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RESUMEN

Hoy en dia el enfoque de los nanomateriales ha ido en aumento debido a que presentan
propiedades nuevas en comparacion a los materiales de tamarfios superiores, en este sentido
también ha tomado un gran interés los biomateriales los cuales pueden ser utilizados en
sistemas bioldgicos con una aplicacion definida. Para este caso los biomateriales deben tener
importantes caracteristicas en la que destaca la biocompatibilidad y caracteristicas méas
especificas ya con un enfoque particular.

En la ingenieria de tejidos se han estudiado biomateriales que puedan tener principalmente
esta propiedad de biocompatibilidad, pero, esto no puede ser suficiente a la hora de aplicar
el biomaterial ya que aun asi se puede presentar rechazo en el sistema bioldgico, por esta
razén la importancia de obtener un biomaterial para la regeneracion ésea guiada (BGR) que
aparte de tener propiedades de biocompatibilidad también posea biodegradabilidad,
osteointegracion y osteoconductividad, para que ayuden al a mejorar la integracion del
biomaterial con el sistema bioldgico.

En este trabajo se obtuvo hidroxiapatita nanométrica con diferentes iones como los que estan
presentes de forma natural en los huesos de mamiferos. Se sintetizé6 mediante precipitacion
quimica utilizando Ca(OH). obtenido de céascaras de huevo como precursor. La posterior
calcinacidn se realiz6 a una temperatura baja de 250 °C para eliminar los subproductos de la
reaccion para evitar la transicion de tamafio de cristal a tamafios micrométricos. Los cristales
sintéticos de hidroxiapatita exhibieron morfologias esféricas irregulares con un diametro de
Feret que variaba de 10 a 45 nm. Méas importante aun, esta hidroxiapatita contiene niveles de
Ca*?, Mg*?, P*>, Na*!, Sr*?, K*, Si*2 Fe*®, Al*®y Ba*?, cercanos a los reportados para huesos
de mamiferos. El analisis de la hidroxiapatita sintética comercial revel6 que sus cristales

forman grupos de escamas micrométricas que no tienen iones adicionales, sino solo Cay P.
Palabras clave

Biomateriales; Cascaras de huevo; Minerales; Ruta de sintesis; Morfologia; Propiedades

estructurales.
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CAPITULO1
1.1 INTRODUCCION

Hoy en dia, la demanda de biomateriales para aplicaciones clinicas es cada vez mas
importante. Uno de los materiales con un amplio interés en los ultimos afios es la
hidroxiapatita (HAp) que es un fosfato de calcio con formula quimica (Cas(PO4)30H) y una
relacion estequiométrica Ca/P de 1.67. Se han utilizado cominmente dos rutas para obtener
HAp. La primera usa huesos de mamiferos y la segunda ruta es a partir de procesos quimicos
con diferentes precursores. Como es bien sabido, la HAp de huesos de mamiferos esta
formada por Ca*2, P*° y otros iones minoritarios como Mg*?, Na*, K*1, Fe*3, Si*?, entre otros,
que juegan papeles esenciales en la osteointegracion [1]. Sin embargo, las rutas quimicas
implican diferentes enfoques para incluir estos iones, como se mencioné anteriormente. En
ambos casos, la incineracion es necesaria para obtener HAp pura. La calcinacion Osea
requiere el control de la velocidad de calentamiento [2], [3], la temperatura de sinterizacion
[4], 1a velocidad de enfriamiento [5] y la atmosfera [6], [7]. Por otro lado, la incineracion es
fundamental para eliminar los precursores o fases secundarias formadas durante las
reacciones. Por lo mencionado previamente la calcinacién se realiza a baja temperatura

debido a que no afecta a las propiedades fisicoquimicas de la HAp.

Uno de los principales problemas asociados con la incineracion es la temperatura de
sinterizacién. Se ha informado que los HAps de huesos humanos, bovinos y porcinos estan
compuestos de cristales nanométricos y altamente ordenados [2], y que la coalescencia de
nanocristales produce una transicion de tamafio de nano a micro alrededor de 720 °C como
lo demuestran Londofio-Restrepo et al., [8]. Esta temperatura limita cualquier proceso
térmico utilizado para sinterizar hidroxiapatitas nanométricas con propositos clinicos. Sin

embargo, las temperaturas de calcinacion todavia se registran entre 100 y 1200 °C [9-12].

La obtencion de HAp también se ha hecho utilizando precursores naturales como lo son
cascara de huevo, estrellas de mar, y conchas de mar [13] haciendo uso del alto contenido de
calcio presente en ellos, en este sentido la cascara de huevo que es desecho presente en la
mayoria de los lugares por el uso del huevo como alimento, a partir de esto estudios de la

estructura y la composicion de la cascara de huevo se ha reportado que se compone de
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aproximadamente un 2 % de una matriz organica un 96 % de carbonato de calcio (CaCOs)
que es el polimorfo mas estable del calcio a temperatura ambiente y presion atmosférica y el
resto de la composicion es de iones minoritarios como Mg*2, Na*, Zn*2, Sn*2, Fe*3, Si*?,
entre otros [14], [15].

Se ha reportado de la sintesis de HAp utilizando cascara de huevo como precursor. Rivera et
al., [10] utiliz6 un método hidrotermal para sintetizar HAp. El CaO de las cascaras de huevo
se afadid a una solucion de Cas(POs)2 en un recipiente herméticamente cerrado para
conservar la humedad. Posteriormente, el recipiente se calentd hasta 1050 °C durante 3h a
una velocidad de calentamiento de 10 ° C/min. Sin embargo, los resultados de los rayos X
mostraron que HAp no es la unica fase presente. Parte del CaO no reacciona en el proceso.
Gergely et al., [16] utiliz6 un enfoque mecanico para sintetizar el HAp. Las cascaras de huevo
se calcinaron a 900 °C durante 3h, moliendo el CaO en un molino de bolas con bolas de
alumina y circonio. Una reaccion exotérmica con &cido fosférico reaccion6 con los polvos
triturados. Las mezclas se molieron durante 5 h a 4000 rpm (molienda con atritor) y durante
10 h a 350 rpm (molienda de bolas) obteniendo una mezcla homogénea y para evitar la
agregacion. Sin embargo, los resultados de los rayos X mostraron que se sintetizaron otros
fosfatos de calcio durante la reaccion. Sin embargo, no se ha reportado el contenido mineral
de las HAp sintetizadas a partir de la cascara de huevo que es uno de los principales enfoques

que se puede dar a la obtencion de HAp a partir de la cascara de huevo.

Abidi et al., [11] utilizando el método de precipitacion quimica humeda, sintetiz6
hidroxiapatita a partir de Ca (OH). y H3PO4 como precursores, y NH4OH para controlar el
pH de la reaccién. Al final de la reaccion, se calcinaron a 1200 °C. Sin embargo, segun [2],
esta temperatura no es la adecuada para obtener nanocristales de hidroxiapatita. Rodriguez-
Lugo et al., [17] y Abdul-Rauf et al., [18] han sintetizado HAp utilizando el método de
precipitacién quimica, variando parametros como la temperatura de sinterizacion y el pH de
la reaccidn. Descubrieron que el control del pH de la reaccion es vital; parapH 9, 10y 11 de
muestras incineradas a 900 °C, estaban presentes otras fases y los microcristales formaron la
HAp.

Shojai et al., [19] presentd una revision de los métodos de sintesis de HAp nanométrica.

Demostraron que el pH y la concentracion de los precursores son los principales parametros
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que influyen en la morfologia de HAp. Por tanto, es fundamental controlar el pH y las
concentraciones en la reaccion y, al final, controlar la temperatura de sinterizacion para evitar

el aumento en el tamafo de cristal.

El objetivo de este trabajo fue obtener nano-HAp por el método de precipitacion quimica
utilizando Ca(OH)2 obtenido de céscaras de huevo como precursor, y aprovechar los iones
que contiene naturalmente la cascara de huevo para mantenerlos en la hidroxiapatita y que
estén en cantidades similares a las cantidades de iones que contiene la hidroxiapatita del
hueso humano. La primera parte esta relacionada con la metodologia utilizada para obtener
hidroxido de calcio (Ca(OH)2) de las cascaras de los huevos de gallina a través del ciclo de
lacal. Y la segunda parte es la obtencion y la caracterizacién de HAp. Se calciné HAp a bajas
temperaturas para eliminar los subproductos de la reaccion. El ciclo de la cal de las cascaras
de huevo (CaCOs-CaO-Ca(OH).), hidroxiapatita de céscara de huevo (HAp-E) e
hidroxiapatita comercial (HAp-C) se caracterizaron utilizando plasma acoplado
inductivamente, analisis termogravimétrico, calorimetria diferencial de barrido, difraccion

de rayos X, microscopia electronica de barrido y espectroscopia infrarroja.
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1.2 JUSTIFICACION

Por el gran incremento del enfoque en nanomateriales con propiedades de biocompatibilidad,
biodegradabilidad, osteointegracion y buenas propiedades mecanicas usados como sustituto
0seo y que ayuden a la regeneracion Osea guiada (BGR), los procesos de obtencion se han
vuelto cada vez mas demandantes, por ejemplo en hidroxiapatita se busca que el material
obtenido sea lo mas parecido tanto en propiedades fisico-quimicas como en morfologia y

tamanio, esto para que la aceptacion del nuevo material en la parte dafiada sea Optima.

Por tal razén se utiliza una ruta de sintesis de hidroxiapatita relativamente simple usando
cascara de huevo como precursor de iones de Ca®* que se compone principalmente de 96 %
p/p carbonato de calcio y el resto estd compuesto por material organico como una membrana
proteica, e inorganico como iones Mg*?, Na*!, Sr*2, K*, Si*2, Fe*3, Al*3, Zn*?, Ba'?, en
cantidades similares a las que contiene el hueso humano. Asi se busca obtener una
hidroxiapatita de tamafio nanométrico por una ruta quimica que contenga las cantidades de

iones similares a las del hueso humano.
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1.3 HIPOTESIS

Es posible sintetizar hidroxiapatita de tamafio nanométrico por el método de precipitacion
quimica que contenga en su estructura quimica iones minoritarios como los presentes en el
hueso del cuerpo humano, aprovechando la composicion de la cascara de huevo y usandola

como precursor de calcio y fosfato de amonio como precursor de fosfato.
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1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo General

Sintetizar hidroxiapatita nanométrica que contenga iones en cantidades similares a la
hidroxiapatita presente en los huesos de humanos a partir de fosfato de amonio e hidroxido

de calcio obtenido de cascara de huevo como precursores.

1.4.2 Objetivos Especificos

e Obtener hidroxido de calcio a partir de cascara de huevo para utilizarlo como
precursor de calcio en la sintesis de hidroxiapatita.

e Sintetizar hidroxiapatita nanomeétrica a partir de fosfato de amonio e hidréxido de
calcio obtenido de cascara de huevo como precursores.

e Estudiar los estados vibracionales correspondientes a la estructura de la hidroxiapatita
por espectroscopia infrarroja.

e Estudiar la estructura cristalina a partir de difraccion de rayos X para verificar la fase
pura de la hidroxiapatita.

e Estudiar el contenido mineral de la hidroxiapatita sintetizada a partir de cascara de
huevo por ICP.

e Estudiar la morfologia de la hidroxiapatita a partir de microscopia electrénica de
barrido de alta resolucion.

e Estudiar la distribucion del tamafio de particula usando la técnica de dispersion de luz

dindmica.
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CAPITULO II
MARCO TEORICO

2.1 HUESO

El tejido del hueso es considerado uno de los compositos mas importante debido a su papel
tan importante en los seres vivos, éste material estd formado de dos fases principales, la fase
orgénica que es alrededor de 20% de su peso total en el cual estd presente la hélice de
colageno de tipo 1, proteinas, lipidos, células, y material genético, y por otra parte la fase
inorganica que representa el 70% del total del peso del tejido 6seo y estd compuesta por
fosfatos de calcio que en su mayoria el principal es un fosfato de calcio nombrado
hidroxiapatita y que en su estructura contiene iones como Mg*?, Na*, Zn*2, Sr*?, entre otros,
los cuales son de gran importancia en las actividades que realiza el cuerpo naturalmente para
su regeneracion continua, el otro 10% del peso total del tejido 6seo esta compuesto por agua.
Estas fases juegan un papel muy importante en las propiedades fisico-quimicas del hueso ya

que en conjunto le proveen esa fuerza y resiliencia caracteristica [20].

En la figura 1 podemos ver la composicion del tejido 6seo desde su macroestructura hasta
sus composiciones elementales que estan en el régimen nanométrico, esta es la importancia

de mantener la hidroxiapatita en este régimen.

Whole bone Tissue structure Microstructure Nanostructure

Osteon (Haversian system)

Tl

Lamellae (~ 7 pm)

Hydroxyapatite
(~50 % 25% 2 nm)

Collagen fibrils{(~ 50nm) ||

Periosteum

Spongy bone | Collagen fiber (~ 5 pum)

Osteonic canal

Collagen molecules .

Hydroxyapatite crystals Collagen triple helix
Microscopic view {~ 300 x 1.5 nm)
Mineralized fibrils

Compact bone

Blood vessels

Macro Nano

Figura 1.- Estructura del tejido dseo [19]
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2.2 HIDROXIAPATITA

La hidroxiapatita (HAp) es una ceramica de fosfato de calcio que pertenece a la familia de
las apatitas con una formula quimica Cas(PO4)3OH y una relacion estequimetrica de Ca/P de
1.67 que en comparacion con la hidroxiapatita presente en los huesos de mamiferos
(BioHAp) que tiene una estequiometria que varia de 1.8 a 3 esto se debe a la ingesta de estos
minerales que se hace por medio de la dieta y los iones sustitucionales que contiene la
BioHAp de manera natural en su estructura.[21] Este mineral tiene una estructura cristalina
hexagonal compacta con un grupo espacial de P6s/m, y con &tomos de oxigeno en los
espacios tetrahedrales y octahedrales y parametros de red dea=b=9.37 A, c=6.88A , «
= =90 grados, y = 120 grados.[22] Podemos ver la estructura de la hidroxiapatita en la

figura 2, asi como se distribuyen los &tomos dentro de la celda unitaria.
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Figura 2.- Estructura cristalina de la hidroxiapatita [20]

Como se mencion0 anteriormente la BioHAp que es la que esta presente en los huesos de
mamiferos tiene trazas de minerales minoritarios que de manera aleatoria ocupan sitios
sustitucionales de atomos Ca (1) que aparece en la figura 2 [23], esta cuantificacion de iones

minoritarios los podemos observar en la figura 3 la cual muestra la comparacién de los iones
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que estan presentes en la BioHAp de hueso humano, bovino y porcino antes y después de un

tratamiento térmico a 720 °C y que tienen una gran importancia en los procesos bioldgicos

que realiza el cuerpo de manera natural en procesos de remodelacion [2]
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Figura 3.- Composicién mineral de BioHAp [2]
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2.3 METODOS DE OBTENCION

La hidroxiapatita es un biomaterial que esta siendo ampliamente usando en la regeneracion
6sea guiada (BGR) por sus siglas en inglés, es por esto que se han reportado diferentes
métodos para su obtencidn entre las que se caracterizan principalmente por fuentes naturales

Yy por rutas quimicas:

2.3.1 Obtencién a Partir de Fuentes Naturales

2.3.1.1 Huesos de Humano, Bovino y Porcino.

Recientemente se han desarrollado técnicas en las cuales se resumen en aislar los cristales de
BioHAp a partir de hueso trabecular (parte dura del tejido) usando técnicas de desgrasado,
desproteinizado, y eliminacion del material genético de los portadores anteriores. Londofio-
Restrepo et al., [24] desarrollo un proceso de obtencién de BioHAp usando temperatura para
eliminar el material organico presente en los huesos de bovino, en el que el proceso es usado
también para huesos de humano y porcino, con este proceso se puede garantizar una remocion
casi completa del material organico pero la problematica que presenta es que a temperaturas
por arriba de 700 °C por fendmeno de coalescencia entre los cristales de hidroxiapatita el
tamafo de cristal presenta una transicién de nanométrico a micrométrico esto se puede
observar claramente en la figura 4, es importante tomar en cuenta esto ya que como la
hidroxiapatita que esta naturalmente en los huesos humanos se presenta en el régimen

nanométrico no es conveniente usar un tamafio de cristal diferente.
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Figura 4.- Micrografias SEM de BioHAp obtenida por procesos de calcinacion 700 a 1100 °C [24]
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Por otro lado, Barakat el al., [4] presento 3 métodos para la eliminacion del material organico
de la BioHAp el primero es proceso de agua subcritica; el cual consta de poner una mezcla
de agua desionizada con hueso de bovino triturado en un crisol de teflon dentro de una
autoclave de acero inoxidable retirando el oxigeno con nitrégeno y se calienta a temperaturas

alrededor de 250 °C y luego se enfria utilizando agua fria.

El otro método es hidrolisis hidrotermal alcalina, el cual utiliza una base fuerte como
hidroxido de sodio para poder promover la hidrolisis del coldgeno en las mismas condiciones
que el método de agua subcritica a diferencia del reemplazo del agua destilada por una
solucidn de hidréxido de sodio. Finalmente, también presento un método de descomposicién
térmica que se refiere a utilizar temperatura para descomponer los materiales organicos en

este caso la temperatura utilizada fue de 750 °C.

En los tres métodos presentados se menciona que son métodos faciles de usar a gran escala
en el que se elimina la mayoria del material genético, pero existe una diferencia en el proceso
descomposicion térmica en el que presenta un tamafio y morfologia diferente a las otras dos

rutas.

2.3.2 Obtencidn a Partir de Rutas Quimicas

Existen diversos métodos a partir de los cuales es posible obtener hidroxiapatita, los cuéles
se pueden clasificar como: via himeda y estado solido. Entre los métodos de Via Himeda
los cuales son los mas utilizados destacan los de sol-gel, hidrotermal y precipitacién quimica

y reaccion en estado sélido, mecano-gquimica conforman los métodos de estado sélido. [19]

2.3.2.1 Método de Sol-Gel

El método de Sol-Gel presenta atencion debido a sus ventajas para generar polvos de vidrio,
vitroceramicas y ceramicas. Estas ventajas incluyen una mezcla homogénea de las moléculas,
temperaturas bajas de reaccion la capacidad de generar particulas nanométricas y la

flexibilidad de generar polvos nanocristalinos, asi como peliculas delgadas.
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En la sintesis de HAp uno de los mayores problemas de este método es el costo de los
precursores a base de alcoxido utilizados que son los encargados de reaccionar para formar
el gel que posterior se somete a procesos de calcinacion para promover la formacion de la
fase de HAp. Por esta razon se ha tenido un enfoque en la utilizacion de materiales que sean
menos costosos y que con el proceso de sol-gel se garantice obtener la fase pura de
hidroxiapatita. [25]

2.3.2.2 Método Hidrotermal

Otro de los métodos que han tenido interés en la sintesis de nanomateriales ha sido el método
hidrotermal ya que se dice que es una ruta no tan tradicional para obtener nanoestructuras,

nanopolvos y cristales de diferentes materiales [26].

En la obtencion de HAp se ha utilizado por su relativa facilidad de sintesis, en el que unos
de los parametros mas importantes a considerar es la concentracion de los reactivos utilizados
en la reaccion, asi como el pH de las soluciones y las bajas temperaturas utilizadas, esto es
importante en la morfologia final ya que el crecimiento de la HAp por este método es en nano

barras de tamafios que van de diametros de 15-40 nm y longitudes de 70-150 nm. [27]

2.3.2.3 Método de Precipitacion Quimica

El método de precipitacion quimica es considerado un método de muy versatil y que presenta
muchas ventajas en cuanto a costos de produccion y la relacion que tiene en produccién en
masa [28]. En cuanto a produccion de nanomateriales ha sido ampliamente usando para la
obtencidn de nanoparticulas de diferentes tipos, pero en cuanto a produccién de HAp se tiene
definidos de manera particular todos los parametros como pH de la reaccion que se controla
usando hidréxido de amonio (NHsOH), temperatura de reaccion, tiempo de agitacion, tiempo
de envejecimiento y temperatura de calcinacion involucrados para la produccién de este
nanomaterial asi como sus morfologias que se pueden obtener y tamafios para la aplicacion

biomédica.
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Asi mismo esta bien definida el proceso de sintesis y los pasos involucrados después de la
precipitacion que es la agitacion, envejecimiento y el proceso de calcinacion que es necesario

para eliminar los subproductos de la reaccion de formacion. [29]

Sin embargo recientemente Correa-Pifia et al., [23] demostr6 que la HAp sintética se puede
calcinar a temperaturas por debajo de 720 °C que se asocia el fendmeno de coalescencia, asi

se garantiza que el tamarfio de particula estara en el régimen nanométrico.

En este método los precursores pueden ser distintos en los que siempre se pueda mantener la
relacion estequeometrica de la HAp de 1.67, las siguientes reacciones de formacion muestran

los precursores que pueden ser utilizados en este método de sintesis:

10 Ca(N0O3)2*4H,0 + 6 (NH1)H2PO4 + 14 NHsOH — Caio(PO4)s(OH), + 20 NH:NOs + 52 H,O [23]

10 Ca(NO3); + 6 HgPO4 + 2 NHsOH — Cazo(PO4)s(OH)z2 + 2 NH:NO; +18 HNO3 [19]
10 Ca(OH), + 6 (NH4):HPO4 — Caio(PO.)s(OH), + 12 NH3 + 18 H,0 [19]
10 Ca(OH)2 + 6 H3PO4 — Cazo(PO4)s(OH)z + 18 H20 [19]

2.3.2.4 Método de Reaccion en Estado Solido

El método de reaccion en estado sélido tiene como principio la descomposicién de un sélido
mezclado, suministrando calor para la formacién de un producto, ya sean nuevos sélidos o
gases. En la obtencién de HAp se dice que es un método simple en el que solamente se tiene
que mezclar los precursores de Ca?* y PO4** en estado sélido y sometiéndolos a un proceso

de calcinacién para la formacion de la HAp. [28]

El mecanismo de este método es por difusién de los iones de los precursores con una posterior
calcinacién a altas temperaturas, [30] que sin embargo es la principal problematica que
presenta este proceso ya que como se menciond con anterioridad a altas temperaturas los
cristales de HAp sufren un fenémeno de coalescencia pasando de un tamafio nanométrico a

uno micrométrico. [2]
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2.3.2.5 Método de Mecano-Quimica

Esta técnica de mecano-quimica tiene en comudn con la reaccion en estado sélido que para
que exista reaccion de formacion no es a partir de soluciones con los precursores, Si no que
aqui estd presente compresion, cizallamiento, o friccion mediante trituracion de los
precursores para inducir a que se genere la reaccion de formacion. Las técnicas mecano-
quimicas suelen utilizar molinos de bolas o molinos planetarios a determinadas velocidades
o frecuencias. La compresion de alto impacto y el aumento de la temperatura local durante
la reacciobn mecano-quimica contribuyen a la reaccion quimica y mejoran el proceso de
difusion [31-34].

Otra de las limitaciones de este proceso es que como las sustancias a veces estan expuestas
al ambiente y a la humedad presente en éste, los procesos del método de mecano-quimica
siempre se lleva en recipientes sellados que por lo regular son de acero inoxidable, zirconio,
agata, etc. [31]. En comparacién con el método de estado solido las particulas obtenidas por
este proceso suelen ser formas irregulares con particulas no homogéneas, [19] los factores a
tomar en cuenta en este método es que se tienen que utilizar precursores que sean lo mas
estables posibles y que no presenten hidratacion, asi como lo tiempos de molienda que es o
que se puede variar para saber cual es el tiempo éptimo en el cual la mayor parte de los

reactivos se transforman en productos y la relacién en peso entre los reactivos.

En la sintesis de HAp se ha utilizado Ca(OH)2 con P20s y CaF en el que se obtuvo una fase
de HAp con fluor, en este trabajo se reporta que el tiempo en que se obtuvo toda la fase de
fluoroapatita es de hasta 6h lo que involucra bastante tiempo en la reaccion de formacion.
[35]
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2.3.3 Obtencién a Partir de Procesos Combinados

Este tipo de obtencién ha tomado un amplio interés ya que se puede aprovechar la
composicion de materiales que pueden ser considerados desechos para poder transformarlos
en nanomateriales. En obtencidn de HAp que se han utilizado precursores que principalmente
contengan calcio o fosforo que es la composicion elemental de la hidroxiapatita, a partir de
esto, se mezcla con reactivos utilizados en las rutas de sintesis quimica y utilizando los

principios de la técnica de sintesis se obtiene el producto final, clasificandose:

2.3.3.1 Precursores a Partir de Cascara de Huevo.

Otra de las formas de obtener hidroxiapatita es utilizando bioresiduos naturales que realicen
la funcion de un precursor y que contengan una alta composicion en iones de que sean
utilizados en la sintesis de HAp, esto se refiere a utilizar precursores de fuentes naturales e
combinacion con los procesos de sintesis quimica como los antes mencionado, uno de los
ejemplos més claros es la utilizacion de céscara de huevo debido a que es un desecho muy
comun en la poblacion gracias a que el huevo es uno de los alimentos presentes en la dieta

de la mayoria de la poblacién.[36]

La utilizacién de la cascara de huevo se debe a su composicion quimica ya que este
bioresiduo se compone en un 96% de su peso total de carbonato de calcio (CaCO3) el cual es
el polimorfo de calcio mas estable a presién atmosférica y temperatura ambiente, de un 2%
en peso de una matriz organica que contiene proteinas y lipidos y el resto se compone de
iones como Na*t, Mg*2, Zn*?, Fe*3, AI*3, Sr*2, entre otros, [15] Los cuales se presentan en
cantidades similares a las cantidades de iones que hay en la BioHAp de huesos humanos,

bovinos y porcinos. [2]

Para obtener el precursor utilizado en la sintesis de HAp de acuerdo con Galvan-Ruiz et al.,
[37] donde caracterizo el ciclo de la cal a partir de CaCO3 mineral donde obtuvo Ca(OH); a
partir de CaO obtenido de la eliminacion de CO- del carbonato de calcio y luego hidratar el
CaO para poder inducir a la formacion de Ca(OH)2, CaCOs — CaO — Ca(OH)>. Se puede
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seguir este mismo proceso a partir de las cascaras de huevo ya que como se menciono

anteriormente la composicion mayoritaria de este material es CaCOa.

2.3.3.2 Precursores a Partir de Diferentes Fuentes Utilizadas como
Precursores

Existen también otras fuentes de las que se puede obtener HAp a partir de bioresiduos que
estén principalmente compuestos por los elementos principales de la HAp, uno de ellos que
son las estrellas de mar asi como las conchas de mar que al igual que las cascaras de huevo
estdn compuestas mayoritariamente por calcio en este sentido se puede aprovechar este
componente que al combinarlo con precursores de fosfato se puede dar la reaccion de

formacion y obtener HAp de diferentes morfologias y tamarios. [19]

En la figura 5 podemos observar las diferentes fuentes de las que podemos obtener HAp en
las que estan presentes diversos bioresiduos que se pueden utilizar como fuentes de Ca®* y
que sirven para combinar los procesos de sintesis, asi como las morfologias obtenidas a partir

del precursor o fuente utilizado.
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Figura 5.- Diferentes rutas en las que se puede obtener HAp a partir de fuentes naturales [19]
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2.4 TECNICAS DE CARACTERIZACION

2.4.1 Analisis Térmico (TGA/DSC)

El calor es una de las propiedades de todos los materiales, y es una capacidad que se puede
transferir en forma de energia de un sistema fisico a otro y esto involucra pérdida y ganancia
de energia entre los sistemas. En resumen, la temperatura es una medida de la capacidad de
cualquier sistema fisico, para transferir energia térmica a otro sistema fisico. De esta manera
las leyes de la termodinamica son las que toman importancia ya que son las que rigen estos
fendmenos de transferencias de energia en forma de calor en los sistemas fisicos. Por
ejemplo, si dos objetos, o si un sistema y sus alrededores, tienen una temperatura diferente,
entonces tienen una capacidad diferente para transferir calor. Con el tiempo, habra un flujo
de energia del objeto més caliente al objeto mas frio, lo cual esta denominado por la ley cero
de la termodindmica que anuncia el equilibrio térmico.

Esto nos dice que al someter un material a un proceso de calentamiento en el que se involucra
temperatura éste va a experimentar eventos térmicos dependiendo de su naturaleza, y
generalmente cuando esto ocurre induce a que el material tenga mayor energia cinética
provocando mayor movimiento en sus estructuras y asi mismo suceda un cambio en su
estructura o que reduzcan su cantidad de masa convirtiéndose en diferentes componentes
debido al rompimiento de los enlaces quimicos.

En los analisis térmicos de los materiales, como ya se menciond una de las variables con
mayor importancia es la masa del material ya que estos tipos de analisis se hacen respecto a
la diferencia de pérdida de masa (TGA) y a las diferentes transiciones de liberacion y
absorcion de calor (DSC).

El andlisis termogravimétrico (TGA) se utiliza a menudo en estudios de descomposicion
térmica de biomasa. Por ejemplo, con este método podriamos estudiar la pir6lisis de
sustancias en diversas condiciones y velocidades de calentamiento. La medida instrumental
en algunos casos puede dar como resultado el termograma a partir del cual resulta el
termogravimétrico diferencial (DTG) del cual se hacen suposiciones sobre las velocidades

de reaccion y de los diversos pasos del tratamiento térmico en cuanto a pérdida de masa.
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El fundamento sobre la base de este tipo de medidas es la variacion de peso de la muestra
como consecuencia del tratamiento térmico. Debido al proceso, se perdera algo de masa en
términos de volatiles o descomposicion y esta pérdida de peso se mide normalmente por
medio de una micro balanza, este principio lo podemos ver en la figura 6 a) donde se muestra
esquematicamente los componentes principales del analisis TGA.

El andlisis termogravimétrico (TGA) puede también ser combinado con el anlisis de
calorimetria diferencial de barrido (DSC) el cudl sirve para tener un andlisis térmico mas
completo debido a que esta técnica nos ayuda a mostrar las transiciones endotérmicas y
exotérmicas del material respecto al incremento de temperatura, en ambos casos el analisis
se hace con una muestra a la cual se va a hacer el tratamiento térmico y una muestra de
referencia. [38]

En la figura 6 ¢) podemos observar un termograma de ejemplo en el cual estan presentes
tanto la grafica de TGA (negro) que muestra la pérdida de masa respecto a la temperatura y
la gréfica de DSC (azul) que nos indica las transiciones exotérmicas (maximos) y
endotérmicas (minimos) también respecto a la temperatura suministrada. Como se mencion6
estas dos técnicas se pueden hacer simultaneamente es por esto que hoy en dia se utilizan
equipos en los que podemos realizar esta técnica al mismo tiempo, un ejemplo de estos

equipos los podemos ver en la figura 6 b) el cual es un equipo TGA/DSC de Mettler Toledo.
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2.4.2 Difraccion de Rayos X (DRX)

Los Rayos X fueron descubiertos por el fisico aleman W.C. Rdéentgen en 1895 y fueron
Ilamados asi porque desconocia la naturaleza de la radiacién, por tal descubrimiento recibid
el premio Nobel en el afio de 1901. Pero no fue hasta 1912 cuando von Laue fisico aleman
en un experimento con cristales de Sulfato de Cobre pudo observar la difraccion de los rayos
X, asi con este experimento se pudo demostrar la naturaleza ondulatoria de los rayos X, que
a partir de esto pasé a formar parte del espectro electromagnético.

Los rayos-X son radiacion electromagnética de la misma naturaleza que la luz, pero de
longitud de onda (A) mucho mas corta. La unidad de medida en la region de los rayos-X es
el angstrom (A), igual a 10° m (Figura 7) y los rayos X usados en difraccion tienen
longitudes de onda en el rango 0.5-2.5 A mientras que la longitud de onda de la luz visible
esta en el orden de 6000 A. [39]
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Figura 7.- Espectro Electromagnético
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Los rayos X se producen cuando una particula cargada eléctricamente con suficiente energia
cinética de alrededor de 1 keV colisiona con otro &tomo lo que produce un espectro continuo
a partir de la longitud de onda que depende de la energia a la cual son emitidos los electrones
a esto se le denomina radiacion continua, también, a partir de esto se generan rayos X
monocromaticos, que esto es caracteristico del material y se conoce como linea de emision

caracteristica que se generan a la longitud de onda més corta (SWL). (figura 8)
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Figura 8.- Radiacion continua y radiacion

caracteristica de los rayos X [39]
Estas lineas de emisién conocido como espectro caracteristico son generadas a partir de que
en un atomo que esta compuesto por diferentes niveles de capas de electrones que partiendo
del nacleo al exterior se denominan K, L, M, etc., asi cuando a radiacion incide y libera un

electrén de la capa K un electrén de la capa L lo remplaza haciendo una transicion

Figura 9.- Esquema de la transicion de nivel de un electrén [39]
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de nivel de energia de menor energia a mayor y esto produce que se emita rayos X
caracteristicos Ka, de igual manera si el haz incidente libera un electron de la capa L un
electrén de la capa siguiente que en este caso seria la capa M da una transicion de nivel de
energia para asi ocupara el lugar vacio, en este caso se producen rayos X caracteristicos La y
de esta manera podemos obtener diferentes lineas de emision caracteristica como se puede

observar en la figura 9.

Esta interaccion de la radiacion con la materia fue establecida principalmente por la ley de
Bragg la cual define la difraccion de los rayos X en las estructuras cristalinas ya que se
establece que la estructura de un cristal estd compuesta por muchas capas de planos que esta
formada por &tomos que se encuentran a la misma distancia y que al irradiar una longitud de
onda de rayos X, el mismo angulo en el cual incide va a ser el mismo angulo de difraccién

[40]. A partir de aqui se establece la ley de Bragg la cual se define como la ecuacion (1):
nil = Zdhkl Senf (1)

Donde A es la longitud de onda de los rayos X, n es el orden de reflexion, d,; es la distancia
entre los planos en la red de la estructura cristalina 'y 6 es el angulo de incidencia/difraccién
de los planos (ver en la figura 10). Esto ocurre cuando inciden los haces en fase 1y 2y
difractan en 1’ y 2°, la diferencia de los caminos opticos en la incidencia de dichos haces en
dos planos de la red definidos por la distancia entre AB y BC y considerando que esta suma

es un numero entero (n) de veces la longitud de onda (1).

1 1’

AV

[ 106)

B
ia)

Figura 10.- Ley de Bragg en plano (100) [39]

33



A partir de esto se tiene:

(AB + BC) = nA 2)
Y como:
AB = BC (3)
Considerando:
Sen == (4)
Entonces:
(AB + BC) = (dpy;Senb + dyy, Senb) = 2dy;, Senf (5
2dpSenf = nA (6)

Experimentalmente la ley de Bragg puede ser utilizada usando rayos X de longitud de onda
conocida y midiendo el angulo 6 de difraccién experimental, con esta medida podemos
determinar la distancia interplanar d de varios de los planos en el cristal, a esto se le conoce
como analisis estructural lo cual nos ayuda con la determinacion de las fases presentes en el

material que se analiza.

En la figura 11 podemos observar el principio de la

técnica de difraccion de rayos X, en donde la

radiacion es producida desde T, incidiendo en la
muestra C con un angulo determinada y con una

difraccion del mismo angulo de incidencia.

A partir de esta técnica podemos obtener un patron

de difraccion de los diferentes picos caracteristicos de
Figura 11.- Principio de la técnica de

un material (figura 12). De esto podemos obtener
Difraccién de Rayos X [39]

informacién como; que fases estan presentes en el

material, su tipo de cristalinidad a partir de los anchos de picos difractados tamafio de cristal
con las ecuaciones de Scherrer y Williamson-Hall. Un ejemplo del patrén de difraccion lo
podemos observar en la figura 12 en donde podemos ver a diferencia entre cristales y sélidos

amorfos.
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Figura 12.- Patrén de difraccidn de rayos X, a) material cristalino, b) material amorfo [40]

2.4.3 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia de absorcion infrarroja (IR) recibe su nombre debido a la region del
espectro electromagnético implicado que va desde 12800cm™ - 10 cm™ (figura 7), que se
divide en tres zonas: IR cercano (NIR): 12800-4000 cm-1, IR medio: 4000-400 cm-1, e IR
lejano: 400-10 cm-1. Siendo en el IR medio donde se dan la mayoria las aplicaciones
analiticas tradicionales. EI NIR requiere una minima o nula preparaciéon de la muestra y
ofrece un analisis cuantitativo sin consumirla o destruirla. Por su parte el IR lejano requiere
el uso de fuentes y materiales opticos especiales.

El IR es utilizado para el analisis de compuestos organicos, inorganicos u organometalicos
que contengan atomos pesados (masa atomica superior a 19) y proporciona informacién Gtil
en estudios estructurales [41].

Una de las grandes ventajas de la espectroscopia IR es su versatilidad, ya que permite estudiar
practicamente cualquier muestra con independencia del estado en que se encuentre: liquidos,
disoluciones, pastas, polvos, fibras, peliculas, gases o superficies son algunos ejemplos.
Para que una molécula muestre absorcion en el infrarrojo tiene que poseer una caracteristica
en especifico: un momento dipolar eléctrico debe cambiar durante el movimiento, es decir,

la interaccion de la radiacion infrarroja con la materia origina cambios en los dipolos
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moleculares asociados a vibraciones y rotaciones de grupos funcionales presentes en el
compuesto en donde el espectro de infrarrojo se da por la absorcidn de una cierta cantidad de
energia de la radiacion emitida a la muestra, a estas vibraciones de los enlaces de las
moléculas se las denomina modos normales de vibracion.

Los modos normales de vibracion pueden ser vistas como un cambio en la longitud del enlace
(estiramiento) o en el angulo de unién (flexion), mientras que algunos enlaces pueden
estirarse en fase (estiramiento simétrico) o fuera de fase (estiramiento asimétrico), entre otros
modos vibracionales [41].

El espectro vibracional de una molécula se considera una propiedad fisica Unica y por tanto
caracteristica de esta molécula. Asi, entre otras aplicaciones, el espectro IR se puede usar
como ‘“huella dactilar” en la identificacion de muestras desconocidas mediante la
comparacion con espectros de referencia.

En la técnica de espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) el instrumento
que determina el espectro de absorcién de un compuesto se llama espectrofotémetro. El
espectrofotdmetro de transformada de Fourier proporciona el espectro de infrarrojos mucho
mas rapidamente en comparacion con el espectrofotdmetro tradicional ya que éste utiliza el
principio de Michelson. El instrumento produce un rayo de radiacion IR, que se emite desde
una fuente de cuerpo negro incandescente.

Posteriormente, el haz pasa a través del interferometro donde tiene lugar la codificacion
espectral. La recombinacion de haces con diferentes longitudes de trayectoria en el
interferometro crea una interferencia constructiva y destructiva llamada interferograma. Al
final con la ayuda de un software que hace la transformada de Fourier se obtiene el espectro
de absorcion final de la muestra analizada. [42] Podemos ver este principio en la figura 13.
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Figura 13.- Principio de la técnica FTIR [43]

2.4.4 Microscopia Electronica de Barrido de Alta Resolucién (HR-SEM)

El microscopio electrénico de barrido (SEM) es uno de los instrumentos mas versatiles
disponibles para el examen y analisis de la morfologia de la microestructura y las
caracterizaciones de la composicion quimica. [44]

Esta técnica consiste en la interaccion de un haz de electrones producido por un filamento
caliente generalmente de tungsteno y una determinada area del material a estudiar, generando
diferentes sefiales como la de electrones secundarios y retrodispersados, los cuales se

diferencian por su energia. Los electrones secundarios son generados por interacciones
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inelasticas, tienen una energia inferior a 50 eV y son utilizados para la formacion de la

imagen.

Mientras que los electrones retrodispersados se dan por dispersiones elasticas, responden a

la composicidn elemental de la muestra, generando un contraste por nimero atdbmico (zonas

con numero atdmico menor se veran mas oscuras). El resultado mediante SEM serd una

imagen digital que dependiendo del equipo se puede lograr una resolucion de hasta 5 nm

como es el caso de microscopia electronica de barrido de alta resolucion (HR-SEM).

Las muestras deben de ser conductoras para poder ser analizadas, cuando éstas no lo son se

les hace un recubrimiento con algin material conductor como el oro. En algunos casos y

dependiendo del equipo las muestras deben estar libres de humedad, por lo que en ocasiones

es necesario realizarles un proceso de deshidratacion [45]
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Figura 14.- Esquema de las partes del Microscopio Electrénico de Barrido (SEM) [46]
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La figura 14 muestra un esquema de las partes que compone un microscopio electrénico de
barrido en el que para poder generar las imégenes consta de lo siguiente:

Un cafidn de electrones que genera un haz de electrones a partir de calentar un filamento de
gue comunmente es de tungsteno y por medio de una diferencia de potencial provocado por
un anodo los electrones se disparan esta parte se encuentra en la parte superior de la columna.
Las lentes electromagnéticas ubicadas dentro de la columna enfocan el haz de un pequefio
didmetro que esté en el régimen de los nandmetros. Las bobinas de exploracion en la columna
barren el haz sobre la superficie de la muestra presente en la cAmara que se encuentra al final
de la columna. La pistola, la columna y la camara de muestras se mantienen al vacio para
permitir la generacion y el avance del haz de electrones. Los electrones en el haz penetran
unas pocas micras en la superficie de una muestra a granel, interactian con sus atomos y
generan una variedad de sefiales como electrones secundarios y retrodispersados y rayos X
caracteristicos que se recolectan y procesan para obtener imagenes y quimica de la superficie
de la muestra. La resolucion lateral dltima de la imagen obtenida en el SEM corresponde al
didmetro del haz de electrones. Los avances en el disefio de lentes y cafiones de electrones
producen diametros de haz muy finos que dan resoluciones de imagen del orden de <1 nm.
[46]

2.4.5 Dispersién de Luz Dinamica (DLS)

La dispersion dindmica de luz (DLS) es el conjunto de técnicas mas versatil y util para medir
los tamafios, distribuciones de tamafio y (en algunos casos) las formas de nanoparticulas en
liquidos. La técnica DLS es una técnica "hidrodindmica™ en el sentido de que mide
directamente cantidades hidrodinamicas, generalmente los coeficientes de difusion
traslacional y/o rotacional, que luego se relacionan con tamafios y formas a través de
relaciones teoricas. [47]

Esta técnica utiliza la iluminacién de una suspension de particulas o moléculas que
experimentan un movimiento browniano mediante un rayo laser. Las fluctuaciones
dependientes del tiempo en la intensidad de la luz dispersa que se producen se analizan

utilizando un auto correlacionador que determina la funcion de autocorrelacion de la sefial.
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La correlacion de la sefial, G, decae a una tasa exponencial que depende de la difusion de las

particulas que se miden como se muestra en la ecuacion 7.

G= f I(OI(t + 1) dt = B+ Ae 24" (7)
0

Donde B es la linea de base, A es la amplitud y D es el coeficiente de difusion traslacional.
La dispersion El vector de dispersion (q) se define mediante la siguiente ecuacion, donde f
es el indice de refraccion del solvente, Ao es la longitud de onda de vacio del laser y 8 es el

angulo de dispersion:

L @) ®)

Py
Ao

La velocidad de este movimiento browniano se mide y proporciona el coeficiente de difusion

traslacional D. Este coeficiente de difusion se puede convertir en un didmetro hidrodinamico

(Dn) usando la ecuacion de Stokes-Einstein.

__M (9)
3mgD

Donde k es la constante de Boltzman, T la temperatura y n es la viscosidad dispersante. El

Dy

limite de tamafio inferior de la técnica de dispersion de luz dinamica (DLS) depende de la
cantidad de luz dispersada en exceso. Este exceso es la diferencia de dispersion entre la

molécula o particula en estudio y el dispersante en el que se prepara. [48]

En la figura 15 podemos ver un esquema de los componentes principales de la técnica de
DLS en la que consta de la fuente generadora del haz de luz que pasa por un lente que
condensa el haz en una onda monocromatica la cual incide en la muestra que esta en forma
de dispersion coloidal, de aqui el haz dispersado a un angulo 8 de la direccion de incidencia
se vuelve a concentrar con ayuda de otro lente que lo manda al detector el cual se encarga

con ayuda de un correlacionador a transformar la sefial en los datos finales [49]
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Figura 15.- Esquema de la técnica de Dispersién de Luz Dinamica (DLS) [49]

2.4.6 Espectroscopia de Emision Optica con Plasma de Acoplamiento por
Induccién (ICP-OES)

La espectroscopia de emisidn Optica con plasma de acoplamiento por induccion (ICP - OES)
es una herramienta poderosa para la determinacion de metales en diferentes matrices. Se
pueden realizar mediciones de un solo elemento rentable con un monocromador
simple/combinacidn de tubo fotomultiplicador (PMT) o simultaneamente hasta 70 elementos
con la combinacion de un policromado y un detector de matriz. El rendimiento analitico es
muy bueno en comparacion con otras técnicas de analisis inorganicos, especialmente con

respecto al rendimiento de la muestra y sensibilidad [50].

La muestra generalmente se transporta al instrumento como una muestra liquida. 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
HNOs y HCI para que los analitos (elemento, compuesto 0 ion) estén presentes en una

solucion liquida para posteriormente ser introducidos en el equipo.
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Dentro del cual el liquido se convierte en un aerosol a través de un proceso conocido como
nebulizacion. La muestra de aerosol es luego transportada al plasma donde se desolvata,
vaporizado, atomizado y excitada y/o ionizado por el plasma.

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. La radiacion detectada se
convierte en sefiales electronicas que a su vez se convierte en informacion que es procesada

por un sistema informatico, esto lo podemos observar en la figura 16.
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Figura 8.- Esquema de la técnica de ICP-OES [50]
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CAPITULO III
MATERIALES Y METODOS

3.1 METODOLOGIA

3.1.1 Obtencién De Hidréxido De Calcio A Partir De Céascara De Huevo

Como inicio del proceso de obtencion de Ca(OH)., se hirvieron las cascaras de huevo de
gallina en agua destilada para eliminar las impurezas y la membrana proteica, después se
secaron y se trituraron con un mortero de acero inoxidable y se tamizaron con una maya de
150 micrémetros. A continuacion, estas cascaras de huevo se analizaron mediante analisis
termogravimeétrico y calorimetria diferencial de barrido (ver figura 24). Con base en los
resultados, se calcinaron céscaras de huevo limpias a 550 y 950 °C para obtener CaCOs y
CaO, respectivamente. La cascara de huevo calcinada a 950 °C se remojé en agua destilada
durante 2 meses para obtener Ca(OH).-E. El diagrama del proceso se muestra en la figura
17.

Eliminacion de
la membrana Secado

proteica

Hervir Cascara de
huevo

~95°C, 1h

Obtencion de
CaCO;

Calcinacion Triturado

Obtencion de

a0 Hidratacion

Obtencion de
Ca(OH),

Figura 17.- Diagrama de proceso de obtencién de Ca(OH).

43



3.1.2 Sintesis de Hidroxiapatita Usando Hidroxido de Calcio como Precursor

La nanohidroxiapatita se obtuvo mediante el método de precipitacion quimica humeda
reportado por Sadat-Shojai et al. [19] con algunas modificaciones. Se hizo reaccionar
(NH4)H2PO4 0,6 M (99,1%, J.T. Baker, México; cddigo 0776-01) con 1,0 M de Ca(OH):
obtenido de la céscara de huevo (Ca(OH)2-E ) gota a gota y con agitacion constante y
calentamiento a 37,5°C usando un bafio hidrotérmico con agitacion. EI pH = 9 se control6
afiadiendo NH4OH (28,0-30,0%, J.T. Baker, EE. UU.; codigo 9721-02) y utilizando un
medidor de pH de Hanna Instruments (H12020). Al final de la reaccion se envejecio 48h.
Luego, el polvo himedo se filtro y se seco a 94 °C durante 1h. Finalmente, la muestra se
pulverizo, se tamizé (malla US 100; 147 um) y se calcind a 250 °C durante 3h para eliminar
los subproductos de la reaccion. Esta muestra se etiquetd como HAPp-E, y se usO una
hidroxiapatita comercial de Sigma Aldrich (HAp-C) por razones comparativas. EIl diagrama

de proceso se muestra en la figura 18.

Ca(OH), A
De Cascara de huevo — Precipitacion
(NH,)H,PO, : / 4
~ agitacion
#37.5°0C
Triturado ? Secado Envejecimiento
g
~95°C, 1h -l
@ Calcinado Nano-
: _ Hidroxiapatita
~250°C,3h

Figura 18.- Diagrama de bloques del proceso de sintesis de

hidroxiapatita
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3.2 ANALISIS TERMICO POR TGA/DSC

En el analisis térmico se llevo a cabo en simultaneo en un aparato Mettler Toledo modelo

TGA/DSC, como el que se muestra en la figura 6 b).

En donde se colocaron 4 mg de cascaras de huevo limpias en polvo (74 um) en un crisol de
alimina y se calentaron desde temperatura ambiente (25 °C) a 900 °C a 5 °C/min en una

atmosfera de oxigeno dentro del aparato.

3.3 CARACTERIZACION POR RAYOS X

Los patrones de difraccion de rayos X de polvo de muestras comerciales: CaCOs-C, CaO-C,
Ca(OH)2-C y HAp-C; los precursores de céascara de huevo obtenidos: Raw-E (cascara de
huevo sin calcinar), CaCOs-E, CaO-E, Ca(OH).-E y HAp-E se llevaron a cabo con un
difractometro Rigaku Ultima IV (Figura 19) que funciona a 40 kV, 30 mA con una longitud
de onda de radiacion de CuK de A = 1.5406 A. Se tomaron difractogramas de 15 a 75 en una
escala de 20 y un tamafio de paso de 0,02. Las muestras de polvo se empaquetaron

densamente en un fondo cero.

Figura 9.- Fotografia del equipo de Difraccion de Rayos X
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3.4 CARACTERIZACION POR FTIR

Se utilizé espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier para estudiar los estados
vibracionales de muestras comerciales: CaCOz-C, CaO-C, Ca(OH).-C, HAp-C; muestras
obtenidas de céscaras de huevo: Raw-E, CaCOs-E, CaO-E, Ca(OH)2-E y HAp-E. Los
espectros se realizaron en un PerkinElmer Spectrum Two como el de la figura 20, equipado
con un accesorio ATR (reflectancia total atenuada) con un cristal de diamante en el rango

espectral de 4000-600 cm™ y una resolucion espectral de 2 cm™.

Figura 20.- Fotografia del equipo de FTIR

3.5 CARACTERIZACION MORFOLOGICA HR-SEM

Se estudié la morfologia de CaCOs-E, CaO-E, Ca(OH)2-E, HAp-E y HAp-C con un
microscopio electronico de barrido Hitachi SU8230 visto en la figura 21. Las muestras se
fijaron en un soporte de cobre con cinta de carbéon y las condiciones de analisis utilizaron un

voltaje de aceleracion de electrones de 1 kV a una presion de 12-20 Pa.
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Figura 10.- Fotografia del equipo de HR-SEM

3.6 CONTENIDO MINERAL POR ICP-OES

El contenido mineral de Raw-E, HAp-E y HAp-C se determiné utilizando un espectrometro
de emisién dptica de plasma acoplado inductivamente (ICP-OES, modelo Thermo iCAP
6500 Duo View) figura 22 b). Se digirieron 0,1 g de cada muestra con acido nitrico (Baker
69-70%) en un sistema cerrado por microondas utilizando un Mars Xpress de la marca CEM
Figura 22 a), sometiéndolo a una rampa de calentamiento de temperatura ambiente a 190 °C
durante 15 minutos. Las muestras digeridas se excitaron exponiéndolas a un plasma de argén
y, al volver al estado fundamental, los elementos se identificaron por sus espectros de emision

caracteristicos. Luego, la intensidad de la emision se convirtié en concentracion elemental

comparandola con una curva estandar.

Figura 112.- Fotografias de a) Microondas CEM y b) Equipo de ICP-OES
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3.7 TAMANO DE PARTICULA POR DLS

La distribucién del tamafio de particula de HAp-C y de la hidroxiapatita obtenida de c&scara
de huevo HAp-E se determino utilizando DLS _Liteizer 500 de Anton Paar. figura 23 con
laser rojo de 632,8 nm, angulo de dispersion de 90 °, temperatura ambiente de 25 ° C y tiempo
de paso de 5 s. Se mezclaron 0,02 g de cada muestra con 5 ml de isopropanol y se agit6 a
temperatura ambiente durante 5 min. La primera medicion se realizé inmediatamente después
de la agitacion, la segunda 15 min después y la tltima 30 min después. Esto se hizo para

diferenciar la distribucién completa del tamafio de particula.

Figura 23.- Fotografia del equipo de DLS
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CAPITULO IV
ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1 ANALISIS TERMICO DE LA CASCARA DE HUEVO POR TGA/DSC

En la Fig. 24 (a) muestra la curva TG para esta muestra y su segunda derivada para identificar

correctamente las regiones de pérdida de masa.

De esta forma, se encontraron cuatro regiones de pérdida de masa y un aumento de masa. El
primero (440-485 °C; 6,41%) corresponde a la desnaturalizacion de proteinas; la segunda
pérdida (485-553 °C; 2,27%) se debe a la degradacion de la estructura primaria de las
proteinas; la tercera pérdida (553-709 °C; 13,43%) esta relacionada con la degradacion de
los carbohidratos. Tanto las proteinas como los carbohidratos provienen de la membrana de
la cascara del huevo [15]. La ultima pérdida (709-792 ° C; 22,60%) corresponde a la
transicion endotérmica en la que se libera CO2 del CaCOs (Fig. 24 (b)). La ligera ganancia
de masa (0,35%) al final de la curva TG se debe a una re-carbonatacion de CaO debido al
CO. disponible en el aire. Con base en estos hallazgos, las cascaras de huevo se calcinaron a
950 ° C (ver recuadro en la Fig. 24 (b)) en condiciones cuasiestaticas durante 3h. Las
muestras se etiquetaron de la siguiente manera para su caracterizacion fisicoquimica:
cascaras de huevo calcinadas a 550 °C (CaCOs-E), céscaras de huevo calcinadas a 950 °C
(CaO-E) y CaO-E agitado en agua destilada por 24h (Ca(OH).-E). Reactivos comerciales de
J.T. Baker se utiliz6 como control: carbonato de calcio (99,9%; CaCOs-C), 6xido de calcio
(99,9%; CaO-C) e hidrdxido de calcio (96,4%, Ca(OH),-C).
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4.2 ESTUDIO MORFOLOGICO DEL CICLO DE LA CAL DE CASCARA DE
HUEVO Y DE LAS HAPS (HR-SEM)

Hidratacion
Ca0+ H20 = Ca(OH)2

+Agua

Ca(OH)2-E 3.0kV 7.9mm x150k SE(UL)

Calflnaclén + Dioxido de Carbono
CaCO0s * Ca0 + CO2 Catbonatacion

Calor 950 °C Ca(OH)2 + CO2 = CaCO3

CaCOs3

_ Carbonato de Calcio
e S
bt A -
L™ £ 7 p f %
I3 (
¢ . b
| \( [ ! r\ y,
\ ] ""\l A\ -
g ¥ 2N
) 4 Y
i
—

Q i \K" ’

.

Egg shell 1.0kV 2.0mm x150k SE(UL)

Figura 125.- Ciclo de la Cal a partir de cascara de huevo

La figura 25 muestra el ciclo de la cal de las cascaras de huevo de gallina que comienza con
CaCOs, produciendo CaO después de la calcinacion a 950 °C (ver Reaccién (1)). Esta

transicion endotérmica ocurre entre 709 y 792 °C (Fig. 24 (a)).

A
CaCO03(s) = CaOg) + COy(y) Reaccién (1)

La imagen HR-SEM de CaCOz-E (Fig.25 a)) revela que esta muestra est4d formada por
nanocristales alargados que, después de la calcinacion a 950 ° C (Fig.25 b)), se convierte en
CaO-E pero manteniendo el tamafio (40- 100 nm de longitud y 40-60 nm de espesor) y forma.
Se hidrat6 CaO-E con agua desionizada (relacion 1:5). El agua inicid una transicion

endotérmica que produce Ca(OH)2 (ver Reaccidn (2)). La Fig. 25 ¢) muestra la imagen HR-

51



SEM de Ca(OH)> después de remojar durante dos meses formada por cumulos de

nanocristales (30-100 nm).

CaOs) + H,0 - Ca(OH), + A Reaccion (2)

Aunque la liberacion de energia en esta reaccion es abrupta, se requiere mas tiempo para una
conversion completa. Al final, el solido casi duplica su volumen. En este trabajo, la Reaccién
(2) se completo a los dos meses, utilizando un recipiente cerrado para evitar la carbonatacion

(Reaccion (3)) que cerrd el ciclo de la cal, volviendo al punto de partida como lo reporta [37].

Ca(OH)y5) + €Oy = CaCO3( + H,0  Reaccion (3)

La figura 26 (a), (c) y (e) muestran las imagenes HR-SEM de HAp-E tomadas a 50000,
100000 y 150000 x, respectivamente. La Fig. 26 (b), (d) y (f) muestran las imagenes HR-
SEM HAp-C (Sigma Aldrich). La principal diferencia entre estos HAp es que HAp-E tiene
los iones de las cascaras de huevo. La HAp-E se calentdé a 250 ° C para eliminar los
subproductos de la reacciobn que, segun [2], esta temperatura no induce cambios
fisicoquimicos en los cristales. En HAp-C, la calcinacion hasta 720 ° C podria haberse
realizado en funcion de su distribucion de tamafio de cristal. HAp-C presenta morfologias
alargadas que forman escamas en un rango de tamafios de cristal de 100 nm a 350 nm de
acuerdo con la técnica de didmetro de Feret (Fig. 25 g)).

Comparando el tamafio de cristal de HAp-E con la muestra comercial de Sigma-Aldrich,
HAp-C presenta morfologias alargadas formando escamas en un rango de tamafios de cristal
de 100 a 350 nm de longitud y 25-50 nm de espesor. La figura 26 g) muestra que las
distribuciones del tamafio de los cristales son similares y homogéneas a las reportadas en
otros trabajos [51]. La diferencia de forma y tamafio de estas dos muestras reside en la
presencia de iones minoritarios provenientes de las cascaras de huevo y la temperatura de
calcinacién. Estos iones también podrian afectar otras propiedades fisicoquimicas de la HAp-

E, como las estructurales.
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HAp-C y g) Diametro de Feret para HAp-E y HAp-C
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4.3 ANALISIS CRISTALOGRAFICO DEL CICLO DE LA CAL Y HAPS (DRX)

En la figura 27 a) muestra los patrones de difraccion de rayos X de Raw-E, CaCOs-E y
CaCOs-C indexados como carbonato de calcio (calcita) utilizando la tarjeta ICDD (Centro
Internacional de Datos de Difraccion) No. 01- 083-0577. Los picos de DRX para Raw-E y
CaCOg-E exhiben un desplazamiento a la derecha con respecto a las posiciones informadas
en la tarjeta. Este cambio proviene de la inclusion de iones de sustitucion en la red de calcita.
El pico debido al plano (104) se ubica a 29.4094 ° en la tarjeta, pero a 29.4795 ° para Raw-
E y a 29.4372 ° para CaCOgz-E. El carbonato de calcio comercial no presenta un cambio
porque esta muestra no contiene iones adicionales.

La Fig. 27 b) muestra los patrones DRX de CaO-E y CaO-C indexados usando la tarjeta
ICDD No. 00-037-1497 (CaO; Cal) y la tarjeta ICDD No. 00-004-0733 (Ca(OH)z;
portlandita). La presencia de portlandita en ambas muestras se debe a la reaccion espontanea
entre el CaO y el agua presente en la atmdsfera del aire. Nuevamente, el CaO-E que proviene
de las cascaras de huevo exhibe un cambio a la derecha relacionado con la inclusion de iones
de sustitucion. La figura 27 c) muestra patrones DRX de Ca(OH).-E y Ca(OH)2-C (tarjeta
ICDD n° 00-004-0733) que también presentan un desplazamiento a la derecha como sucedio
con CaO.

En la Fig. 27 d) muestra el FWHM para la muestra comercial y obtenido a partir de cascaras
de huevo, carbonato de calcio, 6xido de calcio e hidroxido de calcio. CaCOz-E, CaCOs-C,
CaO-E, CaO-C y Ca(OH)2-E exhiben valores cercanos de FWHM entre ellos, mientras que
CaCO3-C tiene el mas alto, que se asocia con tiempos de reaccion CaO-agua mas largos. .
Cazalla el al., [52] mostr6 que el tamafio del cristal de Ca(OH)2 envejecido durante 1, 4y 14
afios disminuye a medida que aumenta el tiempo de envejecimiento.

La figura 27 e) muestra el tamafio de cristal calculado para todas las muestras aplicando la
ecuacion de Scherrer a los picos difractados por el plano (104) para CaCOs, (200) para CaO
y (100) para Ca(OH).. Segun estos célculos, tanto los reactivos comerciales como los
obtenidos de la cascara de huevo son nanométricos. Sin embargo, algunas diferencias en los
valores son evidentes y estan relacionadas con la composicion quimica, la ruta de sintesis, el

envejecimiento y las temperaturas de calcinacion.
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En la figura 28 a) se muestran los patrones de rayos X HAp-E y HAp-C indexados con la
tarjeta ICDD No. 00-009-0432, siendo la hidroxiapatita la Unica fase. También se encontro6
el desplazamiento a la izquierda, como en el caso de las muestras del ciclo de la cal. Lala et
al., [53] también encontré un ligero cambio en la posicion del pico en el rango de 0.1-0.5 °
que se correlacion6 con el tiempo de envejecimiento. Sin embargo, con base en la
composicion mineral del HAp sintético (Tabla 3), este cambio se debe a la presencia de estos
minerales, lo que provoca la contraccion de la red de hidroxiapatita. Rivera et al., [10] y
Gergely et al. [16] informd que la HAp obtenida de cascaras de huevo presentaba otras fases
como monetita (CaHPO4) que podrian estar relacionadas con la falta de control del pH
durante la sintesis. Cuando se obtiene CaO, es hidratado por el agua ambiental que reacciona
con el fosfato tricélcico dando como resultado monetita como impureza. Goloshchapov et
al., [54] informaron de la formacion de difosfato de calcio (whitlockita) debido a la
deshidroxilacién de HAp a 900 ° C.

La Fig. 28 b) muestra la FWHM vy la determinacion del tamafio del cristal utilizando la
ecuacion de Scherrer para el plano (002), lo que confirma la existencia de nanocristales de
hidroxiapatita. La ecuacién de Scherrer permite obtener una aproximacion del tamafio del
cristal presente en las muestras. Sin embargo, es importante considerar que este método fue
disefiado para cristales esféricos, y la hidroxiapatita es un material que presenta una
estructura hexagonal compacta. Sin embargo, los valores encontrados concuerdan con la
distribucion del tamarfio del cristal determinada por el software ImageJ (ver Fig. 26 g)). Vale
la pena sefialar que la ecuacion de Scherrer da una buena aproximacion del tamafio del cristal
en cristales nanométricos. Aun asi, el analisis de imagenes simultaneo es necesario ya que
estas técnicas no detectan la formacion de cumulos. Las diferencias entre la muestra
comercial y la hidroxiapatita sintetizada en este trabajo se deben al método de sintesis, la

temperatura de calcinacién y la presencia de iones minoritarios.
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4.4 ESTUDIO DE LOS ESTADOS VIBRACIONALES DEL CICLO DE LA CAL Y
HAPS POR FTIR

En la figura 29 podemos ver los espectros de IR entre 4000 y 600 cm-1 para (a) CaCOs3-E y
CaCO3-C, (b) CaO-E y CaO-C, y (c) Ca(OH).-E y Ca(OH)2-C. Las letras corresponden a la
identificacion de banda realizada en este trabajo y se comparan con otras reportadas
anteriormente (Tabla 1). Las bandas A; (3282 cm™), C1 (2361 cm™Y), E; (1645 cm™) y F1
(1396 cm™) (ver Fig.29 a)) provienen de grupos organicos (NH y C=0) de proteinas y
carbohidratos de la membrana de la cascara de huevo cruda.

La banda A; (3640 cm™) corresponde a la absorcion de agua ambiental del grupo O-H por
CaO. En el caso de las muestras de Ca(OH)2, Az (3639 cm™) se debe al enlace hidroxilo del
alcali. La banda B1 (2513 cm™) se asigna a la presencia del grupo hidroxilo O-H del agua.
D1 (1794 cm™) corresponde a C=0 del ion carbonato (CO32), y la banda B2 (1468 cm™) esta
relacionada con enlaces C-O, también de carbonatos. Tanto el CaO-C como el CaO-E se
carbonatan debido al CO2 ambiental a niveles bajos que la difraccion de rayos X no pudo
detectar (ver Fig. 27).

Las figuras 29 b) y ¢) muestran los valores C, (1411 cm™), Bs (1412 cm™), E2 (1054 cm™),
D3 (1056 cm™) e 11 (847 cm-1) 1) bandas asignadas a enlaces CO de carbonatos. Finalmente,
las bandas Hi1, F2 y E3 ubicadas alrededor de 870 cm™ pertenecen al enlace Ca-O. La banda
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J1 (711 cm™) corresponde a enlaces C-O asociados con deformaciones fuera del plano debido

a la existencia de carbonato de calcio. EIl hecho de que HAp-E esté carbonatada no es un

problema, ya que las hidroxiapatitas de mamiferos también estan carbonatadas.
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Figura 29.- Espectro FTIR de a) CaCOs-E y CaCOs-C, b) CaO-E y CaO-C
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FT-IR

Grupo Funcional Ndmero de Onda(cm™®)*  Nimero de Onda (cm™) Referencias
(A2) 3640 3643 [55]
v(O-H) (As) 3639 3620 [56]
Amidas & Aminas (A1) 3282 3288 [56,57]
v (O-H) (B1) 2513 2516 [58]
N-H (Amidas &
Aminas) (Cy) 2361 2360 [57]
1799 [56-58]
v (C=0) (D1) 1794 1798 [59]
1795 [55]
C=0 (Amidas & 1652 [56,57]
Aminas) (E1) 1645 1645 [58]
(B2) 1468 1459 [59]
v (C-0) (C2) 1411
(Bo) 1412 1417 [55,56]
Amidas & Aminas (F1) 1396 1385 [56,57]
(G1) 1086
vs (C-O) (D2) 1088 1083 [58]
(Cs) 1091
] (E2) 1054
C-0 (D2) 1056 1064 [60]
(H1) 870 877, 875, 866 [55]
o (Ca-0) (F2) 872 875 [56,57]
(E3) 873 874 [59]
C-0 (1) 847 863 [60]
713 [55,56,59]
§ (C-0) (J1) 711 1o [57 58]

* = Este trabajo. v = stretching, 8 = bending, ® = wagging.
as= asimétrico, s= simétrico.

Tabla 1.- Posiciones de las bandas FTIR de las muestras de cascara de huevo y muestras
comerciales de CaCQOs, CaO y Ca(OH);

La Fig. 30 muestra los espectros de IR (4000-600 cm™) para HAp-E y HAp-C. Las letras
corresponden a la identificacién realizada en este trabajo en comparacion con otros
reportados en la literatura (Tabla 2). Una banda (3571 cm™) corresponde al grupo carboxilo
(-COOH) asociado a la hidroxiapatita debido a la interaccion de los grupos O-H con el
carbonato CO32. La banda B (1639 cm™) se debe al grupo hidroxilo (O-H) debido al agua
absorbida por la muestra. Las bandas C (1452 cm™), D (1414 cm™) y H (877 cm™) estan
asociadas con grupos carbonato (COs?2) debido al proceso de carbonatacion durante la

sintesis de hidroxiapatita, ya que no tienen una atmdsfera controlada. Mientras tanto, las
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bandas E (1091 cm™), F (1023 cm™) y G (962 cm™) pertenecen a los grupos fosfato (PO4+*)
en ambas hidroxiapatitas.

— o~
HAp-E CD F
[ ) o

AR

A HAp-C B E GH
|
|
|
|
|
I
I

Transmitancia (Unidades Arb.)

A ’
T 2 I 5 I 74 ” I *

4000 3500 3000 2500 1500 1000

Numero de Onda (cm™)

Figura 30.- Espectro FTIR de HAp-E y HAp-C

FT-IR (HAps)
Grupo Funcional Ndmero de Onda (cm™)*  Numero de Onda (cm™) Referencias
v (COOH) (A) 3571 3570 [61]
3 (O-H) (B) 1639 1642 [62]
\. (C) 1452 1454, 1412 [62,63]
vass (CO5%) (D) 1414 1416 [63]
N (E) 1091 1088, 1014 [62,63]
vas (PO (F) 1023 1023 [63]
962 [63]
3-
vis (PO4*) (G) 962 960 [62,63]
873 [63]
2-
Vaas (CO3%) (H) 877 872 [62,63]

* = Este trabajo. v = stretching, 6 = bending.
as= asimétrico, s= simétrico.

Tabla 2.- Posicidn de las bandas de FTIR de HAps
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4.5 ANALISIS DE CONTENIDO MINERAL A PARTIR DE ICP-OES

En la Tabla 3 muestra el contenido mineral de Raw-E, HAp-E y HAp-C, asi como de
hidroxiapatitas de humanos (HAp-H), bovinos (HAp-B) y porcinos (HAp-P) reportados en
otros lugares [2]. HAp-E exhibe valores de contenido de minerales mas altos que Raw-E
como efecto de concentracion después de eliminar los organicos de las cascaras de huevo,
como se muestra en el analisis TGA de cascaras de huevo. Vale la pena sefialar que HAp-E
contiene cantidades similares de minerales que las hidroxiapatitas humanas, bovinas y
porcinas. Lo que es mas importante, el nivel de contenido de estos iones se acerca a los
valores informados para las hidroxiapatitas de mamiferos. Los iones en la cascara de huevo
podrian ayudar a la HAp en diferentes funciones en la osteoconductividad y osteointegracion

de la regeneracion Gsea.

Por ejemplo, el magnesio es uno de los iones méas importantes en estas actividades debido a
que este i6n ayuda a la formacion 6sea al inducir la proliferacion, diferenciaciéon, actividad
de la fosfatasa alcalina (ALP) y deposicion de minerales en las células osteoblasticas, y
disminuir la diferenciacion y actividad de los osteoclastos [64] y una disminucion de los
niveles de Mg resulta en enfermedades como la osteoporosis [65]. Otro ion con mayor
presencia en los huesos de mamiferos es el sodio, este ion es importante en los procesos de
osteoactividad por su mayor presencia en el liquido extracelular (ECF) que bafia el sitio de
formacion del hueso durante su mineralizacién [66]. El estroncio es otro ion que por su
similitud con el ion de Ca juega un papel importante en la regeneracion dsea por su
participacion en la diferenciacién de las células madre mesengquimales (MSC) regulando la
expresion de genes marcadores de osteoblastos, como Runx2, OCN, osteopontina (OPN),
sialoproteina 6sea (BSP) y colageno tipo 1, y el aumento de la actividad de la ALP y la
mineralizacion de la matriz. [67]. lones como Zn y Cu son importantes para las actividades
enzimaticas, asi como promotores de la angiogénesis regulada positivamente por VEGF y

estimulan la proliferacion de células endoteliales [68], [69].

Ademas, HAp-E cumple con la norma ASTM International F1088-04a [70] ya que no hay
presencia de Hg, As y Cd en HAp-E, y solo se encontré 1 ppm de Pb (méximo 30 ppm). La
hidroxiapatita sintética comercial (HAp-C) solo contiene Ca y P, como se esperaba. La

presencia de Al y Zn podria provenir de los rastros minerales que tienen los reactivos.
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Larelacion atomica Ca/P para HAp-H, HAp-B, HAp-P, HAp-E y HAp-C se calcul6 e incluyd
en la parte inferior de la Tabla 3. La hidroxiapatita estequiométrica pura tiene una relacion
atébmica Ca/P de 1,67 (Ca: 39,89%; O: 41,41%; H: 0,20%; P: 18,50%). HAp-H y HAp-C de
Sigma Aldrich exhiben una relacién Ca/P mas alta que el valor tedrico. HAp-H presenta
deficiencia tanto de Ca como de P relacionada con su proceso de sintesis en el cuerpo humano
y la reserva mineral. Ademas, los huesos humanos siempre presentan valores bajos de Ca 'y
P después del pico de densidad mineral (34-36 afios) [18]. En HAp-C, la relacion Ca/P
superior a 1,67 se debe al proceso de sintesis en el que la hidroxiapatita es rica en Ca*? pero
deficiente en P*>. HAp-B, HAp-P y HAp-E presentan bajas relaciones Ca/P también
relacionadas con sus bajos niveles de Cay P debido a trazas minerales en sitios de sustitucion
en la red de HAp.

Mineral (ppm) Raw-E *HAp-H *HAp-B  *HAp-P HAp-E HAp-C
Ca 428404 285898 217222 216983 304417 425142
Mg 4436 3887 4156 4184 3621 ND

P 1405 107267 120648 161878 157998 125240
Na 990 7912 4708 4345 312 ND
S 788 26 665 685 252 ND
Sr 240 90 ND 134 127 ND
K 267 56 127 240 316 ND
Si 34 120 21 331 125 ND
Fe 17 89.2 ND 17 15 12
Al 17 37 ND 16 28 6
Zn ND 179 83 185 124 4
Ba 28.63 NR NR NR 16 ND
Cu ND NR NR NR 12 ND
Mn ND NR NR NR 1 ND
Ni ND NR NR NR 39 ND
TI ND NR NR NR 19 ND
Pb ND NR NR NR 1 ND
Ca/P - 2.06 1.39 1.04 1.49 2.62

* Londofio-Restrepo et al. [2], ND: No detectado, NR: No reportado.
Tabla 3.- Contenido mineral de cascaras de huevo (Raw-E), HAp de huesos humanos (HAp-H),

HAp de huesos bovinos (HAp-B), HAp de huesos porcinos (HAp-P), HAp sintetizada a partir de
céscaras de huevo (HAp-E) y Sigma Aldrich HAp (HAp-C).
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4.6 ANALISIS DE LA DISTRIBUCION DE PARTICULA POR DLS

La figura 31 muestra la distribucion del tamafio de particula para las hidroxiapatitas sintéticas
antes del envejecimiento: HAp-C y HAp-E. Ambas muestras exhiben baja polidispersidad y
distribucion de tamafio monomodal de microparticulas. La Fig. 30 a) muestra que la mayor
parte de la poblacion de tamafio de particula de HAp-E esta entre 800 y 3700 nm (0,8-3,7
pm) con picos maximos alrededor de 1750 nm (1,75 um). La poblacion mas grande de HAp-
C esta entre 1700 y 6500 nm (1,7 a 6,5 pm), con picos maximos alrededor de 2457 nm (2,4
um) (Fig. 30 b)). Este rango es micrométrico ya que los cristales han formado cimulos de
cristales nanométricos lo que se puede correlacionar con los resultados del tamafio de cristal
calculado por Scherrer Figura 28 b) y con las micrografias obtenidas por HR-SEM figura 26

que es después del envejecimiento.
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Figura 31.- Distribucion del tamafio de particula por DLS
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVA

e Las céscaras de huevo se pueden utilizar como fuente natural para obtener Ca(OH):
nanométrico a lo largo del ciclo de la cal.

e Las cascaras de huevo proporcionaron los minerales minoritarios, como Mg*?, K*, Na*?,
Zn*?, entre otros, en niveles cercanos a los reportados para las hidroxiapatitas de huesos
humanos, bovinos y porcinos.

e Los métodos convencionales de sintesis no consideran su inclusién; por tanto, la muestra
comercial no los contenia en comparacion con la HAp sintetizada a partir de la cascara
de huevo.

e El tamafio nanométrico de los cristales sintetizados fue corroborado por difraccién de
rayos X y procesamiento de imagenes HR-SEM.

e La HAp-E obtenida (10-45 nm) tiene un tamafio de cristal mas pequefio que la muestra
comercial (100-350 nm), cuyos cristales forman grupos de escamas micrométricas, como
se ve en las imagenes HR-SEM.

e Este hecho es importante ya que se ha demostrado que los nanocristales favorecen la
regeneracion 6sea debido a su mayor superficie. Significa que el HAp-E tiene el potencial
de usarse en la regeneracion ésea guiada.

e EIl Ca(OH). obtenido a partir de cascaras de huevo es un precursor adecuado para
sintetizar hidroxiapatita carbonatada nanométrica que contiene los mismos iones
minoritarios que las hidroxiapatitas de mamiferos.

e Usando la técnica de DLS se pudo analizar la distribucion de tamafio de particula de la
Hidroxiapatita obtenida por céscara de huevo, que estd formada por aglomerados de
cristales nanométricos.

e A partir de los resultados obtenidos se prevé que la hidroxiapatita obtenida a partir de
cascara de huevo tenga una mejor respuesta en cuento bioactividad debido a los iones
presentes en su estructura, a partir de esto se haran pruebas de bioactividad en fluido

biolégico simulado para poder evaluar estas caracteristicas que obtiene la HAp.
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ANEXOS

PDF#09-0432: QM=Indexed(l); d=Guinier(114.6mm); I=Other/Unknown
Hydroxylapatite, syn
Cas( PO4)3(0O H) pinkish red, pinkish-red, blue
Radiation=CuKal Lambda=1.54056 Filter=
Calibration=  2T=10.820-78.227 I/lc(RIR)=
Ref: de Wolff, P., Technisch Physische Dienst, Delft, The Netherlands.
ICDD Grant-in-Aid
Hexagonal - Powder Diffraction, P63/m (176) Z=2 mp=
CELL:9.418 x9.418 x 6.884 <90.0 x 90.0 x 120.0>  P.S=hP44 (?)
Density(c)=3.160 Density(m)=3.080 Mwt=502.32 Vo0l=528.80
F(30)=54.6(.0157,35/0)
Ref: Ibid.

Strong Lines: 2.81/X 2.78/6 2.72/6 3.44/4 1.84/4 1.94/3 2.63/3 2.26/2 1.81/2 1.72/2
NOTE: See ICSD 22059 (PDF 01-073-0293; ICSD 22060 (PDF 01-073-0294); ICSD 24240 (PDF
01-073-1731); ICSD 26204 (PDF 01-074-0565); ICSD 26205 (PDF 01-074-566); ICSD 34457
(PDF 01-076-0694) and ICSD 203027 (PDF 01-084-1998).

I/11 are peak values from a pattern which shows slight broadening of prism reflections.
Sample obtained following the procedure indicated by Hodge et al., Ind.

Eng.

Chem.

Anal.

Ed., 10 156 (1938).

Validated by calculated data 00-024-0033.

To replace 34-10.

2Theta d(A) I(f) (hkl) Theta 1/(2d) 2pi/d
10.820 8.1700 12.0 (100) 5.410 0.0612 0.7691
16.841 52600 6.0 (101) 8.421 0.0951 1.1945
18.785 4.7200 4.0 (110) 9.392 0.1059 1.3312
21.819 4.0700 10.0 (200) 10.909 0.1229 15438
22.902 3.8800 10.0 (111) 11.451 0.1289 1.6194
25354 35100 2.0 (201) 12.677 0.1425 1.7901
25.879 3.4400 40.0 (002) 12.939 0.1453 18265
28.126 3.1700 12.0 (102) 14.063 0.1577 1.9821
28.966 3.0800 18.0 (210) 14.483 0.1623 2.0400
31.773 2.8140 100.0(211) 15.886 0.1777 2.2328
32.196 2.7780 60.0 (112) 16.098 0.1800 2.2618
32.902 2.7200 60.0 (300) 16.451 0.1838 2.3100
34.048 26310 25.0 (202) 17.024 0.1900 2.3881
35.480 25280 6.0 (301) 17.740 0.1978 2.4854
39.204 22960 8.0 (212) 19.602 0.2178 2.7366
39.818 22620 20.0 (310) 19.909 0.2210 2.7777
40452 22280 2.0 (221) 20.226 0.2244 2.8201
42.029 2.1480 10.0 (311) 21.014 0.2328 2.9251
42318 21340 4.0 (302) 21.159 0.2343 2.9443
43.804 2.0650 8.0 (113) 21.902 0.2421 3.0427
44.369 2.0400 2.0 (400) 22.184 0.2451 3.0800
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45.305
46.711
48.103
48.623
49.468
50.493
51.283
52.100
53.143
54.440
55.879
57.128
58.073
59.938
60.457
61.660
63.011
63.443
64.078
64.078
65.031
66.386
66.386
69.699
71.651
71.651
72.286
72.286
73.995
75.022
75.022
75.583
76.154
77.175
78.227

2.0000 6.0 (203) 22.652 0.2500

1.9430
1.8900
1.8710
1.8410
1.8060
1.7800
1.7540
1.7220
1.6840
1.6440
1.6110
1.5870
1.5420
1.5300
1.5030
1.4740
1.4650
1.4520
1.4520
1.4330
1.4070
1.4070
1.3480
1.3160
1.3160
1.3060
1.3060
1.2800
1.2650
1.2650
1.2570
1.2490
1.2350

30.0
16.0
6.0
40.0
20.0
12.0
16.0
20.0
4.0
10.0
8.0
4.0
6.0
6.0
10.0
12.0
4.0
13.0
13.0
9.0
4.0
4.0
3.0
5.0
5.0
4.0
4.0
7.0
3.0
3.0
9.0
1.0
11.0

(222) 23.356
(312) 24.051
(320) 24311
(213) 24.734
(321) 25.246
(410) 25.642
(402) 26.050
(004) 26572
(104) 27.220
(322) 27.940
(313) 28.564
(501) 29.037
(420) 29.969
(331) 30.229
(214) 30.830
(502) 31.505
(510) 31.721
(323) 32.039
(304) 32.039
(511) 32516
(422) 33.193
(413) 33.193
(512) 34.850
(404) 35826
(431) 35826
(205) 36.143
(520) 36.143
(423) 36.998
(324) 37511
(602) 37511
(215) 37.792
(432) 38.077
(513) 38587

12210 9.0 (522) 39.114

0.2573
0.2646
0.2672
0.2716
0.2769
0.2809
0.2851
0.2904
0.2969
0.3041
0.3104
0.3151
0.3243
0.3268
0.3327
0.3392
0.3413
0.3444
0.3444
0.3489
0.3554
0.3554
0.3709
0.3799
0.3799
0.3828
0.3828
0.3906
0.3953
0.3953
0.3978
0.4003
0.4049
0.4095

3.1416
3.2338
3.3244
3.3582
3.4129
3.4791
3.5299
3.5822
3.6488
3.7311
3.8219
3.9002
3.9592
4.0747
4.1067
4.1804
4.2627
4.2889
4.3273
4.3273
4.3846
4.4657
4.4657
4.6611
4.7745
4.7745
4.8110
48110
4.9087
4.9669
4.9669
4.9986
5.0306
5.0876
5.1459
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PDF#47-1743: QM=Common(+); d=Calculated; I=(Unknown)
Calcite
CaCOs3
Radiation=CuKal Lambda=1.5406 Filter=
Calibration=  2T=23.053-135.719  I/Ic(RIR)=
Ref: Level-1 PDF

Hexagonal, R-3c(167) Z=6 mp=
CELL: 4.9896 x 4.9896 x 17.061 <90.0 x 90.0 x 120.0>P.S=
Density(c)=2.711 Density(m)=  Mwt= Vo0l=367.9
Ref: Ibid.

Strong Lines: 3.04/X 1.88/2 1.91/2 2.28/2 2.09/2 2.49/1 1.60/1 3.85/1

2-Theta d(A) I() (hkl) Theta 1/(2d) 2pi/d
23053 3.8548 89 (012) 11527 0.1297 1.6300
29.400 3.0355 100.0 (104) 14.700 0.1647 2.0699
31435 28435 22 (006) 15717 0.1758 2.2097
35968 24948 147 (110) 17.984 0.2004 2.5185
39.408 2.2846 202 (11-3) 19.704 0.2189 2.7502
43.157 20944 161 (202) 21.579 0.2387 3.0000
47113 19274 7.0 (024) 23556 0.2594 3.2600
47505 19124 217 (018) 23.752 0.2615 3.2855
48503 1.8753 232 (11-6) 24.252 0.2666 3.3505
56561 1.6258 4.2 (12-1) 28.280 0.3075 3.8647
57.397 1.6041 118 (122) 28.698 0.3117 3.9170
58.078 15869 12 (1010) 29.039 0.3151 3.9595
60.666 15252 6.6 (12-4) 30.333 0.3278 4.1195
60.996 15178 3.0 (208) 30.498 0.3294 4.1397
61.372 15094 3.6 (11-9) 30.686 0.3313 4.1628
63.050 14732 2.7 (21-5) 31.525 0.3394 4.2651
64.658 14404 84 (300) 32.329 0.3471 4.3622
65.610 14217 4.8 (0012) 32.805 0.3517 4.4193
60.184 13568 19 (12-7) 34.592 0.3685 4.6310
70239 13390 3.1 (0210) 35.119 0.3734 4.6926
72.890 12967 3.7 (21-8) 36.445 0.3856 4.8457
73.665 12849 0.8 (036) 36.832 0.3891 4.8899
76260 12474 15 (220) 38.134 0.4008 5.0370
77157 12352 2.8 (11-12) 38.579 0.4048 5.0866
80.938 1.1868 0.8 (13-2) 40.469 0.4213 52942
81521 1.1798 3.7 (12-10) 40.761 0.4238 5.3257
82103 1.1729 05 (0114) 41.051 0.4263 5.3570
83766 1.1538 6.8 (134) 41.883 0.4334 54457
84.802 1.1423 35 (22-6) 42.401 0.4377 5.5004
86.456 1.1247 0.9 (21-11) 43.228 0.4446 55867
93.053 1.0614 14 (2014) 46.527 0.4711 5.9195
94708 1.0472 49 (404) 47.354 0.4775 5.9999
94.998 1.0448 53 (13-8) 47.499 0.4786 6.0139
96.156 1.0352 25 (1016) 48.078 0.4830 6.0692
96.197 1.0349 0.8 (11-15) 48.099 0.4831 6.0712
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97.693

99.152

102.215
102.933
103.525
104.118
105.827
106.126
107.330
108.024
109.549
110.468
114.033
117.932
118.775
119.244
120.766
127.238
127.965
128.540
128.700
130.848
133.969
134.491
135.719

1.0230
1.0118
0.9897
0.9847
0.9807
0.9767
0.9656
0.9637
0.9562
0.9520
0.9429
0.9377
0.9183
0.8990
0.8950
0.8929
0.8860
0.8598
0.8571
0.8551
0.8545
0.8470
0.8369
0.8353
0.8316

0.6
5.4
0.7
2.7
0.6
24
1.8
44
1.0
0.6
4.2
1.9
0.6
1.9
18
2.2
2.8
0.6
3.2
0.6
0.8
25
3.1
0.8
1.6

(12-13) 48.846

0.4887 6.1418

(3012) 49.576 0.4941 6.2097
(23-1) 51.108 0.5052 6.3488

(32-2) 51.466
(31-10) 51.762
(2 1-14) 52.059
(23-4) 52913
(048) 53.063
(02 16) 53.665
(32-5) 54.012
(410) 54.774
(2 2-12) 55.234
(23-7) 57.017
(32-8) 58.966
(41-6) 59.388
(12-16) 59.622
(11-18) 60.383
(502) 63.619
(2 3-10) 63.983
(2 1-17) 64.270
(13-14) 64.350
(054) 65.424

0.5078 6.3808
0.5098 6.4069
0.5119 6.4330
0.5178 6.5071
0.5188 6.5199
0.5229 6.5710
0.5252 6.6002
0.5303 6.6634
0.5332 6.7009
0.5445 6.8423
0.5562 6.9894
0.5586 7.0202
0.5600 7.0371
0.5643 7.0913
0.5815 7.3075
0.5833 7.3304
0.5848 7.3482
0.5851 7.3532
0.5903 7.4181

(0120) 66.985 0.5974 7.5077

(32-11) 67.246
(330) 67.860

0.5986 7.5222
0.6013 7.5555
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PDF#04-0777(Deleted): QM=Uncommon(?); d=Diffractometer; I=(Unknown)
Lime, syn
CaOo
Radiation=CuKal Lambda=1.5406 Filter=
Calibration=  2T7=32.196-147.763  I/Ic(RIR)=
Ref: Level-1 PDF

Cubic, Fm-3m(225) Z=4 mp=
CELL: 4.8105 x 4.8105 x 4.8105 <90.0 x 90.0 x 90.0> P.S=
Density(c)=3.345 Density(m)=  Mwt= Vol=111.3
Ref: Ibid.

Strong Lines: 2.40/X 1.70/5 2.78/3 1.45/1 1.08/1 0.98/1 0.80/1 1.39/1

2-Theta d(R)  I(f) (hkl) Theta 1/(2d) 2pi/d n~2
32196 27780 34.0 (111) 16.098 0.1800 2.2618 3
37.360 24050 100.0 (200) 18.680 0.2079 2.6126 4
53.852 17010 45.0 (220) 26.926 0.2939 3.6938 8
64.127 14510 10.0 (311) 32.064 0.3446 4.3302 11
67.306 1.3900 50 (222) 33.653 0.3597 4.5203 12
79.628 12030 4.0 (400) 39.814 0.4156 52229 16
88529 1.1036 4.0 (331) 44.264 0.4531 56934 19
91.484 10755 9.0 (420) 45.742 0.4649 58421 20
103.345 09819 9.0 (422) 51.673 0.5092 6.3990 24
112.613 0.9258 3.0 (511) 56.306 0.5401 6.7868 27
129.859 0.8504 4.0 (440) 64.929 0.5880 7.3885 32
142.645 08131 50 (531) 71.323 0.6149 7.7274 35
147.763 0.8018 6.0 (600) 73.881 0.6236 7.8364 36



PDF#04-0733: QM=Indexed; d=(Unknown); I=Diffractometer
Portlandite, syn

Ca(O H),
Radiation=CuKal Lambda=1.54056 Filter=Ni
Calibration=  d-Cutoff= I/Ic(RIR)=1.40

Ref= Swanson, Tatge.
Natl. Bur. Stand. (U.S.), Circ. 539, 1 58 (1953)

Hexagonal - Powder Diffraction, P-3m1 (164) Z=1 mp=
Cell=3.593x4.909 Pearson=hP5 (Structure C6, Cd 12)
Density(c)=2.241 Density(m)=  Mwt=74.09  Vol=54.88 F(28)=13.9(0.052,39)
Ref= Ibid.

Strong Line: 2.63/X 4.90/7 1.93/4 1.80/4 3.11/2 1.69/2 1.48/1 1.45/1 1.06/1 1.14/1
NOTE: Levi, Giorn, Chim.
Ind.
Applicata, 6 333-7 (1924).
NBS analysis shows about 0.21% MgO, 0.1% Ba and no other impurities over 0.04%.
Pattern taken at 27 C.

d(A) I(f) 1(v) h k| n2 2-Theta Theta 1/(2d) 2pi/d

4.900 74.0 40.0 18.089 9.044 0.1020 1.2823
3.112 23.0 19.0 28.662 14.331 0.1607 2.0190
2.628 100.0 100.0 34.088 17.044 0.1903 2.3909
2.447 3.0 3.0 36.696 18.348 0.2043 2.5677
1.927 42.0 57.0 47.123 23.561 0.2595 3.2606
1.796 36.0 53.0 50.794  25.397 0.2784 3.4984
1.687 21.0 33.0 54.336 27.168 0.2964 3.7245

001

100

101

002

102

110

111
1634 10 20 003 56.251 28.126 0.3060 3.8453
1557 3.0 5.0 200 59.303 29.651 0.3211 4.0354
1484 13.0 230 201 62.538 31.269 0.3369 4.2340
1449 130 240 112 64.226 32.113 0.3451 4.3362
1314 80 160 202 71.777 35.889 0.3805 4.7817
1228 10 20 004 77.697 38.849 0.4072 5.1166
1211 10 20 113 78.999  39.499 0.4129 5.1884
1176 30 7.0 210 81.822 40.911 0.4251 5.3419
1143 110 250 211 84.721 42.360 0.4374 5.4961
1127 2.0 5.0 203 86.185 43.092 0.4435 5.5727
1.059 120 300 212 93.229 46.614 0.4717 5.9281
1.036 50 130 300 95.989 47.995 0.4823 6.0613
1014 70 180 301 98.826 49.413 0.4930 6.1946
0955 40 110 213 107.509 53.755 0.5235 6.5786
0936 1.0 3.0 105 110.603 55.301 0.5337 6.7064
0.897 1.0 3.0 220 118.156 59.078 0.5569 6.9976
0883 2.0 6.0 221 121.280 60.640 0.5657 7.1093
0876 1.0 3.0 303 123.120 61.560 0.5708 7.1726
0.862 2.0 6.0 310 126578 63.289 0.5798 7.2865
0849 6.0 190 214 130.119 65.059 0.5886 7.3963

312

0.814 5.0 16.0 142.272 71.136 0.6143 7.7189
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:
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Trace minerals
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Morphology
Structural properties

In this work, nanometric hydroxyapatite was added with mineral traces naturally present in mammalian bones. It
was synthesized by wet chemical precipitation using Ca(OH); obtained from eggshells as a precursor. Subsequent
calcination was performed at a low temperature of 250 °C to remove reaction by-products but avoiding the
crystal size transition to micrometric sizes. Synthetic hydroxyapatite crystals exhibited irregular-spherical
morphologies with a Feret’s diameter ranging from 10 to 90 nm. Most importantly, this hydroxyapatite con-

tains levels of Ca, Mg, P, Na, S, Sr, K, Si, Fe, Al, and Ba, close to those reported for mammalian bones. The
analysis of the commercial synthetic hydroxyapatite revealed that its crystals form micrometric-like-flakes
clusters that do not have additional ions but only Ca and P.

1. Introduction

Nowadays, the demand for biomaterials for clinical applications is
increasing. Hydroxyapatite (HAp; Cas(PO4)30H) is one of the prevailing
biomaterials for bone regeneration. There are several methods to obtain
it; however, two routes are the most common. The first one starts from
mammalian bones, while the second route is based on synthesis pro-
cesses using different chemicals. HAp from mammalian bones contains
minority ions such as Mg, Na, K, Fe, and Si, which play essential roles in
osteointegration. These ions have proven to be capable of inducing bone
cell differentiation and stimulating bone tissue growth. O’Neill et al. [1]
pointed out that the advantages of using these ions outrun protein
growth factors because of their low cost, simplicity, stability, and effi-
cacy. Magnesium enhances bone-to-implant contact, for instance. On the
other hand, synthesis routes commonly do not include these ions, and
some syntheses have only managed to introduce some of them.
Regardless of the chosen route, incineration at high temperatures is
carried out to obtain HAp free of organic compounds or other crystalline
phases. The calcination requires control on the heating rate [2,3], sin-
tering temperature [4], cooling rate [5], and atmosphere [6,7].

* Corresponding author.
E-mail address: smile2508@comunidad.unam.mx (S.M. Londono-Restrepo).
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Incineration removes reaction by-products, but the high temperatures
affect the physicochemical properties of the HAp.

One of the main problems associated with incineration is the sin-
tering temperature. It has been reported that HAps from humans,
bovine, and porcine bones are composed of nanometric and highly or-
dered crystals [2]. Moreover, the nanocrystal coalescence produces a
size transition from nano to micro around 720 °C as proved by Londo-
no-Restrepo et al. [8]. This temperature limits any thermal process used
for sintering nanometric hydroxyapatites with clinical purposes. How-
ever, calcination temperatures are still reported from 100 to 1200 °C
[9-12].

Some HAp synthesis processes using eggshells as a precursor have
already been published. Rivera et al. [10] used a hydrothermal method
with CaO from eggshells and Caz(PO4), as reagents. Their process ended
with calcination at 1050 °C for 3 h and 10 °C/min heating rate. How-
ever, the X-ray patterns showed that HAp was not the only phase present
since part of the CaO did not react. Gergely et al. [13] used a mechanical
approach to synthesize the HAp using a ball mill machine. Still, other
calcium phosphates were also synthesized during the reaction as
by-products that could not be removed after calcination at 900 °C.
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Fig. 1. (a) TGA curve for Raw-E and its second derivative. (b) DSC thermogram for Raw-E and its second derivative.

Sadat-Shojai et al. [14] presented a review of methods of synthesis of
nanosized HAp. They showed that pH and the concentration of the
precursors govern the HAp morphology. Thus, it is crucial to control the
pH and concentrations in the reaction, and at the end, to manage the
sintering temperature.

The objective of this work was to synthesize nanometric HAp added
with the minority ions throughout wet chemical precipitation using Ca

(OH); from eggshells and calcination at a low temperature. The first part
is related to the methodology used to get calcium hydroxide (Ca(OH)3)
from hen eggshells through the lime cycle. The second part focused on
the HAp synthesis avoiding the crystal size transition of the crystals.
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Fig. 2. Process diagram for synthesizing hydroxyapatite using eggshells.
2. Materials and methods
2.1. Ca(OH), obtaining from eggshells

Hen eggshells from Bachoco-Company, Querétaro-México were
boiled in distilled water to remove impurities and the protein mem-
brane. Next, these eggshells were analyzed by Thermogravimetric
analysis and differential scanning calorimetry. Based on the results,
clean eggshells were calcined at 550 and 950 °C to obtain CaCO3 and
CaO, respectively. The calcined eggshell at 950 °C was soaked in
distilled water for 2 months.

4 mg of clean powdered eggshells (74 pm) was placed in an alumina
crucible and heated from room temperature (25 °C) to 900 °C at 5 °C/
min in an oxygen atmosphere inside a Mettler Toledo model TGA/DSC
apparatus. Fig. 1(a) shows the TG curve for this sample and its second
derivative to correctly identify the mass loss regions. In this way, four
mass loss regions and one mass increase were found. The first one
(440-485 °C; 6.41%) corresponds to protein denaturalization; the sec-
ond loss (485-553 °C; 2.27%) is due to the degradation of the primary
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structure of the proteins; the third loss (553-709 °C; 13.43%) is related
to carbohydrates degradation. Both protein and carbohydrates come
from the eggshell membrane [15]. The last loss (709-792 °C; 22.60%)
corresponds to the endothermal transition in which CO; releases from
CaCOg3 (Fig. 1(b)). The slightly mass gain (0.35%) at the end of the TG
curve is due to a CaO re-carbonation because of the CO5 available in the
air. Based on these findings, eggshells were calcined at 950 °C (see inset
on Fig. 1(b)) under quasi-static conditions for 3 h. Samples were labeled
as follows for their physicochemical characterization: eggshells calcined
at 550 °C (CaCO3-E), eggshells calcined at 950 °C (CaO-E), and CaO-E
stirred in distilled water by 24 h (Ca(OH),-E). Commercial reagents
from J.T. Baker were used as a control: calcium carbonate (99.9%;
CaC03-C), calcium oxide (99.9%; CaO-C), and calcium hydroxide
(96.4%, Ca(OH),-C).

2.2. Hydroxyapatite synthesis by wet chemical precipitation method

Nanohydroxyapatite was obtained by the wet chemical precipitation
method reported by Sadat-Shojai et al. [14]. 0.6 M (NH4)H3PO4 (99.1%,
J.T. Baker, Mexico; code 0776-01) was reacted with 1.0 M Ca(OH),-E
drop by drop and assisted with stirring and heating at 37.5 °C. pH = 9
was controlled by adding NH4OH (28.0-30.0%, J.T. Baker, USA; code
9721-02) and using a Hanna Instruments (HI2020) pH-meter. At the end
of the reaction, it was aged 48 h. Then, the wet powder was filtered and
dried at 94 °C for 1 h. Finally, the sample was pulverized, sieved (US
mesh 100; 147 pm), and calcined at 250 °C for 3 h to remove reaction
by-products. This sample was labeled as HAp-E, and one commercial
hydroxyapatite from Sigma Aldrich (HAp-C) was used for comparative
reasons. The process diagram is shown in Fig. 2.

2.3. Elemental composition by ICP-OES

The mineral content of Raw-E, HAp-E, and HAp-C was determined
using an Inductively Coupled Plasma optical emission spectrometer
(ICP-OES, model Thermo iCAP 6500 Duo View). 0.1 g of each sample
was digested with nitric acid (Baker 69-70%). Digested samples were
excited by exposing them to an argon plasma, and upon return to the
ground state, the elements were identified by their characteristic emis-
sion spectra. Emission intensity was then converted to elemental con-
centration by comparing it to a standard curve.

2.4. Morphological analysis by HR-SEM and HR-TEM

Morphology of CaCOs-E, CaO-E, Ca(OH),-E, HAp-E, and HAp-C was
studied with a Hitachi SU8230 scanning electron microscope (SEM). The
samples were fixed on a copper holder with carbon tape, and the anal-
ysis conditions used 1 kV electron acceleration voltage at 12-20 Pa
pressure. HAp-E and HAp-C were also analyzed by transmission electron
microscopy (TEM) for a complimentary analysis of the morphology of
the synthetic hydroxyapatites and their crystal size distribution. Mea-
surements were carried out in a JEOL JEM-2200 FS. Both samples were
dispersed in isopropanol using an ultrasonic homogenizer (UP200Ht;
Hielscher) before the analysis. 2 pL each sample was put on a copper
grid; the microscope was operated at 200 kV. Light-field images were
taken and analyzed with the Digital Micrograph software (Gatan).

2.5. Particle size: dynamic light scattering (DLS)

DLS measurements for HAp-E and HAp-C before aging were carried
out on an Anton Paar Litesizer 500.1 mL of each sample in isopropyl
alcohol was measured at 20 °C in disposable cuvettes by triplicate. The
medium refractive index was 1.3772, and viscosity of 2.4 cP. Kalliope
software automatically adjusted the optical parameters (measurement
angle, filter optical density, and focus position), making measurements
with a 658 nm semiconductor laser of 40 mW.
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Table 1
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Mineral content of eggshells (Raw-E), HAp from humans bones (HAp-H), HAp from bovine bones (HAp-B), HAp from porcine bones (HAp-P), HAp synthesized from

eggshells (HAp-E), and Sigma Aldrich HAp (HAp-C).

Mineral (ppm) Raw-E CaCO3-E “HAp-H “ HAp-B “ HAp-P HAp-E HAp-C
Ca 428404 508639 285898 217222 216983 304417 425142
Mg 4436 5339 3887 4156 4184 3621 ND
P 1405 1707 107267 120648 161878 157998 125240
Na 990 1012 7912 4708 4345 312 ND
S 788 683 26 665 685 252 ND
Sr 240 280 90 ND 134 127 ND
K 267 268 56 127 240 316 ND
Si 34 45 120 21 331 125 ND
Fe 17 22 89.2 ND 17 15 12
Al 17 20 37 ND 16 28 6
Zn ND 29 179 83 185 124 4
Ba 28.63 34 NR NR NR 16 ND
Cu ND 4 NR NR NR 12 ND
Mn ND ND NR NR NR 1 ND
Ni ND ND NR NR NR 39 ND
Tl ND ND NR NR NR 19 ND
Pb ND ND NR NR NR 1 ND
Ca/P - 2.06 1.39 1.04 1.49 2.62
# Londono-Restrepo et al. [2], ND: Non-detected, NR: Non-reported.
2.6. X-ray diffraction characterization 1.5406 A. Diffractograms were taken from 15 to 75 in a 20 scale and 0.02

step size. The powder samples were densely packed into a zero

The powder X-ray diffraction patterns of commercial samples: background.
CaC0O3-C, CaO-C, Ca(OH),-C, and HAp-C; the obtained precursors of
eggshell: Raw-E (uncalcined eggshells), CaCOs-E, CaO-E, Ca(OH),-E; 2.7. Functional groups: FT-IR analysis
and HAp-E were carried out with a Rigaku Ultima IV diffractometer

operating at 40 kV, 30 mA with a CuK radiation wavelength of A = Fourier transform infrared spectroscopy was used to study the
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vibrational states of commercial samples: CaCO3-C, CaO-C, Ca(OH),-C,
HAp-C; samples obtained from eggshells: Raw-E, CaCOs-E, CaO-E, Ca
(OH),-E, and HAp-E. Spectra were performed on a PerkinElmer Spec-
trum Two equipped with an ATR (attenuated total reflectance) accessory
with a diamond crystal in the spectral range of 4000-600 cm ™" and a

spectral resolution of 2 em ™2,

3. Results and discussion
3.1. Morphological analysis of the eggshells lime cycle

Fig. 3 shows the lime cycle from hen eggshells that starts with CaCOs,
producing CaO after calcination at 950 °C (see Reaction (1)). This

endothermal transition occurs between 709 and 792 °C (Fig. 1(a)).

CaCOyy)>Caly,) + COs (R1)

CaCO3-E SEM image (Fig. 3(a)) reveals this sample is formed by
elongated nanocrystals that, after calcination at 950 °C (Fig. 3(b)), turns
into CaO-E but keeping the size (40-100 nm length and 40-60 nm
thickness) and shape. CaO-E was hydrated with deionized water (1:5
ratio). Water initialized an endothermal transition that produces Ca
(OH);, (see Reaction (2)). Fig. 3(c) shows the HR-SEM image of Ca(OH),
after soaking for two months formed by nanocrystals cumuli (30-100
nm).

CaO,) + H,0~Ca(OH), + A (R2)
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Scherrer’s equation.

Although energy release in this reaction is abrupt, more time is
required for a complete conversion. In the end, the solid nearly doubles
its volume. In this work, Reaction (2) was completed after two months,
using a closed container to avoid carbonation (Reaction (3)) that closed
the lime cycle, returning to the starting point as was reported by
Ref. [16].

Cd(OH)2(:) + CO&@-’C&COg(g) + HQO (R3)

Ca(OH); purity depends on the high control during the lime cycle.

3.2. Mineral content

Table 1 shows the mineral content of Raw-E, HAp-E, and HAp-C, as
well as hydroxyapatites from humans (HAp-H), bovine (HAp-B), and
porcine (HAp-P) bones elsewhere reported [2]. HAp-E exhibits higher
mineral content values than Raw-E as a concentration effect after
removing organics from eggshells, as shown in the TGA analysis of
eggshells. It is worth noting that HAp-E contains the same minerals as
humans, bovine, and porcine hydroxyapatites. Most importantly, the
level content of these ions is close to the reported values for the
mammalian hydroxyapatites. Ions in eggshells could help the HAp in
different functions in the osteoconductivity and osseointegration of
bone regeneration. For example, magnesium is one of the essential ions.
It helps bone formation by inducing proliferation, differentiation,
alkaline phosphatase (ALP) activity, mineral deposition in osteoblastic
cells, and osteoclast differentiation decreasing and activity [17]. A
decrease in Mg levels results in osteoporosis [18]. Sodium is crucial for
osteoactivity since a high Na is in the extracellular fluid (ECF), bathing
the bone-forming site during its mineralization [19]. Strontium, for its
part, plays a role important in bone regeneration because of its similarity
with Ca. Sr participates in the mesenchymal stem cells (MSC) differen-
tiation, regulating the expression of osteoblast marker genes, such as
Runx2, OCN, osteopontin (OPN), bone sialoprotein (BSP), and type 1
collagen, and increasing ALP activity and matrix mineralization [20].
Ions like Zn and Cu are essential to enzymatic activities, promote
angiogenesis upregulated VEGF, and stimulate endothelial cell prolif-
eration [21,22].

HAp-E meets the F1088-04a ASTM International standard [23] since
Hg, As, and Cd in HAp-E are not present, and just 1 ppm Pb was found
(max 30 ppm). The commercial synthetic hydroxyapatite (HAp-C) only
contains Ca and P, as expected. The presence of Al and Zn could stem
from mineral traces that reagents have. The Ca/P atomic ratio for
HAp-H, HAp-B, HAp-P, HAp-E, and HAp-C was calculated and included
at the bottom of Table 1. Pure stoichiometric hydroxyapatite has a Ca/P
atomic ratio of 1.67 (Ca: 39.89%; O: 41.41%; H: 0.20%; P: 18.50%).
HAp-H and HAp-C from Sigma Aldrich exhibit a higher Ca/P ratio than

the theoretical value. HAp-H presents both Ca and P deficiency related
to its synthesis process in the human body and the mineral reserve.
Moreover, human bones always exhibit low Ca and P values after the
peak of the mineral density (34-36 years) [24]. In HAp-C, the higher
Ca/P ratio than 1.67 is due to the synthesis process in which the hy-
droxyapatite is Ca-rich but P-deficient. HAp-B, HAp-P, and HAp-E pre-
sent low Ca/P ratios also related to their Ca and P low levels due to
mineral traces in substitutional sites into the HAp lattice.

3.3. Morphological study of HAps

High-resolution scanning electron microscopy (HR-SEM) and high-
resolution transmission electron microscopy (HR-TEM) were used to
study the morphology and crystal size of the synthesized material (HAp-
E) and the commercial sample (HAp-C). When synthesizing by precipi-
tation, the formation of nanorods agglomerates is expected, which,
when subjected to calcination processes above 700 °C, begin to coalesce,
causing the particles to grow. Goloshchapov et al. [25] carried out a
process of annealing at 400, 700, and 900 °C observing that particles
grow until one micron as temperature increased. Lala et al. [26] syn-
thesized hydroxyapatite from chicken eggshells and explored the effect
of aging time on its properties. Although their crystal size calculi using
the Scherrer’s equation indicated that their hydroxyapatites aged at 12,
24, 36, and 48 h are nanometric (38.71-64.18 nm), crystals coalesced by
effect of the calcination at 900 °C, producing micrometric particle
agglomeration according with their TEM images. The calcination limit
to remain in the nanometric domain is 700 °C, as demonstrated Lon-
dono-Restrepo et al. [8].

Fig. 4(a) and (b) show the HR-SEM images of HAp-E and HAp-C
(Sigma Aldrich) taken at 100000 x , respectively. Fig. 4(c) and (d)
show the light field HR-TEM images of HAp-E and HAp-C. The main
difference between these HAps is the presence of the minority ions
coming from the eggshells and their calcination temperature. These
mineral traces could also affect other physicochemical properties of the
HAp-E, such as the structural ones.

Comparing the crystal size and shapes of the HAp-E with the com-
mercial sample from Sigma-Aldrich, HAp-C presents elongated mor-
phologies forming flakes in a range of crystal sizes from 25 to 255 nm
length (96.90 + 39.93 nm) and 20-80 nm width (mean: 44.64 + 12.50
nm). In HAp-E, crystals exhibit irregular morphologies, and diameters
range from 10 to 90 nm (mean: 34.40 + 12.24 nm). In other words, HAp-
E is composed of hydroxyapatite nanocrystals. The crystal size distri-
butions are similar and homogeneous to those reported in other works
[27]. Although HAp-E was heated at 250 °C to remove reaction
by-products, according to Ref. [2], this temperature does not induce
physicochemical changes in the crystals as the crystal size transition to
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micrometric sizes. For this reason, HAp-E crystals remain nanometric, as
can be corroborated in the HR-TEM image (Fig. 4(c)). In HAp-C, calci-
nation above 720 °C could have been done based on its crystal size
distribution and the elongated morphologies forming flakes of micro-
metric crystals (Fig. 4(e)).

3.4. Particle size distribution: DLS

Fig. 5 shows particle size distribution for the synthetic hydroxyap-
atites after aging: HAp-E and HAp-C. Both samples exhibit low poly-
dispersity and monomodal size distribution of microparticles composed
of nanocrystals (HAp-E) and microcrystals (HAp-C) according to Fig. 4.

Fig. 5(a) shows that most of the particle size population of HAp-E is
between 200 and 700 nm (0.2-0.7 pm) with maximum peaks around
382 nm (0.382 pm). This range is micrometric since crystals have
formed cumuli of nanometric crystals (see Fig. 4) after aging. The largest
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Table 2
Infrared (FT-IR) band positions for eggshells and commercial samples of CaCOs3,
CaO, and Ca(OH),.

FT-IR Spectroscopy

Functional group Wavenumber Wavenumber Reference
(em™)* (em™)
v (0O-H) (A») 3640 3643 [29]
(A3) 3639 3620 [30]
Amides & Amines (A1) 3282 3288 [30,31]
v (0-H) (B,) 2513 2516 [32]
N-H (Amides & (C,y) 2361 2360 [31]
Amines)
v (C=0) (D) 1794 1799 [30-32]
1798 [33]
1795 [29]
C=0 (Amides & (E1) 1645 1652 [30,31]
Amines) 1645 [32]
v (C-0) (B,) 1468 1459 [33]
(Cy) 1411 1417 [29,30]
(B3) 1412
Amides & Amines (F1) 1396 1385 [30,31]
vs (C-0) (G1) 1086 1083 [32]
(D) 1088
(C3) 1091
c-0 (E3) 1054 1064 [34]
(D3) 1056
® (Ca-0) (H,) 870 877, 875, 866 [29]
(F3) 872 875 [30,31]
(E3) 873 874 [33]
Cc-0 (I,) 847 863 [34]
8 (C-0) Jy1) 711 713 [29,30,
33]
712 [31,32]

@ = This work. v = stretching, 8 = bending, ® = wagging. as = asymmetric, s =
symmetric.

population for HAp-C is between 600 and 1250 nm (0.6-1.25 pm), with
maximum peaks around 860 nm (0.86 pm) (Fig. 5(b)). This finding re-
inforces the idea that HAp-C was subjected to a calcination process at
high temperature.

3.5. X-ray analysis for lime cycle

Fig. 6(a) shows X-ray diffraction (XRD) patterns of Raw-E, CaCO3-E,
and CaCOs-C indexed as calcium carbonate (Calcite) using the ICDD
(International Center for Diffraction Data) card No. 01-083-0577, and
silicon dioxide using ICDD card No. 00-083-0539. XRD peaks for Raw-E
and CaCOs-E exhibit a right shift concerning positions reported in the
card. This shift comes from the inclusion of substitutional ions in the
calcite lattice. The peak due to the (104) plane is located at 29.4094° in
the card, but at 29.4795° for Raw-E and at 29.4372° for CaCOs-E.
Commercial calcium carbonate does not present a shift because this
sample does not contain any additional ions.

Fig. 6(b) shows the XRD patterns of CaO-E and CaO-C indexed using
the ICDD card No. 00-037-1497 (CaO; lime) and the ICDD card No. 00-
004-0733 (Ca(OH),; portlandite). The presence of portlandite in both
samples is due to the spontaneous reaction between CaO and water
present in the air atmosphere. Again, CaO-E that comes from eggshells
exhibits a right shift related to the inclusion of substitutional ions. Fig. 6
(c) shows XRD patterns of Ca(OH),-E and Ca(OH),-C (ICDD card No. 00-
004-0733) also exhibiting a right shift as happened with CaO.

Fig. 6(d) shows the FWHM for the commercial sample and obtained
from eggshells calcium carbonate, calcium oxide, and calcium hydrox-
ide. CaCOs-E, CaCO3-C, CaO-E, CaO-C, and Ca(OH)»-E exhibit close
FWHM values among them, while CaCO3-C has the highest one, which is
associated with longer CaO-water reaction times. Cazalla et al. [28]
showed that the crystal size of Ca(OH), aged for 1, 4, and 14 years de-
creases as the aging time increases.

Fig. 6(e) displays the crystal size calculated for all samples by
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Table 3
Infrared band positions for HAp-E and HAp-C.

FT-IR Spectroscopy (HAps)

Functional group Wavenumber (cm’l)“ Wavenumber (cm’l) Reference
v (COOH) (A) 3571 3570 [35]
5 (O-H) (B) 1639 1642 [36]
V3as (CO527) (C) 1452 1454, 1412 (36,371
(D) 1414 1416 [37]1
Vsas (PO4°T) (E) 1091 1088, 1014 [36,37]
(F) 1023 1023 [37]1
V15 (PO43T) (G) 962 962 [371
960 [36,37]
Va5 (CO3%7) (H) 877 873 [371
872 [36,37]

# = This work. v = stretching, 5 = bending. as = asymmetric, s = symmetric.

applying the Scherrer’s equation to the diffracted peaks by the (104)
plane for CaCOs, (200) for CaO, and (100) for Ca(OH),. According to
these calculi, both commercial reagents and the obtained ones from
eggshells are nanometric. However, some differences in the values are
evident and related to chemical composition, synthesis route, aging, and
calcination temperatures.

3.6. X-ray analysis for HAp

Fig. 7(a) shows the HAp-E and HAp-C X-ray patterns indexed with
the ICDD card No. 00-009-0432, being hydroxyapatite the only phase.
The left shift was also found, as in the case of the lime cycle samples. Lala
et al. [20] also found a slight shift in the peak position in the range of
0.1-0.5° that correlated with aging time. However, based on the mineral
composition of the synthetic HAp (Table 1), this shift is due to the

presence of these minerals, causing shrinkage of the hydroxyapatite
lattice. Rivera et al. [10] and Gergely et al. [13] reported that HAp
obtained from eggshells presented other phases as monetite (CaHPO4)
that could be related with no control of the pH during the synthesis.
When CaO is obtained, it is hydrated by the environmental water that
reacts with the tricalcium phosphate resulting in monetite as an impu-
rity. Goloshchapov et al. [25] reported calcium diphosphate (whit-
lockite) formation because of the HAp dehydroxylation at 900 °C.

Fig. 7(b) shows the FWHM and the crystal size determination using
Scherrer’s equation for the (002) plane, confirming the existence of
hydroxyapatite nanocrystals. Scherrer’s equation allows obtaining an
approximation of the crystal size present in the samples. However, it is
important to consider that this method was designed for spherical
crystals, and hydroxyapatite is a material that presents a compact hex-
agonal structure. However, the found values agree with the crystal size
distribution determined by ImageJ software (see Fig. 4(e)). It is worth
noting that Scherrer’s equation gives a good approximation of the
crystal size in nanometric crystals. Still, simultaneous image analysis is
necessary since these techniques do not detect cumuli formation. Dif-
ferences between the commercial sample and the hydroxyapatite syn-
thesized in this work are due to the synthesis method, calcination
temperature, and the presence of the minority ions.

3.7. Vibrational analysis for the eggshells lime cycle

Fig. 8 shows the IR spectra between 4000 and 600 cm™! for (a)
CaCOs3-E and CaCO3-C, (b) CaO-E and CaO-C, and (c) Ca(OH)»-E and Ca
(OH),-C. Letters correspond to the band identification carried out in this
work and are compared to others previously reported (Table 2). Bands
A; (3282 cm™Y), Cp (2361 cm™1), E1 (1645 cm™1), and F; (1396 cm ™)
(see Fig. 8(a)) come from organic groups (N-H and C—=O0) from proteins
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and carbohydrates from the raw eggshell membrane.

The Ay (3640 cm™!) band corresponds to the O-H group environ-
mental water absorption by CaO. In the case of the Ca(OH), samples, A3
(3639 cm 1) is due to the hydroxyl bond of the alkali. B band (2513
cm 1) is assigned to the presence of the O-H hydroxyl group from water.
D; (1794 cm’l) corresponds to C=O from carbonate ion (C03’2), and
the B, band (1468 cm™!) is related to C-O bonds, also from carbonates.
Both CaO-C and CaO-E are carbonated due to environmental CO5 at low
levels that X-ray diffraction could not detect (see Fig. 6).

Fig. 8(b) and (c) show the Cy (1411 cm™Y), Bg (1412 cm™Y), Ey (1054
cm’l), D3 (1056 cm’l), and I; (847 c¢m ') bands assigned to C-O bonds
from carbonates. Finally, Hy, F5, and E3 bands located around 870 em™?
belong the Ca-O bond. The J; band (711 cm™ ) corresponds to C-O
bonds associated with out-plane deformations because of the existence
of calcium carbonate. The fact that HAp-E is carbonated is not a problem
since mammalian hydroxyapatites are carbonated too.

3.8. Vibrational analysis of HAp-E and HAp-C

Fig. 9 shows the IR spectra (4000-600 cm™!) for HAp-E and HAp-C.
Letters correspond to the identification carried out in this work
compared with others reported in the literature (Table 3). A band (3571
em ™) corresponds to the carboxyl group (-COOH) associated with hy-
droxyapatite due to the interaction of O-H groups with carbonate
C03’2. The B band (1639 cm™') is due to the hydroxyl group (O-H)
because of water absorbed by the sample. C (1452 cmfl), D (1414
ecm™ 1), and H (877 cm™ 1) bands are associated with carbonate groups
(CO372) because of the carbonation process during the synthesis of hy-
droxyapatite as they do not have a controlled atmosphere. Meanwhile,
bands E (1091 cm’l), F (1023 cm’l), and G (962 cm™ 1) belong to the
phosphate groups (PO437) in both hydroxyapatites.

4. Conclusions

Eggshells can be used as a natural source to obtain nanometric Ca
(OH);, across the lime cycle. Eggshells provided the minority minerals,
such as Mg, K, Na, and Zn, at levels close to those reported for hy-
droxyapatites from human, bovine, and porcine bones. Synthesis con-
ventional methods do not consider their inclusion; thus, it was expected
that the commercial sample does not contain them. The nanometric
crystal size of the synthesized HAp-E was corroborated by X-ray
diffraction and processing of HR-SEM and HR-TEM images. The ob-
tained HAp-E (10-90 nm) has smaller crystal sizes than the commercial
sample (25-255 nm), whose crystals form micrometric-like-flakes clus-
ters, as seen in the HR-SEM images and corroborated by DLS. This fact is
important since it has been demonstrated that nanocrystals promote
bone regeneration because of their larger surface area. It means that the
HAp-E has the potential to be used in guided bone regeneration. The
obtained Ca(OH); from eggshells is an adequate precursor for synthe-
sizing micrometric particles of nano carbonated hydroxyapatite crystals
containing the same minority ions as mammalian hydroxyapatites.
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Biogenic hydroxyapatites from mammalian bones naturally contain traces of ions, like Mg, which play a vital role
in the bone remodeling process. In this way, synthetic hydroxyapatites should include this kind of mineral. In this
work, hydroxyapatite added with Mg was synthesized by wet precipitation using (NH4)H2PO4, Ca(NO3)2.4H20,
and Mg(NO3)2.6H20 (0, 0.032, 0.061, and 0.123 M). Inductively coupled plasma and X-ray diffraction evidenced
the Mg inclusion in the hydroxyapatite lattice in the same levels reported for natural hydroxyapatites. The
calcination at 600 °C was performed to remove the reaction by-products, but it also gave rise to physicochemical

changes as the coalescence and crystals recrystallization. It produced, in turn, an improvement in the crystalline
quality, according to Raman analysis. Despite those physicochemical changes, all the samples remained nano-
metric according to scanning electron microscopy imaging.

1. Introduction

Currently, bioceramics are specifically designed for manufacturing
surgical implants, prostheses, and artificial organs. They are also used as
filling materials to promote bone regeneration. For this purpose, they
need to mimic the physicochemical properties of the bone hydroxyapa-
tite (HAp; Cas(PO4)3OH), such as chemical composition, crystal size, and
morphology. Recent studies have reported that their physicochemical
properties directly depend on the obtaining method [1,2]. In this sense,
HAp obtained from mammalian bones has shown significant similarity to
human bones in composition, morphology, nanometric crystal size, and
crystallinity [3]. However, these properties can be modified during the
isolation method since the calcination at elevated temperatures is mostly
used to remove the organic matrix (fat, proteins, DNA, soft tissue, etc.).
Synthesis of HAp is an alternative way to allow better control of its
properties. However, most of them do not have the well-known
replacement ions found in mammalian HAp. According to Bose et al.
[4], Lit, Zn?*, Mg+, sr?t, cut, Co™, B3Y, Mn?*/3*, and Si** play vital
roles in angiogenesis and osteogenesis processes in bone remodeling. The
above affirmation does not mean that only HAp from mammalian bones

* Corresponding author.
E-mail address: smile2508 @comunidad.unam.mx (S.M. Londono-Restrepo).
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is suitable as a biomaterial. Instead, it evidences the need for incorpo-
rating these ions to emulate the physicochemical properties of the natural
bone. One of the advantages of integrating them in a synthetic HAp, as
was previously mentioned, is avoiding defatting with contaminant sol-
vents and calcination at high temperatures. This kind of process implies
the control of thermal variables such as heating rate [5], sintering
temperate [6], sintering time [5,6], cooling rate [6-8], and the atmo-
sphere [9] since the physicochemical properties of HAp are modified by
the effect of these parameters [5-8].

Magnesium (Mg) is the second most abundant substitutional ion in
the bone and the fourth in the body [10]. About 65% of this mineral is
found in bone and teeth. In human, bovine, and porcine bones, Mg
concentration has been determined by different quantitative techniques,
and inductively coupled plasma (ICP) measures reported that for an adult
human bone, the Mg concentration is in the range from 3000 to 6000
ppm [3]. In comparison, other reports using the semi-quantitative
method show higher values up to 14000 ppm by X-ray fluorescence
[11]. Inductively coupled plasma (ICP) measures reported that for adult
human bone, the concentration of Mg ranges from 3000 to 6000 ppm [3],
while other reports using the semi-quantitative method show higher
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Fig. 1. (a) Block diagram of the process to obtain synthetic HAp; (b) The
thermal history for the annealing process in synthetic HAp.

values up to 14000 ppm by X-ray fluorescence [11]. These values indi-
cate that the range of inclusion of Mg must vary from 1000 to 12000
ppm.

Regarding angiogenesis, Mg induces nitric oxide production in
endothelial cells that are led to migrate and grow, accelerating new blood
vessel formation [12]. Moreover, it has been reported that Mg is involved
in the functional maintenance of parathyroid glands and vitamin D
metabolism closely related to bone health. Magnesium deficiency has
also been linked to osteoporosis, and it has been proved that HAp doped
with Mg exhibits more significant osteogenic properties than pure HAp
[13,14]. Mg-depletion diets produce a decrease in bone mineral density
in rats; meanwhile, high contents of this mineral have been correlated to
higher bone mineral density [15]. Moreover, the number and amount of
the substitutional elements in bones depend on several factors such as
diet, age, and gender [16].

Nagyné-Kovécs et al. [17] prepared Mg-substituted HAp samples by
the precipitation method with 2 and 4 mol % of Mg/(Ca + Mg). These
samples were calcined up to 900 °C for 2 h to improve the crystallinity of
the samples. They found that Mg inclusion reduced the lattice parameters
and decreased the crystal size as the Mg content increased. Moreover,
Mg-HAp doped exhibited an inhibiting effect for Gram-positive and
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Fig. 2. FT-IR spectra of (a) uncalcined and (b) calcined synthetic samples.

Table 1

Observed infrared band positions for uncalcined and calcined samples.
FTIR bands
Functional Group Wavenumber (cm™)* Wavenumber (cm™)** References
vCOOH (HAp) (A) 3564%° 3570 [19-21]
vas N-H (B) 32447 3250 [22]
vN-H (C) 3025* 3020 [23]
V14 v4 NO3 (D) 1756° 1756 [24]
8 O-H (H0) (E) 1637° 1637 [25]
V3as CO3 2 (F) 14172 1417,1415 [11,19]
v2 NO3 ~ (G) 1312* 1314 [26]
v3 PO > (H) 1088%° 1088, 1099 [19,27]
v3 PO, > @ 1019%° 1014 [19,20]
v1 PO, > () 960°° 960, 978 [19,20]
v, NO3 (K) 8272 831 [24]
vO-H (H20) (L) 630%° 632,633 [19,21]

*This work, **Reported positions, a.- Uncalcined samples, b.- Calcined samples,
v.- stretching, §.- bending.

negative strains compared to pure Hap. However, according to Londo-
no-Restrepo et al. [18], incineration of the human bone at 900 °C pro-
duced an increase in the crystal size until some microns and a
morphology transformation. Thus, the effect of the Mg inclusion cannot
be objectively evaluated because of the simultaneous effect of the
annealing process.
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The objective of this work is to synthesize nano HAp and Mg-HAp
using the wet chemical method to study the changes in the morpholog-
ical, structural, thermal, and vibrational properties of the samples with
the Mg inclusion ranging from 4000 to 12000 ppm, as well as these
properties change due to the annealing process at 600 °C.

2. Materials and methods
2.1. Synthesis of hydroxyapatite

The wet chemical precipitation method was used to synthesize nano
HAp following the methodology proposed by Sadat-Shojai et al. [1]. 0.6
M (NH4)H5PO4 (99.1%, J.T. Baker, Mexico; code 0776-01) was reacted
drop by drop with 1.0 M Ca(NOs3)2.4H20 (99%, Sigma Aldrich, Japan;
PCode 1002417639) and Mg(NO3),.6H20 (ACS grade, Golden bell,
Mexico; code 26905) 0.032, 0.061, and 0.123 M, respectively to obtain
Mg-HAp with Mg levels ranging from 4000 to 12000 ppm in accordance
with values reported in the literature. The reaction was kept in stirring
and heating at 37.5 °C, and the pH = 9 was controlled by adding NH4OH
(28.0-30.0%, J.T. Baker, USA; code 9721-02) and monitored using an
OAKTON (1100 series) pH meter. At the end of the reaction, the product
was left for aging treatment for 48 h. Then, the wet powder of Mg-HAp
was filtered and dried at 95 °C for 1 h.

The samples with different Mg concentrations were labeled as S-HAp
(without Mg), Mg-HAp-1 (0.032 M Mg(NO3)2.6H50), Mg-HAp-2 (0.061
M Mg(NO3);.6H20), and Mg-HAp-3 (0.123 M Mg(NO3),.6H30),
respectively. And then, the samples were calcined at 600 °C and 5 °C/min
heating rate for 3 h to remove reaction by-products. The calcined samples
were labeled as C-HAp, C-Mg-HAp-1, C-Mg-HAp-2, and C-Mg-HAp-3,
respectively.

The reaction for the formation of synthetic HAp is:

5Ca(NO;),.4H,0 + 3(NH,)H,PO, + 7NH,OH
— Cas(PO,),0H + 10NH,NO; + 26H,0 (€))

The reaction for Mg-HAp formation is:

(5 — X)Ca(NO;), .4H,0 + 3(NH,)H,PO, + XMg(NO3),.6H,0 + 7NH,OH
— Cas_xMgy (PO,),0H + 10NH,NO; + (26 +2X)H,0
(&)

Where X represents the substitution degree of Mg into the HAp lattice.
The block diagram of the process to synthesize HAp is shown in Fig. 1a,
and the thermal history for calcination at 600 °C is exhibited in Fig. 1b.

2.2. Functional groups analysis: FTIR analysis

Fourier-Transform Infrared (FTIR) spectroscopy was used to study the
vibrational states of S-HAp, Mg-HAp-1, Mg-HAp-2, and Mg-HAp-3, and
the calcinated samples: C-HAp, C-Mg-HAp-1, C-Mg-HAp-2, and C-Mg-
HAp-3 for monitoring the removal of reaction by-products. The spectra
tests were carried out on a PerkinElmer Spectrum Two equipped with an
ATR (Attenuated Total Reflectance) accessory with a diamond crystal in
the spectral range of 600 to 4000 cm™ at a spectral resolution of 4 cm™.

2.3. Mineral composition analysis: ICP-OES

The mineral composition of the synthetic uncalcined samples was
determined by Inductively Coupled Plasma with Optical Emission Spec-
trometer (ICP-OES) using a Thermo Fischer Scientific ICAP 6000 Series
equipment with an argon plasma. 0.1 g of each sample was digested with
7 mL of nitric acid (Baker 69.3%); the samples were analyzed in dupli-
cate. Then, the samples were filtered (Whatman No. 42). And finally, the
samples were exposed to the argon plasma to excite the elements in the
samples to identify them through their characteristic emission.

2.4. Morphological analysis: HR-SEM

Morphological changes of the uncalcined and calcined samples as a
function of the Mg added were studied by High-Resolution Scanning
Electron Microscopy (HR-SEM) using a Hitachi SU8230 (Hitachi High-
Technologies, Rexdale, ON, Canada) cold-field emission scanning elec-
tron microscope (CFE-SEM) at a low accelerating voltage (3 keV).
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Fig. 4. SEM images of (a) S-HAp; (b) C-HAp; (c) Mg-HAp-1; (d) C-Mg-HAp-1;
(e) Mg-HAp-2; (f) C-Mg-HAp-2; (g) Mg-HAp-3; (h) C-Mg-HAp-3.

2.5. Phase structure analysis: X-ray diffraction (XRD)

XRD was used to determine the crystalline phases and changes in the
full width at the half maximum (FWHM) of uncalcined and calcined
samples due to the Mg inclusion. The samples were packed in an
Aluminum holder. A Rigaku Ultima IV diffractometer operating at 40 kV,
30 mA with a CuK, radiation wavelength of A = 1.5406 A was used.
Diffractograms were taken from 5 to 80° in a 20 scale and 0.02° step size.

K2
DScherrer = W (3)
The crystallite size calculation was first performed using the Scherrer
equation (Dscherrer) EQ. (3). In EqQ. (3), Dscherrer is the crystallite size (nm),
pr is the FWHM for the (002) plane, K is the shape factor (0.9), A =
0.15406 A is the wavelength of CuK, radiation, and 6 is the angle in
degrees in radians.

2.6. Thermal analysis: DSC

Thermal measurement of S-Hap, Mg-HAp-2, and Mg-HAp-3 was car-
ried out in a Differential Scanning Calorimeter (DSC) 2 Star® system from
Mettler Toledo. The sample of 9.0 + 0.5 mg was put into an alumina
crucible and heated from 50 to 650 °C at a heating rate of 5 °C/min.
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Fig. 5. X-ray diffraction patterns of (a) uncalcined; (b) calcined samples.

2.7. Raman spectroscopy

The samples of S-HAp, C-HAp (without Mg addition), and Mg-HAp
and C-Mg-HAp series (with Mg addition) under the conditions of
before and after calcination were analyzed using a Senterra Raman
spectrometer from Bruker, equipped with a 785 nm laser and an Olympus
microscope. A 20 x objective was used. The spectral range measured was
from 940 to 980 cm™’, with a resolution of 3 cm’l. The instrument pa-
rameters were a 50 pm aperture, 100 mW of laser power, 6 s integration
time, and six scans.

3. Results and discussion
3.1. Reaction by-products removal

Synthetic hydroxyapatites were firstly characterized by FTIR
(Fig. 2a). These spectra confirmed the presence of hydroxyapatite in all
uncalcined samples; however, they also had bands of nitrate (B, C, D, G,
and K bands) and carbonate (F) functional groups as reaction by-
products. Functional groups originating these vibrations were assigned
to each band and their positions reported in Table 1 together with po-
sitions listed in the literature. For this reason, S-HAp, Mg-HAp-1, Mg-
HAp-2, and Mg-HAp-3 were calcined at 600 °C. This temperature was
enough to remove these additional compounds, as shown in Fig. 2b, in
which the bands are just for hydroxyapatite (A, H, I, J, and L) to present.



B.A. Correa-Pina et al.

1 | |
¢ ol® s
-]
i “Mg-HA
;:“ 0.42 -} : 2-Mg~HAp~l & B‘lg Hap-)
4 [ ] % % _
= 039 I Cietand
5 0.36- I l
= | = Mg-HAp-2 Mg-HAp-3|
E C-S-HAPI Mg—HAp-] 'g P
0.33 - b i
—_ 2604y L T L A A
§ 26.01 _b) 1 B Uncalcined
E., ] | | ® Calcined
a8 2598 I
— A I .
5 2595
E : I'm - ®
2 2592 - I
(=1 4 | [ ]
; 2589 - 2 ' ]
B 2586 !
274 - T T T T T
_— c b I | |
= 4 ) |
=" ; .
_g 24 - 1 L]
E : ® ®
E’ 21 ! 4
o 1
- 1
1 k: A I il I o 1 1
0 3000 6000 2000 12000
Mg Content (ppm)

Fig. 6. (a) Changes in the FWHM of the (002) plane; (b) Changes in the peak
position for (002) plane; (c) Changes in the crystal size for samples with
different Mg concentrations.

3.2. Effect of the Mg-adding on the Ca/P ratio

Fig. 3a shows the Ca and P contents for the uncalcined synthetic
samples; S-HAp: 41.92 and 20.11%; Mg-HAp-1: 21.90 and 16.38%; Mg-
HAp-2: 23.31 and 17.93%; and Mg-HAp-3: 23.45 and 17.29%, respec-
tively. HAp samples added with Mg exhibited lower Ca and P percentages
regarding S-HAp, which is directly related to the Mg inclusion in the HAp
lattice in Ca sites and the presence of chemical reaction by-products.
Theoretically, pure hydroxyapatite has 38.89% Ca and 18.49% P. How-
ever, human (H-HAp), bovine (B-HAp), and porcine (P-HAp) hydroxy-
apatites exhibit lower values than pure synthetic HAp [3].
Hydroxyapatites added with Mg present Ca and P levels similar to
mammalian hydroxyapatites and the theoretical values. Fig. 3b exhibits
the Mg content (ppm) for each uncalcined synthetic sample, in which an
increasing linear trend was found as expected based on the Mg concen-
trations used. It is worth noting that Mg levels are between 3626 and
11205 ppm. In other words, HAp was synthesized with Mg within the
reported values for mammalian hydroxyapatites. Mg-HAp-1 exhibits the
closest Mg content to the samples reported by Londono-Restrepo et al.
[31.

Fig. 3c also displays the Ca/P ratio decreased after Mg adding as a
consequence of its inclusion. Ca/P ratio for pure stoichiometric hy-
droxyapatite is 1.67, but 1.61 for S-HAp, which could be affected by the
presence of the by-products reported in IR spectra. In the same way, Mg-
HAp-1, Mg-HAp-2, and Mg-HAp-3 have even a lower Ca/P ratio than S-
HAp because Mg(NOs3)2.6H20 produced additional by-products accord-
ing to reaction (2). This fact is just a concentration effect that is improved
after calcination. Fig. 3d shows the Mg/P ratio, and again, the linear
trend confirms the inclusion of the Mg as expected. The Mg/P ratio
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Fig. 7. DSC thermograms for (a) S-HAp; (b) Mg-HAp-2; (c) Mg-HAp-3.

exhibits an increase because of the increase in Mg concentration.
3.3. Effect of the Mg-adding and calcination on the morphology

Fig. 4a (S-HAp), ¢ (Mg-HAp-1), e (Mg-HAp-2), and g (Mg-HAp-3)
show the HR-SEM images of the uncalcined hydroxyapatites. Uncalcined
samples exhibited highly dense flower-like structures that disappeared
after calcination at 600 °C (see Fig. 4b, d, f, and h). The presence of these
flakes is due to the reaction by-products that were removed by calcina-
tion according to Fig. 2. Fig. 4b, d, f, and h show nanometric crystals
whose morphology was affected by the presence of Mg but also by the
incineration temperature. Londono-Restrepo et al. [18] reported that
during calcination (400 to 900 °C) of HAp crystals obtained from bovine
bones, the crystal size increases from nano to micro. However, before
that transition occurred, a coalescence phenomenon happened when
crystals were still nanometric until 700 °C. When S-HAp, Mg-HAp-1,
Mg-HAp-2, and Mg-HAp-3 are calcined at 600 °C, the particle size
increased, the flakes forming flowers disappeared, and the samples
become interconnected networks of coalesced nanocrystals that
increased their size as the Mg concentration increased.

According to Fig. 4, the incorporation of at least 11000 ppm Mg in the
HAp lattice affects the morphology and the crystal size of the samples.
Mg-HAp-1 and Mg-HAp-2 formulations after calcination produce inter-
connected networks composed of nanocrystals that look like natural HAp
from mammalian bones [3]. Mg-HAp-3 crystals coalesced, forming dense
microparticles that are not recommended for clinical applications.
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Fig. 8. Raman spectra for (a) uncalcined; (b) calcined synthetic samples; (c)
FWHM of the Raman shift in 960 cm™.

3.4. Crystalline phase determining

One of the main problems associated with incorporating any ion into
a specific lattice is determining its site. In the case of iso-valent ions, it is
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expected that these ions occupy substitutional places, as is the case of Mg
in Ca sites. However, extrinsic factors such as the growth method, tem-
perature, and treatments, can modify the substitutional site and locate it
as an interstitial atom. One of the most used techniques to determine the
inclusion of an ion into a lattice is X-ray diffraction because it entails radii
changes that affect the crystal parameter [28]. The contraction of the
HADp unit cell dimensions due to the Mg incorporation in Ca sites is ex-
pected since the ionic radius of Ca®* is 0.99 A, while 0.72 A for Mg?*.

Fig. 5a shows XRD patterns for the uncalcined synthetic hydroxyap-
atites that exhibit broad peaks indexed using the ICDD card No. 00-009-
0432 for hydroxyapatite. The peak located at 25.879°, corresponding to
the (002) plane, is slightly shifted to the right, indicating a reduction of
the lattice parameters. This shift indicates, in turn, the inclusion of Mg in
Ca-sites because of their same valency. The decrease in the lattice size is
due to the smaller atomic radius of Mg than for Ca. Fig. 5b shows the
patterns for the samples calcined at 600 °C. Emerging diffracted planes
such as (102), (210), (300), and (202) are evidence of recrystallization
happening at this temperature. Remarkably, the crystal size did not suffer
significant changes, remaining in the nano-size domain; thus, peaks kept
wide. The recrystallization was produced by the sintering time under
quasi-steady-state conditions for 3 h [13].

3.5. Crystalline quality and crystal size of Mg-added hydroxyapatites

One of the most used methods to study the changes in the structure,
crystalline quality, and crystal size of a sample is the analysis of the full
width at the half maximum (FWHM) of a single peak. In the case of
microcrystals, a reduction of the FWHM is indicative of crystalline
quality improvement. According to Londono-Restrepo et al. [3], for
nanocrystals, broad peaks (high FWHM) are originated by simultaneous
elastic and inelastic scattering instead of low crystalline quality. Fig. 6a
shows the FWHM for the peak corresponding to the (002) plane for un-
calcined (red squares) and incinerated HAp samples (blue circles) as a
function of the Mg content (Fig. 3b). FWHM of the synthetic hydroxy-
apatite without Mg decreased after calcination due to a crystallinity
improvement while the crystal size increased (see Fig. 4a and b).

On the other hand, the addition of Mg caused FWHM to decrease due
to obtaining larger crystallites, as shown in Fig. 4. The decrease after
adding Mg should not be interpreted as a crystal quality improvement
since S-HAp exhibited a pattern with more defined peaks than Mg-added
hydroxyapatites (see Fig. 5a). Mg-HAps suffered a combined effect of
recrystallization (see Fig. 5), and the removal of by-products (see Fig. 4)
is reflected in the increase of their FWHM values after calcining.

Fig. 6b shows the peak position for calcined and uncalcined samples
for the (002) plane as a function of the Mg concentration. A right shift
regarding a sample without Mg was present, indicating a reduction of the
hydroxyapatite lattice. In turn, it indicates that there was a divalent
replacement in which Mg, with a smaller radius, occupied Ca sites. Fig. 6¢
shows the calculi of the crystal size obtained using Scherrer’s equation.
According to this figure, the crystal size of S-HAp decreased after calci-
nation. From a physics point of view, this asseveration must be described
in detail. It is necessary to consider that the Scherrer’s equation does not
consider the crystalline quality and combined effects as those in the
studied samples after calcination. The recrystallization produced a
decrease of the FWHM that does not imply changes in the crystal size. In
the case of Mg-added hydroxyapatites, the crystals grew due to the
coalescence phenomenon.

3.6. Thermal events during calcination of Mg-added hydroxyapatites

Fig. 7 shows the DSC thermograms and their second derivative for (a)
S-HAp, (b) Mg-HAp-2, and (c) Mg-HAp-3 from room temperature to 650
°C. These curves show the endothermic and exothermic events to take
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place because of the heating process. The arrow in this figure shows the
exothermal events. The second derivative was obtained to identify the
better temperature at which these thermal events occurred.

Six endothermal events were identified and labeled from A to F in
Fig. 7. Peak A, located at 67 °C is due to the loss of surface water of the
nitrates. Likewise, peak B (130.8 °C) is attributed to the loss of lattice
water. Peak C (156 °C) corresponds to the ammonium nitrate phase shift
from the orthorhombic to the cubic crystalline system [29]. The thermal
event of peak D (207 °C) belongs to the dissociation of NO; related to the
Mg and Ca precursors of the reactions [30]. Peak E (290 °C) corresponds
to the ammonium nitrate decomposition [31], and peak F (305 °C) is
attributed to the decomposition of magnesium nitrate that did not react
[32]. The shaded zone located between 507 and 557 °C corresponds to
the first coalescence of the hydroxyapatite crystals in which they remain
nanometric, according to Fig. 4. Peak H (626 °C) is related to a recrys-
tallization process reported earlier by Londono-Restrepo et al. [3]. Peak
G (Fig.7a, b, and c) located at 610 °C corresponds to the melting point of
calcium nitrate [33]. Based on this information, calcining the samples at
600 °C involves coalescence and recrystallization, as observed in
Figs. 4-6.

3.7. Crystalline quality analysis by Raman spectroscopy

Fig. 8a and b show the PO3~ band for the uncalcined and calcined
samples. This band located around 960 cm™ is characteristic of HAp and
has been used to indicate the quality of the samples. For the uncalcined
samples, the intensity of this band decreased as the concentration of Mg
increased. Remembering that uncalcined samples contained NH4NO3
and thus, this decrease was just a concentration effect. After calcination,
by-products were removed from the HAp; then, this concentration-effect,
as mentioned earlier, disappeared. For Raman and X-ray diffraction, low
FWHM values can be related to high crystalline quality and large crystal
size. Knowing that both sets of the samples were nanometric, the findings
were entirely due to the quality of the HAp crystals. Fig. 8c shows that the
calcined samples improved their quality as the Mg content increased, the
sample with the highest Mg content being the best. This result is in
accordance with SEM images, in which an interconnected network of
faceted nanocrystals was observed, based on the X-ray diffraction
patterns.

4. Conclusions

The wet chemical method allows synthesizing nanometric hydroxy-
apatite with Mg inclusion in its lattice. Although the calcination at 600 °C
is required to remove the non-reacted by-products, this temperature does
not change the crystal size significantly. ICP results show that the Mg
content this technique is between 3600 and 11200 ppm, emulating the
Mg concentration in human bone. Nevertheless, including at least 11000
ppm Mg in the HAp lattice affects the morphology and the crystal size of
HAp. For this reason, it is recommended that the addition of Mg should
be between 3600 and 5800 ppm. X-ray diffraction analysis shows that
HAp recrystallization produces a decrease in the FWHM that does not
imply crystal size change. During the calcination at 600 °C, the recrys-
tallization and coalescence phenomena produce the changes in the
morphological and structure properties of the HAp, which is confirmed
by DSC and Raman spectroscopy.
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