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CAPITULO 1
INTRODUCCION

1.1 Hidroxiapatita

La Hidroxiapatita (Hap) es un material que pertenece al grupo de los apatito-(CaOH) con
formula quimica Cajo(PO4)s(OH)2[1], tiene una relacion molar estequiométrica Ca/P de
1.67 y posee una estructura cristalografica de forma hexagonal del grupo espacial P63/m y
parametro de red de a=b=9.42A y c= 6.88A [2]. Este material también se encuentra en su
forma natural en los huesos en el esqueleto de los vertebrados, en la dentina y el esmalte
dental, siendo el principal componente de la fase inorganica.

En las ultimas décadas el estudio de la Hap ha tomado importancia debido a sus
caracteristicas fisicoquimicas, asi como la similitud estructural y quimica que tiene con el
tejido 6seo humano. Estas caracteristicas lo hacen un material idoneo para diversas
aplicaciones tales como biomedicina, cromatografias de proteinas, fertilizantes, productos
farmacéuticos y tratamiento de agua. En el drea biomédica la Hap, ya sea de origen natural
o sintético, es ampliamente utilizada en implantes como sustituto 6seo o revestimiento de
protesis metalicas, debido a sus cualidades de bioactividad, biocompatibilidad, estabilidad,
no toxicidad y osteoconduccion [3].

La Hap se puede clasificar como sintética o natural, de acuerdo con la fuente de obtencion
[4]. La Hap sintética es obtenida generalmente a partir de fosfatos dicélcicos y tricalcicos
a través de un proceso de sintesis, obteniendo un material que presenta propiedades
estequiométricas, con una relacion molar de Ca/P de 1.67, sin embargo, presenta una baja
porosidad y resistencia mecanica y alta solubilidad [1]. Por otro lado, la Hap natural
(también llamada bio-Hap) es obtenida a partir de huesos de animales o humanos mediante
métodos térmicos como la incineracion. La bio-Hap no es estequiométrica, pues contiene
trazas de otros elementos sustitucionales tales como CI°, F-, K*, Sr**, Pb**, AI’**, Mg**, Zn*",
Cu*" y Fe**, teniendo una relacién molar de Ca/P diferente a 1.67, siendo esto lo que le
confiere una mayor biocompatibilidad ya que lo hace un material de mayor semejanza al
tejido 6seo humano, en su forma estructural y quimica, a diferencia de la Hap sintética [5],

[6].

RODRIGO JERONIMO CRUZ UNAM LICENCIADO EN TECNOLOGIA



1.1 Hidroxiapatita 2

El tamafio de particula y la morfologia de la Hap son dos factores importantes que influyen
en las propiedades del material para el uso de aplicaciones biomédicas [7], [8]. En la
obtencion de Hap sintética, para el control de la morfologia y tamafio de los cristales, se
hace uso de metodologias relativamente complicadas a diferencia de las utilizadas en la
obtencion de bio-Hap.

En el caso de la Hap natural, utilizando el método de incineracidon, se han reportado
cambios morfoldgicos del material asociado a los parametros térmicos tales como la
velocidad de calentamiento, la temperatura final de incineracién, medio y tiempo de
sinterizacion o velocidad de enfriamiento. No obstante, no se ha esclarecido en la literatura
la dependencia de las caracteristicas fisicoquimicas con respecto a los parametros térmicos
ya mencionados, es por ello que el propdsito de la presente tesis es correlacionar las
propiedades fisicoquimicas dadas por las condiciones térmicas en el método de
incineracion en un rango de temperatura de 500 a 820 °C, considerando que a temperaturas
mayores a 500 °C se lleva a cabo la combustién completa de la fase organica y a
temperaturas menores a 820 °C se busca evitar la formacion de otras fases cristalinas [9].

El correlacionar las propiedades fisicoquimicas de la bio-Hap en funcion a las condiciones
térmicas establecidas en el método de incineracion permite establecer metodologias para
la obtencion de bio-Hap con caracteristicas determinadas que estén estrechamente ligadas
con las posibles aplicaciones del material.

RODRIGO JERONIMO CRUZ UNAM LICENCIADO EN TECNOLOGIA



1.2 Justificacion 3

1.2 Justificacion

La bio-Hap es en la actualidad un excelente material para revestimiento de protesis
metalicas o sustituto 6seo gracias a su alta biocompatibilidad con el tejido circundante
debido a que presenta una serie de trazas de elementos sustitucionales que lo hace
semejante al tejido 6seo [6], en comparacion con su contraparte sintética que es un material
estequiométrico el cual tiene baja porosidad y menor biocompatibilidad. A pesar de ello,
este material es utilizado en otras areas como material adsorbente, en catélisis, sensores y
cromatografias [10].

Lo anteriormente mencionado conllevd a que la Hap sea ampliamente estudiada en las
ultimas décadas. No obstante, a pesar de ser un material bastante utilizado en el area de la
biomedicina, las hidroxiapatitas comerciales siguen teniendo precios elevados para la
mayoria de la poblacion, lo cual implica que la obtencion de bio-Hap a partir de fuentes
naturales, tales como huesos de animales, resulte atractiva ya que es un material de bajo
costo que se procesa para extraccion de grenetina u otros productos, o en su defecto, sea
considerado como desecho.

La aplicacion que se le da a este material se encuentra generalmente relacionada con su
tamafio de particula y su morfologia, en el caso de la obtencion de bio-Hap usando el
método de incineracion, en la literatura se ha reportado que estds propiedades estan
directamente relacionadas con los parametros térmicos establecidos durante el proceso de
incineracion [3], [11], [12], sin embargo, ain no se ha esclarecido la dependencia entre las
mismas, siendo esto el propdsito de la presente tesis. El entender la relacion entre las
condiciones de incineracion y las cualidades obtenidas del material, posteriormente nos
permitiria proponer metodologias para la obtencion de bio-Hap con caracteristicas
orientadas a sus posibles aplicaciones.

RODRIGO JERONIMO CRUZ UNAM LICENCIADO EN TECNOLOGIA



1.3 Hipotesis 4

1.3 Hipotesis

Estudios preliminares por TGA/DSC de polvo de hueso de porcino pretratado permiten
observar eventos térmicos que aun no han sido atribuidos a transformaciones conocidas en
la literatura y, debido a que tales transformaciones suceden en rangos de temperatura donde
ya no hay presencia de compuestos organicos (500 a 840 °C), se puede decir que son
debidas a cambios estructurales.

1.4 Objetivos generales

+ Fase I: Obtener y caracterizar fisicoquimicamente bio-hidroxiapatita derivada de hueso
cortical de porcino pretratado por incineracion controlada en el rango de temperatura
de 500 a 600 °C con muestreo cada 20 °C, que corresponde a la Fase I del experimento,
con el propdsito de estudiar la perdida de materia organica y la microestructura de la
bio-hidroxiapatita mediante andlisis de difraccion de rayos-X, andlisis
termogravimétrico y calorimetria diferencial de barrido (TGA/DSC), microscopia
electronica de barrido (SEM), espectrometria de emision Optica con plasma acoplado
por induccion (ICP-OES) y espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier
(FTIR) .

+ Fase II: Obtener y caracterizar fisicoquimicamente bio-hidroxiapatita derivada de
hueso cortical de porcino pretratado por incineraciéon controlada en el rango de
temperatura de 620 a 820 °C con muestreo cada 20 °C, que corresponde a la Fase II,
con el proposito de identificar los cambios estructurales ocurridos mediante analisis de
difraccion de rayos-X, analisis termogravimétrico y calorimetria diferencial de barrido
(TGA/DSC), microscopia electronica de barrido (SEM), espectrometria de emision
Optica con plasma acoplado por induccion (ICP-OES) y espectroscopia infrarroja con
transformada de Fourier (FTIR) .

RODRIGO JERONIMO CRUZ UNAM LICENCIADO EN TECNOLOGIA
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1.5 Objetivos especificos

Identificar los eventos térmicos ocurridos al polvo de hueso de porcino pretratado al
ser sometido a una rampa de calentamiento mediante TGA/DSC de 25 a 1100 °C con
una velocidad de 5 °C/min, para identificar rangos de temperatura de interés de estudio

para la elaboracion del disefio experimental.

Obtener bio-Hap a partir de polvo de hueso de fémur de porcino pretratado mediante
incineracion contralada a temperaturas que corresponde las regiones de estudio de 500
a 600 °C y de 620 a 820 °C con muestreo cada 20 °C, que corresponde al disefo

experimental de la Fase 1 y Il respectivamente, para su posterior estudio fisicoquimico.

Controlar la remocion de la fase organica de las muestras obtenidas en la Fase [ y II

mediante espectroscopia FTIR en configuracion por ATR,

Analizar el efecto de la temperatura de incineracion en las propiedades estructurales
de la bio-Hap mediante difraccion de rayos X de las muestras de bio-Hap incineradas

en la Fase I y la Fase II.

Determinar la composicion quimica por ICP del polvo de hueso de porcino con
tratamiento hidrotérmico, y de las muestras incineradas en 600, 700 y 800 °C para

comprobar la composicion caracteristica de la bio-Hap.

Determinar los cambios morfologicos en la bio-Hap como consecuencia del proceso
de incineracion controlada de las muestras obtenidas en la Fase I y Fase II mediante

microscopia electronica de barrido.
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CAPITULO 2
MARCO TEORICO

2.1 Tejido 6seo

El tejido 6seo se caracteriza por ser un tejido muy duro capaz de proporcionar sostén y
proteccion a los tejidos circundantes; de igual manera se encarga de la regulacion
homeostatica de los niveles de calcio en la sangre ya que sirve como sitio de
almacenamiento de calcio y fosfato.

El tejido 6seo se diferencia de otros tejidos conjuntivos por la mineralizacion de su matriz
mediante la formacion de cristales de hidroxiapatita [Caio(POs)s(OH)2] a partir de
minerales de fosfato de calcio. En cuanto a la fase organica del tejido 6seo, alrededor del
90% del peso total de las proteinas, esta constituida por colageno tipo I y, en menor
proporcion, el colageno tipo V [13].

El 10% de peso total de proteinas restante es de otras proteinas no colagenas, esenciales
para el desarrollo, el remodelado y la reparacion 6sea. Los cuatro grupos principales de
proteinas no coldgenas son [13]:

e Macromoléculas de proteoglucanos. Contribuyen a la resistencia a la compresion
del hueso. También se encargan de la fijacion de los factores de crecimiento y
pueden inhibir la mineralizacion.

e Glucoproteinas multiadhesivas. Intervienen en la adhesion de las células 0seas y las
fibras colagenas a la sustancia fundamental.

e Proteinas dependientes de vitamina K osteoespecificas, incluida la osteocalcina.
Encargadas de capturar el calcio de la circulacién, asi como atraer y remodelar los

osteosclatos en el remodelado 6seo.

o Factores de crecimiento y citocinas. Son pequefias proteinas reguladoras.
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El tejido 6seo es el principal componente estructural de los huesos, parte primordial del
sistema esquelético. Dentro de los huesos, el tejido 6seo se puede clasificar en compacto
(denso o cortical) y esponjoso (trabecular), como se observa en la Figura 1.

El hueso compacto se observa como una capa densa que forma la superficie 0sea externa,
mientras el esponjoso como una malla de aspecto esponjoso que estd compuesta por
delgadas espiculas del tejido 6seo formando la parte interior del hueso [14].

Figura 1 Epifisis de un hueso largo de adulto. El interior del hueso presenta una configuracioén
esponjosa y representa el hueso esponjoso (trabecular). La porcion externa del hueso tiene una
estructura sélida y representa un hueso compacto (denso) [13].

El sistema esquelético de un humano adulto en promedio esta conformado por 206 huesos,
que son divididos en dos regiones:

o Esqueleto axial. Huesos de la cabeza y el tronco

e Esqueleto apendicular. Hueso de las extremidades y los de las cinturas (escapular
y pélvica).
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Dentro del sistema esquelético, los huesos a su vez se clasifican segin su forma, que pueden
ser:

e Huesos largos. Tienen una longitud mayor que las otras de sus dos dimensiones,
por ejemplo, la tibia y los metacarpianos.

e Huesos cortos. Sus tres dimisiones son casi iguales, por ejemplo, los huesos
carpianos de la mano.

e Huesos planos. Son delgados, por ejemplo, los huesos calvarios y el esternon.

e Huesos irregulares. Posee una forma que no permite clasificarlo dentro de las tres
categorias anteriores, por ejemplo, las vértebras.

2.2 Estructura fisicoquimica de la hidroxiapatita

Las apatitas de fosfato de calcio tienen como féormula quimica general Cas(PO4)3X, donde
X es un elemento electronegativo (un halégeno o un grupo hidroxilo). Entre estos grupos
de compuestos se encuentra la hidroxiapatita (Hap [Caio(PO4)s(OH)2] [15]). Tiene una
relacion molar estequiométrica de Ca/P de 1.67 y posee una estructura cristalografica de
forma hexagonal del grupo espacial P63/m y parametro de red de a=b=9.424, y c= 6.88A,

donde P63/m, se refiere a un grupo espacial con un eje de simetria “c” con seis ejes
perpendiculares a tres ejes equivalentes (al a2 a3) en los angulos 120° [2].

La celda unidad méas simple para la representacion cristalografica de la Hap consiste en el
entrelazamiento de Ca, PO4 y grupos OH visto desde el plano (0 0 1). Como se observa en
la Figura 2a), los bordes de la celda unidad estan delimitados por atomos de calcio
columnar (Ca I), y en el interior se encuentra un grupo OH rodeado por seis atomos de Ca
II que forma un par de tridngulos superpuestos situados en paralelo al plano basal en z=1/4
y z=3/4, y con un angulo de 60° de uno con respecto del otro (Figura 2b). Entre los atomos
de calcio se encuentran 6 tetraedros fosforicos distribuidos de tal manera en la cual tres de
ellos se encuentra en el plano triangular del Ca Il z %4 y los otros tres en el plano triangular
del Callenz % [8], [16].
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Figura 2 Representacion cristalografica de la Hap estequiométrica. a) Vista desde el plano (0 0 1), los
bordes estan delimitados por atomos de Ca | columnar y en el interior se encuentra un grupo OH
rodeado por seis atomos de Ca Il y seis tetraedros PO4. b) Los Ca Il formar un par de triangulos
superpuestos situados en paralelos al plano basal en z=1/4 y z=3/4, donde tres tetraedros PO4 se
encuentra en el plano triangular del Ca Il z 12 y los otros tres en el plano triangular del Ca Il en z %. c)
Crecimiento preferencial de la Hap en el eje “c” o en el plano (0 0 1) con morfologia de un prisma
hexagonal.

2.3 La hidroxiapatita en el cuerpo humano.

Como es bien sabido, el principal constituyente inorganico del tejido 6seo en los
vertebrados es la hidroxiapatita (Hap) en forma de nanocristales, originados por la
biomineralizacién en condiciones ambientales de presion y temperatura, en los huesos,
dientes y los tendones para dar a estos 6rganos dureza, estabilidad y funcion.

La comparacion de la composicion de los tejidos calcificados tales como el hueso, dentina
y esmalte dental en el cuerpo de un adulto humano con la hidroxiapatita se encuentra en la
Tabla 1. Se observa la presencia de trazas de otros elementos sustitucionales a diferentes
masas porcentuales, esto a su vez provoca una relacion molar de Ca/P no estequiométrica,
pues algunos iones pueden ser facilmente sustituido por otros, por ejemplo, los iones de
calcio pueden ser remplazados por Sr**, Ba 2", Mg?", K Na* y Fe?"; los iones de fosfato
pueden ser remplazados por carbonato, cloruro y bromuro [5].
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Tabla 1 Valores tipicos de composicion de la fase inorgadnica de tejidos calcificados de adultos
humanos [5].

Composicién Esmalte Dentina Hueso Hidroxiapatita
Calcio [m%] 36.5 35.1 34.8 39.6
Fosforo [m%)] 17.7 16.9 15.2 18.5
Ca/P (relacién molar) 1.63 1.61 1.71 1.67
Sodio [m%)] 0.5 0.6 09 -

Magnesio [m%)] 0.44 1.23 0.72 -

Potasio [m%] 0.08 0.05 0.03 -

Carbonato [m%] 3.5 5.6 7.4 -

Fluoruro [m%] 0.01 0.06 0.03 -

Cloruro [m%] 0.3 0.01 0.13 -

Pirofosfato [m%] 0.022 0.1 0.07 -

Total, inorganico [m%] 97 70 65 100
Total, organico [m%] 1.5 20 25 -

Agua [m%] 1.5 10 10 -

El crecimiento preferencial de la Hap es visto en el plano (0 0 1), debido a que es
termodindmicamente favorecido, teniendo una morfologia de un prisma hexagonal. Por
ejemplo, se ha observado que durante el proceso de biomineralizacion en los dientes
(dentina y esmalte), el crecimiento del cristal de la Hap se produce de forma global a lo
largo del eje ¢, o, mejor dicho, en el plano (0 0 1) [17]. Sin embargo, esto puede ser diferente
en comparacion con otros tejidos calcificados, un ejemplo seria los huesos, donde su forma
(largo, corto, plano o irregular) y el esfuerzo mecéanico que recibe son factores que pueden
determinar la forma del crecimiento del cristal de Hap.

2.4 Importancia de la hidroxiapatita

El estudio de la Hap en las ultimas décadas ha tomado importancia debido a sus
caracteristicas fisicoquimicas, asi como la similitud estructural y quimica que tiene con el
tejido 6seo, ademads de que, entre el grupo de los cristales de fosfato de calcio, la Hap es el
derivado més estable en pH de 4-14 estando dentro del intervalo en el que se deshace y se
forma el hueso humano [7], [14]. Estas caracteristicas lo hacen un material idéneo para
diversas aplicaciones tales como biomedicina, cromatografias de proteinas, fertilizantes,
productos farmacéuticos y tratamiento de agua.
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La Hap en el area de la biomedicina es ampliamente utilizada debido a sus cualidades de
bioactividad, biocompatibilidad, osteoconduccion, estabilidad y no toxicidad. Por ejemplo,
se ha usado como relleno de sustituto dseo, teniendo el papel de implante y a su vez
promoviendo la osteogénesis para la regeneracion del tejido 6seo. También ha sido usado
como revestimiento en implantes metalicos y bioglasses, para mejorar su bioactividad
permitiendo la formacion de enlaces fuertes con el tejido circundante [17].

2.5 Tipo de hidroxiapatita segun su origen.

La Hap se puede clasificar en sintética o natural, de acuerdo con el origen y método de
obtencion. La Hap sintética puede ser obtenida por diferentes métodos como precipitacion,
sol-gel, irradiacion de microondas, hidrolisis, microemulsion, entre otros [18]. Por otro
lado, la Hap natural o también llamada bio-Hap es obtenida a partir de fuentes naturales
(coral, hueso humano o de animales), usando métodos térmicos y quimicos con el fin de
eliminar toda la materia organica para prevenir el contagio de enfermedades y reacciones
inmunologicas defensivas en caso de ser usado como injerto [6].

Unas de las principales diferencias de la Hap sintética en comparacion con la Hap natural,
es que la primera es un compuesto estequiométrico (compuestos daltonidos), mientras que,
la Hap natural no es estequiométrica (compuestos bertolidos) dado a que tiene presencia
de trazas de otros iones sustitucionales tales como CI, F-, K*, Sr**, Pb*", AI**, Mg?', Zn*",
Cu?" y Fe?". La presencia de trazas de otros elementos sustitucionales en la Hap natural,
hace que tenga mayor semejanza al tejido 0seo, a diferencia de la Hap sintética, ademas de
que es un factor que facilita la osteointegracion del material con el tejido circundante.
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2.6 Teécnica de caracterizacion

2.6.1 Andlisis gravimétrico térmico (TGA)

El analisis gravimétrico térmico (TGA por sus siglas en inglés) o también conocido como
analisis termogravimétrico, es un método de analisis térmico que consiste basicamente en
medir las variaciones de masa de un sistema (elemento, compuesto o mezcla) en funcioén
del aumento de la temperatura en forma lineal.

La técnica puede proporcionar informacion del material relacionada a determinados
fenomenos fisicos y quimicos (reflejado en la pérdida de masa) ocasionados por el aumento
de la temperatura en forma lineal. Dichos fendmenos pueden ser los siguientes [19]:

Tabla 2 Fenémenos fisicos y quimicos proporcionados por el TGA, de acuerdo con la naturaleza del
material.

Vaporizacion Quimisorcioén
Sublimacion Desolvatacion (especialmente
deshidratacion)
Absorcion Descomposicion
Adsorcion Degradacion oxidativa
Desorcion Reacciones de estado solido

Las reacciones de gas sélido (por ejemplo,
oxidacion o reduccion)

A pesar de la informacion arrojada, la técnica no proporciona informacion sobre las
transiciones cristalinas, las fusiones y las reacciones de estado solidos, pues son producidas
sin cambio de peso [19].

De acuerdo con lo anterior, entre las aplicaciones mds comunes en la caracterizacion de
materiales mediante el uso de esta técnica, estan [20]:

1 Caracterizaciéon de materiales mediante analisis de patrones caracteristicos de
descomposicion.

2 Estudios de mecanismos de degradacion y cinética de reaccion.

Determinacion de contenido orgénico en una muestra.

4  Determinacion de materiales inorgénicos (por ejemplo, cenizas).

[98)
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Los resultados obtenidos por esta técnica generalmente son presentados de las dos
siguientes formas:

a) CURVA TERMOGRAVIMETRICA (TGA). Se grafica la pérdida de masa
(generalmente en forma porcentual) en funcion del aumento lineal de la
temperatura programada (o tiempo), véase Figura 3.

b) CURVA TERMOGRAVIMETRICA DIFERENCIAL (DTG). Se grafica la
primera derivada de la masa respecto a la temperatura (o tiempo) en funcién del
aumento lineal de la temperatura programada (o tiempo) véase Figura 3. Es una
forma de representacion que permite visualizar de manera mas clara cualquier
cambio en la tasa de pérdida de masa.

110
1004 — DTG

Perdida de masa (m%)
:
Primera derivada ( dm%/d°C )

Temperatura (°C) ———

Figura 3 Representacion gréafica de los resultados obtenidos por TGA y DTG.

Los resultados obtenidos por TGA pueden indicar la estabilidad térmica de un material.
Cuando en un rango de temperatura no hay variacion de masa, en la curva
termogravimétrica se observa como una meseta; o la tasa de pérdida de masa, observada
con una inclinacion en la curva.

Por lo anterior, ésta técnica resulta util para el estudio de materiales que son tratados a
diferentes condiciones térmicas, en este caso, polvo de hueso de porcino incinerado a
diferentes temperaturas.
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El instrumento utilizado para realizar TGA se le llama termobalanza. Esta conformado por
varios componentes basicos que pueden proporcionar la flexibilidad necesaria para la
realizacion del analisis con condiciones determinadas,

Los elementos bésicos de la termobalanza son los siguientes (Figura 4):

Balanza y portamuestra.

Horno.

Sistema de control de rampa de temperatura programada.
Sensor de temperatura.

Sistema de control de atmosfera.

Balanza.

Unidad de registro automatico de masa y temperatura

NV LD =

Control de la

atmoésfera
Horno / Portamuestra
7
Control de / /
// ///’ Registrador
temperatura 7/ / /
programada 4
Sensor de
temperatura Registrador de la Control de balanza
balanza

Figura 4 Diagrama de las partes bdsicas de una termobalanza TGA.

De acuerdo con el proposito del andlisis, la naturaleza del material y la configuracion del
equipo, se pueden modificar parametros de la prueba tales como velocidad de
calentamiento, tipo de atmosfera (aire, nitrogeno, argon), tipo de portamuestra
(dependiendo del tipo del material, o rango de temperatura de la prueba), entre otros [21].
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2.6.2 Calorimetria de barrido diferencial (DSC)

Otra técnica de caracterizacion térmica util es la calorimetria de barrido diferencial (DSC
por sus siglas en inglés). Este método mide los cambios de calor entre una muestra y una
referencia mientras son sometidas a un programa de aumento de temperatura lineal
controlada. A lo largo del experimento, tanto la muestra como la referencia son mantenidas
a (casi) la misma temperatura [22]. En esta prueba, e igual que en el TGA, s6lo se requieren
unos cuantos mg de la muestra para realizar el analisis [23].

El DSC también detecta los cambios fisicos o quimicos sufridos por el material en relacion
con la temperatura del sistema programado. Estos cambios del material son seguidos por
una ganancia o pérdida de calor (un proceso endotérmico o exotérmico), siendo observados
por la diferencia en el flujo de calor entre la muestra y la referencia [20], proporcionando
asi informacion cuantitativa de cualquier cambio de calor e identificando la temperatura en
la que se producen estas transiciones [24], [25].

Un ejemplo de transicion de fase observado por el DSC es cuando un material sélido se
funde pasando a estado liquido, el sistema requerird mas calor fluyendo a la muestra (un
proceso endotérmico) para aumentar su temperatura al mismo ritmo que la referencia. O
en su caso contrario, cuando el material sufre un proceso de cristalizacion (proceso
exotérmico), se requerira menor calor para elevar la temperatura de la muestra [25].

E F :

N :

D :

0 :
(mW) J

E 5 :

X E : ;

(0] E T‘-“ i Te E T

Temperatura (°C) —

Figura 5 Curva tipica de DSC, Tg - temperatura de transicion vitrea, Tc - temperatura de cristalizacion,
Tm- temperatura de fusion.

La representacion de los resultados obtenidos por DSC, es una grafica del flujo de calor en
funcién de la temperatura donde cualquier transicion ocurrida en el material es observada
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como una discontinuidad en el flujo de calor (cambios de entalpia), indicindose hacia qué
direccion se llevd a cabo un proceso exotérmico o endotérmico (véase la Figura 5). En otras
representaciones, también se puede recurrir al uso de la primera o segunda derivada de las
curvas calorimétricas para observar con mayor claridad los puntos en los cuales hay un
cambio en la tasa calorimétrica.

Los equipos utilizados para la medicion de DSC, realizan la medicion mediante algunas de
las dos formas posibles, que son conocidas como DSC de compensacion de potencia y DSC
de flujo térmico. En el DSC de compensacion de potencia, la muestra y los materiales de
referencia se mantienen a la misma temperatura mediante el uso de elementos de
calentamiento individualizados y el parametro observable registrado es la diferencia de la
entrada de potencia a los dos calentadores. En DSC de flujo térmico, simplemente se
monitorea el diferencial térmico entre la muestra y los materiales de referencia [26].

2.6.3 Espectroscopia infrarroja (IR)

La espectroscopia infrarroja (IR) es una técnica muy versatil que es generalmente utilizada
para identificar e investigar la composicion de una muestra. Actualmente ésta técnica se
realiza casi exclusivamente en espectrometros de infrarroja por Transformada de Fourier
(FTIR). La técnica esta basada en la respuesta vibratoria de la molécula o 4tomos cuando
se expone a una radiacion infrarroja.

El espectro infrarrojo puede ser dividido en tres regiones; en infrarrojo cercano (14000-
4000 cm™), medio (aproximadamente 4000-400 cm™) y lejano, que son asi nombrado por
su relacion con el espectro visible, siendo la region media mas utilizada para el estudio de
vibraciones fundamentares y la estructura rotacional vibracional.

En el estudio por IR, las mediciones se pueden realizar por absorcion o reflexion como es:
la reflectancia difusa (DRS) y la reflectancia total atenuada (ATR). Los dos métodos de
medicion utilizan el mismo principio, la absorcion de la radiacion IR en frecuencias de
resonancia que corresponden a los modos vibracionales de grupos moleculares o cristales
del material. Es decir, que a medida que pasa o se reflecta un haz de luz a través de una
muestra ya sea solida o liquida, donde las moléculas al ser expuestas a IR, absorben energia
que corresponden a su frecuencia de resonancia y trasmiten las frecuencias no absorbidas
que son registradas por un detector, permitiendo la identificacion de aquellas que fueron
absorbidas [20].

Para que una molécula muestre absorcion en el infrarrojo tiene que poseer una
caracteristica en especifico: un momento dipolar eléctrico debe cambiar durante el

RODRIGO JERONIMO CRUZ UNAM LICENCIADO EN TECNOLOGIA



2.6 Técnica de caracterizacion 17

movimiento, es decir, la interaccion de la radiacion infrarroja con la materia origina
cambios en los dipolos moleculares asociados a vibraciones y rotaciones de grupos
funcionales presentes en el compuesto. Las vibraciones pueden ser vistas como un cambio
en la longitud de la union (estiramiento) o en el angulo de union (flexion), mientras que
algunos enlaces pueden estirarse en fase (estiramiento simétrico) o fuera de fase
(estiramiento asimétrico), entre otros modos vibracionales [27].

Los espectrometros de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) modernos emplean
un interferometro y explotan el proceso matematico bien establecido de la transformacion
de Fourier. El equipo interferometro mas comun es la espectrometria FTIR el cual utiliza
el principio de Michelson (Figura 6), donde la radiacion primero golpea a un divisor o
separador que divide el haz de la luz en dos partes iguales (espejo semirreflejante). Los dos
haces de luz interfieren en el divisor posterior a su viaje de vuelta cuando son reflejados
sobre otros dos espejos. Uno acomodado frente a la trayectoria del haz original (espejos
moviles) y el otro perpendicular (espejo fijo). La muestra es colocada en esta trayectoria y
posteriormente se encuentra el detector IR, donde la intensidad resultante de la
superposicion de los dos haces es medida como funcion del desfase o desfases del espejo
movil en su desplazamiento respecto la posicion intermedia.

Espejo fijo

P A
,—‘_, “ Haz incidente sin
. modular

SH O

N Fuente

Espejo E
movil i

A
Y
A

~ - -
Luz laser J:; * Divisor de haz

= s

it Sttt Bttt
’

:| ‘L Haz de salida modulado
Luz blanca § L] :l

EI uestra

Interferometro = 0 l
de referencia

Detector Detector

Figura 6 Esquema de un interferometro de Michelson
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Un ejemplo de un espectro IR se observa la Figura 7, espectro caracteristico del
2-hexanona (C¢H120), donde en el eje horizontal se grafican las longitudes de onda IR
expresadas en niimero de onda (cm™), y en el eje vertical se grafica la transmitancia (%)
que se refiere a la luz absorbida, donde al 100 % de transmitancia significa que no hubo
absorcion por parte de la muestra en ese nimero de onda. En este espectro se observa la
absorcion caracteristica del doble enlace carbonilo, en 1716 cm™! y de los enlaces carbono-
hidrogeno tetraédricos en el pico dentellado entre (2900-3000) cm™'; también se observan
otros picos en la region de (400-1400) cm™ que son parte de picos caracteristicos de la
2-hexanona considerandose parte de su huella dactilar de este compuesto.

Es importante recordar que un espectro IR caracteristico es un patron o huella dactilar de
la molécula en su composicion total, en lugar a un grupo especifico dentro de la molécula.
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Figura 7 Espectro IR caracteristico de 2-hexanona
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2.6.4 Difraccion de rayos X (DRX)

La difraccion de rayos X (DRX) es una técnica de caracterizacion experimental para el
estudio y analisis de materiales con caracteristicas cristalinas basada en el fendmeno de
difraccion de los rayos X en un s6lido cristalino.

La técnica de DRX es un método que nos permite la identificacion de fases cristalinas,
defectos estructurales, grado de desorden cristalino, orientacion preferencial, tamafio de
grano y tensiones, entre otros [25]. La cantidad de muestra necesaria para DRX en polvo,
dependiendo de la configuracion del equipo, es entre 1 a 10 mg dependiendo de la densidad
del material y el tamafo del portamuestra, que ha sido triturado a tamafio de particula finas
en consideracion de la naturaleza del material [20].

Haz Haz
incidente difractado

O
Q

@]

Planos
atomicos

Figura 8 Diagrama de la difracciéon de un haz en un material cristalino, Ley de Bragg.

El principio fisico de la difraccion de rayos X, radica cuando un haz monocromético de
rayos X se hace incidir (haz incidente o primario) a un material cristalino donde
posteriormente es observado la reflexion o difraccion (haz difractado) de los rayos X en
varios angulos con respecto al haz primario (Véase Figura 8). Donde la difraccion solo es
dada cuando se cumple la condicion de la Ley de Bragg, que establece la relacion entre la
longitud de onda de la radiacion de rayos X (4), el dngulo de difraccion (6) y la distancia
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entre cada plano atémico de la red cristalina (dpy;), cumpliendo un orden de reflexion ()
de un numero entero mayor o igual a 1 (Ec. 1).

NA = 2dpSenl ... e Ec.(1)

De la condicion de la Ley de Bragg se pueden calcular las distancias interplanares del
material cristalino, reordenando la ecuacién de la siguiente forma (Ec. 2):

ni

dp, = —— e EC. (2
hkl Ssend c.(2)

Los espaciamientos interplanares dependen iinicamente de la geometria de la celda unitaria
del cristal, mientras que las intensidades de los rayos X difractados dependen del tipo de
atomos en el cristal y la ubicacion de los atomos en la unidad fundamental repetitiva, la
celda unitaria [25]
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Figura 9 Patrén de difraccion de rayos X caracteristica del NaCl
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Los resultados obtenidos mediante el uso de esta técnica son presentados mediante un
difractograma de rayos X. Como ejemplo, se muestra el patron de DRX de la sal de mesa
(NaCl) en la Figura 9, donde se observan picos de diferentes intensidades en funcion de un
angulo 26 de difraccion, este patron de difraccion es caracteristico de cada material.

Generalmente en los difractdmetros para producir rayos X se utiliza un tubo de rayos X
conformado por dos electrodos (dnodo y catodo), donde los electrones producidos en el
catodo se aceleran hacia el &nodo metélico (blanco) mediante una diferencia de potencial
de hasta 100 kV; cuando los electrones chocan con el blanco, parte de la energia del haz se
convierte en rayos X y se emite en todas direcciones [28], generando un espectro continuo
de longitudes de onda con diferentes variaciones de intensidad dependiendo del voltaje y
material del tubo. Sin embargo, cuando los electrones que son acelerados en el tubo de
rayos X alcanzan una cierta energia critica y son capaces de arrancar electrones mas
internos de los 4tomos que componen el blanco, provocaran que los atomos se encuentren
en un estado supremamente excitado, que eventualmente, los atomos regresaran a su estado
de equilibrio emitiendo un conjunto de fotones de alta frecuencia, produciendo asi el
espectro caracteristico del blanco utilizado.
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2.6.5 Espectrometria de emision o¢ptica con plasma acoplado por
induccion (ICP-OES)

La espectrometria de emision dptica con plasma acoplado por induccion (ICP-OES) es una
técnica de andlisis muy util para la determinacion composicional de elementos quimicos
en una muestra. El principio basico de la técnica radica en exponer la muestra en un plasma
para producir dtomos e iones excitados que emiten espectros de emision atdmica en
longitudes de ondas caracteristicas de un elemento en particular, posteriormente procesado
en un sistema informatico [29].

Las muestras en forma de liquido o gas se pueden inyectar de forma directa en el equipo,
mientras que las muestras solidas normalmente se requieren extraccion o digestion acida
empleando HNO3 y HCI para que los analitos (elemento, compuesto o ion) estén presentes
en una solucioén liquida para posteriormente ser introducidos en el equipo.

El funcionamiento general del equipo se muestra en el diagrama de la Figura 10, se empieza
con la inyeccion continua de la muestra en forma liquida mediante el uso de una bomba
peristaltica, posteriormente el liquido se convierte en un aerosol a través de un proceso
conocido como nebulizacion por medio de un flujo continuo de argon pasando a la cdmara
de vaporizacion.

La muestra en forma de aerosol se transporta luego al plasma (antorcha del plasma
acoplado inductivamente por radio frecuencia) y, debido a las altas temperaturas, los
analitos son atomizados e ionizados generando espectros de emision atomica de lineas
caracteristicas que seran visualizados y recopilados en una configuracion radial y/o axial
dependiendo del equipo.

Posteriormente los espectros son separados en sus diferentes longitudes de onda
individuales para poder identificar la emision de cada especie excitada y su intensidad
mediante un sistema de monocromadores y policromadores. Para la detencion real de la
luz, después de haber separado las longitudes de onda de otras, se utiliza un detector
fotosensible tal como un tubo fotomultiplicador (PMT) o técnicas de detencion avanzadas
tales como un dispositivo de inyeccion de carga (CID) o un dispositivo de carga [29], [30].
La radiacion detectada se convierte en sefiales electronicas que a su vez se convierte en
informacion que es procesada por un sistema informatico.
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Optica de transferencia

Generador de

frecuencia de Espectrometro
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y electronica —
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Figura 10 Diagrama general del funcionamiento de un equipo de ICP- OES. La muestra es inyectada y
convertida en aerosol en un proceso de nebulizaciéon para ser expuesto en la antorcha del ICP. Los
analitos al ser expuesto a la antorcha producen datomos e iones excitados que emiten espectros de
caracteristicos de un elemento en particular. Son detectados y procesador a través de un procesado

en un sistema informatico.
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2.6.6 Microscopia electronica de barrido

En el estudio de la naturaleza fisica de la superficie de un material es cominmente utilizado
el microscopio Optico, sin embargo, la resolucion del microscopio estd limitada por la
longitud de onda de la luz (400-700) nm, es por ello que actualmente se utilizan otras
técnicas de mayor resolucion, como es el microscopio electronico basado en el uso de
electrones, debido a que, tiene longitudes de onda mucho mas pequenas (0.003-0.01) nm
en comparacion con la luz, permitiendo una mejor resolucion de objetos mas pequefios a
escala nanométrica.

Las dos principales técnicas de microscopia electronica son el microscopio electronico de
barrido (SEM por sus siglas en inglés) y el microscopio electronico de transmision (TEM
por sus siglas en inglés). El primero es generalmente utilizado para la obtencién de
imagenes de la morfologia superficial, mientras que el segundo es usado para el sondeo de
la estructura, proporcionando informacion de detalles microestructurales que no se pueden
ver de manera superficial [20], [28].

El principio bésico del SEM es el de hacer incidir un haz de electrones finamente enfocado
en la superficie de una muestra s6lida, donde al interactuar los electrones con la muestra se
producen varios tipos de sefiales tales como los electrones retrodispersados, los secundarios
y Auger; fotones de fluorescencia de rayos X y otros fotones de varias energias, que pueden
ser recolectados en disposicion a los detectores disponibles, para posteriormente ser
procesados a través de una computadora y formar una imagen [28].

Las dos partes principales del SEM son la columna del microscopio y el sistema electronico
(Figura 11). La columna del microscopio estd conformada por un cafidon de electrones
(compuesto por un catodo, cilindro Wehnel y &nodo), uno o dos lentes condensadores, dos
pares de bobinas de deflexion del haz (bobinas de escaneo para deflexion X, Y), el objetivo
y algunas aperturas.

En la cdmara de la muestra, en el extremo inferior de la columna del microscopio, se ubica
la base y los detectores de las diferentes sefales generadas por la interaccion de los
electrones con la muestra (el nimero de detectores puede variar dependiendo de la
configuracion del equipo). Tanto la columna del microscopio como la cdmara de la muestra
se encuentran en un medio de alto vacio gracias al uso combinado de bombas de vacio y
alto vacio con la finalidad de que los electrones del haz viajen del catodo a la muestra con
poca interaccion con las moléculas del gas residual.
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El sistema electronico consiste en el control y suministro de la energia eléctrica para la
tension de aceleracion (el rango habitual es de alrededor de (0.5-3) kV), asi como el
condensador y las lentes objetivas, el generador de escaneo y los amplificadores
electronicos para las diferentes sefiales adquiridas. En los equipos mas modernos de SEM
el control es realizado mediante la ejecucion de un software especializado en una
computadora, donde se es capaz de controlar y modificar los parametros del microscopio
permitiendo la obtencion y el almacenaje de imagenes digitales [31].

Columna del microscopio Sistema electronico

Cafi6én de electrones

g>< — Haz de electrones
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etector de electrones
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Figura 11 Esquema del microscopio electrénico de barrido (SEM)

RODRIGO JERONIMO CRUZ UNAM LICENCIADO EN TECNOLOGIA



CAPITULO 3
METODOLOGI{A

3.1 Obtencion de polvo de hueso de porcino

Para la obtencion de polvo de hueso de porcino, se hizo uso de la metodologia ya reportada
por Ramirez-Gutiérrez et al. [32] esquematizado en el diagrama de bloque de la Figura 12.
Primero se partié de hueso fémur de porcino obtenido en la plaza comercial de Santa Rosa
Jauregui, Querétaro, Querétaro. Estd metodologia consiste en un proceso de tres etapas que
se explican a continuacion:

Remocidn de la médula ésea 'y
coccion por triplicado del hueso de
fémur de porcino.

Limpieza primaria |

Secado a 90°C por 48 hrs.
i
Proceso de molienda al
hueso limpio.

Molienda y tamizado |

Tamizado en malla 100
(<147 um).

Tratamiento
hidrotérmico al polvo
de hueso.

Tratamiento hidrotérmico

Secado a 90 °C por
24 hrs.

Figura 12 Diagrama de bloques para la obtencion de bio-Hap, metodologia ya reportado en la literatura.
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3.1.1 Limpieza primaria

En la primera etapa se realiz6 una limpieza primaria al hueso de fémur de porcino
adquirido, teniendo como objetivo conservar solo el hueso cortical o compacto (ver Figura
13). Se inicio el proceso mediante la remocion manual de toda la materia orgénica blanda
(limpieza parcial). Para facilitar ain mas esta limpieza se llevo a cabo una coccion por
triplicado en agua destilada durante una hora y cambio de agua destilada por cada
repeticion. Una vez terminada la coccidn, se realizd una remocion completa de todo el
tejido blando restante visible en el hueso. Por tltimo, se dejé secar en un horno a una
temperatura constante de 90° C por 5 dias y después se llevo al proceso de molienda y
tamizado, segunda etapa.

Figura 13 Limpieza primaria. a) Hueso adquirido. b) Hueso limpio posterior a la remocion de materia
organica

3.1.2 Molienda y tamizado

En la segunda etapa, el hueso cortical de fémur de porcino ya seco se triturd a particulas
menores a 5 mm con ayuda de un mortero metalico para rocas, posteriormente el hueso
triturado fue llevado a un molino oscilatorio con anillos de carburo de tungsteno del
laboratorio de molienda del Centro de Geociencias de la UNAM-Juriquilla, con capacidad
de 40 a 80 gramos por carga, para moler el hueso durante tres minutos (ver Figura 14). Se
obtuvo polvo de hueso que fue tamizado en una malla del nimero 100, tamano de particulas
menores a 149 um, realizdndose después un tratamiento hidrotérmico, etapa tres.
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Figura 14 Proceso de molienda. Se trituro con un mortero el hueso y posteriormente con un molino
giratorio con anillos de tungsteno para obtener particulas de hueso finas.

3.1.3 Tratamiento Hidrotérmico

En la tercera etapa, al polvo de hueso de porcino con tamafio de particulas menores a 149
um (tamafio conveniente para la realizacion de los diferentes métodos de caracterizacion
realizadas posteriormente) se le realizo un tratamiento hidrotérmico centrado, en lo posible,
en la desnaturalizacion y remocion de proteinas, colageno y grasa. El proceso se realiz en
una autoclave a 159 °C con una presion de 1.36 atm con la relacion de 1 litro de agua
destilada por cada 100 g de polvo de hueso de porcino, durante 30 minutos (ver Figura 15),
este proceso se repitio tres veces con cambio de agua en cada ocasion. Por ultimo, se deja
secar el polvo de hueso de porcino, ya con tratamiento hidrotérmico (HPTH), en un horno
a 90° C durante 48 horas.

Figura 15 Autoclave usado para el tratamiento hidrotérmico.
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3.2 Obtencion de bio-Hap por el método de incineracion

Para la obtencion de bio-Hap de porcino se partio del polvo de hueso de porcino con
tratamiento hidrotérmico (HPTH) que fue sometido a un proceso de incineracion a
diferentes condiciones en una mufla de la marca felisa® modelo FE-361, realizando el
control de temperatura con un controlador novus® N480D, esto con el proposito de estudiar
y analizar los cambios estructurales de la bio-Hap generados por el tratamiento térmico
implementado.

Las condiciones térmicas fueron definidas de acuerdo con la revision bibliografica y
resultados obtenidos previamente por el analisis térmico por TGA/DSC. Se estableci6 una
primera region de estudio de 500 a 600 °C con el interés de observar la morfologia del
grano de Hap en temperaturas de baja incineracion y con la ausencia de materia organica,
siendo la Fase I del experimento, y una segunda a region de 620 a 820 °C, asegurando la
eliminacion de la fase organica a temperaturas mayores a 600 °C [33], correspondiente a
la Fase II del experimento.

. Temp. final
600 - 12 h (720 min) 500°C
i 520°C
o 500+ [ 540°C
L2 560°C
g 400 4 o 580°C
2 b\ Enfrlamlen_to 600° C
= 1 por el medio
2 300 5°C/min (aire).
S Ty
[t
200
100 - * Se parte de polvo de hueso de porcino con
tratamiento hidrotérmico (HPTH)
0 -

T = I ' T N T T I T T T T d I

Tiempo

Figura 16 Fase I: Disefio experimental del perfil térmico para la obtencion de bio-Hap de porcino
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La Fase I consistid en obtener 6 muestras de bio- Hap de 500 °C a 600 °C cada 20 °C, a
una velocidad de calentamiento de 5 °C/min con un tiempo de sinterizacion de 12 horas y
dejandolo enfriar por el medio (aire) a partir de muestra de HPTH, como se observa en el
perfil térmico de Figura 16.

; Temp. final
] 3 h (180 min) 620°C
800 —— 640°C
i I 660°C
700 4 —— 680°C
] 700°C
— 720°C
8 600 o 740°C
- . Enfrlamlen.to 760°C
5 5004 por el medio 780°C
vl . o
© . (aire). \ 800°C
| =
820°C
Q400+ /
£ .
@
—  300- 5°C/min
200
100 /, o o
|/* Se parte de HPTH incinerado a 600 °C por 12 horas.
LN (LIRS LN DA T2 LN N O A 2 NN O N DN (RN ERNUANN] B LT |

Tiempo

Figura 17 Fase II: Disefio experimental del perfil térmico para la obtencion de bio-Hap de
porcino

En la Fase II, se parti6 de muestra de HPTH incinerado a 600 °C a 5 °C/min durante 12
horas para asegurar la obtencion de Hap libre de materia organica. Posteriormente se
realizaron 11 incineraciones por separado de acuerdo con el perfil térmico que se muestra
en la Figura 17, de 620 °C a 820 °C a una velocidad de 5 °C/min y un enfriamiento por el
medio.

Las muestras obtenidas fueron almacenadas en bolsas con cierre y rotuladas con las
condiciones de tratamiento térmico para su futura caracterizacion.
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3.3 Caracterizacion Fisicoquimica

3.3.1 Andlisis térmico por TGA/DSC

Se realizd analisis térmico por TGA y DSC de forma simultanea al polvo de hueso de
porcino con tratamiento hidrotérmico (HPTH) con el objetivo de estudiar los diferentes
eventos térmicos ocurridos en la muestra al ser sometida a una rampa de calentamiento.

En un crisol de alimina con tapa se depositdo 9.0 + 0.5 mg de HPTH y se coloco en el
equipo TGA/DSC 2 STAR® System (véase fig. 14), configurado a una velocidad de
calentamiento de 5 °C/min de 25°C hasta 1100 °C, en un medio de aire.

Los resultados obtenidos fueron analizados e interpretados empleando el software Origin
Pro 9.0, informacion que permitio establecer las temperaturas de incineracion para la
obtencién de bio-Hap.

Tea/psc2 @ = @
STAR® System | Femmemm—

Figura 18 Equipo de TGA/DSC 2 STAR® System.
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3.3.2 Analisis por espectroscopia IR

Se realizo identificacion de los diferentes grupos funcionales de las muestras mediante
espectroscopia infrarroja en el equipo de IR marca Bruker Vector 33 (Figura 19), con
espectrometro de IR mediano y cercano con transformada de Fourier (FTIR). Las muestras
se analizaron en polvo tamizados previamente en malla #100 (tamafio de particula menores
a 1l4um) mediante reflexion total atenuado (ATR por sus siglas en inglés), con 24
repeticiones. Los datos fueron analizados utilizando el software Origin Pro 9.

Figura 19 Espectrofotémetro IR Bruker Vector 33
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3.3.3 Analisis cristalografico por DRX

Se realizd difraccion de rayos X con el fin de determinar los cambios estructurales y
microestructurales de las muestras que fueron sometidas a diferentes condiciones de
incineracion de la Fase I y II. Mediante el uso del difractometro Ultima IV de Rigaku
(Figura 20) operando a 40Kv, con una corriente de 30 mA, tubo de cobre cuya longitud de
onda es 1.54 Angstrom, obteniendo los difractograma de 5 a 80 grados en 26 con una
velocidad de 2 grados por minuto.

Figura 20 Difractometro Ultima IV-Rigaku.

Los datos obtenidos se analizaron mediante el uso de software MDI Jade 6.0 que
permitieron la identificacion de fases cristalinas y calculo del FWHM.
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3.3.4 Andlisis composicional por ICP-OES

Para la determinacién composicional cuantitativa de la fase inorganica de las muestras de
bio-Hap se utiliz6 la técnica de espectrometria de emision Optica con plasma acoplado por
induccion (ICP-OES por sus siglas en inglés). La preparacion de las muestras Bio-Hap para
ser analizadas por el ICP-OES consistié en una digestion acida, en un sistema cerrado por
microondas utilizando un Mars Xpress de la marca CEM (Figura 21 a). Para ello, se pesaron
por duplicado 0.1 g de muestra y se agregaron 7 ml acido nitrico al 69-70 % (JTBaker
grado Instra) sometiéndolo a una rampa de calentamiento de temperatura ambiente a 190
°C durante 15 minutos. Posteriormente se filtr6 utilizando membranas de filtracion con un
tamafio de poro de 0.45 um, con el fin de evitar obstrucciones en el equipo, y se aforo a
100 ml con agua desionizada.

Por ultimo las muestras fueron analizadas por duplicado en el espectrometro de emision
optica con plasma acoplado por induccién Thermo iCAP 6500 Duo View (Figura 21 b).
Para calibrar el equipo se utilizaron 7 estandares preparados a partir de un estandar
certificado multi elemental (HIGHT-PURITY STANDARS), y un estdndar interno de Itrio
como corrector de interferencia de la matriz. En la calibracion se obtuvieron coeficientes
de correlacion por arriba de 0.99, y se analizé una muestra de control de laboratorio para
verificar el desempefio del equipo.

e

Figura 21 a) Microondas Mars Xpress de la marca CEM. b) Equipo ICP-OES Thermo iCAP 6500 Duo
View
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3.3.5 Anélisis morfologico por SEM

A las muestras obtenidas de la Fase I y II, se les realizd un andlisis de microestructura
superficial mediante el uso de Microscopio Electronico de Barrido (SEM por sus siglas en
inglés) en el equipo Hitachi SUB230 (Figura 22). El andlisis fue realizado utilizando
voltajes de aceleracion de electrones de 1.0 kV y alto vacio utilizando como sefial los
electrones secundarios (SE) y electrones retrodispersados (BSE) a una resolucion de
x100K.

Las muestras se prepararon en porta muestras de aluminio fijadas con grafito coloidal en
base de alcohol.

Figura 22 Microscopio electrénico de barrido Hitachi SUB230
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CAPITULO 4
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracterizacion térmica por TGAy DSC

Los analisis térmicos tales como el TGA y el DSC son técnicas muy utiles para el estudio
de los cambios fisicoquimicos de un material en respuesta a un proceso de calentamiento,
visto en el TGA como la degradacion de diferentes fases (orgénicos e inorganico), y en el
DSC como la variacion del flujo de calor de la muestra.

Los resultados del analisis de la muestra de polvo de hueso de porcino con tratamiento
hidrotérmico (HPTH), obtenidos por las dos técnicas anteriormente mencionadas, se
observan en la Figura 23. En un primer instante en la interpretacion de la curva
termogravimétrica y con ayuda de la primera derivada (Figura 23a) se observan tres
regiones sucesivas de pérdida de masa y una cuarta regién con una leve ganancia de masa;
y en relacion con la curva de flujo de calor y con el apoyo de la segunda derivada (Figura
23b). Se identificaron los fendmenos térmicos ocurridos en cada region, que son los
siguientes:

e En la primera region (Reg. I), en el rango 25 °C a 194.6 °C, se obtuvo una pérdida
de masa del 3.7 % que es atribuido a la evaporacioén de agua adsorbida visto en el
DSC como un fendémeno endotérmico alrededor de la temperatura de 55.22 °C [34].

o En la segunda region (Reg. II), en el rango de 194.6 a 500 °C, se observa una
pérdida de masa del 16.8% que es generalmente atribuida a la combustion y
degradacion de la fase organica del material, visto en el DSC como un primer pico
exotérmico los 327 °C y otro pico exotérmico débil a los 441 °C que es la
continuacion de la combustion del colageno tipo [ y parte de proteinas [12], [33].
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Figura 23 Resultados de los analisis térmicos. a) Curva termogravimétrica (TGA) y su primera
derivada. b) Curva calorimétrica (DSC) y su segunda derivada.
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e En la tercera region (Reg. III), en el rango de 500 °C a 840 °C, con una pérdida de
masa del 1.15 % es atribuida en una primera fase a la descomposicion del carbonato
estructural visto en el DSC como una serie de eventos endotérmicos débiles
registrados en el rango de temperatura de 530 a 680 °C posiblemente por la
liberacion de gas de didxido de carbono estructuralmente limitado y en un rango de
temperatura de 700 a 800 °C se observa un evento endotérmico acaso a la
descarboxilacion de carbonatos estructuralmente no implicado [35], [36].

e En la cuarta region (Reg. IV), en el rango de 840 °C a 1100 °C, con una ganancia
de masa del 0.97 %, es debido a la formacion de 6xidos al estar en una atmosfera
oxidante (aire), formacion de otras fases cristalinas tales como oxiapatita, fosfato
tricalcico (B-TCP), y un inicio de un proceso de deshidroxilacion ya reportados en
la literatura que son observados en el DSC como una serie de eventos térmicos [12].

La region III muestra ser una region de interés para la obtencion y el estudio de bio-Hap,
ya que se lleva a cabo la eliminacion de materia organica para prevenir el contagio de
enfermedades y reacciones inmunologicas defensivas en caso de ser usado como injerto
[6] y, al no llevar el material a temperaturas tan altas, se puede obtener un material de
mayor semejanza al hueso, dado a que se previene en lo posible la formacion de otras fases
cristalinas [37]. Estos resultados y la revision bibliografica realizada permitieron establecer
el disefio experimental establecido en dos fases que se describieron en la metodologia del
presente trabajo.
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4.2 Muestras obtenidas de bio-Hap

De acuerdo con el disefio experimental de la Fase I, descrita anteriormente, se recopilaron
los datos en tiempo real del perfil térmico de las 6 muestras obtenidas de 500 a 600 °C por
el método de incineracion, como se muestra en la Figura 24, esto demuestra un buen control
de la mufla y la seguridad de la obtencion de las muestras con los paramétricos térmicos
establecidos.
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Figura 24 Perfiles térmicos de la Fase 1.

Las muestras obtenidas de la Fase I presentaron diferentes tonalidades de grises, como se
observa en la Figura 25, a causa de la presencia de carbono producida por la combustion
de la de la fase organica que atn no ha reaccionado completamente con el medio para la
produccién y evaporacion de CO».
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Figura 25 Muestras obtenidas de la Fase I.

Los datos de los perfiles térmicos recopilados en tiempo real de las 11 muestras de la Fase
II se muestran en la Figura 26. Como en lo ocurrido en la Fase I, se demuestra un buen
control de incineracién y la seguridad de la obtencion de las muestras con los paramétricos
térmicos establecidos.
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Figura 26 Perfiles térmicos de la Fase Il
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Las muestras obtenidas en la Fase II se observan en la Figura 27, ordenados de izquierda a
derecha de 620 hasta 820 °C, con la tonalidad del polvo de color blanco, esto es un
indicador de una degradacion y evaporacion completa de la fase organica. Posteriormente
fueron caracterizados por diferentes técnicas, descrita en los apartados siguientes.

620°C 640°C 660°C 680°C 700°C 720°C 740°C 760°C 780°C 800°C 820°C

I

T | et > 4 | oot 4 - QI I

Figura 27 Muestras obtenidas de la Fase Il

4.3 Espectroscopia IR

La comparacion de los espectros infrarrojos obtenidos a partir del analisis de las muestras
de la Fase I y II pueden ser usados como indicadores de la eliminaciéon de componentes
organicos e inorganicos, provocados por las diferentes temperaturas de incineracion, esto
es posible porque los distintitos tipos de enlaces quimicos presentes en diversos
componentes del hueso dan bandas de absorcion infrarroja caracteristicas. Las pérdidas en
el material pueden ser observadas en el espectro IR como un cambio en las intensidades y
posiciones de sus correspondientes bandas de absorcion [38].

Los resultados obtenidos por el andlisis de espectroscopia IR del polvo de hueso de porcino
con tratamiento hidrotérmico (HPTH) y las muestras de la Fase I y II se observan en los
espectros de la Figura 28 y Figura 29 respectivamente, y en la Tabla 3.

La muestra en la que se observa mayor cantidad de bandas, en el espectro IR, es la HPTH,
por ser una muestra sin incinerar. Las bandas presentes son las siguientes:

e En1018cm™ junto conlade 1087 cm™, corresponden a la vibracion de estiramiento
asimétrica del grupo fosfato ( v —po:-), a diferencia de la banda 962 cm™, que se
debe a lavibracion del fosfato en modo de estiramiento simétrico ( » — Po;-)[35].
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e Las bandas en 875 y 1413 cm’! corresponden a las vibraciones de estiramiento
asimétrico del ion carbonato ( cor) que se originan al incorporarse en la posicion de
un grupo fosfato (sustitucién tipo B), mientras que la banda en 1458 cm™ puede
asignarse a carbonatos en la posicion del grupo hidroxilo (sustitucion tipo A). Estos
dos tipos de sustitucion pueden ocurrir simultineamente, dando como resultado una
sustitucion AB mixta que constituye el mineral 6seo [36], [38], [39].

e En 1546 y 1648 cm™ son bandas asociadas con los grupos amida de proteinas,
siendo el colageno tipo I la fase mayoritaria de la fase organica del hueso, y también
se observan enlaces C-H en 2854 y 2924 cm™' [33], [34], [38].

« Enlabanda contenida entre 3100-3400 cm! indica la presencia de agua retenida en
la superficie en el material

Tabla 3 Valores del espectro FTIR de HPT y de las muestras incineradas a diferentes condiciones
determinados en el disefio experimental de la Fase | y la Fase Il

Nuimero de onda (cm™) / Grupos funcionales
Muestras cor Por Amidas/ Ho -
C-H
1546,1648/ | 3100 -

HPTH | 875,1413,1449 | 962,1018,1087 28542028 3400 -
500 °C | 875,1413,1449 | 962,1018,1087 - - -

Fase I 520 °C | 875,1413,1449 | 962,1018,1087 - - -
540 °C | 875,1413,1449 | 962,1018,1087 - - 3572
540 °C | 875,1413,1449 | 962,1018,1087 3572
580 °C | 875,1413,1449 | 962,1018,1087 - - 3572
600 °C | 875,1413,1449 | 962,1018,1087 - - 3573
620 °C | 875,1413,1449 | 962,1018,1087 - - 3573
640 °C | 875,1413,1449 | 962,1018,1087 - - 3573
660 °C | 875,1413,1449 | 962,1018,1087 - - 3573
680 °C | 875,1413,1449 | 962,1018,1087 - - 3573
700 °C | 875,1413,1449 | 962,1018,1087 - - 3573

Fase Il | 720 °C | 875,1413,1449 | 962,1018,1087 - - 3573
740 °C - 962,1018,1087 - - 3573
760 °C - 962,1018,1087 - - 3573
780 °C - 962,1018,1087 - - 3573
800 °C - 962,1018,1087 - - 3573
820 °C - 962,1018,1087 - - 3573

En los resultados por espectroscopia IR de las muestras de la Fase I (temperaturas de 500
a 600 °C) (Figura 28) se observa en un primer instante la ausencia de las bandas asociadas
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con la presencia de materia organica (Amidas/ C-H en 1546,1648/2854,2928 cm’!
respectivamente).

Estas conclusiones son respaldadas con los resultados obtenidos por TGA/DSC, que indica
que la combustion de la fase organica se lleva acabo a temperaturas menores a 500 °C. Las
bandas de vibraciones que corresponden al grupo fosfato (962,1018,1087 cm™) se vuelven
mas pronunciadas conforme se aumenta la temperatura de 500 a 600 °C, mientras que en
las bandas que corresponden al ion carbonato (875,1413,1449 cm™) sucede lo contrario:
disminuye ligeramente su intensidad con el aumento de temperatura. En la banda de 3573
cm’! se observa como se define un tenue pico presente en temperaturas de 540 a 600 °C
gracias a la vibracion de estiramiento de un grupo OH™ presente en la muestra [35], [40].
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Figura 28 Espectros IR de las muestras obtenidas de la Fase I, HPTH y de 500 °C a 600 °C

En el caso de los resultados obtenidos por espectroscopia IR de la Fase II, temperaturas de
620 a 820 °C (Figura 29), todas las bandas estdn asociadas con los componentes
inorganicos, por lo tanto, es posible garantizar que en este rango de temperatura no existe
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la presencia de materia orginica. Las bandas del grupo fosfato (962,1018,1087 cm™) se
vuelven mas intensas y pronunciadas conforme se aumenta la temperatura, mientras que
las bandas ion carbonato (875,1413,1449 cm™") presentan una disminucién en su intensidad
hasta desaparecer en temperaturas de 740 °C, cuya causa es la formacion y liberacion de
COz en altas temperaturas y en un medio oxidante (aire), fendmeno previamente observado
en TGA como una leve pérdida de masa en este rango de temperatura. En el caso de la
banda 3573 cm™! que corresponde a la vibracion de iones hidroxilos (OH), se hace mas
visible conforme aumenta la temperatura de incineracidon, en consecuencia, a un efecto de
concentracion en el reordenamiento de la bio-Hap provocado por el proceso de incineracion
[35], [37].
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Figura 29 Espectros IR de las muestras obtenidas de la Fase Il, HPTH y de 620 °C a 820 °C
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4.4 ldentificacidon de fases cristalinas por DRX

Se verifico la fase cristalina de la muestra HPTH, visto en el patron de difraccion de la
Figura 30, con la ayuda del PDF #09-0432 mediante la identificacion de los picos de mayor
intensidad vistos en los planos (002), (211), (310), (222) y (213) ubicados en los angulos
20: 25.78, 31.94, 39.87, 46.74 y 49.49 respectivamente. La forma de patrén de difraccion
muestra una sefial ruidosa que generalmente es atribuida al background de la fase orgénica,
no obstante, también puede ser atribuido a un efecto de fluorescencia y dispersion
(scattering) dado por el tamafio de granos de la bio-Hap, visto en las micrografias
presentadas en los siguientes apartados.

100 A H PTH Q 09-0432> Hydroxylapatite, syn - Ca5(PO4)3(OH)
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Figura 30 Difractograma de la muestra HPTH, identificacion de fase cristalina con el PDF # 09-0432
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|Fase | PDF# 09-0432
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Figura 31 Difractograma de las muestras de la Fase I, 500 a 600 °C
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En la Figura 31 se muestran los difractograma del andlisis por DRX de las muestras
obtenidas en la Fase I. Se identificaron los picos de mayor intensidad con ayuda del
PDF# 09-0432 que corresponde a la Hap sintética; los picos de mayor intensidad se
encuentra en los planos (002), (211), (300), (310) (222) y (213) ubicados en los angulos
20: 25.86, 31.8, 39.84, 46.7 y 49.5 respectivamente, De igual manera, en los patrones de
difraccion visto en funcion del aumento de la temperatura de incineracion de 500 °C a
600 °C, s¢é aprecia que los picos cada vez se van definiendo con mayor claridad como es el
caso del plano (300) junto al plano (211). No se encontro presencia de otras fases cristalinas
mayoritarias, sin embargo, es importante recordar que esta técnica permite la identificacion
de otras fases cristalinas en concentraciones mayores al 1 o el 2 %, por lo que no se puede
asegurar la ausencia de otras fases cristalinas.

Intensidad

20 (grados)

Figura 32 Difractograma de las muestras de la Fase I, visto los planos (211), (112) y (300).
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Ca,,(PO, ),(OH), - PDF# 09-0432

Fage Il MgO - PDF# 45- 0946

.[——720 °C|

Intensidad

24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52
20 (grados)

Figura 33 Difractograma de las muestras de la Fase Il, de 620 a 720 °C
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Ca,(PO,),(OH), - PDF# 09-0432
MgO - PDF# 45- 0946
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Figura 34 Difractograma de las muestras de la Fase Il, de 740 a 820 °C

Los patrones de difraccion de las muestras de la Fase Il se encuentran en la Figura 33 y
Figura 34. Para la identificacion de fase cristalina se hizo usé del PDF# 09-0432 que
corresponde a la Hap sintética, encontrando los picos de mayor intensidad en los planos
(002), (211), (300), (310) y (222) ubicados en los angulos 20: 25.84, 31.76, 32,9, 39.78 y
46.78 respectivamente. Se observa que a 680 °C el pico que corresponde al plano (112) en
el angulo 26 31.18° se empieza definir hasta ser evidentes a 820 °C (Figura 32). Esto mismo
sucede con otros picos; en 700 °C se empieza a notar un leve pico en el angulo 26 de 41.9°
que corresponde al plano (200) de mayor intensidad del 6xido de magnesio (MgO)
identificado con el PDF# 45-0946. En las micrografias que se muestran mas adelante, la
presencia de MgO es observada, sin embargo, por la intensidad del pico se puede decir que
este 6xido se encuentra en concentraciones bajas y, a pesar de no encontrarse la presencia
de otras fases cristalinas en el material, no se puede garantizar la ausencia de éstas debido
al limite de detencion de la técnica.
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Figura 35 Calculo del FWHM del plano (0 0 2), muestras de la Fase Il, 620 a 820 °C
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Los cambios de cristalinidad fueron establecidos con el ancho a la altura media del pico
(FWHM), pues este parametro es inversamente proporcional al tamafio cristalino promedio
de acuerdo con la ecuacion de Scherrer [9]. Se decidio realizar el calculo FWHM, mediante
el uso de software MDIJ Jade 6.0, del plano (002) ya que no se encuentra traslapado con
otros picos a diferencia del pico de mayor intensidad (211) que se encuentra superpuesto
con otros picos tales como es el (112) y el (300), observado en la Figura 32. En la Figura
35 se observa la disminucion del FWHM en relacion con el aumento de temperatura, que
es asociado a un aumento al tamafio promedio del dominio cristalino. Mediante el calculo
de la primera derivada del FHWM (herramienta matematica sensible el cambio), se
observan dos minimos a temperatura de 640 y 700 °C, regiones de temperaturas que pueden
estar asociados a cambios microestructurales de los cristales, como es la coalescencia de
los granos de Hap, sin embargo, es necesario hacer un estudio mas profundo para
comprobar lo anteriormente mencionado.
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4.5 Caracterizacion composicional por ICP-OES

El analisis por espectrometria de emision Optica con plasma acoplado por induccion (ICP-
OES por sus siglas en inglés) permitié determinar la composicion cuantitativa de las trazas
de los elementos presentes en el polvo de hueso de porcino (HP), polvo de hueso de porcino
con tratamiento hidrotérmico (HPTH) y las muestras de bio-Hap incineradas a
temperaturas de 600, 700 y 800 °C, que se muestran en la Tabla 4. En mayor proporcion
se encuentra los elementos caracteristicos de la Hap que es Ca y el P, posteriormente se
encuentran trazas de otros elementos particulares de la Hap natural en mediana y baja
concentracion como es el Na, Mg, K, Fe, Al y Zn. La presencia de los otros elementos tales
como es el S, Si y Mn es debido al remanente de la combustion o de la digestion acida de
las proteinas presentes en la fase organica [14].

Tabla 4 Composicién quimica elemental del polvo de hueso de porcino (HP), polvo de hueso de
porcino con tratamiento hidrotérmico (HPTH), y bio-Hap obtenido a 600, 700 y 800 °C

Trazas HP HPTH Hap 600 Hap 700 Hap 800
(ppm)
Ca 190482.548 | 212095.131 | 261695.396 | 264699.346 | 279242.983
P 111331.873 | 125651.092 | 164547.425 | 168264.539 | 175979.026
Na 4525.72553 | 4179.22801 | 5599.85642 | 5931.37678 | 5856.68333
Mg 3575.95805 | 4087.95153 | 5401.26945 | 5622.03754 | 5791.36379
K 757.08757 152.29384 180.71838 213.47428 176.83507
S 747.51917 | 580.79786 398.4036 467.20249 | 391.16285
Fe 25.64251 50.53392 157.60138 111.86291 52.29452
Al 7.9624 31.29484 182.50505 112.76506 12.69847
Zn 153.86041 168.54046 218.86417 227.17566 236.97785
Si 28.24602 33.18814 49.94256 73.35692 99.74295
Mn 0.40068 0.79979 1.91136 1.55021 1.34993
Ca/P-r.m. 1.32225 1.30449 1.22909 1.21573 1.22631

En la literatura se ha reportado que la Hap sintética posee una relacion molar de Ca/P de
1.67, ya que es un compuesto estequiométrico [41], sin embargo, en nuestro material la
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presencia de los elementos tales como el Na, Mg, K y Fe pueden remplazar a los iones Ca>"

en la estructura cristalina de la Hap confiriéndole la cualidad de ser un compuesto no
estequiométrico [5]. La cualidad antes mencionada explica la relacion molar Ca/P entre
1.21 y 1.32 de las diferentes muestras de polvo de hueso y de bio-Hap, como se observa en
la Figura 36, en la cual la relacion Ca/P disminuye levemente posterior al proceso de
incineracion, producto de la baja concentracion y perdida de dtomos de Ca posiblemente
al ser sustituido por otras trazas minerales presentes en el material, favorecido por las altas
temperaturas de incineracion. La existencia de otros elementos sustitucionales en la bio-
Hap es benéfico puesto que es un factor que facilita la osteointegracion del material con el
tejido circundante, ademas de permitir que sea semejante al hueso humano.
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Figura 36 Relacion molar Ca/P del polvo de hueso de porcino (HP), polvo de hueso de porcino con
tratamiento hidrotérmico (HPTH), y bio-Hap incinerada a 600, 700 y 800 °C
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Mediante esta técnica se puede verificar que el tratamiento hidrotérmico realizado al polvo
de hueso de porcino (HP y HPTH) no provoco una variacién significativa en los elementos
de mayor concentracion que son el Ca, P, Na, Mgy S a excepcion del K en el que se observa
una reduccion en la concentracion, producto de la limpieza del polvo de hueso con el
tratamiento hidrotérmico. Se observa con mayor claridad en la Figura 37.

Las trazas minerales del Ca, P, Na y Mg de las muestras incineradas a 600, 700 y 800 °C
presentan una mayor concentracion mineral en relacion con el HP y HPTH, resultado del
tratamiento térmico al que fue sometido generando la degradacion de la fase organica,
como se observa en la Figura 37. En el caso de las trazas minerales de K y S sufrieron una
pérdida de esta fase maneral generado por el mismo tratamiento térmico.

4.6 Microestructura Superficial por SEM

Las micrografias superficiales de las muestras de la Fase I se presentan en la Figura 38,
imagenes obtenidas con una amplificacion de x100k y usando como sefial los electrones
secundarios (SE) en conjunto con los electrones retrodispersados (BSE). Como primera
observacion, en ninguna micrografia de las muestras se encuentra la presencia de materia
organica superficial que generalmente es visto como fibrillas de colageno; en consideracion
a los resultados por espectroscopia por IR y el andlisis térmico por TGA/DSC, se puede
suponer que este rango de temperatura de incineracion con un tiempo de sinterizacion de
12 horas demuestran ser condiciones térmicas suficientes para que se lleve a cabo la
degradacion de la fase organica, aunque es posible que no sea suficiente para la
trasformacion del carbono (producto de la combustion de la fase organica) en dioxido de
carbono para la evaporacion del mismo pues, conforme a la observacion visual de las
muestras (Figura 25), se tienen diferentes tonalidades de gris indicador de presencia de
carbono.

Las micrografias también muestran pequefios granos de bio-Hap con una morfologia no
definida y entrelazada entre si, formando una especie de red con huecos, posiblemente
producto del desprendimiento y la degradacion de la fase orgénica. En la micrografia de la
muestra incinerada a 500 °C, analizado con el programa de Imagel, se midieron los
granulos de bio-Hap con un tamafio entre 30 y 80 nm de largo; al ir aumentando la
temperatura de incineracion hasta llegar los 600 °C los granulos de bio-Hap mostraron un
leve crecimiento con tamafios entre 40 y 100 nm de largo, atn entrelazados y sin
morfologia definida.
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Figura 38 Micrografia de las muestras de la Fase | a una ampllflcaclon de x100K. a) 500 °C, b) 520 °C,
c) 540 °C, d) 560 °C, e) 580 °C y f) 600 °C
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Las micrografias superficiales de las muestras de la fase Il se encuentran en la Figura 39 y
Figura 40. Las imagenes también fueron obtenidas usando como sefial electrones
secundarios (SE) en conjunto con electrones retrodispersados (BSE) a una amplificacion
de x100k. Los granulos de bio-Hap a 620 °C presentan una morfologia en forma de barras
no completamente definidas entrelazadas entre si y, analizando con el programa ImagelJ,
se observan tamafos de granos entre 60 a 100 nm de largo; al ir aumentando la temperatura
de incineracion se percibe un crecimiento de hasta 700 nm visto en temperaturas de 820
°C, observacion que esta correlacionada con la disminucion del FHWM de las mismas
muestras.

Este crecimiento de los granos es observado de igual manera en la disminucion del FWHM
de las muestras de la Fase Il en el plano (002), indicador del aumento de la calidad cristalina
del material (ver Figura 35), y con el célculo de la primera derivada (usado como una
funcién matematica sensible al cambio) se observan dos minimos en temperaturas de 640
y 700 °C, temperaturas que pueden ser asociados a temperatura de activacion para el
crecimiento y coalescencia de los granulos de bio-Hap, observandose en el mismo rango
de temperatura en el DSC como un evento endotérmico en consecuente a una transicion de
fase en el material.

La micrografia de la muestra obtenida a temperatura de 720 °C, se observa la estructura
morfolégica no definida de un prisma hexagonal con tamafos de granulos entre
100 y 200 nm de largo (Figura 39-f), ésta morfologia continda hasta llegar a temperaturas
de 820 °C formando granos de bio-Hap con tamaios entre 200 a 700 nm de largo (Figura
40- e,f), esto puede ser debido a que es una morfologia de cristal termodindmicamente
estable.

En las micrografias de las muestras incineradas a 760, 800 y 820 °C se observa la presencia
de otra fase cristalina en la superficie de los granulos de bio-Hap (Figura 40-b, d, e) que
puede ser asociada a la formacion de 6xido de magnesio (MgO) ya reportado en la literatura
[12]. La existencia de MgO en el material fue encontrada en los difractograma desde la
muestra incinerada a 700 °C (Figura 34); se observa tenuemente el pico de mayor
intensidad en el angulo 26 de 41.9 ° que corresponde al plano (200) de mayor intensidad
del MgO usando el PDF# 45-0946.
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CAPITULO 5
CONCLUSIONES

+ El andlisis térmico por TGA/DSC de polvo de hueso de fémur de porcino
pretratado, sometido a una rampa de calentamiento de 25 a 1100 °C con una
velocidad de 5 °C/min, permitié identificar una region de estudio de interés entre
500 a 840 °C, region donde los eventos térmicos ocurridos pueden ser asociados a
cambios microestructurales del material. Y, junto con la revision bibliografica, se
logrd establecer un disefio experimental dividido en dos fases. La Fase I de 500 a
600 °C con muestreo cada 20 °C, muestras donde se evalud la remocion de la fase
organica y los cambios microestructurales del material por diferentes técnicas de
caracterizacion, y la Fase II de 620 a 820 °C con muestreo cada 20 °C, se estudi6
los cambios microestructurales y estructurales que sufrié el material usando
diferentes técnicas de caracterizacion.

+ Utilizando la metodologia ya reportada por Ramirez-Gutiérrez et al. [32] para la
obtencién de polvo de hueso de porcino y con los parametros térmicos de
incineracion establecidos en el disefio experimental de la Fase 1 y II, se logro
obtener bio-Hap de porcino con diferentes condiciones de tratamiento de
incineracion, muestras que fueron estudiadas posteriormente por DRX, ICP, SEM
y FTIR.

+ Mediante el estudio por FTIR en configuracion por ATR, no se encontr6 bandas de
grupos funcionales que fueran asociadas a la fase organica de las muestras
obtenidas en la Fase I y Fase II, permitiendo visualizar una remocion completa de
los residuos orgéanicos presentes en el material y determinando que las condiciones
de tratamientos dados en la Fase I y Fase II son suficientes para la combustion y la
remocion de la fase organica, resultado apoyados por el analisis por TGA/DSC. Sin
embargo, los espectros IR de las muestras de la Fase II, mostraron la perdida
completa de los iones carbonatos a temperaturas de 740 °C, observado en el andlisis
térmico por TGA como una pérdida significativa de masa.
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+ El analisis por DRX y por SEM de las muestras de la Fase I (temperaturas de
incineracion de 500 a 600 °C con un tiempo de sinterizacion de 12 horas),
permitieron estudiar los cambios microestructurales y morfolégicos del material,
siendo que las condiciones de tratamiento fueron suficientes para que la bio-Hap
sufriera pequefos cambios morfologicos teniendo granos desde 30 nm hasta 100
nm, observaciones que aun no se han reportado en la literatura.

+ De igual manera, el estudio por DRX y por SEM de las muestras de la Fase IT
(temperaturas de incineracion de 620 a 820 °C), proporcionaron informacion de los
cambios microestructurales y morfoldgicos del material. Donde el calculo del
FWHM del plano (0 0 2) muestra una disminucién en funcion al incremento de la
temperatura de incineracion que es asociado a un aumento en el tamafio promedio
del dominio cristalino, esto a su vez se correlaciona con el incremento del tamafio
de grano obtenidas por las micrografias por SEM de las mismas muestras.

+ Con el estudio composicional por ICP se demostrd la composicion caracteristica de
la bio-Hap, encontrando la presencia de otras trazas minerales tales como Na, Mg,
K, Fe, Al, S, Si y Mn en bajas concentraciones en relacion con el Cay el P. En el
calculo de la relacion molar de Ca/P se obtuvo valores entre 1.21 y 1.32,
sugiriéndonos la obtencién de un material no estequiométrico debido por la
presencia de trazas sustitucionales, sin embargo, la presencia de estds trazas
minerales se le considera un valor agregado en comparacion a la Hap sintética ya
que esto de le confiere una mayor similitud al tejido 6seo humano, lo que conlleva
una mayor biocompatibilidad. También se demostr6 que la temperatura de
incineracion no afecto de manera significativa al contenido mineral de la bio-Hap.

% De acuerdo con los pardmetros térmicos establecidos en el disefio experimental de
la Fase I y II, se demuestra que se puede obtener bio-Hap con diferentes
cualidades fisicoquimicas que son entendidas de acuerdo con los resultados de las
diferentes técnicas de caracterizacion utilizadas, por lo cual se pueden proponer
metodologias para la obtencion de bio-Hap con caracteristicas determinadas en
relacion con la aplicacion deseada.
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APENDICE

Patrones de difraccion de las muestras de la Fase |

Hap Porcino 500 °C
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Figura 41 Difractograma de bio-Hap a 500 °C por 12 horas a 5 °C/min

RODRIGO JERONIMO CRUZ UNAM LICENCIADO EN TECNOLOGIA



Apéndice

67

Hap Porcino 520 °C

100 1

901

801

704

601

501

Intensity (%)

401
301

20

10 ‘
0 ||||.

09-0432> Hydroxylapatite, syn - Ca5(P0O4)3(OH)

10 20

Two-Theta (deg)

Figura 42 Difractograma de bio-Hap a 520 °C por 12 horas a 5 °C/min
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Figura 43 Difractograma de bio-Hap a 540 °C por 12 horas a 5 °C/min
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Figura 44 Difractograma de bio-Hap a 560 °C por 12 horas a 5 °C/min
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Figura 45 Difractograma de bio-Hap a 580 °C por 12 horas a 5 °C/min
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Hap Porcino 600 °C
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Figura 46 Difractograma de bio-Hap a 600 °C por 12 horas a 5 °C/min
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. Patrones de difraccion de las muestras de la Fase 11
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Figura 47 Difractograma de bio-Hap a 620 °C por 3 horas a 5 °C/min

Hap Porcino 640 °C
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Figura 48 Difractograma de bio-Hap a 640 °C por 3 horas a 5 °C/min
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Figura 49 Difractograma de bio-Hap a 660 °C por 3 horas a 5 °C/min
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Figura 50 Difractograma de bio-Hap a 680 °C por 3 horas a 5 °C/min
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Hap Porcino 700 °C
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Figura 51 Difractograma de bio-Hap a 700 °C por 3 horas a 5 °C/min

Hap Porcino 720 °C
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Figura 52 Difractograma de bio-Hap a 720 °C por 3 horas a 5 °C/min
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Hap Porcini 740 °C
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Figura 53 Difractograma de bio-Hap a 740 °C por 3 horas a 5 °C/min

Hap Porcino 760 °C
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Figura 54 Difractograma de bio-Hap a 760 °C por 3 horas a 5 °C/min

RODRIGO JERONIMO CRUZ

UNAM LICENCIADO EN TECNOLOGIA



Apéndice

74

Hap Porcini 780 °C
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Figura 55 Difractograma de bio-Hap a 780 °C por 3 horas a 5 °C/min

Hap Porcino 800 °C
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Figura 56 Difractograma de bio-Hap a 800 °C por 3 horas a 5 °C/min
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Hap Porcino 820 °C

100 A 09-0432> Hydroxylapatite, syn - Ca5(P0O4)3(OH)
45-0946> Periclase, syn - MgO
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Figura 57 Difractograma de bio-Hap a 820 °C por 3 horas a 5 °C/min
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