la simulacion molecular las
conformaciones de minima energia, las energias de los orbitales de frontera HOMO/LUMO
y su distribucién para determinar las caracteristicas estructurales y la reactividad quimica
de la celulosa sin modificar y de las celulosas modificadas.

Los resultados de la sintesis de las diferentes carboximetilcelulosas y su
caracterizacion fisica y quimica se describen en el capitulo II1.

En el capitulo IV se presentan y se discuten los resultados obtenidos del crecimiento
de fosfatos de calcio sobre celulosa y celulosas funcionalizadas; su caracterizacion fisica y
quimica asi como algunos calculos tedricos necesarios para proponer un mecanismo de
crecimiento. En este capitulo se propone un mecanismo de crecimiento y un tipo de
interfase solucion-grupo funcional, el cual promueve el crecimiento de fosfatos de calcio
sobre la celulosa modificada.

En el capitulo V se incluyen las conclusions generales y las perspectives sobre el

presente trabajo.
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CAPITULO 1

ESTUDIO SOBRE LA PRECIPITACION DE FOSFATOS DE CALCIO

1. Introduccion

El estudio de los mecanismos de precipitacion de soluciones que contienen iones
calcio y fosfatos es un problema complejo debido a las numerosas fases que pueden estar
involucradas en las reacciones de cristalizacion como son: fosfato dicalcico (DCPA),
fosfato dicalcico hidratado (DCPD), fosfatos tricélcico (a y B TCP); fosfato octacalcico
(OCP); y la hidroxiapatita (HAp). Se ha demostrado que la naturaleza de la fase de fosfato
de calcio formada durante el proceso de precipitacion de soluciones acuosas depende
basicamente de la concentracion de iones calcio e iones fosfatos, del pH, y de la presencia
de otros iones. La precipitacion de fosfatos de calcio ha generado en los ultimos afios un
gran interés debido a su importancia biologica; ya que la HAp, la fase mas estable, es el

principal constituyente inorganico de los huesos"?”.

En los procesos biologicos de
mineralizaciéon y desmineralizacién se ha demostrado la presencia activa de otras fases
como son DCPD, OCP y HAp"”. En este capitulo se lleva a cabo el estudio teérico sobre la
precipitacion de fosfatos de calcio a una concentracion fija de CaCl; y K;HPOy, en funcion
del pH y de la fuerza iénica de la solucion, para obtener las condiciones optimas de
reaccion asi como obtener las especies en solucion en funcion del pH: para lo cual se
utilizaron los equilibrios acido-base, de formacion de complejos y productos de solubilidad

de las especies en solucion.



2. Aspectos generales de los Ortofosfatos de Calcio

Los ortofosfatos de calcio son probablemente las sales mas importantes del acido
fosforico; dentro de las cuales se incluyen las “apatitas” la fuente mas abundante de
fosforo, son compuestos escenciales de huesos y dientes; y forman un grupo importante de
fertilizantes. El metabolismo animal del fosforo estd en gran parte relacionado al del
calcio; y estos dos elementos son requeridos por plantas y animales.

Los compuestos conocidos en el sistema Ca0-P20s-H,O son:

Compuesto Ca/P Nombre del compuesto
Ca(H,POy4); 0.5 Fosfato monocalcico
Ca(H;P04),.H,0 0.5 Fosfato monocalcico monohidratado
CaHPO, 1.0 Monetita (fosfato dicalcico)
CaHPQO4.1/2H,0 1.0 Fosfato dicalcico hemihidratado
CaHPO,4.2H,0 1.0 Brushita
a-Ca3(POy), 1.5 a-Fosfato tricalcico
B-Cas(POy); 1.5 B-Witlokita
Cayo(PO4)s(OH), 167 | Hidroxiapatita -
Ca,PO,(OH).2H,0 20 Hidroxispodiosita
Cag H; (POy4)s.5H,0 1.33 Fosfato octacélcico pentahidratado
Ca;3(P04),Ca0 2.0 Hilgenstokita (fosfato tetracalcico)

Con excepcion del fosfato monobasico, estas sales son muy insolubles y las
reacciones que las involucran son usualmente lentas para llevarse a cabo en forma completa.
La solubilidad de los fosfatos de calcio dependen del pH lo cual es importante en relacion a
su comportamiento geoquimico, agroquimico y bioquimico. En soluciones alcalinas el orden
de estabilidad es:

HAp>witoclita>fosfato octacalcico>monetita>brushita>fosfato monocalcico



Debajo de pH = 4.8, el fosfato monocalcico (Ca(H,PO4), y el fosfato dicélcico
(CaHPQy) son las fases mas estables e insolubles.

Hidroxiapatita

La hidroxiapatita Ca,o(PO4)s(OH); algunas veces escrita como 3Ca;3(PQg);.Ca(OH),
es el miembro mas importante de las “apatitas” término que se aplica a un grupo de
compuestos cuya formula general es M;o(XO4)sY, donde M puede ser varios metales 6
H30", X =P, As, 8i,Ge.S.Cr; Y = OH, F, CI, Br, COs* etc. Estos compuestos tienen la
misma estructura hexagonal, e incluyen sales sintéticas, una serie de minerales, y “apatitas™
precipitadas de composicion variable. La HAp es el mineral mas comin asi como el
principal componente en huesos y dientes de animales; aproximadamente el 85% del
fosforo del cuerpo humano. La literatura sobre HAp es muy extensa y se han sintetizado
por varios métodos; muchas de éstas presentan una composiciéon no estequeométrica con
una relacion Ca/P entre 1.3 y 2.0. La no estequeometria de las apatitas permanece sujeta a
muchas investigaciones. La HAp precipitada generalmente tiene un tamaifio de cristal
pequefio (placas hexagonales de aproximadamente 500A) y drea superficial del orden de
100m*/gm™.

La HAp cristaliza en un sistema hexagonal aunque en condiciones especificas puede
cristalizar en un sistema monoclinico. Los parametros de red son a=b=9.418 A y ¢ = 6.884
A®. La estructura de la HAp esta formada por un arreglo de tetraedros (PO4”), que
constituyen el esqueleto de la celda unitaria, dos de los oxigenos se encuentran alineados
con el eje ¢ y los otros dos estan en un plano horizontal. En la figura (2.1) se muestra una
proyeccion en el plano basal (001) donde se pueden apreciar que la celda esta construida
por columnas de Ca’* y O correspondientes al anion fosfato. Estos atomos forman las
paredes de los canales que se encuentran paralelos al eje hexagonal. Los grupos OH y F-
(Y en ofras apatitas) se encuentran dentro de estos canales y toman varias posiciones
dependiendo de la naturaleza de la “Y”. La naturaleza de la estructura de la apatita es
propensa a la substitucion y los minerales de apatita usualmente contienen pequeiias
cantidades de Mg™ 6 Na* en vez de contener Ca?*, COs> 6 HPO,” por PO, 6 OH. El
tamario exacto de la celda unitaria es sensible a la composicion quimica total y en alguna

medida a este tipo de substituciones.



(001) (010) Poligonos

Figura 2.1. Modelo de la celda unitaria de la hidroxiapatita con sus orientaciones (001), (010) y un

esquema en forma de poligonos para identificar claramente la distribucion de tetraedros. (Caq, He,
P& 0Ow)®

Fosfato monocdlcico Ca(H-POy): y fosfato dicdlcico CaHPO,.

Tanto el fosfato monocélcico como el dicalcico se disuelven en agua formando
acido fosforico; la cantidad formada de éste depende de la temperatura y de la cantidad de
agua disponible. Con un porcentaje considerable de agua para remover el 4cido fosforico
se hidroliza para producir Hidroxiapatita que representa el estado final de equilibrio. Las

reacciones son complejas pero pueden ser representadas por las siguientes ecuaciones:

Ca(H,P04),H,0 — CaHPO,2H,0 + H;PO, (2.1)
8 CaHPO,.2H;0 —» CaHPO, 2H,0 + 2 H;PO, + 11 H,0 2.2)
5 Cag Hy (POy)s.5H,0 — 4 Cayo(PO4)s(OH); + 6 HyPO, + 17 H,0 2.3)



La deshidratacién de CaHPO4.2H;O es un proceso complejo y poco entendido.
Mientras a bajas temperaturas se puede obtener directamente fosfato dicélcico anhidro, en
agua caliente se favorecen las reacciones (2.2) y (2.3); a mayores temperaturas en
condiciones en las cuales se puede eliminar agua puede llevarse a cabo la condensacion y la
formacion de pirofosfatos.

Fosfato octacdlcico

El fosfato octacalcico Cag Ha (POs)s.5H,0 estd relacionado estructuralmente con la
Hidroxiapatita y se produce como intermediario durante la hidrolisis del fosfato dicilcico
hidratado. La hidrdlisis del fosfato octacalcico es espontanea y se acelera su formacion a
alta temperatura, altos valores de pH y por iones floruros si estan presentes. En un exceso

de Ca™ la hidrélisis del sol da como producto HAp.

3. Equilibrio quimico @

En 1879, Guldberg y Waage formularon la generalizacion conocida con el nombre
de ley de accion de masas: la velocidad de reaccién es proporcional a sus actividades
(potenciales quimicos) de las sustancias reaccionantes. Esta ley es la base de muchos
principios y procedimientos importantes de diferentes ramas de la quimica.

Para la reaccién representada por:;

A+B =C+D (3.1)

La velocidad r de la reaccion entre A y B es proporcional a las actividades de A y B.
Matematicamente, una proporcionalidad se convierte en una igualdad introduciendo la
constante de proporcionalidad. Una formulacion matematica de la ley de accion de masas
para la reaccion entre A y B es:

r = koaop (3.2)
en la cual k es la constante de velocidad de la reaccion y o es la actividad. Si la reaccion es
reversible podemos expresar la reaccion inversa

12 = kocop (3.3)
donde k; y k» son las constantes de la velocidad respectiva de la reaccion directa y de la
reaccion inversa. Si A y B se ponen en contacto en condiciones adecuadas para que
reaccionen, la reaccion directa es rapida al principio a medida que la reaccion progresa, las

actividades de A y B disminuyen por irse transformando en C y D y la velocidad de la



reaccion directa desciende. La velocidad de la reaccion inversa inicialmente es cero por no
existir C y D, se va haciendo mayor a medida que se forman C y D. Como resultado de la
disminucion de la velocidad de reaccion directa y del aumento de la velocidad de la
reaccion inversa, llegara el momento en que ambas velocidades sean iguales, 1=y, y el
sistema habra alcanzado una situacion de equilibrio.

Igualando las ecuaciones 3.2 y 3.3 tenemos:

kioaag = kaocop 3.4)
teniendo en cuenta que la razon de dos constantes es también constante, la expresion
anterior podria escribirse:

Keq = ki/ ks = acop laaa (3.5)

Keq recibe el nombre de constante de equilibrio de la reaccion representada por la
ecuacién 3.5 bajo condiciones determinadas.

Al considerar constantes de equilibrio es conveniente adoptar ciertos estados patrén
arbitrario y asignarles un valor de actividad unidad. Un sélido puro se considera como en
estado patrén de actividad unidad; lo mismo sucede con un liquido puro a una temperatura
especifica; un gas tiene actividad unidad a la presion parcial de una atmdsfera. Para los
solutos en disolucion; la actividad se define por la relacion:

a = )C (3.6)

En la cual y es el coeficiente de actividad que es un nimero por el cual debe
multiplicarse la concentracion C para obtener la actividad o.

En el caso general representado por la ecuacion

mA +nB = C +sD (3.7
En que m, n, r y s son los nimeros de moléculas de A, B, C, y D, respectivamente, la
expresion de la constante de equilibrio es

Keq = oo o o" (3.8)



4. Equilibrios de precipitacién

El proceso de disolver una sal en solucion implica basicamente la separacion de
iones del reticulo cristalino solido hacia el medio de la solucion acuosa. La estructura
reticular organizada del solido cristalino representa un estado de equilibrio con una energia
relativamente baja. La separacion de iones de esta estructura implica consumo de energia.
Por ofra parte se desprende energia cuando se solvatan los iones separados del sélido. Estas
energias reciben el nombre de energia reticular y energia de hidratacion. Por tanto, el grado
en que un solido es soluble en medio acuoso depende de la diferencia entre estas dos
energias.

En los electrolitos fuertes, la energia reticular aumenta con el incremento de la carga
ionica y disminuye con el tamaiio de los iones. La energia de hidratacion es maxima para
iones pequefios de carga elevada. Adviértase que las dos energias son maximas para los
iones mas pequeiios y de carga mas elevada.

En el caso de muchos electrolitos, la energia reticular es ligeramente mayor que la
energia de hidratacion, de modo que la solubilizacion de estos electrolitos es un proceso
que requiere cierta cantidad de energia por encima de la energia de hidratacion. En
consecuencia, estos electrolitos son mas solubles a altas temperaturas de disolucion, y la
solubilidad aumenta al hacerlo la temperatura,

En todos estos casos de solubilidad de electrolitos, la acciéon de solvatacion requiere
reacciones de disolucion, de modo que todos aquellos factores que puedan afectar la
reaccion de disolucion pueden afectar la solubilidad.

Consideremos la sal BA, poco soluble; ésta es una sal inorganica general vy, al igual
que casi todas estas sales, es un electrolito fuerte cuya porcion soluble puede, para todos los

fines practicos considerarse 100 % disociada en solucion acuosa. Asi que se tiene que:

BA(s) = B'(ac) + A (ac) (4.1
Para una situacion a temperatura constante, se tiene del equilibrio anterior:
(ops) (aa )/ (apas) = Ky (4.2)

donde o g+, & ., son las actividades de A y B; Ky es la constante de equilibrio a esa
temperatura y o pgacs) la actividad de la que esta en estado patron (actividad unidad) y como
el equilibrio es independiente de la cantidad de sélido en contacto con la disolucion por lo

tanto podemos escribir la ecuacion 4.2 de la siguiente manera:



(aps) (@A) = Kygapag = Kops(BA) 4.3)
En la ecuacion (4.3) a la constante K°, se le conoce como constante verdadera
termodinamica del producto de solubilidad. :

Por otro lado sabemos que la actividad de un compuesto en solucion esta definida
como el producto de la concentracion molar por su coeficiente de actividad (ver ecuacion
3.6) por lo tanto podemos escribir:

ap+=yp+[B'] (4.4)

o A =ya+[A] 4.5)
donde yg:, ya+ son los coeficientes de actividad para B y A [B'], [A] son las
concentraciones molares de B* y A respectivamente; sustituyendo las ecuaciones 44 y 4. 5

en 4. 3 tenemos:

y8+[B"] yar[A] = K (BA) (4.6)
esto conduce a
[B'I[AT] = KCs(BA)/ yi+ yas 4.7)

Muchas sales poco solubles muestran un aumento en su solubilidad en presencia de
concentraciones crecientes de sales solubles que no poseen un ion comiin con los de la sal
poco soluble. Este fendmeno recibe el nombre de efecto del ion diverso o de la sal neutra y
se basa en lo siguiente: Cuando hay una concentracion significativa de iones diversos, se
observa una disminucion en los valores de yg+ y ya+ como resultado del efecto Debye-
Huckel-Onsager de atraccion interidnica. Asi, yp+ y ya+ adoptan valores menores de la

unidad vy se tiene que:

K°(BA)Y yg+ ya+ mayor que K°s(BA) v+ Yas+

(i16n diverso) (sin ion diverso)

Al aumentar K°y (BA)/ y: ya. debe haber un incremento en [B'][A]. Dado que
[B'] = [A] = S, donde S es la solubilidad molar entonces un aumento en la solubilidad
molar se debera a un aumento en la concentracion de cualquier ion diverso.

En la discusion de la precipitacion de fosfatos de calcio la fase que usualmente se
enfatiza es la HAp termodindmicamente mas estable. Sin embargo la mayoria de las

soluciones de fosfato de calcio utilizadas para precipitar los fosfatos de calcio estin



inicialmente supersaturadas con respecto a cuatro fases adicionales las cuales son fosfato
tricalcico, octacdlcico, y dicdlcico, en la Tabla 4.1 se pueden observar los valores de los
productos de solubilidad a 25°C.

Tabla 4.1. Productos de solubilidad de fosfatos de calcio a 25°C ®

Hidroxiapatita (HAp); Cas(PO4); OH

[Ca¥P [POST [OH) vy’ = 4.7x107° (mol I’
Fosfato tricalcico (TCP); Ca3(POs),

[Ca¥F [POST yilysd = 12x107% (mol I'Y
Fosfato octacalcico (OCP); Ca;H(PO,); 2.5 H,O

[Ca® T [POST H Iy = 1.25%10 ™ (mol I™)®
Fosfato dicalcico anhidro (DCPA); CaHPO4

[Ca®] [HPOs*] yo* = 126x 107 (mol I')?

Fosfato dicalcico dihidratado (DCPD); CaHPO, 2H,0
[Ca®] [HPO:] y2* = 2.49x 107 (mol I')

En las expresiones de la Tabla 4.1 los paréntesis cuadrados significan las
concentraciones molares de las especies indicadas v y, el coeficiente de actividad de la
especie con valencia z.

El coeficiente de actividad de las especies ionicas puede ser calculada mediante una
forma extendida de la ecuacion de Debye-Huckel como la propuesta por Davies'” Ia cual es

la siguiente:
-logy, = AZ’[1%/(1 +1%)-0.31) (4.8)

Con esta ecuacion se pueden calcular los coeficientes de actividad de iones de carga
multiple hasta una fuerza ionica de 0.2 mol/l dentro de un error del 1%.

En la ecuacion anterior y, es el coeficiente de actividad, A es la constante de Debye-
Huckel que incluye factores tales como la constante dieléctrica del disolvente, la T

absoluta, la constante de Boltzman, el radio de la atmésfera ionica y el factor de conversion



de los logaritmos naturales en comunes; para disoluciones acuosas a T 25°C A es igual a

0.50. Ies la fuerza ionica la cual se define mediante la siguiente ecuacion:
1 =Y%EZC; (4.9)

Donde Z; es la carga ionica y C; es la concentracion molar de cada una de los 1ones en la
disolucion.

Debe observarse que el coeficiente de actividad de un ion esta determinado por su
carga y por la fuerza idnica total de la disolucion y no en principio por su propia

concentracion en la disolucién.

5. Equilibrios Considerados

Para calcular las concentraciones ionicas en solucion es necesario tener en cuenta la
formacion de pares i6nicos y complejos entre las especies presentes en la solucion.
Partiendo de una solucion de fosfato de potasio y cloruro de calcio se tienen que considerar

los siguientes equilibrios quimicos:

Tabla 5.1. Constantes de asociacién termodindmica a 25°C®

H +H,PO; = H;PO, K,=164.1 Lmol"

H' +HPO,” = H,POS Ky=1.58 x 10" Lmol”
H +PO," = HPO,? K.=233 x 10" Lmol"
K’ +HPO> = KHPO, Ky=3.98 Lmol®
Ca’+ H,PO; = CaHPO,” K,;=31.9Lmol"
Ca’'+ HPO, = CaHPO, K,=681 Lmol”
Ca™+ PO;" = CaPOy K:=29x10° Lmol”
Ca’+0OH = CaOH K=32.4 Lmol”

H + OH = H,0 K, =1x 10" Lmol"

Los valores de K son las constantes de asociacion termodinamica a 25°C. Las

concentraciones de las especies ionicas en la solucion a cualquier tiempo pueden ser



obtenidas mediante un balance de masa, y de electroneutralidad; utilizando las constantes
de equilibrio apropiadas"'®.

El primero utiliza una aproximacion en la cual se selecciona una base formada con
las especies que tienen mayor concentracion en equilibrio; las otras concentraciones de las
especies en solucion se obtienen a partir de la base escogida utilizando las constantes de
equilibrio. El resultado que se obtiene es una serie de ecuaciones simultineas no-lineales
que pueden ser resueltas por métodos numéricos convencionales. Uno de los métodos mas
ampliamente utilizados es el método de Newton-Raphson el cual fue empleado en el
desarrollo de EQUIL en orden de realizar conversiones cuadraticas rapidamente para el
calculo de las concentraciones al equilibrio de mezclas de electrolitos" .

La modificacion hecha en el procedimiento de Newton-Raphson incluye el
escalamiento de la matriz, andlisis de eigenvectores, desarrollo de una matriz iterativa, y

adopcion de una fuerza convergente.

6. Procedimiento de Calculo

Se realizé el estudio sobre la precipitacion de fosfatos de calcio en funcién de la
concentracion del ion calcio, ion fosfato y del pH con la finalidad de obtener las mejores
condiciones de reaccion para la precipitacion de la hidroxiapatita (HAp). Para obtener éstas
se trazo la grafica de los productos de solubilidad de las cinco fases de fosfato de calcio las
cuales son la HAp, fosfato tricalcico (TCP), fosfato octacalcico (OCP), fosfato dicalcico
anhidro (DCPA) y fosfato dicalcico dihidratado (DCPD); en funcién de la concentracion de
ion calcio, fosfato y pH. También se obtuvieron los productos de solubilidad en funcion de
la fuerza idnica a pH constante.

Se obtuvo el diagrama de especies y las concentraciones de las especies en solucion,
partiendo de una solucién de cloruro de calcio 0.0015 mol/L, cloruro de potasio 0.143mol/L
y fosfato de potasio 0.009mol/L en funcion del pH; con la finalidad de obtener el pH
optimo para la precipitacion de HAp; para lo cual se utilizaron las constantes
termodinamicas de los equilibrios acido-base y de los equilibrios de formacion de
complejos, asi como las ecuaciones de balance de masas; el sistema de ecuaciones no
lineales resultantes se resolvio utilizando el programa de computo PV-WAVE con la
funcion de subrutina ZEROSYS.



7. Resultados

7.1 Precipitacion de fosfatos de calcio

Si fijamos experimentalmente la fuerza iénica de la solucion a un valor constante,
podemos obtener los coeficientes de actividad de las especies utilizando las ecuaciones
(4.8 y 4.9) y predecir los productos de solubilidad a esta nueva condicion; en la Tabla 7.1.1
se muestran los resultados en el valor de Kps a diferente fuerza ionica, se puede apreciar el
aumento de solubilidad debido al efecto de un ion diverso sobre la solucion el cual se debe
a la influencia de la fuerza ionica de la disolucion en los coeficientes de actividad de los

iones poco solubles.

Tabla 7.1.1 Productos de solubilidad a diferentes fuerzas ionicas.

Compuesto  Kps [=0 Kps1=0.143 Kps1=0.2

HAp 47x10°% (molL"y  1.69x10 ¥ (molL')®  4.44 x 10"® (molL)’
TCP 12x107% (molL'Y  3.56x10™ (molL")’  6.51 x 10 (molL")’
OCP  125x 10 (molL"®  1.55%10* (molL™")®* 3.60x 10 (molL')’
DCPA  126x107 (molL"Y’  1.06 x 10 (molL™)’ 124x10° (molL")’
DCPD  249x 107 (molL')?  2.10x 107 (molL"y? 247x10°° ()

Para visualizar de manera mas clara la diferencia en solubilidades de los fosfatos de
calcio se trazaran la grifica de -Iog[POf’] en funcién de -log[Ca’"] a un valor de pH y
fuerza i6nica constante. Se utilizaran los productos de solubilidad calculados para fuerza
16nica igual a 0.143 mostrados en la Tabla 7.1.1 y las constantes de equilibrio descritas en
la Tabla 5.1.

Para el caso de la HAp tenemos:

[CP'T POSTIOHT S KPS cownovs rvns soms s fie e (1.1

[HTTOHT =X  seisscvmsmm domasmiay Feaya (7.12)

Despejando la concentracién de [OHT] de la ecuacién 7.1.2 posteriormente se
substituye en ecuacién 7.1.1 se obtiene el menos logaritmo base 10 y se despeja la

concentracién de [PO4] obtenemos:
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BP0 = 12924 F 1 PH ~SBICE™" . . . cusanwn s sms ol (7.1.4)
en la ecuacion 7.1.4 la p indica el —log de la concentracion en cuestion,
Para el caso de la TCP tenemos:
BT IPOET = K sucnvemmssomsss s s (7.1.5)
Despejando la concentracion de [PO4’], posteriormente se saca el menos logaritmo

base diez obtenemos:

pPOf' = 12724 -3/2 pCa” .............................. (7.1.6)
Para el caso de OCP tenemos:
[Ca™ T [POSTHT = KPS oo R A )

Se despeja la concentracion de [PO,”] de la ecuacion anterior, y se obtiene el menos

logaritmo base diez tenemos:

pPO = 156334 + 1/3pH-4/3pCa®" .. ................ (7.1.8)

Para el caso de DCPA tenemos:

[CRP) B =08 oo somyvsmmm s sTan R s (7.19)

[HPOS J/ [HIPOST 1=KC . © oo o (7.1.10)

Se despeja la concentracion de [HPO,™ | de la ecuacion 7.1.10 y se substituye en
ecuacion 5.9 :

pPO; " = 18342 -pH—-pCa®* ... ... ... ... (7.1.11)

Para el caso de DCPD se sigue el mismo tratamiento lo tinico que se modifica es el
valor de Kps:

pPO, = 18.045 -pH-pCa®* ... ... i .. (5.1.12)

Se trazan la graficas de las ecuaciones 7.1.4, 7.1.6, 7.1.8, 7.1.11, y 7.1.12 a valores
fijos de pH; el p[PO4’] se obtiene en funcién de los valores proporcionados a p[Ca’"]. La
informacion que podemos obtener de este tipo de graficas son las concentraciones minimas
que se requieren de [POs"] y de [Ca’™"], bajo determinadas condiciones para iniciar la
precipitacion de los diferentes tipos de fosfatos; lo cual es de utilidad para determinar las

mejores condiciones de precipitacion de alguna fase en especifico.



pH=7, I=0

3 10

% 8 —e—Hap
6 —=—TCP
4 —&—OCP
2 ——DCPA
0

Fig. 7.1.1. Variacién de ~log de [PO4"]en funcién de -log[Ca®']a pH =7 y I=0

Al trazar la grifica de —log [PO4*] en funcién de —log [Ca®"] a un valor de pH igual
a siete y a una fuerza ionica de cero (Fig. 7.1.1) observamos que las concentraciones son
muy similares por lo tanto es muy factible coprecipitar varios fosfatos, a bajas
concentraciones de fosfato y altas de calcio precipita primero la HAp posteriormente TCP,
OCP y finalmente DCPA; a altas concentraciones de fosfatos y bajas de calcio precipita
primero el DCPA, posteriormente la HAp, OCP y TCP. Si modificamos la fuerza iénica
(Fig. 7.1.4) observamos el mismo tipo de comportamiento descrito; ademas se observa un
aumento en la concentracion minima de [PO43'] yde [Ca”]‘ necesaria para llevar a cabo la

precipitacion; esto es hay un incremento en la solubilidad de los fosfatos.



pH=4.0, 1=0.143

pPO4

Figura 7.1.2 Variacién de -log de [PO4¥] en funcién de -log [Ca’] apH=4, [=0.143

pH=6.0, 1=0.143

pPO4

Figura 7.1 3. Variacién de -log de [PO4*Jen funcién de -log [Ca”' ] apH=6,1=0.143
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pH=7.0, I=.143

pPO4

[—e—Hap |
—=\—TCP
|—&—OCP
|——DCPA

Figura 7.1 4. Variacion de -log de [PO4%] en funcién de -log [Ca*']a pH=7,1=0.143

pH=8.0, 1=0.143

pPO4

pCa

== DCPDJ
| ML SO AR

Figura 7.1.5. Variacion de -log de [PO4*] en funcion de -log [Ca*']a pH=8,1=0.143
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pH=10.0, I=0.143

——Hap
—=—TCP
—&—OCP
——DCPA
—%—DCPD

pPO4

Figura 7.1.6. Variacion de -log de [PO4™]en funcién de -log [Ca®*] a pH =10, 1=10.143

pH=12.0, 1=0.143

—e—Hap |
—a—TCP |
—&— OCP

—5¢—DCPA |
—%—DCPD |

Figura 7.1.7. Vaniacion de -log de [PO4* Jen funcion de -log [Ca* ] a pH=10,1=0.143
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Para estudiar la influencia del pH en las concentraciones en equilibrio de
la fase solida con las especies en solucion se realizaron una serie de graficas que
estan incluidas en las figura 7.1.2-7.1.7 a una fuerza ionica de 0.143; donde
podemos observar la variacion de las concentraciones en el equilibrio en funcion
del pH para los diferentes fosfatos de calcio. De las figuras 7.1.2 y 7.1.3 se
observa que a valores bajos de pH el primer fosfato en precipitar es el DCPD
hasta un pH aproximado de 6; en el cual a bajas concentraciones de [P043‘] y
altas de [Ca“] el primer fosfato en precipitar es la HAp, posteriormente el DCPD;
conforme aumenta la cantidad de [PO4™] y disminuye la de Ca®" precipitara el
DCPD primero seguido de la HAp. A pH de 7 (figura 7.1.4) observamos que a
concentraciones de pCa’* menores de aproximadamente 5.5 la HAp es la primera
fase que precipita, a un valor de pCa®* igual a 6 pueden precipitar tanto HAp
como DCPA y DCPD; a valores mayores, el primero en precipitar es DCPA y
DCPD; si nos fijamos en pCa’" igual a 3 tendremos que tener en solucién una
concentracién aproximada de 10 pPO4™ para que precipite HAp y no debe ser
mayor de 9 pP043' para que no precipite TCP. A partir de pH igual a 8 (figura
7.1.5) observamos que el primer precipitado en formarse es la HAp
posteriormente TCP, OCP y DCPA. A valores mayores de pH igual a 8 la fase de
fosfato que precipita primero es la HAp (figura 5.1.6 y 5.1.7). También se
observa que conforme aumenta el pH a una concentracion fija de calcio se
necesita menor cantidad de fosfato para iniciar la precipitacion de la HAp. Con
altos valores de pH es posible precipitar la HAp a altas concentraciones de [PO4°"
] y bajas de [Ca"] . Se puede observar de la figura 7.1.3 que bajo estas mismas
condiciones de reaccion pero a un pH de 6 podriamos tener la coprecipitacion de
HAp y DCPA y a un pH menor, la precipitacion de los cuatro fosfatos. En
cambio un aumento en pH por ejemplo a 8 (figura 7.1.5) observamos que
precipita unicamente HAp. Como se observa en las graficas de las figura 7.1.2-
7.1.7, es critica la variacion de la concentracion y del pH en la solucion; ya que a
pequeiias variaciones de éstas tendremos la posibilidad de precipitar mas de una

fase de fosfato de calcio. También se observa a lo largo de estas figuras que hay



concentraciones a las cuales es factible la precipitacion de dos fases 0 mas como
por ejemplo:

A pH igual a 7, [ = 0.143, pCa”= 6 y pPO4" = 5; en el cual pueden
precipitar DCPA, DCPD, y HAp; O bien hay concentraciones a las cuales es
factible termodinamicamente precipitar las cinco fases por ejemplo: pCa™* =3y
pPO4* =4, pH =7,1=0.143 (figura 7.1.4).

A pH igual a 8, 1=0.143, pCa’'=8 y pPO4’ =23 donde es factible
precipitar las fases HAp, DCPA y DCPD (figura 7.1.5).

7.2 Especies en solucion

Para determinar las concentraciones de las especies en solucion utilizamos
el primer método descrito en los antecedentes basado en las constantes de
equilibrio, el cual se llevo a cabo utilizando una fuerza idnica constante

Para llevar a cabo un analisis completo de una solucién es necesario
obtener el diagrama de fase y las concentraciones de éstos en funcion del pH para
lo cual lo primero es plantear el balance de masas para calcio, fosfato y potasio

que son los siguientes:

[PO "}y =PO,* +HPO + H,PO, +H;PO,+KHPO, +CaPO, + CaHPO,+ CaHPO, ... . (7.2.1)
[Ca¥]; = Ca¥+ CaOH' + CaPO, + CaHPO,+CaH,PO,” ... ... ... .. SRS (1.2.2)
(K 1 = K HKHPOS .o e e e e e (7.23)

Para reducir el nimero de variables (concentracion de las especies en
solucion) es necesario utilizar las ecuaciones de las constantes de equilibrio de
formacion de complejo y de acidez; descritas en la Tabla 5.1 para expresar la

concentracion de las especies en funcion de H', PO,*y ™

[HPOZ Y (H'IPOS ] = Ke oo e T24)
Despejando HPO4* de la ecuacion 7.2.4 tenemos:

(MO S FRIRONTIRE  oniiss wmines sanaess s (72.5)

[HoPOS V HMHPOS 1=Kb oo _..(126)
De ecuacion 7.2.6, 7.2.7 y despejando el valor de H,PO, tenemos:

[H:POy 1= [H'TP PO TIKS] [KD] - oo oo (727

(HPOTHIEPO = Kh  covvevis s i st s s s smi (7.2.8)



De las ecuaciones 7.2.5, 7.2.7 y despejando el valor de H;PO, tenemos:

[HiPO,] = [HT [POS ] [Ke] [KbI[Ka]. ... (7.2.9)

De la formacion de complejos tenemos los siguientes equilibrios:

[CaPOL]/ [Ca® 1 [POS ] = Ka oot (7.2.10)
Despejando CaPO4” de la ecuacion 7.2.10 tenemos:

[CaP0;) = [CaPIPOF TG cocommssstos i st it bt e bmn s mams (7.2.11)

[CaHPO [Ca™ PO TR Ky v mmmmines s s mi i i s 4 (7.2.12)
Utilizando la ecuacion 7.2.12 y de 7.2.5 obtenemos:

[CaHPO,] = [Ca®] [H'] PO MK JIKE]  —ovvvvviviieieennennniinnn i (7.213)

[CaHPO, 1/ [Ca™ 1 [HoPOS ) = Ky oot (7.2.14)
Utilizando la ecuacion 7.2.7 y de 7.2.14 obtenemos:

[CaH,PO,"] = [Ca¥ ] [H'[POS IK IKEIKD] © oo (7.2.15)

[CsORT B TIOM T2 st s e s e S (7.2.16)
De la ecuacion 7.2.16 tenemos que:

[CEORT TS [CRMJIOENRST  wonmammmminsm s s etmss (7.2.17)

158000 5 5 <, (7.2.18)
De la ecuacion 7.2.18 tenemos:

[OH ] =KW /TH ] e e e e e e e et (7.219)
De la ecuacion 7.2.19 y 7.2.17 tenemos:

[CaOH" = [Ca® J[ KKV TH'] oo oo e e (7.2.20)

[KHPO, [/ [K'MHPOZ) =Kd ..ot iiiei i (7.2.21)

De la ecuacion 7.2.21 y 7.2.5 obtenemos:
[KHPO; 1= [K'IH TPOSMKANKE]  ovvvvvie e voninsasoni s aswia s (72.22)
Substituyendo las ecuaciones 7.2.5, 7.2.7, 7.2.9, 7.2.11, 7.2.13, 7.2.15,
7.2.22 en la ecuacion 7.2.1 y ordenando los términos tenemos:

(PO Tr = [POLT](1+{H JKe]+[H'F[Ke)Kb]+{H'T'[Ke][Kb][Ka]] +
[Ca™ PO J([Ks +{H'I[Ka][Ke ]+ [H'PIKi)[Ke][Kb]] + [K')POS )H'IKd][Ke .. ... .(7.2.23)

Substituyendo las ecuaciones 7.2.11, 7.2.13, 7.2.15, 7.2.20 en la ecuacion
7.2.2 y ordenando los términos tenemos:
[Calr = [Ca™ J[1+] K J[KWJ[H']] + [Ca™ (PO J[[Ka+[H J[K,)[Ke ]+ [H' VK, ) [Ke][Kb]] (7.2.24)
Substituyendo la ecuacion 7.2.22 en la ecuacion 7.2.3 y ordenando los
términos tenemos:

K]y = [K']+[K'[POSHIKA)Ke]  .ooooovoeiii i o ... (7.225)
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La representacion en forma de matriz de las ecuaciones 7.2.23, 7.2.24, y
7.2.25 se muestra en la Tabla 7.2.1, la cual se resolvié como funcién del pH para
los siguientes valores fijos de concentracion total: Fosfato total 0.0009mol/L,
Calcio total 0.0015mol/L y Potasio total 0.0018mol/L; los valores de las
constantes se encuentran en la Tabla 5.1. Para resolver este sistema de ecuaciones
no-lineales se utilizoé el programa de cémputo PV-WAVE con la funcion de
subrutina ZEROSYSS; este sistema utiliza para solucionar el sistema de ecuaciones
un algoritmo hibrido de Powel. Este algoritmo es una variacion del método de
Newton que toma precauciones para evitar largas etapas. Con este programa se
corrieron cuatro modulos ue incluyen: basico, con resultados iniciales, doble
precision, con doble precision y jacobiano del sistema. Por su mayor precision se
analizan los resultados obtenidos con la Gltima aproximacién (ver resultados en
Tabla 7.2.2).

Lo que podemos observar es que la concentracion de fosfatos en solucion
es muy pequeiia atin a pH basicos; esto es debido a la formacion de CaPO4> y del
Ca(OH)" en la solucién. Para facilitar la comparacion de las especies en solucién
se trazo la grafica de las fracciones molares de las especies de fosfatos, con
respecto a la concentracion total de fosfatos (Tabla 7.2.3 figura 7.2.1) y la
fraccion de las concentraciones molares de las especies de calcio en funcion de la
concentracion total de calcio (Tabla 7.2 .4, figura 7.2.2).

Se observa de la figura 7.2.1 que a bajas concentraciones de pH
predominan las especies acidas de H;PO4, H,PO4 y en cantidad menor del 1%
CaH,POs; a pH entre 7 y 9 son varias las especies predominantes las cuales son
HPO.*, CaHPO4, H,PO4, CaHPO4, y CaPOy’; la fraccion de la especie de PO4™
es tan baja que no se observa en la grafica, con altos valores de pH predomina el
CaPOQy, la especie de KHPO,4 es menor del 1% en todo el intervalo de pH. Para
el caso de las especies de calcio en funcion de la concentracion total de calcio,
observamos que a pH acidos la especie que predomina es el Ca’* hasta pH de 6
cuando comienzan a predominar también las especies de CaHPQ, y CaPQ, partir
de pH de 8 comienza a aumentar la fraccion de CaPOy " y decrecer la de CaHPO,;

a partir de pH 11 se incrementa el valor de CaOH"; cabe mencionar que las
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especies de fosfato de calcio dependen de la concentracion de fosfato no
solamente del calcio total.

Las concentraciones de [PO;” ]y de [Ca’] a pH=4 son de 2.3x10™"°mol/L
y 0.00146mol/L respectivamente (ver Tabla 7.2.2); si se obtiene el —log de ambas
concentraciones para poder compararlas con las concentraciones obtenidas en la
figura 7.1.2, tiene pPO,* de 14.64 y de pCa®* de 2.836. De la grifica contenida
en la Figura 7.1.2 observamos que este valor esta por arriba de las ecuaciones del
producto de solubilidad de todas las fases; esto quiere decir que no es factible
precipitarlas bajo estas condiciones; siendo el mismo caso a pH de 6. A pH de 7
Figura 7.1.4, las concentraciones de pPO;" = 8.96 y pCa’*= 2 85 se encuentran
entre las dos ecuaciones de producto de solubilidad por debajo de la HAp y
ligeramente superior a TCP; lo que nos indica que es posible precipitar
unicamente HAp bajo estas condiciones. A un pH de 8 las concentraciones son de
pPOs* de 7.73, y de pCa’ de 2.96; estos valores de concentracion los
observamos en la grafica de la figura 5 que se encuentra por debajo de la mayoria
de las ecuaciones esto quiere decir que la mayoria de las fases de fosfato
precipitan. A valores mayores de pH tendremos un aumento en la concentracion
de PO, y una disminucion de Ca>* por lo tanto precipitara mas de una fase. Es
necesario trazar las graficas de pPO,4” en funcién de pCa’" a valores cercanos a 7
para obtener el intervalo de pH bajo el cual es factible precipitar inicamente HAp
bajo éstas concentraciones totales de calcio y fosfato escogidas. En la Tabla 7.2.5
se encuentran los valores de pCa’" y pPO," cercanos a siete y en la Figura 7.2.3
tenemos las graficas de las ecuaciones de los productos de solubilidad en las
cuales se aprecian que a un pH de 7.4 es factible la coprecipitacion y que a un pH

de 6.8 es posible precipitar exclusivamente HAp.
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Tabla 7.2.1 Ecuaciones 7.2.23, 7.2.24, y 7.2.25 en forma de matriz. Se utilizb6 el programa de computo PV-WAVE con la funcién de subrutina
ZEROSYS para resolverla.

(Ctotal] [Ca™] [Ca™][PO."] (PO K'1[POT] K]
[Ca™] 1+[KJKWJH] K]+ 0 0
[H')[K2](Kc]+
[H'J[K,][Ke][Kb)
[PO,™] 0 [Ks]+ [1+[H ][Ke}+ [HJ[Kd][Ke]
[H'][K:][Ke]+ [H[Ke](Kb]+
[H'T[K,)[K<][Kb] [H'J'[Kc][Kb][Ka)
K] 0 0 0 [ [Kd][Kc]




(4

Tabla 7.2.2. Concentracion molar de las especies en funcion del pH, obtenidas utilizando el programa de computo
PV-WAVE con la funcidn de subrutina ZEROSYS para resolverla.

ESPECIES 1 2 3 4 5 6 7 8 g 10 11 12 13
H3PO4 0.0008459 | 0.00054955] 0.00012183| 1.39E-05 1.39E-08 1.26E-07 6.64E-09 1.13E-10 8.30E-13 2.32E-15 3.09E-18 4.10E-21 1.32E-23
H2PO4 5.15E-05 | 0.00033489| 0.0007424 | 0.00084657 | 0.00084874 | 0.00076908 | 0.00040468 | 6.89E-05 5.06E-08 1.41E-07 1.88E-09 2.50E-11 8.02E-13
HPO4 3.26E-11 2.12E-09 4.70E-08 5.36E-07 5.37E-06 4.87E-05 | 0.00025613 | 0.00043586 | 0.00032003 | 8.93E-05 1.19E-05 1.58E-06 5.07E-07
PO4 1.40E-22 9.10E-20 2.02E-17 2 30E-15 2.31E-13 2.09E-11 1.10E-09 1.87E-08 1.37E-07 3.83E-07 5.11E-07 | 6.78BE-07 2.1BE-06
KHPO4 2.34E-13 1.52E-11 3.37E-10 3.84E-09 3.85E-08 3 49E-07 1.83E-06 3.12E-06 2.20E-06 6.40E-07 8.53E-08 1.13E-08 3.63E-09
CaH2PO4 2 46E-06 1.59E-05 3.47E-05 3.94E-05 3 94E-05 3 48E-05 1.63E-05 2.43E-08 1.50E-07 3.11E-08 3.57E-11 3.63E-13 3.64E-15
CaHPO4 3 33E-11 2.14E-08 4.69E-08 5.33E-07 5,32E-06 4.70E-05 | 0.00022024 | 0.00032884 | 0.00020221| 4.20E-05 4.82E-06 4.91E-07 4.91E-08
CaPO4 6.08E-19 3 82E-16 8.57E-14 9.74E-12 9.73E-10 B8.59E-08 4.03E-06 6.01E-05 | 0.00036957 | 0.00076734 | 0.00088142 | 0.00089747 | 0.00089765
CaCH 4.85E-15 4 81E-14 4.75E-13 4.73E-12 4.72E-11 4.60E-10 4.08E-08 3.59E-08 3.01E-07 2 24E-06 1.93E-05 | 0.00014783 | 0.00046056
Ca 0.00149755| 0.0014842 | 0.00146514 | 0.00146005 | 0.00145537 | 0.00141823 | 0.00126265 | 0.00110819 | 0.00092781 | 0.00069033 | 0.00059467 | 0.00045627 | 0.00014215
K 0.0018 0.0018 0.0018 0.0018 0.0018 | 0.00179965| 0.00179817 | 0.00179688 | 0.00179771] 0.00179936 | 0.00179992 | 0.00179989] 0.0018
PC4T 0.00089991| 0.0009003 | 0.00089902 | 0.00090096 | 0.00080027 | 0.00090012 | 0.00090322 | 0.00089936 | 0.00089943 | 00008998 | 0.00089875 | 0.00080023 | 0.00090039
CaT 0.00150001 | 0.00150006 | 0.00149988 | 0.00150001 | 0.0015001 | 0.00150012 | 0.00150322 | 0.00149872 | 0.00150003 | 0.00150189 | 0.00150017 | 0.00150206 | 0.0015004
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Figura 7.2.1. Fraccién de las especies de fosfatos en funcién del pH
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Figura 7.2.2. Fraccion de las especies de calcio en funcion del pH
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Tabla 72.5. Resultados de las concentraciones de [Ca®'] y [PO,”] en funcion del pH,
obtenidas utilizando el programa de computo PV-WAVE con la funcién de subrutina ZEROSYS

para resolverla.

PH 6.6 6.8 7 7.2 7.4 7.6 7.8 8
Ca2+ | 0.001338| 0.001301| 0.001261| 0.001221| 0.001186| 0.001158| 0.001129| 0.001108
PO43- | 2.54E-10| 542E-10| 1.10E-09| 2.11E-09| 3.97E-09| 6.83E-09| 1.22E-08| 1.87E-08
pCa2+ | 2.873423| 2.885877| 2.899344| 2.913176| 2.925811| 2.936368| 2.947331| 2.955384

pP043- | 9.594751| 9.266048| 8.95999| 8.675117| 8.401127| 8.165836| 7.914584| 7.728006
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8. Conclusiones

Se obtuvo el diagrama de especies y sus concentraciones de una solucion de fosfato de
calcio en funcion del pH; asi como las predicciones de las concentraciones de [POs™] y
de [Ca“] en el equilibrio con las fases sélidas de fosfato de calcio en funcién del pH.
Para llevar a cabo la precipitacion selectiva de HAp es conveniente utilizar pH mayores
de seis y bajas concentraciones de PO;> y de Ca*™. El intervalo de concentraciones a
las cuales precipita HAp es limitado y es necesario tener un buen control de la misma
para evitar que precipiten otras fases.

A pH de siete podremos precipitar HAp a bajas concentraciones de PO, y altas de
Ca*" por ejemplo 1x10 " mol/L de [PO4>]y 3.2x10 mol/L de [Ca™].

Al aumentar la fuerza i6nica de la solucién a pH constante se observa un incremento de
solubilidad por lo cual se sugiere mantenerla constante para evitar cambios en las
concentraciones requeridas de [Ca’"] y [PO4™] en la solucién, para la precipitacién de
las fases de fosfatos.

Se observa que por la formacion de complejos en la solucién, la cantidad de [PO4™] es
muy baja; pero aun asi se lleva a cabo la precipitacion pues las fases de fosfatos de
calcio son muy insolubles, lo que quiere decir que a bajas concentraciones en solucion
alcanzan la saturacion.

El pH optimo para llevar a cabo la precipitacion de HAp partiendo de una solucion de
fosfato total de 0.0009mol/L y calcio total de 0.0015mol/L, 1=0.143 es de alrededor de
pH=6.8-7; a pH = 6 no se lleva a cabo la precipitacion y a pH mayor de 7.4 es factible
que precipiten HAp y TCP. Si quisiéramos precipitar HAp a mayor pH es necesario

- . - -y 3- =g
disminuir la concentracion de [PO4 ] en solucion.
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CAPITULO II

SIMULACION MOLECULAR DE CARBOXIMETILCELULOSAS

1. Introduccién

La simulacion molecular ha demostrado ser una herramienta basica para el estudio
de sistemas moleculares en varias areas de la ciencia como por ejemplo en el estudio de
nuevos materiales ya que permite disefiar y determinar las caracteristicas y propiedades de
los mismos; en el drea de la farmacologia molecular, en la cual intenta dar una explicacion
a la actividad bioldgica de los compuestos con base en su estructura molecular y/o
propiedades fisicoquimicas de la misma. La importancia de la simulacién molecular es que
mediante calculos mecano-cuanticos es posible obtener las propiedades fisicoquimicas de
un sistema como son las densidades electronicas, afinidad electrénica, calor de formacion,
energias y distribucién de los orbitales de frontera HOMO/LUMO entre otras; asi como la
conformacion geométrica de minima energia; lo que hace posible determinar las

caracteristicas estructurales y la reactividad quimica de las mismas""-

. Con base en estos
calculos es posible sustentar mecanismos de reaccion de sistemas particulares o bien
entender los mecanismos de sintesis y las condiciones de selectividad de un sistema. En
este capitulo se obtienen las conformaciones de minima energia del acido de la
carboximetilcelulosa con diferentes grados de substitucion y de la celulosa asi como sus
energias en los orbitales moleculares de frontera HOMO y LUMO por medio de métodos
de mecanica molecular y semiempiricos con el fin de identificar condiciones de reactividad

de cada molécula.

2. Métodos tedricos de analisis conformacional
Para determinar la conformacion de una molécula por medio de célculos tedricos se
procede a la resolucion de la ecuacion de Schrédinger para una configuracion nuclear dada,

en el proceso se minimiza la energia de la molécula; lo que solamente se puede llevar a
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cabo de manera exacta para el atomo de hidrogeno; ya que para la molécula ion
hidrogeno®” es necesario utilizar la aproximacién de Born-Oppenheimer. Para moléculas
mas grandes se introducen aproximaciones en el tratamiento mecano-cudntico.

Los métodos mas usados en el analisis tedrico conformacional son los llamados ab
initio, semiempiricos y de mecanica molecular.

2.1. Métodos Ab-initio

Los métodos ab-initio son aquellos calculos mecano-cuanticos moleculares que
emplean el operador Hamiltoniano completo y tratan de encontrar una solucion sin emplear
parametros empiricos. Cuando se lleva a cabo un cdlculo ab-initio, el punto de partida es
una geometria molecular dada, que define la naturaleza y coordenadas de cada atomo;
dependiendo de qué atomos estdn en la molécula se elige una serie de orbitales atomicos
base, los cuales son aproximados utilizando funciones de Slater o Gaussianas; con estos se
construyen orbitales moleculares y el producto de ellos, incluyendo el espin se hace
antisimétrico de acuerdo con el principio de Pauli. El programa calcula todas las integrales
involucradas en la solucién de la ecuacion secular, construye y diagonaliza el determinante
produciendo una seric de energias de orbitales y coeficientes ya mejorados; este
procedimiento se repite hasta que se logra la autoconsistencia. Cuando esto ocurre, el
programa imprime una serie de orbitales moleculares ¢ en forma de coeficientes y una
energia €. asociada a cada uno de ellos. Una de las desventajas de este tipo de métodos es el
tiempo de calculo que se lleva; ademas no siempre tiene buen éxito al tratar de reproducir
observaciones experimentales, esto es debido a algunas consideraciones dentro de su
modelo como es que un electron interactia con el campo promedio de los electrones
restantes, en vez de tratar a cada electron de una forma independiente. Otro problema de
este modelo es que estd basado en la ecuacion de Schrédinger que no considera el efecto

relativista. Se recomienda utilizar este tipo de calculos en moléculas pequeiias.

2.2. Métodos Semiempiricos

Para reducir el tiempo de computo y ampliar el ambito de aplicacion; algunos de
los elementos de la matriz son considerados como parametros obtenidos a partir de datos
experimentales disponibles; otros elementos de matriz se consideran pequefios y son

despreciados. Los métodos que utilizan este procedimiento se denominan semiempiricos.
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Parten de la ecuacion secular pero hacen tal variedad de aproximaciones que el tiempo de
calculo se ve reducido. Se utiliza este tipo de método en sistemas moleculares grandes que
no pueden ser manejados por los programas ab-initio. Estos métodos se dividen en dos
grupos: a) Métodos de Interpenetracion maxima y b) Métodos que desprecian la
Interpenetracion (NDO) 6 Métodos con diferencial de interpenetracion cero (ZDO). Entre
los métodos NDO mas populares estan aquellos conocidos como CNDO (Complete Neglect
of Differential Overlap), INDO (Intermediate Neglect of Differential Overlap), MINDO
(Modified Intermediate Neglect of Differential Overlap), MNDO (Modified Neglect of
Diatomic Overlap), AMI (Austin Model 1) y PM3 (Parametric Method Number 3).

2.3. Métodos de Mecanica Molecular

El método de mecanica molecular o de campo de fuerza se diferencia de los
métodos mecano-cudnticos, en que éste considera la otra parte de la aproximacion de Born-
Openheimer; es decir se estudia de manera directa el movimiento de los niicleos y de
manera indirecta los efectos del sistema electronico; se le conoce como una aproximacion
clasica ya que tiene la forma de las ecuaciones cldsicas del movimiento; el problema es
determinar qué ecuaciones son necesarias y encontrar el valor de las constantes
involucradas en dicha ecuacion, con el proposito de determinar la estructura y energia
optimas de una molécula, una de las.desventajas de este método es que se basa en muchos
datos experimentales que tendran que ser obtenidos antes de iniciarse el célculo.

Este método considera a una molécula como un conjunto de masas esféricas y
rigidas (atomos) que estan unidas mediante resortes (enlaces) y que poseen una energia
potencial especifica la cual se puede expresar como una suma de todos aquellos términos
que se describen. Energias de: enlace, de angulo de torsion de inversion, términos
cruzados, de Van der Waals, de Coulomb (interacciones electrostaticas) y por enlaces por
puente de hidrogeno.

Etotal = Eenlace + E angulo + E torsion + E inversion + E vdw + Ecoulomb + E puentes de
hidrogeno

El conjunto de las constantes que aparecen al desglosar en ecuaciones las diferentes
contribuciones a la energia total como son constantes de fuerza, geometrias de equilibrio,
radios de Van der Waals etc; son determinadas mediante métodos empiricos y son lo que

constituye el Force Field.
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De la correcta eleccion del Force Field depende el éxito de la estructura molecular,
y por consiguiente sus propiedades especificas, ya que provee de una forma funcional para
describir cada uno de los componentes de la energia de un sistema especifico, asi como de
los parametros necesarios para esa funcion. Después de haber seleccionado el FF
adecuado, se construye la ecuacion y se minimiza; de esta forma se encuentran las
coordenadas atomicas que corresponden a las condiciones energéticas en las que la

molécula es estable.

3. Procedimiento de calculo™

Se llevo a cabo el analisis de la configuracion y de la densidad electronica de la
celulosa, carboximetilcelulosa (CMC), con DS = 0.25 y con DS = I; donde DS es el
numero de sitios substituidos en el anillo. La unidad que se repite en los polimeros a base
de celulosa es la celobiosa (Fig. 3.1); para efectos de tiempo de cilculo se analizaron 2

moléculas de celobiosa (n=2) por compuesto.

CHOH

3
o H o O, oH
OH H 4 H H
H H H
H
H & HY
CH,OH

CH,OH
6

Figura 3.1 Celulosa y carboximetilcelulosa con DS =1 y DS =0.25. R = CH,COOH

Se utilizo el método de campo de fuerza (Force-field), del tipo de mecanica
molecular para obtener la conformacion de minima energia y como primera aproximacion.
Posteriormente se llevd a cabo su optimizacién mediante el método cuantico semiempirico
PM3 con el cual se obtuvo la conformacion de minima energia, su estructura electronica y
los orbitales de frontera HOMO/LUMO de la molécula.
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Para realizar la simulacién se utilizo el software Cerius’ especificamente los
modulos de Polymer Builder, Force-Field y Blends de Molecular Simulation Inc.
Efectuando los calculos en una estacion de trabajo Solid Impact con un procesador R10000
y 128 Mb en RAM de Silicon Graphics Inc.

Procedimiento de calculo.

e Seleccion de tres campos de fuerza que contemplen el tipo de dtomos y enlace de las
moléculas a estudiar.

e Minimizar la energia en los tres casos.

e Eleccion del campo de fuerza que arroje la menor energia para la molécula en estudio y
que se adecue en mayor medida a elementos reportados para los segmentos que la
componen.

e Realizar Simulacién de Dinamica Molecular para identificar la estabilidad global o
parcial de la molécula mediante un método con volumen y energia constantes (NVE).

e Utilizar la configuracion obtenida como conformacion inicial para calculo
semiempirico PM3®.

e Minimizar la energia con el método semiempirico PM3.

e Determinar los orbitales de frontera y las superficies caracteristicas de la molécula.

4. Resultados y discusion

Campo de Fuerza

Los campos de fuerza seleccionados fueron: Universal, ¢ff93 y cff91_950. El campo de
fuerza que obtuvo una menor energia total fué el cff91_950‘5'6’.

Estructura Geoméirica

Al modificar la celulosa con el grupo carboxilo via una union éter observamos una
modificacion en la geometria de la cadena polimérica, que es mayor mientras mayor sea el
grado de substitucion; para el caso de la carboximetilcelulosa con D=1, hay una mayor
rotacion de los angulos diedros de las uniones glucosidicas que provoca la formacion de
hélice de la cadena (ver figura. 4.1).

Densidad Electronica

En la celulosa los atomos que tienen mayor densidad electronica son los oxigenos de los

grupos hidroxilos en mayor cantidad, posteriormente los oxigenos del anillo de
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anhidroglucosa y el oxigeno de las uniones glucosidicas; la mayoria de los atomos de
carbon del anillo son deficientes en electrones asi como los atomos de hidrogeno
especialmente los atomos unidos al oxigeno del grupo hidroxilo. Al llevar a cabo la
substitucion en el oxigeno del grupo hidroxilo del C, del anillo observamos que las
densidades electronicas presentan poca variacion a excepcion del oxigeno de este grupo que
al pasar a formar parte de una unioén éter con el grupo substituido disminuye. En las
carboximetilcelulosas observamos que los oxigenos del grupo carbonilo tienen una
densidad electronica elevada.

Orbitales de frontera HOMO y LUMO

El valor negativo de la energia del orbital mas alto ocupado (HOMO) puede
considerarse igual al potencial de ionizacion vertical de una molécula, segiin el teorema de
Koopmans®. A menor -Eyomo mayor facilidad de que la molécula proporcione un
electron. En el caso de la Eyomo no se observa mucha variacion al funcionalizar la
celulosa, en todos los casos el orbital HOMO se encuentra distribuido en una gran cantidad
de 4tomos dentro de cada molécula los cuales incluyen los oxigenos de los grupos
hidroxilos, el oxigeno del anillo asi como las uniones glucosidicas y los atomos de carbono
del anillo glucosidico (Fig. 4.2); comparando las dos moléculas de CMC vemos que el

valor de —Egomo es ligeramente mayor en el caso de una mayor substitucion (Tabla 4.1).

Tabla 4.1. Energias en el orbital HOMO y LUMO de celulosa, carboximetilcelulosa (CMC)
ConDS=1,DS=0.25

Moléculas -Enomo Evomo

Celulosa 10.7549 1.42684
CMC DS=0.25 10.71970 0.51909
CMC DS=1 10.76477 0.09630

A menor energia en el orbital LUMO (energia del orbital mas bajo desocupado);
aumenta el caracter electrofilico de la molécula. (la facilidad que tiene una molécula para
aceptar un electron de mas en su estructura); mientras menor sea esta mayor facilidad para

aceptarlo. Mientras mas electronegativo es el substituyente menor es su energia en el
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orbital LUMO y mientras mayor sea el coeficiente de la funcion representativa de un orbital
atomico en el orbital molecular mayor es la contribucion de aquél en éste.

De las dos moléculas con el grupo carboxilo substituido observamos que disminuye
la Epumo con respecto a la Eyymo de la celulosa, y se observa una mayor disminucion de la
molécula con mayor grado de substitucion en este caso con DS=1. (Tabla 4.1). Otro
aspecto importante que hay que sefialar es que el orbital LUMO en el caso de la celulosa se
encuentra distribuido sobre los atomos de carbono y oxigeno del anillo de anhidroglucosa,
y sobre el oxigeno de las uniones glucosidicas, en el caso de las celulosas funcionalizadas

hay una localizacion de este orbital sobre los atomos del grupo substituido ( figura 4.3).
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Figura 4.1. Geometria optimizada utilizando el método de calculo PM3 (a) Celulosa,
(b) carboximetilcelulosa DS =0.25, (c) carboximetilcelulosa DS = 1.
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Figura 4.2. Distribucion del orbital de frontera LUMO. (a) Celulosa,
(b) carboximetilcelulosa DS = 0.25, (c) carboximetilcelulosa DS =1,
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Figura 4.3. Distribucion del orbital de frontera HOMO. (a) Celulosa,
(b) carboximetilcelulosa DS =0.25, (c¢) carboximetilcelulosa
DS=1
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5. Conclusiones

Se obtuvieron las predicciones de los parametros geométricos correspondientes a la
conformacién de minima energia, densidades electrénicas, orbitales HOMO/LUMO de
la celulosa y sus derivados.

Al funcionalizar la celulosa se modifica la estructura tridimensional del polimero
presentandose mayor rotacion de los anillos de anhidroglucosa.

No se observan diferencias apreciables en las densidades electronicas de los anillos de
anhidroglucosa de los derivados de la celulosa y ésta.

La diferencia en la energia del orbital HOMO entre las moléculas es pequeiia y
presentan la misma distribucién no localizada por lo cual las diferencias en el
comportamiento en reacciones en las cuales actiie como nucleofilo no seran apreciables.
El orbital molecular LUMO en el caso de la celulosa se encuentra distribuido sobre
varios atomos del anillo y en el caso de los derivados se encuentra localizado sobre los
grupos substituyentes; esto implica una reactividad localizada en estos grupos hacia
reacciones en las cuales acepten un electron en su estructura.

Al aumentar el grado de substitucion disminuye la Ejinpgo. Por lo tanto aumenta su
caracter electrofilico.

Cuando la celulosa se modifica se rompe la homogeneidad y se producen sitios activos
donde las especies donadoras o receptoras pueden ser adicionadas de manera selectiva a

la celulosa funcionalizada
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CAPITULO III

SINTESIS DE CARBOXIMETILCELULOSA

1. Introduccién

La celulosa es un polimero lineal, insoluble en agua, formado por anillos de
anhidroglucosa (glucopiranosa) cada una de ellas unidas por glucosidico al C-4 de la
siguiente (ver figura 1.1). La unidad que se repite es el disacarido (celobiosa). El anillo de
anhidroglucosa contiene tres grupos hidroxilos reactivos uno primario en la posicion de Cs
y dos secundarios en la posicion C; y C;. Son estos grupos donde se lleva a cabo la

alquilacion para dar éteres de celulosal'’.

(b)

Figura 1.1. Representacion estructural de celulosa: (a) estructura Haworth; (b) Estructura
Conformacional
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La naturaleza lineal de este polimero se debe a la formacion de enlaces
intramoleculares entre los anillos de anhidroglucosa los cuales también afectan la

reactividad de los grupos hidroxilos fundamentalmente la del Cs (ver figura 1.2).

WwH, 3 i HOH (H 3 x HOH o
o) o 5 o (o]
w0 1 O~
Omn.‘H/o 3 OH (o FTTIOR H/O 3 OH
CH,OH CH,OH

Figura 1.2. Representacion de la Estructura Conformacional de celulosa sefalando los enlaces de
hidrégeno intramoleculares entre OH de C3 y el oxigeno del anillo.

La celulosa de algodon es de naturaleza polimoérfica. La forma de cristalizacion
mas comin es la que se denomina de tipo I; la cual puede ser modificada a la de Tipo II por
medio de un tratamiento quimico con hidroxido de sodio concentrado. Los Difractogramas
de rayos X de las fibras de algoddn de celulosa de tipo [ indican la presencia de regiones
cristalinas y de regiones amorfas en su estructura. Las dimensiones de la celda unitaria
monoclinica son: a = 0.835nm, b= 1.03 nm (periodo de la fibra), ¢ =0.79 nm y un angulo
= 84° (angulo entre los ejes a y ¢) y contiene dos unidades de celobiosa. La celulosa Tipo I
presenta una estructura ordenada en un 70- 80 % aproximadamente y de un 20 a un 30 %
una estructura amorfa. La celulosa tratada con una solucién concentrada de hidroxido de
sodio presenta una estructura cristalina de tipo II. La celda unitaria de celulosa contiene
dos unidades de celobiosa con parametros de red de: a= 0.814nm, b= 1.03 nm, ¢ = 0.914
nm y 3 = 62° con porcentaje de cristalinidad del 60% , estos resultados de cristalinidad se
obtuvieron por medio de difraccion de rayos X 121

El grado de orden o cristalinidad afecta la reactividad de los grupos hidroxilo de las
unidades de anhidroglucosa. La alquilacion heterogénea y la acilacion son dos de las
modificaciones quimicas mas comunes para modificar las propiedades del algodon sin
modificar su morfologia, particularmente a bajo grado de substitucion. Las propiedades de
las fibras de los esteres o éteres de celulosa dependen del agente quimico utilizado,
uniformidad y grado de substitucion, grado de polimerizacion de la celulosa del algodon

utilizado y las condiciones experimentales utilizadas entre otras.

44



Dentro de los productos derivados de la celulosa que tienen gran aplicacion
industrial se encuentran los éteres de celulosa y dentro de éstos se encuentran las
carboximetilcelulosas (figura 1.3), que se sintetizan a partir de una alquilacion de la

celulosa por medio de cloruros de alquilo en presencia de alcali.

Figura 1.3. Carboximetilcelulosa de sodio, R = CH;COONa

La reaccion para sintetizar éteres de celulosa es una reaccion nucleofilica de
celulosa bajo condiciones alcalinas.

El problema de la celulosa es su naturaleza cristalina-amorfa, que establece un
gradiente de reactividad sobre condiciones heterogéneas. Para promover una alquilacion
homogénea se forma insitu una “celulosa-activada™ antes de la reaccién con el agente
alquilante. La celulosa activada se forma por la adicion de agentes que pueden interrumpir
la region cristalina sin disolverla; estos agentes actuan interrumpiendo el enlace de
hidrogeno intermolecular de las cadenas y son ellos mismos capaces de enlazarse via
puente de hidrogeno; dentro de estos compuestos se encuentran: soluciones alcalinas de
hidroxidos metalicos , aminas, acido acético, dimetilformamidas, etc.

Las soluciones acuosas de hidroxido de sodio son las mas comunmente utilizadas
usualmente hidroxido de sodio arriba del 18% y a temperaturas superiores de los 20°C; a la
mezcla resultante se le denomina celulosa alcalina. Posteriormente se lleva a cabo la
alquilacion seguida de un proceso de filtracion y de purificacion. Los disolventes
organicos mas utilizados son: alcohol isopropilico, alcohol terbutilico, acetona, tolueno,
dimetoxiethano.

Para llevar a cabo la purificacion se utilizan solventes acuosos-organicos como es el
caso de acetona, metanol-agua entre otros.

El método convencional para obtener la carboximetil celulosa de sodio es mediante

la reaccion de la celulosa en un medio alcalino con cloroacetato de sodio; este método tiene



una reaccion secundaria, que es la conversion de cloroacetato de sodio a glicolato de sodio

la cual se lleva a cabo simultaneamente™*):

ReelOH + NaOH —> ReelOHNAOH ....cooocoococererecsoereeeseseeeesssoveerenreee (1)
ReelOH.NaOH + CICH2COONa — RcelOCH2COONa + NaCL + H20 ... (2)

NaOH + CICH2COONa — HOCH2COONa + NaCl ..........c.cocovrcvcnnne. (3)

Como en el caso de la preparacion de otros éteres de celulosa, el grado de
substitucion se incrementa y la reaccion secundaria disminuye a altas concentraciones de
hidréxido de sodio; sin embargo se debe de adicionar agua suficiente para asegurar una
eterificacion homogénea.

Excepto por los primeros resultados de Timell® y Croon y Purves'., los resultados
publicados en la literatura concuerdan en que la reactividad de los grupos hidroxilos para la
sintesis de carboximetilcelulosa es ligeramente mayor en C; que en el Cs; el carbono menos
reactivo es el C;. Esto puede ser explicado debido a la mayor acidez y mayor accesibilidad
del hidroxilo del C, comparado con el hidroxilo del Cs ain siendo el C¢ un alcohol

primario!”).

46



2. Metodologia

Para llevar a cabo las sintesis de las carboximetilcelulosas se utilizaron los
siguientes reactivos marca Aldrich: acido monocloroacético 78%, hidréxido de sodio,
metanol, y alcohol isopropilico. Se utilizé agua bidestilada para preparar las soluciones.
Se utilizaron bolitas de algodon comercial (100% algodon) como celulosa.

Las carboximetil celulosas de sodio se sintetizaron de la siguiente manera:

Se pesan aproximadamente 10 gramos de algodon previamente separado en fibras
las cuales son introducidas en un matraz de bola equipado con un termometro que contiene
500ml de isopropanol, posteriormente se le adiciona la solucion de hidroxido de sodio al
35% con un exceso del 30% del valor estequeométrico. Se calienta a ebullicion y se deja a
reflujo por espacio de una hora. Se enfria y se le adiciona por goteo el acido
monocloroacético al 78% estequeométrico y se deja a reflujo por espacio de tres horas.
Posteriormente se llevan a cabo lavados con una solucién metanol-agua hasta obtener un

pH de siete de los lavados. Posteriormente se filtra y seca a 60°C.

3. Instrumentacién

La caracterizacion microestructural y elemental se realizd con un microscopio
electronico de barrido Phillips modelo XL30, que cuenta con analisis elemental por el
método de energia dispersa de rayos X (EDS); las muestras fueron preparadas sobre soporte
de aluminio, recubiertas con una capa delgada de oro por medio de la técnica de sputtering.

Para determinar el grado de substitucion de la carboximetilcelulosa se utilizo un
método indirecto que consiste en determinar la cantidad de sodio en los productos
sintetizados utilizando la técnica de Espectrometria por Plasma; esta determinacion se
llevo a cabo en un Espectrometro de Emision de Plasma ARL 35000 Tipo Secuencial.

Para su caracterizacion quimica se utiliz6 Espectroscopia Infrarroja por
Transformada de Fourier (FTIR) y Resonancia Magnértica Nuclear *C con la cual se
identifican los grupos funcionales y su estructura quimica; para la primera técnica se utilizo
un Espectrometro Nicolet 550. Las muestras fueron encapsuladas en bromuro de potasio.
Para la segunda técnica se utilizo un Espectrometro Varian Unity plus 300; bajo las

siguientes condiciones de operacion: frecuencia de la resonancia 75MHz con
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desacoplamiento de proton, el espectro se obtuvo bajo condiciones Hartmann-Hann de
apareamiento, con un tiempo de contacto de 2.5 ms y un tiempo de repeticion de 4s a una
velocidad de giro de 4.2 KHz. Las eliminaciones de las bandas laterales se llevo a cabo
utilizando una secuencia de TOSS, se adicioné aproximadamente 200mg de muestra

empacada.

4 Resultados y Discusién

4.1 Espectrometria de Emision por Plasma
Para obtener el grado de substitucion se determind de manera indirecta obteniendo
la cantidad de sodio por Espectrometria de Emision por Plasma , los resultados obtenidos se

encuentran enumerados en la Tabla 4.1.1

Tabla 4.1.1
Valores tedricos de % Sodio y valores de % de Sodio obtenidos de los compuestos sintetizados, técnica

de anilisis: Espectrometria de Emision por Plasma.

COMPUESTO TEORICO |EXPERIMENTAL DS
% DE SODIO | % DE SODIO

CMCDS=1 (CMC3A) 95 87 09
CMCDS=5 (CMC2A) 53 43 04
CMC DS = .25 (CMC1A) 34 23 017

En la Tabla 4.3.1 podemos observar que en los tres casos se determind sodio en
cantidades cercanas al valor esperado, el rendimiento de la reaccion obtenido fue de 90%,
80% y 68% respectivamente, lo cual nos indica que el rendimiento disminuye conforme
disminuye el grado de substitucion. Para un rendimiento mayor sera necesario optimizar

las condiciones de reaccion.
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4.2 Espectroscopia en Infrarrojo

En el espectro de infrarrojo del algodén sin modificar (ver figura 4.2.1 inciso (a)), se
observan las bandas caracteristicas de las vibraciones del grupo OH como son las de
estiramiento O-H entre 3400-3200 cm™, bandas debidas al las vibraciones de estiramiento
de CH, CH2, CH3 a 2900 cm™, la banda que aparece a 1640 cm™ es posible que esté
asociada a impurezas dentro del algodon como puede ser la lignina (vibraciones de
estiramiento del grupo C=C del anillo aromatico) o bien debida al agua absorbida (1640
cm™) dentro de las fibras; se observan las vibraciones de estiramiento C-O caracteristicas
entre 1050-1150 cm”, las bandas correspondientes entre 1300-1400 cm™ se debe a

! se asocia a las

deformaciones de C-OH y C-H cm™; la banda que aparece a 1430 cm’
vibraciones de CH2 en CH20H. Las bandas de 700-900 cm™ se atribuyen a las vibraciones
de oscilacion de los grupos metilenos y a las deformaciones de los enlaces C-H del anillo
de piranosa. Al llevar a cabo la reaccion con NaOH al 35% no se aprecia una modificacion
apreciable en el espectro (ver figura 4.2.1 inciso (b)); cuando el algodon se modifica
mediante la reaccion de alquilacion con acido monocloroacético se observa un
ensanchamiento, aumento de intensidad relativa y un ligero desplazamiento a menor
longitud de onda en 1630 cm’ |, aumento en la intensidad de la banda de 1400 cm™; esta
modificacién del espectro se observa mejor en la muestra de mayor substitucion (c); la
definicion de las bandas entre 1000-1150 cm™ se pierde conforme aumenta la cantidad de
substituyente ver figura 4.2.1 inciso (c), (d), y (e). Los espectros de la carboximetilcelulosa
de sodio sintetizada de mayor y media substitucion muestran los dos picos de frecuencia
caracteristicos de la sal del acido carboxilico, de estiramiento antisimétrico a 1640 cm™ y

de estiramiento simétrico del C-Oa 1400 cm™ ).
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Figura 42.1. Espectros de Infrarrojo de algodon sin modificar (a), algodén reaccionado con NaOH
35% (b), algodon reaccionado con acido monocloroacético baja (c), mediana (d), y alta (e) proporcion
del acido a las mismas condiciones de reaccion.

4.3 Resonancia Magnética Nuclear

En las figuras 4.3.1 y 4.3.2 se muestran los espectros de CP/MASS RMN en solido
para el algodon, y para los algodones funcionalizados (CMC1A, CMC2A, CMC3A).

En la Tabla 4.3.1 se muestra la posicion de los picos de cada una de las muestras.
Se incluye para comparacion el espectro de celulosa y el espectro de celulosa en solucion

de hidroxido de sodio obtenidos con anterioridad por otros autores'”’.
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De los espectros incluidos en las figuras 4.3.1 4.3.2 y de la Tabla 4.3.1 se observa lo

siguiente:

(1) La muestra de algodon sin tratar muestra los picos caracteristicos de la celulosa
del C; a 107.472 ppm, para el C, dos bandas anchas con maximos en 90.75 ppm
v 85.986 ppm; banda ancha con dos picos visibles en 76.652 ppm y 74.611
ppm debido a los C5,C; y Cs del anillo y un pico ancho en 67.514 ppm debido al
Cs. (Figura 4.3.1 (a))

(2) Al funcionalizar el algodén a baja concentracion (CMCI1A) observamos el pico
caracteristico de los grupos carbonilos en 178.152 ppm, un ligero cambio en el
segundo pico de C; observado después del tratamiento con NaOH en 83.264
(diferencia de 1.4 ppm), en la zona del C¢ se forma un doblete en 65.375 ppm y
62.847 ppm. (Figura 4.3.1 (b))

(3) Al aumentar la concentracion de grupos carbonilos (CMC2A) hay mayor
definicion de la banda ancha de 178.346 ppm, hay cambios apreciables en las
bandas atribuidas al C4 y Cs. Disminuye la intensidad y se desdobla en dos
picos la banda de 88.611 ppm la banda de 83 ppm es mas ancha; en el caso del
C,4la banda es mas ancha y de menor intensidad. (Figura4.3.2 (¢ ))

(4) Al aumentar la concentracion de grupos carbonilos (CMC3A) hay una variacion
en las bandas caracteristicas de C; y Cg¢; en la primera hay un ensanchamiento
de la banda con un méaximo en 82.479 ppm y en el segundo en la forma del pico
ancho. (Figura 4.3.2 (d))
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4.4 Microscopia Electronica de Barrido

En la micrografia de SEM del algodon sin tratamiento (figura 44.1 a y b) se
observan estructuras en forma de fibras extendidas, que se enrollan a lo largo en forma de
hélice; presentan un ancho del orden de 15 a 20 um; a una mayor amplificacion del algodon
donde se aprecia una sola fibra con cierta rugosidad en algunas partes de la fibra. El
analisis elemental por el método de energia dispersa de rayos-x (figura 4.4.1), muestra la
presencia de carbono y oxigeno.

En la micrografia del algodon modificado a alta concentracion de acido
monocloroacético (Figura 4.4.2 a y b) se observan estructuras en forma de fibras que
varian entre 12 y 17 pm de ancho también se observa peliculas del ancho de 36-60um que
dan la impresion que son capas que se estan abriendo en forma de pelicula; a una mayor
amplificacion se observan algunas capas enrrolladas. El analisis elemental por el método
de energia dispersa de rayos x (Figura 4.4.3) revela la presencia de carbon, oxigeno y

sodio/potasio.

108 A1 GO0 MATERIA

(b)

Figura4.4.1 (a) Microscopia electronica de barrido de algodon, (b) mayor amplificacion de la microscopia
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Figura4.4.2 (a) Microscopia electronica de barrido de CMC3 A, (b) mayor amplificacion de la microscopia

’ LEMENTO | W%
C 45,92
| ELEMENTO | wi% 0 .45
c 42,16 P Ka Ha 12.63
OKa 0 57.84
O Ha
NaKa

Figura 4.4.3 Analisis elemental por el método de energia dispersa de rayos-x. (a) Algodon sin modificar.
(b) CMC3A
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5 Conclusiones

Se llevo a cabo la sintesis y caracterizacion de carboximetilcelulosa de sodio con
diferentes grados de substitucion (DS) de 0.9, 0.4 y 0.1; los cuales seran utilizados
como soportes para llevar a cabo el crecimiento de fosfato de calcio sobre éstos.

La microestructura de fibras caracteristica del algodén se mantiene al llevar a cabo la
funcionalizacion; se observan en algunas zonas una modificacion en la microestructura,

debido probablemente a un proceso de disolucion.
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CAPITULO IV

CRECIMIENTO DE FOSFATO DE CALCIO SOBRE
CARBOXIMETILCELULOSA

1. Introduccién

Uno de los procesos mas facinantes de la naturaleza es la formacion de tejido 6seo,
el cual esta compuesto basicamente por una fase organica y una fase inorganica, ésta ultima
esta compuesta de fosfatos de calcio casi en su totalidad"*? siendo la fase principal de ésta
la Hidroxiapatita (HAp) cuya formula quimica es C,0o(PO4)s(OH),, agua y por una matriz
organica,

El proceso de mineralizacion del tejido 0seo es muy complejo y en gran parte sigue
siendo desconocido. Se han obtenido resultados interesantes en estudios recientes sobre
procesos de biomineralizacion los cuales indican que la cristalizacion de HAp puede ser
regulada a nivel molecular por una matriz organica preorganizada que determina la
nucleacion, crecimiento y morfologia final de las especies inorganicas. Este proceso de
reconocimiento molecular se lleva a cabo en la interfase entre los grupos funcionales de la
macromolécula organica y los iones en la superficie de un nicleo cristalino. Se ha
postulado que los aspectos de reconocimiento en la interfase organico-inorganico son de
caracter electrostatico, estructurales, polares, y de topografia local entre otros.

El conocimiento de estos mecanismos abren la posibilidad de disefiar mateniales
compuestos organicos-inorganicos con propiedades fisicas y quimicas deseadas, lo cual es
de gran atractivo para la sintesis de materiales con propiedades especificas, sobre todo en el

area de biomateriales,">®
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Se han utilizado diferentes tipos de soporte sobre los cuales se ha crecido HAp
sobre su superficie a partir de soluciones sobresaturadas de fosfato de calcio; estos incluyen
silice precipitada, silice precipitada sintetizada utilizando diferentes tipos de aditivos”*;
sobre polimeros y sobre polimeros modificados a nivel superficial con grupos carbonilo, y
on grupos fosfatos entre otros *'”; en todos los casos anteriores se observa una diferencia
en la cinética de crecimiento.

En este capitulo se lleva a cabo el crecimiento de fosfatos de calcio sobre las
carboximetilcelulosas sintetizadas con diferente grado de substitucién, por medio de la
inmersion de éstas en una solucion saturada en fosfato de calcio. Se discuten los resultados
obtenidos en cada uno de los casos y se propone un mecanismo de crecimiento de los
fosfatos de calcio sobre la celulosa modificada, haciendo énfasis en el tipo de interfase. Se
utilizan métodos de simulacion molecular descritos en el Capitulo II para proponer este

mecanismo.

2. Metodologia

Se prepararon las soluciones de fosfato de calcio en las cuales se sumergieron las
fibras adicionando 1.5X107° moles de CaCly, 0.9x10° moles de K;HPO, y 0.143 moles de
NaCl, el pH se ajusto a 7.4 con la adicion de una solucion buffer de TRIS y se aforé a 1 It
con agua deionizada; los reactivos utilizados son grado analitico de la marca Aldrich.

En pequerios recipientes de vidrio de capacidad de 50ml se adicionaron las fibras de
algodon de aproximadamente 0.5g de peso se adicion6 30 ml de la solucion de fosfato de
calcio preparada y se dejé en bafio maria a 60°C por espacio de 3 dias, posteriormente se
decantaron las soluciones, se midi6 el pH de la solucion decantada y se adicionaron 30 ml
de una nueva solucion de fosfato de calcio de la misma concentracion y de pH de 7.4; se
dejo por espacio de 3 dias a 60°C posteriormente se decanto la solucion, se midi6 el pH de
la solucion decantada y se lavaron las fibras con agua destilada, se filtraron y secaron a
60°C para su posterior analisis. Este mismo procedimiento se repitio para el caso de las
carboximetilcelulosas (CMC-1A, CMC-2A, CMC-3A); en todos los casos se dejé un

blanco que contenia unicamente la solucion.
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3. Instrumentacion

Para determinar el pH de las soluciones se utilizd un potenciometro modelo
Beckman 450, y para su calibracion se utilizaron soluciones buffer de pH 4,7 y10.

Para analizar la composicion superficial y la morfologia de la muestra se utilizaron
un microscopio electrénico de barrido de bajo vacio Jeol JSM 5900-LV, con una
microsonda acoplada marca Noran para analisis elemental utilizando el método de energia
dispersa de rayos X (EDS); y un microscopio de alto vacio Philips XL 30 con una sonda
acoplada EDAX NewXL30 tipo Zafiro.

Se utilizé un Microscopio Electronico de Barrido JEM-2010 a 200KeV con una
resolucién de 2.3A que cuenta con un Espectrémetro de Energia Dispersa marca Noran
acoplado, para analizar la estructura, morfologia y composicion de los cristales obtenidos
de la muestra. Para observar los cristales crecidos sobre la fibra se dispersaron las fibras en
una solucién de metanol y se agitaron mediante ultrasonido por espacio de 30 minutos por
medio de un equipo de ultrasonido marca Branson Sonic posteriormente se tomd una

muestra del liquido.

4. Resultados

En la muestra que contenia unicamente la solucion (el blanco) no se aprecia
crecimiento de cristales; se dejo la muestra durante un periodo de dos meses y se obtuvo el
crecimiento de pequeiios cristales, los cuales fueron analizados por medio de difraccion de
rayos X, en la figura 4.1 se muestra el difractograma obtenido. En éste se pueden
observarse los picos caracteristicos correspondientes a la estructura de HAp. (ver figura
4.1)

4.1 Mediciones de pH

En la Tabla 4.1 se muestran los valores de pH obtenidos para las muestras de
algodon , CMC-1A, CMC-2A, y CMC-3A a los tres, seis y nueve dias de inmersion. En la
muestra de algodon y en la muestra que contiene unicamente la solucién de inmersion no se
aprecia una variacion significativa del pH. Para el caso de las muestras de CMC se
observan valores de pH mayores al inicial a los tres dias y posteriormente una disminucion

de pH a los seis dias en las tres muestras de CMC a los nueve dias se observa un pH menor
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en las muestras de CMC1A, y CMC2A. Esta variacién de pH implica que se llevaron a
cabo cambios quimicos en los cuales estan involucrados grupos hidroxilos o hidrogenos del

medio.
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Figura 4.1 Difractograma de rayos X de los cristales obtenidos de la solucion estandar utilizada como blanco.

Tabla 4.1 Resultados de las mediciones de pH de las soluciones obtenidas después de filtrar de
algodon y algodones modificados (CMC-1A, CMC-2A, CMC-3A) a T = 60°C , a los tres, seis y nueve
dias de inmersion.

Muestra 3 dias 6 dias 9 dias
pH pH pH
Algodon 74 7.5 7.4
CMC-1A T3 6.2 6.3
CMC-2A 1.7 6.8 6.6
CMC-3A 75 6.3 7.4
Solucién 74 78 74
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4.2 Microscopia Electronica de Barrido

Muestras de Algoddn sin modificar

En la figura 4.2.1 que corresponde a la micrografia obtenida mediante microscopia
electrénica de barrido (SEM) de fibras de algodén sumergidas en una solucion saturada de
fosfatos de calcio y cloruro de sodio a 9 dias de inmersion; no se observa crecimiento de
cristales. A doce dias de inmersion se observan en las micrografias (ver figura4.2.2 ay b)
la formacion de pequefios cristales, presentes en poca cantidad; a una amplificacion mayor
se aprecia mejor la forma cristalina, en la que se observa cristales de forma alargada y otros
de forma laminar, de tamafio aproximado de Sum de largo por 1um de ancho y los cristales

de forma laminar con un didmetro menor a 4um aproximadamente.

Figura 4.2.1. Micrografia de SEM del algodon sin modificar en una solucion saturada de cloruro de
sodio, cloruro de calcio y fosfato de potasio a 60°C a 9 dias de inmersion.

En la Tabla 4.2.1 se muestran los porcentajes atémicos de los elementos
encontrados en la fibra y en los cristales obtenidos mediante analisis de EDS; se observa
tanto en las fibras como en los cristales presencia de sodio y cloro. En los cristales se
observan pequefias cantidades de fosforo y calcio asi como la presencia de los demas

elementos detectados en las fibras.

63



%o atémicos de las diferentes morfologias observadas en la muestra de algodon sin modificar obtenidas

Tabla 4.2.1.

mediante EDS con 12 dias de inmersion.

Elementos Fibras Fibras Cristales Cristales Cristales
Alargados Alargados Placas
Y%atémico %atémico %atoémico Y%atomico %atomico
C 83.34 78.81 63.86 7477 66.06
(0] 14.11 20.19 32.10 23.49 30.29
Na 0.49 0.16 0.45 0.30 0.97
P 0.00 0.00 1.10 0.28 0.65
Si 0.00 0.16 0.00 0.00 0.00
Cl 1.91 0.39 0.50 0.51 0.96
Ca 0.15 0.29 1.99 0.66 1.08




b)

Figura 4.2.2. (a) Micrografia de SME del algoddn sin modificar en la solucion saturada de
cloruro de sodio, cloruro de calcio y fosfato de potasio a 60°C a 12 dias de inmersion. (b) mayor
amplificacion de la [ibra.
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Muestras de algodon modificado CMC1A

En la figura 4.2.3 que corresponde a la micrografia de SEM de la muestra de fibras
de algodon modificado CMC-1A a los nueve dias de inmersion, se observan las fibras de
algodén sin crecimiento visible, algunas fibras presentan una morfologia diferente. En la
figura 424 b y c, que corresponde a la micrografia SEM a 12 dias de inmersion
observamos las fibras con poca modificacion y la formacion de aglomerados sobre algunas
de las fibras, con una mayor amplificacién se aprecia que estos aglomerados estin
formados por pequeiias fibras alrededor de las fibras. Esta zona de la muestra presenta un
contenido apreciable de Ca y P que da una relacion atomica promedio Ca/P de 2.5 (ver
Tabla 4.2.2).

Figura 4.23. Micrografias SEM del algodon modificado CMC-1A a 9 dias de inmersién en una
solucion de cloruro de sodio, cloruro de potasio y fosfato de potasio a 60°C.
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Tabla 4.2.2.
% atémicos de las diferentes morfologias observadas en la muesira de CMC-1A obtenidas
mediante EDS a 12 dias de inmersién.

Elemento Fibras Fibras Recubrimie
nto
% atoémico | % atémico | % atomico
C 72.96 73.04 3766
0] 26.67 26.66 39.22
Na 0.16 0.13 0.22
Al 0.00 0.00 0.23
Si 0.04 0.08 0.00
P 0.00 0.00 6.40
Cl 0.05 0.00 0.12
Ca 0.12 0.08 16.15
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Figura 424, (a) Micrografia de SEM de CMCI1A en una solucién saturada de cloruro de sodio,

cloruro de calcio y fosfato de potasio a 60°C a 12 dias de inmersion. (b) mayor amplificacién de las fibras,
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Algodon modificado CMC-24

A un tiempo de inmersion de seis dias no se aprecia formacion de cristales en las
fibras a una amplificacion de 5000X, sin embargo el andlisis elemental obtenido por EDS
en dos de tres fibras diferentes analizadas indican la presencia de porcentajes de calcio y
fosforo considerables, con una relacion atomica en % de Ca/P de 1.05 (ver Tabla 4.2.3). A
un tiempo de inmersion de 9 dias no se observa crecimiento de cristales sobre la fibra, a
amplificaciones mayores se observa formacion de cristales sobre una fibra deteriorada (ver
figura 4.2.5). A 12 dias de inmersion se observa en las micrografias de SEM figura 4.2.6
(a) y (b) un recubrimiento poroso continuo sobre algunas fibras, a una amplificacion mayor
se aprecia que este recubrimiento esta formado por pequeiios cristales en forma de aguja, de
un tamaiio de didmetro aproximado de 400nm. La Tabla 4.2.4 contiene los % atomicos de
fibras y cristales obtenidos por EDS; se observa un porcentaje atomico de cloro y sodio
alto, en promedio de 5.7% para Cl, y de 5.6% para el Na. La relacion atomica promedio
del recubrimiento Ca/P es de 1.43.
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Figura4.2.5. (a) Micrografias SEM del algodén modificado CMC-2A a 9 dias de inmersién en una
solucion de cloruro de sodio, cloruro de potasio y fosfato de potasio a 60°C. (b) mayor amplificacion
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Figura 4.2.5. (a) Micrografias SEM del algodon modificado CMC-2A a 12 dias de inmersion en una
solucion de cloruro de sodio, cloruro de potasio y fosfato de potasio a 60°C. (b) mayor amplificacion
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Figura 4.2.6. Micrografia SEM del algodon modificado CMC-2A a 12 dias de inmersién en una
solucion de cloruro de sodio, cloruro de potasio y fosfato de potasio a 60°C.

Tabla 4.2.3
% atémicos de las diferentes morfologias observadas en la muestra CMC-2A con seis dias de
inmersion, obtenidos mediante EDS

Elementos Fibras Fibras Fibras
% atémico % atémico % atémico

CK 70.48 61.15 79.13
OK 24 30.01 19.96
NaK 1.54 1.01 092
PK 177 4.25 0
CaK 2.21 3.59 0
Total 100 100 100




% atémicos de las diferentes morfologias observadas en la muestra CMC-2A con doce dias de

Tabla 4.2.4

inmersion, obtenidos mediante EDS

Elementos Fibras Fibras Recubrimiento | Recubrimiento
% atomico % atémico Y%atomico % atémico
C 67.38 73.29 27.53 40.46
(0] 21.21 14.08 4419 33.23
Na 5.41 587 4.47 7.98
Al 0.1 0.13 0.35 0.19
P 0.17 0.06 8.06 567
K 0.06 0.12 0.00 0.00
Ci 5.16 6.29 3.34 473
Ca 0.50 0.17 12.06 7.73

Algoddn modificado CMC-34

En las micrografias de SEM a 6 dias de inmersion se aprecian las fibras de algodon
modificado y sobre algunas de ellas la formacion de aglomerados de distinto tamaiio, ver
figura 42.7 a y b, a una mayor amplificacién se define mas la morfologia de estos
aglomerados que presentan una morfologia parecidas a plaquetas alargadas; el de mayor
tamafio encontrado es de 25um aproximadamente. En la Tabla 4.2.5 se muestran los %
atomicos de las diferentes morfologias encontradas; las estructuras alargadas presentan una

relacion Ca/P promedio de 1.62 en el analisis EDS general de esta morfologia.
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Figura 4.2 8 (a) Micrografias SEM del algodon modificado CMC-3A a 6 dias de inmersion en una
solucion de cloruro de sodio, cloruro de potasio y fosfato de potasio a 60°C. (b) mayor amplificacion de fibra
con recubrimiento
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Figura 4.2.9 (a) Micrografias SEM del algodon modificado CMC-3A a 9 dias de inmersion en una
solucion de cloruro de sodio, cloruro de potasio y fosfato de potasio a 60°C. (b) mayor amplificacion de fibra
con recubnimiento,
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Figura 42.10. (a) Micrografias SEM del algodon modificado CMC-3A a 12 dias de inmersion en
una solucion de cloruro de sodio, cloruro de potasio y fosfato de potasio a 60°C. (b) mayor amplificacion de
fibra con recubrimiento.
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Figura 4.2.11. (a) Micrografias SEM de CMC3A a una mayor amplificacion del recubrnimiento a
12 dias de inmersion en una solucion de cloruro de sodio, cloruro de potasio y fosfato de potasio a 60°C. (b)
mayor amplificacion de la frontera entre el recubrimiento y la fibra.
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Figura4.2.12. (a) Micrografia SEM de CMC3A a una mayor amplificacion de las bellosidades del
recubrimiento a 12 dias de inmersion en una solucion de cloruro de sodio, cloruro de potasio y fosfato de
potasio a 60°C. (b) mayor amplificacion



Tabla 4.2.6.
% atomicos de las diferentes morfologias observadas en la muestra CMC-3A con seis dias de
inmersién, obtenidos mediante EDS

Fibras Recubrim | Recubrim |rec. rec.
iento iento Puntual |Puntual
Elemento % % % % %
Atomico | Atémico | Atdmico | Atdmico | Atémico
CK 80.9 2214 236 22.08 23.51
OK 17.18 48.71 3578 57.89 53.45
NaKk 1.58 1.07 0.38 1.36 1.33
SiK 0.1
PK 1.3 14.46 924 10.74
Cl 0.1 0.29
Cak 0.24 16.67 2548 9.43 10.97
Total 100 100 100 100 100

En la micrografia de SEM de la muestra con 9 dias de inmersion se observan un
mayor nimero de fibras que contienen sobre su superficie formaciones de plaquetas de
diferentes tamaiios, parecidas a las observadas a 6 dias de inmersion ver figura 4.2.9; en las
de mayor tamafio se observa la formacion de una grieta en medio de la plaqueta; en algunas
partes se llegan a juntar las plaquetas formando un continuo. A una amplificacion mayor se
observa una morfologia en forma de estrias; estas plaquetas de forma alargada van
creciendo hasta que se unen y forman un continuo; pareciera que tienen un tamafio maximo

de crecimiento aproximado de 24um; a una mayor amplificacion, las mayores tienen un

tamaiio promedio de 10pm.
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Tabla 4.2.7
% atémicos de las diferentes morfologias observadas en la muestra CMC-3A con doce dias de
inmersion, obtenidos mediante EDS

Elementos Fibras Fibras Recubrimie | Recubrimie | Agregado
me me Esfera |ramificacion | ramificacion
es es
%atomico | %atémico | %atdmico | %atoémico | % atémico | % atoémico | % atémico
C 76.28 7442 28.96 26.37 35.75 46.62 47.21
0] 23.29 24.10 4511 48.63 4278 3543 33.66
Na 0.23 0.28 2.04 0.89 1.56 0.96 1.01
Al 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.30 1.28
Si 0.05 0.04 0.00 0.00 0.00 0 0
P 0.02 0.20 8.56 8.79 7.7 0.97 0.98
Cl 0.09 0.48 1.41 0.50 0.73 0.75 0.77
Ca 0.03 047 13.92 14.82 11.46 13.97 15.09

Del analisis realizado por medio de EDS de la muestra con doce dias de inmersion
se obtuvo una relacion atomica promedio de Ca/P para las formas de vesicula de 1.66. (ver
tabla 5.3.2.7).

4.3 Microscopia Electronica de Transmision

La imagen obtenida por TEM que se muestra en la figura 4.3.1 (a) corresponde a un

cristal de la muestra CMC3A con 12 dias de inmersién. El cristal presenta una forma

irregular con un tamaro aproximado de 250nm en longitud. Los resultados de los analisis

de composicion obtenidos por EDS proporcionan una relacion molar Ca/P de 1.58. El

cristal fue identificado como la fase triclinica OCP mediante patrones de difraccion

obtenidos en diferentes orientaciones del cristal. (ver figura 4.3.1 (a), (b) y (c); [100], [101],

y [110] orientaciones).
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Figura 43.1. (a) Imagen obtenida por TEM que corresponde a un cristal obtenido de la muestra
CMC3A con 12 dias de inmersion, (b) patrén de difraccion en orientacion [100], (c) patrén de difraccion en

orientacion [101], y (d) patron de difraceion en orientacion [110].
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5. Discusion de Resultados

5.1 Variaciones de pH en las soluciones de inmersion

Se observa una disminucion de pH a partir de los seis dias para las tres muestras que
contienen CMCNa como soporte (CMC3A, CMC2A, y CMC1A) de 6.2-6.8 y un pH
constante para el caso del algodon y la solucion (ver Tabla 4.1.1), Este comportamiento en
pH para las muestras de CMC puede ser explicado a partir de la formacion de fosfatos de
calcio en la solucion de inmersion. En la Tabla 5.1.1 se encuentran numeradas las posibles
reacciones de formaciéon de los fosfatos a partir de la solucion de inmersion donde se
aprecia que la formacion de fosfatos de calcio como son TCP, HAp, y OCP se obtendria
una disminucion de pH por formacion de especies acidas como son el HCI y el H3PO4. En
el caso de la formacion de DCPA no se aprecia formacion de especies acidas por lo tanto

no se esperaria un cambio en el pH de la solucion.

Tabla 5.1.1 Posibles reacciones quimicas de obtenciéon de TCP, OCP, HAp, DCPA a partir de
una solucién de K;HPO, y CaCl,

1) Formacién de TCP (Ca/P = 1.5)

2K,HPO4 +3CaCl, ., Ca3PO;+KCL +4HCL
2) Formacion de HAP (Ca/P = 1.67)

6 KHPO; +10CaCly -, Caig(POg)s (OH) 2+ 6 KCI + 14HCI
3) Formacién de OCP (Ca/P = 1.33)

6 K;HPO, + 8CaCl,; + 5H,0 _, Cag H(PO4)s SH,0 + 6 KCI + 10HCI
4) Transformacion de TCP en HAP

10 Ca;PO4 + 6H, O -, Cao(POy4)s (OH) 2+ 2H;PO 4
5) Formacién de DCPA

K;HPOs + CaCl; . CaHPO,+ 2KCI

KH;PO4 + CaCl2 _, CaHPO,4 + HCI + KCI
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5.2 Crecimiento de fosfato de calcio sobre las fibras de algodén modificado

Si comparamos las micrografias obtenidas mediante SEM de las muestras de
algodon (Figura 4.2.1, 4.2.2) y de algodon modificado CMC-1A (Figura 4.2.3, 4.24)
CMC2A (Figura 4.2.5, 42.6) y CMC3A (Figura 427, 42.8), a diferentes dias de
inmersion, podemos observar que el crecimiento de fosfato de calcio se obtuvo solamente
en los algodones con mayor substitucion de grupos carbonilos estas, son las muestras
CMC2A y CMC3A. A mayor grado de substitucion de grupos oxhidrilo por grupos
carbonilo se observa un mayor crecimiento de cristales a un menor tiempo de inmersion;
para el caso de CMC3A son apreciables los cristales desde los seis dias de inmersion. La
modificacion quimica del algodon posibilita el crecimiento de fosfato de calcio sobre las
fibras; el tipo de fosfato de calcio que crezca sobre las fibras dependera de las
concentraciones de las especies idnicas en solucion. En el caso de la CMC2A la fase
probable de fosfatos que crecié sobre la fibra es HAp; para una substitucién mayor CMC-
3A se obtuvo el crecimiento de OCP; esto es debido a una diferencia de iones calcio en
solucion por la formacion de CMC-Ca sobre la fibra lo cual disminuye la cantidad de calcio
en solucion.

En el caso de la CMC2A y de la CMC3A a 12 dias de inmersion ver (Figura 4.2.5,
4.2.10) se observan fibras sobre las cuales no se aprecia un crecimiento de fosfato de calcio
a esas amplificaciones; en las fibras de algodon modificado que se llevaron acabo analisis
EDS de las fibras que no presentan crecimiento de fosfato de calcio se obtuvieron bajos
niveles de sodio sobre la fibra; en cambio en las fibras con crecimiento de fosfatos de calcio
se aprecia contenido elevado de sodio y calcio. Esta variacion en la composicion de sodio
y/o calcio sobre las fibras de algodon modificado se observa también en otras fibras como
es el caso de fibras de CMC2A a seis dias de inmersion. Lo anterior nos sugiere una baja
substitucion de oxhidrilos por carbonilos sobre esa region de la fibra. Este comportamiento
puede ser explicado por la naturaleza cristalina-amorfa de la estrucura del algodon por lo
cual existe un grado de reactividad hacia condiciones heterogéneas de reaccion, como es el
caso de la reaccion de alquilacion llevada a cabo para la obtencion de las CMC-Na. El
algodén reacciona de manera topoquimica, primero en la superficie y en las regiones
accesibles de la fibra, que son las regiones amorfas de menor orden molecular, de mayor

accesibilidad; que la region cristalina de alto orden molecular. (ver figura 5.2.1) por lo cual
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la CMC-Na sintetizada puede presentar una variacién en la composicién de grupos

carbonilos sobre la superficie de las fibras.
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(a) (b)
—v~_——"Cadena de celulosa
®  NaOH

Figura 5.2.1. Esquema donde se representan las zonas cristalinas y

amorfas del algodon
(a) algodon sin reaccionar, (b) algoddn parcialmente reaccionado con

NaOH concentrado.

5.3 Mecanismo propuesto para el crecimiento de fosfato de calcio sobre algodén

modificado
5.3.1. Introduccién
El proceso de formacién de cristales (ver figura 5.3.1.1) lo podemos visualizar como

un proceso que se lleva a cabo en varias etapas las cuales son:

1) lones que se encuentran solvatados y moléculas que se encuentran parcialmente
solvatadas se asocian para formar pares idnicos, complejos y agregados de mayor
nimero.

2) Los agregados idnicos y agregados moleculares se asocian para formar un nicleo
cristalino.

3) El nicleo cristalino crece para formar un cristal
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Formacién par idnico
formacién de complejos
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Crecimiento del cristal
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Cristalizacién
— Solucién supersaturada o

Figura 5.3.1.1 Esquema sobre las etapas que constituyen el proceso de formacion de un cristal a partir de una
solucién saturada.

Cuando las moléculas forman especies asociadas la identificacion de las unidades de
crecimiento se puede dificultar, por que puede haber especies de diferente nimero de
moléculas en solucion. Para cristales i6nicos, la situacion se toma mas complicada por que
aun en una solucion de 2 pares idnicos existen cationes y aniones hidratados por lo tanto
estos pueden asociarse para formar pares ionicos y complejos como es nuestro caso. En el
capitulo II se obtuvieron las especies ionicas en solucion en funcion del pH de la solucion
de inmersion a una fuerza i6nica constante, utilizando para su calculo las constantes de
asociacion termodinamicas y los balances de masas respectivos. Como se puede observar
en las Tablas 7.2.2-7.24 y en las figuras 7.2.1 y 7.2.2 que son muchas las especies en
solucién a un pH definido para proponer un mecanismo de asociacion entre ellos; por lo
cual se obtuvieron las concentraciones de H' y Ca’" en funcion del tiempo, de dos muestras
de CMC3A, una sumergida en una solucion de CaCl; y la otra muestra en una solucion de
K,;HPO, y CaCl,; también se utilizaron métodos tedricos para justificar y proponer un
posible mecanismo de crecimiento de fosfatos de calcio sobre celulosa modificada. Con

este fin se utilizaron el método de calculo semiempirico PM3, el método de calculo de
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primeros principios modulo de Faststructure y el de funcional de densidades Dmoll3 del
programa Cerius’; para obtener la geometria de minima energia asi como los orbitales de
frontera HOMO/LUMO de las siguientes moléculas: CMC-H, CMC-Na y CMC-Ca;
posteriormente se realizo un analisis de la conformacion de minima energia y de los
orbitales de frontera HOMO/LUMO para la molécula de CMC-Ca con diferentes especies

de fosfatos cercanas a ésta (ver figura 5.3.1.2).

R=CH,COOH (CMC-H)
R=CH,COONa (CMC-Na)
R=CH,CO0Ca" (CMC-Ca)

Figura 53.1.2 Carboximetilcelulosa de H, Na y Ca; y las diferentes especies de fosfatos cercanas a
la CMC-Ca sujetas a estudio

5.3.2 Variacién de la concentracion de iones calcio e hidrogeno en funcién del tiempo

Metodologia

Para llevar a cabo el seguimiento de la concentracion de calcio e hidrogeno se utilizaron
electrodos selectivos de ambos iones. Los reactivos utilizados en la reaccion se adicionaron
de la siguiente manera: A 50 ml de agua deionizada, se le adiciono una alicuota de 10ml de
NaCl 0.134M seguida de una alicuota de 10 ml de K;HPO, posteriormente se ajusta el pH a
7.2 a Temperatura ambiente con una solucion de HCI 0.01M; después se calienta esta
solucién a 46°C en un bafio Maria, posteriormente se adiciona una alicuota de 10ml de
CaCl; y se afora a 100ml, se toma una alicuota de 50ml de la solucion, y se adiciona a un
vaso el cual tiene una tapa hermética que contiene los electrodos selectivos y segiin sea el
caso la cantidad de CMC3A indicada. Se toman lecturas de mV en funcion del tiempo

hasta obtener un valor constante de mV. De la solucién remanente se toma una alicuota de
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25ml se adiciona 5ml de molibdato de amonio en acido sulfirico 10N posteriormente se
adicionan 2 ml de sulfato de hidrazina se calienta en bafio Maria por espacio de 10 minutos
se enfria y se mide la Absorbancia de la solucion, con la cual se obtiene la concentracion
inicial de fosfatos en la solucion. Al finalizar el consumo de calcio o cuando éste
permanece constante en funcion del tiempo se toma una alicuota de la solucion y se realiza
el mismo procedimiento descrito anteriormente para obtener la concentracion final de
fosfatos en la solucion. Las soluciones estudiadas fueron las siguientes: (1) Solucion de
0.134 M de NaCl, 0.0015M de CaCl,y 0.1g de CMC3A. (2) Solucién que contiene 0.134
M de NaCl, 0.0015M de CaCl,, .0009M K,HPO, y 0.5 g de CMC3A.

Instrumentacion

Para determinar las concentraciones de iones calcio e hidrogeno se utilizaron electrodos
selectivos de iones. Para el calcio se utilizo el electrodo selectivo de iones Calcio modelo
93-20 marca ORION y como electrodo de referencia el electrodo de referencia modelo
9001 single-junction de la misma marca. Para la concentracion de hidrogeno se utilizé un
electrodo de la misma marca. Se utilizaron soluciones Standard para la calibracion de
ambos electrodos. Para llevar a cabo la medicion de mV se utilizé un potenciémetro marca
Corning modelo Corning pH/ion meter 450. Se utilizd un programa de cémputo
desarrollado en el ININ (Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares) con la finalidad
de obtener y guardar los datos de los mV en funcion del tiempo de manera continua. Para
mantener la temperatura constante se utilizo un Termo-bafio Marca Felisa. Para obtener la
Absorbancia de los complejos coloridos de fosfato de amonio se utilizdé un

Espectrofotometro UV-Visible marca Unicam modelo UV-4.

Resultados

1) Solucién de inmersion 0.0015 M CaCl,, 0.134M de NaCl y 0.1g de CMC3A

Al adicionar la solucion de cloruro de calcio y cloruro de sodio a 0.1g de CMC-3A a
46°C se observa una disminucion de iones calcio en la solucion (ver figura 5.3.2.1), hasta
llegar a una concentracién molar final de 0.00025 (88% Ca consumido ver Tabla 5.3.2.1);

la cual permanece constante en funcion del tiempo (aproximadamente 1:30 hrs).
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Al trazar la grafica de la concentracion de [H'] en funcion del tiempo se observa una
disminucion lineal de la concentracién hasta alcanzar un valor de pH de 8.7 (ver figura

5.3.2.2) en un tiempo aproximado de 20 minutos.

0,002
&

0.0015

é 0.001 +

! 0.0005

|
0 I T T T I 1 !
O 2000 4000 6000 8000 10000 12000 |

|

segundos

Figura 5.3.2.1 Concentracién molar de Ca>" en solucion en funcion del tiempo, de una solucion de inmersion que
contiene: 0.134 M de NaCl, 0.0015M de CaCl,y 0.1g de CMC3A.
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Figura 5.3.2..2. Concentracién molar de H en solucién en funcion del tiempo, de una solucion de inmersion

que contiene: 0.134 M de NaCl, 0.0015M de CaCl,y 0.1g de CMC3A.
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2) Solucion de inmersion 0.0015 M CaCl,, 0.134M de NaCl, .0009M K,;HPO, con
0.5 g de CMC3A

Al adicionar la solucion de cloruro de calcio, cloruro de sodio, y fosfato de potasio a
0.5g de CMC-3A a 46°C se observa una disminucion de iones calcio en la solucién (ver
figura 5.3.2.3), hasta llegar a una concentracion molar final de 0.000064 (95.54% Ca
consumido), la cual permanece constante en funcion del tiempo (aproximadamente 1:30

hrs). Se observa una disminucién de 70% de fosfatos en la solucién.

0.0015 L
—. 0.001 |
L ®
o,
0.0005
0 | T
0 2000 4000 6000 8000
segundos

Figura 5.3.2.3. Concentracion molar de Ca®* en solucién en funcién del tiempo, de una solucién de inmersién
que contiene: 0.134 M de NaCl, .0009M K;HPQ,, 0.0015M de CaCl,y 0.5g de CMC3A.

Al trazar la grafica de la concentracion de [H'] en funcién del tiempo se observa
una disminucion de la concentracion de [H'] hasta alcanzar un valor constante de pH igual

a 9.1 (ver figura 5.3.2.4), en un tiempo aproximado de 40 minutos
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Figura 5.3.2.4. Concentracion de [H'] en funcién del tiempo, de una solucién de inmersién que
contiene: 0.134 M de NaCl, .0009M K,HPO,, 0.0015M de CaCl, y 0.5g de CMC3A.

Tabla 5.3.2.1 Valores de pH iniciales y finales, concentraciones y porcentajes finales de iones calcio y
de fosfatos. Las reacciones se llevaron a cabo a una Temperatura de 46°C. La solucién de inmersion
estd compuesta por: 0.134 M de NaCl, 0.0009M de K2HPO4, 0.0015M de CaCl2.

Muestra pH inicial pH PO4 Ca PO4 % Ca %P04
final inicial Final final consumid | consumid

(M) (M) (M) [ o

(1) Solucion  sin 6.6 87 - 100025 - 87.76 -

fosfatos +

0.1gCMC3A

(2) Solucion de 7.25 9.1 {00126 000064 00038 95.54 69.84

inmersion +

0.5¢ CMC3A

Discusion de Resultados

En la solucion de inmersién sin fosfatos, la disminucién de Ca®" en solucion, se
puede deber a un intercambio cationico entre el Na de la carboximetilcelulosa y el calcio
que se encuentra en solucion,

Formacion de CMC-Ca:
CMC-Na + Ca®* < CMC-Ca" + Na'

20




El incremento de pH que se observa se puede deber probablemente a una reaccion
de hidrolisis de la CMC de sodio que la denominaremos como R-COONa la cual hace
variar la concentracion de iones hidroxilo en el medio dependiendo de la concentracion de

R-COONa; involucrando las siguientes reacciones:

R-COONa <> Na'+ R-COO (1)
R-COO™ + H;0 < R-COOH + OH 2)
Y la reaccion global

R-COONa <> R-COOH +Na'+ OH 3)

Al adicionar los fosfatos a la solucion obtenemos un comportamiento similar al observado
para el caso del soporte sin fosfatos. La disminucion de fosfatos en la solucion nos indica
la formacion de un fosfato sobre la fibra de algodon. En este caso tenemos que considerar
dos reacciones principales en el consumo de calcio; la formacién de la CMC-Ca y la
formacion de fosfato de calcio sobre la fibra.

Formacién de CMC-Ca:

CMC-Na + Ca’* < CMC-Ca" + Na'

Formacién de Fosfato de calcio sobre la fibra:

CMC-Na + Ca** + POs" < CMC-CaPO

La vanacion del pH observada durante la reaccion es debida a un proceso de hidrolisis de la
carboximetilcelulosa, lo cual da como resultado la variacion en la concentracion de calcio y
en el tipo de especies de fosfato de calcio formadas; ya que como se mencioné en el
capitulo [ éstas dependen del pH de la solucion (ver tabla 7.2.3 del Capitulo I); por lo tanto
se pueden formar diferentes especies de fosfatos de calcio sobre el soporte o bien se pueden
modificar en funcion de la variacion del pH de la solucion.

En estudios realizados sobre la maduracion de precipitados amorfos de fosfato de calcio a
pH = 74 se ha observado que la maduracion de los cristales esta acompaiiada de
variaciones en las concentraciones de calcio y fosforo en la solucion . Esto fué atribuido a

cambios de fase durante la maduracién de los cristales; también se postula la formacion de
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fosfatos de calcio de baja relacion de Ca/P como precursores en la formacion de HAp y

=x (4
OCP en solucion***

. La fase de fosfato de calcio especifica que se forma durante este
periodo de tiempo la desconocemos; posteriormente se discute y se propone un mecanismo

de formacion de los fosfatos de calcio sobre este tipo de soportes.

5.3.3 Conformacion de minima energia y Orbitales de frontera HOMO/LUMO de CMC-
H, CMC-Na, CMC-Ca.

En la figura 53.3.1 se observan las conformaciones de minima energia y los
orbitales de frontera para los tres casos; con substitucion de H, Na y por ultimo de Ca. En
la Tabla 5.3.3.1 observamos las energias totales en eV de formacion de las tres celulosas asi
como las energias de los orbitales de frontera HOMO/LUMO; las cuales se obtuvieron
mediante el método semiempirico PM3 del modulo Mopac del programa Cerius2 para el
caso de la substitucion de H como se menciono en el capitulo II; una vez concluidos los
célculos para H se procedid a cambiar el H por Na del grupo substituyente CH;COOH y
posteriormente se llevo a cabo la optimizacion geométrica de la molécula a través de un
método de primeros principios utilizando el modulo de Faststructure del programa Cerius2.
El siguiente calculo se realizé cambiando el Na por Ca y se llevd a cabo la optimizacién
geométrica por medio del modulo Faststructure del programa Cerius2. En la Tabla 5.3.3.1
se observa una disminucion en la Energia total de la molécula al llevar a cabo las
substituciones de H por Na y por Ca; por lo cual es factible su formacion; lo que corrobora
los resultados obtenidos en solucion acerca de un intercambio catidnico entre el Na de la
carboximetilcelulosa por el calcio de la solucion de inmersion.

Como se mencioné en el capitulo Il al substituir el H del grupo -OH, por el grupo
CH>COOH en el C, de la celulosa se observa una amplia distribucion del orbital de
frontera HOMO:; en el caso del orbital de frontera LUMO observamos que éste se encuenira
localizado sobre el grupo substituido; al substituir el H del grupo -CH.COOH por —
CH,COONa observamos una modificacion en la distribucion de los orbitales de frontera
HOMO, el cual a diferencia del caso CMC-H se encuentra localizado sobre el O-Na
substituido; y el orbital de frontera LUMO se encuentra distribuido sobre los O y C del
grupo substituido excepto O-Na. Al substituir el Na por Ca observamos una mayor

localizacion de los orbitales de frontera; el orbital HOMO se encuentra localizado sobre el



O que se enlaza con el Ca y el orbital LUMO se encuentra localizado sobre el Ca. (ver
figuras 5.3.3.2 y 5.3.3.3); por lo cual la molécula de CMC-Ca aceptara un electrén en su
estructura a través de los atomos de calcio. Estos resultados implican un cambio en los
sitios reactivos de la molécula al llevar a cabo la substitucion de los cationes.

5.3.4 Conformacion de minima energia y Orbitales de frontera HOMO/LUMO de CMC-
Ca con H,POy", HPO,*, PO,>, CaHPO, , CaPO; cercanos a ésta.

Se llevaron a cabo los calculos de la geometria de minima energia y la energia de
los orbitales de frontera HOMO/LUMO de la CMC-Ca con diferentes especies de fosfatos
y de fosfatos de calcio cercanas a ésta (H;PO., HPO.>, POs", CaHPO, , CaPOy); por
medio de mecanica cuantica utilizando el método de funcional de densidades del médulo

Dmol del programa Cerius’.

Tabla 53.3.1 Energia Total y Energias en los orbitales de frontera HOMO y LUMO de
moléculas de CMC-H, CMC-Na, CMC-Ca; H,PO,, HPO, PO, CaHPO, y CaPO, cercanas a

CMC-Ca.

Compuestos E Total -Enomo Evumo

(eV) (eV) (eV)
CMC-H -13081.32 10.59 0.39
CMC-Na -110047.73 3.22 -3.04
CMC-Ca -166170.86 5.50 -4.19
CMC-Ca + PO4 -235761.71 6.64 -6.49
CMC-Ca + H,PO4 -235889 .44 6.17 -6.07
CMC-Ca + HPO4 -235827.01 7.29 -6.98
CMC-Ca + CaPO4 -35782.68 5.64 -5.53
CMC-Ca + HCaPO4 -309373.88 4.82 -4.72

En la figura 5.3.4.1 se muestra las configuraciones de minima energia de la molécula
CMC-Ca con los aniones de fosfato H,PO;, HPO,*, PO, proximos; en la cual

observamos que la posicion de los oxigenos del tetraedro estan orientados hacia el Ca de la
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CMC-Ca y los O-H en el caso de H,POy, HPO4* en el otro extremo. En el caso de CMC-
Ca con CaPO4 y CaHPOy, , se observa una configuracion parecida, en este caso el O-Ca y
O-H se encuentran alejados del Ca (ver figura 5.3.4.2).

Al aproximar las moléculas de PO, al sistema anterior se observa que los orbitales
de frontera HOMO se encuentran localizados sobre el P del grupo PO,”, se observa un
comportamiento diferente para la molécula de HPO4”, en la cual este orbital se encuentra
distribuido en los C y O del grupo CH; y C=0 del grupo -CH2COOCa y en ¢l O de O-Ca
para la molécula de H;PO.", CaPQOy, en el caso de CaHPO,, se observa una distribucion en
el Cay O del grupo CaHPO;. (ver figuras 5.3.4.3, 5.3.4.4). El orbital de frontera LUMO se
encuentra localizado en los O del HPO,”, y PO43" que se encuentran alejados del Ca del
CMC-Ca y para H,POy, se encuentra localizado en el O de O-Ca de la CMC-Ca al igual
que en CaPO,; y CaHPO,. (ver figuras 53.4.5 y 53.4.6). Las especies HPO,*, PO,",
posibilitan la formacién de un enlace con Ca®" a través de los oxigenos del tetraedro de PO,
que se encuentran alejados del Ca de la celulosa; en el caso del CaHPQ,, es a través del Ca
de este grupo por el cual es factible que se una otra especie de HPO.*, POs™, o bien
CaHPOQ,, y asi sucesivamente. Las especies de H;PO4, CaPOy4 tienen un comportamiento
similar en el cual sus orbitales de frontera HOMO/LUMO se encuentran localizados sobre
0-Ca de la celulosa modificada por lo tanto una posible reaccion se llevara a cabo sobre
éstos atomos por lo tanto es poco factible que se lleve a cabo la union de los fosfatos. La
especie que presenta menor energia tanto en HOMO/LUMO es CaHPQ, por lo tanto sera la

que presente una mayor reactividad quimica.
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Figura 5.3.2.1 Geometria optimizada de la CMC-H, CMC-Na, y CMC-Ca Se obtuvieron
utilizando el método de funcional de densidades, Dmol13 del programa Cerius?.
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Figura 5.3.2.2. Distribucion del orbital de frontera HOMO de la CMC-H,
CMC-Na y CMC-Ca. Se obtuvieron utilizando el método de funcional de
densidades, Dmol13 del programa Cerius?
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Figura 5.3.2.3. Distribucion del orbital de frontera LUMO de la CMC-H, CMC.Na y CMC-Ca.
Se obtuvieron utilizando el método de funcional de densidades, Dmoll3 del programa Cerius®.

97



QH
2C
"0
u P
H Ca

(©)

Figura 5.3.3.1. Geometria optimizada de la CMC-Ca con las siguientes moléculas en su
vecindad.

(a) PO4%, (b) HPO4%, (c) H,PO,". Se obtuvieron utilizando el método de funcional de
densidades, Dmol13 del programa Cerius?.
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Figura 5.3.3.2. Geometria optimizada de la CMC-Ca con las siguientes moléculas en su
vecindad.

(a) CaPO4, (b) CaHPO4.

Se obtuvieron utilizando el método de funcional de densidades, Dmoll3 del programa Cerius?.
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Figura 5.3.3 3 Distribucion del orbital de frontera HOMO de la CMC-Ca con las siguientes
moléculas en su vecindad. (a) PO4*, (b) HPO4%, (c) H,PO,"
Se obtuvieron utilizando el método de funcional de densidades, Dmol13 del programa Cerius?,



Figura 5.3.3.4. Distribucion del orbital de frontera HOMO de la CMC-Ca con las siguientes
moléculas en su vecindad.

(a) CaPO4, (b) CaHPO4.

Se obtuvieron utilizando el método de funcional de densidades, Dmoll3 del programa Cerius?.
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Figura 5.3.3.5. Distribucion del orbital de frontera LUMO de la CMC-Ca con las siguientes moléculas
en su vecindad. (a) PO4%, (b) HPO4*, (c) H,PO,"
Se obtuvieron utilizando el método de funcional de densidades, Dmoll3 del programa Cerius®
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Figura 5.3.3.6. Distribucion del orbital de frontera LUMO de la CMC-Ca con las siguientes
moléculas en su vecindad.

(a) CaPO4, (b) CaHPO4

Se obtuvieron utilizando el método de funcional de densidades, Dmol13 del programa Cerius®
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534 Mecanismo propuesto de crecimiento de fosfatos de calcio sobre celulosa
modificada
Para que se lleve a cabo el proceso de nucleacion y crecimiento en un sistema debe
de existir una disminucion de la energia libre del mismo por la precipitacion del solido.

Volmer y Weber!'?

propusieron en su teoria de nucleacion una distribucion
estacionaria de embriones de tamafio r>r.. Frenkel"” generaliza esta teoria para otras
transformaciones de fase. Volmer postula que la formacion de un embrién es el resultado
de numerosas fluctuaciones en pequefia escala en vez de una fluctuacion de gran escala. Si
utilizamos el simbolo Q, para denotar un embrién que contiene n atomos, Q, para denotar

un atomo, el proceso de nucleacion puede ser descrito como:

PQ © Q,
Qt+ Qe Qpy
Q1+ Qe Qs
Qi+t Qe Q, (53.4.1)

El simbolo Q, se utiliza para denominar a la gota que contiene p atomos; por lo
tanto un embrién crecera ¢ disminuird su tamaiio por la adicion o remocién de atomos
individuales.

La condicion fundamental para el estado de equilibrio puede ser expresada de forma

matematica como:

Q + Qe Qusy
Quer- Qe Q, (5.342)

La velocidad del primer proceso seria N,O,qo y del segundo proceso N,+1Op+1qni1.
Durante el proceso de adicion de un atomo al embrion, el aglomerado pasa por un estado de
energia mayor que el estado inicial y el final del proceso. En la figura 5.3.4.1 se muestra la
relacion de energias como funcion de los cambios de configuracion de Q, a Q,.;; AG” es

la energia libre de activacion para la transferencia de atomos a través de la interfase' .
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Figura 5.3.4.1 Variacion de energia durante el proceso de nucleacion.

La energia total de Gibs de formacién del agregado Q,, AG;, esta dada como la suma
del decrecimiento en la energia libre de formacion del aglomerado AGy mas la energia
superficial en exceso AGy:

AGy = AGy + AG; . (5.343)

La energia de un agregado relativamente grande AG, es proporcional al nimero de
constituyentes n; asumiendo por sencillez la formaciéon de un agregado esférico como el

caso mas simple tenemos:
AG, = -Au(4/3)rr*/a® (5.3.4.4)
a = tamaiio de molécula unitaria (4/3)nr'/a’ = n.
Ap = Diferencia de los potenciales quimicos de volumen en la solucion p y el
cristal Yeng.
Ap = poi = Perst = KTIn(C/Co)
Donde C/C, corresponde al grado de saturacion.
AG; = y(4nr'/a?) (534.5)
AG; es un valor positivo y directamente proporcional al nimero de moléculas en la
superficie del aglomerado. Substituyendo la ecuacion 53.4.4 y 5345 en la ecuacion

5.3.4.3 tenemos:
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AG, = -Ap(4/3)nr’/a’ + y(4nr'/a’) (5.3.4.6)
Diferenciando la ecuacion anterior se obtiene el radio critico a partir del cual crecen los
nucleos:

Terit = 2ya/Ap = 2ya/RTInC/Co (534.7)

Una particula de r> r.; crecera, uno de radio menor se disolvera (ver figura 5.3.4.2).
La correspondiente energia libre critica estara dada por:
AGei = 16my°a/(3AG,)?
(534.8)

Figura 5.3.4.2. Energia libre de formacion de un nicleo esférico en un vapor

saturado e insaturado.

La nucleacion de soluciones homogéneas (precipitacion espontinea) como se
menciond anteriormente requiere un grado de saturacién elevado y es dificil de obtener
resultados experimentales reproducibles; en nuestro caso tenemos una gran superficie
presente por lo tanto es probable que se lleve a cabo un proceso de nucleacion heterogéneo;
en el cual se debe de tener en cuenta las energias de superficie asociadas a las interfases
liquido-sustrato, sélido sustrato.

(13),

Para el caso de una nucleacion heterogénea tenemos

Gy = PN + YosAas (5.3.4.9)



Gy = p* (N* i)+ 1"+ YpAp + YapAap + Yas(Aas-Aps) (5.3.4.10)
G2-Gi = 1 - 1+ Aps (¥sp - Yas) + YapAap = AGE (5.34.11)

Figura 5.3.4.3 Formacién de un embrién en P sobre una superficie S plana
Yas= Ysp + YapcosOd (0<b<m) (534.12)
La combinacion de la ecuacion (5.3.4.11 ) y (5.3.4.12) da como resultado:

AG."™ = 4n(Yap) (Vo) 3AL4[1/2 - 3/4cos0 + 1/4c0s°0] (5.3.4.13)
AG.™ = AG, [1/2 - 3/4cosB + 1/4c0s°0] (5.3.4.14)

Cuando 6 es igual a 1/27 entonces AG. * = 1/2AG. la energia libre para formar un
nicleo critico en el interior de la fase o es el doble que la necesaria para formarlo en la
superficie S. Cuando 0 tiende a rt, AG.* = AG, 'y la energia libre se incrementa e iguala a
la energia libre necesaria en el caso de la nucleacion homogénea. Cuando 0 tiende a 0,
AG.” tiende a cero se dice que la fase B moja al substrato S y la tinica energia requerida
para la formacion del nucleo es la de la periferia que se ha despreciado en este tratamiento.
Para llevar a cabo el tratamiento se supuso una superficie plana uniforme pero en la
realidad las superficies son rugosas; el primero en sefalar la posibilidad de tener embriones
B presentes en la superficie de la cavidad fue sefialado por Volmer!'®.

Nuestro sistema sujeto a estudio es un sistema heterogéneo compuesto por las

fibras, que es un solido y un liquido, la solucion de inmersion; por lo tanto existe una

107



interfase entre el solida y el liquido la cual modifica el proceso de nucleacion y
crecimiento.

En el ambito atomico el proceso de crecimiento esta determinado por la interfase
solido-liquido; por lo cual mencionaremos brevemente los tipos de interfase. Si el cambio
de solido a liquido ocurre de manera discontinua sobre un plano atomico entonces las
interfases es abrupta. Las interfases abruptas se pueden dividir en tres grupos: singular
perfecta, imperfecta y la rugosa"'”.

En una interfase singular perfecta los atomos de la fase liquida se adicionan en
agregados; el tamafio minimo del agregado que puede embonar en las interfases es el
nucleo critico, una vez formado es capaz de expandirse facilmente, pero su formacion

requiere una gran desviacion de su equilibrio. (ver figura 5.3.4.4).
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Figura 5.3.44 Crecimiento en una interfase singular. (a) con propagacion lateral rapida, (b) con baja
propagacion de nucleos.

Si la interfase de crecimiento es singular imperfecta la necesidad de formar un
nucleo critico tal vez desaparece y la velocidad de crecimiento sera proporcional al nimero

de imperfecciones y a la velocidad lateral de crecimiento a partir de estos (Figura 5.3.4.5).
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Figura 5.3.4.5 Crecimiento en una interfase singular imperfecta.

En el caso de interfase rugosa los atomos o moléculas pueden adicionarse al azar

uno cada vez (Figura 5.3.4.6).

Lty

Figura 5.3.4.6 Crecimiento en una interfase rugosa. La interfase nunca es plana a escala atomica.

Cuando se adiciona las fibras del algodon modificado (CMC-Na) a la solucion de
inmersion, una de las reacciones que se llevan a cabo es el intercambio cationico reversible
entre el ion sodio del grupo carbonilo y el i6n calcio que se encuentra en solucion, dando
como resultado la formacion de la carboximetilcelulosa de calcio (CMC-Ca). La
reactividad quimica de esta molécula esta localizada sobre el grupo substituido en particular
el calcio el cual es deficiente de electrones por lo cual reacciona con los fosfatos que se
encuentran en la solucion formando una CMC-Ca-PO,, mediante la formacion de un
enlace con un atomo de oxigeno de estos grupos. De esta manera se genera la base sobre la
cual se lleva a cabo el crecimiento del fosfato de calcio por subsecuente adicion de las

especies de fosfatos y de calcio que se encuentran en solucion. Por lo tanto la



funcionalizacion de la celulosa via -CH,COOCa crea sitios quimicamente activos en los
cuales se lleva a cabo el crecimiento de los fosfatos de calcio. Proponemos una interfase
abrupta que podriamos definirla como de “rugosidad-quimica™ entre la fibra y la solucion
de inmersion; el grado de rugosidad dependera del nimero y distribucion de estos grupos
en la fibra. Por lo tanto no se necesitard un proceso de nucleacion por lo cual el
crecimiento se llevara a cabo a una velocidad mayor que en el caso de la fibra sin grupos
activos.
La velocidad de crecimiento estaria definida de la siguiente manera:

f=af; (5.34.15)

donde f; es el crecimiento lateral en una interfase rugosa y a es la fraccion de sitios
quimicamente activos. Los sitios activos permiten que la reaccion se produzca en una
trayectoria de energia mas baja que si dichos sitios no se encontraran presentes mediante la

disminucion de la energia de activacion debido a la formacion de un enlace quimico.

En la figura (5.3.4.7) muestra la energia libre de una particula cerca de la interfase
solido-liquido; el sélido se encuentra a la izquierda y el liquido a la derecha; A¢ es la
diferencia de energia libre entre los atomos que se encuentran en el solido y en el liquido en
sus posiciones de equilibrio; Ads es la energia libre de activacion para el movimiento de los
atomos en el solido y A, es la energia libre de activacion para el movimiento de los
atomos en el liquido, A¢; es la energia de activacion requerida para transferir un atomo
desde el liquido hasta el solido. Este diagrama es presentado en términos de A¢ (energia
libre de una sola molécula), pero debido al caracter estadistico del proceso es conveniente
trabajar en términos de AF (energia libre molar); de cualquier forma, A¢=kAF/R por lo que

la diferencia no es importante.
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Figura 5.3.4.7. Energia libre de una particula en la cercania de la interfase solido-liquido.

El flujo de particulas del solido al liquido (Qs) y del liquido al sélido (Qrs) son

respectivamente:

Qs = kT/h exp[-(Adr+Ad) KT | (5.3.4.16)
Qus = kT/h[exp(-Ap/kT)] (5.3.4.17)
Donde 4 es la constante de Plank y el flujo total de particulas del liquido al solido
esta dado por:

Q= Qus-Qs1. (5.3.4.18)
Substituyendo las ecuaciones 5.3.4.16 ,5.3.4.17 en 5.3.4.18 tenemos:
Q =kT/h{exp(-Ad/kT)}[1-exp(-Ad/kT ] (5.3.4.19)
Para una interfase rugosa, la rapidez de crecimiento estara dada por:

f=Qar (5.3.4.20)

donde A es el espacio interplanar para una superficie en particular.

En general es muy dificil evaluar las diferencias en energias libres AF, asociadas
que aparecen en los factores exponenciales, pero para el caso de crecimiento desde una
solucion saturada (como nuestro caso) se ha encontrado que existe una relacion
directamente proporcional entre /'y AC/C.

En nuestro caso la evaluacion del crecimiento de la HAp sobre las fibras es un
problema complejo debido a la variacion del pH de la solucion debido a la reaccion de
hidrolisis de las fibras de CMC-Na lo cual tiene como efecto la variacion de las especies de

calcio y de fosfatos en solucién como se mencioné en el capitulo anterior.
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6. Conclusiones

Se logro el crecimiento de fosfato de calcio sobre las fibras de algodon modificado. No
se conocen reportes previos en la literatura lo que hace original los resultados
experimentales.

Al modificar las fibras de algodon con grupos carbonilos se induce la formacion de
cristales de fosfato de calcio sobre la superficie del algodon modificado; a mayor grado
de substitucion de grupo carbonilo se observa un mayor crecimiento de fosfato de
calcio en un menor tiempo.

La fase de fosfato de calcio que crecio sobre las fibras de mayor substitucion fue OCP.
La fase de fosfato de calcio que crece sobre la fibra depende de las concentraciones de
las especies de fosfato y de calcio en solucion durante el proceso de cristalizacion.

Se propone una interfase solido-liquido con rugosidad quimica para explicar el

mecanismo de crecimiento de fosfato de calcio sobre algodon modificado.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES GENERALES

1. Conclusiones Generales

e Se obtuvo el crecimento de fosfato de calcio sobre la fibras de algodén modificado; este
crecimiento depende directamente del grado de substitucion del grupo funcional. Los
resultados anteriores son originales y cumplen con los objetivos planteados en el

presente trabajo.

e Se propone un nuevo tipo de interfase, un mecanismo de nucleacion y crecimiento de
fosfato de calcio sobre celulosa modificada; este puede ser aplicado a otro tipo de
sistemas; este resultado es relevante por sus posibles aplicaciones para la resolucion de
problemas concretos.

e Se obtiene un material con posibilidades de aplicacion en el area de biomateriales

2. Perspectivas y Comentarios

“El estudio y entendimiento de los mecanismos que operan en la interfase entre un
sélido y una solucion saturada es de vital importancia para el disefio y sintesis de nuevos

“materiales compuestos” con caracteristicas fisicas, quimicas y estructurales definidas™.

Una de las aportaciones primordiales de este trabajo es el concepto de rugosidad
quimica que no es otra cosa que la generacion controlada de “centros nucleantes” mediante
la modificacion quimica de la superficie del sustrato a través de la introduccion de grupos
funcionales especificos en su estructura. Es en estos sitios activos en donde se lleva a cabo

el crecimiento del segundo substrato. Por lo tanto mediante este proceso estamos en la
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posibilidad de controlar el crecimiento del substrato, lo cual es una aportacion importante

para el desarrollo de nuevos materiales compuestos como se menciond anteriormente.

En el caso especifico del crecimiento de HAp sobre algodon modificado una de sus
posibles aplicaciones seria como biomaterial el cual se utilizaria en relleno de cavidades
Oseas presentes por algun traumatismo 6 enfermedad. El relleno con este tipo de material
promoveria la regeneracion osea por contener HAp en su superficie. Para ser utilizado
como biomaterial es necesario realizar todas las pruebas de biocompatibilidad requeridas

para este uso las cuales se llevaran a cabo posteriormente.

El uso de la simulacion molecular nos proporciondé un panorama tedrico amplio
sobre algunas propiedades fisicoquimicas tanto del soporte como de las especies en
solucién lo cual fue basico para entender el proceso de nucleacion y crecimiento de fosfatos
de calcio sobre la celulosa modificada. Este tipo de técnicas se proponen como técnicas de
caracterizacion para futuras investigaciones.

Dados los resultados experimentales obtenidos de la variacion de iones calcio e
hidrégeno en solucion se concluye que se llevan a cabo dos reacciones en las cuales se
consumen calcio las cuales son: la formacion de CMC-Ca y la formacion de fosfatos de
calcio sobre la fibra. Estas reacciones compiten de manera compleja y ciertamente no
lineal que posiblemente podran explicarse mediante termodinamica fuera del equilibrio, lo

cual queda fuera del alcance de ésta tesis se pretende estudiar en un trabajo posterior.
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Abstract—The growth of calcium phosphate onto both cotton fibers and chemically-modified cotton
fibers with three different degrees of carbonyl groups contents, immersed in saturated calcium-
phosphate solutions at 60°C and 7.4 pH for 6, 9 and 12 days, has been investigated by scanning
electron microscopy, energy dispersed spex try and fr: ission electron microscopy as a
function of the type and amount of functionalized groups. The functionalized cotton fibers were
obtained through the reaction of alkali cellulose with sodium chloroacetate and the immersion solution
was changed every three days. Without modification no crystallization in the cotton sample was
observed, whereas in the functionalized samples, with higher substitution we obtained calcium
phosphate crystallization onto the fibers as long vesicles with sizes ranging from 1 pm to 24 um
wide; these vesicles are formed by long platelets with certain orientation and ordered arrangement.
In the presence of the most functionalized cotton fibers we observed the highest calcium phosphate
crystallization onto the fibers; the Ca/P molar ratio obtained by EDS was 1.58. One of the calcium
phosphate identified by transmission microscopy was octacaleium phosphate (CagH2(PO4) - 6.5H>0,
OCP). The chemical functionalizationof the cotton via carbonyl group determined the growth and the
amount of calcium phosphate onto the fiber.

Keywords: Calcium phosphate; functionalization; cotton fiber; energy dispersed spectrometry; SEM;
TEM.

1. INTRODUCTION
It has been demonstrated that specific molecular interactions at inorganic—organic

interfaces can result in the controlled nucleation and growth of inorganic crystals,

*To whom correspondence should be addressed. E-mail: castano @ fata.unam.mx
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key factor for preparing biomineralized and biomimetic materials [1, 2]. The crystal
phase, habit, morphology and size distribution of the biominerals may be very dif-
ferent from those that would occur in spontaneous precipitation of ions from super-
saturated solutions [3]. The recognition at the inorganic—organic interface has been
explained as electrostatic accumulation, structural correspondence, stereochemical
requirements, polarity, local polarity and so on [4]. These conclusions have pro-
moted the investigations on the growth of calcium phosphate onto suitable matrixes
in order to design new material based on organic—inorganic hybrid compounds.

The chemical composition of the calcium phosphate precipitate depends deci-
sively on the species concentration and the pH of the solution; the reaction con-
ditions for the selective precipitation of hydroxyapatite are critical. A small vari-
ation of these conditions may allow the precipitation of others calcium phos-
phates. In a previous work [5] we proposed some conditions for hydroxyapatite
(Cajo(PO4)s(OH)2, HAp) growth based on a mass balance equation, solubility prod-
ucts and complex formation equilibria, the results of which will be relevant in what
follows.

It is now well established that a number of calcium phosphate phases such as di-
calcium phosphate dihydrate (Ca;HPOj - 2H,0, DCPD) and octacalcium phosphate
(CagH1(POy) - 6.5H,0, OCP) participate as precursor phases in the precipitation of
the thermodynamically most stable HAp [6]. During the reactions, kinetic factors
may determine the nature of the solids initially and it is important to evaluate the
supersaturation with respect to each of the phases [7]. It has been postulated that
OCEP, is structurally related to HAp, and it is produced as an intermediate during
the hydrolysis of dicalcium phosphate dihydrate. The hydrolysis of octacalcium
phosphate is spontaneous and is accelerated by high temperature, high pH and by
F~. If an excess of Ca’* is present, the sole hydrolysis product is HAp. Monocal-
cium phosphate, Ca(H,P0y4),, and dicalcium phosphate, Ca;HPOj, both dissolve in
water, producing phosphoric acid, depending on both temperature and the amount
of water available. These acid calcium phosphates will, provided a large excess of
water to remove the phosphoric acid is available, ultimately dissolve and hydrolyze
to produce HAp which represents the final state of equilibrium [8].

From a quantum-mechanical analysis in a previous work, we found that when cel-
lulose is modified by carboxymethyl groups, active sites where donor or acceptor
species can be selective added to the chemically functionalized cellulose are pro-
duced [9].

In order to make a correlation between the growth of calcium phosphate onto
modified cellulose as a function of the type of substituted group and their amount,
we synthesized carboxymethyl cellulose fibers with different degree of substitution
and immerse them into a saturated calcium-phosphate solution for different periods
of time. We used FT-IR, *C-MAS-NMR, SEM, TEM and EDS to analyze the
synthesized samples, and the immersed samples has a function of time. The possible
mechanisms of growth, morphology and chemical structure of each of them are
discussed as well.
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2. EXPERIMENTAL
2.1. Sample preparation

Cotton wipes (pharmaceutical degree, Sentinel Cotton Balls), isopropanol, methanol
and sodium hydroxide (reagent grade, Baker) were used as received. All inorganic
chemicals used in this study were supplied by J.T. Baker. The deionized water and
tris-hydroxymethylaminometano was supplied by Hycel. The saturated calcium-
phosphate solution contained 1.5 x 107> M CaCl,, 9 x 10~ M K;HPO; 0.143 M
NaCl and 100 ml of Tris. Sodium carboxymethylcelluloses with different degrees
of substitution were obtained through the reaction of alkali cellulose with sodium
chloroacetate.

Samples (0.18-0.2 g) of modified cellulose were placed in a plastic flask to which
20-50 ml of calcium phosphate saturated solution was added. The pH of the
solution was then measured after the flasks were immersed in a covered water bath
thermostatically controlled at 60°C for periods of 3, 6, 9 and 12 days. For soaking
periods longer than 3 days, the calcium phosphate solution was replaced every 3
days and the pH of the old solution was measured. Afier the samples were soaked
for various periods they were removed from the solution washed with deionized
water and then dried at 60°C.

2.2. Characterization techniques

Sodium content was obtained by inductive coupled plasma (ICP) performed in a
ARL35000 plasma spectrometer. The degree of substitution was indirectly derived
from the sodium content.

Infrared spectroscopy (IR) was recorded using samples encased in a KBr matrix
in a Nicolet IR-550 spectrometer. Solid-state NMR spectra were recorded under
proton decoupling on a Varian Unity Plus 300 NMR spectrometer operating at
75.47 MHz for "*C. Low-vacuum scanning electron microscopy (SEMLV) and
energy dispersed X-ray spectrometry (EDS) analyses were performed using a JEOL
JSM 5900LV equipped with an Oxford X-ray microprobe and a high vacuum
scanning electron microscopy Philips XL 30 equipped with an EDAX New XL
30 Type Zafiro were used to analyze the surface composition and morphology of
the samples. A Transmission Electron Microscope (TEM) JEM-2010 operating at
200 keV with a resolution of 2.3 A and a double tilt holder specimen with a Noran
energy dispersive spectrometer was used 1o analyze the structure, morphology and
composition of the crystals collected from the sample. The sample observed by
TEM was dispersed for 30 min in 30 ml methanol on Branson Sonic equipment. A
drop of it was collected on a formvar-covered, carbon-reinforced copper electron
microscope grid and then analyzed.
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3. RESULTS AND DISCUSSION

Sodium content and DS values (degree of substitution, which defines the number
of substituted ring sites, Fig. 1), derived from plasma emission analysis, are
listed in Table 1. FT-IR spectra of the cotton fibers and the CMC obtained
are given in Fig. 2. The cotton spectrum shows the characteristics of infrared
cellulose spectra; O—H stretching vibration at 3400 cm™!, CH, CH;, CHj stretching
vibration bands at 2900 cm™!, a peak at 1640 cm™! associated with aromatic
impurities (lignin) due to stretching vibrations of C=C in aromatic rings or absorbed
water (1640 cm™"), C—0 stretching vibrations between 1050-1150 em~!, C—OH
and C—H deformation vibrations at 13001400 cm~! and oscillation vibrations
associated to CH; in CH,OH at 1430 ecm™'. The spectra of the highest and medium
substituted CMC sample shows two characteristic frequency peaks of an inorganic
carboxylate salt, antisymmetric stretching at 1640 cm™" and 1430 cm™, symmetric
stretching of C—O in carboxylate group. The spectra of the lowest substituted
cotton is similar to the cotton spectra.

Chemical shifts observed by ?C-MAS-NMR spectra for the samples (Fig. 3) are
listed in Table 2. Resonance lines of cellulose were assigned based on data from
literature. In the spectra of cellulose functionalized with a carboxymethyl group the
relative intensity of the carbonyl carbon peak at 178 ppm increases with DS value.
A detailed analysis of the NMR spectra will be published separately.

In the SEM micrographs of cotton surface as-received and cotton surface after 9
days of immersion, we observed the surface cotton fibers without visible crystalliza-
tion. After 12 days of immersion we observed few small particles randomly distrib-
uted along the cotton fibers. Laminar and elongated crystal shapes of about 5 pzm in

Figure 1. Structure of cellulose (R = H) and carboxymethyl cellulose (CMC), R = H or
—CH;COONa.

Table 1.
Sodium content and DS of carboxymethy cellulose (CMC) obtained

Sample Sodium content (wt%) DS
CMCDS =1 87 09
CMCDS=0.5 43 04

CMC DS =025 23 0.17
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size were observed at greater magnifications (see Fig. 4). The chemical composition
obtained by EDS (see Table 3) show a variable composition of Ca, Na, P and CL.
We did not see appreciable crystallization at low cotton modification (DS = 0.17);
at 12 days of immersion (see Fig. 5), we observed some localized coated surface
fibers, where the extension of the coating observed was 50 pm along the fiber.
EDS (see Table 3) shows small amounts of calcium onto the fiber surface and a
calcium phosphate crystallization onto the fiber with a Ca/P molar ratio of 2.5.
SEM micrographs of cotton substitution DS = 0.4 after 6 soaking days are similar
in morphology and fibers shape as cotion fiber without visible crystallization up to
5000x (Fig. 6). The fiber chemical composition obtained by EDS in two of the three

T ey -

un:n-.—--3u=o-(5£

4000 3-51’:]3 30.00 2500 2000 1500 1000 5450
Wavenumbers (cm-1)
Figure 2. Infrared spectra of cellulose (a), alkaline cellulose (b), CMC DS = 0.17 (¢), CMC DS =
0.4 (d) and CMC DS = 0.9 (e).

Table 2.
13C-chemical shifts of cotton, CMC DS = 0.17, CMC DS = 0.4 and CMC DS = 0.9

Sample Carboxyl Cl Cc4a C2,C3,05 C6, CH»
Cellulose 0 105.4 89.1,84.5 753,727 65.5,63.0
Cotton 0 107.472  90.750, 85.986 76.652,74.611 67.514
CMCDS=0.17 178.1 105.3 88.6,83.3 75.00,73.5 65.4,62.8
CMCDS =04 178.3 104.8 88.6,86.7. 83.166 75.1 65.1,62.5

CMCDS =09 178.3 104.7 82.5 749 62.4
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Figure 3. Resonance lines of cellulose (a), CMC DS = 0.17 (b), CMC DS = 0.4 (c) and CMC DS =
0.9 (d).
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Figure 3. (Continued).
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Figure 4. SEM micrographs of cotton without modification after 12 immersion days.

fibers analyzed shows higher levels of Ca and P with an average molar Ca/P ratio
of 1.05 (see Table 3). At 9 days of immersion we observed crystallization growth
onto some modified fibers, like vesicular shapes 50 pm in length. At 12 days of
immersion we observed fiber coated with small needle-shaped crystals of less than
2.0 pm in length and less than 0.2 wm wide, randomly oriented covering the fibers



391

lly-functionalizd cortons

te onto ch

Iy

Growth of calcium ph

17T
— 12
o A
Lel IS
- d
el v
¥t N
8P 0L 0
12914 )

SKepg  skepg  sAwp g

[4:384| Lo 90Tl <0 S1°91 o 66'1 620 8¥°ST L9'91 70 0 65°€

€0 8P0 tEE 91'¢ o SO0 €0 6£°0 670 1'0 = =) =

- — — 90'0 — - — = - - - - —

= #0°0 - = e 00 — 910 = - == — =

8 0 90'8 Lro or9 — QI = 9'¥l €11 == = Ty

. .l SE0 110 €0 - - - - — - - -

680 8T0 Ly'y 1+'¢ wo 910 15:40] 910 8€0 Lot 851 60 101

£9'8p 01've 61°tY e TT6e 99T 01Tt 6102 8L°SE L8y 81°LI 96'61 10°0g

LE9T L €S'LT BELY 99°Le 96TL 98°€9 I8BL 9'¢tC 4« 608 £I'6L S1°'19

®Is&1Dy Jaqiq 121541 i [esk1n 1qug mskay  1aqrg 12414 32414 12q14 Fn K] 13q14
skepgl  sAepg| sAepgzl sAepZl  sAepg]  SAEPZ] SAEpZ] SAEpZI  SAEpg  sAEpg  sAepg

60=8d 60=8d v0=S8d v'0=580 LI'0=58d LI'0=8d 60=580 60=580 60=50 +0=580 +0=80 +0=80 2
DWD OO DJWO ol o] DWD DD uoned uonod DWD WD OWD JWD OWD

DD -walg

uoisIawu Jo sAep 71 puk 9 18 Q9 Aq pauiqo sajdwes aq1 jo aSruaniad onuory

'€ 2I9EL



392 S. Recillas et al.

Figure 5. SEM micrographs of cotton-modified CMC DS = 0.17 after 12 immersion days.
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Figure 6. SEM micrographs of cotton-modified CMC DS = 0.4 after 12 immersion days.
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Figure 7. SEM micrograph of crystals growth on CMC DS = 0.4 after 12 immersion days.

with an average atomic Ca/P ratio of 1.5 (see Fig. 7). Growth of calcium phosphate
on some cotton-substituted fibers (DS = 0.9) was observed at 6 immersion days, a
magnification of the region show elongated vesicle-shaped of variable size between
4-5 pm in length with an average molar Ca/P ratio of 1.62 (see Table 3). At 9 days
of immersion, more cotton-modified fibers were coated and at 12 days of immersion
these vesicular forms grow in number and size on the fiber surface until a continuous
coating (see Fig. 8) with a atomic Ca/P ratio of 1.69 is obtained. At higher
amplification we observed that these vesicular forms have a planar cauliflower-
shaped morphology with certain orientation and ordered arrangement (see Fig. 9).
Table 3 shows the chemical composition of the fiber and the crystals grown at 12
days of immersion as obtained by EDS.

A typical TEM image shows a crystal (Fig. 10) of sample CMC DS = 0.9 grown
after 12 days of soaking. The crystal exhibits irregular platelet shape; the size of the
platelet is 250 nm in length. The EDS spectra suggested the formation of a calcium
phosphate phase on the sample analyzed; the chemical composition obtained by
EDS (see Table 3) gave a molar Ca/P ratio of 1.58. The crystal was identified
as OCP triclinic phase by SAD patterns obtained in different orientation from the
crystal (see Fig. 10a, 10band 10c; [100], [101] and [110] orientations, respectively).

The growth of calcium phosphate was obtained only in the higher-modified cotton
fibers; at higher substitution degrees we observed stronger crystal growth. We
observed a correlation between the amount of substituted groups and the amount of
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Figure 8. SEM micrographs of cotton-modified CMC DS = 0.9 after 12 immersion days.
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Figure 9. SEM micrograph of crystals growth on CMC DS = 0.9 after 12 immersion days.

calcium phosphate growth. This indicates a change in the reaction rate depending
on the amount of substituted groups available. A dissolving process has been carried
out in the highest substituted samples, which explains the low amount of Na and Ca
obtained by EDS in the modified fibers after immersion into the saturated calcium-
phosphate solution, as well as the increased of pH in the samples. In the fibers
without visible crystallization (at 5000x) and with high percentage of Na more
than 0.5 atomic percentage, we observed the presence also of Ca, K and, in some
cases, of P with an atomic Ca/P ratio of around 1 onto the modified cotton surface.
This implies a partial ion-exchange process between the Na, from the carboxylic
group substituted and the K and Ca ions of the solution. We also observed on
some fibers without visible crystallization low levels of Ca, Na, P, and in some
cases Cl, which is diminished by a second wash process, including P amounts that
indicated a presence of NaCl (obtained by X-ray) and, possibly, calcium phosphate
of low Ca/P ratio which has a higher solubility than both OCP and HAp. It seems
that first a template of low Ca/P ratio grows and then OCP grows on top of it.
The modification of the cotton fibers, allowing the growth of calcium phosphate,
depends on the concentration in solution of calcium and phosphate which phase is
going to grow. The cationic interchange between the sodium of the carbonyl group
and the calcium in solution modified the amount of calcium in solution promoting
the grow of OCP, which as a lower Ca/P atomic ratio as compared to HAp; if we
change the solution condition, HAp is going to be allowed to grow. In the sample
of CMC with DS = 0.4 (lower substituted groups or low Ca—Na interchange) we
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Figure 10. (a) TEM image of an particle grown for 12 days under CMC DS = 0.9. (b-d) SAD
patterns obtained from the particle shown in (a).

observed at 12 immersion days the characteristic needle shape of the HAp phase.
To grow HAp on the sample of CMC with DS = 0.9 we would have either to change
the sample-solution weight relation or modify the amount of calcium in the solution
to allow the HAp phase to grow.

4. CONCLUSIONS

Carboxymethylcellulose with different degrees of substitution (DS) were synthe-
sized without appreciable changes in the fiber morphology. We observed, by
EDS, a variable composition onto the modified cotton fibers because cotton reacts
topochemically, first on the surface and in the accessible regions of the fiber. We
obtained the growth of calcium phosphate under the modified fibers. The amount
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of calcium phosphate phase growth under the fiber depends of the amount of sub-
stituted group. The calcium phosphate phase growth under the fiber depends on
the ionic concentration of calcium and phosphate in the solution during the process.
These results not only allow to progress further towards the understanding of the
chemistry of calcium phosphate phases, but also opens the exciting possibility of
chemically controlling the stoichiometry of the materials produced.
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