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RESUMEN

De la tesis de Luis Eduardo Acosta Cardona, presentada como requisito para la obtencion del
titulo de BIOINGENIERO. Ensenada, Baja California, Abril 2019.

SINTESIS Y CARACTERIZACION DE HIDROXIAPATITA OBTENIDA A PARTIR DE
ESPINAS DE ERIZO DE MAR

Resumen aprobado por:

Dr. Priscy Alffedo Luque Morales Dra'Claudia Mariana Gémez Gutiérrez
Director Codirectora

El propésito de este trabajo fue sintetizar y caracterizar Hidroxiapatita partiendo de desechos
marinos, como lo son las espinas de erizo de mar, estos materiales fueron utilizados para obtener
carbonato de calcio (CaCOs) como precursor en la sintesis de hidroxiapatita, esto se logr6 a
partir de diferentes lavados y tratamientos térmicos a 800°C con el propésito de eliminar la
presencia de toda materia organica como proteinas que puedan estar presentes en el mismo, una
vez obtenido y caracterizado el CaCOs, haciendo uso del método de sintesis de hidroxiapatita por
precipitacion, se agregd estequiométricamente el precursor de iones fosfatos del material, en este
caso el precursor fue H;PO4, se agregd gota a gota, manteniendo en agitacion constante, al
término de la reaccién el producto obtenido se filtré y lavo 4 veces con el proposito de obtener
un pH lo mas cercano a 7, al finalizar con este paso el producto obtenido se sometid a un
tratamiento térmico a 600 °C por 1 hora, finalizando con la caracterizacion de la muestra
mediante Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR), Difraccion de Rayos X
(XRD), Microscopia Electronica de Barrido-Espectroscopia de Energia Dispersiva de Rayos X
(SEM-EDS); obteniendo de estas caracterizaciones los grupos funcionales (PO, OH™, CO5?),
picos cristalinos, estructura morfolégica cristalina y presencia de elementos atomicos

correspondientes a la hidroxiapatita.

Palabras clave. Erizo de mar, Carbonato de Calcio, Acido Fosférico, Hidroxiapatita, FTIR,

XRD, SEM-EDS.
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CAPITULO |

1. Introduccion

1.1.Biomaterial

Actualmente existen diversas definiciones para los biomateriales, sin embargo, la mas
aceptada es la propuesta por Williams (1987), la cual define al biomaterial como una
sustancia 0 combinacion de ellas, las cuales pueden ser de origen natural o sintético, y pueden
ser utilizados por un periodo de tiempo determinado, reemplazando todo un sistema, tejido,
organo o funcion corporal [1].

No cualquier material puede ser empleado como BIOMATERIAL, para poder ser utilizado
este material debe ser BIOCOMPATIBLE. La biocompatibilidad se define como la
capacidad que posee un material para ser aceptado por el cuerpo humano y que, ademas, no
dafie tejidos aledafios, no desemboque respuesta inflamatoria, y que no genere reacciones
alérgicas o carcinogénicas [2]. Los biomateriales se diferencian de otros materiales debido a
sus propiedades fisicas, mecanicas, quimicas y bioldgicas, dichas caracteristicas son
diferentes para cada tipo de material, por lo que las aplicaciones de estos difieren uno del
otro; estos materiales deben satisfacer algunas caracteristicas como las que se muestran en la
Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas generales de los biomateriales [2].

Caracteristicas Observaciones
Biocompatible Bioldgicamente compatible, no causard inflamacion o respuesta inmune del tejido.
No inmunogénico No causara respuesta inmunogeénica a los tejidos.
No corrosivo No debe presentar corrosion a condiciones fisiolégicas.
Elevada area superficial Para organizar células de alta densidad.
Superficie modificable Funcionalizar grupos quimicos o biomolecular para mejorar la adherencia del tejido.
Resistencia mecénica Resistir los estimulos in vivo.
Esterilizable Para evitar contaminacion toxica.




1.2.Clasificacion de biomateriales

Existen diversas maneras de clasificar a los biomateriales de acuerdo a su estructura,

propiedades fisicas y quimicas, y aplicaciones en el area bioldgica.
1.2.1. Biomateriales metélicos

Los primeros materiales utilizados en aplicaciones médicas son los metales, sin embargo
existen algunas excepciones, como son los metales preciosos como el platino, oro y plata,
que posteriormente llegaron a ser utilizados en ciertas condiciones, no obstante existen
algunas limitaciones para este tipo de materiales, ya que por ejemplo, los metales rara vez se
encuentran de forma pura, por lo que se han desarrollado métodos para obtenerlos puros, la
importancia de la pureza del material radica ya que por ejemplo, los metales, en su estado
natural, son relativamente blandos; es decir, muy féciles de deformar, por ello se han utilizado
algunos tratamientos con el fin de aumentar su dureza, por ejemplo, metales como el acero
inoxidable, aleaciones de cobalto, titanio y sus aleaciones han sido utilizados, desde
principios del siglo XX, como sustitutos de tejidos duros, sin embargo, el mddulo de
elasticidad del acero y de aleaciones cobalto-cromo es diez veces mayor que el del hueso, sin
embargo se han presentado complicaciones como el stress shielding que de acuerdo a la ley
de Wolff, el stress shielding o proteccidn contra el estrés tiene lugar cuando un implante mas
rigido que el tejido es colocado dentro del mismo, teniendo como consecuencia la pérdida o
resorcion ésea como resultado de la disminucion de la carga fisiologica del hueso causado

por la mayor rigidez del implante [3].
1.2.2. Biomateriales poliméricos

Polimeros son definidos como una larga cadena de mondmeros organicos enlazados de forma
covalente. Generalmente se presentan dos categorias las cuales son clasificadas de acuerdo a
su método de extraccion: naturales o sintéticos y a su vez subdivididos de acuerdo a su
actividad: biodegradables como el colageno, gelatina, poli acido lactico (PLA) y poli &cido
lactico-co-glicolico (PLGA) y no biodegradables como el poli etileno (PE), poli etileno
tereftalato (PET) y poli metil metacrilato (PMMA). Estos materiales presentan una gran
aceptacion en aplicaciones biomédicas debido a su biocompatibilidad, disefio flexible,

superficie modificable, bajo peso y naturaleza ductil. Sin embargo los polimeros tienen baja



resistencia mecanica comparada a los metales y ceramicas, lo que los hacen a menudo ideales
para reconstruccion de tejidos blandos, tales como la piel. En ingenieria de tejidos, presenta
aplicaciones como estructura solida porosa, matriz o andamio como soporte celular, muchas
veces se prefieren los polimeros biodegradables, ya sean naturales o sintéticos a los no
biodegradables para evitar posibles afecciones a largo plazo provocado por el tiempo de
estancia en el cuerpo, siempre supervisando previamente que los productos de la degradacion

no sean toxicos y no produzcan reacciones de cuerpo extrafo [4].
1.2.3. Biomateriales Ceramicos

Los biomateriales ceramicos son materiales de naturaleza inorganica y no metalicos, que son
térmica y quimicamente estables que presenta diversas propiedades entre las que destacan,
alta resistencia al desgaste, resistencia y durabilidad; ademas tienen la ventaja de ser
biocompatibles, hemocompatibles, moldeables, esterilizables, no tdéxico y no inmunogénico,
recibiendo el nombre de bioceramicas, por su empleo en aplicaciones médicas. Las
bioceramicas segun la respuesta del tejido se clasifican en tres tipos; (I) bioinerte (alimina 'y
zirconio); (1) bioactivo (hidroxiapatita y biovidrio) y (111) bioabsorbible (TCP, Ca3z(POa)z).
Los materiales bioactivos como la Hidroxiapatita provocan una fuerte interaccion interfacial
con el tejido huésped, lo que se considera favorable como estimulo osteointegrativo para la
generacion del hueso, sin embargo posee baja tenacidad, es decir presenta una baja resistencia

a rupturas ante una determinada presion y menor reabsorcion [3].

1.3. Tipos de bioceramicas
1.3.1. Alumina

La alumina (Al.Oz) es un material ceramico muy versatil color blanco tiza, consistencia
similar a la arena, y propiedades que la hacen apta para aplicaciones en donde la temperatura

es un factor determinante [5].

La alumina es uno de los materiales mas utilizados en aplicaciones de temperaturas de
operacion altas, alrededor de los 1650°C. Un factor importante es el precio por kilogramo

siendo aproximadamente 1/3 en comparacion de la zirconia [6].



1.3.2. Zirconia

La zirconia se usa ampliamente como biomaterial de implantes ortopédicos y dentales debido
a sus propiedades bioldgicas, mecanicas y oOpticas, pero a pesar de esto posee una gran
desventaja la cual es que presenta una conexion débil con el hueso natural, por lo que se han
utilizados varios métodos para mejorar su rendimiento, tales como: grabado con &cido,

arenado, pulido, tratamiento con laser, entre otros [7].
1.3.3. Biovidrio

El biovidrio es un material compuesto de 45% SiO, 24.5% de CaO, 24.5% de Na.O y 6%
de P,Os que presenta propiedades osteoconductoras y osteoproductoras con una alta tasa de
produccion de hidroxiapatita, es decir, presenta mineralizacion, la cual es una propiedad
esencial para la aplicacién de ingenieria de tejidos, sin embargo, aln existe una gran cantidad
de investigaciones llevadas a cabo sobre el biovidrio como aditivo para otros biomateriales

como los andamios compuestos bioactivos y restauradores dentales [8].
1.3.4. Hidroxiapatita

Estas bioceramicas estan presentes en nuestros huesos, son apatitas de tamafio monomérico,
deficiente de calcio y carbonatada [9], estos biomateriales son utilizadas en el area biomédica,
ya que son materiales biocompatibles que presentan propiedades como la de ser mas rigidos
y resistentes a la corrosion y calor. Estos materiales son utilizados en estas areas ya que la
estructura Osea tiene una porosidad jerarquizada que va desde la micra hasta los cientos de
ellas y estos materiales pueden ser elaborados con el grado de porosidad méas conveniente,

con el tratamiento adecuado puede tener una porosidad similar al hueso [10].

Entre estos biomateriales se encuentran las bioceramicas bioactivas como son: fosfato de
calcio y provenientes de éste como la hidroxiapatita, asi también compuestos de
titanio/hidroxiapatita, biovidrios y fosfato tetracalcico. Las ceramicas de fosfato de calcio
ocupan un lugar importante, ya que poseen propiedades quimicas y biolégicas similares al
componente mineral del hueso por lo que son capaces de unirse quimicamente al mismo,
ademas de que poseen una excelente biocompatibilidad ya que no presenta toxicidad local o

sistematica, respuesta inflamatoria ni reaccion a cuerpo extrafio [11].



1.4.Caracteristicas de Hidroxiapatita
1.4.1. Biodegradabilidad

Los materiales biodegradables son un tipo de biomaterial utilizados para una aplicacion
especifica dentro del cuerpo y posteriormente degradarse en un tiempo determinado; para
que un material biodegradable pueda ser utilizado como un implante adecuado, la
degradacion debe ocurrir una vez que se haya logrado el proposito de la aplicacion. Esta
accion es influenciada por diferentes variables, desde el tipo de material, composicion y el
proceso de fabricacion [12]. Se han utilizado numerosos tipos de materiales para este
propdsito, incluyendo polimeros y ceramicas como los mas utilizados, resaltando en este la

hidroxiapatita por sus caracteristicas similares al tejido 6seo [13].
1.4.2. Osteoconduccion

Es el proceso por el cual se realiza el crecimiento de tejido 6seo por interaccién material
tejido, a partir de una fraccion de hueso existente [14], por lo tanto, es un mecanismo por el
cual un material provee un ambiente y estructura favorables para la formacion del hueso
nuevo; en este proceso se desencadena un crecimiento de capilares, tejido vascular y células
madres mesenguimales, las cuales realizan una interaccion desde el tejido huésped al injerto,
esta interaccion permite la formacion del nuevo hueso el cual estara determinado por las

caracteristicas del injerto [15].
1.4.3. Osteointegracion

Es el mecanismo por el cual se realiza una interaccion estructural y funcional entre el tejido
vivo y la superficie de un andamiaje, produciendo una unién mecanica directa y estable, sin

interposicion de tejido conectivo [16].
1.4.4. Bioactividad

Los materiales bioactivos son aquellos que tiene la capacidad de reaccionar quimicamente
con los fluidos corporales formando un fuerte enlace interfacial implante-tejido esto debido
a la similitud del biomaterial y el tejido, esta capacidad se puede determinar mediante la

formacion de una capa rica en calcio y fosforo sobre la superficie del material [17].



1.5.Antecedentes
1.5.1 Sintesis de hidroxiapatita

El método de sintesis de hidroxiapatita (HAp) para aplicaciones ortopédicas y odontologicas
debe ofrecer HAp de alto grado de pureza, rendimiento, facilidad de sintesis a bajo costo; asi
como también contar con sus propiedades como son bioactividad, biocompatibilidad,
biodegradabilidad, osteoconductividad y unién directa al hueso [18]. Existen diversos

métodos de obtencion de hidroxiapatita las cuales se abordaran a continuacion.

1.6.Métodos de sintesis de hidroxiapatita

1.6.1. Precipitacion

En los métodos de sintesis de hidroxiapatita por métodos himedos existe el proceso de
precipitacion quimica, la cual es la ruta quimica méas sencilla para la obtencion de HAp
nanométrica. Este método se realiza a temperatura ambiente y pH 7.2, debido a que en estas
condiciones la HAp es menos soluble y por lo general la fase de calcio-fosforo (Ca/P) es mas
estable en una solucion acuosa, posteriormente se lleva a una temperatura cercana al punto
de ebullicién del agua, con el prop6sito de obtener cristales de HAp, la precipitacion se logra
usando distintos reactivos precursores de calcio y fosfato, por ejemplo, hidréxido de calcio
como fuente de iones de Ca?*, carbonato de calcio; acido fosférico e hidrogeno-fosfato
diamonio como fuente de PO+, este procedimiento se logra mediante la adicion gota a gota
de un reactivo a otro bajo agitacion continua manteniendo la relacion estequiométrica (Ca/P),
como ultimo paso, la suspension resultante es lavada y filtrada, para posteriormente secarse
y llevarse a tratamiento térmico como se observa en la Figura 1, en la cual se obtiene la

cristalinidad y porosidad del material [19].
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Figura 1. Sintesis de HAp por precipitacion quimica [18].



1.6.2. Estado solido

Una reaccion en estado sélido es un proceso que puede ser empleado para la obtencién de
polvos en masa, los precursores primero deben ser molidos y posteriormente calcinados a
temperaturas altas, como se muestra en la Figura 2, los reactivos precursores pueden ser
simplemente una sal de calcio-fésforo (Ca/P), los cuales son llevados a una temperatura de
calcinacion. La temperatura de calcinacion (tratamiento térmico) conduce a la formacién de
la estructura cristalina del material sintetizado en este caso HAp, una desventaja de esta
técnica es que un polvo obtenido por una reaccidn en estado sélido presenta heterogeneidad

en su composicion de fase, debido a los pequefios coeficientes de difusion de iones [20-21].

00
Ca PO,
Reactivos

l — >

o 3 —s Lavado —e UERFRAL
" in r,—.’.ll 6 Ty
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o
CaP previamente
preparada

ajLapun| v-‘a"'

Figura 2. Sintesis de HAp por métodos en estado sélido [18].
1.6.3. Mecano quimico

El procesos de sintesis por métodos mecano quimicos o aleacion mecanica, es un proceso de
obtencion de diversos materiales en un estado seco, entre estos materiales se encuentran
aleaciones cristalinas y ceramicas, en estos métodos se obtienen materiales con estructuras
bien definidas debido a la perturbacion ocasionada en las superficies de las especies
quimicas, obteniendo ventajas como facilidad y reproducibilidad en la sintesis, para esto los
reactivos precursores son molidos en un molino planetario manteniendo la relacion molar
entre los reactivos [22-23], como se muestra en la Figura 3.

- (- Medios de molienda
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Figura 3. Sintesis de HAp por mecano quimica [18].



1.6.4. Sol-Gel

El método de sintesis por sol-gel involucra la evolucion de redes inorganicas a través de una
suspension coloidal (sol) y gelacion de esta suspension para formar una red en una fase
liquida continua (gel), los precursores quimicos para sintetizar estos coloides provienen de
un elemento metalico o metaloide rodeado de varios ligandos reactivos, entre l1os mas
conocidos se encuentran los alcoxisilanos, como tetrametilortosilano (TMOS) o
tetraetilortosilicato (TEOS); en el procesos de sintesis los grupos funcionales se utilizan en
tres reacciones para el proceso de sol-gel las cuales son: hidrolisis, condensacion de alcohol,
y condensacion de agua, sin embargo, las caracteristicas y propiedades de una red inorgénica
de sol-gel estan relacionadas a factores que afectan la tasa de reaccion del proceso, tales
como, pH, temperatura, tiempo de reaccion, concentracion de reactantes, naturaleza y

concentracion del catalizador [24].

« Ca(NO3); « P(OEY),

« Ca-acetate * (NH,);HPO,
o « Ca(OE); , ... 0 or u -p,o:.z... 3
Ca P

= Calcinacion P25
>

Baja temp.

Sokvende,
c]:]

SoL

Figura 4. Sintesis de HAp por SOL-GEL [24].

1.6.5. Pirolisis

Recoleccion de
polvo

El método de sintesis de pirolisis, también conocido como HAp

spray pirolisis, implica una pulverizacion de los reactivos

precursores en una llama de un horno eléctrico utilizando un

Gota de partida

generador de ultrasonidos, seguido por una reaccion de los

vapores y gases generados a altas temperaturas para

AL TAA
o
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Solucién
almacenada
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precursora —} Nebul.i':ac(lor
ademas de la nucleacion y crecimiento de las particulas [25]. ulwosint

Figura 5. Sintesis de HAp por pirolisis [18].



1.6.6. Combustion

Es un procesos para sintetizar diversas ceramicas, como nanocristales de HAp, el punto
principal de esta técnica es sus capacidad para producir polvos de alta pureza de forma rapida,
ademas, este método utiliza materiales de bajo costo y es relativamente de facil operacion,
obteniendo una gran homogeneidad del polvo sintetizado, esta sintesis implica una reaccion
redox exotérmica rapida en una fase acuosa, estas son soluciones de Ca(NO3)2 y (NH4)2HPO4
que son mezcladas seguido de una adicion de HNOs para disolver el precipitado blanco
resultante, la reaccion resultante es iniciada por el calentamiento de la mezcla en un horno a
una temperatura de 300°C, para después llevarlo a un tratamiento térmico de 800°C, como
se observa en la Figura 6 [26].

Ly A N
Y 5) Bl /7 HNO,
— PO, 1)HNO;(aq.) E F
s(aq. E - y 3
Precalentamiento i’/j‘ .
_— ki o 8 P
° : u ..........
CaP precipitado Solucior‘lvt.}isl;lclda Dehydration Combustion
O e " |
Solucién Gel Flama

Figura 6. Sintesis de HAp por método de combustién [24].

1.6.7. Fuentes bioldgicas

Las particulas de HAp generadas, parcial o totalmente a partir de fuentes bioldgicas, es una
de las grandes opciones de sintesis de este material debido a su similitud con la apatita
humana, ademas de presentar costos relativamente bajos, ya que suele ser extraido de
residuos bioldgicos, estos suelen ser: hueso bovino, porcino, de pescado, corales y cascara
de huevo [26].

Para la obtencion de HAp a partir de fuentes bioldgicas, se realizan lavados a la materia prima
para la eliminacion de algunas impurezas que presenten, posteriormente a ello se realiza un
secado del material obtenido, y en caso de ser necesario realizar un condicionamiento de
calcio o fosfato, terminando con un tratamiento al material obtenido para la formacion de las

fases cristalinas y eliminacion de fases secundarias.
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Figura 7. Obtencién de HAp mediante fuentes bioldgicas: (a) extraccion de residuos bioldgicos; (b) sintesis

de cascaron de huevo; (c) sintesis del exoesqueleto de organismos marinos [24].

1.7.Planteamiento del problema

Actualmente la hidroxiapatita es una bioceramica con un alto grado de aceptacion en el area
ortopédica y odontoldgica, esto por sus propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas, ademas
de su alto grado de biocompatibilidad, sin embargo, existe una gran diversidad de métodos
para la obtencion de hidroxiapatita como se menciond anteriormente, no obstante estas
técnicas presentan un alto costo de produccion, influyendo directamente en su valor
comercial, por ello en los ultimos afios se ha optado por la obtencidn de este material a partir
de fuentes o residuos biologicos como son los huesos, cascaras o espinas de diferentes
organismos, como son las espinulas del erizo de mar, el cual es una especie de gran
abundancia en la region ya que es el quinto lugar de produccién pesquera en la republica
mexicana aportando el 8.17 % de la produccion en México, lo que representa mas de 5
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millones de toneladas al afio en Baja California, representando Ensenada mas del 75% de la
produccion pesquera en la region [27], por lo que la cantidad de residuos obtenidos de estos
es muy alto causando un alto grado de contaminacidn por residuos bioldgicos los cuales a su
vez pueden ser causas de diversas infecciones en los organismos que habitan en los

ecosistemas en los cuales son liberados estos desechos.
1.8. Justificacion

La hidroxiapatita es un material de gran importancia en la industria biomédica, la cual tiene
una gran cantidad de aplicaciones debido a sus excelentes caracteristicas, pero presentan
precios muy altos de alrededor de los 8,000-8,500 pesos por kilogramo del material, sin
embargo con la utilizacién de residuos biologicos como son huesos o las mismas espinas del
erizo de mar para la obtencion de este material permite disminuir los costos de produccion y
en consecuencia disminuir su valor comercial, como también ayudando a disminuir la

contaminacion provocada por los desechos bioldgicos de los organismos marinos.

12



1.9.0bjetivos
1.10.1 General

Sintetizar y caracterizar hidroxiapatita obtenida a partir de las espinas de erizo de mar de la

region de Baja California como precursor de iones de calcio.

1.10.2 Especificos
e Obtener espinas del erizo de mar, Strongylocentratus purpuratus, de la region de
Ensenada Baja California.
e Proporcionar precursores de iones PO4 a partir de 4cido fosforico.
e Sintetizar hidroxiapatita con el uso de las espinas del erizo de mar.
e Caracterizar el material por FTIR, XRD, y SEM-EDS para el estudio de los grupos

funcionales, estructura cristalina y analisis elemental y morfolégico, respectivamente.
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CAPITULO 11

2. Fundamentos de las técnicas de caracterizacion

2.1.Espectroscopia Infrarroja por transformada de Fourier FTIR

La espectroscopia por infrarrojo (IR) es una técnica de andlisis quimico répida y simple,
basada en la interaccion de la radiacion electromagnética (luz infrarroja) con las moléculas

de la materia, como se muestra en la Figura 8.

Fibra Optica
lectora

Sensor

Sonda

Muestra

Fibra Optica sefial
de excitacion

Espectrometro

Figura 8. Funcionamiento del FTIR.
Esta técnica de caracterizacion es sensible a la presencia de grupos funcionales presentes en
la muestra, por lo tanto permite la identificacion de los fragmentos estructurales de las

moléculas [28].

La Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR) proporciona un espectro
de reflexion de los grupos funcionales de las sustancias organicas e inorganicas presentes en
la muestra de analisis, por lo que es posibles identificar ciertos materiales de acuerdo a su
composicion quimica; algunos equipos de FTIR estan dotados de una sonda con fibra 6ptica
permite el analisis directo de la superficie del objeto de estudio, con resolucion de 10 cm™ en
el intervalo espectral de 900-5000 cm™ [29].

Figura 9. Equipo de FTIR.
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2.2.Difraccion de Rayos X (DRX)

La difraccion de rayos X (DRX), es la dispersion de los fotones de rayos X monocromaticos
en una red periddica, los rayos X dispersos que estan en fase, generan una interferencia
constructiva, como se muestra en la Figura 10, en donde se ilustra la difraccion de rayos X
de los planos del cristal utilizando la ley de Bragg [30].

L]
]
p

L]
L

Figura 10. Difraccién de rayos X con respecto a la ley de Bragg [30].

La ley de Bragg explica que un haz de rayos X monocromaéticos incidira sobre un cristal que
posea una familia de planos atdbmicos paralelos, separados por una distancia d, el haz de luz
incidente formara un angulo © sobre la familia de planos, por lo tanto solo se obtendran haces
difractados cuando las reflexiones en los sucesivos planos paralelos interfieran aditivamente,
estos sucede cuando la diferencia de trayectoria entre los rayos reflejados por dos planos

adyacentes sea un multiplo entero de su longitud de onda A, es decir:

ni= 2dsen ©

Siendo la longitud de onda de los electrones muy pequefia esta ley se satisface para
angulos © muy pequefios, es decir rayos casi paralelos a los planos cristalinos [31], como se

mostrd en la figura anterior.

La difraccidn de rayos X, corresponde a una técnica de analisis no destructiva que emplea la
intensidad difractada de un haz monocromatico de rayos-X como funcién del angulo
incidente y de salida. Esta técnica es utilizada para identificar la y fase/composicion que
distinguen los compuestos presentes en una muestra. La informacion puede ser derivada de

la estructura cristalografica, composicion quimica, y propiedades fisicas de los materiales.
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Los resultados de estas lecturas comunmente incluyen el nombre comdn de la sustancia,
formula quimica, sistema cristalino, y nimero de patron de referencia de la base de datos
ICDD [32].

Figura 11. Equipo de XRD.

2.3. Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)-EDS

El Microscopio Electronico de Barrido (SEM) es una técnica de caracterizacion que permite
hacer estudios de morfologia y analisis elemental por espectroscopia de energia dispersiva
(EDS) a superficies de muestras solidas, asi como determinacion de espesores de
recubrimientos, identificacion de contaminantes en dispositivos electrénicos, metales,

ceramicos [33].

El SEM-EDS se basa en un haz de electrones incidentes en lugar de una haz luz, los cuales
son producidos por un cafion de electrones acelerados y focalizados sobre la superficie del
material a partir de una serie de lentes electromagnéticos, el cual escanea la superficie de la
muestra por medio de una serie de bobinas de barrido sincronizadas con un tubo de rayos
catddicos (CRT), las sefiales producidas como resultado de la interaccion del haz con la
superficie de la muestra son colectadas y amplificadas por un detector, mostrando el
resultados sobre el tubo de rayos catddico [34], como se muestra en la Figura 12, en donde

se ilustran los componentes de este equipo.
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Figura 12. Partes y funcionamiento de SEM-EDS [34].

Cuando el haz de electrones incide sobre la muestra, algunos de los electrones interacttan
con el nucleo de los atomos, causando que los electrones cargados negativamente sean
atraidos por el nacleo positivo; algunos de los electrones no son capturados por la
electrostatica del nucleo, sino que lo envuelven causando que vuelvan a ser diseminados
manteniendo una velocidad constante similar a su velocidad inicial; como todos los
elementos tienen diferentes tamafio de nucleo, el nimero de estos electrones retrodispersos
(BSEs) cambia con el nimero atdbmico; y como consecuencia se obtiene una imagen como
se observa en la Figura 13 con la informacion de los componentes que presenta la muestra a

analizar [35].

Figura 13. Equipo de SEM-EDS e iméagenes ilustrativas obtenidas por el equipo [33].
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CAPITULO 111

3. Seccion experimental

La sintesis de hidroxiapatita fue realizada a partir de la metodologia modificada de Mancillas-
Sanchez et al. [36], utilizando como precursor de carbonato de calcio (CaCOz) las espinas de
erizo de mar, para la obtencion de este componente fue necesario obtener las espinas del erizo
de mar, para posteriormente realizar un proceso de lavado en agua destilada a 80°C durante
2 horas, como se observa en la Figura 14, con el propoésito de eliminar cualquier contaminante
que esté presente en las espinas, obteniendo un resultado como el que se observa en la Figura
15.

Figura 15. Espinas de Erizo de mar después del lavado a 80°C.
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Al finalizar el lavado de las espinas, estas se secaron en un horno BINDER a 100°C durante
1 hora, al salir del desecador se pesaron 2.3 gramos de las espinas, las cuales se secaron en
una mufla Furnace 4800 a 100°C durante 20 minutos, con el propdsito de secar

completamente las espinas, obteniendo el resultado como se observa en la Figura 16.

Figura 16. Espinas secadas a 100°C en mufla.

Una vez secadas las espinas se trituraron en un mortero de &gata con el fin de evitar
contaminacion de la muestra por particulas que pudieran ser liberadas por un mortero de
cerdmica, el proceso de molienda se realiz6 hasta obtener un polvo fino, para posteriormente
Ilevar el producto obtenido de la molienda a tratamiento térmico a 800°C durante 20 minutos
con el proposito de eliminar cualquier presencia de materia organica en las espinas como
pueden ser algunas proteinas, obteniendo un resultado como el que se observa en la Figura
17.

Figura 17. Espinas molidas después de tratamiento térmico a 800°C.

Para realizar la adicion del precursor de iones fosfato se utilizé acido fosforico (HsPOas)
Jalmek 85% v/v; se realizaron célculos estequiométricos para obtener el volumen necesario
de H3PO4 para obtener la relacion Ca/POsadecuada, partiendo de la siguiente reaccion:
CaCOs3 + H3POs ——  Caio(P0O4)s(OH)2 + CO2 + H20(1)
Balanceando la ecuacion 1 obtenemos lo siguiente:
10CaCO3 + 6H3PO4 ——— > Ca1o(PO4)s(OH)2 + 10CO2 + 8H.0
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Sabiendo que 1 mol de CaCOs tiene 100 g/mol, podemos obtener los gramos de CaCOs

presentes en 10 moles, esto a partir de la siguiente ecuacion:
n=— (2)
mm
En donde
n = moles
m = masa del compuesto
mm = masa molar del compuesto

Despejando (2) para encontrar el valor de la masa del compuesto a analizar.

m = (mm)(n)
g
m = (100ﬁ) (10 mol)

m = 1000 gramos de carbonato de calcio
Realizando el mismo procedimiento para encontrar los gramos de HAp presentes en 1 mol,
para ello partimos de la siguiente informacion:

m = (mm)(n)
g
m = (1003.82 @) (1 mol)

m = 1003.82 gramos de HAp
Una vez obtenida la cantidad de gramos de CaCOs presentes en 10 moles, es posible realizar
una relacion estequiométrica para obtener la cantidad de HAp obtenida a partir de una
cantidad conocida de CaCOs siendo esta 1.2 gramos, obteniendo el siguiente resultado:

1003.82 g de HAp] [1.2 gCaC03]
1000gCaC 05 HAp

HAp = 1.20458 gr de HAp

Repitiendo lo realizado en los pasos anteriores se obtuvo la cantidad necesaria de HsPO4 para

la obtencion de HAp.

m = (mm)(n)
m= (98 %) (6 mol)

m = 588 gramos de H;PO,
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Como la cantidad obtenida esta expresada en gramos es necesario hacer una conversion a
unidades de volumen, esto se logré utilizando la densidad del H3POs la cual es 1.685 g/ml,

por lo que utilizando la siguiente ecuacion:

— 3
p= " ( )
Donde

_ - 9
p = densidad en -

m=masaeng
v = volumen en ml

Despejando 3 para encontrar volumen se obtuvo lo siguiente.

v =
1.685%
v = 348.96ml de HyPO,

Realizando una relacion a partir de los datos obtenido anteriormente se obtuvo lo siguiente.

1003.82 g de HAp] [ H,PO, ]
348.96 ml H;P0, |[1.20485 g HAp

H.PO, = 0.4187ml

Al finalizar el tratamiento térmico a 800°C el producto resultante fue diluido en 20ml de agua

destilada, manteniéndolo en agitacion constante a 600 RPM a una temperatura entre 35-40°C,
para posteriormente agregar los 0.4187 ml de H3PO4 obtenidos anteriormente, dejandolo en

reaccion durante 18 horas, como se observa en la Figura 18.
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Figura 18. Reaccién de CaCOs y H3PO, para obtencion de HAp.
Al finalizar la reaccion se realizo un filtraje con papel filtro Whatman tipo 3, realizando 3
lavados con agua destilada con el fin de obtener un pH cercano a 7, como se muestra en la

Figura 19, una vez obtenido el pH adecuado se realizé un secado a 100°C por 30 minutos
como se muestra en Figura 20.

Figura 20. Producto obtenido de la filtracion y posterior secado a 100°C.
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Al terminar el secado la muestra fue recuperada del papel filtro cuidadosamente, para evitar
romper este papel y llevarse partes del mismo, ya que esto podria contaminar el producto
obtenido, al terminar con la recoleccidn de la muestra, esta fue llevada a tratamiento térmico
a 600°C durante 1 hora, finalizando con una molienda en mortero de agata para evitar

contaminacion cruzada, obteniendo un producto como se muestra en la Figura 21.

Figura 21. Producto obtenido del tratamiento térmico a 600°C y moliendo del material.
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4. Resultados y Discusién
Resultados de caracterizacion por FTIR

Segun los estudios realizados a la muestra de erizo de mar sin tratamiento térmico como se
observa en la Figura 22, se aprecia la presencia de algunos grupos funcionales
correspondientes a la hidroxiapatita como son los grupos hidroxilos (OH™) con una banda
ancha entre los 3200 y 3400 cm™ con un tipo de vibracion de tension, ademas se observa la
presencia del grupo carbonato (COs2) con una banda entre los 1400 y 1500 cm™ pero esta

banda no alcanza a definirse de una manera mas notoria.

—— Erizo

/

OH

Transmitancia %

co '2/

3

i I I i I i I i I i I i I i
4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (Cm™)

Figura 22. Resultados de caracterizacién por FTIR de las espinas de erizo de mar.

Al haber realizado el tratamiento térmico a 800°C a la muestra de las espinas de erizo de mar
se realizd un analisis por FTIR para comprobar la aparicion del grupo funcional COs? para

deducir de esta manera la presencia del carbonato de calcio en la muestra y por tanto que
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podra ser utilizado como precursor del ion calcio en la sintesis de hidroxiapatita, el espectro
obtenido por FTIR de esta muestra se observa en la Figura 23, en donde se puede apreciar
como la sefial correspondiente al grupo OH™ se hace mas pequefia, pero la banda entre los

1400y 1500 cm™* correspondiente al carbonato se hace presente, de manera en que se delinea
mas este espectro.

—— Erizo Tratamiento 800°C

OH’

Transmitancia %

' I I I ' I ' I ' I ' I '
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Numero de onda (Cm™)

Figura 23. Resultados de FTIR de las espinas con tratamiento térmico a 800°C.

Al obtener el producto final del tratamiento térmico a las espinas del erizo de mar se agrego
acido fosforico de forma estequiométrica para propiciar la sintesis de hidroxiapatita, al
obtener el producto final de esta sintesis se realizd un estudio por FTIR con el fin de
determinar si el material obtenido era el esperado, esto de acuerdo por la presencia de los
grupos funcionales correspondientes a la hidroxiapatita como son los grupos hidroxilo (OH"
1, carbonato (CO372), y f(PO4%); los cuales se pueden presentar en un intervalo de frecuencias

de acuerdo al tipo de vibracion que posee, para poder hacer el analisis correspondiente fue
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realizado la caracterizacion por el equipo antes mencionado, obteniendo los resultados que
se muestran en la Figura 24, en donde se observa la presencia de grupos hidroxilo en una
banda de frecuencia de 3400 cm™, como también grupos carbonilo los cuales se presentan en
las frecuencias que van desde los 1400 y 1500 cm™, con una banda pequefia expresandose
principalmente en los 1414 cm™, terminando con la presencia de los grupos fosfatos
caracteristicos de la hidroxiapatita, el cual se presenta en frecuencias que van desde 800 a
1100 cm™ en una banda pequefia, en este caso la banda se presenté en una frecuencia de 1033
cm, aunque también se presenta una banda entre los 900 cm™, el cual también se le puede

asignar a grupos fosfatos presentes en la muestra.

— Hidroxiapatita

Transmitancia %
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5000 4000 3000 2000 1000
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Figura 24. Resultado por FTIR de hidroxiapatita obtenida.
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Resultados de caracterizacion por XRD

A continuacion, se muestran los resultados obtenidos después de la caracterizacion de las
muestras por Difraccion de Rayos X, en donde en la Figura 25 se observa el difractograma
obtenido de la muestra de las espinas de erizo de mar molidas sin haber recibido tratamientos
térmicos, observando que la muestra posee una estructura cristalina, sin embargo no presenta
ninguno de los picos caracteristicos de la hidroxiapatita, por lo que de acuerdo a su estructura
cristalogréfica se asume la presencia de algunos minerales que no han sido eliminados,

debido a que no ha recibido ningun tipo de tratamiento.

—— Erizo molido

(31.4546, 365) | (26-5708-267)

230015, 1257) (36.0041, 1310)  (39.5055, 1393)
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10 20 30 40 50 60 70 80
Grados (26)

Figura 25. Difractograma de erizo molido sin tratamiento térmico.

En la Figura 26 se observa el difractograma obtenido de las espinas de erizo de mar molidas
después de haber recibido un tratamiento térmico de 800°C, en el cual se aprecia un cambio
muy notorio en comparacion de la figura anterior, en esta se observa su estructura cristalina,
y ademas comienza a hacerse notar algunos de los picos correspondientes a la hidroxiapatita
como son los ubicados 25.87°, 34.04°, 39.34°, 49.46°, y 53.14°, los cuales corresponden a
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los planos cristalinos (201), (300), (230), (211) y (220), respectivamente. Estos picos son los
correspondientes al carbonato de calcio (CaCOs3), debido a que este es el objetivo del
tratamiento térmico eliminar cualquier rastro de proteinas presentes en las espinas para

obtener solo el CaCOgz presente en las mismas.

—— Tratamiento 800°C

(34.0416, 2160)
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Figura 26. Difractograma de espinas de erizo con tratamiento térmico.

Después de la adicion de &cido fosforico a la muestra obtenida dejando 18 horas en agitacion
constante, finalizando con la filtracién, amortiguacion del pH y tratamiento térmico a la
muestra, al material obtenido se le realizo una caracterizacion por Difraccion de Rayos X
obteniendo el difractograma que se observa en la figura 27, segun lo confirmado por el
espectro de XRD los picos caracteristicos de HAp fueron identificados (tarjeta JCPDS No.
9-432) 19 en 2 =10.80 °,16.84 °, 18.76 °, 25.87 °, 28.29 °, 31.76 °, 34.04 °, 39.81 °,46.71 °,
49.47 ° y 53.15 °, que corresponden a la planos cristalinos (172), (124), (142), (421), (141),
(184), (362), (184), (234), (263) y (138) respectivamente.
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Figura 27. Difractograma de la muestra obtenido después de la adicion del HsPO, y tratamiento térmico.
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Resultados de caracterizacién por SEM-EDS

De acuerdo a los estudios morfoldgicos realizados por SEM-EDS a la muestra de HAp
sintetizada a partir de erizo se obtuvieron los resultados como se muestra en las micrografias
de las Figuras 28 y 29 en donde se muestra su morfologia cristalina asi como el tamafio de
cristal del material sintetizado, en el cual se observa como la muestra de HAp tiene formas
irregulares y de forma variable, obteniendo tamafios que van desde 30 a 60 pm, en el analisis
espectral de energia dispersiva el analisis mostro que los elementos presentes en la muestra

son calcio, fosforo, oxigeno y carbono como se muestra en la Figura 30.

Spectrum 1

60pm Electron Image 1

Figura 28. Micrografia de muestra de HAp en escala de 60 pum.
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Spectrum 1

30pm Electron Image 1

Figura 29. Micrografia de HAp en escala de 30 pum.
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Figura 30. Andlisis Espectral de la muestra de HAp.
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5. Conclusién

Con base en las actividades realizadas en el presente trabajo en el cual se sintetizd y
caracterizo hidroxiapatita a partir de las espinas de erizo de mar como precursor de iones de
calcio del material, este proceso fue llevado a cabo con el método de precipitacion, en cual
se le afiadio el precursor de iones fosfatos utilizando acido fosférico, este fue agregado gota
a gota a la solucion realizada con las espinas molidas después del tratamiento, dejando en

agitacion constante por 18 horas con el fin de propiciar la formacion del material de interés.

De acuerdo con los resultados obtenidos de este proceso se puede concluir, que es posible
sintetizar hidroxiapatita utilizando las espinas de erizo de mar como precursor de iones de
calcio obteniendo carbonato de calcio, el calcio es uno de los elementos mas importantes de

este material, ya que es uno de los que se encuentran en mayor presencia dentro del mismo.

La sintesis de hidroxiapatita a partir de compuestos precursores se realizé a partir del método
de precipitacion quimica, en la cual se le es afiadido el precursor de iones fosfatos (&cido
fosforico) gota a gota de forma estequiométrica, es decir, realizando los céalculos
estequiométricos correspondientes para la obtencidn de la cantidad especifica necesaria de

acido fosforico para obtener la relacion Ca/P de la hidroxiapatita.

Los métodos en los que se realiza la sintesis del material son muy importantes, debido a que
de ello depende la pureza del material, ya que si no se realiza de forma cuidadosa en la
filtracion del producto es posible realizar una contaminacién de la muestra provocado por el
papel filtro, ademas, la molienda de los productos es un paso importante ya que si no se
realiza de la manera adecuada y en el mortero adecuado es posible contaminar por particulas

liberadas por el mortero utilizado.

La estabilizacion del pH del material es otro factor importante durante la sintesis del material,
ya que si no se obtiene un pH neutro se forman otras fases de fosfato de calcio, como lo es el
fosfato tetracalcico el cual se obtiene a pH menores de 7, y la hidroxiapatita en pH entre 7 y
8.

Los tiempos de reaccién asi como las temperaturas de sintesis del material también son
primordiales para la sintesis de estas ceramicas, debido a que en las temperaturas de

calcinacidn se elimina cualquier tipo de compuestos organicos que puedan estar presentes en
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nuestros materiales, gracias a ello se forma la estructura cristalina de estos materiales; en los
tiempos de agitacion en la cual se deja la reaccion es la parte principal en la cual se da la
formacion de los picos caracteristicos en XRD de la hidroxiapatita.

Perspectivas futuras

La aplicaciones del presente trabajo son variados y se pueden mejorar con diversos
tratamientos como puede ser el recubrimiento de este material con dioxido de silicio (SiO2)
para que este obtenga una mayor resistencia al desgaste provocado por la friccion del
movimiento 6seo, pudiendo realizar ademas futuras funcionalizaciones con aminoécidos para
hacerlos mas a fin a células oseas y de esta manera promover la regeneracion 6sea de forma

mas efectiva y rapida siendo utilizado como un andamio para las células osteoclasticas.
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