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RESUMEN

La hidroxiapatita sintética, Cal0(PO4)6(0OH)2, es un biomaterial que se emplea para reconstruir
tejido 6seo danado o como recubrimiento de prétesis, ya que su composicidon quimica y su
estructura se asemejan a la fase mineral contenida en el esqueleto; esta similitud favorece la
formacién de enlaces con el hueso, siendo por consiguiente un material biocompatible. La
hidroxiapatita se puede obtener a partir de huesos, pero hoy en dia se sintetiza mediante
diferentes procedimientos quimicos, como las reacciones en estado sélido, el método sol-gel, la
reaccion por doble descomposicidn, la neutralizacién o el método hidrotérmico. El método
hidrotérmico es el mds empleado por su simplicidad, pero presenta ciertos inconvenientes
como altas temperaturas (600-1000 2C) y tiempos prolongados (2-14 dias.es por esto que surge
la necesidad de buscar nuevos métodos de sintesis de HA, uno de ellos es la sintesis de
hidroxiapatita por el método de precipitacion en medio humedo, apartir de oxido de calcio,
agua des ionizada, acido fosférico e hidréoxido de amonio a temperatura ambiente. En el
presente trabajo se utilizé dicho método a un pH superior a 9, para ese propdsito se utiliza el
hidroxido de amonio, la HA es un material de color blanco, poco soluble en diferentes
disolventes, pero muy soluble en acido clorhidrico, por su importancia que este material tiene
de ser biocompatible y ademds bioactivo como lo demuestra la literatura, es necesario realizar
una amplia investigacion tanto en sus propiedades fisicas y quimicas como en sus probables
aplicaciones tecnoldgicas, hoy nos planteamos caracterizar una vez mas la estructura molecular
de este material por diferentes técnicas espectroscépicas como difraccion de Rayos X,
Infrarrojo, Microscopia Electronica de Barrido y Energia Dispersiva, pero ademas estudiamos el
grado de solubilidad, sobre todo en aquellos disolventes que tienen un comportamiento
fisioldgico, con el propdsito de que tanto la caracterizacion, como el conocimiento pleno de su
solubilidad puedan ser la base para un futuro estudio farmacoldgico, donde la HA pudiera ser el
vehiculo que transporte la presencia de un fdrmaco, como un analgésico, antibiético,
anticancerigeno etc., ya sea en forma oral o directamente a alguna zona dafiada del organismo,
por ejemplo, directamente a una fractura ésea o al alivio de una osteoporosis, artritis o
cualquier otra enfermedad relacionada con el sistema 6seo.




INTRODUCCION

El huesoes un tejido firme, duro y resistente que forma parte del endoesqueleto de
los vertebrados. Esta compuesto por tejidos duros y blandos, cuyas funciones son mantener la
estructura en los vertebrados y proteger los dérganos internos, también posee una matriz
organica formada por colageno (50 - 95%) que le da fuerza al hueso, y depdsitos de sales de
calcio, que fortalecen dicha matriz. El liquido extracelular que rodea al hueso, es un medio
gelatinoso homogéneo que contiene proteoglicanos como el condroitin sulfato y el acido
hialurénicoque ayudan a la matriz a controlar los depdsitos de sales de calcio. Las sales de calcio
son cristalinas y se depositan en la matriz orgdnica del hueso y estan compuestas
principalmente de calcio y de fosfato.

Estructura de una HA Cal0-x (HPO4)x(PO4)6-x (OH)2-x . Departamento de Quimica, Universidad
del

Estado de Moscu @



https://es.wikipedia.org/wiki/Endoesqueleto
https://es.wikipedia.org/wiki/Vertebrata

Estructura de la HA, Ca10(PO4)s(OH)2

La Hidroxiapatita, Ca10(PO4)s(OH)>, es el principal componente inorganico en los vertebrados; se
encuentra en la dentina y en el esmalte dental. La hidroxiapatita normaliza, a través del calcio
sérico, el nivel de parahormona; provocando una reduccién de la resorcion désea y al mismo
tiempo provee al esqueleto de las sustancias minerales necesarias, especialmente calcio y
fosforo.La hidroxiapatita sintética (HA) es uno de los materiales mas atractivos para la
sustitucion de tejido éseo debido a la similitud en composicidn y estructura con el principal
mineral constituyente de dientes y huesos de animales vertebrados,lo cual la hace
biocompatible con los tejidos vivos.El estudio de la HA se ha realizado desde hace varias
décadas; Aardn y Posner (1958) propusieron su estructura cristalina a partir del analisis de un
mono cristal (3). El caracter iénico de la HA la hace una ceramica dura, refractaria, con punto de
fusion mayor que 1500 °C. La relacién ideal Ca/P es 10:6 (1.6667), su densidad calculada es de
3.219 g/cm?3y sus propiedades mecdnicas varian de acuerdo con el proceso de manufactura.

Los materiales en polvo de HA pueden obtenerse a partir de diversas fuentes de calcio y fésforo
empleando variados métodoscomo la espectrometria de absorcion atdmica (AAS),
espectrometria de absorcion molecular (UV-Vis), espectroscopia infrarroja con transformada de




Fourier (FTIR), difraccion de rayos X (XRD), microscopia electronica de barrido (SEM) vy
espectroscopia por dispersion de energia de rayos X (EDX).

El andlisis de incorporacién de fdrmacos en bioceramicas involucra varios factores; por ejemplo,
es necesario verificar que la adicion del farmaco, incorporado en la fase liquida o en la fase
solida de la biocerdmica, no interfiera en la reaccion de precipitacion, modificando sus
propiedades fisicoquimicas, tanto a nivel de fraguado y endurecimiento como en su
comportamiento reolégico.

La morfologia y el tamafio de particula de la HA que han sido identificadas por Microscopia
Electrénica de Barrido; y su composicion elemental se ha analizado por energia dispersiva de
rayos X. sin embargo, también es importante conocer su solubilidad para poder avanzar en el
analisis farmacoldgico y en su aplicacion tecnolégica

La mayoria de los estudios actuales estan orientados a investigar distintas vias de sintesis de la
HA con tamano de particula controlado con el fin de lograr una fase bioactiva que pueda ser
utilizada en combinacion con otros materiales que carezcan de esta propiedad. Los métodos
mdas comunes para producir HA nano cristalina sintética son: precipitacion, el quimico-humedo
en solucion acuosa, el sol-gel, el hidrotermal, la deposicidon térmica y el método de reaccién en
estado sdlido.

Las aplicaciones de la hidroxiapatita son numerosas, las mas comunes son la reparacién de
defectos dseos debido a que se puede usar como reemplazo de partes pequefias de hueso,
relleno de cavidades en odontologia, para la reconstruccidon del oido medio y reconstruccion
maxilofacial, recubrimiento de las superficies de metales para implantes,refuerzo en materiales
compuestos y como liberador de medicamentos.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la actualidad existen diversos problemas éseos tales como enfermedades de degeneracion o
fracturas en donde los fragmentos del hueso faltante son sustituidos con biomateriales
naturales que generan altos costos siendo poco accesibles a los pacientes. Por esto se busca un
biomaterial que sea sintetizado a bajos costos y que posteriormente pueda utilizarse como
vehiculo farmacolégico.




JUSTIFICACION

El hueso es un érgano que cumple varias funciones en el organismo, ademas de las actividades
mecanicas, es un depdsito importante de calcio, el cual es vital para la funcién muscular, la
contraccion cardiaca, la actividad neuronal, la hemostasia y para la mayoria de los procesos de
regulacion transmembrana, por lo que es importante mantener en buen estado dicho érgano,
sin embargo, existen algunos problemas de salud en donde es necesario el implante de hueso,
el cual resulta un poco costoso para los pacientes. Debido a esto, se han estudiado otras
alternativas para solucionar dichos problemas, una de estas es el uso de la hidroxiapatita.

HIPOTESIS

La hidroxiapatita es un material cristalino que se obtiene por un método quimico sencillo y
econdmico a una temperatura ambiente y que se puede demostrar experimentalmente por
diferentes técnicas espectroscopicas, es un material que puede tener aplicaciones tecnolégicas,
dependiendo de sus propiedades fisicas como por ejemplo la solubilidad.

OBJETIVO GENERAL

Sintetizar la HA por el método de precipitacidon a partir de oxido de calcio, acido fosférico e
hidroxido de amonio, con una agitacién de 1000 RPM a temperatura ambiente y a un pH > 9

OBJETIVOS PARTICULARES

e Sintetizar la HA manteniendo una relacién molar de calcio y fosforo de 1.667 a un pH
superiora9

e Estudiar la solubilidad de la HA en diferentes solventes fisiolégicos

e Caracterizar la HA por difraccion de Rayos X para determinar la cristalinidad

e Caracterizar la HA por espectroscopia de infrarrojo para determinar los grupos
funcionales presentes en el material

e Caracterizar la HA por microscopia electrénica de barrido para determinar la textura del
material

e Caracterizar la HA por energia dispersiva para determinar la relacién estequiometria del
material

10
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DESARROLLO EXPERIMENTAL

SINTESIS DE HIDROXIAPATITA

En una balanza analitica se pesé 13.955 g de éxido de calcio(CaO)y se afiadié 250 mL de agua
desionizada en un matraz de bola de 1 L, con agitacién de 1000 rpma temperatura ambiente
durante 24 horas, la reaccion es la siguiente: CaO +H,0—Ca(OH);

A las 24 se le aflade 10.186 ml de acido fosférico (HsPO4) con agitacién permanente a 1000 rpm
durante 24 horas, la reacciéon quimica ha sido reportada en la literatura, se puede ver su
ecuacion quimica: 10Ca(OH)2+ 6H3POs—> Ca1o(PO4)s(OH)2+ 18H,0 ),

10.186 ml. H3 PO4

11
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Dentro de las 24 horas y en agitacion a 1000 rpmse le agregall mL de hidréxido de amonio para
permitir que el pH esté por encima de 9, si su valor es inferior no se forma el compuesto
esperado.

ml

Terminada la sintesis se mide el pH, se filtra y se deja secarpor 24 horas a 752C, se valora la
cantidad obtenida y se determina su porcentaje de rendimientos.

Diagrama de flujo

En un matraz de bola agregar Poner en agitacion

13.955 y 250 mL de agua durante 24 horas a 1000
desionizada. rpm

Pesar 13.955
de CaO.

Filtrar el producto final y secar a
75 °C durante 24 horas.

Agregar 10.186 mL de NH,OH Agregar 10.186 mL de H;PO,

gota a gota y seguir con gota a gota y en agitacion
agitacion dentro de las 24 horas. durante 24 horas a 1000 RPM

Pesar el producto final y calcular % de rendimiento fue de 62.282
el rendimiento.
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SOLUBILIDAD

Agua a 25°C
0.01 0.099 oge
0.012 0.067 solubilidad
0.016 0.121 0.7
0.018 0.101 0.6 m
0.05 0.311 0.5 f
0.1 0.461 0.4
0.16 0.605 0.3 - ==@==50|ubilidad
0.2 0.6 0.2
0.24 0.561 0.1
0.3 0.543 0 - - - - -

0 0.2 0.4 0.6 0.8
0.38 0.539
0.48 0.542
0.6 0.55 La solubilidad estandar maxima alcanzada fue de 0.605
Aguaa37°C
Gramos solubilidad solubilidad
0.05 0.017 1
0.1403 0.222 0.8
0.1601 0.288 ' SN—,
0.1803 0.909 0.6
0.4802 0.7 0.4 == solubilidad
0.6002 0.659 0.2

0 = T T T 1

0 0.2 0.4 0.6 0.8

La solubilidad estandar maxima alcanzada fue de 0.909




Agua a42°C

Gramos solubilidad
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0.1804
0.2401
0.3862
0.4804
0.6003

0.112
0.126
0.189
0.332
0.275
0.264

etanol a 25°C

Gramos solubilidad

0.012
0.0503
0.0802
0.1002
0.18
0.2003
0.2412
0.301
0.3807
0.4801

0.063
0.076
0.129
0.136
0.248
0.21

0.175
0.158
0.147
0.14

0.4

solubilidad

0.3

0.2

0.1

/M
N—
=¢=>solubilidad

0.2 0.4 0.6 0.8

La solubilidad estandar maxima alcanzada fue de 0.332

0.3
0.25
0.2
0.15
0.1
0.05

solubilidad

/

7

A

0.2 0.4 0.6

=¢==solubilidad

La solubilidad estandar maxima alcanzada fue de 0.248




etanol a 37°C

Gramos solubilidad

0.0502
0.1001
0.18

0.2003
0.2403
0.3003
0.3807
0.4807
0.6006
0.74

0.033
0.079
0.415
0.434
0.689
0.583
0.549
0.521
0.522
0.504

Etanol a 42°C

Gramos solubilidad

0.1408
0.1604
0.2001
0.3006
0.3806
0.4807
0.6005
0.74

0.047
0.107
0.147
0.323
0.412
0.404
0.392
0.371

0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

solubilidad

=¢==solubilidad

0.4 0.6 0.8

La solubilidad estandar maxima alcanzada fue de 0.689

0.5

solubilidad

0.4

0.3

0.2

=¢=solubilidad

0.1

¢

0.2

0.4 0.6 0.8

La solubilidad estandar maxima alcanzada fue de 0.412




Solucion harmann

Gramos solubilidad

0.1205
0.1411
0.161
0.18
0.2001
0.3803
0.4816

0.111
0.225
0.358
0.472
0.506
0.352
0.32

Metanol a 25°C

Gramos solubilidad

0.0105
0.1206
0.141
0.1601
0.2002
0.2401
0.48
0.6
0.7401

0.059
0.117
0.607
0.751
1.08

0.942
0.882
0.814
0.805

0.6

solubilidad

0.5

0.4
0.3

4

\’

0.2

=¢==solubilidad

0.1

f

0.2

0.4 0.6

La solubilidad estandar maxima alcanzada fue de 0.506

1.2

solubilidad

A

0.8
0.6

l‘\’\ro—

0.4

f

==@==solubilidad

0.2

0 -

0.2

0.4 0.6 0.8

La solubilidad estandar maxima alcanzada fue de 1.08




Metanol a 37°C

Gramos solubilidad

0.0243 0.251
0.1001 0.267
0.16 0.349
0.2003 0.496
0.24 0.639
0.6004 0.417
0.741 0.351

0.7
0.6

0.5

0.4
0.3

0.2

0.1

solubilidad
79
<
/ 9= solubilidad
o~—v
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Metanol a 42°C

Gramos solubilidad

La solubilidad estandar maxima alcanzada fue de 0.639

0.0104 0.004
0.0122 0.002
0.0401 0.071
0.0503 0.041
0.0801 0.04
0.1806 0.679
0.2403 0.789
0.3807 3.079
0.4806 2.771
0.6007 2.206
0.74 2.0508

3.5
3
2.5
2
1.5
1
0.5

-0.5

solubilidad

/ —S—

/ o

(: 0.2 0.4 0.6 0.8

solubilidad

La solubilidad estandar maxima alcanzada fue de 0.3.079




SOLUBILIDAD DE REFERENCIA

a).- Se pesa 0.1 gramos de Hidroxiapatita y en un matraz Erlenmeyer de 50 mL se le agregan 10
gramos de solvente, se agita y se aumenta la temperatura hasta que la muestra se disuelva. Los
solventes fisiolégicos usados son : Agua destilada, Etanol, Buffer citratos, Buffer fosfatos,
también se probd con metanol y alcohol isopropilico.

b).- Se introduce el matraz Erlenmeyer a un Bafio Maria que contiene control de temperatura:
WatherBath CIVEQ HH-2 durante 20 dias, para asegurar la completa cristalizacion de la muestra
gue se encuentra en exceso.

c).- Valorar la solubilidad: Se pesa el papel filtro en Whatmanqualitative 3, se deja secar 24
horas y se vuelve a pesar. Previamente se mide el pH de cada solucién.

METODOLOGIA: En todos los casos se pesaron 5 muestras que fueron valoradas y el resultado
fue un promedio, se muestra el ejemplo de la solubilidad de referencia de HA en etanol:

Muestra | g de HA g de papel | Papel + Diferencia Solubilidad: g de soluto por cada oH
filtro HA 100 g de solvente

0.1009 | 0.4727 0.5647 0.0089 0.089 8.9

0.1014 | 0.4685 0.5609 0.0090 0.09 9.3

0.1014 | 0.4689 0.5621 0.0082 0.082 9.1
4 0.1009 | 0.4669 0.5450 0.00228 0.0228 9.11
5 0.09979 | 0.4789 0.5660 0.01269 0.1269 8.84
Promedio | 0.082 9.01

SOLUBILIDAD ESTANDAR

Se colocd 0.100 g de hidroxiapatita y se le adiciond 10 gramos del disolvente correspondiente:
agua destilada, solucién Harman, buffer de fosfatos, buffer de citratos, etanol, metanol
posteriormente se sometid a agitacion mecanica durante 1 horas y en bafio maria 24 horas a
distintas temperaturas: 25°C, 37°C y 42 °C. Después se dejo reposar durante 24 horas, luego se
decantd la solucién en un vaso de precipitado, se filtré la hidroxiapatita precipitada y se colocé
el papel filtro en la estufa a 50°C para secarla durante 2 horas. Las muestras secas se pesaron en
la balanza analitica y se realizaron célculos de la solubilidad mediante la cantidad de HA disuelta
por diferencia de peso.
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correspondiente a baflo maria 24 h

Filtrar HA Decantar la Dejar reposar cada
precipitada solucién solucion 24 h

Secar en estufa a Pesar HA Calcular solubilidad
50°C HAprecipitada precipitada

Adicionar 5mL del Someter a agitacion
Pesar 0.15 g de HA disolvente mecanica 2 horas y

SOLUBILIDAD EN ACIDO CLORHIDRICO

Se prepararon 10 disoluciones de acido clorhidrico con diferentes concentraciones (desde 1.0 M
hasta 0.00195 M) después se pesé en la balanza analitica 10 muestras de 300 mg de
hidroxiapatita, se disolvieron con su respectivo solvente, y se les midié el pH inicial, las
soluciones se agitaron durante 1 hora y se dejaron reposar durante 24 horas, se decantaron y
finalmente se filtré la HA precipitada. Por ultimo se determind la solubilidad de cada muestra.
Este procedimiento se llevé a cabo a: 259C, 372Cy a 42°C.

19
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Preparar 10
disoluciones de HCI ( Pesar 10 muestras Disolver HA en cada Medir pH inicial de
desde 1.0M hasta de 300g de HA . solucién problema : cada solucién
0.00195M)

Agitar
mecanicamente una
hora

Dejar reposar 24
horas

Filtrar HA precipitada Decantar la solucion

Secar en estufa a

50°C HAprecipitada Pesar HA precipitada Calcular solubilidad

| Molaridad & Solubilidad

30 4
25 4 /
0.00195 7.8
- 0.00391 43
% 207 0.00781 2.6
£ 0.01563 5.6
g 15 0.03125 8
8 0.0625 9.4
= 0.125 13.2
3 ol / 025 245
3 N 05 288
'/' 1 28.8
5 n L]
|
| ]
0 T T T T T T T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Concentracién Molar

Se midié la solubilidad de HA en &cido clorhidrico, es conocido a través de la literatura que la
hidroxiapatita es soluble en acido clorhidrico, sin embargo fue demostrado que su solubilidad cambia con
la concentracién, es decir que si la concentracion disminuye también disminuye su solubilidad, como se
puede apreciar en la grafica.




SOLUBILIDAD EN FUNCION DEL TIEMPO

solubilidad a 25°C (H20, Etanol, Metanol)

0.7
0.6 Q
0.5 — el e,
04 |

0.2

0.1 o
-

1 hora 2 horas 4 horas 8 horas

32 horas

-0.2

-0.3

------- O--- Solubilidad Agua -0~ metanol O~ etanol
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0.9
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0.4
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solubilidad a 37°C (H20, Etanol, Metanol)
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0.4
solubilidad a 25°C (H20, Etanol, Metanol)

0.35
0.3
0.25
Q
0.2 @}
Q o
0.15
0.1 o
0]
Q.
0.05 ol
f Q Q
0 8
1 hora 2 horas 4 horas 8 horas 16 horas 32 horas
O~ Solubilidad Agua O~ metanol etanol

CARACTERIZACION

DIFRACCION DE RAYOS X

Difraccién de rayos X: Es una técnica que sirve para determinar la estructura detallada de un
material, es decir, permite conocer la posicién que ocupan los dtomos, iones o moléculas que lo
forman. Debido a este ordenamiento podemos determinar propiedades tanto fisicas como
guimicas de los materiales.Los rayos-X son un tipo de radiacién electromagnética que tiene una
alta energia y longitudes de onda muy cortas, las longitudes de onda son del orden de espacios
atémicos de los sélidos. Cuando un haz de rayos-X incide sobre un material sélido, una porciéon
de este rayo se dispersara en todas las direcciones por los electrones asociados a cada 4tomo o
ion que esta dentro del camino del haz.
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Las muestras fueron analizadas en el laboratorio del “Centro
Universitario de Vinculacién y Transferencia de Tecnologia OCT-BUAP
".La difraccidn de Rayos X se utilizé con el propdsito de corroborar que
los productos de sintesis fueran los deseados, el difractograma
obtenido fue comparado con otros espectros de muestras de
hidroxiapatita y se encontré similitud con la ficha de datos 01-074-
0566 (A) — Hydroxylapatite. Para hacer la difraccion de rayos X de las
muestras se utilizd el equipo marca BRUKER, modelo 78 Discovered.
Las mediciones se realizaron en un intervalo desde de 20 a 80° (26), en
u intervalo angular 0.040° y con un tiempo de conteo de 6 s, con
radiacion Cu Ka (1.5406 A). Resultados de difraccion de rayos X. Se
presenta el dlfractograma de la muestra de hidroxiapatita obtenida a 20°C, en donde al ser
comparadas las reflexiones de nuestra muestra, con las de una ficha de hidroxiapatita
reportada, se puede decir que hay similitud entre ambas y por tanto hacer mencién de que esta
presente el compuesto buscado, sin embargo gracias a estas comparacion entre difractogramas
se muestra que estdn presentes fosfatos de calcio libres. El pardmetro importante es la Ley de
Bragg, nA=2dsenB, establecida en 1913 por los fisicos britanicos William Henry Bragg y William
Lawrence Bragg, permite estudiar las direcciones en las que la difraccién de rayos X sobre la
superficie de un cristal produce interferencias constructivas, permite predecir los dngulos en los
gue los rayos X son difractados por un material con estructura atémica periédica es decir
materiales cristalinos, confirma la existencia de particulas reales en la escala atdmica,
proporcionando una técnica muy poderosa de exploracion de la materia, es posible obtener
experimentalmente informacidn sobre: La fase cristalina, tamafio de grano, parametro de red y
distancia interplanar{®®, de aquellos cristales de materiales a investigar, como resultado de la
informacién que nos proporciona un difractdmetro, analizamos el difractograma donde se
grafica el angulo (26) de incidencia del haz contra la intensidad expresada en unidades
arbitrarias, al investigar un material como en este caso a la hidroxiapatita y su difractograma, se
interpreta el espectro de acuerdo a la posicién de los picos localizados en las correspondientes
posiciones angulares, estos son comparados con la base de datos de los estandares
internacionales, esto es muy importante porque permite identificar el material investigado, su
fase cristalina y los pardmetros asociados con el cristal, el difractograma de nuestro material es
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el siguiente.
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Espectrometria Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR):

La espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR) es aplicada a materiales
biolégicos donde la absorcion de éstos materiales biolégicos complejos estan representados por
bandas constituidas por una superposicion de picos originados por la absorcién de sus
constituyentes. Mediante el IR seran observados los grupos funcionales de la HA.

Los espectros FT-IR nos permitiran analizar, a través de picos caracteristicos en la muestra de
hidroxiapatita la presencia de otra fase de algun fosfato de calcio amorfo.

Los instrumentos IR de transformada de Fourier no contienen elementos de dispersién vy
permiten detectar y medir todas las longitudes de onda simultdneamente. En lugar de
monocromador, se utiliza un interferdmetro para producir patrones de interferencia que
contienen la informacion espectral infrarroja. Los mimos tipos de fuentes se utilizan en los
instrumentos dispersivos se pueden utilizar en los espectrometros FTIR. Para calcular la energia
radiante en funcién de la longitud de onda, el interferémetro modula la sefial de la fuente de
manera que se pueda descifrar por la técnica matematica de transformadas de Fourier.

Para obtener el espectro de una muestra, primero se obtiene el espectro del fondo mediante la
transformada de Fourier del interferograma que proviene de dicho fondo (disolvente, agua del
ambiente y diéxido de carbono). A continuacion se obtiene el espectrometro de la muestra.
Finalmente se calcula la relacidn entre el espectro de la muestra con haz sencillo, y el espectro
del fondo y se traza la grafica de la Absorbancia o de la transmitancia frente a la longitud de
onda o el nimero de onda.

El estudio de las muestras por Infrarrojos es un
complemento al estudio de difraccién de rayos X.

La maquina utilizada es un espectrofotémetro de
Transformacion de Fourier marca BRUKER, modelo Vertex
70, nimero de serie 1 002 9244. Las medidas se tomaron
en un rango espectral desde 4000 a 500 cm™

Se coloca la muestra en el equipo y se lanza el andlisis y el
resultado se muestra en 30 segundos. La curva que arroja
el equipo representa la absorbancia de la energia segun la longitud de onda. Y ésta se puede
transformar en transmitancia en el mismo equipo.

Espectroscopia de infrarrojo

La espectrometria de infrarrojo es un tipo de espectrometria de absorcién que utiliza la regién
infrarroja del espectro electromagnético. Como las demas técnicas espectroscépicas, puede ser
utilizada para identificar un compuesto o investigar la composicién de una muestra.
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La espectrometria infrarroja se basa en el hecho de que los enlaces quimicos de las sustancias
tienen frecuencias de vibracién especificas, que corresponden a los niveles de energia de la
molécula. Estas frecuencias dependen de la forma de la superficie de energia potencial de la
molécula, la geometria molecular, las masas atémicas y, posiblemente, el acoplamiento
vibraciénal.

Si la molécula recibe luz con la misma energia de esa vibracion, entonces la luz sera absorbida si
se dan ciertas condiciones.

Microscopia Electrénica de Barrido

Scanning Electron Microscope, SEM: El microscopio electrénico de barrido es un instrumento
que permite la observacién y caracterizacion superficial de materiales inorganicos y orgdnicos,
entregando informacidn morfoldgica del material analizado (ldmina 2A). A partir de él se
producen distintos tipos de sefal que se generan desde la muestra y se utilizan para examinar
muchas de sus caracteristicas. Con él se pueden realizar estudios de los aspectos morfolégicos
de zonas microscdpicas de los distintos materiales con los que trabajan los investigadores de la
comunidad cientifica y las empresas privadas, ademas del procesamiento y analisis de las
imagenes obtenidas. Las principales utilidades del SEM son la alta resolucién (~100A), la gran
profundidad de campo que resuelve una imagen tridimensional de la muestra y la relativa
sencillez de preparacidn de las muestras.

Para realizar la microscopia electrénica de Barrido (MEB) se utilizé
el equipo marca Jeol modelo JSM-6610LV, operado en el modo de
alto de vacio, equipado con detectores que permiten la obtencién
de imagenes de electrones retrodispersados. Se realizd un
microanalisis cualitativo para observar la morfologia de los
cristales obtenidos, las muestras fueron previamente fijadas con
cinta de grafito y metalizadas con Au a fin de garantizar su
conductividad.

Este instrumento permite la observacion y caracterizacién
superficial de materiales inorganicos y organicos, entregando informacién morfoldgica del
material analizado. A partir de él se producen distintos tipos de sefial que se generan desde la
muestra y se utilizan para examinar muchas de sus caracteristicas. Con él se pueden observar
los aspectos morfolégicos de zonas microscopicas de diversos materiales, ademas del
procesamiento y analisis de las imagenes obtenidas.
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Se muestran las micrografias de los cristales de hidroxiapatita que ha sido obtenida a
aproximadamente a 202C. Comparando las micrografias obtenidas se puede observar que los
cristales de la HA sola estdn aglomerados y presentan un tamano de nm aproximadamente. El
microscopio electrénico de barrido estd equipado con diversos detectores, entre los que se
pueden mencionar: el detector de electrones secundarios para obtener imagenes de alta
resolucién SEI (Secundary Electron Image), un detector de electrones retrodispersados que
permite la obtencién de imagenes de composicién y topografia de la superficie BEI
(Backscattered Electron Image), y un detector de energia dispersiva EDS ( Energy Dispersive
Spectrometer) permite colectar los Rayos X generados por la muestra y realizar diversos analisis
semicuantitativo y de distribucidn de elementos en superficies ©.

Espectrometro de Energia Dispersiva(Energy Dispersive Spectrometer, EDS).

La espectroscopia de Energia Dispersiva de rayos X (EDS), es una técnica no destructiva que
permite el estudio de superficie de alta resolucién, consiguiendo una imagen al detalle de la
capa y el microanalisis de rayos X, para determinar los elementos quimicos constituyentes de la
muestra y cuantificarlos. Se bombardea un haz de electrones que impactan en la superficie de la
muestra distribuyéndose de manera elastica o inelastica. Aquellos que se distribuyen de manera
eldstica, manteniendo su energia cinética, sonlos llamados electrones retrodispersados, son
aquellos que proporcionan la imagen cualitativa de zonas con diferente nimero atémico, son
mas energéticos que los electrones secundarios y emergen de zonas mads profundas. En el
impacto algunos electrones primarios transfieren una parte de su energia cinética a los atomos,
provocando la ionizacién del atomo por expulsidn de un electrdn, llamado electrén secundario.
La energia de los electrones secundarios es muy débil, por tanto Unicamente los electrones
liberados de las capas superficiales surgen del material © ).E| detector de energia dispersiva,
EDS, permite recolectar los Rayos X generados por la muestra y realizar diversos andlisis
semicuantitativos y de distribucién de elementos quimicos presentes en superficies, como la
energia de cada rayo X es caracteristica de cada elemento, podemos obtener informacién
analitica cualitativa y cuantitativa de areas del tamafio que deseemos de la superficie. Por ello
se conoce esta técnica como Microandlisis ®).Cuando los electrones primarios golpean la

. ° . )

Secondary Species ") 'y muestra, son emitidos electrones secundarios
Neutrals @ N ' por el propio espécimen. Estos electrones
Tons (+/-) ° secundarios son atraidos por un colector donde

IncidentS€ aceleran y se dirigen al escintilador, donde la
Particle energia cinéticaes convertida en puntos de
mayor o de menor luminosidad, es decir, en luz
visible. Esta luz es dirigida a un amplificador
donde se convierte en senaleléctrica, la cual
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pasa a una pantalla de observacidon donde la imagen es formada linea por linea y punto por
punto. Los circuitos que dirigen las bobinas de barrido (que obligan al haz a barrer la muestra),
son las mismas que dirigen la parte de coleccidn de electrones y que produciran la imagen ).La
microscopia electrénica de barrido es una técnica que sirve para analizar la morfologia de
materiales solidos de todo tipo (metales, ceramicos, polimeros, biolédgicos, etc.), con excepcién
de muestras liquidas. La resoluciéon permite estudiar caracteristicas de los materiales a una
escala muy pequefia y sirve para hacer anadlisis elemental. Con esta técnica se pueden detectar
todos los elementos quimicos con numero atémico mayor a 4 de manera cualitativa y
semicuantitativa. Una de las grandes ventajas respecto a otro tipo de microscopia es la facilidad
de preparaciéon de muestras ya que sélo en casos especiales se puede tornar laboriosa‘®, se
producen cuando un electrén del haz pasa muy cerca del nicleo de un dtomo de la muestra,
proporcionando la suficiente energia a uno o varios de los electrones interiores para saltar fuera
de la muestra. Estos electrones son de muy baja energia (por debajo de 5 keV), por lo que
deben encontrarse muy cerca de la superficie para poder escapar. Precisamente por eso
proporcionan una valiosa informacién topografica de la muestra, y son los utilizados
principalmente en microscopia de barrido®.

Rayos-X

Microanalisis y

aiIstibucion
de elementos

Haz de electrones

E lectrones retrodispersados E

Numero atomico (SEM)

& Informac ion cristalografica %
7

Carodoluminiscencia
Distnbucion de niveles
de energa

Electrones secundarios
Topografia de 1a superficie
de la muestra (SEM)

Ejectrones Auger
Informacion quimica de
capas superficiales

Energia absorbida
Estuctura interna de
semiconductores

Efectrones ransmitidos

Estructura intema, onentacion = identificacion
de cristales y analisis elemental (TEM_ STEM)

Figura 2. Esquema general del efecto del haz de electrones sobre una muestra que dan lugar a los tipos de
microscopia electronica mas importantes, asi como las posibilidades técnicas de cada una

El resultado de las energias dispersivas se puede ver y analizar en los espectros y en las graficas,
asi como en las micrografias y las tablas que nos muestran el microanalisis elemental de la
muestra de hidroxiapatita, HA, se trata de electrones secundarios que emergen de la superficie
del polvo de HA con una energia inferior a 50 keV, solo los elementos que estan mas préximos a
la superficie tienen alguna probabilidad de escapar y proporcionan una imagen tridimensional,
si el electron se desprende de capas internas el atomo regresa a su estado basal liberando
energia mediante un fotén con frecuencia que corresponde a los rayos X que son caracteristicos
de cada elemento quimico, en el espectro se puede observar que los rayos X
caracteristicostienen una cierta intensidad para una determinada longitud de onda y es
proporcional a la concentracion relativa del elemento quimico a esa longitud de onda.
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RESULTADOS

Difraccién de Rayos X
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3.43995 25.880 0 |0 | 2| Hexagonal |614
3.08373 28.931 11210 164
2.81399 31.774 1121 1000
2.77806 32.196 1|1 2| hexagonal |549
2.71964 32.907 0|3]|0 614
2.62979 34.065 012 |2 238
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1.94337 46.703 2 |2 |2 | Cubico 286
1.94337 46.703 1123 307
1.72000 53.211 0 |0 | 4| Hexagonal | 154
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Absorhancia (u. a.)

El Difractograma de Hidroxiapatita muestra que se trata de un material cristalino cuya
estructura es hexagonal mezclada con la estructura romboédrica de la calcita, lo cual se
comprueba mas adelante con otros resultados, las senales mas importantes las encontramos en
los siguientes datos del dangulo 20: 25.880, 28.931, 31.774, 32.196, 32.907, 34.065, 39.804,
46.703, 49.491 y 53.211, que corresponden a los picos de los planos de reflexion (002), (120),
(121), (112), (030), (022), (130), (222), (123) y (004), respectivamente estos datos coinciden con
la informacién que ha sido publicada en la literatura, la mayoria corresponde a la estructura
cristalina hexagonal, con excepcién de la reflexion (222) que corresponde a cubica, las
longitudes son las siguientes: a = b = 9.42100; ¢ = 6.8800, los angulos son respectivamente: a, 3
son angulos de 902 y y = 1209. Lo anterior se encuentra resumido en la siguiente tabla.

Espectrometria Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR)

Grupo cm?
Ca-0 554.7 8702
] Ca-0 514.3
POs* 1024.1
DE _| PO43> 8702
COs* 1437.2
H20 1647.6
7 OH™ 3201.6
OH" HA 3564
04 554.7
Hidroxiapatita 20°C iy
1 HAP-20
0.2 ! I ! I ! I ' I ' I ' 102‘:.1 ' |
4000 3400 3000 2600 2000 1500 1000 a00

Mamero de Onda (cm'1)
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Mumerode onda

Se presenta el espectro de infrarrojo de la muestra de hidroxiapatita tratada a 20 °C las bandas
observadas a 554.7 cm™y 514.3 cm ! caracteristicas de vibraciones del enlace metal oxigeno, lo
cual nos muestra la presencia de las interacciones entre el calcio y el oxigeno, la banda aguda
que aparece a 1024.1 cm "1y 870.2 cm corresponden al grupo funcional fosfato, PO4>™ tanto
el estiramiento como el doblado de los enlaces quimicos. A 1437.2 cm™ se observa una banda
débil que corresponde a las vibraciones carbono oxigeno caracteristico del grupo funcional de
los iones carbonato, CO3%, no muestra la presencia del diéxido de carbono durante la reaccidn
quimica. La banda alrededor de los 1647.6 cm™ puede ser atribuida a los cambios en el dngulo
de enlace del hidrégeno en aguas cristalizadas, a 3201.6 cm™ aparece una banda ancha muy
caracteristico de absorcidn de los grupos funcionales oxidrilos, OH™! finalmente encontramos la
banda de absorcién mas importante que ha sido reportado en diferentes publicaciones ),
caracteristica de la Hidroxiapatita a una longitud de onda de 3564 cm™.
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Microscopia Electrénica de Barrido

874 nm
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SEI 1000X 874
SEI 3000X 833
SEI 3000X 666
SEI 5000X 718
Promedio ennm | 773
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La textura se muestra en las micrografias que permiten la comparacidon del tamano de las
particulas de HA obtenida a 20°C, el polvo blanco observado a simple vista parece tener una
textura amorfa y aln a los acercamientos de 1000X, 3000X y 5000X no se puede determinar si
tiene una estructura cristalina, sin embargo es posible determinar el tamafio promedio de estos
aglomerados: Si la ampliacidn es 1000X el tamafio promedio de las particulas es de 874 nm; si la
ampliacién es de 3000X el tamafio oscila entre 833 y 666 nm y si la ampliacion es de 5000X el
tamafio promedio es de 718 nm, lo cual nos permite suponer que el tamafio de las particulas
tiene un promedio de 773 nm.

Espectrometro de Energia Dispersiva

Quantitative results

60 1

Weight%

5 5 2 5 5 H 55 s 5|
[Full Scale 7852 cts Cursor: 0.000 ke

Espectro 1 Gréfico 1

Element | Weight% Atomic%

CK 9.09 14.86
oK 51.80 63.60
Mg K 0.73 0.59
P K 14.85 9.42
Cak 23.54 11.53

Totals 100.00

Micrografia 1 Tabla 1
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Quantitative results

Weight%

5 15
[Full Scale 7862 cts Cursor: 0.000

Espectro 2 Gréfico 2

Element | Weight% Atomic%

CK 6.84 11.89
O K 46.96 61.32
PK 17.66 11.91
CaK 28.54 14.88

Totals 100.00

—

80um Electron Image 1

Micrografia 2 Tabla 2

La informacidn que presentamos en los espectros, graficas, micrografias y tablas corresponden
a la energia dispersiva de la misma muestra, nos proporciona la informaciéon de esa pequeiia
muestra analizada, dos muestras que proporcionan que el material en su superficie esta
constituida por Calcio, Fésforo, Oxigeno como es de esperarse, hay una composicion porcentual
muy importante de carbono que se justifica por la influencia que tiene el diéxido de carbono,
CO,, de la atmodsfera en el momento de la sintesis y seguramente influye en la relacion
estequiométrica. Los resultados nos muestran la transicién electrénica desde la capa K de cada
uno de los atomos y que corresponde a la frecuencia de los rayos X.
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La composicion quimica de las dos muestras examinada por este microanalisis corresponde que
en la linea espectral K a 0.3 keV corresponde al &tomo de oxigeno y al &tomo de calcio; 0.5 keV
corresponde al atomo de oxigeno; 1.2 keV corresponde a la concentracidon de magnesio; a 1.5
keV hay un espectro muy pronunciado en una muestra mucho mas que en la otra; entre 2y 2.1
keV la frecuencia corresponde al atomo de fdésforo; entre 3.5 y 3.8 keV hay una seiial
pronunciada que corresponde al 4&tomo de calcio, a 4 keV nuevamente aparece una seial que
corresponde al dtomo de calcio. En resumen se puede hacer una comparacién entre los
resultados obtenidos y la composicién porcentual en peso de la hidroxiapatita.

Elemento Muestra 1 (%) Muestra 2 (%) Hidroxiapatita (%)
Carbono 9.09 6.84 0

Oxigeno 51.80 46.96 46.61

Fosforo 14.85 17.66 18.52

Calcio 23.54 28.54 39.84

Magnesio 0.73 0 0

La HA cuya férmula se conoce bien, Caio (Pos)s (OH), es un fosfato de calcio con una
composicion muy similar a la del hueso humano; en general a la de todo vertebrado. Es un
compuesto biocompatible incluso bioactivo con los tejidos vivos, sus elementos constituyentes
son: calcio y fosforo. Con una razén estequiométrica cercana a 1.667 (1% 12, Por tal razén es muy
importante revisar en los resultados la referencia de la estequiometria, como podemos ver en la
comparacion siguiente:

Elemento Muestra 1. Moles | Muestra 2. Moles | HA. Moles
Calcio 0.5885 0.7135 0.996
Fosforo 0.4790 0.5697 0.5974
Relacion estequiométrica: Ca/P | 1.2286 1.2524 1.6672
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CONCLUSIONES

1.- La hidroxiapatita es un material blanco cristalino que se obtuvo por el método de
precipitacion a temperatura ambiente, 1000 rpm y pH igual a 10.

2.- La solubilidad de la HA en solventes fisioldgicos y no fisioldgicos es muy baja, sin embargo en
acido clorhidrico es muy soluble.

3.- Los resultados arrojados por la difraccién de Rayos X muestran que los cristales de HA tienen
una estructura hexagonal.

4.- El espectro de IR nos muestra con claridad la presencia de las interacciones calcio-oxigeno,
fosforo-oxigeno de los aniones fosfato y la presencia de los iones oxidrilo.

5.- La textura de la HA mostrada por los datos de SEM nos muestran un material aparentemente
amorfo, pero corresponde a particulas esféricas de un tamafio promedio de 773 nm.

6.- La Espectroscopia de Energia Dispersiva nos muestra el microandlisis de la HA, el porcentaje
en peso de Oxigeno y de Fésforo es muy cercano a la HA pura, en cambio el porcentaje de calcio
disminuye considerablemente, probablemente por la formacién de carbonato de calcio.
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