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Resumen

En el presente trabajo se describe el desarrollo de un proceso de obtencion de
particulas de hidroxiapatita con morfologia controlada, donde el tamafio se encuentra
dentro del nivel nanométrico. Las nanoparticulas obtenidas con formas de: fibra, cinta
y placa fueron sintetizadas por medio del método hidrotermal, a través del
calentamiento con horno de microondas, bajo ciertas condiciones de reaccidn,
adicionando los siguientes reactivos quimicos: nitrato de calcio tetrahidratado,
hidréxido de potasio, acido glutimico, fosfato de potasio monobasico.

Difraccién de rayos x, microscopia de alta resolucién, espectroscopia de rayos x de
energfa dispersiva, y algunas técnicas mas fueron utilizadas para la caracterizacion de las
nanoparticulas resultantes y el analisis del proceso de crecimiento.

Palabras Clave: Hidroxiapatita, ortofosfatos de calcio, nanofibras, nanoparticulas, nanocristales,
nanoescala, nanopolyos, nanoestructura, escala nanométrica, nanodimensional, biomateriales,
bioceramicos, sintesis por microondas.

Abstrac

This work describes the development of a process of production of hydroxyapatite
particles with controlled morphology, where size is within the nanometer level. The
nanopatticles obtained with shapes: fiber, ribbon and plate were synthesized by the
hydrothermal method, by heating with microwave, under certain reaction conditions
by adding the following chemical reagents: calcium nitrate tetrahydrate, potassium
hydroxide, glutamic acid, potassium phosphate monobasic.

X-ray diffraction, high resolution microscopy, spectroscopy, enetgy dispetsive x-ray,
and some techniques have been used for the characterization of the resulting
nanopatticles and analysis of the growth process.

Keywords:  Hydroxyapatite, calcium  orthophosphate, nanofibers, nanoparticles, nanocrystals,
nanoscale, nanopowders, nanostructure, nanoscale nanodimensional, biomaterials, bioceramics,
microwave Synthesis.
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OBJETIVOS

Dentro de los objetivos generales de esta Tesis de Maestrfa, se establecié lo
siguientes:

e Obtener (en base a la adicién quimica de ciertos reactivos) un matetial
ceramico de Hidroxiapatita con diferentes tipos morfologfas y tamafios, en
respuesta a los requerimientos actuales en cuanto a su presentacion fisica y
tamafio homogéneo a escala preferentemente a nivel nanométrico, asi como
utilizar diferentes condiciones del proceso productivo (en comparaciéon de
otros métodos actuales de sintesis), utilizando para este trabajo el método de
sintesis por via humeda, a base de calentamiento con horno de microondas

industrial.

Objetivos particulares:

o Establecer las condiciones de sintesis que permitan la obtencién de
morfologias homogéneas de nanofibras, nanocintas y nanoplacas de material
ceramico de hidroxiapatita.

e Desarrollar condiciones experimentales adecuadas para la caracterizacion de
los materiales cerdmicos de hidroxiapatita resultantes, con el fin de entender
la naturaleza del crecimiento de las diferentes morfologias que se obtengan,
con el fin de manipular la arquitectura de cristales inorganicos de materiales
ceramicos de la misma naturaleza de la hidroxiapatita a nivel microscépica,

pero principalmente a un nivel completamente nanométrico.

e Obtener un candidato idéneo (homogéneo, a nivel nanométrico) para

futuras investigaciones y/o aplicaciones biomédicas.



Capitulo 1

ENTORNO CONCEPTUAL

A) ¢QUE ES LA HIDROXIAPATITA?

El término "apatita" se aplica a un grupo de compuestos (no soélo los fosfatos de
calcio) con una férmula general en la forma de M,, (XO,) (Z,, donde M*" es un
metal y las especies XO, > y Z son aniones. El nombre particular de cada apatita
depende de los elementos o radicales M, X y Z. En estos términos, la hidroxiapatita
(HAp) tiene la estructura molecular de la apatita, donde M es el calcio (Ca™), X es
fosforo (P") y Z es el radical hidroxilo (OH). Esto se conoce como la hidroxiapatita
estequiométrica y su trelacion atémica Ca/P es 1,67. Su férmula quimica es Cay,

(PO,)s(OH),, con el 39% en peso de Calcio, 18,5% de fdésforo y el 3,38% de OH.

La hidroxiapatita [HAp, Ca,((PO,),(OH),] es uno de los biocerimicos mas
importantes para aplicaciones médicas y dentales, ya que es el principal constituyente
del tejido 6seo y dental[1]. Por este motivo, la HAp ha sido ampliamente empleada
como biomaterial o como uno de los componentes de biomateriales compuestos,
destinados a reparaciones o sustituciones 6seas. La HAp puede obtenerse a partir de
huesos humanos o de otra especie animal; por transformacién de materiales
naturales como los esqueletos minerales de los corales y equinodermos: o puede ser
sintetizada artificialmente. Dependiendo del origen y del método de sintesis,
resultardn materiales con gran variabilidad fisico-quimica y morfolégica. Siendo asi,
pueden obtenerse distintas HAp para satisfacer los requisitos de aplicaciones clinicas
especificas. Debido a su composiciéon quimica, la cual es similar a la parte inorganica
del hueso natural, se ha reportado una excelente habilidad de formacién de hueso en
muchos modelos experimentales y ademas, la HAp ha sido desarrollada como un
material de andamiaje para el alistamiento de células de hueso asociadas en

aplicaciones ingenieriles en el tejido del hueso [2].

La variabilidad en composicion quimica (diferentes fosfatos de calcio), la

cristalinidad (entre menor cristalizacién mayor solubilidad y por tanto su reabsorcién
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es mas factible), el tamafio y morfologia (ctistales nanométricos presentan una alta
reactividad y frecuentemente interactian con los tejidos a su alrededor de forma
distinta a la de los cristales micrométricos) afectan la solubilidad y reactividad de la
HAp. Consecuentemente, dependiendo de las condiciones de sintesis, al ser
implantada, la HAp puede permanecer estable o ser reabsorbida, ser inerte o
enlazarse a los tejidos adyacentes, etc., ampliandose el espectro de propiedades del

matetial [3].

La ciencia de materiales estd jugando un creciente rol en las ciencias de bioingenieria
y biomédica con el objetivo de desarrollar nuevos sistemas y materiales capaces de
superar los ambientes altamente demandantes de un organismo vivo. Uno de esos
materiales, la HAp, es el principal material de fosfato de calcio presente en la fase
mineral de hueso. El campo de materiales biomédicos ha crecido rapidamente
durante los pasados 20 afios y ofrece soluciones para reparar defectos, corregir
deformidades, remplaza el tejido daflado y provee terapia. Este campo ha
contribuido para incrementar el tiempo de vida promedio de los individuos en paises
desarrollados. El valor en el mercado de biomateriales esta en el orden de billones de
dolares anualmente y sigue creciendo conforme nuevos productos ofrecen nuevas
soluciones a problemas de salud [4]. Los materiales basados en HAp han sido
utilizados para aplicaciones dentales y biomédicas, en donde el control de la
morfologia y la estructura a nivel de la microescala y nanoescala en la sintesis de

procesos, es crucial para sus diversas aplicaciones.

Se ha encontrado que diferentes y jerarquicas estructuras de tejido duro puede ser
producido durante procesos de biomineralizacion y consisten en cristales de HAp
con diferentes morfologfas. De esta manera, investigadores a nivel mundial se han
enfocado en el desarrollo de nuevos métodos de sintesis de HAp tratando de
controlar la morfologia de esos cristales. Esto es muy importante debido al hecho de
que el control de la morfologia de las particulas de HAp en los diferentes procesos
de sintesis es crucial para diferentes aplicaciones, como por ejemplo en el area de
biomateriales. Por otra parte, las caracteristicas estructurales determinan las

propiedades micro y macroscopicas de esos potenciales biomateriales.



El primer método de sintesis de HAp fue descrito en 1851; Daubrée obtuvo HAp
por medio del uso de un flujo de vapor de un compuesto quimico de fésforo y cloro
(PClL;) sobre cal viva. Desde entonces, diferentes métodos de sintesis han sido
reportados, incluyendo sintesis en estado sélido a alta temperatura, sintesis en fase
acuosa, métodos hidrotermales entre otros, asi como métodos quimicos, métodos
sol-gel y métodos de recubrimientos de HAp sobre diferentes sustratos por medio
de spray con plasma, depositacién electroquimica, crecimiento con sales fundidas,
crecimiento con gel, etc. En alguno de estos métodos la reaccién de sintesis toma

lugar dentro de soluciones acuosas y el producto precipita al final de la reaccion [5].

La manipulacién sistematica de la morfologia y arquitectura de cristales inorganicos
en niveles de la microescala y nanoescala es un reto significante, el cual llama la
atencién creciente debido a su fuerte influencia en las propiedades del matetial. Por
ejemplo, en procesos de la biomineralizacién de tejido duro vertebrado, algunas
moléculas especificas para el control de la nucleaciéon y crecimiento de cristales
inorganicos de HAp resultan de la formacién de estructura jerarquica de dientes y
huesos con propiedades mecanicas supetiores. Por lo tanto, la sintesis controlada de
cristales apatiticos con varias morfologias ha sido el centro de investigacién intensiva
mas alla del interés por el completo entendimiento de biomineralizacién y utilidad en
aplicaciones industriales y biomédicas. Inspirada en la biomineralizacién, la
manipulacién molecular de cristales inorganicos con modificadores de crecimiento
organicos, gradualmente se desarrolla como una poderosa herramienta para el disefio
de materiales originales y novedosos. Actualmente, una variedad de moléculas
organicas, tales como bromuro hexadeciltrimetilamonio, sulfato docecil de sodio
(NaDS), aminoacidos, proteinas, monosacaridos y asi sucesivamente, han sido
utilizados para sintetizar HAp con morfologias de tipo fibras y tipo escamas. Sin
embargo, la fase mineral en tejidos duros de vertebrados calcificados no es HAp
estequiométricamente pura, sino que esta parcialmente substituida por algunos iones
extrafios, tales como F, CO32', Na', y algunas moléculas otganicas, los cuales

inducen a la fase mineral propiedades especiales[6].



Apatitas bioldgicas, las cuales son los constituyentes inorganicos del hueso, diente y
dentina, son tipicamente muy variables en su composicién y morfologfa y contienen
diferentes impurezas (Mg,", K*, Na', CO,*, HPO,?, CI, F, etc.). En general, estas
apatitas biologicas impuras son designadas como apatitas deficientes de calcio o
apatitas no estequiométricas. Algunas Hidroxiapatitas sintéticas son frecuentemente
utilizadas como materiales de referencia en biomineralizaciéon y en estudios de
biomateriales. La composicién, propiedades fisicoquimicas, tamafio del cristal y
morfologia de apatitas sintéticas son extremadamente sensibles a las condiciones de
preparacion. La incorporacion de varios iones como las trazas de impurezas (iones
de fosfato hidrogenado, carbonato, silicato, etc.) es muy dificil de prevenir en
cualquier procedimiento de preparacién de hidroxiapatita. La sinergia estructural
entre la HAp y los substratos inorganicos determinan las sorprendentes propiedades
elasticas y mecanicas del tejido éseo. Las HAp sintética existe en dos formas
estructurales: hexagonal y monoclinica, las cuales tienen unas insignificantes
diferencias estructurales. La HAp hexagonal es usualmente formada por la
precipitaciéon de soluciones supersaturadas a 25 °C — 100 °C y la HAp monoclinica es
primeramente formada a partir de la estructura cristalina hexagonal al someterse a

altas temperaturas (850 °C) en aire y entonces enfriada a temperatura ambiente [7].

La HAp con estructura cristalina hexagonal es la mas frecuentemente encontrada,
teniendo el grupo de simettia P6;/m, con los parametros de red de a = b = 94.32
nm (9.432 R), ¢ = 66.881 nm (6.6881 A) y y = 120°. Esta estructura consiste en un
arreglo de PO, tetraédrico sostenido junto con iones de calcio (Ca) esparcidos entre
ellos. Los iones de Ca estan presentes en dos sitios marcadamente diferentes, en
columnas perfectamente alineadas (Ca(l)) y en triangulos equilateros (Ca(ll))
centrados en los ejes de rotacion. Los radicales hidroxilo (OH’s) estan presentes en
columnas sobre los ejes de rotacion, y los OH’s adyacentes apuntan en direcciones
opuestas. La HAp también puede existir con estructura cristalina monoclinica, la cual
es mas ordenada y termodinamicamente mas estable, a temperatura ambiente. El
grupo espacial para la HAp estequiométrica es P2, /b, y la celda unitatia monoclinica

tiene parimetros de red a = 94.21 nm (9.421 R), b = 24, ¢ = 68.81 nm (6.881 R), y y



= 120°. La mayor diferencia entre la estructura de HAp monoclinica y la estructura
de HAp hexagonal es la orentacion de grupos hidroxilos. En la estructura
monoclinica de HAp, todos los OH’s en una columna dada estan apuntando en la
misma direccion y la direccion contraria en la siguiente columna. Por otro lado, en la
HAp hexagonal, el OH adyacente apunta en la direccién opuesta como se menciond
arriba. A pesar de de la similitud entre las HAp monoclinica y hexagonal, sus
diferencias estructurales son suficientes para ejercer un fuerte impacto en algunas de
sus propiedades fisicoquimicas. Ya que la HAp monoclinica es estructuralmente mas
estequiométrica que la HAp hexagonal, es predecible que la cinética de disolucion y
la cinética de difusiéon a lo largo de la region de la columna de OH sera

completamente diferente en cada una de estas estructuras cristalinas|8].

Esta bien establecido que las formas nanodimensionales y nanoctistalinas de los
ortofosfatos de calcio pueden imitar tanto la composicién como las dimensiones de
los componentes constituyentes de tejidos calcificados. Por lo tanto, éstas pueden
ser utilizadas en la biomineralizacién y como biomateriales debido a la excelente
biocompatibilidad. Desatrollos mas detallados de biomateriales con base de
ortofosfato de calcio se veran beneficiados en su mayor parte por la nanotecnologfa,
la cual ofrece excepcionales planteamientos para superar deficiencias de muchos
materiales convencionales. Por ejemplo, cerdmicos de tamafio nanométrico pueden
mostrar una ductilidad significante antes de fallar contribuida por el tamafio de grano
de sus fases. A saber, alrededor de 1987, Karch ¢f a/ reporté que un ceramico fragil
con tamafo de grano nanométrico, podria permitir una gran deformacién plastica
arriba del 100%. Ademas, ceramicos nanoestructurados pueden ser sintetizados a
bajas temperaturas; por ello los problemas asociados con el sinterizado a altas
temperaturas son también disminuidos. Por consiguiente, las formas nanocristalinas
y nanodimensionales de bioceramicos claramente representan una prometedora clase
de implantes ortopédicos y dentales con mejores propiedades biolégicas y

biomecanicas [9-pagina 1976].



B) EL TEJIDO OSEO Y DENTAL

Los tejidos duros dseo y dental se componen en general de tejido organico que en
mayor o menor grado se encuentra mineralizado. Por lo anterior, estos tejidos se
han clasificado dentro de lo que en Ciencia de materiales se denomina materiales
compuestos. Los materiales compuestos tienen la particularidad de presentar
propiedades que no se obtienen en cualquiera de sus componentes por separado.
El componente organico es una matriz formada por proteinas o polisacaridos o
una combinacién de ambos. Durante las etapas de desarrollo del tejido, primero se
forma la matriz polimérica (que puede ir variando en composicién con el tiempo) y
posteriormente se mineraliza. En las tablas I, II, III, IV y V se enlistan las
composiciones del tejido dseo, esmalte dental, dentina, cemento y hueso alveolar.
Se indican la parte organica (la matriz biopolimérica) y la parte mineral del tejido.
Esta composicion varfa dependiendo si el tejido esta en proceso de calcificacion o
mineralizacion, asi como de la edad del individuo.

Tabla I Composicion del tejido 6seo

Componente % en peso | % en Volumen
Mineral 70 45
Hidroxiapatita carbonatada, Cas(PO4)sOH (*) (~80%)
Carbonatos de calcio (~15%) M
Otras sales minerales (~5%)
Organico 20 33
Colageno tipo I (~90%)
Glicoproteinas M
Fosfoproteinas
Proteoglicanos
Osteonectina
proteina Gla 6sea (osteocalcina)
Proteina Gla de la matriz (con dcido y-carboxiglutimico)
Osteopontina
Proteina morfogenética 6sea (BMP)
Agua 10 22

M = componente mayotitario.
(*) La hidroxiapatita carbonatada contiene dentro de su estructura ctistalina el grupo carbonato COs2asi como otros
iones que sustituyen al calcio y al grupo OH"1.



Tabla II Composicion del esmalte dental

Componente % en peso | % en Volumen
Mineral 97 92
Hidroxiapatita carbonatada Cas(POy)3;0OH, ctistales: prismas hexagonales de
100-1000 nm X 30-70 nm X 10-40 nm. M
Organico 1 2
Amelogenina (25 kDa), 90% de la materia organica
Enamelina (70 kDa) M

Tuftelina (50-70 kDa) y Sialofosfoproteina dentinaria
Ameloblastina o Amelina

Proteinas séricas

Condproitin 4 sulfato

Condroitin 6 sulfato

Lipidos

Fibronectina o similar (en esmalte inmaduro)

Agua 2

6

M = componente mayoritario.

Tabla III Composicién de la dentina

Componente % en peso | % en Volumen
Mineral 70 45
Hidroxiapatita carbonatada, Cas(PO4)sOH, cristales de 36 nm x 25 nm x 10
nm. M
Predentina: calcificacién con muy baja cristalinidad
Dentina del manto: calcificacion lineal
Dentina circumpulpar: calcificacion globular (calcosferitas)
Organico 20 33
Predentina (capa de 10-40 um de espesor, cercana a la pulpa) M
Colagenas tipo I, V'y VI (red fibrilar). Tipo III solo al inicio.
Proteoglicanos (principalmente condroitin 6 sulfato)
Dentina del manto (20 um de espesor, cercana a esmalte)
Colagena tipo I (fibras de Von Korff)
Glucosamino-glicanos, GAG (Condroitin 4 sulfato y 6 sulfato) M
Fibronectina (desaparece al comenzar la mineralizacion)
Dentina circumpulpar (calcosferitas, d ~ 3-50 um)
Colagena tipo I (fibrillas mas delgadas)
Proteoglicanos (condroitin 4 sulfato, condroitin 6 sulfato)
Fosforina dentinaria (DPP) M
Proteinas Gla (aminodcidos “Gla”)
Agua 10 22
M = componente mayotitario.
Tabla IV Composicion del cemento
Componente % en peso
Mineral 46-50
Hidroxiapatita carbonatada, Cas(PO4);OH, (cristales en forma de prismas hexagonales, los
cristales son de menor tamafio que en esmalte y dentina) M
Catbonatos de calcio
Oligoelementos: sodio, potasio, hierro, magnesio, azufre y fldor.
Organico 22
Colagena tipo I (~ 90%)
Proteoglicanos
Glicosaminoglicanos M
Glicoproteinas
Agua 32

M = componente mayoritario.




Tabla V Composicién del hueso alveolar

Componente % en peso

Mineral 60
Hidroxiapatita carbonatada, Cas(PO4)sOH (los cristales son de menor tamafio que en esmalte
y dentina)

carbonatos de calcio (~15%)

Otras sales minerales (~5%)

Organico 20
Colagena tipol (~90%)
Proteoglicanos
Glicosaminoglicanos
Glicoproteinas

Agua 20

M = componente mayotitario.

b.1 Huesos

El hueso es el tejido calcificado mas tipico de mamiferos y viene en todas clases de
formas y tamafios en orden para efectuar varias funciones de proteccién y soporte
mecanico para el cuerpo. El mayor componente inorganico del mineral del hueso es
una apatita biolégica, la cual puede ser definida como una CDHA pobremente
cristalina (casi amorfa), no estequiométrica y substituida por iones. Desde el punto
de vista del material, el hueso puede ser considerado con un ensamble de distintos
niveles de siete unidades estructurales jerarquicas desde la macro-micro y nanoescala
(Figura 1) para cumplir con numerosas funciones. Ademas, todos estos niveles de
huesos permanentemente interactian con células y macromoléculas biolégicas. En el
nivel nanoestructural, cristales tipo placa diminuta de apatita biolégica en hueso
estan presentes dentro de espacios discretos dentro de diminutas fibras de colageno
y crecen con una orientacion cristalina especifica a lo largo de los ejes ¢ los cuales
son aproximadamente paralelos a los ejes largos de las diminutas fibras de colageno.
Las moléculas de colageno Tipo I son auto-ensambladas en fibras diminutas con una
periodicidad de distancia aproximada de 67 nm y 40 nm entre los extremos de sus
moléculas, en las cuales los nanocristales de apatita son colocados. Un compésito de
estos dos constituyentes forma fibras mineralizadas. Las fibras también pueden ser
enlazadas de forma cruzada, lo cual provee un alto sistema dindmico idéneo de
modificacién a causa de la seleccién de diferentes aminoacidos dando lugar a
diferentes propiedades mecanicas para diferentes aplicaciones de biomateriales. Es
por esto que el hueso es denominado como un compésito de fibra reforzado de un
origen biolégico, en el cual inclusiones duras de tamafio nanométrico estin

embebidas dentro de una matriz de proteina suave. No obstante, las dimensiones de
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cristales de apatita biolégicas reportadas en la literatura varfan debido a los diferentes
métodos de tratamiento y a las técnicas analiticas, estas dimensiones estan
generalmente alrededor de niveles nanométricos con valores en los intervalos de 30-
50 nm (longitud), 15-30 nm (ancho) y 2-10 nm (espesor). ¢Por qué la escala
nanométrica parece ser tan importante para los huesos? Recientemente fue
demostrado que los nanocompésitos naturales exhiben una estructura mecanica
genérica, en la cual las particulas minerales de tamafios nanométricos aseguran la
resistencia 6ptima y maxima tolerancia a la fisuracion. Ademads, la apatita
nanodimensional tiene otra funcién crucial para el organismo. Este es un inmenso
depésito de iones de calcio y ortofosfatos necesatio para una amplia variedad de
funciones metabdlicas, el cual ofrece o consume iones de calcio y ortofosfatos por el
llamado proceso de “remodelado” a causa de una continua resorcion y formacion de
apatita nanodimensional por osteoclastos y osteoblastos, respectivamente, en un

delicado equilibrio [9-pagina 1982].

Level 7 B &

Skeleton Baoy l
|' nllagrn

A Triple Helix
1
|

. M Lewel |

Crystal HA A | Migjor Components

Level 6
Valne

Lavel ¢
Mineralized
Collagen Fibril

Lewel 5
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Level 4 Fibel Armty Patemn Lewvef 3 Fhail Array

Figura 1.- Siete niveles jerarquicos de organizacion del esqueleto de pez cebra. Nivel 1:
Cristales aislados y parte de las diminutas fibras de coligeno con una estructura de triple
hélice. Nivel 2: Diminutas fibras de colageno. Nivel 3: El arreglo de las diminutas fibras de
colageno mineralizadas con una periodicidad del estriado cruzado de aproximadamente 60-
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70 nm. Nivel 4: Dos patrones de arreglo de diminutas fibras organizadas como las
encontradas en el hueso del esqueleto del pez cebra. Nivel 5: La estructura laminar en una
vértebra. Nivel 6: Una vértebra. Nivel 7: Hueso del esqueleto.

b.2 Dientes

Los dientes son otro tejido normal calcificado basado en ortofosfatos de calcio en
los vertebrados. A diferencia del hueso, los dientes consisten en al menos dos
diferentes biominerales: el eswalte dental (la corona, la parte superior de la linea de la
encia) y la dentina (raiz, la parte por debajo de la linea de la encia). El esmalte dental
contiene cerca de 98% de apatita bioldgica, aproximadamente el 1% de compuestos
bioorganicos y alrededor de 2% de agua. El esmalte estd compuesto de cristales de
apatita en forma de barra que miden de 25 a 100 nm y una longitud de 100 nm a 100
pm o aun mas largas, en la direccion del eje c. En el esalte dental, 1os nanocristales de
apatita biologica forman al principio nanofibras minerales; las nanofibras se alinean
en forma longitudinal, juntindose y formando fibras diminutas y mas tarde forman
fibras mas gruesas; ademas, prismas se forman de estas fibras. En la microescala, los
prismas son ensamblados dentro de bandas formando diferentes arreglos a través de
la capa mas delgada del esmalte. Estas caracteristicas composicionales 'y
estructurales otorgan propiedades especiales al esmalte tales como médulos elasticos
anisotrépicos, propiedades viscoelasticas efectivas, mucha mas resistencia a la
fractura y una relacién esfuerzo-deformaciéon mas similar a los metales que a los
ceramicos. La dentina contiene aproximadamente 50% de apatita bioldgica,
aproximadamente 30% de compuestos bioorginicos y aproximadamente 20% de
agua. En la dentina, los bloques de construccién nanodimensionales
(aproximadamente 24 nm de ancho, 4 nm de espesor y 35 nm de longitud) de apatita
biolégica son mas pequefios que en el esmalte. La dentina es semejante al hueso en
muchos aspectos, por ejemplo, posee composiciéon similar y una estructura

jerarquica hasta el nivel de membrana del hueso [9-pagina 1984].
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b.3 La fase mineral: hidroxiapatita, Ca;(PO,);OH...[10]

A fin de distinguir los diferentes componentes estructurales en la hidroxiapatita
Ca;(PO,);OH, es conveniente reescribir su férmula quimica como:
Ca(1),Ca(2)(PO,),OH

Donde se ha usado la notacién Ca(l) y Ca(2) para indicar atomos de calcio tipo 1y
tipo 2 respectivamente. Esta division del calcio en dos tipos se debe a que se
encuentran rodeados por un numero distinto de oxigenos en la estructura de la
apatita (ver figura 2).

El fésforo por su parte, estd rodeado de 4 oxigenos (lo que le otorga su nimero de
coordinacién) y forma un tetraedro que es representativo del grupo fosfato PO,”
(figura 3 izquierda). Por tdltimo, el grupo OH" tiene una densidad de carga con
simetria casi esférica (figura 3 derecha).

Figura 2

Calooapa 1 Calcw apa 2

(a, b) Atomo de calcio tipo 1 rodeado
de 9 atomos de oxigeno cuya figura
geométrica es la distorsion de un
prisma triangular triapuntado. (c, d)
El atomo de calcio tipo 2 esta
rodeado de 7 aniones representando
distorsiones de una bipiramide
W pentagonal ideal. El calcio tipo 1
v tiene un nimero de coordinacion de
9y el calcio tipo 2 de 7.

¥
i |
-

Figura 3

Cmpo foafas Grupo O Izquierda: atomo de fosforo rodeado
! de 4 atomos de oxigeno formando el
arreglo en tetraedro del grupo

PO,
fosfato, POs3. El ndamero de
coordinacion del fésforo es 4.
Derecha: grupo OH!

La estructura cristalina de la hidroxiapatita se obtiene ensamblando todas las

“plezas” de la estructura (figuras 2 y 3), es decir, los prismas trigonales
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triapuntados de Ca(1), las bipiramides pentagonales de Ca(2), los tetraedros de los
grupos fosfato y los grupos OH™.

Los grupos OH™' se disponen en una columna, orientados desordenadamente hacia
arriba o hacia abajo a lo largo del eje de un cilindro (figura 4a). Sobre la superficie
del cilindro de esa misma figura, se tiene un arreglo hexagonal de atomos de
oxigeno. Los atomos de calcio tipo 2 estan ubicados un poco desplazados del

centro de cada hexagono (figura 4a).

Vista superior a2

5 -
vkt

(a) Malla hexagonal de oxigenos sobre una supetficie cilindrica. Los grupos OH!
(desordenados en su orientacién con el hidrégeno hacia arriba o hacia abajo) estan sobre el
eje del cilindro y los Ca2 (esferas blancas) estan un poco desplazados del centro de cada
hexagono.

(b) bipiramides pentagonales con el vértice de una piramide sobre el eje del cilindro (el
oxigeno de un grupo OH-.. Cuatro de los siete aniones de la bipiramide pentagonal forman
parte de la malla hexagonal de oxigenos.

(c) Tetraedros de grupos PO43 con dos de sus oxigenos formando parte de la malla
hexagonal y los otros dos proyectados hacia fuera del cuerpo del cilindro.

Con esta descripcion, es posible imaginar los grupos OH' con una cierta
posibilidad de moverse a lo largo del eje del cilindro. La carga —1 del grupo OH
debe viajar entonces bajo las fuerzas de interaccion de cargas negativas —2 (los
oxigenos de la malla hexagonal) y cargas positivas +2 (de los calcios tipo 2) un
poco desplazados del centro de cada hexagono en la malla (figura 4a). Como se
verda mas adelante, las propiedades de conductividad i6nica de la apatita tendran
que ver con el movimiento de los grupos OH' u otros iones que los puedan

sustituir en sus sitios.
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Los 7 aniones mas cercanos al calcio tipo 2 que forman la bipiramide pentagonal

son: el oxigeno del grupo OH' que se encuentra en el eje del cilindro, cuatro

oxigenos que forman parte de la malla hexagonal, y otros dos mas que se

encuentran fuera del cuerpo del cilindro (figura 4b). Los tetraedros PO,” se

colocan de tal manera que cada uno de ellos une dos bipiramides pentagonales de

Ca2 compartiendo una arista con una y un vértice con la otra (figuras. 4c y 5).
Figura 5

Malla hexagonal

Biprrammide pentagonal

Ontigenos fuera de la
malla hexagonal

Tetraedros PO4-3 compartiendo sucesivamente aristas y vértices con bipiramides
pentagonales de calcio tipo 2.

Los calcios tipo 1, como se mencioné anteriormente, forman prismas trigonales
triapuntados (fig. 4a). Estos prismas se ubican en la estructura de la hidroxiapatita
de tal manera que se apilan uno sobre otro compartiendo las caras que son las

tapas del prisma trigonal. En la figura 6 se muestra este apilamiento.
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Figura 6

Pnsma mgonal
mapuntado

Amplhanmuento de
prismas mgonales

tmapumtados

Apilamiento de prismas trigonales
tripuntados que corresponden a
calcio tipo 1. Los tetraedros de los
grupos fosfato estin dispuestos de
tal manera que una de sus aristas
forma parte del borde de una cara
que comparten dos  prismas
trigonales triapuntados apilados uno
con el otro; mientras que otra arista
se encarga de unir las dos “puntas”
de esos mismos dos prismas. Todas
las “puntas” de los prismas
trigonales son oxigenos que forman
a su vez una malla hexagonal
cilindrica como la representada en la
figura 4a.

En la figura 7 se puede apreciar el arreglo en conjunto de toda la estructura y su

simetria hexagonal. En la figura 8 se observa la celda unitaria de la HAp.

Figura 7

Pmmn trigonales

‘ " El apilamiento de los prismas trigonales
triapuntados correspondientes a calcio

"@ tipo 1 de la figura 6 se muestra con la
direccion de apilamiento perpendicular

"‘ " ":.' celda 'l:mlzru al plano de la figura. A la derecha se

muestra la celda unitaria del arreglo

" ' ‘ ’ fosfato. PG hexagonal de la estructura.

Figura 8: Estructura cristalina de HAp
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b.4 Resumen General de Ortofosfatos de Calcio

La principal fuerza motivadora detras del uso de ortofosfato de calcio como material
sustituto de hueso, es su similaridad quimica del componente mineral de huesos y
dientes de mamiferos. Como resultado adicional, al ser no téxico es biocompatible,
no reconocido como un matetial extrafio en el cuerpo y mas importante, exhibe un
comportamiento bioactivo y de integraciéon dentro del tejido vivo, para el mismo
proceso activo en la remodelacién del hueso saludable. Esto conduce a un vinculo
intimo fisicoquimico entre los implantes y el hueso, exptesado como
osteointegracion. Es mas, ortofosfatos de calcio son también conocidos como
soporte de adhesion de osteoblastos y su proliferacion. Aun asi, las mayores
limitaciones para usar ortofosfatos de calcio como biomateriales de soporte son sus
propiedades mecanicas; es decir, son fragiles con una pobre resistencia a la fatiga. La
pobre propiedad mecanica es todavia mds evidente para ceramicos altamente
porosos y de andamiaje, porque la porosidad mas grande de 100 pm es considerada
como un requerimiento para una vascularizacién apropiada y colonizacién de células
del hueso. Por esto, en aplicaciones biomédicas los ortofosfatos de calcio son usados
primeramente como materiales de relleno y recubrimiento.

La lista completa de ortofosfatos de calcio conocidos, incluyendo su abreviacion

estandar y sus mejores propiedades, estd dada en la tabla VI.
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Tabla VI. Los actuales ortofosfatos de calcio y sus propiedades principales[*]

Intervalo de

Relacién Compuesto Formula Quimica Solubilidad eStangh(l?ld o
Ca/P 25°C, g/LL .
soluciones
acuosas a 25 °C

0.5 Fosfato de monocalcio Ca (H,P0,) ,» H,0 ~18 0.0-2.0
monohidratado (MCPM)

0.5 Fosfato  monocalcio anhidro Ca (H,P0,) , ~17 [c]
(MCPA)

1.0 Fosfato dicalcio dihidratado CalPO,- 2H,0 ~0. 088 2.0-6.0
(DCPD), mineral brusita

1.0 Fosfato dicalcio anhidro CaHPO, ~0. 048 [c]
(DCPA), mineral monetita

1.33 Fosfato octacalcio (OCP) Cag (HPO,) , (PO,) ;- 5H,0 ~0. 0081 5.5-7.0

1.5 Fosfato a—tricalcio (a—TCP) a—Ca, (PO,), ~0. 0025 [a]

1.5 Fosfato b-tricalcio (b—TCP) B —Ca, (PO,), ~0. 0005 [a]

1.2-2.22 Fosfato de calcio amorfo (ACP) CaxHy (PO,) z* nH,0, n=3-4.5; [b] 5-12[d]

15-20% H,0

1.5-1. 67 Hidroxiapatita deficiente de  Ca,,.,(HPO,),(PO,), (OH), . [f] 0. 0094 6.5-9.5
calcio (CDHA) [e) 0 <x<1)

1. 67 Hidroxiapatita (HAp) Ca,,(PO,) s (OH), ~0. 0003 9.5-12

1.67 Fluorapatita (FA) Ca,, (PO,) ¢F, ~0. 0002 7-12

2.0 Fosfato  tetracalcio  (TTCP), Ca, (PO,) ,0 ~0. 0007 [a]

mineral Hilgenstockita

[a] Estos compuestos no se puede precipitar a partir de soluciones acuosas.

[b] No se puede medir con precision. Sin embargo, los valores se encontraron los

siguientes: 25.7 &= 0.1 (pH = 7.40), 29.9 = 0.1 (pH = 6.00), 32.7 = 0.1 (pH = 5.28).

[c] Estable a temperaturas por encima de 100 °C.

[d] Siempre metaestable.

[e] En ocasiones, CDHA es nombrado como HA precipitado.

[f] En el caso x = 1 (la condicién de frontera con Ca/P = 1,5), la formula quimica de

CDHA es el siguiente: Ca, (HPO,) (PO,);(OH).

[*]Referencias:

- Dorozhkin, S.V. Calcium orthophosphates. J. Mater. Sci. 2007, 42, 1061-1095.

— Dorozhkin, S.V. Calcium orthophosphates in nature, biology and medicine. Materials

2009, 2, 399-498.
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b.5 Informacion general sobre “nano”

El prefijo con el nombre “nano” (simbolizado con la letra “n”) especificamente
significa una medicién de 10” unidades. Aunque es ampliamente aceptado que el
prefijo “nano” se refiere a 10” unidades, en el contexto de materiales nanocristalinos
y nanométricos, las unidades deberfan referirse especificamente a sus dimensiones,
antes que cualquier otra unidad de medida cientifica. Reciente en una amplia
discusion, dentro del marco de trabajo de definiciones, fue presentada a la comisién
europea, en donde la nanoescala ha sido definida como aquella que existe en el
orden de cien nanémetros (100 nm) o menos. Similarmente, un nanomaterial ha sido
definido como “cualquier forma de un material que estd compuesto por partes
discretas funcionales, donde muchas de las cuales tienen una o mas dimensiones en
el orden de 100 nm o menos”. Otras definiciones légicamente resultan de este

planteamiento, por ejemplo:

% un matetia nanoctistalino es “un material que estd constituido de muchos
cristales, la mayorfa de los cuales tienen una o mas dimensiones en el orden de
100 nm o menos” (normalmente, con la presencia de ningin cristal de tamafio

micrométrico ni una fase amorfa intergranular) y

% un nanocompdsito es un “material multifase en el cual la mayoria de los

componentes de la fase dispersa tiene una o mas dimensiones en el orden de 100

nm o menos’.

Similarmente, materiales nanoestructurados son definidos como los matetiales que
contienen elementos estructurales (por ejemplo grupos de patticulas, cristalitos o
moléculas) con dimensiones en el intervalo de 1 a 100 nm, nanorecubrimientos
representan recubtimientos supetficiales con capas individuales o multicapas de 1-
100 nm de espesor, nanopolvos son polvos extremadamente finos con un tamafio
de particula promedio en el intervalo de 1-100 nm y las nanofibras son fibras con un
didmetro dentro de 1 a 100 nm. De acuerdo a su geometria, todos los
nanomateriales pueden dividirse en tres categorias principales: 1)formas equiaxiales,

2)unidimensionales (o fibras) y 3)bidimensionales (laminar). En general es
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importante notar que en la literatura de ortofosfatos de calcio hay casos, cuando el
prefijo “nano” ha sido aplicado para las estructuras, con dimensiones minimas
sobrepasando 100 nm. Como una regla, nanomateriales ingenieriles pueden ser
manufacturados de casi cualquier sustancia. De crucial importancia, hay dos
caracteristicas importantes que confieren las propiedades especiales para cualquier
nanomaterial; estas son los efectos cuanticos asociados con las dimensiones muy
pequefias (actualmente, esto no es aplicable para el campo de biomateriales) y una
grande relacién superficie/volumen que es encontrada a esas dimensiones. Por
¢jemplo, las dreas superficiales especificas de particulas micrométricas son
tipicamente de 60-80 m®/g, mientras que el didmetro de particula decreciente a
décimas de nanémetro incrementa el area especifica superficial arriba de cinco veces
mas, una cantidad asombrosa de area superficial por masal Por otra parte, todos los
materiales con nanofases tienen propiedades unicas supetficiales como un numero
mayor de limites de grano y defectos en la superficie, una enorme area superficial y
estructura electronica alterada, si son comparados con matetiales micrométricos.
Mientras menos de aproximadamente 1% de atomos de microparticulas ocupa la
posicién supetficial, decenas de atomos en una particula de 10 nm de didmetro
habitan en su superficie y aproximadamente el 60% en una particula de 2 nm. Esta
muy grande relacién superficie/volumen de nanomateriales provee una tremenda
fuerza impulsora para difusioén, especialmente a elevadas temperaturas, asi como
causa una auto-agregaciéon en particulas largas. Ademas, la solubilidad de muchas
sustancias incrementa con la disminucién del tamafio de particula. Lo que es mas,
materiales con nanofase pudieran tener caracteristicas supetficiales (por ejemplo, una
cantidad importante de poros a nanoescala) para influenciar el tipo y nimero de
absorcién de proteinas selectivas que pudieran intensificar una especifica adhesién
de osteoblasto. Finalmente y sin embargo importante, matetiales nanodimensionales
y nanoctistalinos tienen diferentes propiedades mecanicas, eléctricas, magnéticas y
Opticas si se comparan con materiales con tamafio de grano grande de la misma
composicion quimica. Los materiales nanoestructurados pueden tomar la forma de
polvos, dispersiones, recubrimientos o materiales de aporte. En general, los

materiales nanoestructurados contienen una gran fracciéon de volumen (mayor que
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50%) de defectos tales como limites de grano, dislocaciones, las cuales influencian
fuertemente sus propiedades quimicas y sus propiedades fisicas. Las grandes ventajas
de la nanoestructura fueron primeramente el entendimiento en la industria
electronica con el advenimiento de procesos de depositacion de peliculas delgadas.
Otras areas de aplicacion la han seguido, por ejemplo, bioceramicos
nanoestructurados han mejorado problemas de friccién y desgaste asociados con la
unién de componentes de remplazo, porque estos fueron mds duros que
bioceramicos de grano grueso. Por otra parte, las nanoestructuras han permitido la
homogeneidad quimica y la uniformidad estructural en un grado, el cual fue se crefa
alguna vez que esta imposible de alcanzar. En bioceramicos de ortofosfatos de

calcio, el mayor objetivo e la nanoestructura es imitar la arquitectura de huesos y

dientes [9, pp 1979-1980].
b.6 Ortofosfatos de calio MICROMETRICOS vs. NANOMETRICOS

Los polvos bioceramicos de ortofosfato de calcio de tamafio micrométrico sufren de
una pobre sinterizacién, principalmente debido a una baja area de superficie
(tipicamente 2-5 m®/g), mientras que el rea de supetficie de ortofosfatos de calcio
nanodimensional excede 100 m?®/ g. En adicién, el proceso de resorciéon de
ortofosfatos de calcio sintéticos micrométricos, se encontré que es muy diferente
que el del mineral del hueso. Aunque las caracteristicas de ortofosfatos de calcio
naturales nanodimensionales y mnanocristalinos (de huesos y dientes), se han
conocido con mucha anterioridad, la historia de las investigaciones sistematicas de
este campo ha comenzado apenas en 1994. A saber, una cuidadosa busqueda en
bases de datos cientificas, utilizando varias combinaciones de palabras clave “nano”
+ “fosfatos de calcio”, “nano” + “apatita”, “nano” + “hidroxiapatita”, etc., dentro
del titulo de articulos reveld cinco publicaciones en 1994. Publicaciones anteriores a
1994 con las palabras clave antedichas no se encontraron en sus titulos.

HAp nanodimensional (con tamafio aproximado de 67 nm) se encontré que tiene
una alta rugosidad supetficial de 17 nm, si es comparada con un el valor de
rugosidad de 10 nm para una HAp microdimensional (con tamafio aproximado de

180 nm), mientras que los valores de angulo de contacto (una medicién cuantitativa
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del mojamiento de un sélido por un liquido) fue significativamente menor para la
HAp nanométrica (6.1) si es comparada con la HAp micrométrica (11.51).
Adicionalmente, el diametro de poros individuales en la HAp nanodimensional
densa, que es varias veces mas pequefa (diametro de poro de aproximadamente 0.66
nm) que la de HAp microdimensional densa (diametro de poro de aproximadamente
de 0.198 — 3.1 nm). Se sabe que una superficie rugosa incrementa las funciones del
osteoblasto mientras que una estructura porosa mejora la osteoinduccion,
comparado con superficies lisas y estructuras no porosas, respectivamente. En
general, los biomateriales nanoestructurados presentan un desempefio mucho mejor
que sus contrapartes, con particulas de tamafios grandes, debido a su vasta relacién
superficie/volumen y su inusual efecto quimico sinergético. Tales sistemas
nanoestructurados constituyen un puente entre las moléculas simples y la matriz del
material. Una razén mas a todo esto, es que HAp nanométrica también se espera
que tenga una mejor bioactividad que aquella con cristales gruesos. Obviamente, la
fraccion volumétrica de limites de grano en ortofosfatos de calcio nanométricos es
incrementada significativamente preponderante para una adhesion de osteoblastos
mejorada, proliferacion y mineralizacién. Por lo tanto, una nanocomposicién de
estos biomateriales emula la organizacién jerarquica del hueso, para iniciar el
crecimiento de una capa de apatita y para dar lugar a la respuesta celular y de tejido
en el remodelamiento del hueso. Estos ejemplos enfatizan que materiales con
nanofase son dignos de mayor atencién en perfeccionar cierto tipo de falla en
implantes ortopédicos. Sin embargo, todos los materiales de tamafio nanométricos
tienden a aglomerarse y para evitar la auto segregacién de nanoparticulas de

ortofosfatos de calcio [9, pp. 1980-1981].
b.7 La estructura de apatitas nanodimensionales y nanocristalinas

Debido a la estructura apatiitica en tejidos naturales calcificados, las apatitas parecen
ser en los compuestos mejor investigados entre los ortofosfatos de calcio disponibles
(ver tabla VI). Por consiguiente, las apatitas nanodimensionales y nanoctistalinas han
sido estudiadas concienzudamente por varias técnicas fisico-quimicas y métodos de

analisis quimico, con especial consideracién al efecto “nano” (esto es, una

21



contribucién intensificada de la superficie con respecto al volumen). Debido a la
naturaleza nanocristalina, varias técnicas de difraccion no han dado mucha
informacién todavia en los detalles de la estructura fina relacionada con nanoctistales
de apatita (ensambles de nanoparticulas dan solo patrones anchos de difraccion,

similares a un matetial amorfo). A pesar de esto, estudios de microdifraccién con

microsondas de electrones de 35 = 10 nm de diametro claramente indican una
caracteristica cristalina de las nanoparticulas en esos ensambles. Por otra parte, los
resultados de la microscopia de transmisién de alta resolucién revelan que
nanoparticulas de HAp se comportan como una estructura de grano monoctistalino
fino. Por lo tanto, progresos recientes en la estructura de apatitas nanodimensionales
y nanocristalinas  han dependido principalmente en diversos métodos
espectroscopicos, los cuales son sensibles a la perturbacion de ambientes cerrados de
varios iones. A saber, el andlisis de la estructura reveld una existencia de desorden
estructural en la superficie de la particula, el cual ha sido explicado por interacciones
quimicas entre los grupos ortofosfatos y moléculas de agua absorbidas 6 grupos
hidroxilo localizados en la superficie de nanoparticulas de apatita. Mas en este
sentido, el espectro infrarrojo (FTIR) de apatitas nanocristalinas, en el dominio v4
PO,, revela la existencia de bandas adicionales de iones ortofosfato los cuales no

pueden ser asignados a una parte experimental.
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Capitulo 2

METODOLOGIA, TECNICAS Y MATERIALES UTILIZADOS EN LA
PREPARACION DE POLVOS NANOMETRICOS DE HIDROXIAPATITA

La preparacién de ceramicos de calcio y fosfato por medios convencionales es
tediosa y consume tiempo [4]. La sintesis de materiales a través de métodos
hidrotermales asistidos por microondas ofrece las ventajas de proporcionar un
calentamiento homogéneo durante todo el volumen y una muy eficiente
transformacién de energfa [5]. Los tiempos de reaccién son mas cortos que los
requeridos convencionalmente para producir muestras que tienen patrones de rayos
X similares [6]. A pesar de que todavia esta en una etapa temprana de desarrollo, la
sintesis de materiales ceramicos por microondas ofrece muchas nuevas y excitantes
oportunidades [7]. Hoy dia la sintesis por microondas es comunmente usada en
ceramicos estructurales [8-10], ceramicos electronicos [11-13] y raramente en

biomateriales [14,15].

SELECCION DE MATERIALES

Acido glutamico [C;H,NO,H,0O] (SIGMA G1126)

Nitrato de calcio tetrahidratado [Ca(NO;),-4H,O] (Sigma Ultra C4955)

Fostato de potasio monobasico [KH,PO,] (Electron Microscopy Sciences 20250)
Hidréxido de potasio [KOH] (SIGMA-ALDRICH 221473)

Agua desionizada.

METODO DE SINTESIS: VIA HIDROTERMAL CON CALENTAMIENTO
CON MICROONDAS

El método, particularmente utilizado en este desarrollo de sintesis por método
hidrotermal asistido por microondas, consiste en promover la formacién de
hidroxiapatita a partir de disoluciones acuosas a temperatura alrededor de 160 °C,
debido a las limitaciones de resistencia y durabilidad de los recipientes. Para alcanzar

tal temperatura sin permitir la evaporacion del solvente, la presion también es
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elevada y controlada. De este modo, la presion resultante es simplemente la presion

de vapor del solvente a la temperatura deseada. La reaccién de hidroxiapatia se

realiz6 en horno de microondas, en vasos de teflén presurizables (ver figuras 9 y 10)

para tratar cualquier imprevisto durante la preparacién de la muestra. El utilizar este

método de reaccion nos permite tener mas control y seguridad durante su

preparacién, ya que el horno de microondas contiene un censor de presion de

seguridad y censor de control de temperatura que ofrece al operador multiples

niveles de seguridad. El sistema de preparacién por microondas se espera que pueda

ser usado para conveniencia, economia y uso libre de problemas.

Caracteristicas del método particularmente utilizado:

Preparacion de muestra rapida y econémica.

Caracteristicas de seguridad multinivel.

Control de presion y control de temperatura en forma precisa.

Uso de varios vasos de digestion para Microondas.

Consumo minimo de Voltaje de 950 watts.

La tecnologia del Microondas reduce significativamente el tiempo de
preparacion de la muestra y mejora la precision de analisis.

Permite obtener graficos en tiempo real y adquisicion de datos de los
parametros de temperatura y presion para monitorear las condiciones de
reaccion de la muestra.

Tiene etapas programables de los puntos de control de la Presién y la
Temperatura para repetir su programacion en futuras preparaciones.
Plataforma de rotaciéon reversible que asegura la absorcién de energia
uniforme de hasta 12 muestras durante una corrida.

Seleccién de vasos de presion moderada de aproximadamente 1380 kPa

(200 psi).

El procesamiento hidrotermal puede definirse como cualquier treaccion

heterogénea en presencia de disolventes (ya sean acuosos o 1o acuosos) bajo alta

presion y temperatura, para disolver y recristalizar (recuperar) los materiales que

son relativamente insolubles en condiciones ordinarias. La definicién de la
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palabra hidrotermal ha sufrido varios cambios desde el significado original de las

palabras griegas 'hydros' que significa agua y 'thermos' significa calor.

Recientemente, Byrappa y Yoshimura han definido a la reacciéon hidrotermal

como cualquier reacciéon quimica heterogénea en presencia de un disolvente

(acuoso o no acuoso) por encima de la temperatura ambiente y a presion mayor

que 101.325 kPa (1 atm) en un sistema cerrado [1]. Para la sintesis de la HAp por

via hidrotermal, se adopt6 la ruta seguida por la referencia[l], con la variante de

que el calentamiento se realizé entre 150 y 160 °C por medio de horno de

microondas y la reaccion se logré con vasos presurizados de teflén a una presion

de 690 kPa (100 psi).

Como materiales de partida se han usado ciertas cantidades de los treactivos

quimicos, de acuerdo al modelo de reaccién indicado en la tabla VIL

Tabla VII. Formulacion de las mezclas de reaccion, asi como los parametros de la

preparacion de los productos: nanofibras, nanocintas y nanoplacas

I
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Reaccion # | (g
_________ L
1 ! 0.0
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2 1 0.198
_________ | SR
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6 36
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Nanocintas-

nanoplacas

Nanoplacas
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1 1 1
representan las cantidad

Fosfato de potasio monobasico, hidréxido de potasio respectivamente.
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PROCEDIMIENTO UTILIZADO:

El procedimiento de sintesis por el método hidrotermal asistido por microondas fue

desarrollado como sigue:

/7
0‘0

Para la reaccion #1: Primeramente se disolvié el nitrato de calcio
tetrahidratado [Ca(NO3)2-4H20] (Sigma Ultra C4955) en 150 mL de agua
desionizada, durante 20 minutos con agitaciéon vigorosa. Por otro lado se
prepard una disolucion de fosfato de potasio monobasico [KH2PO4] (Electron
Microscopy Sciences 20250) junto con hidréxido de potasio [KOH] (SIGMA-
ALDRICH 221473) en 150 ml. de agua desionizada. Después de mezclar
rapidamente todos los componentes, la disolucién resultante fue transferida con
pipeta para llenar 12 vasos de teflon para uso exclusivo en sistema de
calentamiento por microondas (tipo “Lined Digestion Vessels”) afadiendo 25
mlL a cada vaso, cerrandolos e introduciéndolos inmediatamente en un horno de
microondas (CEM MDS-2100, con potencia nominal de 1000 W) por un
tiempo de aproximadamente 24 horas.

Para las reacciones H#2-#5: Primeramente se  prepaté  una
disolucién/suspension  (dependiendo la  cantidad de 4cido  glutimico,
determinada en cada reaccién de la tabla VII) con acido glutimico
[C;HNO,H,O] (SIGMA G1126) y nitrato de calcio tetrahidratado
[CaNO,),4H,0] (Sigma Ultra C4955) en 150 mL de agua desionizada,
calentada aproximadamente a 60 °C y vigorosamente agitada durante 2 horas.
Por otro lado se prepard una disolucién de fosfato de potasio monobasico
[KH,PO,] (Electron Microscopy Sciences 20250) junto con hidréxido de potasio
[KOH] (SIGMA-ALDRICH 221473) en 150 mL de agua desionizada. Después
de mezclar rapidamente todos los componentes, la disolucién resultante fue
transferida con pipeta para llenar 12 vasos de tefléon para uso exclusivo en
sistema de calentamiento por microondas (tipo “Lined Digestion Vessels”)
afiadiendo 25 ml. a cada vaso, cerrandolos e introduciéndolos inmediatamente
en un horno de microondas (CEM MDS-2100, con potencia nominal de 1000

W) por un tiempo de aproximadamente 24 horas.
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% Para la reaccion #6: Primeramente se prepard una suspension con dcido
glutimico [C.H,NO,H,O] (SIGMA G1126) y nitrato de calcio tetrahidratado
[Ca(NO,),4H,O] (Sigma Ultra C4955) en 150 ml de agua desionizada,
calentada aproximadamente a 60 °C y vigorosamente agitada durante 2 horas.
Por otro lado se prepar6 una disolucion de fosfato de potasio monobasico
[KH,PO,] (Electron Microscopy Sciences 20250) junto con hidréxido de potasio
[KOH] (SIGMA-ALDRICH 221473) en 150 mL de agua desionizada. Después
de mezclar rapidamente todos los componentes, la disolucién resultante fue
transferida con pipeta para llenar 12 vasos de teflén para uso exclusivo en
sistema de calentamiento por microondas (tipo “Lined Digestion Vessels”)
afiadiendo 25 ml. a cada vaso, cerrandolos e introduciéndolos inmediatamente
en un horno de microondas (CEM MDS-2100, con potencia nominal de 1000

W) por un tiempo de aproximadamente 24 horas.

Figura 9: Vaso de Teflén (junto al carrusel)

La reaccién en todos los casos se llevé a cabo a una temperatura de 160 °C y a una
presién maxima constante de aproximadamente 690 kPa (100 psi). El precipitado
depositado en el fondo de los vasos fue recolectado y lavado vatias veces con agua

desionizada y etanol absoluto, respectivamente.
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TECNICAS UTILIZADAS PARA LA CARACTERIZACION
Espectroscopia infrarroja (FTIR)

Con el fin de asegurar la obtencién de hidroxiapatita, los analisis FTIR se llevaron a
cabo utlizando wun espectrofotémetro Bruker vector 33, EE.UU. Las
nanoestructuras para las nanoestructuras de placas HAp sintetizadas se separaron de
la solucién de reaccién y se lavaron varias veces con agua destilada, con el fin de
eliminar los residuos quimicos de la mezcla de reaccién y otros posibles
componentes formados durante la reaccion de sintesis. A continuacion, la muestra se
secO. Para el analisis de transmitancia, la muestra seca fue molida en polvo fino y se
mezclé con bromuro de potasio (KBr) en una relaciéon de volumen de 1:10,
respectivamente. Ademads se realizé un analisis usando la técnica de reflectancia, con
una frecuencia de 4 cm' de resolucién. Se colocé una muestra directamente sobre el

equipo. Los resultados se pueden ver en la pagina 53.

Figura 12: Espectrometro Infrarrojo (FTIR) Thermo Scientific, modelo Nicolet6700, visto

con la configuraciéon en modo Transmitancia (a), Reflectancia (b)
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Microscopia Electronica de Barrido con Electrones (SEM y FE-SEM)

El Microscopio electrénico de barrido (SEM, Scanning Electron Microscope) por
sus siglas en inglés, o MEB en espafiol), es aquel que utiliza un haz de electrones en
lugar de luz para formar una imagen. Para lograrlo, el equipo cuenta con un
dispositivo (filamento) que genera un haz de electrones para “lluminar” la muestra y
con diferentes detectores se recogen después los electrones generados de la
interaccién con la superficie de la misma para crear una imagen que refleja las
caracteristicas superficiales de la misma, pudiendo proporcionar informacién de las
formas, texturas y en forma visual, la diferencia en composicién quimica de sus
constituyentes. Tiene una gran profundidad de campo, la cual permite que se
enfoque a la vez una gran parte de la muestra. También produce imagenes de alta
resolucion, que significa que caracteristicas espacialmente cercanas en la muestra
pueden ser examinadas a una alta magnificacion. La preparacion de las muestras es
relativamente facil pues la mayoria de estos microscopios sélo requieren que estas
sean conductoras (se requiere recubrir la muestra con una capa fina de grafito u oro)

o pueden ser vistas (con baja resolucion) en un microscopio con bajo vacio (SEM-

LV).

En un microscopio electrénico de barrido tipo SEM (como el de la figura 13), la
muestra generalmente es recubierta con una fina capa de carbén o de un metal como
el oro, para darle propiedades conductoras a la muestra. Posteriormente es barrida
con los electrones acelerados que viajan a través del cafién. Un detector mide la
cantidad de electrones enviados que arroja la zona analizada de la muestra, siendo
capaz de mostrar figuras en tres dimensiones, proyectados en una imagen dentro de
un monitor de PC o capturadas en una imagen digital. Su resolucién esta entre 4 y 20
nm, dependiendo de las condiciones de observacién del microscopio. A diferencia
del microscopio 6ptico, la luz se sustituye por un haz de electrones, las lentes por
electroimanes y las muestras se hacen conductoras recubriendo su superficie con oro

o grafito.
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Figura 13. Microscopio Electrénico de Barrido JEOL JSM-6390LV

Los nuevos microscopios de barrido FE-SEM trabajan utilizando como fuente de
electrones un cafién de emisién de campo, ya sea de tipo citodo frio “Cold FE”
(figura 14a) o de catodo caliente tipo “Schottky FE” (figura 14b), que proporcionan
haces de electrones de alta y baja energfa mas focalizados, lo que permite mejorar la
resolucién espacial, minimizar cargas sobre el espécimen a observar, causando
ademds menos dafios en muestras sensibles. Gracias a los detectores especiales, es
posible obtener imagenes de alta resolucién trabajando a bajo vacio y muy bajos
kilovoltajes (kV) sin necesidad de metalizar las muestras (no se necesita recubritlas
con 0ro), lo que permite visualizar muestras bioldgicas y materiales de muy diverso
tipo (polimeros, ceramicas no conductoras, materiales hibridos organo-inorganicos,
etc.), incluso a la escala nanométrica. Es muy importante recalcar la limpieza y
almacenar muestras de la microscopia electronica en la preparacion para la
proyeccion de imagen y el andlisis de la alta calidad. Por lo general se utiliza un
proceso no destructivo de limpieza con luz ultravioleta (UV), para quitar
rapidamente los hidrocarburos superficiales de muestras y poder observar
adecuadamente en el FE-SEM una imagen de alta resolucién y/o supetficial usando
los electrones secundarios, electrones retrodispersados o explorando los métodos
opcionales de la transmision de electrones por STEM mucho mas faciles, quitando

las capas superficiales del hidrocarburo que podrian causar la concentracién y las
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dificultades del astigmatismo y que obscurecerian el detalle de la superficie y del
borde. Las muestras se preparan de esta manera también para obtener mejores
resultados para el andlisis de EDS y para otras aplicaciones mds, donde la
contaminacién superficial puede suprimir cualquier tipo de informacion. ILos
equipos especiales para la limpieza por medio de UV, permite controlar tiempos

desde 1 minuto hasta tiempos limpieza de 30 minutos.
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Figura 14b. Microscopio Electrénico de
Barrido de Emisién de Campo de Catodo
Caliente (“Schottky FE) marca JEOL JSM-
7800F. El cafién de electrones requiere
calentar el catodo a una temperatura

aproximada de 1800 K (> 1,500 °C).

Figura 14a. Microscopio Electrénico de
Barrido de Emisién de Campo de Catodo Frio
(“Cold FE”)de ultra alta resolucién marca
Hitachi SU8030. El cafién de electrones tiene
un catodo funcionando a temperatura
ambiente.

Microscopia Electréonica de Transmision

Un microscopio electrénico de transmision (TEM, por sus siglas en inglés, o MET,
en espafiol) es un microscopio que utiliza un haz de electrones para visualizar un

objeto, donde lo caracteristico de este microscopio es el uso de una muestra
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sumamente delgada (ultrafina) y que la imagen se obtenga de los electrones que
atraviesan la muestra. Los microscopios electrénicos de transmision pueden
aumentar un objeto hasta un millén de veces. Para esto, se irradia una muestra
delgada con un haz de electrones de densidad de corriente uniforme, cuya energfa
esta dentro del rango de 100 a 200 keV. Parte de esos electrones son transmitidos,
otra parte son dispersados y otra parte da lugar a interacciones que producen
distintos fenémenos como emision de luz, electrones secundarios y Auger, rayos X,
etc. Todas estas seflales se pueden emplear para obtener informacién sobre la
naturaleza de la muestra (morfologia, composicién, estructura cristalina, estructura
electronica, etc.). El microscopio electronico de transmision emplea la
transmision/dispersion de los electrones para formar imagenes, la difraccién de los
electrones para obtener informacién acerca de la estructura cristalina (asi como la
emisién de rayos X caractetisticos para conocer la composicién elemental de la
muestra).

Para que se produzca la transmisién de electrones a través de la muestra es necesatio
que ésta sea delgada, es decir, transparente a los electrones. Es recomendable no
utilizar muestras de mas de 100 nm de grosor ya que cuanto menor sea el espesor de
la muestra mejor calidad de imagenes se puede obtener.

La morfologia y microestructura se observaron utilizando un JEOL JEM-2100F
usando 120 kV como tensién de aceleraciéon, en campo brillante convencional y las
imagenes de alta resolucién se registraron. Ademds, la mayoria de las iméagenes se
analizaron usando el software Digital Micrograph con el fin de analizar la estructura
cristalina de nanoplacas de HAp. Preparacion de la muestra era relativamente simple,
la muestra se secé y después una pequefla cantidad de material fue puesto en una

rejilla de cobre de carbono de pelicula de 3 mm de didmetro.
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Figura 15 y 16. Microscopio Electrénico de Transmision (izquierda) y rejilla de cobre
(derecha)

Figura 17 y 18.0bservacién de nanoplacas (izquierda) y patrén de difraccion de electrones
(derecha)
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Figura 19. Impresion del patrén de difraccion de electrones

Difraccién de rayos X de polvos (XRD)

Para corroborar la obtenciéon de una fase de hidroxiapatita adecuada, analisis de
XRD se llevaron a cabo a polvos finos de cada una de las nanoestructuras de HAp
sintetizados. La muestra se seca y se muele cuidadosamente utilizando un mortero y
pistilo. Los patrones de difraccién de rayos X de todas las muestras se registraron en
un difractémetro (Siemens D5000) que opera a 35 kV y 15 mA, con una radiacién
Cu-K,. Las mediciones se realizaron a pattir de 10° 2 90° en una escala de 2 6 con un

tamano de paso de 0,05°.
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Figura 20 y 21. Difractémetro de Rayos X Siemens (izquierda) y su goniémetro (derecha)

), ST R AT T

o it -

Figura 22 y 23. Salida de Rayos X y portamuestra (izquierda) y difractograma visto en el
monitor del equipo (derecha)

Dispersion Dinamica de Luz

La técnica de dispersién dinamica de luz (DLS por sus siglas en ingles) se basa en la
medicion de las fluctuaciones dependientes del tiempo en la intensidad de la luz
dispersada por particulas bajo movimiento browniano aleatorio (Kaszuba e al,
2008). En la practica, la medicién de tamafio de particula de polvos nanométricos
requiere la dispersién de estos en un solvente apropiado, lo que normalmente se
logra con el uso de surfactantes especificos. Los instrumentos actuales de dispersion
dinamica de luz (DLS) pueden determinar la distribucién de tamafio de particula de
una muestra en el rango de valores desde 0.1 nm hasta decenas de pm. Los analisis

por dispersién dinamica de luz se realizaron en un equipo Zetasizer Nano S Malvern
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Instruments Ltda. El equipo utiliza un laser He-Ne de 4 mW, operando a una
longitud de onda de 633 nm. Los polvos analizados fueron previamente dispersados
en agua en presencia de Triton™ X-114 como surfactante, este con una

concentracion del 5%.

24D 24c

Figura 24. a) Equipo Zefasizer Nano S marca Malvern; b) celda (“cubeta”) cuadrada de
poliestireno (12 cm x 12 cm x 45 cm) con muestra de HAp en agua con surfactante; c)

Compartimento donde se aloja la celda dentro del equipo.
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Capitulo 3

RESULTADOS Y SU DISCUSION

Microscopia de Barrido con Electrones (SEM)
Las micrografias de diferentes nanoparticulas obtenidas en la sintesis de

hidroxiapatita (HAp) a diferentes concentraciones de Acido Glutamico, se muestran
a continuacion, las cuales se observaron en un SEM convencional con filamento de
tungsteno, recubiertas (metalizadas) a través de una depositacion fina de pelicula de
oro, con el objetivo de que las nanoparticulas de HAp no se “carguen” vy

distorsionen la imagen.

15kV X160 100pm 15KV X1,300  10pm

(1)

8KV X10,000 . Tpum

(19

Imagenes 1a, 1b, 1c (X160, X1,300 y X10,000 aumentos respectivamente), capturadas en
un SEM con filamento de tungsteno. I.a muestra corresponde a la mezcla de reaccion #01.
La imagen 1a muestra una esfera semiamorfa tal vez deformada durante el proceso de
filtrado y secado. La imagen 1b muestra un conjunto de fibras irregulares que conforman la
esfera, donde algunas de estas fibras estan agrupadas en forma de “brocha” (flecha) y otras
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disgregadas. La imagen 1c muestra las fibras amplificadas, en donde los espesores mas
delgados de cada una de ellas presentaron tamafios entre 120-180 nm. En las tres imagenes
se observa una ligera “carga” en la superficie de la muestra, a pesar de haber realizado una
depositacién fina de pelicula de oro por 3 minutos de duracién. pH=9-10.

X o p \ _
15KV X4,0000 " ' 15kV  X40,000 0.5pm
(2b)

Imagenes 2a y 2b (X4,000 y X40,000 aumentos respectivamente), capturadas en un SEM
con filamento de tungsteno. L.a muestra observada corresponde a la mezcla de reaccién #02.
La imagen 2a muestra pequefias esferas de aspecto espinoso formadas en su mayorfa con
nanofibras redondas y algunas pocas nanocintas. La imagen 2b muestra que el tamafio de las
nanofibras redondas es aproximadamente entre 40-90 nm de espesor. pH=8.

¥

15kV  X22,000 1pm

(32 (3b)

Imagenes 3a y 3b (X1,500 y X22,000 aumentos respectivamente), capturadas en un SEM
con filamento de tungsteno. La muestra corresponde a la mezcla de reaccion #03. La
imagen 3a presenta particulas colapsadas durante el filtrado secado, con tamafos largos
mayores a 10 um en forma de cintas, formadas a su vez por multiples nanofibras (ver flecha
imagen 3b), estas dltimas con espesores menores a 100 nm en su mayorfa. pH=5.
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15kM7 ~ X5,0007  Sum

) y X10,000 aumentos
1s en un SEM con
muestra cotresponde a
_as imagenes presentan
itas, la mayoria con
ichos vatiados (finas y
presenta un tamafio (4b)

X10,000 " 1pm

£1¢

i
=5
7 v
!

15Ky 0,000

Imagenes 4c y 4d (X10,000 y X40,000 aumentos respectivamente), capturadas en un SEM
con filamento de tungsteno. La muestra corresponde a la misma mezcla de reaccién #04.
Las imagenes presentan particulas en forma de fibras sueltas y algunas aglomeradas
formando cintas en forma de “brochas” (flechas). I.a mayoria de las fibras sueltas presentan
tamafios menores a 100 nm, pero agrupadas en forma paralela (parecidas a brochas) tienen
tamafios mayores a 200 nm, ya que forman fajos con 4 o mas fibras. pH=4-5.
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15kV. 7 'X5,000 | 5pm

15KV X10,000 _ 1pmh CENAM

Imagenes 5a y 5b (X5,000 y X10,000 aumentos respectivamente), capturadas en un SEM
con filamento de tungsteno. La muestra corresponde a la mezcla de reaccién #05. Las
imdgenes presentan particulas en forma de nanocintas sueltas y algunas aglomeradas
formando nanoplacas. Las fibras sueltas y las nanoplacas presentan tamaflos en sus
espesores menores a 100 nm. pH=4.

Las imégenes 6a, 6b, 6c, 6d muestran pequefias esferas (de apariencia espinosa)
compuestas con nanoplacas de hidroxiapatita obtenidas por medio de la sintesis por
el método hidrotermal asistido por microondas (24 h), donde una pequefia gota de

liquido se colocéd sobre cinta adhesiva de grafito (antes del enjuague y filtracion),

permitiendo dejar evaporar el liquido antes de introducir la muestra al SEM.
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X33 500pm CENAM X330 CENAM

15kV X900  20pm CENAM 15kV  X3,300 5um CENAM
(6¢) (6d)
Imagenes 6a, 6b, 6¢c y 6d: Esferas pequefias conformadas de nanoplacas de HAp
observadas por SEM a 15 kV a varias amplificaciones. Los parametros de preparacioén de la
reaccién #6 fueron los siguientes: G=3.6 g, Ca =143 g, P = 1.21 g, OH = 0.8 g, volumen
de liquido = 300 mL, T= 160 °C, en 3 etapas: 7 - 13 -3 horas continuas, con pausas de 11
horas entre cada una de las 3 etapas.

Las imagenes 6e y 6f muestran las nanoplacas colapsadas de los cimulos esféricos
obtenidos (de las imagenes 6a-6d) resultado de la filtracién por vacio de la
hidroxiapatita, después de 24 horas de reaccién, con una relaciéon Ca/P = 1.67
aproximadamente. Las nanoplacas presentan espesores menores a 100 nm y

dimensiones variables a escala micrométrica a lo largo y ancho de las mismas

(aproximadamente 1-5 pm de largo y 1-3 pum de ancho o menor).
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0.5um ~ CENAM

(6e) | (69
Imagenes Ge y 6f Nanoplacas observadas por SEM a 15 kV a X7000 y X50,000
amplificaciones (respectivamente), donde se aprecia una morfologfa tipo “corteza de arbol”.

En la imagen 6f se puede observar la vista lateral de una nanoplaca con aproximadamente 93
nm de espesor. Las muestras se recubrieron con una delgada capa de oro.

Microscopia de Barrido con Electrones de Emision de Campo (FE-SEM)

De las imagenes 7a y 7b se observan las nanoplacas de hidroxiapatita vistas en el
Cold FE-SEM, a varios voltajes de aceleracién sin necesidad de recubrimiento
conductor. Estas imagenes tienen mejor resolucién gracias a los diferentes sistemas
de deteccién de sefial y caracteristicas propias del microscopio. En cada imagen se
indican las condiciones de observacién en la “barra de datos de la imagen” (figura
25). Esta barra de datos del microscopio de Hitachi puede ser configurada por el
usuario para mostrar la variedad de condiciones del instrumento (voltaje de
aceleracién, distancia de trabajo, tipo de detector) y los parametros de la imagen
(amplificacién, escala de referencia). Abajo esta la explicacién de los mas comunes

utilizados:

SU8040 2.0kV 1.5mm x20.0k SE(U)

Sefial del
Detector

Texto Distancia
{Modelo equipo) de trabajo

Escala Marcada: Su valor es la longiitud
total (cada division = 1/10 del total)

Voltaje de Amplificacion
Aceletacién (Magnificacion)

™)

Figura 25: Barra de datos comunmente desplegada en cada imagen capturada.
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Electrode UPPER(SE)
e | —

Top

EXB

Upper

[ R
‘ SU80X0 1.0kV 1.5mm x15.0k SE(U) 3.00um

Control
electrode

Lower SE BSE

Sample T T
(7a)

Imagen 7a: Nanoplacas de hidroxiapatita observadas por Cold FE-SEM (derecha) a una
amplificacién de X15,000, a 1 kV, utilizando el detector “Uppet”. El modo de deteccién de
electrones secundarios (SE), indicado con flechas rojas (izquierda), se encarga de resaltar la
informacién de la superficie superior de las nanoplacas, para confirmar la topografia general
de la supetficie de la muestra. En la imagen de abajo (7a-bis) se observan algunas nanoplacas

vistas de canto.

SUB0X0 1.0kV 7.3mm x10.0k SE(U)
(7a-bis)
Imagen 7a-bis: En la imagen se observan algunas nanoplacas vistas de canto (X10,000).
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Lowerl?& SE BSE
[ 1

Sample

(7b)
Imagen 7b: Nanoplacas de hidroxiapatita observadas por Cold FE-SEM (derecha) a una
amplificacién de X10,000, a 1 kV, utilizando el detector “Lower”. El modo de detecciéon de
electrones secundarios (SE) mas electrones electrodispersados (BSE), indicado con flechas
rojas y azules respectivamente (izquierda), se encarga de mejorar la informacién topografia
general de la superficie de la muestra. En la figura 7b-bis se observan subcapas sobre la

anoplacas, las cuales no se podian ver en la figura 7a.

supetficie de las n:
; T
o

-

SU80X0 1.0kV 10.0mm x15.0k SE(L)
(7b-bis)
Imagen 7b-bis: Se observan subcapas sobre la superficie de las nanoplacas, las cuales no se

podian ver en la figura 7a.
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@ SU80X0 1.0kV 1.5mm x15.0 3.00um
Control

electrode

Lowerl SE  BSE

== 11
Sample

(7c)
Imagen 7c: Nanoplacas de hidroxiapatita observadas por Cold FE-SEM (derecha) a una
amplificacién de X15,000, a 1 kV, utilizando el detector “Upper”. El Sistema ExB legendario
de Hitachi permite filtrar Electrones secundatios de baja energfa, como se muestra en la
imagen de la izquierda, que representan la informacién de la retrodispersién de bajo angulo
(LA-BSE) mezclado con algo de sefial de electrones secundarios (SE) para identificar la
estructura de la superficie de hidroxiapatita. En la figura 7c-bis (la cual se observa a X30,000)
que la nanoplacas estan formada por nanocintas unidas a lo ancho (flechas blancas).

SUB0X0 1.0kV 1.5rpM x30.0k LA70(U)
(7c-bis)
Imagen 7c-bis (la cual se observa a X30,000) muestra que las nanoplacas estan formada por

nanocintas unidas a lo ancho (flechas blancas).
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hccelerated SE SUB0X0 0.5kV-D 1.8mm 0k SE+BSE(TU)
a—

= hocelerated BSEX?

(7d)
Imagen 7d: Nanoplacas de hidroxiapatita observadas por Cold FE-SEM (derecha) a una
amplificacién de X100,000, a 0.5 kV, utilizando el detector “Top+Upper”. El Sistema tiene
la capacidad de separar la sefial de baja energfa y alta energfa. La sefial de baja energia es
detectada por el detector superior (““Top”). Sefial de baja energfa es beneficiosa para resaltar
el contraste de voltaje, pero es muy susceptible a que se la muestra se “cargue”. La sefial de
alta energfa es detectada por el detector superior (“Upper”). La sefial de alta energfa es
beneficiosa para obtener la imagen topografica con rica informacion. La sefial de alta energfa
puede mantenerse suministrando informaciéon muy estable, incluso en la observacion de
esta muestra no conductora. En la figura 7d-bis (la cual se observa a X300,000) muestra que
la nanoplacas estan construidas por numerosas y pequefias nanocapas (flechas).

)

(7d-bis)
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Imagen 7e: Nanoplacas de hidroxiapatita observadas en corte lateral por Cold FE-SEM a
una amplificacién de X350,000, a 0.5 kV, utilizando el detector “Upper”. Se pueden
observar en la zona de medicién (flecha) pequerias nanofibras que conforman la nanoplaca.
El tamafio promedio medido del espesor de la nanoplaca es de aproximadamente 62.3 nm.

x100,000 3.0kV UED
Imagen 7f: Nanoplacas de hidroxiapatita observadas en corte lateral por Schottky FE-SEM
de JEOL, a una amplificacién de X100,000 a 3.0 kV. El tamafio del espesor de las
nanoplacas que estan perpendiculares al plano de medicién varia entre 40 nm y 80 nm
aproximadamente.
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Microanalisis por Espectroscopia de Energia Dispersiva de Rayos X (Energy
Dispersive X-Ray Spectroscopy, “EDS”)

La relacion Ca/P es importante en las estructuras de HAp dado que, como se ha
mencionado en la tabla VI, en las HAp comerciales pueden existir gran cantidad de
impurezas que modifiquen el comportamiento, hay que tener en cuenta que esta
relacion tiene un valor orientativo. Asf tenemos que, mientras menor sea la relacion
Ca/P, mayor es la acidez y solubilidad de la muestra. Para relaciones Ca/P < 1,
tanto acidez como solubilidad presentan valores muy elevados. Por otro lado, estos
parametros disminuyen bastante para relaciones Ca/P préximos al valor de 1.67, el
cual corresponde al valor de la hidroxiapatita estequiométrica, Ca10(POa4)s(OH)2.
Varios analisis EDS se llevaron a cabo a las muestras obtenidas utilizando cada uno
de los diferentes tipos de mezclas de reaccién mencionadas antetiormente. Cada
muestra se analizé en diez sitios diferentes y los resultados del porcentaje atbmico se
utilizaron para determinar la composicién elemental medio de la muestra. Aunque
las superficies de las muestras no eran completamente lisas, los resultados fueron
similares en la mayorfa de los sitios analizados. Utilizando los resultados de EDS de
cada tipo de muestra, la media de la relacién Ca/P se calculé. A pesar de la
composiciéon quimica similar (exceptuado en el contenido de 4cido glutimico), el
valor de la relacién Ca/P vatia para los diferentes tipos de muestras. La tabla VIII
muestra el promedio de la relacién Ca/P determinado para cada tipo de mezcla de
reaccion utilizada en esta investigacion. Ademas, el espectro 1 muestra un ejemplo
de EDS que se obtuvo de los microanalisis en las nanoplacas y en el espectro 2 y 3
se muestra un microandlisis en un diente humano. En el espectro, las sefiales
correspondientes a Ca y P fue etiquetado, las otras sefiales en el lado izquierdo
corresponde al oxigeno.

Tabla VIII. Relacion Ca/P promedio (calculada)

Mezcla de Relacién Ca/P

reaccion # promedio
Y IR/
I S R 173
R T 166
R R 165
s T 167
"~ 6 (nanoplacas) | 1675
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Espectro 1. Espectro EDS de las nanoplacas

obtenidas después de 24 horas de tratamiento

hidrotermal con 4cido glutamico=3.6 g, pH = 5. La
relacién promedio de Ca/P = 1.675 (desvest = Espectros 2 y 3. Espectros EDS del corte transversal de

0.202) un diente microanalizados en 2 zonas diferentes. La
' relacion Ca/P de la zona uno es 1.76 y de la zona dos es
1.74

Observacion de nanoplacas usando electrones transmitidos por STEM.

A través de un accesorio STEM del microscopio electrénico de barrido de emisién
de campo (con catodo frio) Hitachi, fue posible la observacién de las delgadas
nanoplacas de HAp, al formar una imagen de los electrones transmitidos a través del
sistema de detecciéon de Campo Brillante (BF)-STEM (absorcién de electrén) y
Campo Oscuro (DF)-STEM (contraste de nimero atémico). En las imdgenes a

continuacion se observan nanoplacas por STEM.

Imagen 8a y 8b (ambas a X50,000), vistas en Campo Oscuro (DF)-STEM (izquierda) y por
Campo Brillante (BF)-STEM (derecha). La muestra es una nanoplaca montada sobre una
malla para facilitar el paso de los electrones a través de ella (a 30 kV). La ventaja del STEM a
comparacién con el convencional TEM, es que las muestras de HAp no se degradaron
demasiado.
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SUBOXO 30.0kV 5.7mm x100k TE " 'soonm [l SUBOX0 30.0kV 5.7mm x150k TE 300nm

(8¢ (8d)
Imagen 8c y 8d (a X100,000 y X150,000 respectivamente), vistas en Campo Brillante (BF)-
STEM. En esta nanoplaca se observa que esta compuesta de varias nanocintas alineadas a lo
largo (flechas).

De la observaciéon de las morfologfas obtenidas de las reacciones #1 a la #6 (al
cambiar en cada una de ellas los contenidos de acido glutamico) incluyen lo
siguiente:
¢ Requieren un control muy preciso sobre las condiciones de reaccién, ya que
las sintesis antes mencionadas tienen poco o ningun control sobre
caracteristicas de las particulas de HAp (es decir, tamafio de particula, area de
aglomeracién superficial, forma, homogeneidad dentro de cada reaccién,
etc.).
En forma general, ayuda de la siguiente ilustracion, se puede resumir el resultado de
las reacciones con respecto a las morfologias obtenidas, variando la cantidad de

acido glutamico y su pH obtenido:
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Figura 26: Morfologfas obtenidas al variar el contenido de acido glutimico (Cg) y
relacionado con su pH obtenido.
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Espectroscopia infrarroja (FT-IR)

Los analisis por la técnica de espectroscopia infrarroja (FT-IR) de las muestras
muestran que la hidroxiapatita se obtuvo exitosamente. Cada una de las muestras
analizadas genero un espectro similar al mostrado en el espectro 4. Las principal
contribuciones de grupos (PO,”) y (OH) para el espectro IR fueron identificadas. L.a
banda a 962 cm™ estaba relacionada con la vibracién de estiramiento de iones PO,”,
y las bandas a 1101/1081, 1034/1021, 635/629, 605/599, 565/559, 471/472 cm se
asociaron a la  vibracion de deformacién de iones fosfato por
transmitancia/reflectancia respectivamente. Unas sefiales intensas fue registradas
en 3568 y 630 cm que corresponden a la vibracion de los grupos OH. Todas las
seflales registradas eran estrechas y también tienen altas intensidades. El espectro 4
mostrado a continuaciéon fue similar a los descritos en trabajos anteriores, que

confirma la obtencién de HAp [11].

Tabla IX. Resultados del analisis por FT-IR en modo de transmitancia y Reflectancia

Asignacion Frecuencia Vibracional Observada (cm-)
Transmitancia Reflectancia
PO,3 deformacion v, 471 472
PO43 deformacion v 565 559
PO4- deformacion vy 602 599
OH estructural 630 630
PO43 estiramiento v 962 961
PO,3 deformacion vs 1034 1021
PO,3 deformacion vs 1101 1081
OH estructural 3568 3568
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Espectro 4. Espectro FT-IR obtenido por transmitancia. Este muestra la identificacion de

bandas caracteristicas correspondientes a HAp

Microscopia Electronica de Transmision de Alta Resolucion (HRTEM)

Diferentes superficies de nanocintas y nanoplacas fueron observadas por HRTEM.

Arreglos de lineas y puntos fueron registrados en las imagenes, las cuales

corresponden a la estructura cristalina de la HAp. Usando el software Digital

Micrograph® disefiado por Gatan, fue posible determinar las distancias de

separacion entre las lineas de la imagen, que son las distancias interplanares en la

estructura de HAp. Para las nanoplacas, esas lineas en la orientaciéon horizontal

tienen una separacion de 0.525 nm la una de la otra, y esta distancia esta relacionada

a los planos (101). Las lineas en la direccién vertical tienen un espaciamiento

interplanar de 0.472 nm y corresponden a los planos (110).
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Imagen 9: Imagen de HRTEM de la superficie de una nanoplaca. El arreglo de puntos y
lineas es consecuencia de la estructura cristalina de HAp. Un par de distancias interplanares
fueron determinadas. El recuadro negro dentro de la imagen HRTEM muestra una FFT
obtenida del area marcada.

Fue dificil de obtener patrones de difraccion de las nanoestructuras debido a la alta
energfa del haz de electrones, la cual podrfa producir degradaciéon en la muestra casi
inmediatamente. El recuadro negro dentro de la imagen 9 es la transformada rapida
de Fourier (FFT) del area de la muestra que estd dentro del recuadro. De esta FFT se
produjo un arreglo de puntos el cual tiene una simetria 2 alrededor del eje de Zona.
Los planos cristalinos que contribuyeron a formar la FFT fueron los (110) y los
(101). La intensidad observada dentro de los puntos relacionados con los planos
(110) es mas alta que la asociada al plano (101). Lo dltimo es evidencia de que los
planos (110) son mas abundantes dentro de la estructura cristalina. Cuando otras
nanoplacas fueron observadas, se obtuvieron resultados interesantes. L.a imagen 10
muestra una imagen de alta resolucién de una superficie de otra nanoplaca. Esta

imagen fue muy similar a otras obtenidas de otras muestras de HAp. Todas las
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iméagenes tienen en comun el arreglo lineal con separaciones aproximadas de 0.343
nm correspondiente a los planos (002), y 0.35 nm relacionados a los planos (201).
Ademas, las FFT producidas de la mayoria de las imdgenes tienen arreglos similares
de puntos tales como estan mostrados en el recuadro de la imagen 10. El patrén de
puntos en la imagen tiene una simetrfa 2. La alta intensidad observada corresponde a
los planos (002) y por lo tanto, es posible suponer que esos planos cristalinos son

mas abundantes dentro de la estructura cristalina de HAp en las nanoplacas.

Imagen 10. Imagen de HRTEM de la superficie de otra nanoplaca. En esta imagen, se
determino la distancia interplanar relacionada con los planos (201) y (002). El recuadro
negro dentro de la imagen HRTEM muestra una FFT obtenida del area dentro del cuadrado
marcado. Los puntos fueron asociados a sus planos correspondientes.
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Con respecto a las nanocintas, varias imagenes fueron tomadas de diferentes
superficies de las mismas, como las mostradas en la imagen 3b, en donde se aplicé
un proceso similar como el arriba descrito, utilizando el programa disefiado por
Gatan. Los resultados obtenidos fueron similares a los encontrados en las
nanoplacas. La imagen 11 muestra una imagen HRTEM de la superficie de una
nanocinta. Claramente se observa un arreglo de puntos en esta figura, donde fueron
determinadas las distancias de 0.407 nm y 0.308 nm. La FFT mostr6 un patrén de
puntos correspondientes a los planos (200) y (210). Al aplicar la transforma inversa
al patrén en 11b se generd la imagen mostrada en la figura 11c, en esta imagen se
eliminé la contribucién de los planos mencionados anteriormente y por ello ya no
son tan visibles las lineas claras y oscuras que estan presentes en la imagen 11a. La
abundancia de los planos (200) es claramente verificada y consecuentemente, si en la
superficie de la nanocinta abundan los planos (200) y los (210) es posible afirmar que
a lo largo del espesor se tiene que la estructura cristalina tiene una orientacién

preferencial en la direccién [001].

N D e ’ Ea M e S

Imagen 11: a) Imagen de HRTEM de la superficie de una nanocinta, b) FFT de la zona
encerrada por el recuadro blanco, y ) imagen formada a través de la inversa de FFT de (b)
donde la sefial del plano (200) fue enmascarado. Note la eliminacién de puntos en (c), estos
son claramente observados dentro del cuadro en (a).

57



En el caso de nanofibras, se pudieron llevar a cabo observaciones a bajas
amplificaciones en transmisiéon convencional de las muestras, pero la obtencién
imagenes a alta resolucién fueron un poco mas dificiles de obtener debido al rapido
deterioro de los nanocristales de HAp producido por la energfa del haz de
electrones. Por la misma razén no se pudieron obtener patrones de difraccién de
electrones. La imagen 12 muestra una imagen convencional de una nanofibra en
campo claro y es posible observar una sola fibra en detalle. El espesor de esta
nanofibra fue uniforme y fue muy corto en comparacién con su longitud. La
homogeneidad en el espesor, fue un atributo en comun en la mayorfa de las
nanofibras observadas. Las condiciones de operacién del microscopio permitieron
generar una micrograffa en HRTEM de un extremo de una nanofibra, la cual
también es mostrada en esta figura. En la imagen es posible observar un arreglo
periédico de lineas de puntos. Las distancias entre las lineas fueron determinadas y
tuvieron una distancia de 0.471 nm relacionadas con los planos (110) y 0.81 nm que
correspondieron a los planos (100). Cuando se generé una FFT de la imagen de
HRTEM, un arreglo de puntos se obtuvo y también se muestra dentro de la misma
imagen 12 (recuadro negro). El patrén de puntos fue formado por las
contribuciones de los planos (100) y (110). Los puntos de mayor intensidad
observados corresponden a las contribuciones de los planos (110) y esto es una
evidencia de la abundancia de este tipo de planos. Ambas familias de planos estan
presentes en la superficie lateral de la nanofibra y por su geometria podemos deducir
que la longitud de la nanofibra es paralela al eje “z” y por ende esto podtia hacernos
suponer que las nanofibras crecieron preferencialmente en la direccién [001]. Mas
observaciones por HRTEM se tendtian que llevar a cabo para corroborar esta

suposicion.
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Imagen 12: Imagen de TEM de una nanofibra mostrando su morfologia. La fibra es
redondeada en los extremos. Una imagen HRTEM de uno de sus extremos es mostrada en
la esquina superior derecha. Una FFT de la imagen HRTEM es desplegada también, donde
los puntos en la FFT fueron indexados.

La concentracién de acido glutamico junto con las condiciones de reaccion usadas
para la reacciones de sintesis contribuyen a controlar la morfologfa y las dimensiones
de nanofibras. Es posible que esta sustancia quimica guie el crecimiento del cristal
para obtener estructuras finas como las nanofibras, nanocintas y nanoplacas.

En cuanto a la estructura cristalina de HAp [mencionado en paginas 11-16], hay dos
tipos de iones de calcio. El calcio tipo I estd rodeado por nueve vecinos mas
proximos y el de calcio tipo II tiene un numero de coordinacion de siete. Varias
columnas estan formadas por iones de calcio tipo I como se muestra en la figura 27

(esferas grises). Las columnas son paralelas a la direccion [001].
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Figura 27: Representacion de la estructura cristalina de HAp con Acido Glutimico. El
Calcio tipo I interactia con el grupo carboxilo de la molécula del acido glutimico para
formar el complejo quelato. Estos complejos permanecen sobre la superficie del cristal y
pueden influenciar el crecimiento del mismo.

De acuerdo con los resultados obtenidos en esta investigacion, es posible suponer lo

siguiente:

Los iones de calcio tipo I podrian estar interactuando con los grupos
carbonilo del acido glutamico y generar complejos quelatos. La formacion de
estos quelatos podtia hacer dificil el crecimiento de cristales en las superficies
donde se formaron, y entonces podtia influir en el habito de crecimiento de
los cristales. Si la concentracion de acido glutamico es baja, algunos iones de
Ca en las columnas podria ser libre de la formacién compleja y
posteriormente, el cristal puede crecer y producir nanoplacas. Cuando la
concentracion de acido glutamico se incrementa, la mayoria de los iones de
Ca en las columnas es compleja. Esto ultimo podria permitir al cristal a
crecer principalmente en la direccién [001] y nanofibras se pueden generar.
Experimentos adicionales se estan diseflando y llevando a cabo pata apoyar

esta suposicion.
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Difraccion de rayos X (DRX)

Los resultados de DRX también confirmaron la obtencién de cristales de
hidroxiapatita sintética. La identificacién de fase se realiz6 por comparacién con
algunos archivos de difraccién de polvo (PDF) que corresponden a diferentes fases
de hidroxiapatita sintética. Las fases mds similares eran los correspondientes a los
PDF 86-1199 y 84-1998. Todas las muestras sintetizadas producida por igual
resultados de DRX de que mostraron en espectro 5.
El difractograma mostrado en el espectro 5 es andlogo al de los PDF arriba
mencionados. Algunas diferencias se puede observar. El mas relevante es la sefial en
39.8° de 20 que estd relacionada con los planos (130). Esta sefial es casi igual de
intensa que en el correspondiente a 34.08° (202) en el PDF 86-1199 y PDF 84-1998,
sin embargo, el pico del difractograma correspondiente a la sefial de (130) es mayor
que la relacionada con la sefial de (202), como puede ser visto en el difractograma 6.
Ademas, la seflal en 28.95° asociados a (210) es algo mayor que la sefial
correspondiente a los planos (100) en 10.82°. Es posible que unos pocos cristales de

HAP tengan abundancia relativa de estos planos.
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Espectro 5: Difractograma de rayos X de HAp, donde se muestra la identificacion de las
reflexiones de la HAp cristalina.
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Im73-0293 (C) -Hydroxylapatite - Ca5(PO4)3(OH) - Y: 26.14 % - dx by: 1.- WL: 1.5406 - Hexagonal - I/lc PDF 1.1 - S-Q 6.8 % -

74-0565 (C) - Hydroxylapatite - Ca10(PO4)6(0OH)2- Y: 78.79 % -dx by: 1.- WL: 1.5406 - Hexagonal - I/lc PDF 1.1- S-Q 20.6 % -

84-1998 (C) - Hydroxylapatite - Ca5(PO4)3(OH) - Y: 78.84 % - dx by: 1.- WL: 1.5406 - Hexagonal - I/lc PDF 1. -S-Q 20.8 % -
M]86-1199 (C) -Hydroxylapatite, syn - Ca9.74(P04)6(OH)2.08 -Y:78.84 % -d xby: 1.- WL: 1.5406 -Hexagonal -1/t PDF 0.9- S-Q 25.4 % -
[H]86-1203 (C) -Hydroxylapatite, syn - Ca9(PO4)6(OH)1.68 - Y: 78.79 % -d x by: 1. - WL: 1.5406 - Hexagonal - I/lc PDF 0.8 - S-Q 26.6 % -

Espectro 6: Difractograma de rayos X de HAp, visto completamente extendido en 3 partes
(obtenido desde 2.858° hasta 99.898°, con un paso de 0.03°), donde se muestra su
correspondencia con respecto a 5 archivos de difraccion de polvo (Powder Diffraction Files
6 PDF por sus siglas en inglés) que confirma la identificacion del material cristalino de HAp.
De los cinco PDF detectados por el analisis convencional de difraccién de rayos X de
polvos, los PDF #86-1199 y PDF # 84-1998 fueron los que més se asemejaron a los
difractogramas de rayos X de HAp obtenidos. Debido a que la muestra posiblemente no
estaba en el circulo de enfoque, el haz de rayos X no convergi6 en la posicién correcta para
el detector en algunos de los picos. La posiciéon de algunos picos obtenidos estuvo
desplazada alrededor de 0.08° con respecto a estos PDF. El etror de desplazamiento es la
mayor fuente de error en una minorfa de los datos. Para la identificacién de la muestra por
esta técnica, se confirma plenamente que corresponde a una estructura cristalina de HAp.
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Dispersion Dinamica de Luz (DLS)

Los resultados obtenidos por la técnica de DLS se muestran en la siguiente tabla X:

Tabla X. Parametros de la medicion por DLS, grafica de resultados y su tamafio promedio de

las particulas de HAp, en la cara de las nanoplacas (el espesor menor a 100 nm se considera

despreciable).

Condiciones del
instrumento durante la
medicion

Longitud de onda del laser: 633 nm
Angulo de dispersion: 173°

Temperatura del porta muestra: 20 °C
Indice de refraccién (medio): 1.33 (agua)
Indice de refraccion (muestra): 1.64 (HAp)
Conteos (keps): 150.6

Repeticiones/seties: 3/9 (efectuadas en 3 dias)

Concentracién y
resultados de medicion
de La muestra

Relaciéon de dilucion: = 50/50
Diametro promedio: 159.9 nm
Desviacién estandar:: 12.59 nm
Polidispersidad: 0.257

RSD%: 7.88 nm

Intensity (%)

Size Distribution by Intensity

Size (r.nm)

— Record 31: Medicion de particulas de HAp‘

Tamafio promedio

159.9 nm

Tamafio (nm) | % Intensidad Ancho del
intervalo (nm)

Pico 1 171.4 98.5 70.18

Pico 2 2,622.0 1.5 250.1
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RESUMEN Y CONCLUSIONES

Las sintesis de nanoestructuras de HAp, por medio del método hidrotermal, fueron
posibles de obtener utilizando como fuente de energfa las microondas. El acido
glutamico tiene una influencia significativa en el crecimiento de cristales de HAp. La
morfologia de las nanoestructuras de HAp puede ser modificada a través de la
variaciéon de la concentracién del acido glutimico principalmente y se puede
controlar el tipo de nanoestructura que se obtendra. Las nanoplacas se obtuvieron a
altas concentraciones de acido glutimico y a medida que disminuye la concentracion
de 4cido glutimico se obtuvieron nanocintas, y con una menor concentracion,
nanofibras. Las nanoplacas, nanocintas (y muy probablemente las nanofibras)

muestran una orientacion de crecimiento preferencial de los cristales en la direccion

[001].

Las condiciones de reaccion utilizadas en esta investigacion pudieran ser de gran
utilidad para obtener cristales de HAp con orientaciones preferenciales para una
posible aplicaciéon especial. En resumen se reporta un método hidrotermal simple y
confiable para la sintesis de una ceramica de HAp jerarquicamente nanométrica, con
estructura ensamblada tipo flor, a partir de nanolaminas que consisten en bloques de
nanocintas. El dcido glutdmico se utiliz6 como un ligando que induce la formacioén y
el autoensamblaje de placas, cintas de HAp a niveles micrométrico y nanométrico.
En el caso de las nanofibras, el 4acido glutimico a pequeflas concentraciones
proporcioné una morfologia bien redondeada de las nanofibras, dando la apariencia

de nanobarras.

Para obtener una mejor comprension de los factores que producen particulas con las
propiedades deseadas, se requiere mas que nada un estudio exhaustivo de cada
morfologia obtenida. Debido a la baja resolucién obtenida en las imagenes por
SEM, se hizo imprescindible el uso de microscopia electrénica de batrido de emisién
de campo (FE-SEM), ya que con cualquier modelo (Schottky-FE 6 Cold- FE) se
obtuvieron excelentes imagenes a alta amplificacién, dando bastante informacién al

observar a bajos kilovoltajes la topografia superficial. En comparacién con los

64



métodos actuales de sintesis (que son esencialmente demasiado lentos e
impredecibles), se puede considerar que el calentamiento por microondas es una
tecnologfa practica y con significante reduccién de costos, ya que las reacciones por
microondas se llevaron a cabo de manera exitosa a temperaturas menores que en los

métodos convencionales.

LLa motivacién para el uso de microondas, ha sido el disefio de métodos mas limpios,
mas rapido y econémicamente viable de sintesis. Si bien la preparacion de HAp se
ha logrado, una comprensién del mecanismo de reacciéon en campo de microondas
aun no es satisfactoria. Debido a que es un campo relativamente nuevo de la
actividad en quimica de materiales, hay un creciente volumen de conocimientos

empiricos sobre la interaccion de las microondas y el material.

En resumen, las perspectivas futuras razonables de esta area de investigacion se

pueden mencionar a continuacién:

- Tomando en consideracién los alentadores resultados obtenidos en este
trabajo, donde se ha logrado obtener diferentes morfologias de HAp, se
pueden proponer una serie de tareas que servirfan para completar y
profundizar en la caracterizacién y utilidad practica de estos materiales. Una
de ellas es controlar de una manera mis fina la relacién molar Ca/P, tamafio
de los cristales y la morfologia, tratando de conseguir una HAp homogénea
(tanto fisica como quimicamente) y altamente cristalina. Una vez obtenida
una HAp homogénea, se podria realizar un estudio mas detallado del

comportamiento del material de HAp.

- Se requiere un estudio mas detallado de caracterizacién fisicoquimica de
HAp, preparada a partir de una solucién acuosa por microondas. Se necesita
llevar a cabo esto empleando diversos métodos y técnicas adicionales a las
presentadas en la tesis: andlisis quimicos (espectroscopia de absorcidén
atémica, colorimetria) y térmicos, microdifracciéon de rayos X, método

Brunauer, Emmett y Teller (BET) de punto triple para area superficial,
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determinaciéon de parametros de la celda unitaria, la cristalinidad,

espectroscopia Raman, la solubilidad, etc.

Con la combinacién de materiales de matriz polimérica y de nanoparticulas
de HAp (utilizado este dltimo como un material de relleno) se puede
considerar el empleo de materiales que probablemente permitirfan la
prevencion de caties dental, con una alta relacién costo-beneficio, ya que al
colocarse sobre las caras oclusales de los molares y premolares, se esperarfa
que penetrara este material compuesto en las fosas y fisuras, lograndose que
peliculas muy finas sellen y afslen los sitios mas vulnerables de la anatomia
dentaria, impidiendo asi su colonizacién por los microorganismos bucales
causantes de esta enfermedad, con la ventaja de tener mejores propiedades
fisicas, quimicas y biologicas sobre diferentes sellantes comerciales, dado su
mayor biocompatibilidad y biofuncionalidad, ademas de proporcionar una
un probable empleo masivo en nuestro pafs, que no ha sido posible debido
al alto costo que presenta en el mercado internacional un material similar.
Otro trabajo de investigacion futura serfa el desarrollo y fabricacién de
cementos 6seos que contengan nanoparticulas de HAp, con el fin de unir
diferentes tipos de materiales biocompatibles unos con otros, o como
material de relleno en fisuras de hueso grandes, reparacién de fracturas

originadas por traumatismos o lesiones, etc.
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