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RESUMEN

De la tesis de Luis Eduardo Acosta Cardona, presentada como requisito parcial para la obtencion
del grado MAESTRO EN INGENIERIA.

SINTESIS DE HIDROXIAPATITA OBTENIDA A PARTIR DE ERIZO DE MAR DOPADA CON
NANOPARTICULAS DE OXIDO DE COBRE (HAP:NPs Cu0) PARA SU POSIBLE USO COMO
BIOMATERIAL

Resumen aprobado por:

% ﬁnclrz; CasLD B.

Dr. Priscy Alfreflo Luque Morales Dr. Andrés Castro Beltran

Director Codirector

En este trabajo se llevd a cabo la biosintesis de hidroxiapatita dopada con nanoparticulas de cobre
por métodos de quimica verde, debido a que las NPs metalicas y los biomateriales como la
hidroxiapatita son utilizados para la obtencion de implantes, farmacos o dispositivos médicos
debido a su alta biocompatibilidad y en el caso de las NPs por su alta actividad bactericida; la
finalidad de este proyecto es realizar un método de sintesis de hidroxiapatita dopada con
nanoparticulas de 6xido de cobre (Hap:NPs CuO) a partir de recursos marinos de la region, como
las espinas de erizo de mar Strongylocentrotus purpuratus, ya que la (Hap) es una ceramica de
gran interés en el area biomédica por sus caracteristicas fisicas y quimicas similares al hueso
humano;sin embargo, presenta un alto costo comercial e infecciones posterior a la implantacion,
por ello surge la necesidad de encontrar un método econémico y amigable con el ambiente, que
promueva una actividad bactericida al material, por lo que las espinas de erizo de mar en la sintesis
de Hap y NPs CuO son una excelente alternativa para ello, ya que estas espinas y las NPs CuO
presentan una formacion calcica y actividad bactericida respectivamente. Las espinas fueron
utilizadas para obtener carbonato de calcio (CaCOs3) precursor en la sintesis de hidroxiapatita, para
ello se realizaron tratamientos térmicos a 800°C; posteriormente para la sintesis de Hap se agreg6
estequiométricamente HzPOs, el producto obtenido se someti6 a un tratamiento térmico a 600°C,
este material se caracterizd por Espectroscopia Infrarroja de Transformada de Fourier (FTIR),
Difraccion de Rayos X (XRD), Microscopia Electronica de Barrido-Espectroscopia de Energia
Dispersiva (SEM-EDS); con el propésito de observar los grupos funcionales (PO43, OH", CO3?y
Cu-0) este ultimo correspondientes a la presencia de NPs CuO, planos cristalinos, estructura
morfoldgica y composicién elemental, y el plasmén superficial correspondiente a las NPs CuO
con morfologia esférica en una longitud de onda de 350nm y tamafios entre 10 y 20 nm,
respectivamente.

Palabras claves: Hidroxiapatita, Nanoparticulas, Dopado, Bactericida, Biocompatible, Quimica
verde.
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CAPITULO |

1. Introduccion

1.1. Nanotecnologia

La nanotecnologia es un area de investigacion importante y extensa que permite manipular la
materia a escala nanometrica (1-100nm) y demostrar fendmenos y propiedades totalmente nuevas,
de esta manera ha utilizado para crear nuevos dispositivos, materiales y sistemas novedosos que

contribuyen con la sociedad actual.

La nanotecnologia es una rama de la quimica que comprende el estudio, disefio, sintesis,
caracterizacion, control, manipulacion y aplicacion de materiales a escala nanomeétrica, con la
finalidad de que le permita ser utilizada en aplicaciones de actividad bactericida, fotocatalisis, entre
otras; por lo que presenta un gran interés en diversos campos de investigacion y la industria en las

areas de electronica, medio ambiente, medicina, entre otros [1] como se observa en la Figura 1.

Figura 1. Aplicaciones de la nanotecnologia [2]

Los materiales nanométricos presentan caracteristicas muy peculiares, como sus tamafios
nanomeétricos; los cuales son utilizados en la agricultura, electronica, medicina, nutricion [2], entre
otras areas debido a la posibilidad de sintetizar estos materiales en diferentes tamafios y
morfologias que los hacen tener caracteristicas aptas para funciones especificas como se muestra
en la Tabla 1, donde se observan las diferentes aplicaciones de nanomateriales en sectores de la

vida cotidiana, destacando el uso de estos como suministro de farmacos y agentes bactericidas.



Tabla 1. Aplicacion de la nanotecnologia en diferentes sectores [1-4].

- Suministro de farmacos sintéticos

o Nanotubos de carbono - Liberacién de hormonas .
. - . Zootecnista
o Nanofiltros - Procesamiento de lacteos
- Agentes antimicrobianos
o Nanorecubrimientos - Proteccién a maquinaria
o Nanofertilizantes - Control de maleza e insectos Agricultura
o Nanosensores - ldentificacidn de contaminantes
- Proteccion de alimentos envasados
o Nanoarcillas - Agentes antimicrobianos
o Nanosensores - Liberacién de conservantes
o Nanoparticulas - Encapsulado de saborizantes, Nutricion
o Nanocapsulas colorantes, conservantes
o Nanofiltracion - Reduccion de oxidacion, degradacion y

deformacion
Nanotubos de carbono
o Oxidos metalicos a

(@]

- Dosificacion de farmacos
- Fotocatalisis, absorcién y procesos de

nanoescala Farmacéuticay
. - membrana L
o Nanoparticulas metélicas . Medicina
. - Censo y monitoreo
o Dopado de nanoparticulas ; L . .
de silica Desinfeccion y control microbiano

Resistencia al desgaste y corrosion
- Cables eléctricos
- Baterias y supercondensadores

Conservacion de
energia

o Nanorecubrimientos
o Materiales a nanoescala

En las aplicaciones anteriormente mencionadas destaca el uso de nanoparticulas de titanio, zinc,
oro y plata; sin embargo, los cuales debido a sus caracteristicas y aplicaciones son considerados

como biomateriales.
1.2.Biomateriales

Los biomateriales se definen como una sustancia o 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, 6rgano o funcion corporal [5], sin embargo, 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 aledarios, no desemboque respuesta inflamatoria,
y que no genere reacciones alérgicas o carcinogénicas [6] como se muestra en la Tabla 2; existen
diversos tipos de materiales que pueden ser metalicos, poliméricos y ceramicos; estos Ultimos

actualmente son los mas utilizados en el area médica debido a sus propiedades fisicas y quimicas



que le permiten ser biocompatibles y algunas ocasiones bioactivos, entre los materiales ceramicos

bioactivos existentes esta la hidroxiapatita.

Tabla 2. Caracteristicas de los biomateriales [7]

Caracteristicas Observaciones

. . Biol6gicamente compatible, no causara inflamacion o respuesta inmune del
Biocompatible

tejido.
No inmunogénico No causara respuesta inmunogénica a los tejidos.
No corrosive No debe presentar corrosion a condiciones fisiologicas.
Elevada &rea superficial Para organizar células de alta densidad.
Resistencia mecanica Resistir los estimulos in vivo.
Esterilizable Para evitar contaminacion toxica.

1.3. Hidroxiapatita

La hidroxiapatita es una ceramica de caracter inorganico con una composicion de calcio y iones
fosfato principalmente, misma de la cual se compone el hueso. El hueso esta compuesto por una
fase organica (20-25%), una inorganica (60-70%) y agua (5 y 7%), la matriz organica esta
compuesta principalmente por colageno mientras que la fase inorgénica por hidroxiapatita (Hap)
cuya formula quimica es Ca10(PO4)s(OH)2 como se menciond anteriormente. En general, estos
porcentajes se establecen como la composicion 6sea promedio, ya gque esta varia segun la funcion

que tenga, edad, alimentacion e incluso enfermedades [8,9].

La Hap presente en los huesos, tiene una estructura que le permite tener diferentes acomodos
espaciales, por lo que la Hap biol6gica puede ser deficiente en calcio (Ca*), sodio (Na*), magnesio
(Mg?"), fosfato (PO4), potasio (K*), carbonatas (COs%), fluoruro (F) y cloruro (CI°) que son los
elementos minoritarios asociados a la Hap bioldgica. Estos elementos pueden estar enlazados en
algin punto de la red cristalina presente en la Hap. Estos minerales, cumplen funciones especificas,
que ayudan a mejorar, mantener densidad 6sea y promover la mineralizacion dsea y la estructura

de colageno [10].



Existen diversas formas y fases de hidroxiapatita como son la Hap estequiométrica y la Hap
natural, entre estas dos se presentan algunas diferencia importantes como son la relacién Ca/P
presente en cada una de ellas, la primera presenta una relacion de 1.67, mientras que la natural
presenta una relacién promedio de 1.55 debido a la presencia de otros elementos presentes en la
red cristalina, esta relacion le hace tener una mayor capacidad de enlace al tejido 6seo y en
consecuencia promover la regeneracion del tejido. Entre e las propiedades mas importantes de la
Hap esta su solubilidad ya que esta varia en dependencia del medio en la que esta presente, ya que
solo es soluble en soluciones acidas, poco soluble en agua desionizada e insoluble en soluciones
alcalinas, estas propiedades le permiten aumentar su estabilidad en medios fisiologicos y por lo
tanto aumentar el grado de biocompatibilidad, por ello es que surge la importancia de este material
para ser utilizado en diversas aplicaciones ortopédicas y odontoldgicas como sustitutos 6seos o
dentales; sin embargo, aun con estas caracteristicas, la Hap puede generar algun tipo de infeccién

causada por el método de implantacion utilizado y el cuidado después de realizar este proceso [11].

Respecto a la Hap existen diferentes métodos para su obtencion, los cuales suelen ser por métodos

fisicos, quimicos y bioldgicos (fuentes naturales), de los cuales se hablara a continuacion.
1.4. Métodos de sintesis de hidroxiapatita

En cuanto a los métodos para su obtencion, la Hap puede obtenerse de forma sintética o a partir de
fuentes naturales, la Hap sintética se realiza con el uso de diferentes tipos de reactivos y técnicas
para obtener este material. El método de sintesis de hidroxiapatita (Hap) para aplicaciones
ortopédicas y odontoldgicas debe ofrecer un material de alto grado de pureza, rendimiento,
facilidad de sintesis a bajo costo; asi como también contar con propiedades como son bioactividad,
biocompatibilidad, biodegradabilidad, osteoconductividad y union directa al hueso [11]. Para ello

existen diversos métodos de obtencion de hidroxiapatita las cuales se abordaran a continuacion.
1.4.1. Precipitacién

En los métodos de sintesis de hidroxiapatita, existe el proceso de precipitacion quimica, la cual es
la ruta quimica mas sencilla para la obtencion de Hap nanométrica. Este método se realiza a
temperatura ambiente y pH 7.2, debido a que en estas condiciones es menos soluble y por lo
general la fase de calcio-fosforo (Ca/P) es mas estable en una solucién acuosa, posteriormente se

lleva a una temperatura cercana al punto de ebullicion del agua, con el propdsito de obtener



cristales de Hap, la precipitacion se logra con distintos reactivos precursores de calcio y fosfato,
por ejemplo, hidroxido de calcio, carbonato de calcio como fuente de iones de Ca?*; 4cido fosforico
e fosfato diamonio como fuente de PO.*, este procedimiento se logra mediante la adicion gota a
gota de un reactivo a otro manteniendo la relacion estequiométrica (Ca/P), como altimo paso, la
suspension resultante es lavada y filtrada, para posteriormente secarse y llevarse a tratamiento

térmico como se observa en la Figura 2, en la cual se obtiene la cristalinidad y porosidad del

material [12].
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Figura 2. Sintesis de HAp por precipitacion quimica [12].
1.4.2. Estado solido

El método de sintesis en estado solido es un proceso que es empleado para la obtencién de polvos
en masa, los precursores primero deben ser molidos y posteriormente calcinados en altas
temperaturas, como se muestra en la Figura 3, los reactivos precursores suelen ser una sal de calcio-
fésforo (Ca/P), los cuales son llevados a un proceso de calcinacion (tratamiento térmico). La
temperatura de calcinacién conduce a la formacion de la estructura cristalina del material
sintetizado en este caso Hap, una desventaja de esta técnica es que un polvo obtenido por una
reacciéon en estado solido presenta heterogeneidad en su composicion de fase, debido a los
pequefios coeficientes de difusion de iones [13].
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Figura 3. Sintesis de HAp por métodos en estado sélido [13]



1.4.3. Mecano quimico

El procesos de sintesis mecano quimico o aleacion mecanica, es un método de obtencion de
diversos materiales en un estado seco, entre estos materiales se encuentran aleaciones cristalinas y
ceramicas, en estos metodos 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 relacién molar entre los reactivos [14], como se muestra en la

Figura 4.
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Figura 4. Sintesis de HAp por mecano quimica [14]
1.4.4. Sol-Gel

El método de sintesis por Sol-Gel involucra la evolucion de redes inorgénicas a través de una
suspension coloidal (sol) y gelacidn 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 los 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: hidrélisis, condensacién de alcohol, y condensacion de agua, sin embargo, las caracteristicas
y propiedades de una red inorganica 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 concentracién del catalizador [15], como se muestra en la Figura 5.
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Figura 5. Sintesis de HAp por SOL-GEL [15]
1.4.5. Pirolisis

El método de sintesis de pirolisis, también conocido como spray pirolisis, implica una
pulverizacion de los reactivos precursores en una llama de un horno eléctrico utilizando un
generador de ultrasonidos, seguido por una reaccion de los vapores y gases generados a altas
temperaturas para producir un polvo final formando aglomerados como se muestra en la Figura 6,
al elevar la temperatura permite la evaporacion completa del precursor ademas de la nucleacion y

crecimiento de las particulas [16].
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Figura 6. Sintesis de HAp por pirolisis [16]



1.4.6. Combustién

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(NOs)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
Ilevarlo a un tratamiento térmico de 800°C, como se observa en la Figura 7 [17].
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Figura 7. Sintesis de HAp por método de combustion [17]

1.4.7. Fuentes naturales

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 [18], como se muestra
en la Figura 8.
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Figura 8. Formas de obtencion de hidroxiapatita [18]

Para la obtencién de Hap a partir de fuentes bioldgicas, se realizan lavados a la materia prima para
la eliminacién 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

eliminacién de fases secundarias [18].

Como se menciond anteriormente en estos métodos se pueden utilizar diferentes fuentes tales como
corales, algas, huesos (humano, bovino, porcino, pescado, etc.), cascara de huevos, Yy
exoesqueletos de animales marinos (erizo de mar), entre otras, sin embargo, en el caso de las
espinas, la Hap esta presente junto con fibras de colageno y melanina las cuales forman la matriz
del exoesqueleto. Por esta razén es necesario encontrar técnicas que permitan eliminar la fase
organica sin degradar la fase mineral o inorganica (Hap), para ello suelen utilizarse lavados del

material en agua caliente con el fin de romper los enlaces presentes por las proteinas y de esta
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manera desestabilizarlas y posteriormente realizar un tratamiento térmico con el fin de propiciar

la formacion de la estructura cristalina caracteristica de la Hap [17,18].
1.5. Erizo de mar Strongylicentrotus purpuratus

S. purpuratus es el erizo de mar intermareal comin en habitat rocosos en casi todos los
afloramientos a lo largo de la costa oeste desde Alaska hasta Isla de Cedros, Baja California
México. El exoesqueleto estd compuesto principalmente de carbonato de calcio, con presencia de
Magnesio, donde el caparazon supera el contenido de magnesio en un 2.26% en comparacion con
las espinas, por otro lado, estudios demuestran que las espinas de S. Purpuratus contienen un 4%
menos MgCOs que otras especies de erizos, lo que le lleva a ser una excelente alternativa para la
sintesis de hidroxiapatita [19].

Como se menciond anteriormente la hidroxiapatita presenta propiedades fisicas y quimicas
similares a las que presenta naturalmente el hueso humano, es por ello de su gran importancia en
aplicaciones del sector médico para ser utilizado como sustitutos 6seos o dentales, sin embargo,
como se han mencionado al utilizar la Hap como implantes 6seos suelen generar algunas
complicaciones, como suelen ser algun tipo de infecciones causada por el método de implantacion
utilizado y el cuidado después de realizar este proceso, antes estas problematicas se han planteado
diversas alternativas como es la impregnacion con algunos antibioticos, no obstante, este no ha
sido aceptado debido a que las bacterias suelen generar resistencia a antibiéticos, es por ello, que
surgen algunas otras soluciones como son el dopado de Hap con algunos iones metalicos como la
plata, oro y magnesio; asi también el dopado con algunas nanoparticulas de 6xidos metalicos como
las NPs ZnO y TiO2 debido a sus propiedades antimicrobianas, en este sentido existen otras

alternativas como es el uso de NPs CuO debido a su alta eficacia antimicrobiana [20].
1.6. Nanoparticulas de 6xido de cobre

Una alternativa para la sustitucion de los metales mencionados anteriormente ha sido el uso de
nanoparticulas de 6xido cobre (NPCuO), las cuales actualmente han tomado un papel muy
importante dentro del sector industrial y diversas areas de investigacion cientifica [21] debido a
los bajos costos que presentan los precursores en comparacion con los metales mencionados

anteriormente, otro de los aspectos a considerar para el uso de cobre es que presenta propiedades
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especificas como una alta conductividad eléctrica, alto punto de fusion y actividad antimicrobiana
[22].

Las nanoparticulas de éxido de cobre presentan propiedades fisicoquimicas relacionadas al
tamafio, morfologia; las NPs CuO como las sintetizadas en este trabajo poseen dentro de su
estructura iones de cobre que les hace adquirir propiedades muy peculiares como el plasmén
superficial, el cual adquiere un factor de resonancia producido por la excitacion de los electrones
deslocalizados al ser incididos por un haz de luz con una longitud de onda especifica generando
de esta manera una oscilacion electrénica, esta oscilacion es exclusiva de cada nanoparticula y se

asocia al tamafio, forma, disposicion espacial y revestimiento [23-25].

Estas caracteristicas son adquiridas durante el proceso de formacién de las nanoparticulas,
procesos que para llevarse a cabo necesita un proceso quimico de oxido-reduccion para la

obtencion de estos materiales.
1.7. Formacion de nanoparticulas

En los procesos de formacion de nanoparticulas a partir de sintesis verde se llevan a cabo
reacciones de oxido-reduccion (REDOX) en las cuales se emplea el uso de agentes reductores y

oxidantes.

Un agente oxidante es una sustancia con un estado de oxidacion inicial que tiende a tomar uno o
mas electrones para reducirse a un estado de oxidacion inferior, se describe comoM?* + ne™ &
M@=+ de manera contraria un agente reductor es una sustancia con un estado de oxidacion
inicial, la cual cede uno o mas electrones, por lo cual tiende a oxidarse y se presenta como M?* «
M@+m+ 4 pe~ [26].

Debido a los procesos de oxido-reduccion que ocurren durante una sintesis de nanoparticulas, la
reaccion puede ser expresada en terminos de termodindmica como una celda electroquimica donde
una celda electroguimica se conoce como un dispositivo capaz de obtener energia eléctrica a través
de reacciones quimicas. Una celda electroquimica se divide en voltaica (galvanica), en este tipo
de celda ocurre una reaccion espontanea (exergonica) con liberacion de energia; y electrolitica, en

la cual ocurre una reaccion endergdnica por lo que necesita adicion de energia eléctrica para
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llevarse a cabo, siendo un proceso poco probable o no espontaneo, la espontaneidad, indica el

favorecimiento de una reaccion, es decir, que tan probable es que tenga lugar el proceso [27].

Para conocer la espontaneidad de una reaccion es utilizada la energia libre de Gibbs la cual indica
si una reaccion es favorable para valor negativo de esta y si es necesario la adicién de energia para
valores positivos, esta energia es posible determinarla mediante la ecuacion expresada como:

AG°® = —nF (AE®)

Donde n es el numero de electrones, F es la constante de Faraday = 96485 C/mol.e” y AE° es el
potencial de celda. El potencial de celda (voltaje de celda) es la diferencia de voltajes entre la
reaccion del agente reductor y oxidante, expresada de la siguiente manera, obteniendo un resultado

negativo o positivo segun sea el caso de reaccion:
AE° = E°(agentereductor) — E°(agenteoxidante).

Al tener como resultado un valor negativo de energia libre de Gibbs se entiende que la formacion
de NPCuO por reduccion del ion cobre por acido galico como agente reductor se da
espontaneamente, esto es debido a que el potencial de celda del acido galico es mayor que el del
cobre por lo que tiene la capacidad suficiente para reducir el ion metalico sin tener la necesidad de

afiadir energia eléctrica.

Ademas de la explicacion termodindmica para la formacion de NPs se establecen diversas teorias
como la Teoria Clasica de Nucleacion (CNT), la nucleacion se entiende como el cambio de estado
de quimico de una particula, se aplica para un sistema termodinamico el cual busca disminuir su
energia libre de Gibbs (proceso espontaneo), para explicar este fendmeno es necesario conocer los

tipos de nucleacion existentes.

- Nucleacion homogénea:

Se presenta para elementos quimica, energética y estructuralmente idénticos, donde la formacion

de nucleos se da de manera aleatoria en todas las zonas de la superficie.

- Nucleacion heterogénea:

En esta teoria se propicia la formacion de nucleos sobre sitios de cambios de fase [28].
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Para la Teoria Clasica de Nucleacion se establecio el postulado de LaMer el cual propone el
concepto de nucleacion en rafaga, en el cual separa el proceso de nucleacion y crecimiento, donde
establece una nucleacion homogénea con posterior crecimiento sin posibilidad de nuclear, la

explicacion del modelo esté dividida en 3 partes:

1. Se da una disminucion del precursor lo cual resulta en una generacién de atomos y su
aumento en la concentracion hasta un nivel de sobresaturacion critica Cs, donde se da la
nucleacion homogénea.

2. En este punto se llega al proceso de saturacion para la nucleacion Cmin, en el cual inicia
el proceso de nucleacién en rafaga, hasta llegar a un punto de saturacion critica Cmax en
el cual se supera la energia de activacion de las moléculas empezando a formar nucleos, lo
cual en consecuencia disminuye la cantidad de moléculas libres por lo que se genera una
concentracion minima de nucleacion Cmin, dando lugar a un proceso de crecimiento.

3. Después de ello ya no existe nucleacion, sino un proceso de crecimiento por aglomeracién
molecular debido a que los monémeros o moléculas precursoras se encuentran en tamafios
equitativos [29], estas etapas se ejemplifican en la Figura 9, donde se muestra un diagrama

de formacién de NPs.
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Figura 9. Diagrama de formacion de nanoparticulas [30].

Para explicar los fenédmenos de crecimiento, una de las teorias mas importantes sobre maduracion

de nanoparticulas es el postulado de Otswald, el cual parte de los siguientes principios [31]:
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a) Las particulas suspendidas estan fijas en el espacio o medio de interaccion.

b) El sistema es infinitamente diluido por lo que no existen colisiones entre particulas.

c) Laconcentracion de fase interna en el liquido circundante sea agua o aceite es la misma a

través de todo el sistema.

En general gracias a este postulado es posible determinar en cierta medida si el tamafio de las
particulas se incrementa a través de un proceso mixto de floculacién y coalescencia, debido a que
la coalescencia aumenta la polidispersidad de una dispersién, se conoce como coalescencia a la
posibilidad de que dos o més materiales se unan en un unico cuerpo (nucleo) aumentando su
tamafo original, este proceso regularmente esta asociada a interacciones metalicas en un medio
coloidal [32].

Otras de las teorias para explicar el fendbmeno de crecimiento o maduracion de particulas en una
solucién coloidal son los postulados de DLVO (Derjaguin, Landau, Vervey, Overbeek) y de Von
Smoluchowski, los cuales en base a la teoria cinética de la materia el cual permite obtener una
distribucion de tamafio agregado en funcion del tiempo de agregacion en la suspension coloidal,
determinando tamarfios de particulas discretos en una distribucion continua a través del medio,
estos postulados se basan en los conceptos para la escala molecular como lo son fuerzas de Van
der Waals, difusion y choque bimolecular, esto debido a que las fuerzas de van der Waals es una
interaccion dependiente de los atomos circundantes, por lo que es posible conocer los estados de
integracion molecular entre atomos en estados quimicamente inestables, hasta llegar a una
estabilidad coloidal [33,34].

Al finalizar el proceso de nucleacion y crecimiento de nanoparticulas las NPs adquieren diversos
tamafios y morfologias que varian con respecto al tiempo de sintesis y temperaturas durante la

formacion de estas.

En cuanto al tamafio y morfologia, de acuerdo a estudios realizados, la banda de Plasmon
Superficial (SPR) de las nanoparticulas (NPs) se puede observar en la regién del espectro visible
para particulas con tamafio mayor de 1 nm, debajo de esta dimensién la banda no es perceptible
debido a la baja interaccion con la materia, ademas de la variacion en la dimension, también la
morfologia afecta la posicion e intensidad de la banda SPR en nanoestructuras metalicas, sin
embargo, la correlacion entre la morfologia de las nanoparticulas metélicas y su respuesta espectral

resonante del plasmén no se ha investigado ya que existen dificultades para obtener particulas con
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monodispersidad en cuanto a morfologia; de aqui que se mencionan solo algunas formas
geomeétricas de las cuales se tiene evidencia espectral y estudios sistematicos entre las propiedades
Opticas y dimension [35-40], se puede observar en la Figura 10 el nivel resonante del plasmon

superficial de las nanoparticulas en dependencia de su morfologia.

Figura 10. Resonancia de plasmén superficial de acuerdo con su morfologia [41]

1.8. Métodos de sintesis de nanoparticulas de 6xido de cobre

Los métodos de sintesis de nanoparticulas pueden clasificarse en sintesis quimicas, fisicas y
verdes, las cuales se resumen en la Tabla 3 donde se muestran los métodos de sintesis existentes y

sus respectivas caracteristicas y usos.

Tabla 3. Métodos de sintesis de NPs

Tipo de
nanoparticulas

Referencia

Tipo de sintesis Metodologias Caracteristicas

Ablacion laser

O
2 Bﬂlitigzgrr:?;g Uso de factores extrinsecos
O
- . para sobre pasar el bandgap . )

Fisicos o Descarga de chispa energético del compuesto Ag, Ti, Zn,y Au  [42-48]
o Sputtering metalico
o Hidrotermal
o Coprecipitacion
o Micro emulsion Uso de agentes reductores

. 1) So|_ge| e ., Ag, Au, Zn,

Quimicos . sintéticos para la reduccion CuO v Sn [49-55]
o Hidrotermal del ion metélico Y
o Gas inerte

Shallialias Uso del metabolismo celular

© 0 extracto natural de plantas ~ Ag, Au, Zn, Sn,

Vi o Extracto de plantas para la reduccién de iones y CuO [56-57]

metalicos
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. Sintesis verde

Los métodos de biosintesis o sintesis verde proporcionan un protocolo ambientalmente positivo,
poco toxico, rentable y eficiente para sintetizar y fabricar NP. Emplean sistemas bioldgicos como
bacterias, hongos, virus, levaduras, actinomicetos, extractos de plantas, etc como se observa en la
Figura 11 donde se muestra el proceso general de sintesis por quimica verde. para la sintesis de

NP de metales y 6xidos metalicos. Los métodos verdes se pueden dividir en tres categorias:

1. Sintesis utilizando microorganismos.
2. Sintesis utilizando biomoléculas como plantillas.
3. Sintesis utilizando extractos de plantas [58].
Las nanoparticulas durante la sintesis pasan a través de varias etapas para lograr su formacion, las

cuales siguen de manera continua hasta lograr una estabilidad coloidal.
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Figura 11. Sintesis de nanoparticulas por quimica verde [58]

1.8.1. Quimica verde

Debido a las situaciones ambientales como la contaminacidn que se presentan en la actualidad,
esto ha hecho que en los Gltimos afios surja un nuevo enfoque dentro de la quimica, el cual tiene

como proposito minimizar la contaminacion en la generacion de materiales, tanto en los
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laboratorios de investigacion como en el sector industrial, a lo cual se le denomino ‘Quimica

Verde’

La quimica verde va mas alla del tratamiento de residuos contaminantes que pudieran generarse

durante un proceso quimico, sino algo mucho mas importante como es evitar parcial o totalmente

la formacion de desechos contaminantes y propiciar un método que promueva la optimizacion de

recursos y tiempos de reaccion. De forma general la quimica verde se ocupa del disefio de

productos y procesos quimicos que eliminan el uso y produccién de sustancias toxicas [59],

basandose en 12 principios que fueron planteados por Paul Anastas y John Warner en 1998 [60].

12 principios de la quimica verde

10.

Prevencidn: este principio se basa en prevenir la generacion de desperdicios.

Economia del dtomo: Los métodos deben disefiarse para maximizar la incorporacion de
todos los materiales en el método de sintesis.

Sintesis quimica menos peligrosa: los métodos deben disefiarse para usar y generar
sustancias que tengan poca o nula toxicidad para la salud y medio ambiente.

Disefiar productos quimicos mas seguros: Los productos quimicos deben disefiarse para
afectar su funcién deseada mientras se minimiza su toxicidad.

Solventes y auxiliares mas seguros: El uso de sustancias auxiliares como disolventes,
agentes de separacion, etc., deberia hacerse innecesario siempre que sea posible.

Disefio para la eficiencia energética: Los requisitos energéticos de los procesos quimicos
deben reconocerse por sus impactos ambientales y econémicos. Si es posible, los métodos
sintéticos deben realizarse a temperatura y presion ambiental.

Uso de materias primas renovables. Una materia prima debe ser renovable en lugar de
agotarse siempre que sea técnica y econdmicamente factible.

Reducir los derivados: La derivatizacion innecesaria como suelen ser por el uso de grupos
de blogueo, proteccién/desproteccion, modificacion temporal de procesos fisicos/quimicos
debe evitarse, ya que estos pasos requieren reactivos adicionales.

Catalisis: Los reactivos cataliticos deben ser altamente selectivos debido a que son
superiores a los reactivos estequiometricos.

Disefio para degradacion: los productos quimicos deben disefiarse de modo que al final de

su funcion se descompongan en productos inocuos de degradacion.
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11. Analisis en tiempo real para la prevencion de la contaminacion: Las metodologias
analiticas deben desarrollarse ain mas para permitir la supervision y el control en el
proceso en tiempo real.

12. Quimica inherentemente méas segura para la prevencién de accidentes: las sustancias y la
forma de una sustancia utilizada en un proceso quimico se deben elegir para minimizar el

potencial de accidentes quimicos, incluidas las emisiones, explosiones e incendios.

La quimica verde es una alternativa ecologica para la sintesis de materiales, la cual consiste en el
disefio de productos organicos y procesos para reducir o eliminar el uso o la generacion de
sustancias peligrosas para el medio ambiente, por ello se plantea utilizar algas marinas para la

reduccidn del ion cobre.

Para la sintesis de nanoparticulas de éxido de cobre la quimica verde es un método ampliamente
utilizado, por ello, surge la necesidad de buscar y emplear extractos naturales para la reduccion
metélica, por lo tanto el emplear extracto de alga de Gellidium robostum es una excelente
alternativa, ya que es una macroalga presente en la zona costa del océano pacifico, con mayor
presencia en la region de Ensenada B.C., esta alga tiene la capacidad de reduccién y estabilizacion
de iones metalicos como la plata y cobre, esta especie es utilizada en estas aplicaciones debido a
que presenta una gran cantidad de aceites fendlicos y flavonoides dentro de su composicion
quimica, como también una serie de azucares reductores que permiten el encapsulamiento y
reduccion de iones metalicos para la formacion de nanoparticulas, de esta manera se propicia una
sintesis verde, econdémica y no contaminante para la produccion de materiales nanoparticulados

con potenciales aplicaciones biomédicas como actividad antimicrobiana [61-62].
1.9. Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana de las nanoparticulas es una caracteristica de gran importancia en el
area biomédica debido a la existencia de diversas complicaciones causadas por algunas bacterias,
las cuales son ocasionadas al implantar sustitutos 6seos que a causa de un mal cuidado de la zona
conlleva a una contaminacion de la misma, ademas existe la posibilidad de presentar otras
complicaciones en procesos posoperatorios, heridas en personas diabéticas y en algunos casos de
endodoncias [63-65].
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En la actualidad se han realizado estudios con la intenciébn de comprobar la actividad
antimicrobiana de las nanoparticulas que, de acuerdo con los resultados de estas investigaciones,
se ha demostrado que las NPCuO presentan una mayor actividad bactericida a comparacion que
las NPAg

Algunas nanoparticulas tienen la tendencia de generar entornos oxidativos proceso por el cual
adquieren la capacidad antimicrobiana que les caracteriza, con la cual rompe la pared celular de
las bacterias e inhibe la replicacion del DNA y sintesis de proteinas por lo cual produce la muerte

bacteriana como se observa en la Figura 12 [66].

NPs
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e

Figura 12. Proceso de interaccion bacteriana con las nanoparticulas metalicas [67].

Daiio al ADN

Como se menciond anteriormente las nanoparticulas presentan una amplia actividad
antimicrobiana, asi como un potencial en fotocatalisis, no obstante, para mejorar estos procesos es
conveniente dopar o impregnar las nanoparticulas en un biomaterial ceramico que le facilite su

aplicacién y difusion [68].
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Capitulo 11
2. Estado del arte y de la técnica

En el mercado existen diversas muestras de hidroxiapatita que son distribuidas comercialmente en
las que se utiliza hueso de bovino o sintesis quimica para la obtencion de Hap, en el caso de
PepGenP15® utiliza hueso bovino calcinado a 1,100°C recubierto con pentadecapéptido una
secuencia perteneciente al colageno tipo 1; Endobon® y Cerabone®, son materiales de hueso de
bovino y método quimico respectivamente, los cuales son sintetizados a altas temperaturas
superiores a 1200°C; BiOss® es un material de Hap obtenido por la combinacion de un método
quimico y una fuente de hueso con el fin de promover los componentes inorganicos de la Hap, es
decir, su parte mineral es obtenida al remover el material organico por procesos de lavados en altas
temperaturas y un proceso de secado en temperaturas mayores a 300°C; ademas, existen otros
materiales para injerto de hueso, los cuales utilizan hueso bovino que son tratados quimicamente
con cloroformo/metanol y peroxido de hidrégeno para remover todo el componente organico

excepto el colageno, sin embargo, estos no son utilizados en el sector médico [69].

Ademas de estos productos, también existen algunas patentes relacionadas con esta investigacion
las cuales se citan a continuacion se citan algunas patentes relacionadas con métodos de sintesis

de Hap sintética o de origen natural.

La patente WO2007/132026 se refiere a un método para obtener hidroxiapatita basada en la
reaccién entre 6xido de calcio y acido fosforico para la obtencion de la composicion de fosfato de
calcio con el patron de rayos X caracteristico de la hidroxiapatita, donde hasta el 10% de los
aniones fosfatos del cristal esta sustituido con aniones de carbonato y al menos 90% de las
particulas tienen un tamafio de 10 a 260 micras, por lo que presenta la desventaja de ser un método
sintético que puede no ser favorable para la interaccion con tejidos bioldgicos al ser implantados,

para estas actividades son necesarias relaciones molares bajas obtenidas por métodos naturales.

La patente ES2273412T3 se refiere a la obtencion de compuesto de hidroxiapatita sobre un sustrato
sumergiendo el sustrato en una solucion con iones de calcio y luego en una solucién con iones
POs4, en la cual se obtiene hidroxiapatita con una estructura cristalina definida, pero con
porosidades saturadas que no permitirian el crecimiento celular, por lo que se plantea metodologias

alternas que promuevan el crecimiento celular.
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La patente FR2678258 se refiere a un proceso de sintesis de hidroxiapatita o fosfato tricalcico
semi-sintética a partir de apatitas naturales. La patente japonesa JP01224214 se refiere a la
obtencion de hidroxiapatita pura a partir de hueso mediante calcinacion a altas temperaturas de
1,200°C en una atmosfera oxidativa y luego el polvo se sumerge en una solucion de iones de acido
fosforico cuya fuente es H3PO4 y luego se lava con agua. La patente JP04198007 se refiere a la
obtencion de hidroxiapatita a partir de hueso de pescado hervido en agua purificada, utilizando
una proteasa a 50-70°C, donde la sustancia obtenida es tratada con una solucion alcalina de NaOH
a 90-98°C, agitandose para descomponer los residuos orgénicos y suprimir la formacién de
Cas(POa4). durante el proceso de calentamiento, el componente del hueso se separa y se lava con
agua para obtener la hidroxiapatita pura, luego se quema en una atmosfera oxidante a 350-1,200°C
y se limpia con una solucién acuosa con pH especifico y en un tiempo definido, donde luego se
vuelve a quemar en atmosfera oxidante para obtener asi hidroxiapatita no diluida por un compuesto

alcalino.

Por ultimo, la solicitud de patente WO/2012/052035 se refiere a un proceso para obtener
hidroxiapatita de hueso bovino que comprende algunos pasos fisicoquimicos de limpieza con
detergente, donde luego se alternan tratamientos hidrotermales de vapor y alta presion y medios
alcalinos aplicados de manera repetitiva para eliminar el componente organico y después un
proceso de calentamiento, sin exceder de 650°C en una atmdsfera ionizante. El producto obtenido
presenta un tamafio de particula de 200 a 250 micras que cumplen parcialmente los requerimientos
para aplicaciones biomédicas, ya que pueden presentarse infecciones o una disminucion de su
actividad biol6gica derivado de las metodologias utilizadas que pueden alterar la composicion y
forma de la Hap, ante estas problematicas existen algunos trabajos que se han realizado y

publicado.

Ademas, existen reportes de procedimientos para obtener la Hap de hueso de bovino aplicando
diferentes tratamientos no comerciales. Kusrini y colaboradores usan el fémur del bovino, al cual
se remueve el tejido visible y las sustancias que estan en la superficie del hueso, luego se hace un
proceso de desgrasado en agua hirviendo seguida por un secado al sol, por ultimo, la muestra,
después de ser cortada en formas rectangulares, se sintetiza en vacio con temperaturas entre los
400°C, con rampas de 5°C /min durante 2-4 h y se deja enfriar en vacio lentamente, y por Gltimo

se convierte en polvo por una molienda [70].
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Debido a la carencia de actividad bactericida y a la alta incidencia de infeccion después de
implantaciones de materiales de este tipo surge la necesidad de atender a esta situacién, por ello
Madeeha Riaz y colaboradores reportaron un método de sintesis de hidroxiapatita no natural
dopada con iones plata, este material fue desarrollado por un método quimico, en este caso por
precipitacion quimica, obteniendo como resultados un adecuado dopaje del material y con una
buena actividad bactericida, sin embargo, presentaron algunas complicaciones como toxicidad
celular y un bajo nivel de difusion derivado del dopaje con iones de plata, mismos que son toxicos
para algunos tipos de células [71], ademas, Teoddra Nagyné-Kovéacs y colaboradores propusieron
una solucion al problema de difusion de este material, realizo un dopado de la hidroxiapatita con
iones de magnesio, que aunque presento buenos resultados de dopaje del material, un buen nivel
de difusion celular, sin embargo, presento una nula actividad bactericida, por lo que no soluciono
el problema original de este material [72].

De esta manera se puede observar, que las técnicas utilizadas para obtener Hap a partir de hueso
son extremadamente variables y corresponden a métodos quimicos, tales como por ejemplo
tratamientos con &cidos y bases, como también a métodos térmicos como por ejemplo la
calcinacion y también a la combinacion de métodos quimicos y fisicos como la precipitacion en
los que se busca encontrar Hap con la composicion que se necesite para la aplicacién necesaria.
Sin embargo, en cada una de las técnicas utilizadas es necesario el control adecuado de las
variables que intervienen, ya que estas pueden afectar la pureza del material que se obtenga y en
consecuencia verse afectadas propiedades que debe cumplir el material para ser implantado, siendo
ademas, que no complementan las funciones de la hidroxiapatita, ya que suelen presentarse
infecciones al ser implantado, por lo que es necesario proponer alternativas que ofrezcan un
método econdmico, natural, eficaz y efectivo para la sintesis de Hap con una alta actividad

bactericida manteniendo su biocompatibilidad, bioactividad y composicion elemental.

2.1. 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 menciono anteriormente, no obstante estas técnicas presentan

un alto costo de produccion que van desde 10,000-20,000 por kilogramo, influyendo directamente
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en su valor comercial, por ello en los ultimos afios se ha optado por la obtencion de este material
a partir de fuentes o residuos bioldgicos como son los huesos, cascaras o espinas de diferentes
organismos, como son las espinas del erizo de mar, el cual es una especie de gran abundancia en
la region; siendo Baja California el primer lugar de pesca de esta especie en la republica mexicana
aportando el 30.17% de la produccion en México, lo que representa méas de 100 toneladas al dia
en Baja California, representando Ensenada mas del 75% de la produccion pesquera en la region
[73], por lo que la cantidad de residuos obtenidos de estos es muy alto causando un alto grado de
contaminacion 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, no obstante, existe la posibilidad de obtener un producto de gran interés biomédico como
es la hidroxiapatita a partir de estos desechos, la cual es posible mejorar sus propiedades gracias
al dopado de este material con algunas especies de nanoparticulas metalicas tales como el cobre,
la cual le daria mejores propiedades de difusidn y actividad bactericida, de acuerdo con datos del
IMSS anualmente se realizan mas de 70,000 implantes donde un gran porcentaje de los implantes
realizados sufren complicaciones por infecciones en la zona afectada representando un 48% de los
implantes totales como se observa en la Figura 13, los cuales a su vez presentan mayores
complicaciones como a amputacion de la zona e incluso la muerte, de aqui la necesidad de obtener

hidroxiapatita con capacidades antimicrobianas para evitar este tipo de complicaciones [74].

Incidencia

m Infecciones
moderadas

m Perdida de la zona
infectada

Muerte

Figura 13. Incidencia de zonas afectadas por infecciones de implantes (IMSS, 2017).

2.2 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, sin embargo, presentan
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costos muy elevados de alrededor de los 10,000-20,000 pesos por kilogramo de material, no
obstante, con la utilizacion de residuos bioldgicos como son huesos o espinas del erizo de mar
misma que es una especie de gran abundancia en la region, la cual podria ser utilizada para la
obtencion de hidroxiapatita permitiendo disminuir los costos de produccidn y en consecuencia
disminuir su valor comercial, ademas de ayudar a disminuir la contaminacion provocada por los
desechos biologicos de organismos marinos. La hidroxiapatita gracias a sus caracteristicas y
propiedades ha sido ampliamente utilizado como sustitutos éseos o dentales, sin embargo, durante
laimplantacion, como en el transcurso de vida Util del material dentro del cuerpo se han presentado
inconvenientes tales como infecciones, de ahi la importancia de dar a la hidroxiapatita propiedades
antimicrobianas, lo cual se lograra mediante el dopado de este material con nanoparticulas
metalicas, tales como las nanoparticulas de cobre, las cuales poseen propiedades antimicrobianas
y con posibilidad de utilizar como agente de terapia usando las propiedades de su plasmon de

superficie.

2.3. Objetivos
2.3.1. Objetivo general

Sintetizar, caracterizar y dopar hidroxiapatita obtenida por erizo de mar con nanoparticulas de

6xido de cobre, con uso potencial en regeneracion 6sea

2.3.2. Objetivos especificos
e Sintetizar hidroxiapatita a partir de espinas de erizo de mar S. purpuratus
e Sintetizar nanoparticulas de éxido de cobre por quimica verde a partir de G. Robustum
e Dopar la hidroxiapatita con nanoparticulas de éxido de cobre
e Caracterizar el material por FTIR para la visualizacion de grupos funcionales, XRD
analisis de cristalinidad del material, SEM-EDS anélisis morfologico y elemental, TEM
determinacion del tamafio de particulas

e Evaluar actividad antimicrobiana de los materiales obtenidos
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CAPITULO 111

3. Fundamentos de las técnicas de caracterizaciéon

3.1. Microscopia Electrénica de Transmision (TEM):

Es una técnica de microscopia en la que se transmite un haz de electrones a través de una muestra
dando lugar a diversos fendmenos, en esta técnica algunos electrones pasan a través de la muestra
dando lugar a la formacion de una imagen, el equipo de TEM puede observarse en la Figura 14
[75].

~——
Figura 14. Ejemplificacion de un equipo de TEM [75]

El TEM esta compuesto por una camara, un condensador, un detector, y una serie de lentes para
finalmente pasar a una pantalla fluorescente y ser procesada la imagen en un equipo de cémputo.
Primeramente un filamento metalico, generalmente de Tugsteno se expone a altas temperaturas,
para causar una excitacion electronica, los electrones liberados por esta accion pasan a través
condensador donde la energia de estos es igualada, después de ello los electrones siguen el camino
por sistema al vacio con el prop6sito de mantener el movimiento de estos los cuales haran colision
con la muestra a analizar, el choque de estos electrones da lugar a diferentes fenémenos, ya que
algunos de estos electrones seran difractados y algunos otros seran transmitidos a un detector
(pasaran a traveés de la muestra), al ocurrir este fendmeno se formara una imagen la cual sera
amplificada por la primer lente condensadora, posteriormente la imagen pasara a otra lente donde
se disminuira su tamafio con el proposito de eliminar la mayor cantidad de ruido posible

(interferencias), finalmente la imagen obtenida pasara por otra lente donde esta sera amplificada
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nuevamente en mejor resolucion, esta Gltima imagen capturada pasara a la pantalla fluorescente
donde sera analizada y pasara al equipo donde se realizara el procesamiento de obtencion de
imagenes [76], lo cual puede observarse en la Figura 15 en donde se observa los componentes
principales de esta técnica. Esta técnica de caracterizacion se utiliza para andlisis estructurales,
cristalinidad de materiales, morfologia y tamafio de nanoparticulas, asi como también de

interaccion o adherencia celular.
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Figura 15. Componentes fisicos del equipo de TEM [77]

3.2.Microscopia Electrénica de Barrido-Espectrometria de Dispersion de Energia de rayos
X (SEM-EDS):

El Microscopio Electrénico de Barrido (SEM) es una técnica de caracterizacion que permite
realizar estudios morfoldgicos, de la misma manera para la obtencion de un analisis elemental por
espectroscopia de energia dispersiva (EDS) en superficies de muestras conductoras, asi como
determinacion de espesores de recubrimientos, identificacion de contaminantes en dispositivos

electronicos, metales, cerdmicos [78].

El EDS es una técnica de caracterizacion que permite hacer estudios de analisis elemental basado
en la cantidad de energia dispersiva de la molécula de interés, proceso que puede realizarse a
superficies de muestras soélidas, para la identificacion de contaminantes en dispositivos

electronicos, metales, ceramicos, entre otras [79].
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El SEM-EDS se basa en un haz de electrones que incide sobre una superficie, estos electrones son
producidos por un cafdn de electrones acelerados, que posteriormente son 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 catodicos, las sefiales son generadas por la interaccion del haz con la superficie de la
muestra y que posteriormente son colectadas y amplificadas por un detector, mostrando el

resultados sobre el tubo de rayos catddico [80] como se observa en la Figura 16.
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Figura 16. Partes y funcionamiento de SEM-EDS [80]

En el EDS los electrones que colisionan sobre la muestra generan una interferencia constructiva,
razon por la cual algunos electrones seran difractados con una angulo que satisface la ley de Bragg,
mismos que se encontraran energizados por el chogue electronico, fendmeno que causara una
obtencion de rayos X, los cuales seran detectados por el equipo que de acuerdo a la cantidad
energética registrada se dara como resultado una gréfica de composicion elemental, tal como se

observa en la Figura 17 [81].

Figura 17. Equipo de SEM-EDS con representacién de analisis elemental [82]
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3.3.Espectrometria Fotoelectronica de rayos X (XPS):

XPS también conocida como espectroscopia electronica para andlisis quimico (ESCA), es una
técnica para analizar la composicion quimica de la superficie de un material. EI XPS puede medir
la composicion elemental, formula empirica, estado oxidacion y estado electronico de los

elementos dentro de un material [83].

En el XPS se produce una emisién de fotones de rayos X al vacio, los cuales incidiran sobre una
muestra de andlisis, la energia fotonica incidente hara que los electrones superficiales de la muestra
sean emitidos por una energia distinta a la original, este electrén sera recibido por un detector el
cual analizara el cambio energético del electron y de acuerdo con este cambio energético dara
como resultado una grafica y tabla de datos de los elementos y compuestos presentes [84], asi
como su estado de oxidacion como se muestra en la Figura 18, donde se muestra un diagrama

general del funcionamiento del XPS.

Analizador de energia de electrones.
Mide la energia cinética de los
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electronica [ OGS

Haz enfocado de
rayos X

Muestra del
material que se
desea analizar

| Si(2p) 1

Las muestras generalmente suelen ser Sistema de visualizacion
sdlidas porque el XPS requiere unalto vacio

Figura 18. Descripcion del funcionamiento del XPS [84].

3.4.Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR):

La Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR) es una técnica donde se estudia
la absorcion o emision de energia provocada por la radiacion electromagnética en el material de
interés [85].

El equipo gque se muestra en la Figura 19 presenta una fuente de luz de radiacién infrarroja, que
pasa a través de un interferometro, después que una vez incidida el haz de luz pasa a través de un
detector, el detector recibe todas las sefiales para formar un interferograma. La cual es una sefial
espectral que es posible interpretar utilizando la Transformada de Fourier a traves de un software

y por altimo se obtiene el espectro de las bandas caracteristicas de la muestra analizada [85].
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Figura 19. Equipo de FTIR

El mecanismo consiste en incidir un haz de luz IR sobre una muestra, provocando una absorcién
energética dando como resultado una oscilacion vibracional de los electrones enlazantes del
compuesto. El tipo de vibracion presentada es caracteristico de la cantidad de energia absorbida
por los enlaces, la cual puede ser de tension, estiramiento y flexion, con resolucion de 10 cm™ en
el intervalo espectral de 900-5000 cm™ [86] asi como se muestra en la Figura 20 donde se aprecia
el diagrama general del funcionamiento del FTIR. Esta técnica es utilizada para obtener

informacion de los grupos funcionales y/o presencia de 6xidos metélicos presentes en una muestra

de interés.
Espejo
mevil N Interferograma
I E .KWJI,\AM--M%
j Detector
ESPEJO Muestra Procesamiento de
e “ - L la sefial

. Fuente v los datos
Figura 20. Diagrama del funcionamiento general del FTIR [87]
3.5.Espectroscopia de UV visible (UV-Vis):

La espectroscopia UV-Vis que se observa en la Figura 21 se basa en el analisis de la cantidad de
radiacion electromagnética el espectro visible, basado en la propiedad que presenta al absorber o

transmitir una muestra en funcion de la cantidad de sustancia presente [88].

15 Agilent Technologies

Cary 60 UV-Vis

Figura 21. Equipo de espectroscopia de UV-Visible
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La espectroscopia de UV-Vis se encuentra relacionada con la interaccion de la radiacion y la
materia, su funcionamiento consiste en la incidencia de un haz de luz (entre 200 y 800nm), la cual
es incidida a través de una muestra la cual absorbera una cantidad de luz especifica, esta Gltima es
procesada por un software para su posterior anélisis. Cuando la muestra es incidida se da una
absorcion de energia que provoca que los electrones de su ultima capa de valencia pasen de un
estado basal a un estado excitado, provocando una liberacion de energia electromagnética la cual
es recibida por un detector [89] como se ilustra en la Figura 22, donde se muestra el funcionamiento

de este equipo, el cual es utilizado para estimar morfologia y concentracion de una muestra de

Muestra %
: I
Monocromador % ; ﬂ Detector
e Hendidura de salida \

Fuente Dispositivo
de dispersion
O Ranura de

entrada

interés.

Figura 22. Diagrama de funcionamiento de equipo UV-Vis [90]

Con la técnica anteriormente mencionada (UV-Vis) es posible evaluar concentraciones, para ello,
es utilizada la absorbancia definida como 4 = —log (T), donde T representa la transmitancia de la
luz la cual es la relacion que existe entra la cantidad de luz detectada que pasa a través de una
muestra (l) y la cantidad de luz inicial incidida (lo), se presenta porcentualmente como se muestra

a continuacion:

It
%T = 1-x100

o

La transmitancia y absorbancia son relacionadas de manera que, al tener una luz incidente igual a
la transmitida a través de una muestra, se presenta una transmitancia del 100% mientras una
absorbancia nula, al tener relacion entre la absorbancia y la concentracion de una muestra se
plante6 la ley de Lambert-Beer, la cual establece que la absorbancia de una solucion es

directamente proporcional a la concentracion del analito en la solucién, esta dada por:
A =¢gcl
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Donde
A: Absorbancia medida (adimensional)
e: Coeficiente de extincion molar (depende de ¢ y I, cominmente M*cm™)
c: Concentracién de la sustancia absorbente (cominmente en M)

I: Longitud del camino Optico (comunmente en cm)

De acuerdo con esta ley es posible estimar la concentracion de una muestra medida a través de
UV-Vis de acuerdo a su absorbancia, donde a mayor cantidad existe una mayor interaccion con la
luz incidente que recorre una distancia especifica, definida como longitud del camino 6ptico, en
esta a una distancia mayor se tendrd una mayor interaccion; ademas, esta ley hace mencion del
coeficiente de extincion molar, misma que representa la cantidad de luz absorbida por una muestra
en una longitud de onda especifica del analito (M. Castro, 2009), es por ello que esta ley suele
relacionarse para obtener o estimar la concentracion de algunas muestras, tales como las NPs, las
cuales actualmente tienen una gran importancia en diversos sectores, sin embargo, el obtener estas
particulas trae consigo un alto costo de produccion, asi también un alto grado de contaminacion
debido por el uso desmedido de reactivos quimicos, por ello surgen algunas alternativas mas
amigables con el medio ambiente como la quimica verde, el cual es una rama de la quimica que se
basa en el uso de materia prima natural o procesos naturales para promover una reaccion quimica

sin hacer uso de sustancias altamente reactivas o contaminantes [91].

3.6.Difraccion de Rayos X (DRX):

Los rayos X son ondas electromagnéticas que se producen debido a la desaceleraciéon de los
electrones cuando colisionan sobre una superficie, los cuales son de elevada energia y longitud de
onda que va de 0.5 hasta 2.5 Angstrom, este tipo de radiacion es utilizada en la caracterizacion de
materiales por difraccién de rayos X. Se le conoce como difraccién de rayos X (DRX) a la
dispersion elastica de los fotones de rayos X monocromaticos en una red periodica, los cuales estan
dispersos en fase generando una interferencia constructiva, permite derivar espacios en celosia
utilizando la ley de Bragg como se muestra en la Figura 23, en donde se ilustra la difraccion de

rayos X de los planos del cristal utilizando la ley de Bragg [92].
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Figura 23. Difraccion de rayos X con respecto a la ley de Bragg [92].

La ley de Bragg hace mencion que durante la DRX un haz de rayos X monocromaticos incidira
sobre un cristal de planos atdbmicos paralelos, separados por una distancia d, el haz de luz incidente
formara un angulo © sobre los planos atémicos, por lo tanto solo se obtendran haces difractados
cuando las reflexiones en los sucesivos planos paralelos interfieran de forma aditiva, lo cual tiene
lugar 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:
NnA= 2dsen O

La difraccion de rayos X, corresponde a una técnica de analisis no destructiva utilizada para
identificar la y fase/composicion que distinguen los compuestos presentes en una muestra

cristalina [93].

Los materiales cristalinos presentan un ordenamiento de sus atomos en el espacio de forma
repetitiva, lo cual se define como celda unitaria, donde existen 7 sistemas cristalinos, de los cuales

destacan principalmente las estructuras hexagonales, cubicas y monoclinicas, entre otras [94].

DRX ademas proporciona informacion importante de materiales cristalinos, como su estructura,
cristalinidad, orientacién de cristales, tamafio de cristal, entre otros. El tamafio de los cristales
puede obtenerse a partir de la ecuacion de Scherrer, la cual es una ecuacion que relaciona el tamafio
de los cristales submicrométricos en un sélido con el ancho de un pico en un patron de difraccién,

la cual se muestra a continuacion.

k4
~ BcosO

Donde
d: es la dimension de una particula en la direccion perpendicular al plano reflectante
A: es la longitud de onda de los rayos X (A = 0.15406 nm)
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B: es el ancho del pico
0: es el angulo entre el haz

K: es una constante que a menudo se toma como unidad

Los resultados obtenidos a partir del DRX incluyen el nombre comun de la sustancia, formula
quimica, sistema cristalino, y nimero de patron de referencia, el equipo de DRX se muestra en la
Figura 24. La informacion obtenida con esta técnica de caracterizacion es utilizada por industrias

como la farmacéutica, industria del vidrio, aplicaciones geoldgicas, anélisis de corrosion, entre

otras [95].

Figura 24. Ejemplificacion del equipo de DRX
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CAPITULO IV

4. Seccion experimental
4.1. Materiales

Para la sintesis de las nanoparticulas de 6xido de cobre se utilizé extracto de alga de Gellidium
rubostum, misma que fue obtenida de la empresa algas pacific ubicada en la ciudad de Ensenada,
Baja California. Como precursor metalico se utiliz6 sulfato de cobre pentahidratado
(CuS0O4)*5H-0 de sigma aldrich al 98% de purezay para controlar el pH se usé hidroxido de sodio

de sigma aldrich al 99% de pureza.

Para la obtencidn de la hidroxipatita dopada con nanoparticulas de éxido de cobre (Hap:NPsCuO),
se utilizaron espinas del exoesqueleto de los erizos de mar (S. purpuratus), el cual fue utilizado
como precursor de iones de calcio y como precursor de iones fosfato se utulizo &cido fosférico
(H3PO4) Jalmek 85% v/v y para el tratamiento térmico una mufla Furnace 4800.

Para los ensayos de actividad antimicrobiana se utilizo la cepa de Escherichia coli (x11 blue), para
su aislamiento y cultivo se utilizé medio de cultivo LB (caldo de luria) y agar de BD diagnostic
Difco Miller, para la esterilizacion del medio de cultivo se utilizd una autoclave y para el
crecimiento bacteriano una incubadora a 37 °C. Como control positivo se utiliz6 como antibidtico

ciprofloxacino de sigma aldrich al 99% de pureza.

4.2. Métodos
4.2.1. Obtencidn del extracto de alga Gellidium rubostum

Para la obtencion del extracto de alga Gellidium rubostum, primero el alga se sometié a un proceso
de secado en un horno de conveccion a 50 °C durante 2 horas. Posteriormente, el alga se colocd
dentro de un vaso de precipitado de 1 litro con 700 ml de agua desionizada. Después, el vaso con
el alga se coloco en una plancha térmica a una temperatura de 75-80 50 °C durante 1 hora. Por
altimo, la solucion resultante se filtro al vacio para separar las algas de la solucion y posteriormente

se almacen0 durante 24 horas a temperatura ambiente para su uso posterior.
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4.2.2. Sintesis verde de las nanoparticulas de 6xido de cobre

La sintesis de nanoparticulas de 6xido de cobre (NPs CuO) se realiz6 mediante un método de
quimica verde utilizando un extracto de alga Gellidium rubostum como agente reductor, debido a
que el extracto contiene polifenoles que permite la reduccién de iones metalicos. Para la sintesis
de NPs CuO se utilizé 6 ml de extracto de alga con 2 ml del precursor metalico en este caso sulfato
de cobre a una concentracion de 0.3 M, la cual se mantuvo bajo agitacion constante durante 15
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se agreg6 0.5 ml de hidréxido de sodio (NaOH)
con una concentracion de 0.1M con el fin de obtener un pH de 7, ya que con este valor de pH se
ha reportado la obtencion de NPs CuO con mayor facilidad. Una vez que se agregd el NaOH, se
dejo bajo agitacion constante a temperatura ambiente durante dos horas. Cabe sefialar que la
solucién obtuvo un cambio en la coloracion de un color azul a un color café obscuro, el cual es

caracteristico de las NPs CuO, como se muestra en la Figura 25.

Solucion obtenida
Agregar: Extracto + precursor
2 ml de sulfato

~
de cobre 0.3 M
a la solucion de
extracto de alga

Agregar:
6 ml de 4
extracto

de alga

Producto final Mantener en Agitacién
durante 2 horas

Figura 25. Proceso de sintesis de las nanoparticulas de éxido de cobre

4.2.3. Sintesis de la hidroxiapatita dopado con las nanoparticulas de éxido de cobre

La sintesis de hidroxiapatita fue realizada siguiendo la metodologia reportada en 2018 por

Mancillas-Sanchez et al. [96]; para la obtencidn de este material fue necesario utilizar precursores

39



de iones de calcio y fosfato. Para la obtencion de los iones de calcio, primero se limpiaron y
tomaron las espinas de los erizos de mar, las cuales son ricas en carbonato de calcio (CaCO3) como

se observa en la Figura 26.

Figura 26. Limpieza del erizo de mar

Después, el caparazon obtenido se sometio a un lavado en agua destilada a 80°C durante 2 horas
con el fin de eliminar contaminantes y facilitar la obtencion de las espinas, este proceso se observa

en la Figura 27.

Figura 27. Lavado de las espinas del erizo de mar en agua destilada

Posteriormente, las espinas obtenidas se secaron en un horno de conveccion BINDER a 100 °C
durante 1 hora. Una vez transcurrido el tiempo de secado, se pesaron 5.2 gramos de las espinas de
erizo de mar, las cuales fueron utilizadas para su molienda y tratamiento térmico a 800 °C en una
mufla Furnace 4800 durante 20 minutos con el propdsito de eliminar cualquier presencia de
material organico, ademas de la obtencion del carbonato de calcio (CaCO3s) como se observa en la
Figura 28.
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Figura 28. Obtencién del carbonato de calcio

Para la sintesis de la hidroxiapatita, se realizaron célculos estequiométricos para obtener la relacién

Ca/PO4 adecuada, partiendo de la siguiente reaccion:
CaCO3+ H20 — Ca(OH)2 + CO2 (1)
10Ca(OH)2 + 6H3PO4 (2)
Ca10(P04)s(OH)2 + 8H20 (3)
Reaccion general: 10CaCO3 + 6H3PO4 +H,O0———»Ca(10-(PO4)s(OH)2 + 10CO2 + 8H20 (4)

Una vez que se obtuvo la estequiometria adecuada, se mezclé el CaCO3 sintetizado previamente,
acido fosférico y diferentes concentraciones de nanoparticulas de 6xido de cobre (5, 10 y 15%),

después la mezcla se dejo bajo agitacion constante a una temperatura de 45 °C durante 18 horas,

como se observa en la Figura 29.

Figura 29. Adicién de iones fosforo y sustitucidn de iones de calcio por medio de NPsCuO
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Al finalizar la reaccion, se filtrd la mezcla utilizando un 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

30. Luego se realiz6 un secado a 100°C por 30 minutos para la eliminacion del exceso de humedad.

Figura 30. Proceso de filtraje del material obtenido (a) filtraje y (b) material obtenido después del proceso anterior

Al terminar el secado de las muestras, se recuperd el material del papel filtro cuidadosamente
evitando romper el papel y llevarse partes del mismo, ya que esto podria contaminar el producto
final. Al terminar con la recoleccion de la muestra, esta fue colocada en un horno y se le dio un
tratamiento térmico a 600°C durante 1 hora. Por ultimo, el material obtenido se tritur6 con un
mortero de &gata para evitar una contaminacion cruzada, obteniendo un polvo blanco como se
muestra en la Figura 31.

Figura 31. Material obtenido después del proceso de secado, a) molienda en mortero de agata para la pulverizacidn
de la muestra de Hap sintetizada, b) producto obtenido
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4.2.4. Caracterizacion

Los materiales obtenidos fueron caracterizados por medio de: Espectroscopia Infrarrojo por
Transformada de Fourier (FTIR) para conocer los grupos funcionales presentes en los materiales;
Difraccion de Rayos X (XRD) para el estudio de la estructura cristalina; Microscopia Electronica
de Barrido- Espectroscopia de Rayos X (SEM-EDS) para el estudio de su morfologia y
composicion quimica; Microscopia Electronica de Transmision de Alta Resolucién (HRTEM)
para el estudio de su tamafio, forma y estructura; y Espectroscopia Ultravioleta-Visible (UV-Vis)

para el estudio la banda de resonancia de plasmon superficial.
Espectroscopia Infrarrojo por Transformada de Fourier

Los espectros FT-IR se obtuvieron con un Espectrofotometro Infrarrojo Spectrum Two (Perkin
Elmer) con detector directo en modo de transmitancia y una resolucion de 0.5 cm™. Las muestras
fueron previamente molidas con un mortero de agata y se analizaron en modo de Reflectancia
Total Atenuada Horizontal (UATR) a temperatura ambiente (22 °C). Los espectros se consiguieron
usando Spectrum en la version 6.0 del software Lab. Antes y después de cada analisis, se tomé de

referencia un nuevo espectro de fondo del aire.
Difraccion de Rayos X

Los estudios de difraccion de rayos X se llevaron a cabo utilizando un difractometro de rayos X,
D2-Phaser, Bruker. Las muestras se agregaron en un soporte, que se colocé en una placa de cuarzo
para la exposicion a la radiacion Cu K-a con una longitud de onda de 1.5406 A. Este equipo trabajo
a 30 kV, 10 mA en un rango 260 de 10-70 °, con un tamafio de paso de 0.02 ° y un tiempo de

recuento de 1 s/paso.
Microscopia Electronica de Transmision de Alta Resolucion

Las muestras se caracterizaron usando un microscopio JEOL JEM 2100F que operé con un voltaje
de aceleracién de 200 kV, donde se obtuvieron imagenes TEM de alta resolucion. La preparacion
de las muestras se realizo de la siguiente manera: primero se dispersaron en agua desionizada con
ayuda de un ultrasonico, después se depositaron un par de gotas de las muestras obtenidas sobre
una rejilla de Cu revestida con carbdn perforado y por Gltimo se dejaron secar para posteriormente

ser analizadas.
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Microscopio Electronico de Barrido-Espectroscopia de Dispersion de Energia de rayos X

Las muestras se prepararon de la misma manera que para los analisis de TEM. Para estos analisis
se utilizé un equipo JEOL JSM-6510LV, con voltaje de aceleracion de 1 a 30 kV y un filamento
de tungsteno. Este equipo utiliz6 un detector de electrones secundarios, con una resolucion méaxima
de 5nm en modalidad de alto vacio. Se obtuvieron micrografias con magnificaciones de 30x a
300,000x. Se realizé un analisis quimico por medio de un detector de dispersion de energia (EDS)

marca OXFORD que tiene acoplado el SEM, con una resolucion de 137 eV.
Espectroscopia Ultravioleta-visible

Para el andlisis de banda de resonancia de plasmon superficial se prepard una dilucion de la
muestra a una concentracién 1% v/v en agua desionizada, la cual se llevd al ultrasonico por 180
segundos, con la finalidad de promover una mayor dispersion en el medio. Para el anélisis de estas
muestras se realiz6 un barrido a la longitud de onda de 200 a 800 nm, haciendo barrido de fondo
con agua desionizada, la cual se realizd en una celda de cuarzo de 0.7 ml, en un espectrofotometro
Perkin Elmer UV/VIS Lamda 365.

4.2.5. Ensayos de actividad antimicrobiana

Los ensayos de actividad bactericida in vitro se llevaron a cabo mediante el uso de un método de
difusién de disco, con la cepa bacteriana de Escherichia coli, en este caso es especifico la cepa

x11blue E. Coli, cultivada en medio de cultivo agar LB.

Para la preparacion del medio de cultivo fue necesario disolver 40 gramos de medio de cultivo en
1 litro de agua destilada, para posteriormente llevar a esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15
minutos, después de esterilizar se dejé enfriar hasta llegar a una temperatura aproximada de 50 °C
y despueés verter sobre las placas Petri esperando a que solidifique, posteriormente se realizé el
cultivo bacteriano, para ello esta cepa fue sembrada en una caja Petri e incubada por 16 horas a
37°C, al finalizar este tiempo, la caja Petri fue retirada de incubacion y almacenada en refrigeracion
para frenar su crecimiento, ademas, se realizé un medio liquido LB para aislar y crecer en mayor
cantidad la E. Coli, este inoculo se realiz6 tomando una muestra de las bacterias crecidas en medio

solido con ayuda de un asa bacteriologica como se muestra en la Figura 32.
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Figura 32. Ensayos de inhibicion antimicrobiana

Una vez aisladas las bacterias se comenzaron con los ensayos microbioldgicos, para ello se
prepararon cajas Petri con medio agar LB todo esto en condiciones estériles y cuidando la técnica
aséptica, una vez preparadas, las cajas se dividieron en secciones (antibiético (ciprofloxacin) al
10%, solucion Hap, nanoparticulas 100%, 10%, 1 %, y 0.1% y nitrato de plata), continuando con
la siembra de bacterias agregando 100ul de bacterias en el centro de la caja Petri y después ser
esparcida utilizando un asa bacterioldgica, al finalizar la siembra, se colocé un sensidisco de 5mm

de diametro en cada seccion, a cada sensidisco se afiadié 5ul de las muestras anteriores.
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CAPITULO V

5. Resultados
5.1. Nanoparticulas de 6xido de cobre

5.1.1. Espectroscopia de Ultravioleta visible

Para la caracterizacion de las nanoparticulas después haber sido sintetizadas se realizé un estudio
por medio de espectroscopia por ultravioleta visible (UV Vis) con un barrido de 200 a 800 nm,
esto debido a que las nanoparticulas de 6xido de cobre presentan una banda de resonancia entre
los 250 a 600 nm, el cual depende de su tamafio y morfologia segun lo publicado en la literatura
[97]. En la Figura 33 se muestra los espectros UV-vis de NPsCuO con diferentes tiempos de
reaccion a 1, 2 y 3 dias de reaccion después de su agitacion, con el fin de evaluar una posible
inestabilidad de las NPs, con lo que de acuerdo a la Figura 33 no se mostré ningn cambio
significativo, por lo que indica una estabilidad de las nanoparticulas sin formar aglomerados donde
se observa la presencia del plasmon superficial a los 415 nm, la cual se asocia a la formacion de

NPsCuO con tendencia a una morfologia esférica, para las todas las muestras sintetizadas [98].

1.2 =
= NPsCuO 1 dia
= NPsCuO 2 dias
10 = NPsCuO 3 dias

Absorbancia
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0.2

Longitud de onda (nm)

Figura 33. Factor de resonancia de plasmon superficial para NPsCuO en UV Vis
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5.1.2. Microscopia Electronica de Transmision

Con la finalidad de comprobar morfologia y tamafios de las nanoparticulas se realizé la
caracterizacion por medio de Microscopia Electronica de Transmision para todas las muestras. Las
micrografias TEM muestra la presencia de nanoparticulas con una morfologia esférica y con una
tendencia a formar algunos aglomerados, tal como se esperaba de acuerdo al analisis por UV vis

y una distribucién de tamafios que se encuentra entre 10 a 40 nm como se muestra en la Figura 34.
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Figura 34. Micrografias y analisis de tamafios de nanoparticulas por medio de TEM
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5.1.3. Propuesta de mecanismo de reaccion durante la sintesis de NPsCuO

Para poder explicar el proceso de reduccidén metalica en la sintesis de nanoparticulas se plantea la
ecuacion general que se muestra a continuacion (Figura 35), teniendo como precursor metalico
(cuso,) y agente reductor acido galico (C,H¢0s) en concentraciones equimolares.

De forma general un método tipico de sintesis de nanoparticulas se divide en tres etapas: 1)
nucleacion, 2) la formacion de semillas a partir de los ndcleos y 3) crecimiento de las semillas.
En el mecanismo de nucleacién, un precursor es reducido para generar atomos con estado de
oxidacion cero. De acuerdo a la naturaleza de los &tomos y los precursores a utilizar, el proceso de
nucleacion puede tomar diferentes rutas. De forma general en la biosintesis de nanoparticulas de
oxido de cobre, las biomoléculas presentes en los extractos de alga actlan como agentes de
ligadura sobre el precursor metalico, posteriormente los grupos hidroxilo (OH) aromaticos de las
biomoléculas forman un complejo con los iones de cobre lo que da inicio al proceso de nucleacion
mencionado anteriormente, lo que luego da como resultado la reduccién y conformacion de las
nanoparticulas de éxido de cobre, al ser reducido el cobre suele ser susceptible a oxidacion, por lo
que este toma una ruta alterna para la nucleacion. En este sentido a medida que el precursor se
reduce, la concentracion de los &tomos metalicos aumenta con el tiempo y comienza a oxidarse la

superficie promoviendo la formacién de nanoparticulas de 6xido de cobre [99-100].
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Figura 35. Diagrama del mecanismo de reaccion de la sintesis de nanoparticulas de 6xido de cobre
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5.2. Hidroxiapatita dopada con nanoparticulas de 6xido de cobre
5.2.1. Difraccion de Rayos X

Después de la sintesis de la hidroxiapatita dopada con nanoparticulas de 6xido de cobre se realizé
la caracterizacion por difraccion de rayos-X con la finalidad de conocer la estructura cristalina del
material sintetizado. En la Figura 36 se muestran los patrones de difraccion de las muestras Hap,
Hap:Np CuO 5%, Hap:Np CuO 10% y Hap:Np CuO 15%. En el patron de difraccion del Hap se
observa los planos cristalinos (indices de Miller) (200), (111), (201), (102), (210),( 211), (112),
(300), (202), (310), (222) y (213), para los &ngulos 21.819, 22.902, 25.354, 28.126, 28.966, 31.773,
32.196, 32.902, 34.048, 39.818, 46.711 y 49.468, respectivamente. Estos planos cristalinos son
caracteristicos de una estructura hexagonal correspondiente a la hidroxiapatita de acuerdo con la
carta cristalografica JCPDS No. 9-432. Estos resultados nos indican que se obtuvo con éxito el
material deseado [101]. Mientras que los patrones de difraccion de las muestras Hap:Nps CuO con
5, 10y 15%, se observan los mismos planos cristalograficos que para la muestra Hap. Sin embargo,
se observa un aumento y un desplazamiento de los principales planos cristalograficos (211), (112),
(300) y (202) conforme aumenta el porcentaje de las Nps CuO en la sintesis de Hap. Esto se puede
atribuir a la presencia de las nanoparticulas de éxido cobre dentro de la red cristalina del Hap

[102], lo que nos indica que se llevd con éxito el dopado del Hap utilizando Nps CuO.

i
—
N

Hap:Np CuO 15%

Hap:Np CuO 10%

Intensidad u.a

Hap:Np CuO 5%
A AA A J\ AN J‘AAA A

Hap
A A A JM& N . ArAranon o ]

JCPDS No. 9-432

TR . - T
20 30 40 50 60
2 Theta (grados)

Figura 36. Patrones de difraccion de la hidroxiapatita sin y con diferentes concentraciones de Nps CuO.
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5.2.2. Microscopio Electronico de Barrido-Espectroscopia de Dispersion de Energia

La Microscopia Electrénica de Barrido (MEB) fue utilizada para determinar la morfologia y la
Espectroscopia de rayos X de Energia Dispersiva (EDS) para determinar la composicion elemental
cualitativa y cuantitativa de las muestras Hap, Hap:Nps CuO5%, Hap:Nps CuO10% y Hap:Nps
Cu015% como se puede observar en la Figura 37. En la muestra Hap se observan una morfologia
irregular caracteristica de la hidroxiapatita con diferentes tamarfios y longitudes de menores a 2
um, con una tendencia a formar aglomeraciones. Ademas, en el espectro EDS se muestra
elementos como el Calcio, Fosforo y Oxigeno, los cuales son elementos caracteristicos de la
hidroxiapatita con una relacion Ca/P de 1.67, siendo esta relacion la que se encuentra naturalmente
en los seres vivos [103]. Mientras que para las muestras Hap:Nps CuO con 5, 10 y 15% se observa
una morfologia irregular pero con una menor aglomeracion en comparacién con la muestra Hap.
Ademas, en los espectros EDS se observa los elementos calcio, fosforo y oxigeno que pertenecen
al HAp y el cobre que se atribuye a las nanoparticulas, lo cual nos indica que las Nps CuO se
encuentran en el Hap. Mientras que la relacion Ca/P son de 1.44, 0.97 y 0.99 para las muestras de
Hap:Nps CuO con 5, 10 y 15%, respectivamente. Estos resultados nos confirman el dopado de la
hidroxiapatita con las Nps CuO, debido a que se observa una disminucion en la relacion Ca/P lo
que nos indica que el Cu estd ocupando el lugar del Ca en la estructura de la hidroxiapatita.
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| ) Mass Mass Norm. Atom
Elemento At. No. Lines. Netto %] %] %]
Ca 20 K-Serie 22279 38.76  39.41 22.67
0 8 K-Serie 4549 38.07  38.71 55.77
P 15 K-Serie 16867 17.10 17.39 12.94
C 6 K-Serie 478 4.42 449 8.63
Sum 9835 100.00 100.00
6 8 10 12 14
Energy [keV]
) Mass Mass Norm. Atom
Elemento At. No. Lines. Netto (%] (%] (%
Ca 20 K-Serie 22279 33.76 33.82 18.67
0 8 K-Serie 4549 38.07 38.71 55.77
P 15 K-Serie 16867 17.10 17.39 12.94
Cu 6 K-Serie 2020 4.3 5.23 9.23
C 6 K-Serie 478 4.42 449 3.63
S fEEREES S Sum 98.35  100.00 100.00
6 8 10 12 14
Energy [keV]
. Mass Mass Norm. Atom
Elemento At. No. Lines. Netto %] (%] (%]
Ca 20 K-Serie 22279 33.76 28.82 12.57
(0] 8 K-Serie 4549 38.07 38.71 55.77
P 15 K-Serie 16867 17.10 17.39 12.94
Cu 6 K-Serie 2020 8.3 8.73 11.23
C 6 K-Serie 478 2.42 149 1.63
] Sum 98.35 100.00 100.00
e 8 1 m
Energy [keV]
. Mass Mass Norm. Atom
Elemento At. No. Lines. Netto %] %] %]
Ca 20 K-Serie 22279 33.76 27.41 11.87
(0] 8 K-Serie 4549 38.07 38.71 50.77
P 15 K-Serie 16867 17.10 17.39 11.94
Cu 6 K-Serie 2020 9.5 10.23 14.43
C 6 K-Serie 478 1.42 0.39 0.63
] Sum 98.35  100.00 100.00
5 & n B
Energy [kev]

Figura 37. Morfologia y analisis quimico cualitativo y cuantitativo de las diferentes muestras, a) Hap, b) Hap:Np
CuO 5%, c¢) Hap:Np CuO 10% y d) Hap:Np CuO 15%.
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5.2.3. Microscopia Electronica de Transmision

La Microscopia Electronica de Transmision (TEM) fue utilizada para determinar la morfologia y
distribucion de tamafio de las muestras Hap, Hap:Nps CuO5%, Hap:Nps CuO10% y Hap:Nps
Cu015% como se puede observar en la Figura 38. En las micrografias de la muestra Hap se
observan particulas con tendencias a formar aglomeraciones y con una morfologia irregular.
Ademas de acuerdo a los analisis de distribucion de tamarfios se presentaron particulas con tamafios
promedio de 25 a 35 nm aproximadamente, la cual se asocia al método de sintesis utilizado para
la Hap [104] Para la micrografia correspondientes a la muestra Hap:Nps CuO 5%, se observan
particulas con tendencias a formar aglomeraciones y con una morfologia irregular tal y como se
muestra para la muestra Hap. Sin embargo, para estas morfologias se observa una mayor tendencia
a aglomerarse, de acuerdo a los analisis de distribucion de tamafios se presentaron particulas con
tamafios promedio de 25 a 35 nm aproximadamente. Mientras que las micrografias
correspondientes a las muestras Hap:Nps CuO con 10 y 15%, se observan particulas con una
tendencia mayor a aglomerarse con respecto a sus homologas anteriores y con una morfologia
irregular. De acuerdo a los andlisis de distribucion de tamafios se presentaron particulas con
tamafios promedio de 25 a 35 nm aproximadamente, sin embargo, para estas micrografias se
presentan una mayor cantidad de particulas con tamafios superiores a los 35 nm, lo cual puede ser

ocasionado debido a una mayor concentracion de NPs CuO.
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Figura 38. Micrografias por TEM, alta resolucidn y distribucion de tamafio de particulas de las muestras, a) Hap, b)

Hap:NPs CuO 5%, c) Hap:NPs CuO 10%, d) Hap;NPs CuO 15%
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5.2.4. Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

En la Figura 39 se muestra los espectros de FTIR de las muestras Hap comercial, Hap, Hap:Nps
Cu05%, Hap:Nps CuO10% y Hap:Nps CuO15%. El espectro FTIR de la muestra Hap se observan
las bandas caracteristicas de la hidroxiapatita como son los grupos carbonato, los cuales se
presentan a los 962 y 1091 cm™ y se asocian a la presencia del calcio en la muestra. También, se
muestra la presencia de bandas de absorcion a 601, 633 y 1026 cm™, las cuales se atribuyen a los
grupos fosfatos que también son caracteristicos de la Hap. Cabe mencionar que todas las bandas
de absorcion para la muestra de Hap son idéntica que para la muestra Hap comercial, lo que
significa que la hidroxiapatita se sintetiz6 con éxito. Mientras que los espectros FTIR de las
muestras Hap:Nps CuO con 5%, 10% y 15%, se observan las bandas antes mencionadas que para
el HAp, ademas de presentar una banda de absorcion a los 526 cm™, lo cual se asocia a la presencia
del enlace metal-oxigeno y se atribuye a la presencia de nanoparticulas de 6xido de cobre [105].
De acuerdo con los resultados anteriores se observa que a medida que aumenta la concentracion
de NPs en la muestra los espectros de absorcion se muestran con una mayor intensidad y pequefio
ensanchamiento de las bandas, lo cual puede asociarse a cambios en la estructura molecular por la
presencia de nanoparticulas de 6xido de cobre [106].

Hap:NPsCuO-15%

Hap:NPsCuO-10%

Hap:NPsCuO-5%

Hap sintetizada

Transmitancia (%)

Hap comercial

T T T T T T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm™)
Figura 39. Espectros de FTIR para todas las muestras sintetizadas en este trabajo.
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5.3. Actividad antimicrobiana

Para la realizacion de los ensayos antimicrobianos las cajas petri se dividieron en secciones
(ciprofloxacino al 10%, solucién Hap, nanoparticulas 100%, 10%, 1 %, y 0.1% y nitrato de plata),
continuando con la siembra de bacterias agregando 100pul de bacterias en el centro de la caja Petri
y después ser esparcida con un asa bacteriologica, posteriormente se coloco un sensidisco de 5mm
de diametro en cada seccion, y se le agrego 5ul de las muestras anteriores, obteniendo los

resultados que se muestran en la Figura 40.

Figura 40. Actividad antimicrobiana por difusion de disco, en a) Hap:NPs 5%, b) Hap:NPs 10% y c) Hap:NPs 15%

Como se muestra en la Figura 40 las nanoparticulas en solucién al 1, 10 y 100% presentan una
notoria y favorable actividad bactericida, sin embargo, las muestras asociadas a Hap:NPs 5%
presentan una actividad menor a las restantes, lo cual puede asociarse a la concentracion utilizada

para su preparacion.

Tabla 4. Resultados de ensayos de actividad bactericida

Mediciones de los halos de inhibicion resultantes

Material NPCuO (1) NPCuO (0.1) NPCuO (0.01) NPCuO (0.001) AgNO3 Antihidtico Hap

Hap:NPs 5% 2.8 mm 1.3mm 1.1mm 0.8 mm 2mm lcm Omm
Hap:NPs 10% 3.2mm 1.8mm 1.3mm 1mm 2mm 1.2cm Omm
Hap:NPs 15% 3.33mm 2mm 1.4 mm 1.1mm 2.2mm 1.1cm Omm
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CAPITULO VI
6. Conclusiones

De acuerdo con los resultados obtenidos anteriormente, es posible concluir que la sintesis de
hidroxiapatita a partir de espinas de erizo de mar se realizé de forma exitosa, obteniendo el patron
de difraccion caracteristico de la Hap, y una relacion molar Ca/P de 1.65 la cual se encuentra por

naturaleza en el cuerpo humano.

La obtencion del material de Hap dopada con nanoparticulas de 6xido de cobre se realizé de forma
exitosa y con un grado de pureza considerable, lo cual se comprueba con la comparacién de los
DRX obtenidos y su carta cristalografica obteniendo un material de color beige asociado al color
caracteristico de las nanoparticulas, el cual como se menciond anteriormente presento dentro de
las caracterizaciones por XRD un desplazamiento en el plano cristalino de la misma manera un
aumento de la intensidad en el patron de difraccion, lo cual se asocia a la presencia de las NPs
dopantes (CuO) dentro de la red cristalina del material original, generando un desplazamiento de

los iones de calcio.

El material obtenido presento los grupos funcionales caracteristicos de la Hap, lo que indica que
el método de sintesis utilizado fue el indicado para su obtencion, esto se corrobora de acuerdo con
las caracterizaciones realizadas por espectroscopia por transformada de Fourier (FTIR), presentan
las bandas de absorcion correspondientes a los grupos funcionales presentes en el material, no
obstante, se present6 una vibracion en los 520cm™ el cual esta asociado al enlace metal oxigeno,

para este caso en especifico se asocia a la presencia de 6xido de cobre.

De acuerdo con los resultados obtenidos por ultra violeta visible se presentaron nanoparticulas de
6xido de cobre con una banda de resonancia de plasmén superficial en los 415 nm, la cual se asocia
a nanoparticulas de 6xido de cobre con morfologia esférica y tamarios de 15 a 30 nm, lo cual se

corroboro con las caracterizaciones por TEM.

Se obtuvieron NPsCuO con tamafos que van desde los 10 a los 15 nm, lo cual se comprueba por
las micrografias obtenidas por el microscopio electronico de transmisién que demostraron una

formacion cuasi esférica de nanoparticulas de cobre, con tamafios promedio de 15 nm lo cual se
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asocia al tiempo de reaccion utilizado, el cual permitié un mayor crecimiento de particulas en

solucién.

La concentracion de precursor metalico durante la sintesis de NPs afecta directamente en el tiempo
de reaccién y tamafio de las particulas, ya que a concentraciones altas de precursor metalico los
tiempos aumentan a 4 horas de reaccion promoviendo la generacion de nanoparticulas pequefias,

lo cual se comprobo durante los ensayos de sintesis de NPs.

El control de las temperaturas durante el proceso de dopado de hidroxiapatita es primordial para
obtener mejores resultados, en temperaturas inferiores a 40 grados no se logré un dopado del
material debido a que el cobre no logro sustituir en la red cristalina a los iones de calcio, mientras
que a temperaturas mayores a 40 grados se dio de forma correcta, esto se comprobd por los analisis

de XRD a las muestras obtenidas.

Las muestras de Hap:NPs CuO en concentraciones de 10 y 15 % presentaron una mayor actividad
bactericida lo cual se asocia a una mayor concentracion de particulas en comparacion con la

muestra de 5%, la cual presento actividad bactericida, sin embargo, menor a las anteriores.
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