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RESUMEN

El quitosano (CS) es un material prometedor para la regeneraciéon de tejidos. Los
biomateriales a base de hidroxiapatita (HAp) son estudiados frecuentemente debido
a la respuesta favorable que presentan al ser utilizados para la sustitucion de tejido
0seo. Para que la HAp pueda ser utilizada como reemplazo de tejido 6seo humano
es importante que tenga una morfologia, tamafio y composicién quimica similar a la
que muestra estando presente en dicho tejido, obteniendo asi una mayor
probabilidad de aceptacion por parte del organismo receptor. Ademas, el material
de reemplazo 6seo debe poseer propiedades mecanicas similares al tejido duro,
como elasticidad, resistencia a la compresion y flexibilidad; de esta forma el
individuo que ha recibido un implante de este tipo, podra llevar a cabo actividades
cotidianas comunes. El objetivo principal de este trabajo es sintetizar y caracterizar
nanocompuestos CS-HAp, con diferentes relaciones de porcentaje en peso (wt. %)
para obtener un nanocompuesto con las mejores propiedades mecanicas. Los
nanocompuestos se sintetizaron por el método de evaporacion de solventes.
También el presente trabajo describe la obtencion de nanoestructuras de HAp con
morfologia controlada a través de la sintesis hidrotermal asistida por microondas,
las muestras se analizaron por medio de difracciéon de rayos X de polvos (XRD),
fluorescencia de rayos X, microscopia electronica de barrido de (SEM),
espectroscopia FTIR. Asi mismo a las muestras de material compuesto se les
efectuo un estudio de su resistencia a la compresion por medio de una maquina
universal de pruebas mecanicas.

(Palabras clave: Biomaterial, hidroxiapatita, quitosano, nanotecnologia)



SUMMARY

Chitosan (CS) is a promising material for tissue regeneration. Hydroxyapatite-based
biomaterials (HAp) are frequently studied due to the favorable response they present
when used for the replacement of bone tissue. In order for the HAp to be used as a
replacement for human bone tissue, it is important that it has a morphology, size and
chemical composition similar to that shown by being present in said tissue, thus
obtaining a greater probability of acceptance by the recipient organism. In-addition,
the bone replacement material must possess mechanical properties similar to hard
tissue, such as elasticity, resistance to compression and flexibility; in this way the
individual who has received an implant of this type, will be able to carry out common
daily activities. The main objective of this work is to synthesize and characterize CS-
HAp nanocomposites, with different ratios of weight percentage (wt.%) To obtain a
nanocomposite with the best mechanical properties. The nanocomposites were
synthesized by the solvent evaporation method. The present work also describes
the obtaining of nanostructures of HAp with controlled morphology through the
hydrothermal synthesis assisted by microwaves, the samples were analyzed by
means of powder X-ray diffraction (XRD), X-ray fluorescence, scanning electron
microscopy of (SEM), FTIR spectroscopy. Likewise, the samples of composite
material were made a study of their resistance to compression by means of a

universal mechanical testing machine.

(Keywords: Biomaterial, hydroxyapatite, chitosan, nanotechnology)
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Capitulo 1. INTRODUCCION

El hueso natural consiste en aproximadamente 60% en peso de fase mineral, 30%
en peso de fibra organica y 10% en peso de agua [1]. La fase mineral principal del
hueso natural son los cristales de hidroxiapatita (HAp) con dimensioén de 30-200 nm
[2]. Un material 6seo artificial ideal debe tener excelente biocompatibilidad,
biodegradabilidad controlable, microestructura adecuada, buenas propiedades
mecanicas y eléctricas. Para el caso de las nanoestructuras de hidroxiapatita (HAp)
que es parte de la propuesta a sintetizar, son de gran relevancia, las propiedades
mecanicas, tanto las propiedades de resistencia a la compresion, tension y flexion

como la dureza.

Desde hace muchos afios, la obtencion de HAp sintética ha sido objeto de estudio
de varios investigadores; La razon principal es que la HAp es un material bioactivo
y tiene una composicién quimica similar-a la del componente inorganico de los

tejidos 6seos naturales [3].

La HAp puede ser sintetizada, por medio de diferentes rutas quimicas utilizando
soluciones precursoras sometidas a altas condiciones de presion y temperatura,
obteniendo materiales con propiedades fisicas y quimicas diversas, vy
caracteristicas morfolégicas controladas, ademas de alta pureza, composicion

homogénea y tamafios de particula nanométricos [4].

Para esta tesis se usé el método hidrotermal asistido por microondas por ser un
método rapido, simple y eficaz para preparar materiales inorganicos de tamafio
nanometrico y en comparacion con los métodos convencionales, la sintesis de HAp
por microondas tiene las ventajas de un rapido crecimiento, tamafo de particula
pequefio y la distribucién estrecha de tamaro de particula debido a la nucleaciéon

rapida [5].

Como material organico con frecuencia se usan polisacaridos naturales como el
quitosano (CS) debido a su biocompatibilidad y propiedades antimicrobianas. El

quitosano, como polielectrolito, es capaz de formar complejos en condiciones
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acidas: los grupos reactivos -NH2 y OH estan implicados en interacciones
especificas y forman una cadena quimica que se une con otros materiales como
nanoparticulas, nanotubos, proteinas, ADN, algunos polimeros, etc. [6]. Tal
estructura con las valiosas propiedades fisicoquimicas del quitosano y sus
nanocompuestos, su interaccion no téxica con proteinas, células y organismos
vivos, hacen que este biomaterial sea muy atractivo para usos biomédicos,

especialmente en la ingenieria de tejidos.

La descripcion detallada de este trabajo se encuentra dividida por capitulos en
donde inicia el Capitulo 2, donde se presentan algunos antecedentes y fundamentos
necesarios para el entendimiento de los procesos y caracterizaciones que se
llevaron a cabo. En el Capitulo 3 se aborda la justificaciébn e hipotesis de este
trabajo, asi como los objetivos, general y especificos. La metodologia y materiales
utilizados para la sintesis de los nanocompuestos se detallan en el Capitulo 4. Los
resultados de la investigacion se presentan en el Capitulo 5, junto con las

conclusiones en el capitulo 6.

Esta investigacion consiste en la sintesis de un material compuesto a base de Hap-
CS con diferentes relaciones de porcentaje en peso (wt. %), la Hap-CS que se utilizé
para la sintesis fue analizada por Rayos X, Microscopia Electronica de Barrido
(SEM), Espectroscopia FTIR, tanto como resistencia a la compresion por medio de

una maquina universal de pruebas mecanicas.
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Capitulo 2. MARCO TEORICO

Para una mejor comprension de la presente investigacion es preciso definir lo que
es un biomaterial, un material compuesto y los componentes y las funciones del

tejido 6seo.
2.1 Biomaterial

Existen muchas formas para definir un biomaterial; una de ellas fue propuesta
durante el “6th Anual International Biomaterials Sympusium” en 1974 (Park, J.B.):
Un biomaterial puede ser definido como cualquier material usado para fabricar
dispositivos para reemplazar una parte o una funcién del cuerpo de una manera
segura, fiable, econémica y fisiologicamente aceptable la cual es "una sustancia
sistémica y farmacolégicamente inerte disefiada para implantacién dentro o

incorporacion con sistemas vivos"[6].

La primera parte de esta definicién esta relacionada con la biocompatibilidad o
actividad de los materiales en el ser vivo, y la segunda con las funciones particulares
que dicho material desempefara. La palabra biomaterial se refiere, pues, a

implantes que reemplazan o restablecen tejidos vivos y sus funciones.

La distincion que se hace de un biomaterial con respecto a cualquier otro material
se refiere principalmente a la capacidad de permanecer y funcionar en un ambiente
bioldgico sin causar ningun dafo a su alrededor y sin que este se dafie en el
proceso. Esta distincion se describe generalmente bajo el concepto de
biocompatibilidad, en el cual hay que resaltar tres atributos importantes, que son:
compatibilidad bioquimica (ausencia de toxicidad, inflamacién excesiva o
carcinogénica), compatibilidad biomecanica (rigidez adecuada) con el tejido

circundante, y adhesion biolégica en la interfase de contacto material-tejido [6], [7].

13



2.2 Material Compuesto

Reciben el nombre de materiales compuestos aquellos materiales que se forman
por la unién de dos materiales para conseguir la combinacién de propiedades que
no es posible obtener en los materiales originales. Estos compuestos pueden
seleccionarse para lograr combinaciones poco usuales de rigidez, resistencia, peso,

rendimiento a alta temperatura, resistencia a la corrosiéon, dureza o conductividad

[8].
Los materiales son compuestos cuando cumplen las siguientes caracteristicas:

a) Estan formados de 2 o mas componentes distinguibles fisicamente y
separables mecanicamente.

b) Presentan varias fases quimicamente distintas, completamente insolubles
entre si y separadas por una interfase.

c) Sus propiedades son superiores a la simple suma de las propiedades de sus
componentes (sinergia).

d) No pertenecen a los materiales compuestos, aquellos materiales polifasicos;
como las aleaciones metalicas, en las que mediante un tratamiento térmico

se cambian la composicidén de las fases presentes.

Un material compuesto se convierte en un nanocompuesto cuando al menos uno
de sus componentes se encuentra del tamafo de nano escala, donde la dimension
de una unidad basica es menor igual a 100nm en al menos una direccién. Reducir
el tamafio de uno de los componentes incrementa el area superficial y mejora la
cohesion entre los componentes [9]. Actualmente los nanocompuestos de
biopolimeros y materiales ceramicos bioactivos se han usado extensivamente en la
ingenieria de tejidos y son uno de los mejores enfoques para preparar hueso
artificial. Debido a sus propiedades el biopolimero natural quitosano es un excelente
candidato para la regeneracion de tejido 6seo puesto que mejora su formacion tanto
in vitro como in vivo [10]. Este biopolimero se describe detalladamente mas

adelante.
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2.3 Tejido Oseo

El tejido 6seo representa la parte principal del esqueleto, es un material
relativamente liviano, de gran dureza y resistencia, pero también con cierta
elasticidad. Estas propiedades le confieren especial aptitud como material
esquelético. El tejido 6seo es una forma especializada del tejido conectivo denso
que se compone de células y una matriz extracelular. La dureza surge de la

calcificacion de la matriz extracelular [11].

Al examinar la superficie de corte de un hueso se pueden identificar dos
organizaciones estructurales distintas del tejido 6seo. Una capa densa y compacta
forma la superficie 6sea externa (tejido 6seo compacto) mientras que una malla de
aspecto esponjoso compuesta por trabéculas (delgadas espiculas de tejido 6seo
anastomosadas (Interconectadas o unidas de forma repetitiva a modo de red))
forma parte del interior del hueso (tejido 6seo esponjoso). Los espacios que hay en
la malla estan comunicados, y contienen la medula y los vasos sanguineos (Figura
1.1) (Ross y Pawlina, 2013).

Epfﬁsif___,—*"ﬂ
Linea cpiﬁsiaria"f:;'f. At

2l Cartilago
- |en superficic

articular

Merifisis '-\'_:.._: b > s

csponjoso
| Cavidad

| 7 ——+———medular
| ¥ (médula)

| B4 | Médula

| | amarilla

I- | Cafia

' +— (hueso
Didfisis ' | COMpacto)

Periostio

Figura 2.1 Estructura de un hueso largo tipico.
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El hueso tiene una notable combinacién de propiedades fisicas: alta resistencia a la
traccion y a la compresidon, mientras que al mismo tiempo tiene cierta elasticidad y
la ventaja de ser un material relativamente ligero. A todos los niveles de
organizacion de los huesos, desde su forma macroscopica hasta su estructura
submicroscopica, el modo de estar constituidos les asegura la maxima resistencia

con la mayor economia del material y el peso minimo [12].

La matriz 6sea es metabdlicamente activa y se conforma en alrededor de 65% de
fase mineral y un 35% de fase organica. La fase inorganica se compone en su
mayoria por cristales de HAp y carbonato de calcio, mientras que la fase organica
es principalmente colageno. Las fibras de colageno se ubican entre estos cristales
lo que conforma un nanocompuesto hibrido, cuya estructura otorga el balance de

rigidez flexibilidad y resistencia [13], [14].

En la matriz 6sea hay espacios llamados osteoplastos, en los cuales interactuan la
célula osteoprogenitora que es una célula en reposo que puede transformarse en
un osteoblasto y secretar matriz ésea, el osteoblasto es la célula osteoformadora
diferenciada que secreta matriz 6sea, el osteocito que es la célula madura y esta
encerrado en la matriz 6sea que secreto antes como osteoblasto y los osteoclastos
que son células de resorcion ésea presentes en superficies 6seas en las que el
hueso se esta eliminando 0 remodelando (reorganizando) o donde el hueso ha sido

lesionado (Figura 1.2) (Ross y Pawlina, 2013).

Célulat de revoctimiordo Celuas
Cantiago Gooo (c6lulas peridsicas) (Cetaohiastos  ostacprogenioras Céia readre
—— -
3 &~ mesenquimatica

Sy 1 X
Osteoclastos  Osteoclasio GFU-GM
actvos nactivn

Céiulas enddsicas

Figura 2.2 Representacion esquematica de las células asociadas con el hueso (Ross y
Pawlina 2013).
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Desde el punto de vista de la Ciencia e ingenieria de Materiales, el tejido 6seo es
considerado un biomaterial compuesto organico-inorganico. La estructura del tejido
0seo varia dependiendo de su localizacién en el cuerpo. La seleccion del biomaterial

apropiado depende del sitio anatomico en el cual se requiera el implante.

El hueso debe ser capaz de desempenar las siguientes funciones basicas
(Tortora y Derrickson, 2006):

1. Sostén. El esqueleto es la estructura del organismo que da sostén a los tejidos
blandos y provee los puntos de insercion para los tendones de la mayoria de los
musculos esqueléticos.

2. Proteccion. El esqueleto protege de las lesiones a los érganos internos mas
importantes.

3. Asistencia en el movimiento. La mayoria de los musculos esqueléticos se fija a
los huesos; cuando se contraen, traccionan de éstos para producir el
movimiento.

4. Homeostasis mineral. El tejido 6seo almacena diversos minerales,
especialmente calcio y fosforo, lo cual contribuye a la solidez del hueso. Los
huesos liberan hacia la sangre los minerales necesarios para mantener su
equilibrio (homeostasis) y distribuirlos a otras partes del organismo.

5. Producciéon de células sanguineas. Dentro de algunos huesos, un tejido
conectivo denominado médula 6sea roja produce globulos rojos, globulos
blancos y plaquetas, proceso llamado hemopoyesis. La médula 6sea roja consta
de células sanguineas en desarrollo, adipocitos, fibroblastos, y macréfagos
dentro de un tejido de sostén (estroma) formado por fibras reticulares.

6. Almacenamiento de ftriglicéridos. La médula 6sea amarilla esta constituida
principalmente por adipocitos, los cuales almacenan triglicéridos. Estos son una

reserva potencial de energia quimica.

El tejido 6seo esta compuesto por una fase mineral que ocupa un 69% de su peso
total, un 9% de agua y un 22% de una matriz organica, la cual se compone, a su
vez, basicamente de colageno (90-96%) (Figura 1.3) (Park J. B., 2008) a

17



continuacion se muestra una tabla que desglosa el porcentaje en peso y volumen

de los componentes de la matriz 6sea (Tabla 1-1).

Tejido Oseo

Matriz Orgénica

Figura 2.3 Grafica de distribucion de los componentes del tejido éseo.

Tabla 2-1 Porcentaje en peso y volumen de los componentes de la matriz 6sea (Campa, et al.,

2007).
o % en % en
Comp te
Peso Volumen
Hidroxiapatita Carbonatada, Ca7(PO4)sOH (= 80 %)
Mineral | Carbonatos deCalcio (= 15%) 70 45
Otras Sales Minerales (= 5%)
Coldgena Tipo 1 (= 90 %)
Glicoproteinas
Fosfoproteinas
Qrganice Proteoglic?nos 20 33
Osteonectina
Osteocalcina
Osteopontina
Proteina Morfogenética Osea
Agua |Agua 10 22
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2.3.1 Fase Inorganica

La fase inorganica esta conformada por una forma cristalina del fosfato de calcio, la
HAp. Los cristales (nanofibras) tienen una dimensioén de unos 3 nm de espesor por
60 nm de largo (Geneser, 2000), se disponen en paralelo, en relacién estrecha con
las fibras de colageno. Estos cristales de HAp estan ordenados sobre colageno tipo
I, mientras que la superficie libre de estos cristales esta rodeada de sustancia
amorfa fundamental. Atrae agua y forma una superficie hidratada, la cual permite

intercambio de iones con el liquido extracelular (Fortoul, 2013).

Otras fases minerales presentes en el hueso son el fosfato dicalcico (Caz2P207), el
fosfato de calcio dibasico (DCP, CaHPO4), el fosfato tricalcico (TCP; Cas(PO)2) y
algunas fases amorfas de fosfatos de calcio. Existen ademas otros iones como el
citrato (CeHsO7*) el carbonato (CO3?%), fluoruro (F-) y también iones hidroxilo (OH"),
los cuales pueden dar lugar a sutiles diferencias microestructurales en el tejido 6seo.
Finalmente, también se encuentran algunas impurezas tales como magnesio y

sodio, con trazas de cloro y hierro (Campa, et. al, 2007) (Tabla 1-2).

Tabla 2-2 Tabla comparativa del esmalte dental, dentina, hueso e hidroxiapatita sintética

Elemento Esmalte Hidroxiapatita

(% en peso) dental Dentina | Hueso sintética
Calcio 36.1 35.0 35.5 39.0
Fésforo 17.3 17.1 17.1 18.5
Dioxido-de carbono 3.0 4.0 4.4 -
Magnesio 0.5 1.2 0.9 -
Sodio 0.2 0.2 1.1 -
Potasio 0.1 0.07 0.1 -
Cloro 0.3 0.03 0.1 -
Flaor 0.016 0.017 0.02 -
Azufre 0.1 0.2 0.6 -
Zinc 0.016 0.018 - -
Silicio 0.003 - 0.04 -
Relacion Atémica Ca/P 1.62 1.59 1.71 1.667
iIndice de cristalinidad 70-75 33-37 33-37 80-100
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La HAp sintética existe en dos formas estructurales: hexagonal y monoclinica, las
cuales tienen insignificantes diferencias estructurales. La HAp hexagonal es
usualmente formada por la precipitaciéon de soluciones supersaturadas a 25°C —
100°C y la HAp monoclinica es primeramente formada a partir de la estructura
cristalina hexagonal al someterse a altas temperaturas (850 °C) en aire y entonces

enfriada a temperatura ambiente (Campa, et. al, 2007).

La HAp, cuya férmula quimica es Ca1o(POa4)s(OH)z2, tiene una composicién, en peso,
tedrica de 39.68% Ca, 18.45% P, una relacion en peso Ca/P de 2.151 y una relacion
atomica de 1.667. Ligeros desequilibrios en la relacién Ca/P dan lugar a la aparicion
de otras fases. Si la relacion Ca/P es menor que 1.67, el fosfato tricalcico alfa o beta
puede estar presente. Si, por el contrario, la relacion es mayor de 1.67, 6xido de
calcio puede aparecer. Estas fases extras pueden afectar la respuesta biolégica de
un implante (Best S., 2008).

A fin de distinguir los diferentes componentes estructurales en la hidroxiapatita
Cas(PO4)3sOH, es conveniente reescribir su formula quimica como:
Ca(1)2Ca(2)3(P0O4)30OH. Donde se ha usado la notacion Ca(1) y Ca(2) para indicar
atomos de calcio tipo 1 y tipo 2 respectivamente. Esta division del calcio en dos tipos
se debe a que se encuentran rodeados por un numero distinto de oxigenos en la

estructura de la apatita (Figura 1.4) (Campa, et. al, 2007).

Calcio tipo 1 Calcio tipo 2

(a) (e

1 A

| .’n\_ Fad

<P G
\.\'\L-’.—'I V".-
® @

Figura 2.4 Estructura del Calcio tipo 1 y Calcio tipo 2. (Campa, et. al, 2007).
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Se observa en la figura anterior (Figura 1.4) el &tomo de Calcio tipo 1 (a, b) rodeado
de 9 atomos de oxigeno cuya figura geométrica es la distorsibn de un prisma
triangular triapuntado mientras que el atomo de calcio tipo 2 (c,d) esta rodeado de
7 aniones representando distorsiones de una bipiramide pentagonal ideal. El calcio
tipo 1 tiene un numero de coordinaciéon de 9 y el calcio tipo 2 un numero de

coordinacion de 7.

La estructura del grupo fosfato que esta rodeado por 4 atomos de oxigeno formando
el arreglo de un tetraedro y el hidréxido (Figura 1.5) junto con los calcio tipo 1y 2

dan forma a la hidroxiapatita (Figura 1.6)

Crraps fosfate Crrupa OH"

FO,?

Figura 2.5 Estructura del fosfato y el hidréxido. (Campa, et. al, 2007).

Vista superior Ca2 "

- -
oxigeno

oxigeno

) 5
Vista lateral

Figura 2.6 Simulacion grafica de la hidroxiapatita. (Campa, et. al, 2007).

Los grupos OH- se disponen en una columna, orientados desordenadamente hacia
arriba o hacia abajo a lo largo del eje de un cilindro (Izquierda de la figura 1.6). Sobre
la superficie del cilindro de esa misma figura, se tiene un arreglo hexagonal de
atomos de oxigeno. Los atomos de calcio tipo 2 estan ubicados un poco

desplazados del centro de cada hexagono (lzquierda de la Figura 1.6).
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En el centro de la Figura 1.6 se observan bipiramides pentagonales con el vértice
de una piramide sobre el eje del cilindro y cuatro de los siete aniones de la
bipiramide pentagonal forman parte de la malla hexagonal de oxigenos, mientras
que en la derecha de la Figura 1.6 se puede observar adicionalmente tetraedros de
grupos fosfatos con 2 de sus oxigenos formando parte de la malla hexagonal y los

otros 2 proyectados hacia afuera del cuerpo del cilindro.

Con esta descripcion es posible imaginar los grupos OH™ con una cierta posibilidad
de moverse a lo largo del eje del cilindro. La carga -1 del grupo OH debe viajar
entonces bajo las fuerzas de interaccion de cargas negativas -2 (los oxigenos de la
malla hexagonal) y cargas positivas +2 (de los calcios tipo 2) un poco desplazados

del centro de cada hexagono en la malla (Izquierda Figura 1.6) (Campa, et. al, 2007).

Los 7 aniones mas cercanos al calcio tipo 2 que forman la bipiramide pentagonal
son: el oxigeno del grupo OH" que se encuentra en el eje del cilindro, cuatro
oxigenos que forman parte de la malla hexagonal y otros dos mas que se
encuentran fuera del cuerpo del cilindro (Centro Figura 1.6). Los tetraedros PO4™ se
colocan de tal manera que cada uno de ellos une dos bipiramides pentagonales de
Ca(2) compartiendo una arista con una y un vértice con la otra (Derecha Figura 1.6
y Figura 1.7) (Campa, et.-al, 2007).

e f Malla hexagonal
Bipiramide pentagonal ,f’"

Bipiramide pentagonal

Oxigenos fuera de la
malla hexagonal

Bipiramide pentagonal e

Figura 2.7 Interaccion del calcio tipo 2 con el grupo OH y los grupos PO43. (Campa, et. al,
2007).
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Como se ha mencionado la fase inorganica estd compuesta principalmente por
cristales de fosfatos de calcio, dentro de los cuales, la hidroxiapatita (HAp) es la mas
abundante e importante. Por esta razon, la investigacion basica y aplicada en el
campo de los biomateriales, se ha enfocado en el desarrollo de métodos de sintesis
y procesamiento de ceramicas a base de fosfatos de calcio y, en particular, de HAp.
Dentro de este campo de estudio, se ha encontrado que el control de la macro y
micro porosidad es un factor importante para mejorar la eficiencia de un material

implantado (LeGeros, et. al., 1988).

Se han realizado muchos experimentos en la preparacion de HAp, sin embargo se
encuentran aun en etapa de desarrollo e investigacion ya que los polvos obtenidos
parecen no ser del todo apropiados para ser utilizados como precursores de
ceramica debido a que presentan baja cristalinidad y no son homogéneas sus

composiciones y sus formas La tabla 1-3 presenta.un resumen de los métodos.

Tabla 2-3 Técnicas de preparacion de hidroxiapatita (Campa, et al., 2007).

Técnica Materiales : Condicicnes Observaciones
iniciales . de sintesis
Sintesis en Cas(POy), + CaCOs 200 - 1300°C. CaP=1.467,
estado Ca,P.0; + CaCOy usualmente con gran tamafio de
Solido a altas finjo de vapor de agua. | grano, formas irre-
temperaturas gulares e inhomo-

géneos.

Sintesisen | Ca(NO;), + (NH:).HPO; | T de reaccion=100"C | Ca/P < 1.67 cristales

fase | Ca(OH); + H:;PO, pH: 7-12 irregulares pequedios
acuoesa con baja cristalini-
dad.

Meétedoshi- | HAp preparada por via 100-200°C, 1-2 MPa CaP=1.67
drotérmicos | hmimeda, otros fosfatos 300-600°C. 1-2 Ebar | cristales de dife-

de calcio, etc. rentes tamafios,

homogéneos.

Crecimiento | Cay(POy). v 1650°C Cristales grandes.

a partir CaF,, o CaCl, deformaciones

de zales durante

fundidas el crecumiento.

Crecimiento | Gel + Ca™ = PO.* pH: 7-10 Se obtiene HAp.

en geles T =40, 60°C. OCPF. monetita v
brushita.
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2.3.2 Fase Organica

El quitosano es un polisacarido natural obtenido por desacetilacién parcial o total de
la quitina (Figura 1). El quitosano es el derivado N-desacetilado de la quitina, un
polisacarido lineal y semicristalino compuesto por unidades glucosamina y N-acetil
glucosamina unidas por enlaces glicosidicos - (1 — 4). Cuando la fraccion de
unidades de glucosamina es superior al 50%, el polimero se denomina comunmente
quitosano y el numero de unidades de glucosamina se denomina grado de
desacetilacion (DDA). La quitina, por otra parte, es el t¢érmino que se da cuando las
unidades de N-acetil glucosamina son mayores al 50% y el -numero de grupos
acetamido se denomina grado de acetilacion(DA) [18]. El quitosano presenta
propiedades especiales tales como: viscosidad, solubilidad en varios medios,
mucoadhesividad, formacién de polioxisales, se comporta como un polielectrolito,
capacidad para formar peliculas, quelante de metales, caracteristicas opticas y
estructurales [19].

CH; CH;
0
oH

0:(
. NH
H
OH
o 0 O _
; OH 0-
Y o Quitina

0
\H
On J & OH
0

H;C

NaOH Conc. | Desacetilacion

Calor
CH;
OH 0
NI, NI
OH 0O OH
0 0 0 e""
. o OH O " .
o Quitosano
NH,
oH OH

Figura 2.8 Desacetilacion de la quitina
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El quitosano es un polimero policationico que tiene un grupo —NH2 y dos —OH en
todos y cada uno de los residuos glucosidicos. Debido a la presencia de estos dos
grupos reactivos, el quitosano exhibe maravillosas propiedades quimicas y
bioldgicas. El grupo amino primario del quitosano es reactivo y proporciona una
plataforma especifica para formar uniones con otros grupos laterales bajo
condiciones moderadas. Esto hace que quitosano sea un candidato ideal para la

bio-fabricacién [19].

Este biopolimero también juega un papel importante en la formaciéon de hueso
ayudando a la formacién de osteoblastos, pero ha ganado mas atencién en el
campo de la ingenieria de tejidos debido a: (1) la posibilidad de produccién a gran
escala y bajo costo (2) sus grupos funcionales reactivos y cargados positivamente
que le permiten formar complejos con polimeros anidnicos, incluidas las proteinas
que ayudan a regular la actividad celular, y (3) sus propiedades antibacterianas.
Aparte de esto, el quitosano es hemocompatible y no inmunogénico, y es
degradable en oligosacaridos no tdéxicos dentro del cuerpo debido a la accion de las
lisozimas. Se ha reportado que los biomateriales a base de quitosano no producen
ninguna reaccion inflamatoria o alérgica después de la implantacion, inyeccion,
aplicacién tépica o ingestion en el cuerpo humano [20]. El quitosano posee
propiedades para curar heridas y favorece la regeneracion de tejidos tanto blandos
como duros. En contraste, muchos polimeros sintéticos exhiben propiedades
fisicoquimicas y mecanicas comparables a las de los tejidos biolégicos que deben
sustituir, pero no son lo suficientemente bioactivos [21]. Por su parte, el quitosano
falla en la resistencia a la tensién requerida por diversos tejidos naturales. La falta
de resistencia mecanica del quitosano en la ingenieria de tejidos se puede resolver
mediante la incorporacion de materiales organicos y/o inorganicos de modo que el
material hibrido posea propiedades mecanicas y biolégicas mejoradas.
Recientemente, se han destacado las caracteristicas de la hidrioxiapatita como un
material de refuerzo prometedor en biocompuestos, las cuales incluyen, excelentes
propiedades mecanicas, gran superficie especifica, hidrofilicidad, buena
biocompatibilidad y bioestabilidad, lo que destaca su potencial en la ingenieria de

tejidos.
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Capitulo 3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 Hipotesis

Al utilizar fibras de hidroxiapatita con alta cristalinidad, pureza y orientacion
preferencial, para la elaboracién de un material compuesto HAp-Quitosano, éste
material tendra las propiedades mecanicas y la biocompatibilidad adecuadas para
servir como un andamiaje para que las células del cuerpo humano (osteoclastos y
osteoblastos) puedan transitar libremente a través del material compuesto y asi,
llevaran a cabo el proceso de regeneracion natural del tejido 6seo. El Quitosano es
totalmente bio-compatible y una pelicula de este biopolimero, podra recubrir y
contener a las nanofibras de HAp. De esta forma, el material compuesto servira de
base para la generaciéon de nueva HAp y de colagena sintetizada por las células

reconstructoras y ser parte del nuevo tejido 6seo.

3.2 Objetivo General:

Sintetizar nanocompuestos quitosano-hidroxiapatita (CS-HAp) con diferentes
relaciones de porcentaje en peso de HAp y analizar su estructura y propiedades

para su potencial aplicacion en la regeneracion de tejido 6seo.

3.3 _Objetivos Especificos:

e Sintetizar nanofibras de HAp donde se tenga el control en su morfologia,
dimensiones y orientacion de crecimiento cristalino y que ademas el proceso
sea reproducible.

e Obtencion de peliculas de quitosano con las capacidades de flexibilidad
requeridas para elaborar un material compuesto.

e Elaborar un material compuesto uniendo las nanofibras de Hap con las

peliculas de quitosano. Este material compuesto tendra aplicaciones
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potenciales como material de implante para la regeneracion del tejido 6seo
humano.

Llevar a cabo la caracterizacion estructural y las propiedades del material
compuesto, por medio de Difraccion de rayos X, Microscopia electrénica de
barrido (SEM), Calorimetria DSC y TGA, Espectroscopia FTIR, y Pruebas

mecanicas.
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Capitulo 4. Metodologia
4.1 Sintesis de Hidroxiapatita

La sintesis de materiales a través de métodos hidrotermales asistidos por
microondas ofrece las ventajas de proporcionar un calentamiento homogéneo
durante todo el volumen y una muy eficiente transformacion de energia (Rivera, et.
al., 2010). Ademas, tiene las ventajas de un rapido crecimiento, tamafio de particula
pequefio y la distribucién estrecha de tamaro de particula debido a la nucleacion

rapida (Jansen, et. al, 1992).

El método hidrotermal asistido por microondas utilizado para la sintesis de HAp,
consiste en promover la formacion de la misma a partir de disoluciones acuosas a
una temperatura interna alrededor de 170°C. Para alcanzar tal temperatura sin
permitir la evaporacion del solvente, la presion también es elevada y controlada. La
sintesis de la HAp se llevd a cabo en el horno de microondas Synthos 3000 de Anton
Paar en el rotor XQ-80 en viales de cuarzo presurisables. (Figura 4.1 y 4.2). La

manera de operar del microondas se explica en el Anexo 6.1.

Figura 4.1 Microondas Synthos 3000 con rotor XQ-80
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Figura 4.2 Vial de Cuarzo con chaqueta para rotor XQ-80

El procedimiento de sintesis por el método hidrotermal asistido por microondas fue

desarrollado de la siguiente manera:

Primeramente se prepard una disolucion de acido glutamico [CsHaNO4 - H20] (J.T.
Baker FW 147.13) y nitrato de calcio tetrahidratado [Ca(NO3)2 - 4H20] (Golden Bell
FW 236.16) en 200 ml de agua desionizada, calentada y agitada durante 2 horas.

Por otro lado se preparé una disolucion de fosfato de potasio monobasico [KH2PO4]
(Mallinckrodt Chemicals FW 136.09) junto con hidroxido de potasio [KOH] (SIGMA-
ALDRICH 221473) en 200 ml de agua desionizada, calentada y agitada
vigorosamente durante 15 minutos. Una vez obtenidas ambas disoluciones, se

mezclan ambas disoluciones a las mismas condiciones.

Posteriormente se llenan y se preparan los viales (Anexo 6.2) con la disolucién
resultante para luego calentarlo por microondas con las siguientes condiciones de
reaccion: Potencia de 1200 W, Temperatura interna de 170°C, con un tiempo de
rampa para llegar a esa temperatura de 10 min., un tiempo de reaccion de 45 min.

y un tiempo de enfriamiento de 10 min con una rapida velocidad de enfriamiento.

El precipitado depositado en el fondo de los vasos se filtra en un embudo buchner

(el cual esta colocado sobre un matraz kitasato) que contiene papel filtro para que
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se lleve a cabo la recoleccién el cual se lava varias veces con agua desionizada y

etanol. Finalmente se recolecta todo el precipitado (Figura 4.3).

Figura 4.3 Hidroxiapatita sintetizada por el metodo hidrotermal asistido por microondas

4.2 Sintesis de peliculas CS-HAp

Se parti6 de un gramo de quitosano en polvo de peso molecular medio (Sigma
Aldrich 448877-250G) el cual se puso en agitacion magnética con 99 ml de acido

acético 1% v/v a temperatura ambiente durante 16 horas.

Figura 4.4 Agitacion de quitosano en polvo con 99% de acido acético 1 viv
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Se peso la cantidad adecuada de solucion de quitosano en frascos de 20 ml para
cada concentracion de HAp. Las cantidades adecuadas de hidroxiapatita se
pesaron en papel encerado y posteriormente se vertieron en un frasco al cual se le
afiadieron 4 ml de solucién buffer fosfatos como agente dispersante y se colocaron
en agitacion magnética durante 30 minutos. La HAp se agregd al frasco con
quitosano con una micro-pipeta e inmediatamente se colocd para sonicar con una
punta de 14~ durante tres periodos de 5 minutos de trabajo dejando un minuto entre
cada periodo. Cada periodo de 5 minutos con un pulso de 30 segundos de trabajo
por 10 segundos en pausa. Después de sonicar, cada mezcla se coloco en una caja

Petri y se dejo durante 16 horas en un horno a 60°C.

Figura 4.5 Sonicador con punta . para la solucion de quitosano-HAp
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4.3  Caracterizacion de la sintesis de CS- HAp

4.3.1 Difraccion de Rayos X por polvos (DRX)

La Difraccion de Rayos X por Polvos es una técnica ampliamente utilizada para la
identificacion de las fases cristalinas de las muestras y para medir sus propiedades
estructurales, tamarfo y orientacion de los cristales. Esta técnica consiste en hacer
incidir un haz de Rayos X de longitud de onda de entre .5 a 2 A, ‘este haz es
difractado por los planos cristalinos de la muestra, de acuerdo con la ley de Bragg

(Ecuacion 4.1).
2dsinf =ni 4.1)

Donde d es la distancia entre los planos atémicos de la fase cristalina, 1es la

longitud de onda de los fotones incidentes y 6 es el angulo de incidencia.

Cuando las ondas de los Rayos X pasan por el interior de los cristales,
interfieren unas con otras y dan lugar a nuevas ondas que se desvian de la linea
que define el haz incidente, generando una especie de fotografia, caracteristica de
cada especie cristalina (como una huella digital), que se denomina patrén de

difraccion.

Para identificar los componentes cristalinos contenidos en el producto final, todos
los analisis de las muestras obtenidas de las reacciones de sintesis y las muestras
comerciales [Sigma Aldrich] se obtuvieron con un difractbmetro D8 Advance
fabricado por Bruker. Las condiciones de operaciéon en el equipo fueron 35 kV de
voltaje de aceleraciéon y una corriente de 15 mA con radiacion Cu Ka (longitud de
onda de A = 1.54 A). Todos los experimentos de difraccion se realizaron desde 10 °

a 90 ° en una escala de 26 con un tamano de paso de 0.05 °.

No se requirio la preparacion de la muestra, todas las muestras se colocaron dentro
del soporte de la muestra y no se realizd el proceso de molienda. La determinacion

de no moler la muestra fue para poder determinar la posible orientacion
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cristalografica preferencial en las nanoestructuras de HAp. Finalmente, la fase
cristalina se compard con el banco de archivos de difraccion de polvo (PDF)

proporcionado por el Centro Internacional de Datos de Difraccion (ICDD).

Figura 4.6 Difractometro de Rayos X por polvos

4.3.2 Espectroscopia Infrarroja por Transformadas de Fourier (FTIR)

En la espectroscopia infrarroja se hace interactuar una onda electromagnética, con
una longitud de onda en el intervalo del infrarrojo, con la materia. Las moléculas a
analizar absorben la energia aportada por las ondas provocando una variacién en
la vibracion de los enlaces, entre los atomos que la forman. Una molécula absorbera
la-energia de un haz de luz infrarroja cuando dicha energia incidente sea igual a la
necesaria para que se provoque una transicion vibracional en alguno de los enlaces
de la molécula. Este enlace absorbera la radiacidon y se traducird en un aumento en
su frecuencia de vibracion, y por ende, un aumento en la distancia de enlace,
haciendo que ambos atomos se alejen mas de lo normal, es decir, los atomos vibren

a una distancia promedio mayor a la distancia del enlace, lo que se traduce en que
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el enlace ha pasado entonces a otro estado energético que esta cuantizado,

conocido como estado excitado.

Como resultado de un analisis de infrarrojo se obtiene un espectro, el cual es una
grafica de numeros de onda contra intensidad donde las bandas que aparecen estan
asociadas a los grupos funcionales o enlaces presentes en las moléculas que se
analizan. Apoyandose de tablas espectrales existentes, es posible establecer los
tipos de enlaces presentes en una muestra. La amplitud de las bandas esta
determinada por las interacciones quimicas del segmento de la molécula o grupo
funcional que presenta vibraciones en determinada longitud de onda, cuando hay
varias interacciones quimicas el pico resultante es amplio. Si hay pocas
interacciones quimicas, el pico sera agudo y la intensidad estara directamente

relacionada con la concentracion, a mayor concentracién mas intenso es el pico.

Para este analisis se utilizé un espectrofotometro Brucker, Vectro 33 a 16 barridos.
El analisis se realiz6 colocando las muestras previamente molidas directamente en
el detector, presionando el polvo mediante un tornillo especial; la limpieza entre

analisis se realiz6 con alcohol etilico.

4.3.3 Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

En un microscopio electronico de barrido (SEM), un haz es emitido por un cafién de
electrones, ya sea por accion termo-idnica o por el efecto de un campo eléctrico
intenso. Este haz de electrones es colectado y enfocado por medio de lentes
electromagnéticas condensadoras. Una bobina de escaneo hace oscilar al haz
produciendo un barrido sobre la superficie de la muestra a analizar. La interaccién
entre el haz de electrones y la muestra, generan varios tipos de sefiales como
electrones secundarios, electrones retrodispersados, rayos X caracteristicos,
electrones Auger y fotones de diferentes energias. Los electrones secundarios y los

retrodispersados pueden ser utilizados para formar una imagen de la muestra.
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El barrido electénico sobre la muestra se sincroniza con el barrido electréonico en un
tubo de rayos catédicos (Monitor de TV) lo que facilita la formacion de la superficie

de la muestra punto por punto y linea por linea.

El SEM construye indirectamente un patrén o mapa que puede interpretarse como
una imagen del objeto. La interpretacion de la "imagen" SEM es promovida por
muchos otros atributos que contribuyen a la visibilidad, particularmente la
resolucién, el contraste, la profundidad de foco, la morfologia, la iluminacién

aparente y el aspecto tridimensional (Rochow, 1978).

Para la observacion de las muestras en el microscopio electrénico de barrido es
necesario fijarlas en un porta muestras cilindrico metalico (Cobre, laton aluminio,
etc.), previamente pulido y limpio, utilizando cinta de carbon. En el presente trabajo,
las observaciones se realizaron en un microscopio electronico de barrido marca
JEOL modelo JSM-6390L empleando 20 kV de voltaje de aceleracion y utilizando

electrones secundarios para la formacion de las imagenes.

4.3.4 Pruebas Mecanicas

Las pruebas mecanicas son pruebas destructivas en las que los materiales de
estudio son sometidos a esfuerzos mediante la aplicacidon de una fuerza externa
hasta su deformacion y ruptura, para determinar sus propiedades de dureza,

elasticidad, fragilidad y plasticidad.

El esfuerzo de compresion es la resultante de las presiones que existe dentro de un
sélido deformable o medio continuo, caracterizada porque tiende a una reduccién
de volumen del cuerpo, y a un acortamiento de sus dimensiones en determinada

direccion.

Las distintas cargas que actuan sobre los huesos se encuentran relacionadas con
las diversas actividades del individuo. El hueso debe ser capaz de soportar fuerzas

de compresion, traccion y cizalladura.
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Los ensayos de compresidon-deformacion se realizan con fuerzas que operan para
presionar a la probeta, la cual reduce su dimension a lo largo de la direccion de
aplicacion de la fuerza. El material es deformado hasta la ruptura, con una carga de
compresion que aumenta gradualmente y que se aplica de forma uniaxial a lo largo

del eje de la probeta.

Para calcular el esfuerzo de compresion se utiliza la relacién:
og=— 4.2)

Donde F es la carga instantanea aplicada perpendicularmente a la seccién de la
probeta, en unidades de newtons (N) o libras (Ib), y Ao es el area (m? o in?) de la
seccion transversal original de la probeta antes de aplicar la carga, por lo tanto, las

unidades del esfuerzo a la compresion son Ib/in? o N/m? (Pascales).

La deformacion se calcula mediante la siguiente ecuacion:

g=die =2 (4.3)

Lo Lo

Donde Lo es la longitud original de la-probeta antes de aplicar la carga, Li es la
longitud instantanea, y Li- Lo = AL es el cambio de la longitud de la probeta en un

instante determinado con respecto a la longitud inicial.

Para las pruebas de tension en fisica e ingenieria, se denomina tension mecanica
a la fuerza por unidad de area en el entorno de un punto material sobre una
superficie real-0 imaginaria de un medio continuo. La definicion anterior se aplica
tanto a fuerzas localizadas como fuerzas distribuidas, uniformemente o no, que

actuan sobre una superficie.

En este ensayo, como se describe en la norma ASTM D638, es posible la
determinacién de algunos parametros como el punto de cedencia y la resistencia a
la tensidén. En esta prueba la muestra se somete a una carga uniaxial de tensién
continuamente creciente hasta que el material llega a la falla. Durante todo el
ensayo se registran tanto la carga como el alargamiento producido en determinados

puntos de carga.
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En este trabajo, se llevaron a cabo ensayos mecanicos de tension utilizando para
ello una maquina universal de pruebas mecanicas Zwick/Roell Z005 con una celda
de carga de 5 KN y una velocidad de deformacién de 1mm/min. Las piezas (5 por
cada tipo de muestra) se sometieron a un proceso de corte por medio de un cortador
que ya tiene la forma y las medidas adecuadas segun la norma ASTM D638 para

peliculas poliméricas delgadas
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Figura 4.7 Medidas del cortador de la norma ASTM D638 para peliculas delgadas

Figura 4.8 Cortador para peliculas polimericas delgadas
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Capitulo 5. RESULTADOS Y DISCUCIONES

5.1 Difraccion de Rayos X

Los resultados de los analisis por difraccion de rayos X de todas las muestras de
HAp sintetizadas en este trabajo fueron similares. Cada difractograma obtenido fue
comparado con el banco de archivos de difraccion por polvos “Powder Diffraction
File” (de sus siglas en inglés PDF) proporcionado por el Centro Internacional de
Datos de Difracciéon “International Centre for Diffraction Data” (ICDD). En todas las
muestras analizadas se encontré una sola fase cristalina, la cual fue la misma en
todas ellas, correspondiente a la HAp segun el ICDD-PDF # 09-0432, esto es

indicativo de que la HAp sintetizada es de alta pureza.

El difractograma que aparece en la Figura 5.1.1 corresponde a la HAp sintetizada
por el método hidrotermal asistido por microondas, todas las reflexiones de Bragg
registradas en el mencionado PDF aparecen en el difractograma, y estan indexadas
las principales de ellas de acuerdo asu intensidad, las cuales corresponden a los
planos (300), (211), (100), (130), (120), (140) y (200). Cabe hacer notar que las
reflexiones de Bragg en el difractograma estan bien definidas y son muy estrechas,
y el difractograma tiene un bajo nivel de ruido, lo cual indica la presencia de HAp
con un tamafio grande de cristalito y altamente cristalina (Triphathi, G. y Basu, B.
2011).

El PDF # 09-0432 indica que la reflexion de Bragg mas intensa corresponde al (211),
pero como se puede observar en el difractograma de la figura 5.1.1, la reflexibn mas
intensa es la registrada para los planos (300), siendo la intensidad para el plano
(211) es apenas de un tercio respecto a la del (300).El uso de acido glutamico en la
mezcla de sintesis y el control de la temperatura y la presién dentro del reactor
durante la reaccion, dieron como resultado una orientacién cristalina preferencial en
la direccion [300]. Ademas, utilizando el programa “EVA” provisto por Bruker, se
determiné el tamano promedio de cristalito en la HAp por medio de la ecuacién de
Scherrer, y se encontr6 un valor de 64.15 nm.
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Figura 5.1 Difractograma de la HAp sintética identificado con el PDF # 09-432

Ademas, hubo otras reflexiones de Bragg que mostraron también un incremento en
sus intensidades respecto a lo reportado en el PDF, las reflexiones
correspondientes a los planos (100) y (200) mostraron dicho incremento, estas
reflexiones suelen presentar intensidades de alrededor del 19,6% y 8,2%
respectivamente, pero en el difractograma se ve que tienen intensidades de un 30%

y un 15% respectivamente con respecto a la reflexiéon del (300).

En contraste, otras reflexiones de Bragg redujeron sus intensidades, la mas
considerable fue la correspondiente al (002) encontrada aproximadamente a 25
grados en 20, que tipicamente posee una intensidad muy elevada aproximadamente
de un 45% respecto a la intensidad mas alta segun el PDF # 09-432, pero en el
difractograma de la figura 5.1.1, esta reflexién es demasiado pequena, y en relacion
con la intensidad registrada por la reflexién correspondiente al (300), es casi parte

del ruido de fondo. La variacion en la intensidad de las sefiales mencionadas es una
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indicacion de una notable orientacion cristalina preferencial a lo largo del eje "a" de

la estructura cristalina hexagonal de la HAp.

Con el fin de poner en perspectiva la alta cristalinidad de la HAp sintetizada en este
trabajo, la Figura 5.1.2 muestra los diafractogramas de difraccién de rayos X por
polvos de la HAp comercial (Sigma Aldrich) (abajo) y la HAp sintetizada por el
método hidrotermal asistido por microondas (arriba). Como se hizo anteriormente,
en los difractogramas de la Figura 5.1.2 se indica la indexacion de las principales
reflexiones de Bragg correspondientes a la HAp. Es importante mencionar que el
ancho de las reflexiones encontradas en el difractograma de la HAp comercial es
mayor que el registrado para aquellas correspondientes a la HAp obtenida en este
trabajo; ademas, las reflexiones para esta ultima son mas y mejor definidas. Lo

anterior nos indica una alta cristalinidad en esta HAp y de mayor tamafo promedio

de cristalito.
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Figura 5.2 Difractograma de HAp comercial [Sigma Aldrich] y sintetizada por el método

hidrotermal asistido por microondas y usando Acido Glutamico como orientador.
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Ademas, en la Figura 5.1.3 se presenta un difractograma de HAp comercial de
origen humano. La cristalinidad de la HAp sintetizada por nuestro grupo de trabajo
es mayor que la HAp comercial (Sigma Aldrich) pero comparada con la HAp
comercial de origen humano, las diferencias son mas notorias ya que este
difractograma presentan mucho ruido y las reflexiones de Bragg son amplias e

indica muy poca cristalinidad.

14[]—-
12[]—_
1[][]—_
BU—-

60 4

Intensidad (LA

40 4

20 4

0 10 20 30 40 50 &0 70 80 90
208 (grados)

Figura 5.3 Difractograma de HAp comercial de origen humano.

La morfologia de las fibras observadas en el SEM (reportadas en capitulos
posteriores) que cuentan con una seccion transversal hexagonal permite explicar
los resultados de DRX de una mejor manera. En el método de preparacion de las
muestras para esta técnica analitica, las fibras descansan en el porta-muestras del

XRD y la mayoria de ellas adquieren una disposicidon de tal manera que sus

41



secciones transversales hexagonales son perpendiculares a la superficie del porta-
muestras, mientras que la longitud de las fibras son paralelas a dicha superficie.
Como consecuencia, la mayoria de los vectores a* o b* (que son equivalentes) del
espacio reciproco de la estructura cristalina de HAp son ortogonales a la superficie
del porta-muestras, y por ello, aumenta la probabilidad de interactuar con la onda
incidente y con ello, se satisfagan las condiciones de difraccién. En contraste, un
gran numero de los vectores c* del espacio reciproco se encuentran paralelos a la
superficie de la muestra y la probabilidad de satisfacer la condicién de Bragg

disminuye considerablemente.

Por lo tanto, esta distribucion de las fibras hace posible que las reflexiones de Bragg
producidas por aquellos planos ortgonales al eje “a” de la estructura cristalina de la
HAp tengan una gran intensidad; por el contrario, la reflexibn generada por los
planos perpendiculares al eje "c" de dicha estructura, disminuye significativamente
su intensidad. Por esa razén, en las visualizaciones de difractogramas en la Figura

5.1 y la parte superior de la Figura 5.2, las contribuciones de los planos (300), (200)
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y (100) poseen intensidades altas, mientras que la intensidad correspondiente al

(002) es casi nula.

Figura 5.4 Difractogramas obtenidos de las diferentes mezclas de Cs- HAp, conteniendo
HAp comercial o sintética, con concentraciones de 5%, 10% y 20% en peso. Nétese la

diferencia en la cristalinidad de la HAp.
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En la figura 5.4, se muestran los difractogramas de las diferentes peliculas de

quitosano con hidroxiapatita, tanto comercial como sintética. Es evidente la alta
calidad cristalina de la HAp sintetizada en este trabajo con respecto a su similar
comercial; ademas, es notable la orientacion cristalina preferencial que tiene la HAp
obtenida por el método hidrotermal asistido por microondas en la direccién [110].
Estas caracteristicas cristalinas pueden ser un aporte relevante para las

propiedades mecanicas del material compuesto Quitosano-HAp.
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5.2Espectroscopia Infrarroja con Transformadas de Fourier (FTIR)

A través de esta técnica espectroscopica se analizaron muestras de HAp vy el
quitosano puros por separado, y también, las peliculas de las mezclas Cs-HAp. Se
buscaron modificaciones en las bandas de los respectivos espectros, ya sea en su
intensidad, posicion o ancho que dieran evidencia de que algunos grupos
funcionales tanto en el quitosano como en la HAp, estuvieran participando en una

interaccion quimica entre ambos materiales.

En la figura 5.6 se observan los espectros de FTIR de los componentes puros y de
las mezclas de Cs-HAp formadas tanto por la HAp comercial como por las
nanofibras de HAp. En el caso del espectro del quitosano destacan las bandas a
3500 cm™ correspondientes a los grupos (-OH), la sefial a 3400 cm’
correspondiente a la vibracion del enlace N-H de una amina primaria, a 3280 cm"’
generada por la vibracion de los enlaces N-H en el grupo (NH3") y las senales a

1640 y 1545 cm™' generados también por la vibracion del enlace N-H de amina.

Para el caso de la HAp, se destacan las bandas a 3500 cm correspondientes a los
grupos (-OH) y las sefiales a 1100 y 1020 cm™' generados por la deformacion de los

grupos fosfato (POa).

En los espectros de las mezclas, se ve como se combinaros las bandas intensas y
anchas alrededor de los 1100 cm™' de la HAp y el quitosano para formar una banda
ancha, la cual no mostré grandes cambios en funcién de la concentracion de HAp
en‘la pelicula de quitosano. Los principales cambios se observaron en las bandas a
1640 y 1545 cm™, las cuales experimentaron una variacion en su intensidad, lo cual
puede ser indicativo de que los grupos amino estan teniendo una interaccion
quimica. Este es mas evidente en la banda a 1545 cm-' en donde se aprecia como
el grupo NH3" cambia su modo de vibrar, posiblemente porque se libera de un grupo

H* para poder interactuar quimicamente.
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Figura 5.6 Espectro Infrarrojo de peliculas CS-HAp (Intervalo 4000-0 cm-1).
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En la figura 5.7 se observa una zona amplificada de los espectros de infrarrojo

obtenidos para las diferentes peliculas en el intervalo de 1750 a 1200 cm™, en los

cuales se detallan los cambios observados. Se tienen las variaciones para las
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bandas a 1640 cm - y 1545 cm -'. Existe un ligero cambio de posicion en las sefiales
mencionadas, pero se destaca un cambio en su intensidad. Aunque estos cambios
no son consistentes con el aumento en concentracion de HAp en la pelicula de
quitosano, son evidentes estos cambios, indicandonos que el grupo amina (o el

grupo NH3") esta interactuando quimicamente para formar una unién secundaria.
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Figura 5.7 Espectros de Infrarrojo de peliculas CS-HAp (Intervalo 1750-1200 cm-1).

En la figura 5.8 se muestra una zona ampliada de los espectros obtenidos en el
intervalo de 1200 a 900 ¢m™' donde se aprecia como se fueron combinando las
respuestas ante el infrarrojo de las bandas correspondientes a los grupos fosfatos
de la HAp a 1100y 1020 cm', y aquellas a 1063 y 1048 cm' correspondientes a la
vibracion del enlace C-O del anillo de glucosa y la banda a 1170 cm-1 generada por
el enlace C-O de los carbones que sostienen a los grupos -OH. Es evidente que
estos cambios de posicidn e intensidad en las bandas se deben a la superposicidon
de las mismas y no al producto de la interaccion de los mencionados grupos

funcionales para producir un enlace secundario.
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Figura 5.8 Espectro Infrarrojo de peliculas CS-HAp (Intervalo 1200-900 cm-1).

5.3 Raman

Las peliculas de la mezcla Cs-HAp fueron analizadas a través de espectroscopia
Raman, y similar a los estudios llevados a cabo con FTIR, se hicieron buscando
diferencias en posicién, intensidad o ancho de las sefales, que nos dieran evidencia

de la interaccidn quimica entre ambos componentes.

En la figura 5.9 se muestran los espectros de las peliculas de quitosano conteniendo
diferentes concentraciones de HAp, tanto comercial como nanofibras de HAp. En
ellos es posible ver las bandas a 1076 y 1046 cm™' correspondientes al estiramiento
asimétrico de los grupos fosfato (PO4) de la HAp. También, se observan sefales a
610, 594 y 582 cm-' generados por la flexion triplemente degenerada de estos
grupos y bandas a 447 y 433 cm™' también generados por los modos de flexion
doblemente degenerados de los grupos fosfato. Otra sefial muy visible en los
espectros, esta a 965 cm™' y corresponde al estiramiento simétrico de los grupos
fosfatos de la HAp. Esta sefial se superpone con aquella producida por la vibracion
del grupo (NHs*) del quitosano.
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Figura 5.9 Espectros Raman de las peliculas CS-HAp comercial con diferentes

concentraciones de HAp.

Esta sefial a 965 cm varia de intensidad y un poco su ancho, con los diferentes

contenidos de HAp en la pelicula de quitosano.
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En la figura 5.10 se muestra una zona amplificada de 400 a 1600 cm™' de los
espectros Raman de las peliculas de quitosano con diferentes concentraciones de
HAp comercial. Se puede observar que casi no hubo cambios en la posicion e
intensidad de las bandas excepto para la sefial a 965 cm™'. Esta sefial sufrié un
descenso en su intensidad al aumentar la concentracién de HAp en la pelicula de 5
a 10% en peso, pero al elevar la concentracion de HAp hasta un 20%, se ve un
ligero aumento en la intensidad de la banda. Asimismo, en los espectros se observa
que el ancho de esta banda cambia ligeramente, disminuyendo su ancho con el

incremento de HAp.
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Figura 5.10 Espectros Raman de las peliculas CS-HAp comercial con diferentes

concentraciones de HAp.

En la figura 5.11 se muestran los espectros Raman obtenidos de las peliculas CS-
HAp con nanofibras de HAp, donde en comparaciéon con los espectros de las
peliculas con HAp comercial, se muestra que la banda a 965 cm™ experimenta

nuevamente un descenso en su intensidad al pasar de una concentracion de 5% a
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10% en peso, pero posteriormente, al aumentar la concentracion de HAp hasta un
20%, se observd un aumento notable en su intensidad. Nuevamente, en estos
materiales, se observa una ligera disminucion del ancho de la banda con el

incremento en la concentracion de HAp, aunque no tan evidente como lo observado

en las mezclas con HAp comercial.
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Figura 5.11 Espectros de Raman de las peliculas CS-HAp con HAp de nanofibra a diferentes

concentraciones.

Como se menciond anteriormente, la banda a 965 cm™' es la superposicion de las
vibraciones de los grupos fosfato y los grupos NH3s*, es posible que los cambios en
intensidad y ancho de esta banda se deban en parte a la diferente concentracién de
los componentes en la mezcla, pero es posible que en parte, las variaciones de
dicha sefial se deban a la interaccion que estan teniendo los grupos amino

protonados, los cuales podrian estar formando uniones secundarias con otros
grupos funcionales en la HAp.
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Los resultados de espectroscopia Raman corroboran los hallazgos de FTIR,
indicandonos que los grupos amino del quitosano estan teniendo una interaccion
quimica, con la cual posiblemente estén formando un enlace secundario como un
puente de hidrogeno. No se encontré evidencia de un enlace Ca-N con el que se
comprobaria que dicha unidbn secundaria se estaria formando entre los
mencionados grupos amino y los iones de calcio tipo | de la HAp, pero se continuara
con el estudio de la estructura molecular de los materiales compuestos con el

proposito de comprobar la presencia de dicho enlace.
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5.4 Microscopia Electronica de Barrido

Con la ayuda del microscopio electrénico de barrido se observé la morfologia y las
caracteristicas topologicas de la HAp, tanto comercial como sintética. En la figura
5.12 se presenta una micrografia de la HAp comercial, la cual presenta una
morfologia de particulas alargadas similares en forma a los bacilos con un tamano
promedio de ancho de 4 um. Estas particulas no tienen facetas bien definidas, lo
que indica un deficiente crecimiento cristalino, pero su superficie aparenta ser muy

lisa y regular.

ekl i\, Bag 1rm

Figura 5.12 Micrografia de SEM de las particulas de HAp comercial.
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Por su parte, en la muestra de HAp sintetizada en este trabajo se encontré una
morfologia de microfibras con un perfil hexagonal, como se ve en la micrografia de
la Figura 5.13. Las fibras presentan facetas y bordes bien definidos, y esto es
evidencia de un buen crecimiento cristalino. La seccion transversal hexagonal tiene
un didmetro promedio de 4.52 um y con longitudes de unas pocas decenas de um.
Es importante tener en cuenta que ademas de mostrar una buena calidad cristalina,
las fibras aparentan ser muy sélidas, lo que es deseable en esta investigacion, ya
que esta caracteristica estructural puede aportar a su resistencia mecanica, y a su

vez, a la resistencia mecanica del compuesto Cs-HAp.

FlexSEM1000 5.00kV 5.5mm L-X20.0k SE 08/23/2017

Figura 4.13 Micrografia de SEM en la que se muestran las nano fibras obtenidas por el

método hidrotermal asistido por microondas

Con el fin de analizar a mayor detalle la morfologia de la HAp sintética, se hicieron

observaciones de las fibras a mayores amplificaciones. En la figura 5.14 se puede
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ver que la microfibra estd formada a su vez, por segmentos mas pequenos, de
hecho en trabajos previos del grupo de trabajo, se encontré que las microfibras
estan formadas por la unién de nanofibras [articulo de Rafa]. Ademas, en la
micrografia se ve con mayor claridad el perfil hexagonal de las fibras, con facetas y
bordes bien definidos. Asi mismo, es posible ver en la figura que el extremo de la
fibra se fractur6 y segmentd por accidbn mecanica, dejando libres algunos

fragmentos sobre su superficie.

Figura 5.14 Micrografia a mayor amplificaciéon de una fibra de HAp mostrando su perfil

hexagonal.

Posteriormente, se llevaron a cabo observaciones al SEM de las muestras de las
peliculas de la mezcla Cs-HAp. En la figura 5.15 se presenta una micrografia de la
pelicula formada con quitosano y HAp comercial, y se aprecia que la dispersion de
la HAp dentro de la pelicula fue bastante buena, obteniéndose un material
homogéneo; también, se ve que el quitosano de la pelicula recubrié muy bien a las

particulas de HAp y se aprecia que hay muy buena adherencia entre ambas fases,
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lo cual es benéfico para las propiedades mecanicas del material compuesto. Con
estos resultados es evidente que el uso del sonicador fue relevante para lograr la

buena dispersion de las particulas de HAp en la pelicula.

: 18kW .=<!1 w:l_‘.- 888 ¥l m s Hﬂsg’lio mZ B8
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Figura 5.15 Micrografias de SEM de las peliculas de quitosano con HAp comercial con

concentraciones de a) 5, b) 10 y c) 20% en peso.
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Para el caso de las peliculas de quitosano con la HAp de nanofibras, se encontro
para la mayoria de las muestras que un gran numero de las nanofibras se
conservaron intactas, sin que se hubiesen fracturado o agrietado producto del
proceso de elaboracién del material compuesto, como se puede ver en las
micrografias de la figura 5.16. Este resultado es relevante ya que, al conservarse la
mayor parte de las nanofibras, se incrementa la posibilidad de que su resistencia

contribuya a las propiedades mecanicas del material Cs-HAp.
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Figura 5.16 Micrografias de SEM de las peliculas de quitosano con HAp sintética

concentraciones de a) 5%, b) 10% y c) 20% en peso.
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En las micrografias de la figura 5.16, se puede ver una buena dispersion de las
fibras de HAp dentro de las peliculas de quitosano y también se aprecia una buena
adherencia entre ambas fases, posiblemente producto de la interaccion quimica
entre los grupos amino (-NH2) del quitosano y los iones de calcio tipo | de la HAp,
formando puentes de hidrogeno entre ellos. Aunque el analisis a través de las
espectroscopias no demostro del todo la presencia de estas interacciones quimicas,
la buena adhesién entre las fases da evidencia de su existencia. La superficie de
las particulas y las fibras de HAp son muy lisas y la adhesion quimica debe ser la

mas dominante.

5.5 Pruebas Mecanicas

Las pruebas de tension hechas a las peliculas, tanto las de HAp comercial como las
de nanofibras de HAp, arrojaron resultados muy reveladores sobre la resistencia

mecanica de los materiales.

En la figura 5.17 se muestran las graficas de esfuerzo vs deformacion tipicas de las
mezclas con HAp comercial y la quitina sola. La grafica muestra lo amplio de las
regiones elastica y plastica del quitosano, lo que lo hace un material altamente
deformable. Al incluir la HAp comercial a las peliculas de quitosano, se observa
como se redujo significativamente, la capacidad de deformacién del quitosano, al
formarse materiales compuestos muy fragiles y quebradizos, cuya resistencia no

logro rebasar el limite elastico; es decir, no mostraron una regién plastica.

La mezcla con 5% de HAp mostrdé una menor resistencia al esfuerzo aplicado, que
aquella mostrada por el quitosano puro. Por su parte, las peliculas con 10 y 20% de
HAp si mostraron una mayor resistencia en la region elastica, pero no revelaron

deformacion plastica.

En general, podemos mencionar que este tipo de materiales, no son adecuados

mecanicamente para ser utilizados como material de reemplazo 6seo.
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Figura 5.17 Graficas de esfuerzo vs deformacidn en tension para las peliculas de quitosano

puro y conteniendo diferentes concentraciones de HAp comercial.

Para el caso de las peliculas conteniendo nanofibras de HAp, los resultados de la
resistencia mecanica en tension fueron muy diferentes respecto a los mostrados por
las peliculas con HAp comercial. En la figura 5.18 se muestran las graficas de
esfuerzo vs deformacion bajo tension tipicas para las peliculas con nanofibras de
HAp. Al agregar 5 % en peso de las nanofibras de HAp, fue notorio un decremento
inicial de la resistencia a la tension de este material con respecto a la quitina pura,
aunque es apreciable un aumento en el mdédulo de Young elastico. También es

observable que la capacidad de deformacion del material es similar a la de la quitina.

Al incrementar la concentracion de nanofibras de HAp en la pelicula al 10%, se
observdé un incremento notorio en la resistencia del material compuesto,
aumentando tanto el modulo de Young elastico como el esfuerzo maximo respecto
al observado en la quitina. Al aumentar el contenido de HAp en la pelicula y llevarlo
hasta un 20% en peso, se logré un incremento sustancial en la resistencia a la
tension del material compuesto. Como se puede observar en las graficas de la figura

5.18, el mdédulo de Young y el esfuerzo maximo se incrementaron radicalmente,
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pero al igual que para el caso de la pelicula con 10% en peso de nanofibras, se
encontrd un acortamiento en la capacidad de deformacion de estos materiales en la

region plastica.

Este incremento en la resistencia mecanica de los materiales compuestos con
nanofibras de HAp, bien puede ser el producto, en parte, de la resistencia mecanica
que aportaron las nanofibras debido a su morfologia, calidad cristalina y orientacién
preferencial en la [100]; ademas, la interaccidn quimica entre los componentes de
la mezcla y la buena adhesién observada al SEM entre la pelicula y las
nanoestructuras de la HAp, pudieron ser factores que también contribuyeron a la

resistencia mecanica final de los materiales compuestos.
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Figura 5.18 Graficas de esfuerzo vs deformacidn bajo tension de las peliculas de quitosano

pura y con diferentes contenidos de nanofibras de HAp.
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Tabla 1. Médulo de Young Elastico y Esfuerzo Maximo para los diferentes

materiales compuestos.

5%com 21.1927 40.316
10%com 42.5532 71.5969
20%com 43.2241 74.6025

5%sin 23.7201 89.664

10%com 43.611 138.881

20%com 54.345 163.603
Quitosano 35.6892 107.5055

En la tabla 1 se muestran los valores promedio de modulo de Young elastico y
esfuerzo maximo para las peliculas de quitosano conteniendo diferentes
concentraciones de HAp, tanto comercial como de nanofibras. En ambos tipos de
materiales (con HAp comercial o con nanofibras) es clara la tendencia a aumentar
su resistencia mecanica con el incremento en la concentracion de HAp. Para el caso
de las mezclas con HAp comercial, el aumento en el médulo de Young y el esfuerzo
maximo fue notorio al pasar de 5 a 10% de contenido de HAp, pero al incrementar

la concentracion hasta un 20 % los incrementos fueron pequefios.

En los materiales con nanofibras de HAp, se encontrd un incremento de menor
magnitud en el moédulo de Young al pasar de 5 a 10% en la concentracion de
nanofibras, respecto a lo encontrado para las mezclas con HAp comercial, pero el
incremento en el esfuerzo maximo fue mayor. Al aumentar la concentracion de HAp
hasta un 20% en peso, el incremento en ambas variables mecanicas fue mayor al

mostrado por su contraparte con HAp comercial.
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Finalmente, podemos deducir de los datos de la tabla, que los materiales
compuestos hechos con nanofibras de HAp, mostraron una resistencia mecanica

superior a la lograda en los materiales hechos con HAp comercial.

6 CONCLUSIONES

Se logro6 la sintesis de las peliculas de quitosano con HAp. El uso del sonotrodo fue
fundamental para lograr una dispersién homogénea de la-HAp dentro de la matriz

de la pelicula.

Los materiales compuestos con nanofibras de HAp mostraron una mayor resistencia
mecanica a la tensidbn en comparaciéon con sus similares elaborados con HAp
comercial. Esta mayor resistencia puede ser el producto de la interaccién quimica
entre los componentes de la mezcla, en particular entre los grupos amino del
quitosano y los calcios tipo | de la HAp; asimismo, la morfologia de fibra, la calidad
cristalina y la orientacion preferencial presente en las nanofibras de HAp fueron
factores que también contribuyeron a lograr una mayor resistencia mecanica. Estos
materiales compuestos con nanofibras de HAp, debido a su resistencia mecanica y
a su homogeneidad, son buenos candidatos para ser utilizados como materiales de
reemplazo 6seo, y funcionar como un andamiaje que permita la regeneracion

natural del tejido 6seo.
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7. ANEXO

1.1 Calentamiento por microondas

A diferencia del calentamiento convencional, el calentamiento por
microondas calienta directamente el volumen de liquido, mientras que el entorno
(recipientes) solo se calienta debido a la mezcla de reaccion en caliente que
producen. El calentamiento con microondas (ondas electromagnéticas con una

frecuencia de 2,45 GHz) se basa en dos mecanismos:

Reorientacién bipolar: Las moléculas con una estructura dipolar (por
ejemplo, el agua) oscilan en un campo de microondas fluctuante. Esta oscilacion
genera un movimiento molecular que da como resultado la friccion y, por lo tanto, el

calor.

Conduccién idénica: Las moléculas con una estructura idénica (por ejemplo,
las sales) se alinean en el campo electromagnético. Esta alineacion también genera
un movimiento molecular que da como resultado la friccion y, por lo tanto, el calor.
(Kremsner, J.M. y Stadler, A., 2013)

7.1. Preparacién de los viales

Para la preparacion de los viales es necesario mantenerlo en forma vertical
y agregar la cantidad necesaria al vial (Figura 7.1) sin pasar el limite de volumen
permitido en el vial. Una vez llenados se abren las tapas de los viales (Figura 7.2)
cuidadosamente con el dispositivo para el sellado (Figura 7.3) y se abre el tornillo
de ventilacidon, después se coloca la tapa sellando el vial a presion, finalmente se

cierra el tornillo de ventilacion y se coloca en el rotor.
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Figura 7.1 Vial de cuarzo

Figura 7.2 Tapa del vial

Figura 7.3 Dispositivo para el sellado del vial
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7.2. Funcionamiento del difractometro

El fenbmeno de difraccidon es debido a la relacion entre las fases de todas
las ondas reflejadas por cada celda unidad del cristal, las diferencias de camino
optico entre los rayos que han atravesado distintos puntos del cristal, que a su vez
producen un cambio en la amplitud de la onda resultante. Cuando las ondas estan
completamente desfasadas se anulan entre si. Por el contrario, cuando las ondas
estan en fase, la amplitud de la onda final es la suma de las amplitudes para cada
onda. Puesto que un cristal esta compuesto de miles de celdas unidad, la
interferencia constructiva entre todas ellas llega a resultar en un haz lo

suficientemente intenso para ser medido con un detector de rayos X.

La condicion para que las ondas estén en fase es que la diferencia de sus
caminos opticos sea cero o un multiplo entero n de la longitud de onda. En un cristal,
la diferencia en el camino éptico entre atomos situados en posiciones equivalentes
en distintas celdas unidad es 2d sin® donde d es la distancia entre los planos
imaginarios que unen los puntos equivalentes de la red cristalina. Es decir, para que
se observe interferencia constructiva de rayos X a un angulo de observacién 20, se
debe cumplir la expresion conocida como Ley de Bragg (Figura 7.4): nA= 2d sin®.
Donde n es un numero entero, A es la longitud de onda de los rayos-X, d es la
distancia entre los planos de la red cristalina y 6 es el angulo entre los rayos

incidentes y los planos de dispersion. (Union Internacional de Cristalografia, 2012).

Interferencia Interferencia
constructiva destructiva

Figura 7.4 Ley de Bragg
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7.3. Principios del analisis por EDS

a) El detector genera un pulso de carga proporcional a la energia del rayo X.

b) Este pulso se convierte en voltaje.

c) La senal se amplifica a través de un transistor (FET), se aisla de otros pulsos,
se vuelve a amplificar y se identifica electrbnicamente como proveniente de
un rayo X con una energia especifica

d) La sefal digitalizada se almacena en un canal asignado a esa energia en el

analizador multicanal.

pulzo:
e carga

haz de e=

analizador
de pulsos. multicanal

muesha

Figura 7.5 Diagrama de analisis por EDS

El espectrometro entonces realiza dos funciones: Detecta los rayos X y los

separa (dispersa) en un espectro segun su energia.

7.4. Principio fisico de la fluorescencia de rayos X

Al exponer un material a rayos X de longitudes de onda cortas o a rayos
gama, pueden ionizarse los atomos que constituyen el material. La ionizacién
consiste en eyeccion de uno o mas electrones desde el atomo. Puede ocurrir si a

éste se le expone a radiacion cuya energia exceda la del potencial de ionizacion.

Tanto los rayos X como los rayos gama pueden ser suficientemente

energéticos para desprender electrones fuertemente ligados en los orbitales
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internos del atomo. Tal remocion electrénica deja en condicion inestable a la
estructura electrénica del atomo, y los electrones de orbitales mas elevados «caen»
hacia el orbital mas bajo, que luego ocupan los huecos de los electrones internos

desprendidos.

En esta caida, o transicién, se genera energia mediante emision de un
fotdn. El valor de la energia de este corpusculo es igual a la diferencia de energia
entre los dos orbitales involucrados. Por lo tanto el material emite radiacién cuya
energia es caracteristica de los atomos componentes del material. El término
fluorescencia se usa para denominar el fendmeno por el cual la absorcion de
radiacion de una energia especifica genera reemision de radiacion de una energia

diferente, generalmente menor.

7.5. Funcionamiento del microscopio electrénico de transmision

El microscopio electronico de transmision es un instrumento que utiliza
como fuente de iluminacion un haz de electrones que son generados por un
filamento de tungsteno cuando este por efecto termoidnico se pone incandescente.
Estos electrones son acelerados y dirigidos hacia la muestra mediante lentes

electromagnéticas en condiciones de alto vacio.

Existen diferentes modos de formacion de la imagen en un microscopio de
transmision: si la imagen se forma a partir del haz transmitido, que no ha sufrido
dispersion, entonces la imagen del objeto es oscura sobre un fondo brillante. Si, por
el contrario, se utilizan los electrones dispersados en este caso la imagen aparece
brillante sobre un fondo oscuro. Por ello estas dos técnicas se denominan formacion
de imagen en campo claro y en campo oscuro respectivamente, la primera es la

mas utilizada.

Por otra parte con este microscopio se puede obtener un diagrama de
difraccion de la muestra, lo que nos aporta una valiosa informacion sobre la
estructura cristalina de la misma. Esto es posible si hacemos incidir el haz de

electrones sobre un cristal con un angulo capaz de satisfacer la ley de Bragg para
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una determinada distancia entre planos atdmicos dnk. Ya que la longitud de onda
de los electrones es muy pequefia ese angulo también lo es por lo que el haz debe
incidir practicamente paralelo a los planos reticulares. El diagrama de difraccion esta
formado por los puntos de corte de los haces difractados y transmitido con el plano
de la pantalla. Representa, por tanto, la seccidén de la red reciproca del cristal en el
plano normal al haz de electrones. La posibilidad de combinar la difraccion de
electrones con los distintos modos de formacion de la imagen hace del microscopio
de transmisién una de la mejores herramientas en el estudio de la red cristalina y

sus defectos.

De arriba a abajo, el TEM (Figura 7.6) consiste en una fuente de emision,
que puede ser un filamento de tungsteno o bien una fuente de hexaboruro de
lantano (LaBs). Conectando dicho cafién a una fuente de alto voltaje (~120kV para
muchas aplicaciones) comenzara a emitir electrones hacia el vacio. Esta extraccion
de electrones suele reforzarse con la ayuda de un cilindro Wehnelt. Una vez
extraidos, las lentes de la parte superior del TEM manipulan los haces de electrones

permitiendo su focalizacion al tamafio deseado y su localizacion sobre la muestra.

La manipulacién de los electrones se consigue mediante la combinacion de
dos efectos fisicos. La interaccion de los electrones con un campo magnético hace
que estos se muevan de acuerdo a la formula vectorial F= (g.v) x B (siendo vy B, el
vector velocidad del electro, B el vector campo magnético y "x" el producto vectorial).
Este efecto permite que los electrones emitidos puedan ser manipulados por medio
de electroimanes. Esta técnica permite la formacién de una lente magnética de

distancia focal variable, dependiendo de la distribucion del flujo magnético.

Las lentes del TEM permiten realizar la convergencia de los haces y el
control del angulo de la misma. Dicho control se ejerce modificando la cantidad de
corriente que fluye a través de las lentes cuadrupolares y hexapolares y permite

modificar los aumentos del TEM.
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Tipicamente un TEM contiene tres conjuntos de lentes con muchas
posibles variantes en la configuracién de las lentes. Los conjuntos se denominan
respectivamente lentes condensadoras, lentes de objetivo y lentes de proyeccion.
Las lentes condensadoras se encargan de la formacion inicial del haz tras la emision
de los electrones. Las lentes de objetivo focalizan el haz sobre la muestra y
finalmente las lentes de proyecciéon se encargan de expandir el haz reflejado hacia
la pantalla de fosforo u otro dispositivo de visualizacién tal como pelicula. Los
aumentos del TEM vienen dados por la razon de las distancias entre la muestra y el

plano imagen del objetivo.

Lente candensador 1
Lente cendensador 2

Diafr agma 'I

condensador
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Figura 7.6 Esquema de un microscopio electronico de transmision

Para conseguir el flujo ininterrumpido de electrones, el TEM debe operar a
bajas presiones, tipicamente en el orden de 10* a 10-® kPa. La necesidad de esto
se debe a dos razones: primero, permitir una diferencia de voltaje entre el catodo y
tierra sin que se produzca un arco voltaico. Segundo, reducir la frecuencia de las

colisiones de los electrones con los atomos del aire a niveles despreciables.
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