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RESUMEN

El uso de Aminoacidos (AAs) como reguladores y orientadores de crecimiento
cristalino en la sintesis de Hidroxiapatita (HAp), ha permitido obtener un producto
de alta pureza, con una morfologia, tamafo, composicidn quimica; y propiedades
mecanicas como flexibilidad, resistencia a la compresion y elasticidad que son
silimilares a las del tejido duro, obteniendo asi un biomaterial que pueda ser utilizado
como sustituto de tejido 6seo. Sin embargo, esto solo se ha logrado obtener al
utilizar un AA con carga negativa, Acido Glutamico (Glu). En la presente tesis se
estudio el efecto de utilizar un aminoacido con carga positiva, Arginina (Arg), como
regulador en el proceso de crecimiento y orientacién cristalina de la HAp. Se
describe la sintesis de nanoestructuras HAp con morfologias y orientaciones
distintas por medio del método hidrotermal asistido por microondas, usando
diferentes concentraciones de Arg en base a relaciones molares de Arginina: Calcio.
La caracterizacion de las muestras se realiz6 mediante analisis por Difraccion de
Rayos X (XRD), Microscopia _Electronica de Barrido (SEM), Analisis
Termogravimetrico (TGA) y Fluorescencia de Rayos X (XRF). Las muestras de HAp
obtenidas se vieron afectadas debido a un contaminante de silicio presente en la
sintesis, sin embargo, estas se obtuvieron con una ligera orientacion en el plano
(002), y morfologias en forma de fibras, placas y esferas en escala nanométrica. La
relacion Ca/P se vié afectada debido al alto porcentaje de silicio presente en las

muestras.

(Palabras Clave: Hidroxiapatita, Arginina, aminoacidos, crecimiento cristalino,

orientacion cristalina preferencial).



ABSTRACT
The use of Amino Acids (AAs) as regulators and guides of crystalline growth in the
synthesis of Hydroxyapatite (HAp), has allowed to obtain a product of high purity,
with a morphology, size, chemical composition; and mechanical properties such as
flexibility, resistance to compression and elasticity that are similar to those of hard
tissue, thus obtaining a biomaterial that can be used as a substitute for bone tissue.
However, this has only been achieved by using a negatively charged AA, Glutamic
Acid (Glu). In the present thesis the effect of using a positively charged amino acid,
Arginine (Arg), as a regulator in the growth process and crystalline orientation of
HAp was studied. The synthesis of HAp nanostructures with different morphologies
and orientations is described by means of the microwave-assisted hydrothermal
method, using different concentrations of Arg based on Arginine: Calcium molar
ratios. The samples characterization was carried out by X-ray Diffraction analysis
(XRD), Scanning Electron Microscopy (SEM), Thermogravimetric Analysis (TGA)
and X-ray Fluorescence (XRF). The HAp samples obtained were affected due to a
silicon contaminant present in the synthesis, however, these were obtained with a
slight orientation in the (002) plane, and morphologies in the form of fibers, plates
and spheres on a nanometric scale. The Ca/P ratio was affected due to the high

percentage of silicon present in the samples.

(Key words: Hydroxyapatite, Arginine, aminoacids, cristalline growth, preferential
crystalline orientation)
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1. INTRODUCCION

El hueso artificial se le define como al material similar al hueso creado en
un laboratorio, el cual puede utilizarse en injertos 6seos, para reemplazar el hueso
humano que se perdio debido a severas fracturas y enfermedades de los huesos (J.
Zhang, Feng, Zhou, Shi, & Wang, 2019).

Los huesos tienen la capacidad de regenerarse gracias a dos células
llamadas osteoclastos y osteoblastos, las cuales son las responsables de la
resorsion 0sea y la formacion 6sea. Por lo tanto, el cuerpo humano puede regenerar
el hueso fracturado, sin embargo, cuando el dafio al hueso es causado por una
enfermedad o una lesion grave, el cuerpo tiene dificultades para regenerar el tejido
0seo perdido. Es ahi donde entran los cirujanos 'y reemplazan el hueso faltante
utilizando autoinjertos, aloinjertos, xenoinjertos o biomateriales como polimeros,

metales, compositos y ceramicos (Saijo et al., 2016).

Sin embargo, cuando se trata de biomateriales implantados en hueso, los
criterios a evaluar son la biocompatibilidad, osteoconductividad, alta porosidad y
compatibilidad biomecanica, y ninguno de los biomateriales mencionados
anteriormente provee una solucion perfecta a la regeneracion del hueso, ya que aun
existen interrogantes sobre su biocompatibilidad a largo plazo, estabilidad mecanica
y biodegradabilidad. Por lo que se han desarrollado nuevas técnicas para producir
y disefiar una mejor estructura y material 6seo artificial (Q. wei Huang, Wang, &
Wang, 2014; Yontar & Gurbuz, 2019).

Actualmente los materiales sustitutos de hueso mas destacados
corresponden a ceramicas de fosfato de calcio en base a Hidroxiapatita (HAp),
Ca10(PO4)s(OH)2, que es una de las formas mas estables de fosfato de calcio, su
composicion quimica se relaciona con la del mineral 6seo, constituye alrededor del

65 a 70 por ciento del hueso, lo que conlleva a una buena biocompatibilidad en



contacto con el hueso (Sadat-Shojai, Khorasani, Dinpanah-Khoshdargi, & Jamshidi,
2013; Szczes, Hotysz, & Chibowski, 2017).

La gran ventaja de la HAp sintética es la formacion de una unién quimica
con el hueso huésped, lo que ha permitido utilizarla como andamio inerte para el
relleno de defectos 6seos en aplicaciones médicas, o como implantes o protesis.
(Mondal, Pal, & Dey, 2016; Przekora, 2019).

La HAp nanoestructurada juega un papel muy importante en la construccion
de tejidos calcificados, pues tiene la capacidad de unir moleculas biologicas como
proteinas, que puede utilizarse como materiales funcionales en muchos aspectos, y
la capacidad de sintetizar estructuras controladas de apatita para simular la
estructura basica del hueso y otros tejidos calcificados. Las particulas bioceramicas
nanoestructuradas son de interes en injertos 6seos sinteticos y cementos 6seos
tanto inyectados como controlados, de modo que dichos compuestos refuercen la

resistencia de bioceramicos. (Kattimani, Kondaka, & Lingamaneni, 2016)

Una gran diferencia entre la HAp sintética y el mineral del hueso es que la
primera posee una alta cristalinidad y ausencia de iones carbonato, lo que conlleva
a una biodegradacion menor en comparacion con los nanocristales del mineral éseo

(Ginebra, Espanol, Maazouz, Bergez, & Pastorino, 2018).

En una investigacion realizada por el grupo de trabajo del laboratorio de
biomateriales y sintesis de nanoestructuras (UAQ), se examinaron los mecanismos
de control del crecimiento cristalino de HAp en presencia de aminoacidos con
propiedades quimicas y estructurales distintas mediante el método hidrotermal
asistido por microondas, se encontré que se pueden obtener diferentes estructuras
utilizando aminoacidos como reguladores de crecimiento cristalino, asi con el acido
glutamico y acido aspartico que son aminoacidos acidos que promueve el
crecimiento cristalino de manera preferencial en la direccion [3 0 0], sin embargo
con el uso de Arginina y Alanina que son aminoacidos basicos no se obtuvo una
orientacion cristalina preferencial (Fonseca, 2018). Por lo que, a partir de esas

observaciones, en el presente trabajo se modificé el método de sintesis de HAp



utilizando Arginina como regulador de crecimiento cristalino para obtener una

estructura de HAp con alta calidad cristalina y un crecimiento cristalino preferencial.

2. Marco Teérico

2.1 Hueso

El hueso, el material bioldgico estructural mas importante, consiste de fibras
de colageno organico en una matriz de fosfato de calcio; debido a que el colageno
es una proteina estructural de alta resistencia a la traccién, forma una subestructura
de hélice triple con entrecruzamiento entre las hebras individuales. En la Figura 2.1

se muestra una fibra tipica de colageno.

s - Bgah o W Endotendn
Haz de fibras /| Hazde
terciarias /| fibras primarias

(subfasciculo)

(0 /%" Fibra de

I P
s\ /colageno
| X :
Epitendn : b : Fibnlla de
fibras secundarias
(fasciculo) colageno

Figura 2.1 Esquema de la fibra de colageno. Imagen extraida del libro Ciencia de Materiales,

Aplicaciones en Ingenieria, Newell pp. 276

Las propiedades de alta resistencia a la compresion y fragilidad del hueso
son proporcionadas por la matriz predominante del fosfato de calcio, la cual se forma
en una estructura de red cristalina hexagonal que es similar a la hidroxiapatita. Las
células 6seas son las encargadas de los procesos de produccion, reabsorcion y
reparacion de los tejidos del hueso (Newell, 2011). Estas células son:



1. Los osteoblastos: células localizadas cerca de la superficie del
hueso que producen proteinas estructurales que regulan el
crecimiento de los huesos.

2. Células de alineacion 6sea: funcionan como barrera ionica y
alinean el hueso.

3. Osteocitos: Son células que estan atrapadas en la matriz con
forma de estrella conectadas mediante canales estrechos que
facilitan la transferencia de nutrientes y desechos.

4. Osteoclastos: son células destructoras del hueso que migran
a areas especificas, estas liberan fosfatasa acida y otros
agentes quimicos que disuelven la matriz 6sea permitiendo que

el calcio sea reabsorbido por el cuerpo (Newell, 2011).

Aunque la hidroxiapatita no es lo suficientemente fuerte como para soportar
cargas pesadas, al pH del cuerpo es termodinamicamente estable y se adhiere
facilmente a la matriz 6sea creciente a través de la osteointegracion (Newell, 2011).

2.2 Biomineralizacion.

El termino biomineralizacion se refiere a los procesos en los cuales los
organismos forman minerales. El control que ejercen los organismos sobre la
formacion de minerales distingue estos procesos de la mineralizacién abiotica
(Tavafoghi & Cerruti, 2016).

El termino biomineral se refiere no solo a un mineral producido por
organismos, sino también al hecho que la mayoria de estos productos mineralizados
son materiales de compuestos minerales y organicos, que habiendose formado en
condiciones controladas, las fases biominerales a menudo tienen propiedades tales
como la forma, el tamafo, la cristalinidad, las composiciones isotropicas y de
oligoelementos muy diferentes a su contraparte forma inorganica. La Figura 2.2



muestra esto comparando parte de un solo cristal de calcita formado por un
equinodermo con cristales sinteticos unicos de calcita (Weiner, 2003).

Figura 2.2 Comparacion de cristales simples de calcita: (izquierda) estereoma de equinodermo y

(derecha) formas romboédricas producidas sintéticamente. Imagen extraida de Weiner, 2003.

2.3 Mecanismo de crecimiento de la Hidroxiapatita.

El crecimiento de la apatita se produce a traves de la acumulacion de
grupos, que se asemeja al crecimiento de los cristales de proteinas
macromoleculares, aungue el crecimiento convencional de la nucleacion en espiral
o bidimensional se produce en la superficie, como en el caso de los cristales de
proteinas.

La produccion de cristales o materiales amorfos resultantes de las
interacciones de sustancias organicas e inorganicas que acompafan a la actividad

biologica dentro de los organismos vivos es la biomineralizacién.

La biomineralizacion es entonces el proceso por el cual se producen
sustancias inorganicas en plantillas organicas dentro de un organismo. Los
ejemplos mas representativos incluyen la formacion de huesos y dientes dentro del
cuerpo humano y la formacion de espinas y conchas de erizo de mar. Los cristales



individuales de apatita, estan dispuestos en el hueso humano y poseen una
organizacion en la que estos cristales individuales de apatita tienen una orientacion
cristalina alineada. Esta disposicién produce una estructura fina que posee una alta
resistencia y flexibilidad (Gillams & Jia, 2018).

Aunque la biomineralizacion puede tener lugar en ambientes - de
temperaturas y presiones normales, es dificil formar directamente los grupos de
cristales inorganicos que se ven en los tejidos duros como dientes, huesos y
conchas a partir de soluciones simples a temperatura y presion normales mientras
se mantiene una alta cristalinidad. El mecanismo utilizado por los organismos para
construir tejidos necesarios para la supervivencia permite la cristalizacion con una
menor energia de activacion. La aplicacion de este mecanismo a la cristalizacion
industrial esta promoviendo un area de investigacion. La cristalizacion que utiliza
procesos de interaccion organicos-inorganicos que se genera en ambientes no
relacionados con organismos vivos se denomina comunmente como cristalizacion

“biomimetica” 6 “basada en biomineralizacion” (Fonseca, 2018).

Muchos de los cristales formados por biomineralizacion dentro de los
organismos, en especial dentro del cuerpo humano, son sales de calcio, por lo que
su formacion puede clasificarse genericamente como calcificacion. Los ejemplos
beneficos mas representativos incluyen la formacion de dientes y huesos, mientras
que la calcificacion perjudicial incluye la formacion de calculos, la acumulacion de
placas ateroscléicas, la calcificacion del tejido cerebral y la acumulacion de cristales
de sal de calcio que a menudo acompafian la presencia de tejidos cancerosos. (An,
Leeuwenburgh, Wolke, & Jansen, 2016; Dey, 2020).

Entre las sales de calcio formadas por la biomineralizacién, los fosfatos de
calcio, representados por la apatita, se han estudiado con mucho interes y
profundidad. Esto es debido a que las sales de fosfato de calcio no solo son parte
integral de la formacion de tejidos, sino que tambien se cree que estan involucradas

en los procesos de la vida y evolucion de las especies. (Vallet & Navarrete, 2016).



La biomineralizacién es un tema interdisciplinario que tiene relacién con la
fisica, la quimica y la biologia (incluida la medicina), y el tema de interes depende
de la perspectiva que se tome. Considerandola desde el punto de vista del
crecimiento de los cristales, es probable que el punto de interes incluyan los
mecanismos de crecimiento de los propios biominerales, la naturaleza de las
interacciones organico-inorganicas que son esenciales en el proceso de
biomineralizacion, y el propio ambiente con una composicion quimica compleja con

los organismos (An et al., 2016).

El ejemplo mas conocido y quiza el mas complejo de biomineralizacion
ocurre durante la formacion del hueso. Las fibras de colageno proporcionan una
matriz conocida como matriz extracelular (ECM), donde la HAp se nuclea y crece.
La nucleacion de la HAp se inicia por un conjunto de proteinas no colagenadas
(NCPs) fosforiladas cargadas negativamente asociadas con la matriz extracelular.
Estas proteinas atraen a los iénes de Ca?* y PO4% a través de aminoacidos cargados
(AAs) y aumentan la sobresaturacion local a un nivel suficiente para formar nucleos
de un tamano critico, que pueden convertirse en cristales de HAp (Tan, Xue, Zhu,
Wang, & Xu, 2020; Tavafoghi & Cerruti, 2016). Otro conjunto tiene de NCPs tiene la
capacidad de inhibir la formacion indeseable de HAp en tejidos como el cartilago y
las arterias, continuamente expuestos a fluidos corporales. Estas proteinas
inhibidoras estan asociadas a la ECM de los tejidos o se encuentran en el plasma y
limitan la formacion de HAp al unirse a la superficie de los nucleos minerales

nacientes, lo que restringe su crecimiento adicional (Tavafoghi & Cerruti, 2016).

2.4 Estructura cristalina de la Hidroxiapatita.

La HAp sintética se presenta en dos formas cristalinas: hexagonal y
monoclinica. La HAp hexagonal se forma por la precipitacion de soluciones
supersaturadas a 25° C-100°C mientras que la monoclinica se forma a partir de la

estructura hexagonal al someterse a altas temperaturas (850°C) y enfriada a



temperatura ambiente (Markovic, Fowler, & Tung, 2004), siendo la hexagonal la
forma mas frecuentemente encontrada. La union estructural entre HAp y sustratos
organicos determina las propiedades elasticas y mecanicas unicas y asombrosas
de los tejidos duros (Eliaz & Metoki, 2017).

La forma hexagonal de la HAp tiene una simetria del grupo espacial P63/m,
con parametros de red de a=b=9.432A, ¢=6.881A, y y=120°. Esta estructura
consiste en un arreglo de tetraedros formados por los grupos PO4%, y estos estan
unidos a los iones de Ca?* intercalados entre ellos. Los iones de Ca?* tienen dos
diferentes poliedros de coordinacion, los calcios tipo |, estan rodeados por nueve
atomos de oxigeno, mientras que los iones de calcio tipo Il, los rodean sélo siete
atomos del mencionado elemento. Los calcios tipo | se encuentran apilados
formando columnas a lo largo del eje “c” de la estructura cristalina de la HAp; por su
parte, los iones de calcio tipo Il estan alternados. con los tetraedros de los grupos
fosfato en el mismo plano (véase Figura 2.3, Figura 2.4 y Figura 2.5) (Campa et al.,

2007; Ma & Liu, 2009).

Calcio tipo.1  Calcio tipo 2

(b)

Figura 2.3 Estructura del Calcio tipo I(a,b) y Calcio tipo ll(c,d). Modificado de Campa et al., 2007

Los grupos fosfato se encuentran rodeados por 4 atomos de oxigeno,
formando un tetraedro (Figura 2.4). Luego, los grupos OH" se ubican a lo largo de

una linea paralela al eje “c” de la estructura cristalina de la HAp, muy cerca del



centro de la estructura, los grupos OH- adyacentes se encuentran apuntando en
direcciones opuestas, formando parte de un arreglo hexagonal de atomos de
oxigeno con iones de calcio tipo Il ubicados un poco desplazados del centro de los

hexagonos. (Izquierda de la Figura 2.5).

Grupo Fosfato
PO,3

P °

OH-

Figura 2.4 Izquierda: Grupo fosfato, Derecho grupo OH. Modificado de Campa et al., 2007

Los iones de calcio tipo Il forman bipiramides pentagonales al rodearse de
los siete atomos de oxigeno, con el vértice de una piramide sobre el eje del cilindro,
donde cuatro de esos atomos de oxigeno estan formando el arreglo hexagonal con
los grupos OH-. Como se menciono estos grupos se encuentra en el eje central del
cilindro y los otros dos oxigenos se encuentran fuera del cuerpo del cilindro (centro
de la Figura 2.5). Los grupos fosfato P03~ se encuentran colocados de tal forma
que cada uno de ellos une dos piramides pentagonales de Ca(ll) (derecha de la
Figura 2.5) (Alanis, 2015). En la Figura 2.6 se puede observar con mayor claridad

esta interaccion.



Vista superior .

O Ca 1. & ‘( }'( p-
o O o ‘;: ,.é;. o

H . \ ,ﬂ }.(. x
Vista lateral '},‘2"

2
£%1
o

Figura 2.5 Simulacién grafica de la hidroxiapatita. Modificado de.Campa et al., 2007.

i Malla hexagonal
Bipiramide /
pentagonal

Oxigenos fuera de
la malla hexagonal

Grupo "o ° b0 3
OH- .

Figura 2.6 Interaccion del Ca(ll) con el grupo OH y los grupos fosfato. Modificado de Campa et al.,
2007.

Al rodearse de nueve atomos de oxigeno, los iones de Ca(l) forman un
poliedro de coordinacién con la forma de prismas triapuntados, los cuales se apilan
uno sobre otro compartiendo las caras que son las tapas del prisma trigonal (Figura

2.7).
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Prisma trigonal — . jp»9 f*?¢3§° ¢ Grupo OH-

Lk 3
Ampliamiento de % e Grupo PO,

Prismas trigonales

\A\
tripuntados o Malla

¢  hexagonal

Figura 2.7 Apilamiento de los prismas trigonales triapuntados correspondientes a calcio tipo 1.
Modificado de Campa et al., 2007.

La estructura cristalina de la HAp tiene dos tipos de planos cristalograficos
con cargas netas diferentes, cargas positivas en los planos ay b, y cargas negativas
en el plano c, respectivamente. Entonces, los planos a y b tienden a atraer las
moléculas con carga negativas, como moléculas acidas, mientras que los planos ¢
prefieren adsorber aquellos con cargas positivas, como moléculas basicas; por lo
que el alargamiento de los cristales HAp a lo largo del eje ¢ conduce a un
desplazamiento hacia particulas cargadas mas positivamente con una especificidad
mas alta para la adsorcion de proteinas acidas cargadas negativamente. Ya que las
entidades bioldgicas estan dispersadas predominantemente en el lado negativo, la
HAp cargada positivamente promueve una buena adhesion de las células a la
misma, mientras que por el lado contario sobre las superficies de HAp cargadas
negativamente se promueven una adhesion celular y un crecimiento
pobres(Uskokovi¢ & Uskokovi¢, 2011). Aunque por lo general, los cristales HAp
hexagonales que crecen sobre el eje C se obtienen facilmente en comparacion con
las superficies “a” y “b”(Lin, Chang, Liu, Chen, & Zhou, 2011).

Se tiene reportado que los planos a y b en la hidroxiapatita son activos para
la saliva humana, donde la disolucion de PO034~ y OH- tiene lugar, de modo que el

plano c cubre la superficie de los dientes humanos. Por otro lado, en el relleno 6seo
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inyectado en partes defectuosas de los huesos, la superficie con un plano “b” puede
ser favorable ya que el relleno 6seo se debe reemplazar con huesos propios
absorbiendo la hidroxiapatita (Inoue et al., 2003). Por lo que se espera que la
orientacion del cristal se ajuste a la de cada parte cuando se hace uso de la

hidroxiapatita como biomaterial en el cuerpo humano.

Dependiendo del tipo de tejido duro, es que los cristales de HAp muestran
diferentes orientaciones, como se aprecia en la Figura 2.8. Por ejemplo, en un hueso
vivo, el eje “c” de la estructura cristalina de la HAp son paralelos a las fibras de
colageno extendidas, lo que resulta en la exposicion de los planos a,b en la
superficie del hueso. De forma similar, en el esmalte dental, los planos ¢ son
preferentemente paralelos a la superficie del esmalte, ya que los cristalitos de HAp
forman prismas de esmalte que se extienden desde la unidn dentino-esmalte
(Aizawa, Matsuura, & Zhuang, 2013).

Modelo para esmalte

Modelo para hueso dental
' '
l
Plano-c
) () Plano-c
2 :
< < ) 0
X° Plano-a
(+)
Particula de HAp en Particula de HAp en
forma de fibra (aHAp) forma de placa (dHAp)

Figura 2.8 Particulas de hidroxiapatita de cristales simples con orientacién preferencial en los ejes

a'y ¢ como modelos para tejidos duros: hueso y esmalte dental. Modificado de Aizawa et al., 2013.

Se ha reportado que diferentes tipos de proteinas se absorben en diferentes
planos de cristales de hidroxiapatita de manera que esta relacionada con grupos

funcionales en la proteina (Inoue et al., 2003).
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Varios estudios han demostrado que las proteinas no colagenadas inhiben
en ciertos organismos el crecimiento de la hidroxiapatita en ciertas direcciones
acoplandose a las moléculas de HAp en la etapa de nucleacion (De Yoreo,
Wierzbicki, & Dove, 2007; Inoue et al., 2003). Entonces, se pueden obtener cristales
de hidroxiapatita cuyo plano particular se cultive selectivamente mediante un

aminoacido.

2.5 Métodos de sintesis.

Daubrée, en 1851, fue el primero en sintetizar apatita al pasar vapor de
tricloruro de fosforo sobre cal al rojo vivo, desde entonces han aparecido diversos
métodos de preparacion de HAp en la literatura(Byrappa & Yoshimura, 2001a).
Actualmente existen numerosos métodos para la sintesis de HAp los cuales
incluyen precipitacién, hidrolisis, sol-gel, sonoquimica, emulsiéon, combustion,
hidrotermal, electrodeposicién, etcétera, mediante los cuales se pueden obtener
diversas morfologias de nano-HAp. En la Tabla 2.1 se muestran algunas de las
diferentes morfologias que pueden obtenerse mediante rutas de sintesis distintas
(Huerta, 2018).

Tabla 2.1 Morfologias de HAp mediante diferentes métodos de sintesis (Huerta, 2018).

Morfologia Nombres en la Intervalo de Métodos de

literatura tamano sintesis

Precipitacion,
hidrolisis, sol-gel,
) hidrotermal,
Irregular, sin forma 5 nm —200 ym N
emulsion,
sonoquimica,

combustion.

Precipitacion, sol-

gel, hidrotermal,

! Esfera, microesfera, _
10 nm -100 pm emulsion,
nanoesfera .
sonoquimica,

combustion.
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Varilla, aguja, tubo,
filamento, fibra, alambre,
hilo.

Longitud: 10 nm-
150 ym
Diametro: 3 nm —
50 um

Precipitacion,
hidrolisis, sol-gel,
hidrotermal,
emulsion,
sonoquimica,

combustion.

Placa, hojuela, lamina.

Longitud: 40 nm —
50 um
Anchura: 20 nm —
35 um
Espesor: 5 nm -3

um

Précipitacion,

hidrotermal.

Sin embargo, los métodos mas sofisticados para la sintesis de HAp son los

que se describen en la Tabla 2.2 (Fonseca, 2018) y (Campa, 2007).

Tabla 2.2 Comparacion de los métodos mas sofisticados para la sintesis de HAp. (Campa et al.,

2007)
Técnica Precursores Condiciones de Observaciones
sintesis
Sintesis en Ca3(PO4)2  + 900-1300°C Ca/P =1.67,
estado solido a CaCOs3 con flujo de Gran tamano
altas CazxP207 + vapor de agua de grano,
temperaturas CaCO3 formas
irregulares.
Sintesis en Ca(NOs)2 100°C CalP < 1.67
fase acuosa +(NH4)2HPO4 pH=7-12 cristales
Ca(OH): + irregulares
HsPO4 pequefios con

baja

cristalinidad.
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Métodos HAp preparada 100-200°C, 1- Calp < 1.67
hidrotérmicos por via 2MPa cristales
humeda, otros 300-600°C, 1- irregulares
fosfatos de 2Kbar pequefios con
calcio, etc. baja
cristalinidad.
Crecimiento a Ca3(POas)2 y 1650°C Cristales
partir de sales CaF2, 0 CaCl grandes,
fundidas deformaciones
durante el
crecimiento.
Crecimiento en Gel + Ca* 40-60°C Se obtiene
geles +PO4*> pH=7-10 HAp, OCP,
Monetita y
Brushita.
Método KH2PO4 + 100-200°C Ca/P =1.67
hidrotermal Ca(NO3): + Cristales
asistido por KOH homogéneos
microondas con alta calidad
cristalina.

Komarneni, Roy, and Li (1992) de la Universidad de Pensilvania, estudiaron
las diferencias entre la sintesis hidrotermal y la sintesis hidrotermal combinaba con
microondas; desde entonces se ha utilizado este método para la sintesis de un gran
numero de materiales de gran interés. Durante los ultimos afos, se ha demostrado
que la cinética de la sintesis quimica organica e inorganica puede acelerarse
significativamente utilizando microondas de 2.45Ghz (Byrappa & Yoshimura,
2001b). La utilizacion de Microondas, en la sintesis de HAp, como fuente de
calentamiento uniforme y controlado, provee un mayor control en la morfologia, el
tamafio de grano y el crecimiento cristalino, ya que se genera una nucleacion rapida

y homogénea y se logran controlar todos los parametros de crecimiento
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mencionados, ademas que reduce drasticamente los tiempos de reaccion (Alanis
et al., 2016), (Fonseca, 2018).

2.6 Cristalizacion de soluciones.

La cristalizacion es un proceso que tiene gran importancia en un rango
amplio de disciplinas, en el que se incluyen: fisica, quimica, geologia, biologia y
ciencia de materiales (Mann et al., 1993). La cristalizacion es un proceso quimico
de formacién de cristales sélidos en el que se realiza un cambio de fase, pasando
de un estado de desequilibrio a un estado de equilibrio. La cristalizacién se obtiene
mediante una variacidn en las condiciones de solubilidad del soluto en el disolvente,
por oposicion a la precipitacion debida a una reaccion quimica. (Dimian, Bildea, &
Kiss, 2014).

El crecimiento cristalino a partir de una solucién ocurre cuando la solucién
alcanza el punto de sobresaturacion (Kramer & van Rosmalen, 2000). El proceso

consiste de dos pasos: nucleacion y crecimiento cristalino:

e La nucleacién se da cuando las moléculas del soluto dispersas en el
solvente empiezan a crear cumulos que se vuelven estables bajo las
condiciones actuales de operacion. Estos cumulos estables constituyen
los nucleos. Sin embargo, cuando los grupos no son estables, se
disuelven. Por lo tanto, para ser nucleos estables, deben alcanzar un
tamano critico, el cual se dicta por las condiciones de funcionamiento (p.
Ej., Temperatura, sobresaturacion). En esta etapa los atomos se
organizan de manera que se define la estructura cristalina (disposicion
relativa).

e El crecimiento cristalino es el crecimiento posterior de los nucleos. Tanto
la nucleacion como el crecimiento ocurren simultdneamente mientras
exista una fuerza impulsora de la cristalizacion, llamada sobresaturacion.
Esto se puede obtener mediante diferentes métodos como enfriamiento,
adicién de anti-disolvente, evaporacion, ajuste de pH y reaccion quimica.
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Dependiendo de las condiciones, puede predominar la nucleaciéon o el
crecimiento, y como resultado se obtienen diferentes tamaros y formas.
Cuando se agota la sobresaturacion, el sistema soélido-liquido alcanza el
equilibrio (Dimian et al., 2014)

2.7 Aminoacidos.

El término aminoacido es una abreviatura de acido a—amino carboxilico
(Rogers, 2011). Los aminoacidos son un grupo de moléculas organicas que se
combinan para formar proteinas, estas consisten de un grupo amino basico (-NH2)
y un grupo carboxilico acido(-COOH-). Cada molécula esta compuesta por un atomo
de carbono (C) central, lamado carbono alfa, que tiene unidos un grupo amino y un
grupo carboxilico (Ouellette & Rawn, 2015) y (Makishima, 2019). También existen

los (5 -aminoacidos, y -aminoacidos, etc. (Galli, 2012). Figura 2.9 muestra la forma

de los a - aminoacidos

CO,H

NH;—C—H

o.
R

Figura 2.9. Estructura de los aminoacidos(Ouellette & Rawn, 2015)

Los aminoacidos difieren entre si en la estructura quimica particular de su
grupo “R”.-Se han identificado mas de 500 aminoacidos, algunos de los cuales se
encuentran libres en la naturaleza (Moreira, Guerreiro, Brandao, & Sales, 2015),
pero solo 20 de ellos constituyen las proteinas de los organismos vivos; 9 de estos
aminoacidos no pueden ser sintetizados por los seres humanos (aminoacidos
esenciales: histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina,
triptéfano y valina) por lo que se consumen en la dieta, los otros 11 aminoacidos

son sintetizados por el cuerpo humano (aminoacidos no esenciales: arginina,
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aspartato, asparagina, alanina, glutamato, glutamina, prolina, tirosina, cisteina,

glicina y serina) (Aliu, Kanungo, & Arnold, 2018; Puigserver, 2018).

En la actualidad se utilizan algunos aminoacidos como controladores de
crecimiento y orientacion cristalina, debido a que estos tienen la funcion de
favorecer o inhibir el crecimiento de la HAp en una direccion determinada, mediante

el anclaje con las cargas de los atomos de Ca?* (Fonseca, 2018).

2.7.1 Propiedades de los aminoacidos acido-base.

Los aminoacidos presentan distintos estados de ionizacion dependiendo del
pH. Cerca de un pH neutro, los aminoacidos libres existen en gran medida como
iones dipolares o zwitteriones. Cuando un aminoacido se disuelve en una solucién
basica, el grupo carboxilato existe como un anion y el ion amonio existe como un
grupo amino no protonado; esta especie es la base conjugada del aminoacido, y
tiene una carga neta de -1. De lo contrario, cuando un aminoacido se disuelve en
solucidén acida, el grupo carboxilato existe como acido carboxilico y el grupo amino
como ion amonio; esta especie es el acido conjugado del aminoacido original, y
tiene una carga neta de +1(Ouellette & Rawn, 2018). Como se aprecia en la Figura
2.10.
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Figura 2.10 Propiedades de los aminodacidos a) zwiterion o idn dipolo, b) formacion de base

conjugada y c) formacon de acido conjugado. Modificada de Ouellete and Rawn 2018.

Cualquier aminoacido, cuando se someten a cambios en el pH, puede pasar
a un estado en el que hay un numero igual de cargas positivas y negativas en la
molécula, cuando esto ocurre se conoce como punto isoionico (pH;), o punto
isoelectrico (pl) (Rogers, 2011; Satyanarayana, 2017). Es el pH de la solucién a la
cual la concentracion del ion dipolar es maxima, la forma zwitteridnica esta en su

maxima expresion (Satyanarayana, 2017).

Una forma de clasificar a los aminoacidos naturales se basa en la polaridad
del grupo R. Con este enfoque los 20 aminoacidos esenciales se pueden dividir en
cuatro grupos distintos: aminoacidos no polares, aminoacidos polares sin carga;
aminoacidos acidos (negativos) y aminoacidos basicos (positivos) (Rogers, 2011).
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Enla Tabla 2.3 Se presentan los puntos isoeléctricos de los 20 aminoacidos

importantes para el cuerpo humano.

Tabla 2.3 Punto isoidnico (pl) 6 isoeléctrico (pHi) y polaridad de los 20 aminoacidos escenciales

para el cuerpo humano. (Fleck & Petrosyan, 2016; Rogers, 2011)

Aminoacido Abreviatura | Punto isoiénico Polaridad
(pl) 6
isoeléctrico
(pHI)
Acido Aspartico Asp D 2.78 Negativo
Acido GluE 3.22 Negativo
Glutamico
Arginina Arg R 10.76 Positivo
Lisina Lys K 9.74 Positivo
Histidina His H 7.58 Polar sin carga
Asparagina Asn N 5.41 Polar sin carga
Glutamina GIn Q 5.65 Polar sin carga
Serina Ser S 5.68 Polar sin carga
Treonina Thr T 6.53 Polar sin carga
Tirosina TyrY 5.65 Polar sin carga
Alanina Ala A 6.02 No polar
Glicina Gly G 5.97 No polar
Valina Val V 5.97 No polar
Leucina Leu L 5.98 No polar
Isoleucina lle | 6.02 No polar
Prolina Pro P 6.3 No polar
Fenilalanina Phe F 5.48 No polar
Metionina Met M 5.75 No polar
Triptofano Trp W 5.88 No polar
Cisteina CysC 5.02 No polar
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Los grupos R de los aminoacidos no polares tienen grupos alifaticos o
aromaticos que los hace hidrofébicos; los aminoacidos polares poseen al menos un
atomo con pares electronicos disponibles para la unidén de puentes de hidrogeno al
agua y otras moléculas. Los dos aminoacidos acidos tienen un acido carboxilico en
su cadena lateral que le otorga propiedades acidas (que donan protones). Por otro
lado, y siendo de particular interés en este proyecto de tesis, los aminoacidos
basicos contienen algun grupo amino en la cadena lateral que, debido a su caracter
basico, puede tomar hidrogenoides del medio, dando asi la carga eléctrica positiva
en comparacion con el pH normal que los caracteriza, ademas de que los tres
aminoacidos de este grupo son hidrofilicos, por lo que tienen gran solubilidad en el

agua (Rogers, 2011).

Para este proyecto de tesis se utilizé Arginina, que es un aminoacido basico,

por lo que es necesario describir un poco este aminoacido.

La arginina se aislé por primera vez del cuerno de una vaca (1895)
(Beaumier, Castillo, Yu, Ajami, & Young, 1996), y juega un papel importante en la
sintesis de urea en los mamiferos. La arginina se puede extraer por hidrdlisis de
muchas proteinas comunes, pero es mas abundante en protaminas e histonas, que
son proteinas asociadas con acidos nucleicos. La arginina es un aminoacido no
esencial para los mamiferos adultos (pueden sintetizarlo a partir del acido
glutamico). El grupo guanidino de la cadena lateral de la arginina es el mas basico
de todos los grupos R«(Figura 2.11).

Grupo guanidino

HaN
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Figura 2.11 Estructura quimica de el aminoacido L-Arginina con el grupo guanidino.

La principal importancia de la arginina para el crecimiento 6seo, radica en
que es compatible con la produccién de colageno, componente basico de varios
tejidos conectivos (cartilago) y el hueso. Por lo que, la arginina ayuda en el
crecimiento de osteoblastos, que es donde se forma la masa oOsea (Visser &
Hoekman, 1994). En estudios se ha evidenciado que la arginina aumenta el pH'y
crea condiciones de sobresaturacion, de Ca?* y POQ.*, favorables para la
mineralizacion (X. Huang, Exterkate, & Ten Cate, 2012).

Jogiya et al. (2014) logro sintetizar hidroxiapatita utilizando L-arginina como
orientador de crecimiento por el método sol-gel y observo una inhibicion del
crecimiento en términos de reduccién en el tamano promedio de cristalitos y
cambios en la morfologia de las nano particulas; Luego, Saranya et al. (2018)
sintetizo, por el método de sonoquimica, hidroxiapatita utilizando L-arginina como
modificador de crecimiento cristalino, y demostr6 que se puede manipular la
morfologia de la hidroxiapatita ajustando cuidadosamente el pH por encima y por
debajo del punto isoeléctrico de la arginina. Sin embargo, en estos no se observa
una orientacion preferencial bien definida; ademas que no se obtienen cristales

homogéneos con alta calidad cristalina, que puede ser debido al método de sintesis.

Por otro lado, Fonseca (2018) que sintetizd hidroxiapatita por el método
hidrotermal asistido por microondas, utilizando diferentes aminoacidos, obtuvo con
arginina una morfologia muy homogénea presentando prismas romboidales, pero

no logré obtener una orientacion cristalina preferencial.

2.8 . Aplicaciones de la Hidroxiapatita.

Actualmente, la hidroxiapatita tiene muchas aplicaciones que son de gran
interés sobre todo en las areas de ortopedia y ortodoncia. La principal aplicacion es
como un sustituto de tejido 6seo, material de relleno de hueso, debido a sus
propiedades osteoconductivas (Rameshbabu, Rao, & Kumar, 2005). Otras de las

aplicaciones en las que se ha indagado son, debido a sus propiedades cataliticas y
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piezoeléctricas, son en remediacion ambiental, en inmunosensores,

biocombustibles y sintesis de compuestos organicos (Rivera et al., 2018).

Las ceramicas a base de fosfato de calcio, como HAp, son de gran interés
como sustitutos sintéticos de injerto 6seo debido a su bioactividad,
osteoconductividad y similitud en composicion con el mineral 6seo (Pokhrel, 2018).

En los ultimos afios se han desarrollado diversas investigaciones de gran
interés en la impresion 3D de compuestos de polimeros y ceramicos, donde se
desarrollaron pruebas in vitro e in vivo de andamios de ingenieria de tejido 6seo
impresos en 3D, basados en polilactida (PLA)/HAp, policaprolactona (PCL)/ HAp, o
poli (fumarato de propileno) (PPF)/ HAp que permiten la cicatrizacion 6sea (Liu
et al., 2016; Senatov et al., 2016; Yao et al., 2015).

3. JUSTIFICACION

Los biomateriales a base de hidroxiapatita sintética han demostrado tener
una excelente biocompatibilidad, osteoconductividad y capacidad para promover la
regeneracion del tejido éseo humano. La HAp sintética, tiene estas propiedades
debido a su similitud quimica y estructural con la HAp natural, que forma parte de la
fase inorganica del tejido 6seo. En la HAp natural, algunos iones de calcio son
sustituidos por iones de sodio y magnesio, lo cual incrementa su biocompatibilidad;
asimismo, esta crece en nuestro organismo con una orientacién cristalina

preferencial, lo cual la incrementa su resistencia mecanica en compresion y flexion.

Por lo anterior y debido al particular interés de obtener HAp
nanoestructurada en forma de nanofibras, en este proyecto se utilizé la técnica de
sintesis hidrotermal asistido por microondas, debido a la factibilidad que ofrece para
obtener compuestos con una alta cristalinidad, ademas de la rapidez, facilidad y
costo accesible del método; Asimismo, utilizando arginina como una sustancia que
dirija y controle el crecimiento cristalino, se puede lograr que la HAp tenga un
crecimiento cristalino preferencial, con ello, se lograra un incremento en su
resistencia mecanica en compresion de las nanoestructuras, las cuales

posteriormente, podrian ser utilizadas para obtener biomateriales para implante de
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tejido 6seo en una siguiente etapa del proyecto de investigacion. La mayor
resistencia mecanica de la HAp obtenida con dicho método y la morfologia de
nanofibra, tendra un impacto positivo en las propiedades mecanicas del biomaterial
de implante 6seo, lo que permitira darle un soporte mecanico al hueso durante su

proceso de recuperacion.

La arginina es un aminoacido basico, ya que cuenta con dos grupos amina
en su estructura molecular y solo un grupo acido. Esta caracteristica quimica
permitira la interaccidn entre los grupos amina y los iones de calcio de la HAp para
lograr un buen control sobre la morfologia y crecimiento cristalino preferencial de la
HAp.

4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS.
4.1 Hipotesis.

La Arginina, al ser un aminoacido basico, tiene un mayor numero de atomos
de nitrdgeno en su molécula, los cuales-tienen pares de electrones libres que
pueden interactuar con los iones de calcio tipo | de la HAp formando uniones
covalentes coordinas. Al formarse este tipo de uniones, las moléculas de arginina
funcionan como acarreadores y controlaran la adicion de iones de calcio en la
estructura cristalina de la HAp en formacion. La molécula del aminoacido es capaz
de inhibir el crecimiento cristalino de la HAp en algunas direcciones cristaligraficas
y permitirlo en otras, especialmente en la [001] promoviendo la formacion de ciertas
morfologias, principalmente la de nanofibras y con un crecimiento cristalino
preferencial, logrando también, que dichas fibras crezcan a lo largo del eje “c” de la
estructura cristalina de la HAp.

4.2 Objetivos.

4.2.1 Objetivo general.
Sintetizar nanofibras de hidroxiapatita con alta calidad cristalina, pureza y

orientacion cristalina preferencial, a través del método hidrotermal asistido por
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microondas utilizando arginina como la sustancia que guie y controle el crecimiento

cristalino.

4.2.2 Objetivos especificos.

Establecer las condiciones 6ptimas para la reaccion de sintesis
de las nano fibras de HAp, utilizando el método hidrotermal

asistido por microondas.

Determinar la concentracién de arginina en la mezcla de
reaccion que genere el mejor control en el crecimiento cristalino
de la HAp y produzca en ella, una orientacion cristalina
preferencial.

Caracterizar las nanofibras de HApen su estructura cristalina,
morfologia y composicion quimica (Difraccion de rayos X
(XRD), Fluorescencia de rayos X (FRX), Microscopia
Electronica de Barrido (SEM) y analisis termogravimétrico
(TGA)), con la finalidad de entender mejor los resultados y

poder emitir las conclusiones acertadas.

5. METODOLOGIA.

5.1 Sintesis de Hidroxiapatita.

En este trabajo, las muestras de HAp se sintetizaron mediante el método

hidrotermal asistido por microondas en un horno de microondas Synthos 3000 de

Anton Paar, utilizando el rotor XQ-80 y viales de cuarzo presurizables (Figura 5.1).

Se llevaron a cabo sintesis de HAp de 3 muestras distintas, utilizando las mismas

concentraciones de precursores, pero variando la concentracién del aminoacido

arginina. La temperatura interna se mantuvo constante a 170°C, para evitar la

evaporacion de solvente y mantenerlo en la region subcritica, la presion se mantuvo

elevada y constante a 80 kPa.
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Figura 5.1 (izquierda) Microondas Synthos 3000 de anton para y rotores; (derecha) vial de cuarzo

presurizable con la tapa y chaqueta protectora

El procedimiento de sintesis de HAp por el método hidrotermal asistido por

microondas se describe en los siguientes pasos:

1.

Se prepararon las soluciones de reaccion en vasos de precipitado de 500 mL.
La primera disolucion consistio en Nitrato de Calcio Tetrahidratado [Ca(NO3) -

4H,0] (Golden Bell) y el aminoacido L-Arginina [C¢H14N,O-] (Sigma-Aldrich), se
utilizaron 250 mL de agua desionizada como medio de reaccion a una
temperatura de 40°C y agitacion vigorosa durante 100 minutos. Se realizaron 3
muestras con concentraciones de L-arginina en una relacion molar calcio:
arginina de 2:1, 3:1y 5:1. Cabe mencionar que, al preparar esta solucion y tratar
de disolver por completo las mencionadas sustancias, se observd que la
solucion acuosa tenia cierta turbidez, la cual no se perdia incluso prolongando
los tiempos de agitacion. La turbidez es indicativa de que no se esta formando
el compuesto quelato entre los atomos de oxigeno o nitrégeno de las moléculas
de arginina y los iones de calcio del Ca(NO3)>.

Se realizé la segunda disolucién agregando Fosfato monobasico de Potasio
[KH2PO4] (J.T. Baker) e Hidroxido de potasio [KOH] (Sigma-Aldrich) en 150 mL
de agua desionionizada a 40°C y agitacion constante durante 20 minutos. Se

obtuvieron soluciones homogéneas
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3. Posteriormente, se vertieron y mezclaron ambas soluciones en un vaso de
precipitado de 500 mL a 40 °C y agitaciéon constante durante 10 minutos.
Después, la disolucion se coloco dentro de 6 viales de cuarzo con
aproximadamente 50 mL de la solucién en cada vial, como se muestra en la
Figura 5.3. Los viales de cuarzo fueron cerrados herméticamente con tapas
especiales de teflén, seguidamente, los viales se introdujeron dentro de unas
chaquetas especiales disefiadas para soportar temperaturas altas, luego, se
colocaron y sujetaron dentro del rotor XQ-80, finalmente el rotor se coloc6 dentro
de un horno de microondas Synthos 3000 de Anton Para, el cual fue programado
para trabajar bajo las siguientes condiciones de reaccion; Potencia de 1200 W,
presion de 80kPa, temperatura interna de 170 °C, rampa de calentamiento de
15 minutos, un tiempo de reaccion de 30 minutos y un tiempo de enfriamiento
de 30 minutos mediante un sistema de ventilacién y 30 minutos a temperatura

ambiente.

Figura 5.2 Viales de cuarzo para rotor XQ80 con mezcla de soluciénes

4. Para recuperar las muestras de HAp sintetizada, se filtré el precipitado del fondo
de los viales en un papel filtro tipo Whatman grado 1 colocado en un embudo
bichner acomodado sobre un matraz kitasato, seguidamente, se realizd un
lavado con alcohol isopropilico y agua para eliminar posibles restos de

precursores sin reaccionar y se dej6 secar a temperatura ambiente por 24 horas.
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Las muestras en polvo fueron almacenadas en tubos eppendorf para realizar

posteriormente las respectivas caracterizaciones (Figura 5.3).

Figura 5.3 Muestra de HAp sintetizada mediante el método hidrotermal asistido-por microondas

5.2 Caracterizacion de la Hidroxiapatita sintética

5.2.1 Difraccién de rayos X por polvos (XRD)

El analisis por difraccion de rayos X de las muestras de HAp se llevé a cabo
del modo siguiente: Se colocé la muestra de HAp en polvo, tomada directamente
del final de la reaccion de sintesis y sin ninguna molienda previa, en el
portamuestras hasta llenarlo al ras y de manera homogénea; posteriormente, se
colocé el portamuestras en el difractdmetro Ultima IV de Rigaku(Figura 5.4) donde
el haz de rayos X incide sobre la muestra. La medicion se llevo a cabo bajo las
condiciones del equipo a 30KV de voltaje de aceleracién y 30 mA de intensidad de
corriente, y la muestra se barrié angularmente desde 5 a 80° en 2 theta con saltos

de 0.02° y un tiempo de permanencia de 1 segundo en cada salto.
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Riguaky

Figura 5.4 Difractdmetro de rayos X Ultima IV de Rigaku.

La identificacion de las fases cristalinas en las muestras, asi como la
presencia de la HAp cristalina y posibles orientaciones preferenciales cristalinas, se
analizaron con el software MDI JADE version 5.0, consultando el banco de archivos
de difraccion de polvos (PDF por sus siglas en inglés) provisto por el Centro
Internacional de Datos de Difraccion (ICDD por sus siglas en ingles) para identificar

y comparar las fases cristalinas presentes en las muestras.

5.2.2- Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

Para la observacion de las muestras en el microscopio electrénico de
barrido se utilizdé un portamuestras cilindrico de metal (Cobre, latén, aluminio, etc.),
el cual fue pulido y limpiado previamente, utilizando cinta de carbén se adherio la
muestra al portamuestras. En la presente tesis, los analisis se realizaron en un
microscopio electronico de barrido marca JEOL modelo JSM-6390L utilizando un

voltaje de aceleracion de 20kV.
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5.2.3 Fluorescencia de rayos X (FRX)

Para este proyecto de tesis se realizo el analisis de las muestras en polvos.
Las condiciones de operacion fueron de un voltaje de 50 kV y una radiacion de

filamento de plata como excitacion, en el equipo Bruker S2 Puma (Figura 5.5)

Figura 5.5 Equipo de fluorescencia de rayos X S2 PUMA de Bruker.

5.2.4 Andlisis Termogravimetrico(TGA)

La muestra se coloca dentro del portamuestras, y se situa en contacto con
sensor de temperatura. Se coloca dentro del horno a una atmdsfera completamente
controlada. La temperatura del horno se controla y se programa por medio de un

controlador de temperatura que dispone el equipo. Los datos son recogidos por el
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sensor de temperatura y la informacion sobre la pérdida de masa es procesada por
el sistema, el cual muestra los resultados en el monitor del ordenador en forma de

una curva termogravimetrica.

Para este analisis se utiliz6 un TGA Q500 TA Instruments con
portamuestras de platino y utilizando una atmdsfera de N2 con flujo de 60 ml/min,
aplicando calor hasta llegar a una temperatura de 1000 °C a una velocidad de
calentamiento de 10°C/min. Para cada analisis se utilizaron 5mg de muestra

aproximadamente.

Figura 5.6 TGA Q500 TA Instruments.
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6. RESULTADOS

6.1 Difraccion de rayos X por polvos (XRD)

Los resultados de las muestras analizadas por XRD confirman la obtencion
de cristales de HAp sintética. En todas las muestras se encontré una sola fase
cristalina presente, la cual se identificé por comparacion utilizando la base de datos
de PDF’s. La fase cristalina obtenida de HAp en las muestras corresponde al PDF
09-0432. El hecho de haber obtenido una sola fase cristalina es indicativo de la
pureza de las muestras sintetizadas a través del método hidrotermal asistido por

microondas.

La Figura 6.1 muestra un difractograma tipico de HAp con estructura
cristalina hexagonal y crecimiento aleatorio, ya que la muestra, fue sintetizada sin
utilizar una sustancia para guiar su crecimiento cristalino. En el difractograma se
observan las reflexiones de Bragg caracteristicas de esta fase cristalina de HAp y

sobre ellas se colocaron sus respectivos indices de Miller.
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Figura 6.1 Difractograma tipico de una muestra de HAp hexagonal con crecimiento cristalino

aleatorio.

En las Figuras Figura 6.2, Figura 6.3 y Figura 6.4 se observan los
difractogramas de las muestras obtenidas de las reacciones de sintesis de HAp a
través del método hidrotermal asistido por microondas, controlando el crecimiento
de los cristales mediante la adicion del aminoacido L-Arginina con relaciones de
molares L-Arginina: Ca?' en las muestras 2:1, 3:1 y 5:1 respectivamente. En estas
muestras no se observd una orientacion cristalina preferencial tan marcada como
aquella obtenida para la HAp sintetizada utilizando acido Glutamico para controlar

el crecimiento cristalino (Alanis et al., 2016).
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Figura 6.2 Difractograma tipico de HAp sintetizada con una relaciéon molar de arginina: calcio de
2:1

En la Figura 6.2 se puede observar que la reflexion de Bragg
correspondiente a los planos (211) ubicada alrededor de 31.8° en 20 es la mas
intensa, y esta de acuerdo a lo establecido en el PDF 09-0432. Pero este
difractograma contrasta con el mostrado en la Figura 6.1 en la intensidad de las
reflexiones de Bragg correspondientes a los planos (002), (112) y (300), las cuales
tienen intensidades similares de 62.82, 58.7 y 60.25% respectivamente, en relacion
a la intensidad correspondiente al (211). Segun el mencionado PDF, la intensidad
para el (002) deberia ser de 43.5%, para el (112) de 65% y para el (300) de 76.2%.
Lo anterior nos esta indicando que la muestra tiene una ligera orientacion
preferencial en (002).
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Figura 6.3 Difractograma de HAp sintetizada con una relacion molar de arginina: calcio de 3:1

En la Figura 6.3 se observa un difractograma tipico de las muestras de HAp
sintetizadas con una relacion molar Arginina: Calcio de 3:1, y una vez mas se ve
que la reflexion de Bragg correspondiente a los planos (211) es la mas intensa. Las
reflexiones correspondientes a (112) y (300) casi no variaron en intensidad, pero la
reflexion de Bragg de los planos (002) disminuyo ligeramente de intensidad,
llegando a un 57.7% respecto a la intensidad del (211). Lo anterior nos indica, que
un aumento en la concentracion de arginina resulta en una disminucién en la

orientacion preferencial de la HAp obtenida.

La Figura 6.4 nos muestra un difractograma tipico de una muestra de HAp
sintetizada utilizando una relacion molar Arginina:Calcio de 5:1. Una vez mas la
reflexion de Bragg correspondiente a los planos (211) fuela mas intensa. En esta
ocasion, se observo que la intensidad de la reflexion de Bragg para los planos (002)
volvié a disminuir, llegando a ser igual a la registrada en el PDF 09-0432, de 43.5%

respecto a la del (211). Un aumento en la concentracion de arginina condujo a una
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reduccion de la intensidad de los planos (002), lo que representé la pérdida de la

orientacion preferencial.
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Figura 6.4 Difractograma de HAp sintetizada con una relacién molar de arginina: calcio de 5:1

6.2 Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Las observaciones a través del SEM permitieron ver la morfologia presente
en la HAp sintetizada por las diferentes reacciones y empleando diferentes
concentraciones de arginina para controlar el crecimiento cristalino. En la Figura 6.5
aparecen dos micrografias de la muestra de HAp sintetizada utilizando una relacion
molar arginina: calcio de 2:1. De inmediato se puede ver que la morfologia para esta
HAp es notoriamente diferente a la reportada por Alanis, en donde se utilizé acido
glutamico para guiar el crecimiento cristalino (Alanis et al., 2016).

36



Se puede observar con claridad que hay dos morfologias presentes en la
muestra, una de fibras delgadas y cortas con dimensiones de entre 60 y 90 nm de
diametro, y decenas de micras de largo, y otra mas de pequefas placas o particulas
conglomeradas de entre 300 y 400 nm. Tomando en cuenta este resultado y el de
XRD para esta muestra, es posible suponer que las fibras tengan la orientacion
preferencial en la (002) y las pequehas placas no tengan una orientacion
preferencial. Al estar mezcladas estas dos morfologias y ser analizadas al
difractometro de rayos X, se sumarian los difractogramas correspondientes a cada
morfologia y podria dar como resultado los difractogramas tipicos para esta muestra
como el que aparece en la Figura 6.4. La orientacion preferencial en las fibras no
es tan evidente como se esperaba debido a que las placas contribuyen con un
difractograma sin orientacion preferencial, lo cual reduce la intensidad de las

reflexiones de Bragg para las fibras.

Al incrementar la relacion molar arginina: calcio a 3:1, en la muestra
comenzaron a formarse algunas nano-esferas de HAp, como se puede ver en la
Figura 6.6. En la literatura hay varios reportes de que estas nano-esferas crecieron
sin ninguna orientacion cristalina preferencial (Moreno etal., 2020; Stastna,
Castkova, & Rahel, 2020; H. Zhang & Zhu, 2009), y por ello, la intensidad de las
reflexiones de Bragg que den evidencia de una orientacion preferencial se ven
opacadas por las respectivas intensidades de las reflexiones de la HAp crecida al

azar.
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HAp-Arg 2F 3.0kV 2.4mm x50.0k SE(UL)

HAp-Arg 2F 3.0kV 2.4mm x80.0k SE(UL)

Figura 6.5 Micrografias de la muestra de HAp sintetizada utilizando una relaciéon molar arginina:

calcio de 2:1.
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HAp-Arg 3F 3.0kV 2.0mm x120k SE(UL) "~ 400nm

Figura 6.6 micrografias de SEM de la muestra de HAp sintetizada con una relacién molar arginina:

calcio de 3:1.

Al incrementar nuevamente la concentracion de arginina hasta llegar a una
relacion molar de 5:1, incrementé el numero de placas y las esferas crecieron en
tamano, superando algunas de ellas los 300 nm de diametro, como se puede ver en
la Figura 6.7. Aun se observa un numero alto de fibras en la muestra, pero es posible
que su orientacion preferencial ya no sea notoria en un difractograma de rayos X

debido a la presencia de las placas y las esferas de HAp.
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HAp-Arg 5F 3.0kV 1.9mm x80.0k SEA(IVJL) 500nmI

Figura 6.7 Micrografias de SEM de la muestra de HAp obtenida utilizando una relacién molar

arginina: calcio de 5:1.
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6.3 Florescencia de Rayos X

La composicion elemental de las muestras de HAp es fundamental para
su biocompatibilidad. La relacién Ca/P estequiométrica en la HAp es de 1.67,
pero en el tejido éseo humano, puede tener esta relacidn elemental en el

intervalo de 1.5 a 1.8 (Driessens et al., 2002).
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Figura 6.8 Espectro representativo de un andlisis XRF de una muestra de HAp.

Se llevaron a cabo analisis elementales a todas las muestras de HAp
obtenidas en este trabajo. En la Figura 6.8 se muestra un espectro tipico de una
muestra de HAp obtenida en este trabajo. En la Tabla 6.1 se muestran los
porcentajes en peso de los elementos presentes en las muestras de HAp sintética.
Los elementos detectados fueron calcio, fosforo, oxigeno y silicio; también, se
muestran las relaciones de Ca/P calculadas. Cabe mencionar que el silicio presente
en las muestras es una impureza que se genero durante reacciones de sintesis de
HAp- llevadas a cabo previamente, en las que se utilizé un ionomero de vidrio rico
en silice, cuyos residuos quedaron adheridos a las paredes internas de los tubos de

cuarzo utilizados en las reacciones de sintesis de la HAp obtenida en este trabajo.
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Tabla 6.1 Porcentaje elemental, relaciones Ca/P en peso y atomicas de las diferentes muestras de

HAp cuantificadas mediante la técnica de XRF.

Muestras HAp 2:1 HAp 3:1 HAp 5:1
% % %
Porcentajes % peso % peso % peso

atomico atémico atémico
Ca 31.71% 17.38% 29.07% 15.81% 32.70% 17.96%
5.98% 4.23% 5.82% 4.09% 6.61% 4.70%
o) 50.31% 69.00% 50.50% 68.76% 50.27% 69.17%
Si 12.00% 9.38% 14.61% 11.34% 10.42% 8.17%
Realcién Ca/P 5.30% 4.07% 4.99% 3.84% 4.94% 3.80%

La cantidad de silicio detectado en las muestras es muy alta y es evidente que
también fue muy alta la cantidad de oxigeno debido a la presencia de la silice, y

esto afecté mucho a la relacién de calcio: fosforo esperada.

El hallazgo de este resultado de la composicion elemental, permite entender de
mejor forma los resultados obtenidos por difraccion de rayos X (XRD) y microscopia
electrénica de Barrido (SEM). . De las mencionadas sintesis previas de HAp
utilizando el ionomero de vidrio para controlar la reaccion de sintesis, se pudo
encontrar por medio de XRD que la HAp obtenida no presentaba ninguna
orientacion preferencial y las observaciones a través de SEM mostraron la
obtencion de particulas tendientes a ser esféricas, muy similares a las observadas

en las Figura 6.6 y Figura 6.7 del presente trabajo.
En base a lo anterior, podemos suponer que la presencia de los residuos del

ionomero de vidrio, favorecieron a la formacion de las nanoesferas de HAp, y esta
morfologia compitio con las fibras de HAp formadas por la presencia de la arginina.
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Figura 6.9 micrografia de SEM tipica de la HAp obtenida utilizando ionomero de vidrio para

controlar el crecimiento cristalino.

6.4 Analisis Termogravimétrico (TGA)

Se realizaron analisis termogravimétricos para determinar la pureza y
estabilidad térmica de las muestras de HAp sintetizada mediante el método

hidrotermal asistido por microondas.

En las Figuras Figura 6.10, Figura 6.11 y Figura 6.12 se presentan los
resultados de -estos analisis por TGA realizados a las muestras con diferente
relacion molar arginina: calcio de 2:1, 3:1 y 5:1, respectivamente.

Las tres muestras presentaron una pérdida de masa de alrededor del 1.5%
en la zona de 0-200° C, que se adjudica a la pérdida de agua adsorbida en las
muestras. Es importante mencionar que la sintesis se realizé a temperatura de 170°
C, por lo que el aminoacido no se vio afectado a esa temperatura. La etapa de
degradacion del aminoacido comienza despues de los 200° C, lo cual coincide con
lo reportado por (Dunn, 1932).
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Las muestras presentan perdidas de masa de entre 1.5 a 2% en el intervalo

de temperatura de los 200° C a los 600°C, es posible que a esta temperatura los

residuos organicos de la sintesis, como la misma arginina se descompongan en

este intervalo de temperatura. La arginina se mantiene adherida a la superficie de

las fibras de HAp, y finalmente se degrada por la accion térmica. La ultima etapa

observada en la pérdida de masa de la HAp obtenida comenzé alrededor de los

700°C, y puede deberse a la transformacién de la misma a otras fases cristalinas

como la Whitlockita.
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Figura 6.10 Analisis TGA para la Hidroxiapatita sintetizada con una relacién molar de arginina:

Calcio 2:1
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7. Conclusiones

Basados en los resultados experimentales mostrados en este trabajo, se
puede concluir que se logro la sintesis de la HAp por el método hidrotermal asistido
por microondas, y el uso de la arginina para controlar el crecimiento cristalino,
permiti® que se obtuviera una morfologia de nanofibra con 80 nm de diametro
promedio. Otras morfologias estuvieron presentes en las muestras, una de ellas
fueron las nanoesferas, las cuales se favorecid su crecimiento debido a la
contaminacion por silice en la superficie de los tubos de cuarzo en donde se llevo a

cabo las reacciones de sintesis.

Al parecer, mayores concentraciones de arginina favorecen la formacién de
placas. Este resultado es similar al encontrado por J.L Cabrera en 2011, en donde
encontré que una concentracion baja de acido glutamico producia nanofibras de
HAp, pero si se incrementa la concentracion del mencionado aminoacido, la

morfologia mas favorable es la de nanoplacas.

En una etapa posterior a esta investigacion, se utilizaran menores
contenidos de arginina a los utilizados en este trabajo y se eliminara por completo
la presencia de la silice, utilizando para las reacciones de sintesis de la HAp tubos

de cuarzo completamente nuevos.

Como perspectivas de trabajo futuro, las nanofibras obtenidas podran ser

utlilizadas para la fabricacion de nanobiomateriales, 6 materiales aplicables en
limpieza del medio ambiente para capturar metales pesados del agua y del aire.
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9. ANEXO

9.1 Meétodo Hidrotermal asistido por microondas

La utilizacion de radiacién por microonda en sintesis hidrotermales presenta
grandes ventajas a diferencia del calentamiento convencional, tales como: generar
un calentamiento homogeéneo en toda la mezcla de reaccion y durante toda la
reaccion, a través de una transferencia de energia muy eficiente, rapida nucleacion
y crecimiento de la sustancia que se esta sintetizando, y una distribucion estrecha
de su tamafo de cristalito (Alanis et al., 2016). Ademas de ahorro energético,
procesamiento economico y respetuoso con el médio ambiente (Prado & Moran,
2011).

En el tratamiento térmico convencional, la energia es transferida a la mezcla
de reaccién por conduccion y conveccion, creando gradientes térmicos. Mientras
que en el alentamiento por microondas, la energia se transfiere directamente a la
solucién mediante una interaccion a nivel molecular entre el campo eléctrico de las
ondas electromagnéticas y el momento dipolo de las moléculas en la mezcla de

reaccion (Figura 9.1).
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Figura 9.1 Comparacion de la distribucion de la temperatura durante un calentamiento microondas

y uno convencional. (Prado & Moran, 2011)
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9.2 Fundamento de difraccion de Rayos X

Es una técnica analitica no destructiva, se utiliza comunmente para la
identificacion de fases cristalinas presentes en las muestras, asi como para
determinar posibles orientaciones cristalinas preferenciales, medir el tamafo de

cristalito y determinar la calidad cristalina de las muestras.

En esta técnica se hace incidir a la muestra un haz de Rayos X producidos
por atomos de cobre, con una longitud de onda de 1.54 A, para que sea difractado

por los planos cristalinos de la muestra, conforme a la ley de Bragg (ecuacion 8.1).
2dsinf = ni (9.1)

Donde d es la distancia interplanar, A es la longitud de onda de las ondas

incidentes y 6 es el angulo de incidencia del haz.

9.3 Funcionamiento de microscopio electronico de barrido (SEM)

El microscopio electrénico de barrido (SEM), utiliza la interaccion de los
electrones con la superficie de la muestra para formar una imagen de ella que, a
diferencia con los microscopios 6pticos, podemos conseguir una resolucion de
hasta 100 A. El funcionamiento de la microscopia electrénica de barrido consiste en
hacer incidir un barrido de haz muy fino de electrones de alta energia sobre la
muestra. La muestra se recubre con una capa muy fina de oro o carbon, que le
otorga propiedades conductoras. Al incidir el haz la superficie de la muestra, esta
puede emitir electrones secundarios, Auger y retrodispersados; con los que se pude
obtener imagenes de la morfologia y la superficie de la muestra.

El SEM construye un mapa o patron indirectamente, que se puede
interpretar como la imagen de la morfologia de la muestra. Los electrones
secundarios o retrodispersados que son emitidos por la superficie de la muestra se
miden a través de un detector. La corriente de electrones se amplifica al pasar a un
fotoamplificador y un tubo de rayos catédicos que nos muestra una variacion de

intensidad en forma de mapa.
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9.4 Fundamento de fluorescencia de Rayos X

El analisis por fluorescencia de rayos X es una metodologia analitica que
permite determinar la composicién quimica de las muestras. Consiste en la emisién
de rayos X secundarios caracteristicos emitidos por los atomos que constituyen a la
muestra, esta emision es el producto del bombardeo rayos X de alta energia.

Los rayos X incidentes se producen por una fuente de radiacién, que puede
ser un tubo de rayos X o alternativamente un sincrotron o material radiactivo. Estos
remueven un electron de una capa interior del elemento irradiado creando un hueco
inestable, posteriormente un electron de la capa exterior decae para ocupar el hueco
que se habia formado, y la energia excedente, se disipa emitiendo un fotdn de rayo

X caracteristico del atomo emisor.

Cada transicion produce un foton fluorescente que tiene una energia
caracteristica igual a la diferencia de energia de los orbitales inicial y final. La
longitud de onda de la radiacién fluorescente puede ser calculada a partir del
postulado de Plack (ecuacion 8.2).

c
. (8.2)
A E

La intensidad de las radiaciones caracteristicas esta relacionada
directamente con la cantidad de cada elemento quimico presentes en la muestra.

Por lo que es un poderosa técnica utilizada en quimica analitica(Brower, 2010).

9.5 Fundamento del analisis termogravimetrico (TGA)

El'analisis termogravimétrico (TGA) es una técnica analitica que se utiliza
para determinar la estabilidad térmica de un material y su fraccién de componentes
volatiles al monitorear el cambio de peso que ocurre cuando la muestra se calienta
a velocidad constante y bajo una atmdsfera controlada (aire, O2, N2, H2 o Ar). El
peso se registra en funcion del aumento de temperatura, esto permite determinar la
composicion de los materiales. Por lo tanto, esta técnica es capaz de caracterizar

materiales que presenten perdida o ganancia de peso debido a la descomposicion,
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deshidratacion u oxidacion a una temperatura caracteristica (Rajisha, Deepa,
Pothan, & Thomas, 2011).

La termobalanza es un instrumento que permite medir continuamente el
peso de la muestra en funcion de la temperatura o el tiempo. Se compone de una
balanza analitica sensible, un horno que permite calentar la muestra a una velocidad
controlada y un procesador (ordenador) para el control del instrumento y

visualizacion de datos.
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