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RESUMEN

Es bien conocido que la hidroxiapatita puede incorporar diversos tipos de substituciones
ionicas, con los cambios subsecuentes en sus parametros estructurales y caracteristicas
fisicoquimicas. En estudios anteriores se ha presentado la mecanosintesis como un nuevo método
para obtener cristales nanométricos de hidroxiapatita con un buen control de la estequiometria.
Aun mas, esta técnica permite la incorporacion de diversos iones en la estructura apatitica.

Tres formulaciones fueron realizadas en un molino planetario de bolas (Fritsch). Primero, para
obtener una hidroxiapatita deficiente en calcio (CDHA), segundo una hidroxiapatita substituida
con silicio (Si-HA) y tercero una hidroxiapatita deficiente en calcio substituida por silicio (Si-
CDHA) con 2 silicatos de calcio diferentes.

Para hacer estas reacciones, los reactivos siguientes fueron utilizados: fosfato dicalcico
dihidratada (DCPD), 6xido de calcio (CaO) y silicato de calcio (CSH amorfo o CaSiO;
comercial). Estos fueron molidos a una velocidad de 350 rpm y la masa molida total era 40
gramos para cada reaccion.

Los productos obtenidos en cada una de las reacciones realizadas se estudiaron por
espectroscopia de infrarojos y difraccion de rayos X para distintos tiempos de molido
intermedios, a fin de estudiar la evolucion de la reaccion con el tiempo de molido. De dichos
analisis se concluye que la introduccion de iones silicio en la estructura apatitica aumenta su
cristalinidad y su estabilidad a altas temperaturas, ademas de verse reflejada en la aparicion de
bandas adicionales en los espectros de infrarojos. Dichos espectros de infrarojos mostraron que
las hidroxiapatitas substituidas con silicio sintetizadas contenian ademads iones carbonato segin
sustituciones de tipo A, B o AB. Cabe destacar, que en el caso de la sintesis de hidroxiapatita
deficiente en calcio sin introduccion de iones silicio, se observa la transformacion de dicha
hidroxiapatita a fosfato tricalcico 3 para tiempos largos de molido.

La morfologia de las hidroxiapatitas sintetizadas se estdi®6 mediante microscopia electronica de
barrido ambiental, poniendo de manifiesto el tamafio nanométrico de los cristales de hidroxiaptita
tanto para la hidroxiapatita deficiente en calcio sin substitucioén de iones silicio com en el caso de

contener iones silicio.
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Los dos silicatos de calcio utilizados en el estudio se analizaron mediante difraccion de rayos X,
espectroscopia de infrarojos y granulometria, para poder determinar la influencia de su utilizacion
como fuentes de silicio en las reacciones de sintesis de hidroxiapatitas substituidas con silicio.
Esta comparacion se hizo necesaria ya que los resultados de espectroscopia de infrarojos
mostraron diferencias segun el silicato de calcio utilizado.

Finalmente, se realiz6 un estudio de la contaminacion de 4gata proveniente del tarro y las bolas
del molino. Debido a que el molino utilizado es de 4gata con un 99.9%de SiO, y muy poca
cantidad de otras impurezas, se espera que esta contaminacion no tenga un efecto excesivamente
negativo en las propiedades bioldgicas de los fosfatos de calcio sintetizados.

Del estudio realizado se concluye la posibilidad de sintetizar hidroxiaptita deficiente en calcio y
fosfato tricalcico B nanométricos a partir de mecanosintesis. Permitiéndose ademas la
introduccion de iones silicio y carbonato en su estructura. Por todo ello, la mecanosintesis es una
técnica que permite sintetizar hidroxiapatitas con grandes propiedades para una potencial
bioactividad, como son el contenido de sustituciones idnicas de silicio y carbonato, asi como el

tamafio nanométrico de sus cristales.
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1.1 ORIGEN DEL PROYECTO

La busqueda de materiales que puedan sustituir y afiadirse a las diferentes partes del cuerpo
humano parece hoy en dia imprescindible en el objetivo de ofrecer una mejor calidad de vida a
personas que sufren ciertos padecimientos cronicos sin soluciéon medica. El desarrollo de nuevos
materiales y sistemas utilizados en Medicina fue vertiginoso pero ha permitido que hoy se puedan
reemplazar numerosos o6rganos y tejidos con resultados satisfactorios.

Efectivamente, hoy mas de cincuenta millones de personas en todo el mundo tienen implantado
algin tipo de protesis y es un hecho bien conocido la utilidad y necesidad de todo tipo de
implantes.

Los materiales que se emplean para la fabricacion de implantes son de naturaleza diversa; pueden
elaborarse con tejidos de los mismos pacientes (autoinjerto), con tejidos de algun donante
humano (homoinjerto) o de otras especies (heteroinjerto), asi como a partir de materiales hechos
por el propio hombre (aloinjertos); a estos ultimos se les conoce como biomateriales, y pueden
ser de origen sintetico o natural (pero modificados por el hombre). Estos se utilizan en la
fabricacion de dispositivos medicos capaces de desempenar diferentes funciones en el organismo

humano.

Pero uno de los principales problemas que afronta la medicina de hoy es el incremento
considerable de las patologias relacionadas con los problemas 6seos.

Efectivamente, en primer lugar, la mitad de las enfermedades cronicas que sufren las personas
mayores de 65 afos estan relacionadas con problemas en las articulaciones. Este aumento de las
enfermedades del hueso esperado en el siglo 21 y su impacto previsto en individuos y sociedades
ha sido el comienzo para lanzar las investigaciones sobre el tema de nuevos materiales capaces de
regenerar el hueso.

Y segundo, aunque el tejido 6seo posee la capacidad de crecer y de regenerarse naturalmente, el
proceso de la reparacion del hueso es deteriorado en muchos casos clinicos y patologicos. Por
ejemplo, la pérdida masiva del hueso causada por trauma y la reseccion del tumor asi como

deformidades requiere cirugia reconstructiva.
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Si a estos factores socioldgicos y médicos se les afiade la mejora de las técnicas quirdrgicas, se
puede entender el crecimiento acelerado en la utilizacion de protesis, implantes, sistemas y

aparatos médicos.

1.2 OBJETIVOS DEL PROYECTO

En la ultima década, el interés por los cementos de fosfatos de calcio ha ido en aumento
debido a las posibilidades en las practicas quirdrgicas, ya sea como relleno de cavidades 6seas,
sustitucion de hueso, recubrimiento de protesis metalicas (aplicado principalmente las protesis de
cadera y tobillo), asi como dispositivos de liberacion controlada de fArmacos, substratos para el
crecimiento de nuevo tejido (ingenieria de tejidos), etc.

El presente proyecto final de carrera se enmarca en el estudio la Hidroxiapatita. Las apatitas
tienen mucho interés en el campo de los biomateriales porque su composiciéon quimica y su
estructura son equivalentes a la fase mineral del hueso. El objetivo de este proyecto es obtener un
producto parecido a la Hidroxiapatita biologica y que sea lo mas bioactivo posible a fin de ser
incorporado en el cuerpo con éxito. Para ello se sintetizardn una hidroxiapatita deficiente en
calcio con una relacion molar Ca/P de 1.5 y una hidroxiapatita deficiente en calcio sustituida con
iones silicio con una relaciéon Ca/(P+Si) de 1.5. Ademas se estudiara la introduccion de dichos
iones silicio en la estructura apatitica segiin dos reactivos utilizados como fuentes de silicio: por
una parte un silicato de calcio hidratado amorfo sintetizado en el laboratorio y un silicato de
calcio comercial. También se estudiara la sintesis de una hidroxiapatita estequiométrica sustituida
con silicio, a fin de analizar la posibilidad de dicha sustitucion i6nica en hidroxiapatitas con
diferentes estquiometrias molares.

Ademas las reacciones se hardn por una técnica todavia poco convencional: la mecanosintesis. En
efecto, la mayor parte de las reacciones que dan hidroxiapatita se hacen con disolvente y en agua.
Hoy en dia, la atencién para reacciones en estado solido crece debido a los requisitos ecoldgicos
y a la necesidad para purificar cantidades grandes de basuras.

La mayoria de las tentativas cldsicas en mecanosintesis estuvieron dirigidas para conseguir
productos directamente del tarro de un molino. Su desventaja principal es la contaminacion, la

cual se estudiara como apartada final.
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1.3 ALCANCE DEL PROYECTO

El alcance de este proyecto se divide en cuatro estudios segun las diferentes técnicas
empleadas para caracterizar las tres formulaciones de Hidroxiapatita hechas: hidroxiapatita
deficiente en calcio (CDHA), hidroxiapatita deficiente en calcio sustituida con silicio (Si-
CDHA), hidroxiapatita estequiométrica sustituida con silicio (Si-HA). Dichas hidroxiapatitas se
caracterizan por las siguientes relaciones molares:

e CDHA > Ca/P=1.5
e Si-CDHA- Ca/(P+Si)=1.5
e Si-HA-> Ca/(P+Si) = 1.67

Las relacion Ca/(P+Si) sera la mas estudiada ya que la tendencia actual es que la HA mas similar
a la fase mineral del hueso es la deficiente en calcio, siendo el silicio un i6n con importantes
efectos en los procesos de remodelacion dsea .

Todas las reacciones se han hecho en un molino de bolas FRITSCH (4gata) a una velocidad de
350rpm. El alcance es determinar los componentes de las HA por Infrarrojos y Difraccion de
rayos X, asi como determinar su morfologia mediante microscopia electronica de transmision y
barrido.

También se estudiara la contaminacion de agata obtenida principalmente por el tarro y las bolas

del molino.
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2.1 EL HUESO

> Funciones principales

El esqueleto humano estd compuesto por 206 huesos, sin contar los dientes. El hueso esta
formado por un tejido vivo que forma el esqueleto humano, junto al tejido cartilaginoso. Cumple
numerosas funciones en el organismo.

En primer lugar, el hueso proporciona forma y soporte al cuerpo, protege a los érganos internos
frente a los traumatismos. En segundo lugar, facilita la locomocion y actia como lugar de
almacenamiento de minerales, especialmente calcio y fosforo, que a su vez pueden ser liberados
para mantener el equilibrio entre los liquidos corporales. Ademas, la médula dsea suministra al
organismo los globulos rojos que actian como portadores de nutrientes para el sistema
inmunolégico.

Existen dos tipos de hueso:

- Cortical o compacto. Forma la capa externa y mas dura de los huesos, aunque la mayor parte

se encuentra en las diafisis (parte central) de los huesos largos. Supone el 80% de la masa
esquelética. Proporciona proteccion, sostén y resiste los esfuerzos que se producen en los
movimientos.

- Trabecular o esponjoso. Forma la mayor parte del cuerpo vertebral, las epifisis (extremos) de
los huesos largos y esta presente en otros lugares. Consta de unas laminillas dispuestas en red
llamadas trabéculas; dentro de cada trabécula se encuentran las células que reciben directamente
los nutrientes de la sangre que circula por las cavidades medulares. Es la parte metabodlica méas

activa del esqueleto.

> Componentes del hueso

- Matriz 6sea o inorganica
El componente mineral esta principalmente compuesto por los cationes calcio y magnesio y por
el anion fosfato, en forma de hidroxiapatita. La dureza del hueso se debe a las sales de calcio, que

forman parte fundamental de su estructura.
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- Matriz organica

También se denomina osteoide; representa el 25% del peso y el 38% del volumen del hueso
adulto. La mayor parte de la matriz organica la constituye el colageno (94%); la otra parte, o
sustancia fundamental, esta formada por liquido extracelular y complejo carbohidratoproteina. La
osteocalcina es la segunda proteina mas abundante en los huesos después del colageno; se cree
que influye en la mineralizacion 6sea, uniéndose en parte el componente mineral del hueso, la

hidroxiapatita.

Fibras
de
Colageno

Cristales de
: PR Apatita mineral
Haversiano Cgl_%cﬁ:;fa (200-400 A)

Esquema 1: Estructura del hueso.

El hueso esta compuesto por varios tipos de células:

- Osteoprogenitoras y osteégenas: células madre, las unicas con capacidad de division cuyas
células hijas se transforman en osteoblastos.

- Osteoblastos: sintetizan las fibras de coldgeno y suponen la sustancia fundamental del hueso.
Tienen la funcion de formar el tejido 6seo.

- Osteocitos: son los osteoblastos ya incorporados a la matriz dsea ya calcificada y son los
encargados de mantener vivo el tejido 6seo.

- Osteoclastos: son las células encargadas de la resorcion y eliminacion del tejido 6seo no
deseado, imprescindibles para el desarrollo, crecimiento, mantenimiento y reparaciéon normal del

hueso.
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2.2 BIOMATERIALES

Inicialmente, que fue hace relativamente poco tiempo, durante el ultimo tercio del siglo XX,
los biomateriales eran esencialmente materiales industriales seleccionados con el criterio de que
fueran capaces de cumplir ciertos requisitos de aceptabilidad biologica. Sin embargo, hoy en dia
muchos biomateriales son disefados, sintetizados y procesados con el Unico fin de tener una
aplicacion en el campo médico.

Desde 1991 y la segunda reunion de consenso sobre definiciones en el campo de Biomateriales,
un biomaterial es "un material diseiiado para actuar interfacialmente con sistemas biologicos

con el fin de evaluar, tratar, aumentar o reemplazar algun tejido, organo o funcion del cuerpo”.

En la actualidad, se formulan tres importantes cuestiones sobre los biomateriales:
- {Qué calidad de vida proporcionaran?
- (Cuanto duraran?

- (Cual es su precio?

Ahora bien, para que un material sea aceptado en su aplicacion como biomaterial tiene que
superar toda una serie de ensayos, rigidamente controlados, que exigen el cumplimiento de
normas muy estrictas relacionadas con el caracter no toxico, no carcinogénico, biocompatible y
no generador de efectos adversos en el organismo. Por ello, cuando se analizan las posibilidades
de utilizacidon de un producto como biomaterial, hay que tener en cuenta tres conceptos clave:

biocompatibilidad, biofuncionalidad y biodegradacion.

Por biocompatibilidad se entiende la capacidad del biomaterial o dispositivo médico
implantable para ser tolerado por el organismo o aceptado por el medio bioldgico que lo va a
rodear, una vez implantado. Pero ademads, cualquier disefio debe presentar buenas caracteristicas
biofuncionales, pues debe ofrecer la suficiente estabilidad e integridad para mantener unas
condiciones Optimas del proceso curativo. Por ultimo, la biodegradacion considera la
descomposicion del material, con rotura de los enlaces y su destruccion o modificacion, en un

medio tan agresivo como lo es el organismo humano.
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2.3 BIOCERAMICAS

Las ceramicas son materiales inorganicos formados por elementos metélicos y no metalicos
unidos principalmente por enlaces idnicos (electrostaticos) y uniones covalentes (electrones
compartidos).

Para tener buenas propiedades, los materiales ceramicos han adquirido recientemente una gran
importancia como materiales substitutivos de tejido duro. En la figura siguiente, se representa
una posible clasificacion de las bioceramicas empleadas en la actualidad, desde un punto de vista

de su composicion quimica:

MATERIALES
BIOCERAMICOS

oo ] [ ] [roww ] [Com ] [Comen ]

[szuco—m.tmmosos] ﬁjcmo-sosrmos]
Vidrios @b
i [ PIROLITICOS ]

Tetsnatos
Zurzonatos

by F{BMS DE CﬁR.BONﬂ

Tabla 1: Clasificacion por grupos de los materiales bioceramicos.
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Teniendo en cuenta el tipo de respuesta que inducen en el tejido circundante, se puede

establecer otra clasificacion de las bioceramicas en distintos grupos:

A Resorbahle Ceramics
B Bicactive Ceramics
C Bivinarl Ceramics

Relative
Reactivity

AN

Time {days)
Reactividad de los tipos de bioceramicas.
- Ceramicas casi inertes, que provocan la formacion de una capsula fibrosa entre el tejido
circundante y la superficie del implante. Pueden ser utilizadas en forma densa o porosa, para
facilitar el crecimiento Oseo entre los poros del implante, lo que confiere una fijacién
mecanica del mismo. Un ejemplo es la alimina, (Al,O3), que fue la primera ceramica usada
extensamente en la practica clinica, en algunos componentes de protesis articulares y como
implantes dentales, por sus excelentes cualidades de resistencia mecanica y resistencia al

desgaste.

- Ceramicas bioactivas, que suscitan una respuesta biologica especifica en la interfaz del
material, que lleva a la formacidon de un enlace entre el tejido 6seo y el implante. Dentro de
este grupo pueden distinguirse dos categorias muy amplias: los vidrios bioactivos, y las

ceramicas basadas en hidroxiapatita y otros fosfatos de calcio.

- Ceramicas reabsorbibles, que después de ser implantadas van siendo reabsorbidas. El
objetivo es que vayan siendo reemplazadas por el tejido 6seo. Sin embargo, esto implica una
correlacion entre la velocidad de reabsorcion de la cerdmica y la velocidad de regeneracion
del hueso, que no siempre se da. En este grupo se encuentran el sulfato calcico y algunos

fosfatos de calcio.
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2.4 FOSFATOS DE CALCIO

Cuando se piensa en reparar una parte del
esqueleto, a priori podrian existir dos posibilidades
muy distintas, reemplazar la parte dafiada, o
sustituirla regenerando el hueso. Este planteamiento
hace pensar en un campo de investigacion muy

importante, dirigido a conseguir bioceramicas

basadas en fosfatos de calcio, que tengan Fosfatos de calcio de diferentes formas y tamarios.
buena resistencia mecanica y que puedan
conducir a la regeneracion de hueso.

Efectivamente, las ceramicas bioactivas, y mas concretamente los fosfatos de calcio
suscitan el interés estos ultimos afios debido a sus usos clinicos multiples: el relleno de hueso
defectuoso, reconstrucciéon del hueso, reemplazo del hueso, recubrimiento de prétesis en
metal (especialmente para protesis de cadera y de rodilla), etc. Los mas significativos como la
hidroxiapatita (Ca;o(PO4)s(OH),) o el fosfato tricalcico (Caz(POs),;) se introdujeron como
substitutos Oseos en los afios 70. Sin embargo, el método de fabricacion de estas cerdmicas,
habitualmente sinterizacion a alta temperatura, representa un inconveniente importante para
este tipo de materiales, ya que condiciona su tamafio y su forma, que se deben definir

previamente a la implantacion. Esto causa a menudo problemas de adaptacion y fijacion en la

cavidad donde deben ser colocados.

2.5 HIDROXIAPATITA

2.5.1 Introduccion

El fosfato de calcio més utilizado en la fabricacion de implantes es la hidroxiapatita, por
ser el compuesto mds parecido al componente mineral de los huesos, presenta buenas
propiedades como  biomaterial, tales como  biocompatibilidad,  bioactividad,
osteoconductividad y union directa al hueso. La HA en su forma monolitica no es
conveniente para usar en partes que soporten peso. Por eso, la HA es ideal para usar como un
recubrimiento de implantes metalicos (como el titanio por ejemplo). En la tabla 2 se recogen

los datos de las propiedades de algunas bioceramicas y de los 2 componentes del hueso:
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Bioglass HAP AW Dense Spongy
natural bone | natural bone
Density g-cm” 2.68 3.16 3.07 1.6-2.1
Hardness HV 458 600 580
Compressed strength 500-1000 1080 100-230 2-12
MPa
Bending strength 42 115-200 215 30-150
MPa
Young modulus 35 80-110 118 7-30 0.05-0.5
GPa
Breaking tenacity 1.0 20 2-6
MPa-m!”
Bone invasion speed | Highest Low high
info ceramics space
Containing 510, Yes No Yes
{may be toxic)

Tabla 2: Propiedades de algunas bioceramicas y de los componentes el hueso.

2.5.2 Interés de la hidroxiapatita sintética

Como se ha dicho antes, la HA tiene muy buenas propiedades tales como bioactividad,
sin embargo, si lo que se busca no es solo la integracion sino la regeneracion del tejido dseo,
es decir, la substitucion del biomaterial por tejido neoformado, es necesario contar con un
material que ademas de ser bioactivo sea reabsorbible. El comportamiento de la HA depende
de forma muy marcada de sus caracteristicas especificas (estequiometria, cristalinidad,
defectos, etc.), de forma que la HA sintética obtenida por sinterizacion a alta temperatura se
considera practicamente no reabsorbible, mientras que las apatitas carbonatadas, substituidas
por silicio o deficiente en calcio de caracteristicas similares a las bioldgicas son reabsorbibles.
En consecuencia, si lo que se busca es un material que sea reabsorbible, es necesario de
buscar métodos de obtencion analogos a los procesos naturales.

Aunque la HA estequiométrica tiene la foérmula quimica Ca;o(PO4)s(OH), con
relacion Ca/P = 1.67, es sabido que la estructura apatitica es estable en un rango amplio de
composiciones, que presentan deficiencias en calcio. Los métodos tradicionalmente mas
utilizados en la formacion de hidroxiapatita son la sintesis por precipitaciéon a bajas
temperaturas y la sinterizacion a altas temperaturas. La obtencion de HA por precipitacion
permite obtener HAs deficientes en calcio, aunque se trata de un proceso de larga duraciéon en
el que se hace muy dificil el control de la estequiometria. En los métodos de sintesis a alta

temperatura, la hidroxiapatita obtenida es estequiométrica, muy cristalina y poco reactiva.
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En ambos casos se hace dificil obtener una hidroxiapatita de caracteristicas similares a
la bioldgica, con un control preciso de la estequiometria y la incorporacion de especies idnicas
de forma controlada.

Estudios recientes apuntan la posibilidad de sintetizar hidroxiapatita mediante la
técnica de mecanosintesis, basada en la activacion de una reaccion quimica mediante la
energia mecanica creada en un proceso de molido (1-3). Esta técnica se empez6 a utilizar a
principios de los 70, con el nombre de “mechanical alloying”, para la produccion de
superaleaciones metalicas. Hoy en dia, la activaciéon mecanica mediante molido se usa en la
produccion de un amplio nimero de productos, desde amorfos o nanocristalinos a

superaleaciones o intermetalicos (4).

2.6 METODOS DE OBTENCION DE LA HA

Hay varios mecanismos de formacion de la Hidroxiapatita, incluyendo la precipitacion a

baja temperatura, la sinterizacion en estado solido, la mecanosintesis, etc.

2.6.1 Precipitacion de HA a baja temperatura

La razén principal por la cual se utiliza la precipitacion para hacer polvos de ceramica es
que da un producto so6lido puro, rechazando al elemento flotante la mayoria de las impurezas.
Ademas, con la precipitacion la morfologia de las particulas y la distribucioén de tamafio de las
particulas se pueden controlar a un cierto grado. Sin embargo, la precipitacion tiene el
inconveniente que el producto final en forma de polvo debe separarse de su flotante y secar.
La preparacion hecha a partir de sodio y potasio conduce a la incorporacion de estos cationes
y a veces puede resultar un s6lido con una mala pureza presentando una inestabilidad térmica.
El mejor método de precipitacion utiliza el fosfato de amonio y sales de nitrato de calcio. Los
iones de amonio pueden ser eliminados calentando el sistema hasta 500°C. Pero los iones de
carbono e hidrogeno, que desfortunamente, estdn siempre presentes durante la preparacion,

son los responsables que las apatitas precipitadas no sean estequiométricas.

2.6.2 Sinterizacion en estado so6lido

La sintesis de HA por sinterizacion consiste en el sinterizado a altas temperaturas de

una fuente de iones fosfato, como por ejemplo el fosfato dicalcico (CaHPO4), y otra de iones
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calcio, como el 6xido de calcio (CaO); teniendo en cuenta la relacion molar Ca/P deseada
(1.67 para la HA). Ahora bien, estas HA’s suelen ser muy cristalinas lo cual las hace poco

bioactivas.

2.6.3 La mecanosintesis

Durante el proceso de molido, existen distintos pardmetros experimentales que
influyen en la cinética de la reaccidon, como por ejemplo el tipo de molino, la velocidad de
molido, el tiempo de molido, etc. La influencia de estos parametros experimentales ha sido
ampliamente estudiada en el caso de “mechanical alloying”(4), pero no se han encontrado en

la literatura estudios referentes a la mecanosintesis de fosfatos de calcio.

COALESCENCE FRAGMENTATION
EVENTS EVENTS
DYNAMIC
il FRACTURE
SEIZURE FORGING
INDIRECT FRACTURE
SEIZURE
SHEAR

‘\ FRACTURE

Figura 1: Esquema de los procesos de fragmentacion y coalescencia caracteristicos
en “mechanical alloying”.

En la sintesis quimica convencional, las moléculas reactivas se encuentran una con otra
con el movimiento térmico al azar en un liquido o vapor. En la mecanosintesis, las moléculas
se unen a los sistemas mecanicos moleculares y sus encuentros resultan de los movimientos
mecanicos que las a traen juntas en secuencias, posiciones, y orientaciones. El proceso de

mecanosintesis puede evitar reacciones indeseadas manteniendo los reactivos potenciales


http://www.e-paranoids.com/c/ch/chemosynthesis.html
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separados y puede favorecer fuertemente reacciones deseadas sosteniendo los reactivos juntos

en las orientaciones Optimas para diferentes tiempos de vibracion molecular.

Existe diferentas maquinas que pueden ser utilizadas para obtener productos por

mecanosintesis:

= Molino planetario de bolas;
= attritor;
= 1D - vibratorio maquina;

= 3D - vibratorio maquina.

Sin embargo, hoy en dia, la mayoria parte de las reacciones de mecanosintesis se hacen en un
molino planetario de bolas. La mecanosintesis se ha desarrollado en los afios 70 en la
industria aerondutica para obtener aleacion a base de niquel con buenas propiedades
mecanicas a altas temperaturas, es un proceso de pulverizacion mecéanica que puede tener
lugar en una atmosfera inerte o con aire en un molino de alta energia. El principio de
pulverizacion consiste en provocar una serie de choques y colisiones por algunas bolas con el
objetivo de obtener un producto en polvo con un tamafio de particula muy pequeno. El
aumento del tiempo de molido conduce a un aumento del nimero de interfaz y el area del

componente elemental disminuye de milimetro hasta microémetro.

Figura 2: Comportamiento general de las particulas durante el proceso de mecanosintesis

Hoy en dia, la mecanosintesis representa un método de elaboracion para toda clase de

compuestos tanto para la composicion como para las caracteristicas microestructurales. Pero
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este proceso es sobre todo utilizado para obtener un material amorfo y en particular, estudiar
los mecanismos que aportan este estado amorfo. Sus ventajas son:

v Es un método simple;

v’ Se puede controlar la estequiometria;

v Posibilidad de introduccion de iones;

v" Se puede controlar la cinética mediante los parametros de molido

En el proceso de mecanosintesis se hace facil el control de la relacion molar Ca/P de la
hidroxiapatita que deseamos obtener y ademas permite la incorporacion de ciertos iones en su
estructura cristalina.

Recientemente, se han publicado estudios sobre el aumento de la bioactividad de la
hidroxiapatita al incorporar iones silicatos en su estructura cristalina (5). En estos estudios, la
incorporacion de los iones silicatos en la hidroxiapatita se ha realizado mediante métodos de
precipitacion a bajas temperaturas, lo cual hace dificil el control de las estequiometrias
obtenidas. La mecanosintesis puede ser una via que permita realizar esta incorporacion ionica

en la hidroxiapatita con unas estequiometrias controladas.
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3. MATERIALES Y METODOS

La primera parte del proyecto engloba la sintesis y la preparacion de las formulaciones
de hidroxiapatita, esto se realizo integralmente en el departamento de "Biomateriales" de la
Escuela Técnica Superior de Ingenieros Industriales de Barcelona (UPC) asi como el estudio
de la microestructura (por microscopia electronica de transmision y barrido ambiental) y la
composicion de fases mediante difraccion de rayos X (DRX). La caracterizacion de las
muestras por infrarrojos, el estudio de contaminacién y parte del estudio por DRX se llevaron
a cabo en las instalaciones de los Servicios Cientifico Técnicos de la Universidad de

Barcelona.

3.1 REACCIONES POR MECANOSINTESIS

Las reacciones estudiadas presentan una sola variable: dependen de la cantidad y del
tipo de reactivos introducidos en el molino pero un estudio paralelo sobre el tipo de junta
utilizado fue hecho para una formulacion. Los parametros relacionados con el molino son: la
velocidad de molido (N, rpm), el numero de bolas, sus didmetro y sus masa. Los parametros
relacionados con los reactivos son la masa inicial introducida y la relacion molar Ca/P entre

ellos.

3.1.1 PROCESO DE MOLIDO

3.1.1.1 Caracteristicas del molino

El molino utilizado en el laboratorio, es un molino planetario de
bolas, modelo Fritsch Pulverisette 6. La alimentacion es f = 50Hz,
220V. El rango de velocidad de este molino
es de 220rpm a 680rpm y esta equipado de
un minutero. Para asegurarse que todo el
polvo contenido dentro del tarro reacciona
bien, es importante de apagar el equipo cada

2 horas y de rascar el polvo de las paredes

como se ve en la fotografia 3.

Fotografia 2: Molino planetario de bola:
abierto (FRITSCH Pulverisette 6).

Fotografia 1: Molino planetario de bolas en
funcionamiento (FRITSCH Pulverisette 6).
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El molino Pulverisette de Fritsch hace girar el taro de 4gata con un radio rq de excentricidad
igual a 1,5, lo que corresponde a la longitud entre el centro del taro y el centro del disco de

rotacion donde esta colocado el taro, tal como se ve en el esquema siguiente en vista plana:

Figura 3: Diagrama del molino planetario de bolas.

3.1.1.2 Parametros de molido utilizados

Los parametros fijados para las diferentes
formulaciones de hidroxiapatita son: el nimero de
bolas, sus didmetros y sus masas (sabiendo que las
bolas disminuyen en tamafio y masa durante la

reaccion). En nuestro caso, el numero de bolas es de

6 que tienen un volumen y una masa casi similar.

. : | 55
La masa total de reactivos insertados es 40g para I

cada reaccion y la velocidad de molido es de 350

revolucion por minuto. ,
_ _ _ Fotografia 3: Tarro lleno durante una reaccion.

El unico parametro variable en las reacciones es la

relacion molar Ca/P que permite de obtener las diferentes formulaciones de hidroxiapatita.

Las formulaciones sintetizadas se describen en el apartado siguiente.
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En la tabla siguiente, estan reunidos las caracteristicas del molino utilizado asi como los

parametros de molido:

Fritsch
Tarro Material Agata (99,9%Si0,)
Radio r, (cm) 5
Volumen(ml) 500
6 Bolas Material Agata (99,9%8Si0,)
Didmetro (cm) 3
Masa (g) 37
Area superficial (cm?) 28,3
Velocidad wy (rpm) 350
Excentricidad ry (cm) 1.5

Tabla 3: Caracteristicas del molino y parametros de molido.
3.1.1.3 Efecto de la masa y del area superficial de las bolas

El molino se utilizé con una velocidad de rotacion de 350rpm y sin cualquier cambio en
la direccion de rotacion. El nimero y el diametro de las bolas se ajustaron para obtener masas
totales y areas superficiales lo mas adecuados al tipo de reaccion y de los productos
introducidos. Antes de cada reaccion, la masa total de las 6 bolas asi como los diametros de
cada una fueron pesados para ver la evolucion de la area superficial y la pérdida de masa

segun el tiempo (6). Una tabla agrupa estos datos en la parte 5.1 de resultados y discusion.

3.1.2 PRODUCTOS SINTETIZADOS
3.1.2.1 Hidroxiapatita deficiente en calcio (CDHA)

Para la obtencion de hidroxiapatita deficiente en calcio con una relacion Ca/P = 1,5, se

llevé a cabo la siguiente reaccion:

6 CaHPO42H20+3 CaO —»Cﬁg(PO4)5(HPO4)(OH)+14 H20

Los productos quimicos son reactivos comprados a Aldrich (6xido de calcio, CaO de
referencia: 24,856-8) y Fluka (fosfato dicdlcico dihidratado, DCPD: CaHPO4.H,O de

referencia: 360466). El comercial CaO fue calentado hasta 950°C durante 2 horas para extraer
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el H,O y el CO; ; posteriormente se guardo en una estufa para guardar el oxido de la
contaminacion. Guardaremos estos mismos reactivos para las reacciones siguientes.

Se moli6 una masa total de reactivos de 40g. Se tomaron 400mg de polvo para los tiempos de
molido: 15min, 30min, 45min, 1h, 1h30 y 1,200g para los tiempos: 2h, 6h, 10h, 20h, 24h.

Se realizo el test de la fenolftaleina para ver si el CaO habia reaccionado en su totalidad. Este
test consiste en tomar un poco de polvo, afiadir agua destilada y algunas gotas de
fenolftaleina. Si la mezcla cambia hasta un color rosa, esto significa que queda CaO en el
producto y a la inversa si el color queda asi, esto significa que no hay mas de CaO. Para saber
exactamente el tiempo final de reaccion, se hizo una prueba cada 30 minutos.

Esta prueba nos ha dado un color invisible para el tiempo de 1 hora. Es decir que el CaO se
ha incorporado totalmente a 1 hora de molido. Finalmente, a t = 24h, tenemos 22,540g de
CDHA.

Se fabricaron dos nuevas juntas mas adecuadas para el tarro porque la de teflon utilizada
hasta ahora permite la fuga de polvo fuera de éste. Para ello, se compro6 una larga lamina de 2
milimetros de silicona a la que se le realizé un circulo de la misma anchura que el tarro
(fotografia 4), a su vez se compr6 una lamina de caucho y se realiz6 otro circulo para poder
ser introducido en el tarro (fotografia 5). Para ver el efecto de las nuevas juntas se ha hecho la
misma reaccion descrita anteriormente colocando la nueva junta de silicona (foto 4) y una
tercera reaccion colocando las dos nuevas juntas (fotografia 5).

Se realizaron las tres pruebas moliendo 1 hora que el CaO se hubiese incorporado totalmente.
Posteriormente se han pesado las masas finales y se calentd una parte de cada muestra en el

horno hasta 950°C para analizar los compuestos finales por Infrarrojos.

- e 1 . JJ

Fotografia 4: tarro con la junta en silicon. Fotografia 5: tarro con las 2 juntas.
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3.1.2.2 Hidroxiapatita deficiente en calcio substituida por silicio (Si-CDHA)

Para la obtencion de la hidroxiapatita deficiente en calcio substituida por silicio con una

relacion molar Ca/(P+Si) igual a 1,5, se utilizo la siguiente reaccion:

5 CaHPO,4.2H,0 + 3 CaO + 1 CaSiO; —— Si-CDHA

Esta reaccion se llevo a cabo con dos fuentes de silicio: un silicato de calcio hidratado amorfo
(CSHA) sintetizado via mecanosintesis y un CaSiOs; comercial (Aldrich, de referencia
372668-250G). En el caso del silicato amorfo, la mecanosintesis se llevo a cabo segun la

reaccion:

1 CaO + 1 Si0, — 1 CaSi0;

El CSHA se realiz6 un estudio anterior llevado a cabo en Francia (7).

Al igual que en la reaccidn anterior, se moli6 una masa total de reactivos de 40g.

Tal y como haremos para cada reaccion, hemos calculado las proporciones de reactivos para
obtener 2g de la muestra al tiempo t = Os.

Se tomaron 800mg de polvo para los tiempos: 2, 6, 10, 20, 24, 28, 32, 36 y 40 horas.

> Tratamientos térmicos

El horno utilizado para los tratamientos térmicos desarrollados a lo largo de este
proyecto fue un Hobersal, modelo CNR-58. En todos los tratamientos realizados se utilizaron
rampas de calentamiento de 4°C/min hasta llegar a la temperatura de sinterizacion deseada.

Se calentaron las muestras hasta 950°C durante 2 horas. Esta calefaccion se ha hecho
para 2 razones. Primero, era necesario detectar la presencia de silicato de calcio para
diferentes tiempos de molido. Segundo, en el objetivo de ver el efecto de la incorporacion de
silicato sobre la estabilidad de la CDHA a altas temperaturas.

La siguiente reaccion es la misma que anteriormente pero con un CaSiOs comercial comprado
a Aldrich.

Antes de hacer la reaccion, queriamos ver la cantidad de agua contenida en este CaSiO3

(Aldrich), entonces hemos puesto 250mg del reactivo en 4 crisoles para calentarlos a 950°C y

ver la perdida de masa:
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Masa de CaSiO; introducida | Masa de CaSiOs recuperada Porcentaje de pérdida de
(mg) (mg) masa (%)
250,2 188,64 24,6
250,6 188,38 24,8
249,7 187,47 24.9
2437 183,54 24,7

Tabla 5: Datos para el cdlculo del porcentaje de agua contenido en el CSH.

Podemos calcular el porcentaje de agua contenido en este CaSiO; comercial haciendo la
media de las valores de la tercera columna: obtenemos un 24,75% de agua.
Al igual que para las reacciones anteriores, se molid una masa total de reactivos de 40g.

Se tomaron 800mg de muestra para los tiempos: 2h, 6h, 10h, 20h, 24h, 28h, 32h, 36h, 40h.

Finalmente, hemos calentado 2 formulaciones diferentes de hidroxiapatita hasta 950°C

durante 2 horas con el objetivo de analizar la pérdida de masa:

1. (1 Cag(PO,)s(HPO,)(OH) oy, + 1 CaS103) o

2. 5 CaHPO,4.2H,0 + 3CaO +1CaSiO3 — > Si-CDHAt:40h

La formulacion 2. viene de la 1% reaccién y hemos puesto en el horno la muestra de t = 40h.
El CaSiO; utilizado en estas dos experiencias fue el silicato de calcio hidratado amorfo
(CSHA).

Los porcentajes de pérdida de masa obtenidos son:

Wtsi.cpna = 6,45%

Wtcepna+csa= 13,36%

Esta diferencia en la pérdida de masa corresponde a los resultados que esperamos, hay 2

explicaciones:

= Primero, puede ser debido al hecho que para un elemento que tiene una fase
solamente, el aumento de temperatura cambia la estructura cristalina de una fase. Esto

quiere decir que el CSHA esta bien incorporado en la Si-CDHA.
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= Segundo, en la formulacion (CDHA+CSHA), la CDHA se transforma en B-TCP con la
temperatura (entonces pierde su grupo HPO4) y el CSHA se convierte en CaSiOs y
por lo tanto pierde su grupo H»O. Esto significa también que el CSHA esta mejor

incorporado en la Si-CDHA.

3.1.2.3 Hidroxiapatita substituida por silicio (Si-HA)

La segunda formulacion estudiada es la hidroxiapatita substituida por silicio hecha a
partir de la ultima muestra (t = 40h) de la reaccion anterior y el afiadido de un mol de CaO

para obtener un producto de relacién Ca/(P+Si) igual a 1,67:

1 Si-CDHA+ 1 CaO —— Si-HA

Entonces, hemos cogido 20g de la tltima muestra de Si-CDHA y el calculo para saber la

cantidad de CaO a introducir es:

Mca0 = (Mcao * msi.cora)/ Msi-cora

El objetivo de esta reaccion es de obtener una hidroxiapatita estequiométrica, entonces hemos
hecho la prueba con fenolftaleina para ver el tiempo que toma el CaO a incorporarse.

Al tiempo t = 11h30, la mezcla ha cambiado hasta un color rosa palido y he pagado la
reaccion para hacer las analisis.

Al final, hemos calentado el producto de la reaccion hasta 1300° durante 2 horas para ver si

era posible la obtencion de una hidroxiapatita substituida por silicio estable a alta temperatura.

3.3 CARACTERIZACION DE LAS MUESTRAS

El principio de funcionamiento de las técnicas utilizadas para caracterizar los productos
esta descrito en anexos. Esta parte contiene la descripcion de los instrumentos utilizados y la

metodologia empleada, asi como las muestras analizadas en cada caso.
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3.3.1 DIFRACCION DE RAYOS X

Para identificar las fases presentes en nuestras formulaciones
de hidroxiapatita, se hace un estudio de difraccion de rayos X con
un Difractometro INEL CPS-120
con detector de posicion curva, se
utilizé un portamuestras rotatorio.
Todas las muestras fueron
analizadas con esta maquina del

ETSEIB excepto la ultima

muestra de Si-CDHA que fue
Fotografia 7: Difractometro de polvo q

Siemens D-500 (SI) con cargador analizada en el laboratorio de los
automatico de muestras.

Servicios Cientifico Técnicos de la UB con un Fotografia 6: Difractometro de polvo
Difractometro de polvo Siemens D-500 (S1) con cargador INEL CPS-120 con detector de posicion curva.
automatico de muestras.
Las muestras siguientes fueron analizadas por esta técnica:
> CDHA para los tiempos de molido Oh, 2h, 6h, 10h, 20h y 24h.
> Si-CDHA con CSH sintetizada a T=25°C para los tiempos de molido Oh, 2h,
6h, 10h, 20h, 24h, 28h, 32h, 36h, 40h.
> Si-CDHA con CSH sintetizada a T=950°C para los tiempos de molido Oh, 2h,
6h, 10h, 24h, 28h, 32h, 36h, 40h.
> Si-CDHA con CaSiO; comercial para los tiempos de molido Oh, 2h, 6h, 10h,
20h, 24h, 28h, 32h, 36h, 40h.

> Si-HA molida 11h30m y calentada a 1300°C.

= Patrones experimentales

Necesitamos tener los patrones de difraccion por rayos X del Pirofosfato (Ca,P,07) y

del B-TCP obtenidos a partir de las reacciones siguientes:

1 : CaHPO. = (CaP,0-

2. 2 CaHPO, + 1 CaCO; = (Ca;(PO,), + H,O + CO,
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El DCP, llamado fosfato dicalcico tiene la formula CaHPO,4y el TCP, llamado fosfato
tricalcico tiene la formula Caz(POs),.
Queremos 2g de cada elemento, entonces pondremos 2g de DCP para la reaccion 1. Para la

reaccion 2, calculamos las masas de reactivos con una regla de tres:

Mcanros = (2%2M canros) /' (Mrcp)

Después de haber mezclado los 2 elementos en el mortero, hemos calentado el TCP hasta
950° durante 4 horas para obtener la fase B-TCP y a 1300°C seguido de un temple al aire para
obtener la fase a-TCP.

La masa de pirofosfato pesado a la salida del horno era: Mcaop07= 1,827¢.

También se analizaron por rayos X los reactivos utilizados en cada reaccion (CaO, DCPD,
CaSi03). En todas las reacciones realizadas, el producto final obtenido se compard con una
hidroxiapatita estequiométrica comercializada por la casa Merck (1.02196.1000). A fin de

obtener una mayor cristalinidad se sinterizé dicha HA a 1000°C durante 4h.

3.3.2 INFRARROJOS

El estudio de las muestras por Infrarrojos es un complemento al estudio de difraccion de
rayos X. Todas las muestras fueron analizadas en el laboratorio de los "Serveis
cientificotécnics". La maquina utilizada es un espectrometro de infrarrojos por transformada
de Fourier Bomem MB120 con un divisor de haz KBr, una fuente Glowber y un detector
DTGS. Las medidas se tomaron en un rango espectral desde 4000 a 350 cm™ y con una

., 1
resolucion de 4cm’.

El andlisis se hace en 2 etapas:

* Primero, la preparacion de la muestra en forma de pastilla. Hacemos una mezcla en el
mortero con una pequefia cucharada de la muestra y otras 3 pequefias cucharadas de
Bromuro de Potasio (KBr) que es un elemento muy ttil por que es transparente a los
infrarrojos y por lo tanto no se observa sobre el diagrama. Después dejamos la mezcla
en un cilindro y lo colocamos en una maquina de prensa para compactar la pastilla.

» Al final, ponemos la pastilla obtenida en la maquina de infrarrojos y lanzamos el

analisis. La curva representa la absorbancia de la energia segun la longitud de onda.
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Las muestras siguientes fueron analizadas por esta técnica:

> CDHA para los tiempos de molido Oh, 15min, 30min, 45min, 1h, 1h30, 2h,
6h, 10h, 20h y 24h.
> CDHA con una junta a t =1h de molido para T = 25°C y 950°C.
> CDHA con dos juntas a t = 1h de molido para T =25°C y 950°C.
> Si-CDHA con CSH sintetizada a T=25°C para los tiempos de molido Oh, 2h,
6h, 10h, 20h, 24h, 28h, 32h, 36h, 40h.
> Si-CDHA con CSH sintetizada a T=950°C para los tiempos de molido Oh,

2h, 6h, 10h, 24h, 28h, 32h, 36h, 40h.

3.3.3 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARIDO AMBIENTAL

Las observaciones se realizan en un microscopio electronico de barrido ambiental
Electroscan 2020.
Las muestras siguientes fueron analizadas por esta técnica:

> Si-CDHA con CaSiOj3; comercial para el tiempo de molido de 24h.

> Si-CDHA con CaSiO; comercial para el tiempo de molido de 40h.

> Si-CDHA con CSH sintetizada a t = 28h de molido.

> CDHA at=24h de molido.

3.4 ESTUDIO DE LA CONTAMINACION

El laboratorio de quimica y la maquina de centrifugacion necesarios al desarrollo de este
estudio son disponible en los Servicios Cientifico Técnicos de la Universidad de Barcelona.
El objetivo de este estudio es encontrar el porcentaje de contaminacion procedente de las
bolas y del tarro (ambos en agata) que ha contaminado la hidroxiapatita durante la reaccion.
Dado que esta contaminacion serd mayoritariamente SiO,, la formulaciéon mas adecuada para
ver la aparicion de silicio es la CDHA a la que no se le afiadio silicio.
Para seguir el mismo método de las experiencias hechas en Francia (Montpellier)(tesis
Hassane), pesamos un gramo de muestra en un tubo del que conocemos ya la masa y lo
mezclamos con 4ml de HC1 10N. Mezclamos el 4cido con el polvo con la ayuda de un aparato

VORTEX y seguidamente tubo dentro la centrifugadora (ALC 4226 CENTRIFUGE).
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A continuacion se muestra una tabla recapitulativa de las muestras estudiadas asi como los

tiempos de centrifugacion:

Numero de pruebas

Tiempo de CDHA CDHA CDHA CDHA CDHA CDHA
centrifugacion T=0h T=2h T = 6h T=10h T =20h T =24h
T =20 min 2 2 2 2 2 2

T =30 min - - - - - 3

T =40 min - - - - - 3

T =50 min - - - - - 3

T = 60 min - - - - - 3

T =120 min - - - - - 3

T = 180 min - - - - - 3
Tiempo de Si-CDHA | Si-CDHA | Si-CDHA | Si-CDHA | Si-CDHA Si-CDHA
centrifugacion | T =0h T=2h T =6h T=10h T =20h T =24h
T =20 min 2 2 2 2 2 2

T =30 min - - - - - 2

T =40 min - - - - - 2

T =50 min - - - - - 2

T = 60 min - - - - - 2

T =120 min - - - - - 2

T = 180 min - - - - - 2

Tabla 4: Pruebas de contaminacion con los diferentes tiempos de reaccion por la CDHA y Si-

CDHA.

Posteriormente, decantamos el soluto para dejar solamente el precipitado de silicio en el tubo

y ponerlo en la estufa un tiempo igual para todos (en nuestro caso 2 dias). Al final pesamos

los tubos que contienen los precipitados y se puede calcular el porcentaje de contaminacion

que contiene nuestro producto:

%c¢ = (M final/ M inicial ) * 100

Los graficos de la evolucion de la contaminacion son dados en la parte 5.2 de Resultados y

contaminacion.
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4.1 OPTIMIZACION DEL PROCESO DE MOLIDO

Cada vez que hemos empezado una nueva reaccion, los parametros de molido no fueron
exactamente igual a los de la reaccion anterior.
Primero, por que las bolas sufren de una pérdida de masa y de tamafio durante la reaccion, lo
cual es importante a supervisar ya que puede influir sobre la reaccion. Tal y como se muestra
en el trabajo realizado por Mochales et al. (8) el producto de la masa y la superficie de las

bolas influye en la cinética de la reaccion seglin la siguiente expresion:

1 1 M: Masa de las bolas
k/(M*Sa*ws) =786 10" 12 +2.510"" (r=0.993) S.: Superficie de las bolas

®q: velocidad de rotacion del molino
rq:excentricidad

Este producto se calcul6 para las cuatro reacciones estudiadas, las cudles se indican a
continuacion:

> CDHA:Mx S =3718879,059 mm>.g

>  Si-CDHA con silicato amorfo: M x S = 3728781,66607 mm®.g

>  Si-CDHA con silicato comercial: M x S = 3699547,834 mm®.g

>  Si-HA: M x S =3707877,679 mm"’.g

En el objetivo de comparar las reacciones, es importante de calcular antes de cada reaccion la
superficie total por la masa total de las bolas y que esta relaciéon no cambia mucho.

Por otra parte, hemos hecho 2 reacciones para probar inicamente un nuevo tipo de junta,
como lo que fui descrito en la parte Materiales y Métodos. La 1? reaccion de prueba fui
lanzado con una junta en silicon de 2 mm de grosor y la 2% reaccion fui lanzado con la junta
en silicon mas una otra en teflon:

Hemos dejado las reacciones durante 1 hora cada una pues hemos cogido el polvo y la masa

final pesada de cada muestra es:

Ml junta — 3795g

M2 juntas — 38,88%
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Esto quiere decir que la reaccion con los 2 juntas ha permitido de obtener mas muestras que la
con una junta. Sin embargo, la 2° reaccion fui hecha justo después la primera y por lo tanto, el
taro no ha quedado mucho tiempo en la estufa: la hipotesis es que hay tan diferencia en las
masas cogidas a causa del agua que subsistia. Ademas, en la segunda reaccion, la junta en
teflon fue pegado con celo y un poco de polvo quedaba fijado.

A continuacion, utilizaremos solo la junta de silicona por razones practicas y por que nos da

buenos resultados.

4.2 CARACTERIZACION DEL PRODUCTO POR DRX

En los gréficos siguientes, se puede ver como evolucionan los difractogramas de las tres
formulaciones de hidroxiapatita estudiadas En estos difractogramas, se puede seguir la
evolucion de las fases presentes para los diferentes tiempos de molido recogidos. A
continuacion se muestra para cada reaccion dos graficos, el primero representa la evolucion
de la reaccion con el tiempo de molido y el segundo representa el tiempo final de reaccion en

comparacion con el patron de HA (HA, Merck 1.02196.1000 sinterizada a 1000°C).

4.2.1 Hidroxiapatita deficiente en calcio (CDHA)

Tal y como se observa en la Figura 9, el producto final obtenido en la reaccion de la
CDHA no contiene un 100% de fase apatitica. La fase adicional detectada es el B-TCP, el cual
tiene una relacion molar Ca/P igual a la de la CDHA que intentamos sintetizar. Normalmente
el B-TCP se sintetiza a altas temperaturas (aproximadamente 900°C), por lo cual es de
extrafiar la transformacion de CDHA a B-TCP en un proceso de sintesis a bajas temperaturas.
Tal y como podemos observar en la Figura 8, la transformacion de CDHA a B-TCP aumenta
con el tiempo de molido (los cuadrados representan los picos significativos de HA). Hay dos
posibles explicaciones a este hecho:

1. El proceso de molido a tiempos largos proporciona suficiente energia para dicha
transformacion.
2. La contaminacion de silicio proveniente del dgata del molino facilita dicha

transformacion a bajas temperaturas.
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Figura 8: Curvas DRX de la CDHA a T = 25°C para diferentes tiempos de molido
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Figura 9: Curvas DRX de la CDHA, t = 24h en comparacion con el patron de HA
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4.2.2 Hidroxiapatita deficiente en calcio substituida con silicio amorfo (Si-

CDHA)
" Si-CDHA T25
DCPD -
-
/MJL/-\—/\- ) ;
t =40h
100007 Dcw t=36h
o t="28h
WMWJLN t=24h
_ 6000 X ~20h
g 4000 —nrd DPD DCPP = t=10h
| | | ! ~ 6h
2000 l I u O t=2h
L] U 'v =0y
Angle 2 theta (°)

Figura 10: Curvas DRX de la Si-CDHA a T =25°C para diferentes tiempos de molido.

Los picos de DCPD y CaO son marcados para el tiempo, t = Oh y los picos de HA son

marcados por un cuadrado.
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Figura 11: Curva DRX de la Si-CDHA a t = 40h, T = 25°C en comparacion con el patron de HA.
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Antes de moler, solamente DCPD y CaO fue detectado por DRX. No se detectd el
silicato puesto que es amorfo a temperatura ambiente. Después de 2h de molido, los curvas
DRX mostraron un perfil apatitico. El inico cambio detectado con el aumento del tiempo de
molido es un aumento progresivo de la cristalinidad de las muestras.

La fig. 11 muestra que la Si-CDHA obtenida después de un molido de 40h se ajusta

perfectamente al patron de HA.

B-T
B-TCP W | Si-CDHA T950 |
B-TCP
t =40h
t =36h
t=32h
t=28h
> t=24h
b t=20h
t=10h
t=6h
t=2h
t=0h

Figura 12: Curvas DRX de la Si-CDHA a T = 950°C para diferentes tiempos de molido.
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Figura 13: Curva DRX de la Si-CDHA a 950°C, t=40h en comparacion con el patron de HA.

Mirando la fig. 12, se observa que para bajos tiempos de molido, una mezcla de B-TCP,
CaO y CaSiOs; se ha formado. Sin embargo, para tiempos altos de molido, el CaSiO; no se
detecta, la cantidad de TCP disminuye y la fase apatitica crece. A partir de las 6h de molido se
detecta a-TCP. Esta fase a parece estar relacionada con la transformacion de la fase b debido
al efecto del silicio, que segun diversos estudios estabiliza la fase a-TCP por debajo de la
temperatura de transicion b-a habitual (1180°C) (9;10).
Al final de la reaccion, el TCP se detecta dificilmente y la fase principal es hidroxiapatita. Se
sugiere que la introduccion de silicato en la estructura de la CDHA estabiliza la fase apatitica
a altas temperaturas.
Como para la muestra final de la Si-CDHA a T = 25°C, la Si-CDHA obtenida después de un
molido de 40h y sinterizada a 950°C se ajusta perfectamente al patréon de HA (fig. 13).

4.2.3 Hidroxiapatita deficiente en calcio substituida por silicio comercial
(Si-CDHA)
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Al igual que en la reaccion con el silicato amorfo sintetizado en el laboratorio, para
tiempos cortos se observa una mezcla de DCPD y CaO, sin ser posible la deteccion de CaSiO;
debido a su baja cristalinidad. Al aumentar el tiempo de molido, los reactivos desparecen a

medida que aparece una fase apatitica.

| Si-CDHA con CaSIO3

t=40h
t=36h
t=32h
t=28h
z t=24h
£ t=20h
t=10h
t=6h
t=2h
t=0Oh

Angle 2 theta (°)

Figura 14: Curvas DRX de la Si-CDHA para diferentes tiempos de molido.

— HAGH0h
— HAM1000
2000
=
o]
=
=
=
100 -
0 T T
20 a0 i0

Figura 15 Curva DRY de la 5i-CDHA a ¢ = 40% en comparacion con el patran de HA.
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Como en el caso anterior, la Si-CDHA obtenida después de un molido de 40h se ajusta

perfectamente al patron de HA.

4.2.4 Hidroxiapatita substituida con silicio (Si-HA)

— Si-HA Ca/(P+Si)=1.67 T=1300°C
40000 - —— HA Merck 1000°C
o-TCP

Intensity

20000

Angle 2 theta (°)

Figura 16: Curva DRX de la Si-HA a 1300°C en comparacion con los patrones de HA y a-TCP.

Tal y como se observa en la Fig. 16, contrariamente a lo esperado se ha obtenido una
mezcla de HA y a-TCP. Esto puede ser debido a una falta de precision en la relacion entre los
reactivos a causa de su hidratacion y/o carbonatacion, las cuales no se tuvieron en cuenta al
pesar los mismos.

También podria deberse a la contaminaciéon de agata proveniente del molino, la cual
provocaria un aumento de iones silicio en el producto siendo la relacion Ca/(P+Si) menor a
1.67. Ademas se observa un importante desplazamiento de los picos de Si-HA respecto a la

HA comercial, el cual puede atribuirse al efecto de la incorporacion de iones silicio en la

estructura apatitica.

4.2.5 Reactivos utilizados como fuentes de silicio

» CaSiO; sintetizado por mecanosintesis
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Segun un estudio realizado anteriormente (11), en el cual se sintetizo el CaSiO; utilizado
en las primera reaccion de Si-CDHA desarrollada en este proyecto, se observa que dicho
silicato es amorfo a temperatura ambiente pasando a transformarse en wolastonita al

sinterizarlo a 950°C.

Ca(QH), 1400
2000 -
1200
1000 ] CalOm: 1000
>
Z 1200 - Ca(OH), Z 800 1
g z
= 2
T 800 - Oh = 600 -
400
400 W
e S 200
CSH
O T T T T 33h O ‘ . — — ‘
2 6 10 14 18
2 7 12 17 22 27
Angle (°0) Angle (°0)

Figura 17: Curvas DRX de evolucion del CaSiO;

sintetizado segin el tiempo de molido. Figura 18: Curva DRX del CaSiO; sintetizado al

ultimo tiempo de molido.

» (CaSiO3 Aldrich (referencia 372668-250G)

Antes de sinterizar el reactivo se observa un wolastonita de baja cristalinidad. Después

de sinterizarlo a 950°C durante 2h30 se observa el DRX correspondiente al CaSiO3 (JCPDS).

5000 -]
—— CaSiO3T25
—— CaSiO3T950
4000
3000
P
D
o
£ 2000
1000
04
T T T T T T T T T T 1

Angle 2 theta (°)
Figura 19: Curvas DRX de los CaSiO; a temperatura ambiental y calcinada a 950°C.
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4.3 CARACTERIZACION FiSICO-QUIMICA DEL PRODUCTO
POR INFRARROJOS

Antes de comentar los elementos contenidos en las diferentes formulaciones de
hidroxiapatita estudiadas por infrarrojos, es importante conocer los picos que corresponden a

una estructura apatitica (12;13):

(POs)* | (OH)Y |H,0 | (HPO,” | COs*-Ap | COs*Ap

tipo A tipo B
962, 3573, | 3700, | 1119, 878, 1455, | 873, 1418,
470 3580 | 3000 | 1098 1495 1455
Frecuencia | 1090, | 631, 1615 | 1114 879, 1457, | 1465,
de los picos | 1062, | 630 1548 1412, 873
significativos | 1030
(cm™) 601, 1080,
571, 1030
565

Tabla 4: recapitulacion de los picos mds significativos de una hidroxiapatita.

El grupo (HPO,)* se observa en apatitas deficientes en calcio (Ca/P<1.67). A menor relacion
molar Ca/P mayor cantidad de grupos (HPO4)*. Las apatitas carbonatadas se pueden dividir

en dos grupos segun el COs> sustituya grupos (OH)™ (tipo A) o grupos (PO4)* (tipo B).

4.3.1 Reactivos utilizados

Esta parte agrupa las curvas infrarrojos de los reactivos utilizados para obtener las

hidroxiapatitas:

CaOcalc
1,6 - —— DCPD

1,44

1,24

1,0 1

0,8 1

Absorbancia

0,6 1

0,4

0,2

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm™)

Figura 20: Curvas Infrarrojos de los 2 reactivos utilizados para todas las reacciones (DCPD y CaO
calcinado).
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Figura 21: Curvas Infrarrojos de los CSH a temperatura ambiental y calcinada a 950°C.
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Figura 22: Curvas Infrarrojos de los CaSiO; a temperatura ambiental y calcinada a 950°C.
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4.3.2 Hidroxiapatita deficiente en calcio (CDHA)

Al igual que en los DRX, para t = Oh observamos las bandas correspondientes al DCPD
y al CaO. A partir de 30 minutos de molido se empieza a observar la formacion de una
estructura apatitica. Para tiempos largos de reaccion se observan las siguientes bandas:
- Las frecuencias vs y v, del fosfato se identifican por tres picos (1089, 1039 y 958 cm™) tal
COMO V4 Y v, por tres mas picos (603, 565y 472 cm™).
- Los picos de 1456 y 1417 cm™ se podian asignar a un substitucion de carbonato tipo B
(14)aunque estos picos no se observan para los tiempos largos de molido.
- La frecuencia vs que representa el enlace P-OH del elemento HPO, se observa a 873 cm’.
A su vez la banda observada a 873 cm-1 se puede atribuir también a un grupo (CO3)*
correspondiente a una apatita carbonatada tipo B(12), aunque cabe la duda, ya que al final de
la reaccion no observamos los picos anteriores (flechas), de si se trata del modo de vibracion
P-OH vs HPOj el cual se ha detectado en algunos estudios a 875 cm™ (15).
- La presencia de CO  se detecta por los picos 2356 y 2341 cm™'. Una banda débil del OH en
3568 cm™ fue obscurecida parcialmente por la amplia banda entre 2500-3700 centimetro ™
que es caracteristico de la humedad en la muestra. Por otra parte, una banda mas fuerte del
OH se detecta en 1647 centimetros ™' (16).
- Si comparamos el producto final (t=24h) con el patron de HA (Fig.25) se observan algunas
diferencias debido a la existencia de B-TCP(hombro a 544 cm™ y pico muy débil a 444 cm’
".Pero también aparecen picos adicionales en 800, 779 y 735 cm™' no atribuibles a ninguna
banda de fosfato de calcio. Estos picos se podrian atribuir a la existencia de contaminacion de
agata proveniente del molino, ahora bien para poder confirmar este hecho seria necesario el

analisis por infrarrojos de dicha 4gata.
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Figura 23: Curvas Infrarrojos de la CDHA para diferentes tiempos de molido entre Oh y 1h30m.
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Absorbancia
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Figura 24: Curvas Infrarrojos de la CDHA para diferentes tiempos de molido entre 2h y 24h.

t=24h

t=20h

t=10h

t=6h

t=2h

43



Absorbancia

44 Preparacion y caracterizacion de hidroxiapatitas substituidas con silicio obtenidas por

mecanosintesis

1,6 —

1,4

1

1,2 o

1,0

0,8 H

1

Absorbancia

0,6 —

0,4

0,2

0,0

CDHAt24h
HAMerck

4000

T

T T T T

T T T T
3500 3000 2500 2000

T
1500

Numero de onda (cm™)

T
1000

T 1

T
500

Figura 25: Curvas Infrarrojos de la CDHA, t=24h en comparacion con el patron de HA.

HA Merck
— CDHA T25 1junta
— CDHA T25 2juntas

T T
4000 3500

T T T T T
3000 2500 2000

Numero de onda (cm™)

T
1500

T T T
1000 500

Figura 26: Curvas Infrarrojos de comparacion de las juntas para la CDHA a 25°C con el

patron de HA
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Figura 27: Curvas Infrarrojos de comparacion de las juntas para la CDHA a 950°C con el
patron de HA

Tal y como se observa en la Fig.27, al calentar a 950°C los productos obtenidos con los
distintos protocolos de cierre del tarro se observan las bandas correspondientes al 3-TCP: el
fosfato de la banda v; fue identificada por cuatro bandas fuertes (en 1120, 1099, 1045 y 1024
cm ) con dos hombros débiles (en 1082 y 1066 cm-1), la banda v, por dos picos (en 970 y
943 ¢cm ') y la banda v, por dos bandas fuertes (en 606 y 554 cm ') con dos hombros débiles
en la primera banda (en 592 y 579 cm ') y un hombro débil en segunda (en 544 cm )
(17;18).
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4.3.3 Hidroxiapatita deficiente en calcio substituida con silicio amorfo (Si-
CDHA)

Como en el caso de la CDHA, para t = Oh observamos las bandas correspondientes al
DCPD vy al CaO, sin apreciarse las bandas de CSH. A partir de 2 horas se observa una
estructura apatitica.

De la comparacion entre los espectros de FTIR de este Si-CDHA y el polvo obtenido después
de 40h de moler, se observa las diferencias en los picos de absorcion. El espectro de FTIR del
polvo obtenido después de 40h de moler demuestra varios picos adicionales significativos,
algunos de los cuales se han divulgado como resultado de la substitucion del silicio en el
enrejado de la apatita (Figs.28, 29). Por ejemplo, los picos detectados en 894 y 503 cm™ han
sido divulgados ya por Leventouri et al. (19) y Botelho et al. (20) respectivamente.

Sin embargo otros picos adicionales fueron encontrados:

- Los picos en 1456 y 1417 cm™ se podian asignar a un substitucion de carbonato tipo B (21),
que no fue observado en la CDHA.

- Los picos detectados en la gama 2000-2200 cm™ han sido divulgados por Gibson et el al.
(22), aunque detectaron estos picos en la Si-HA calentada.

- El pico en 3566 cm™” que corresponde al grupo OH™ ha aumentado perceptiblemente en
comparacion con el espectro de CDHA, contrariamente a los resultados divulgados en la
literatura (19;20;22;23). Esto indicaria que el grupo OH  experimentd un aumento

significativo en intensidad con la introduccion del silicio en la red de la hidroxiapatita.

En el caso de las muestras sinterizadas a 950°C para t = Oh, observamos las bandas tipicas del
B-TCP ya comentadas en el apartado anterior. A mayores tiempos de molido aparecen las
bandas correspondientes a la HA, a las cuales se ven afadidas algunas bandas atribuibles al
efecto de los iones silicio. Por ejemplo, los picos detectados en 854 y 498 cm™ podian
corresponder al enlace Si-O. Mientras que tres picos detectados en 785, 715 y 696 cm’
podrian corresponder al enlace Si-O-Si.

Ademas se observa una substitucion de carbonato tipo A, ya que se detectan bandas a 1458 y

a 877 cm-1(12). A su vez se detecta una banda a 1545, que podria ser debida también a éste

tipo de carbonatacion.
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La tabla siguiente agrupa los datos de de la pérdida de masa de las muestras después de

haberlas calentado a 950°C durante 4h.

Tiempos 0 2 6 10 20 24 28 32 36 40
(horas)

Perdida

g;;nasa 254020,72 | 11,17 | 123 | 13,6 | 13,1 | 11,6 | 10,66 | 9.2 | 9,28

Tabla 4: Pérdida de masa de las muestras de Si-CDHA durante el tratamiento térmico.

De los resultados obtenidos se extrae que la pérdida de masa disminuye con el tiempo de
molido. Esto puede ser debido a la menor pérdida de (OH)" y por tanto una menor pérdida de
grupos (HPO4)*, lo cual explicaria la estabilizacion de la fase apatitica con un mayor tiempo
de molido.
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Figura 28: Curvas Infrarrojos de la Si-CDHA a 25°C para diferentes tiempos de molido.
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Si-CDHA T950
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Figura 29: Curvas Infrarrojos de la Si-CDHA a 950°C para diferentes tiempos de molido.
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Figura 30: Curva Infrarrojo de la Si-CDHA a 950°C, t=40h en comparacion con el patron de HA.
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Figura 31: Curva Infrarrojo de la Si-CDHA a 25°C, t=40h en comparacion con el patron de HA.
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4.3.4 Hidroxiapatita deficiente en calcio substituida con silicio comercial

(Si-CDHA)

Para esta reaccion se ha obviado el resultado correspondiente al tiempo de molido de
36h. Los infrarrojos muestran las tipicas bandas de fosfatos correspondientes a la

hidroxiapatita, ya mencionadas en los apartados anteriores.

Para esta reaccion se ha obviado el resultado correspondiente al tiempo de molido de 36h. Los
infrarrojos muestran las tipicas bandas de fosfatos correspondientes a la hidroxiapatita, ya
mencionadas en los apartados anteriores. Ha que destacar que los picos debidos a sustitucion
de grupos carbonatos en este caso se observan a 1458, 1419 y 877 cm™, lo cual indica una
sustitucion tipo AB. En cuanto a las bandas representativas de grupos con silicio so6lo
observamos una banda adicional a 800 cm™ (no detectada en la reaccion anterior con el CSH
amorfo) y varias bandas entre 2000 y 2200 cm’' (detectadas anteriormente).

También cabe destacar el aumento de grupos (OH) con el tiempo de molido, tal y como
podemos observar en la Fig.33 con el aumento de las bandas a 630 y 3569 entre los tiempos
de molido de 2 y 40h. También parece haber habido un aumento del pico a 474 cm™. Aunque,
tal y como ya se ha comentado para las reacciones anteriores, estas observaciones no pueden

tomarse como una conclusion definitiva ya que los andlisis realizados han sido cualitativos.
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Figura 32: Curva Infrarrojo de la Si-CDHA con CaSiO3, t = 40h en comparacion con el
patron de HA.
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Figura 33: Curvas Infrarrojos de la Si-CDHA con CaSiO; para diferentes tiempos de molido. Figura 32: Curvas
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4.4 CARACTERIZACION DE LA SUPERFICIE DEL
PRODUCTO POR SEM

Con las micrografias obtenidas mediante el SEM, se ve que las hidroxiapatitas son siempre
muy aglomeradas. Sin embargo, esta técnica ha permitido de obtener una idea del tamafio de los
aglomerados pero no del tamafio de las particulas. Para cada formulacion de hidroxiapatita

estudiada por SEM, se tomo 2 aumentos diferentes: 6000 y 3000.

4.4.1 Hidroxiapatita deficiente en calcio (CDHA)

Micrografia 1: CDHA, t=24h (6000x). Micrografia 2: CDHA, t=24h (3000x).

Con estas micrografias, se observa que la hidroxiapatita deficiente en calcio (Ca/P)=1,5 después
24 horas de molido se encuentra en forma aglomerados de hasta 30um. Pero la mayoria de estos
aglomerados estan comprendidos entre 10 y 15um. En ampliaciones de las micrografias ha sido

posible detectar los cristales de tamafio nanométrico que forman estos aglomerados.
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4.4.2 Hidroxiapatita deficiente en calcio substituida con silicio amorfo (Si-
CDHA)

. i Micrografia 4: Si-CDHA con CSH amorfo, t=28h
Micrografia 3: Si-CDHA con CSH amorfo, t=28h (3000x).

(6000x).

Estas micrografias muestran aglomerados de Si-CDHAs comprendidos entre 5 y 30um de
tamafio. No hay mucha diferencia con las micrografias de la CDHA, lo que quiere decir que la
introduccion de CSH amorfo en la hidroxiapatita deficiente en calcio no cambia mucho su
morfologia. Al igual que en el caso anterior, fue posible comprobar la existencia cristales

nanométricos formando los aglomerados.

4.4.3 Hidroxiapatita deficiente en calcio substituida con silicio comercial (Si-
CDHA)

Micrografia 3: Si-CDHA con CaSiOs Micrografia 4: Si-CDHA con CaSiO;
comercial, t=24h (6000x). comercial, t=24h (3000x).
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Micrografia 5: Si-CDHA con CaSiO; Micrografia 6: Si-CDHA con CaSiOs
comercial, t=40h (3000x). comercial, t=40h (6000x).

Las 4 micrografias anteriores presentan la misma formulacion de hidroxiapatita (Si-CDHA con
CaSiOj; comercial) para 2 tiempos de molido: t = 24h y el tiempo final, t = 40h. A primera vista,
parece que el tiempo de molido no influye sobre el tamafio de los aglomerados. Lo que cambia
con la CDHA es que los aglomerados son de mayor tamafo, pueden medir hasta 150um. Esto
quiere decir que el silicio esta bien incorporado en la hidroxiapatita. También en este caso fue
posible comprobar la existencia de cristales nanométricos. Para poder medir dichos cristales con
mayor precision se haria necesario el estudio de su morfologia mediante microscopia electronica

de transmision.
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4.5 GRANULOMETRIA

Los graficos siguientes muestran la distribucion de tamafio medio de las particulas de

Silicato de calcio introducidas en las HAs substituidas con silicio:
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Figura 33: Distribucion del tamario de particulas de CaSiOs;.
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Figura 34: Distribucion del tamario de particula del CSH amorfo.

Se puede notificar que las distribuciones del tamafio de particula de las muestras siguen una

evolucion diferente: la proporcion de grandes particulas es mayor que la de pequeias particulas

para el CaSiO; comercial al inverso del CSH amorfo. El grafico (fig. 33) muestra que las

particulas de CaSiOj tienen un tamafio comprendido entre 2 y 200um, la mayoria de estas tienen
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un tamano medio de 40um. En lo que se refiere a las particulas de CSH amorfo, sus tamafo esta
comprendido entre 0 y 80um y la mayoria tienen un diametro de 4um. Entonces las particulas de
CaSiO; comercial estdn en medio 10 veces mas grandes que las de CSH amorfo, lo que influye
sobre la incorporacion del silicio en la hidroxiapatita. En efecto, la introduccion de CSH amorfo
en la CDHA da una dispersion mas grande de aglomerados que con la introduccién de CaSiO;

comercial.

4.6 ESTUDIO DE LA CONTAMINACION

Este estudio concierne 2 formulaciones de Hidroxiapatita: la CDHA y la Si-CDHA. Para la
primera, el porcentaje en masa de precipitado traduce directamente el afiadido de Silicio

provocado por las bolas durante la reaccion:

[EEEEE HA3 CDHA

% en masa de precipitado

0 2 6 10 20 24
tiempo de molido (horas)

Figura 4: Evolucion de la contaminacion segun el tiempo de molido.

Sabiendo que la muestra de 24 horas ha quedado 2 dias en la estufa en vez de 2, se puede decir
que la contaminacion tiene un maximo al tiempo de molido de 10 horas, pues parece que un parte

del silicio se incorpora en la hidroxiapatita.
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Al tiempo, t = Oh, como lo que esperamos, no hay silicio en el producto pues su contenido

aumenta hasta 10h de reaccion y decrece después con el tiempo de molido.

En lo que se refiere a la Si-CDHA, hay que sustraer el porcentaje de silicio contenido al tiempo

t=0h para ver la evolucion de la contaminacion segun el tiempo de molido:

(BN HA7 SiICDHA |

% en masa de precipitado

0 2 6 10 20 24

tiempo de molido (horas)

Figura 5: Evolucion de la contaminacion para la Si-CDHA segun el tiempo de molido.

Al tiempo, t = Oh, el silicio representa 18,7% de la masa total de los reactivos introducidos. La
fig. 5 muestra que el contenido de silicio aumenta hasta 2 horas de molido pues se incorpora en la
hidroxiapatita y a partir de 10 horas de reaccion, la contaminacion del tarro y de las bolas
aumenta para alcanzar 10,25% de la muestra final.

Pues hemos pensado hacer este estudio de contaminacién tomando como pardmetro variable el

tiempo de centrifugacion y guardando la misma muestra: la del ultimo tiempo.
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1 I HA3 (CDHA t=24h)

% en masa de precipitado

20 30 40 50 60 120 180

tiempo de centrifugacion (min)

Figura 6: Evolucion de la contaminacion para la CDHA a t=24h segun el tiempo de centrifugacion.

El porcentaje de precipitado en la masa total de la muestra varia con el tiempo de centrifugacion:
para 20 minutos, se encuentra 10,33% de silicio en la muestra final; para 30 minutos se podria
sugerir que se ha incorporado 2,5% de silicio pero sale después de la muestra aumentando el
tiempo de centrifugacion (alcanza su maximo a 60 minutos de centrifugacion, 10,61%) y se

incorpora de nuevo en la hidroxiapatita después de 180 minutos.
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La fig. 7 representa el mismo estudio para la hidroxiapatita substituida con silicio:

I HA7 (Si-CDHA t=24h)

% en masa de precipitado

20 30 40 50 60 120 180
tiempo de centrifugacion (min)

Figura 7: Evolucion de la contaminacion para la Si-CDHA a t = 24h segun el tiempo de centrifugacion.

El porcentaje de precipitado en la masa total para el ultimo tiempo de molido de la Si-CDHA
sigue casi la misma evolucion que la CDHA. Sin embargo, a 20 minutos de centrifugacion, la

masa de precipitado contenida en la muestra es mas grande que para los tiempos siguientes.

Los estudios de la contaminaciéon realizados nos muestran unas ciertas tendencias que nos
permiten hacer algunas hipdtesis, pero no pueden tomarse como definitivos ya que seria
necesario un estudio estadistico de los mismos. Ademas, la comparacion entre el agata del molino

y el precipitado obtenido se hace necesaria.
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CONCLUSION

Durante este proyecto, se ha sintetizado 3 formulaciones diferentes de Hidroxiapatita por
mecanosintesis. Los analisis por difraccion de rayos X y por infrarrojos de los productos
sintetizados después de 24h de molido para la hidroxiapatita deficiente en calcio y 40h de molido

para las hidroxiapatitas con substituciones de silicio permiten de llegar a estas conclusiones:

» La Hidroxiapatita deficiente en calcio (CDHA) con una relacion molar Ca/P=1,5, tiene
una fase HA y otra B-TCP;

= La Hidroxiapatita deficiente en calcio y substituida con silicio (Si-CDHA) con una
relacion molar Ca/P=1,5, muestra Uinicamente una fase apatitica para los 2 fuentes de
silicio introducidos (CSH amorfo y CaSiO; comercial) a temperatura ambiente y a 950°C.

» La Hidroxiapatita substituida con silicio (Si-HA) con una relacion molar Ca/P=1,67,
muestra ademas de la fase apatitica un porcentaje de fosfato tricalcico o a una

temperatura de 1300°C .

Ademas, se puede decir que el silicio parece introducirse bien en la estructura apatitica tanto en el
caso de la Si-CDHA con CSH amorfo como en el caso de la Si-CDHA con CaSiOs comercial y
se encuentran también para estas formulaciones iones carbonato (CO;™) que resultan de la
substitucion de iones fosfatos (PO4>) o (OH)". Por estos factores, se puede esperar una mejora de
las propiedades biologicas de la Hidroxiapatita sintetizada.

El estudio de la morfologia mediante microscopia electronica de barrido ambiental muestra unos
aglomerados de cristales nanométrico para todos las formulaciones sintetizadas. El tamafio
nanométrico de dichos cristales constituird una mejora en la bioactividad de estos materiales.

La distribucion del tamafio de las particulas de los silicatos de calcio (CSH amorfo y CaSiO;
comercial) estudiada por granulometria permite de justificar que el diametro medio de una
particula de CaSiO; es 10 veces mas grande que la de un CSH amorfo, lo cual probablemente
provoca diferencias en el tipo de substitucion de iones silicio y carbonato que se ven reflejadas
por las distintas bandas encontradas en los espectros de infrarojos para el caso de las

hidroxiaptitas sintetizadas con cada uno de estos silicatos.



62 Preparacion y caracterizacion de hidroxiapatitas substituidas con silicio obtenidas por
mecanosintesis

Por fin, el estudio de la contaminacion indica que el nivel de silicio contenido en la muestra
alcanza su maximo para 20 horas de molido (en los 2 casos: CDHA y Si-CDHA) y que el tiempo
de centrifugacion hace variar la incorporacion del silicio.

En el futuro, se podria seguir este estudio para establecer una estadistica sobre la evolucion de la
contaminacion segun el tiempo de centrifugacion.

Para poder confirmar la mejora de las propiedades bioldgicas de las hidroxiapatitas sintetizadas
se hard necesario en estudios posteriores la realizaciéon de ensayos in vitro con proteinas y

células, asi como ensayos in vivo.
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ANEXOS
PRESUPUESTO
»  Coste del material necesario a la obtencion de hidroxiapatitas
PRECIO/UNIDAD PRECIO TOTAL (euros)
CaO 98% 30,72 30,72
(500g) Aldrich
DCPD 66,26 66,26
(1kg) Fluka
Molino a bolas FRITSCH 4500,00 4500,00
(Pulverisette)
COSTE (euros) 7857,71
> Coste de la caracterizacion de las hidroxiapatitas obtenidas
CONCEPTE N° N° PRECIO POR | PRECIO | COSTE
MUESTRAS | HORES | MUESTRA HORA (euros)
(euros/muestra) | (euros/h)

DRX 46 92 45,23 | 4161,16
INFRARROJOS 36 12 64,14 | 769,68
MEB Ambiental 13 90,36 1174,68

CENTRIFUGADORA 10 27,33 273,3
DIFRACCION 2 2 15,37 30,74
LASER
COSTE (euros) 6409,56

En el coste de este proyecto, no se tiene en cuenta el precio del material que dispone ya el

laboratorio de biomateriales, ni el coste de los productos basicos de un laboratorio (acetona,

etanol, agua destilada, etc...)

CONCEPTE COST (euros)
MATERIAL UTILIZADO 7857,71
EQUIPO UTILIZADO 6409,56
COSTE TOTAL (euros)si, rva 14267,27
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TECNICAS DE CARACTERIZACION EMPLEADAS

Difraccion de rayos X

La identificacion de las fases presentes en la fase solida del cemento se lleva a cabo
mediante estudios de difraccion de rayos X en un difractoémetro Siemens modelo D-500. Las
condiciones de trabajo son de una diferencia de potencial de 40 kV y una corriente de 30 mA,
con un rastreo del tipo 6-20, entre 4 y 60 grados de 26.

En el espectro electomagnético, los rayos X se encuentran entre los rayos gamma de longitud
de onda menor y la region del ultravioleta de longitud de onda mayor, es decir, entre los 0.1A
y 100A. La difraccion de rayos tiene lugar cuando las ondas se dispersan desde un objeto e
interfiere destructivamente con otros.

A partir de la representacion del &tomo de Bohr se puede entender la obtencion de los rayos
X. Cuando un electrén interno, generalmente del nivel K o L, es expulsado del 4&tomo por otro
electrén de energia elevada rayo X primario), un tercer electron que se encuentra en un nivel
electronico mas externo puede caer en el orbital vacio emitiendo simultaneamente un fotén de
rayos X. La energia del rayo X emitido corresponde exactamente a la diferencia de energias
entre los dos niveles que intervienen. Por ejemplo, si se expulsa un electron del nivel K y un
electrén del nivel L ocupa su lugar, se obtiene el rayo X K, que tendra la energia expresada en
la siguiente formula, donde E;p y Eg, representan las energias de los niveles L y K
respectivamente.

Las lineas de la serie K se obtienen cuando se expulsa un electron del nivel mas interno K, las
lineas de la serie L se obtienen cuando se expulsa un electron del nivel L, etc. Los subindices
a, B, v, etc. se usan para identificar el nivel electronico original del electron que ocupa el lugar
vacio. Asi, una transicion desde el nivel energético mas cercano se indica con la letra a, la de
los siguientes con la letra f3, y asi sucesivamente.

En la practica, el espectro de rayos X emitido por un elemento dado puede consistir en una
serie de lineas agudas y caracteristicas tal con se deduce de la discusion precedente o bien
puede ser un espectro mucho mas complicado formado por un espectro continuo de rayos X
que presenta unas lineas espectrales muy agudas superpuestas. El que se obtenga uno u otro
depende de si se ha utilizado rayos X primarios o electrones de elevada potencia para

bombardear el elemento y expulsar el electron de un nivel interno.
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El espectro continuo se debe sencillamente a la rdpida desaceleracion de los electrones que
bombardean la muestra, debido a las multiples interacciones que tienen lugar con los
electrones de la misma medida que los primero pasan a través del material. La energia perdida
se transforma en una radiacion continua de rayos X que presenta un minimo de longitud de
onda Ayin (frecuencia maxima) que corresponde a la energia maxima de los electrones. Este
limite de longitud de onda limite es inversamente proporcional al voltaje aplicado tal como se
ve en la siguiente ecuacion:

Armin = E
Ve

Donde h es la constante de Planck, c es la velocidad de la luz, e la carga del electron y V el
voltaje de aceleracion de aplicado al tubo de rayos X.
En los afos 1910 W.L. Bragg fue el primero en demostrar que los procesos de dispersion
propios de la difraccion pueden ser visualizados como si los rayos X fueron reflexiones de los
planos imaginarios definidos por los indices de Millar. Existen dos espectros geométricos a
tener en cuenta, el primero es que el haz incidente, la normal al plano de reflexion y el haz
difractado son siempre coplanares. El segundo es que el angulo entre el haz difractado y el
haz transmitido es siempre 20. Este dngulo se denomina angulo de difraccion y es el que se
mide experimentalmente.
La difraccion en general tiene lugar solo cuando la longitud de onda del haz es del mismo
orden de magnitud que la distancia interplanar. Este requerimiento se expresa en la ley de

Braga, de forma que el sinf no puede ser mayor que 1.

ﬁ:sineél
2d

Esto significa que n A a de ser menor que 2d. Para la difraccion el valor mas pequeno esn =1,
ya que n = 0 corresponde al haz difractado en la misma direccion que el haz transmitido. Para

lo que, la condicion de difraccion para cualquier &ngulo observable cumple A<2d.

Infrarrojos

El espectro infrarrojo de absorcion, reflexion o de emision de un mineral es una
caracteristica unica del mismo. Por eso el espectro puede dar la férmula estructural sin tener
los datos del andlisis quimico.

Los analisis cualitativas de una sustancia desconocida (por ejemplo, mineral) pueden hacerse
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en general sin conocer los detalles de la interaccion entre la energia infrarroja y una muestra.
Utilizando este método realizan también el andlisis semicuantitativo de los minerales y sus
mezclas.

La caracteristica de cada espectro es determinada por las vibraciones de los grupos atomicos
de la estructura cristalina de los minerales. Existen las relaciones complicadas, por una parte,
entre las distancias interatomicas y el angulo y la fuerza de las masas relativas de los atomos
por otra parte. Todas las caracteristicas de los espectros infrarrojos de los minerales estan
relacionadas con la constitucion (composicion quimica y estructura cristalina) de una

sustancia.

En este trabajo damos solo muy breve la discusion teodrica sobre el origen y la naturaleza de la
radiacion infrarroja. En primer lugar y sobre todo quisieramos llamar la atencion al uso
practico de la espectrometria infrarroja que es un método muy importante para los

mineralogistas y gemologistas.

La espectrometria infrarroja de reflexion completa muy bien la espectrometria de Raman
sobre todo para determinar mas facilmente la presencia de ciertos cationos y grupos atomicos,
que estan presentados en muchos minerales y los cuales no siempre pueden destacarse en los
espectros de Raman. Este método también es no destructivo y puede utilizarse para

determinar la naturaleza de los minerales.

Microscopia electronica de barrido ambiental

La microscopia electronica de barrido ambiental es una técnica muy util para la
observacion y caracterizacion de los materiales que no necesita de hacer el vacid; nos da
informaciones sobre la microestructura y tiene la posibilidad de realizar andlisis quimico
puntual mediante el espectrometro de rayos X. Las imagenes tienen una apariencia
tridimensional debido a la gran profundidad del foco y a la gran sensibilidad de los electrones

secundarios con la topografia del material.

El microscopio electronico de barrido utiliza como sonda un haz de electrones procedente de
un cafion de electrones. Dicho cafion esta formado por un filamento de tungsteno que actua

como catodo montado en un cilindro (Wehnelt) que contiene una pequefia apertura. El 4&nodo
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es una placa plana, conectada a tierra, con una apertura axial a través de la cual pasan los

electrones.

Los electrones procedentes del filamento son emitidos termoidnicamente con energias bajas
(< 1 eV) antes de ser acelerados por el campo eléctrico del candn adquiriendo una gran
energia cinética. Posteriormente, este haz de electrones es focalizado a través de la columna

mediante lentes electromagnéticas hasta llegar a la muestra.

Cuando interacciona un haz de electrones sobre un material se producen una serie de sefales
que pueden ser de gran utilidad a la hora de caracterizar los materiales. Con la técnica del
microscopio electronico de barrido se estudian los electrones dispersados hacia atras o
reflejados y los electrones secundarios o emitidos La resolucion espacial viene dada por el
area de muestra reflectante, y depende del volumen de interaccion de la radiacion con la
muestra.

Los electrones secundarios son los que se reflejan con baja energia (< 50 eV) procediendo de
una penetracion del orden de sélo varios nm. Estos electrones son reflejados a angulos
grandes y atraidos por el detector para dar las imagenes conocidas como SEI. Las imagenes
SEI son topograficas y de alta resolucién ya que corresponden a volumenes de interaccion
muy pequenos.

Los electrones elésticos o retrodifundidos son electrones de alta energia que pueden proceder
de penetraciones superiores a 1 um. Dentro de la camara del microscopio su trayectoria es
rectilinea. La cantidad de electrones retrodifundidos que se refleja depende de la composicion
quimica de la muestra. Las imdgenes producidas por estos electrones se conocen como BEI y

son imagenes de baja resolucion.

El microscopio electrénico de barrido ambiental forma la imagen con los electrones
secundarios que se generan en la interaccidon de la radiacion electronica con una capa

superficial y fina de la muestra mediante un proceso de barrido.
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Centrifugacion diferencial

Esta técnica se utiliza para el estudio de la contaminacion, es un método de separacion
de los componentes celulares (organulos). Se basa en someter a la muestra a giros a alta

velocidad, lo que provoca la precipitacion de los componentes segin su densidad.
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