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El propoésito de este estudio es encontrar las condiciones de sintesis

reproducibles para obtener una HAP y un (3-TCP, de fase tnica, con una

pureza >99% y, de tamafio de particula entre 20 y 60 nm; debido a la falta
Aceptado: de congruencia en los procedimientos. El estudio se desarrolld, por el
27 /julio/2018 método de co-precipitacion, con el control ylavariacion de las condiciones
de reaccién, de afiejamiento y de cristalizaciéon. El seguimiento de
los resultados se hizo por IR-TF y DRX. Los resultados para el B-TCP,
mostraron la fase bifasica formada por f-TCP, con una cantidad minima
de HAP. En el caso de 1a HAP se establecié una metodologia reproducible,
para una pureza mayor al 99%, un tamafno 31.86 nm; similar a 35.54 nm
a una, de tipo bovino. La HAP funcional sintetizada se usara en el disefio
de andamios bioactivos mediante la impresién 3D para regeneracion del
tejido 6seo.
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B-tricalcium phosphate
The aim of this study is obtain reproducible synthesis conditions for the
HAP and the B-TCP, as unique phase, with a purity >99% and particle
size of 20-60 nm; due to incongruence in procedures. The study was
performed with the co-precipitation method, varying the conditions
of reaction, aging and crystallization. The XRD and FT-IR were used to
follow the procedures. The synthesis results of 3-TCP showed a biphasic
phase formed with B-TCP and a minimum amount of HAP. In the case
of the HAP, a reproducible methodology was stablished, with a purity
>999% and size of 31.86 nm, similar to one bovine of 35.54 nm. The HAP
functional synthesized will be used in the design of bioactive scaffolds by
printing 3D for bone tissue regeneration.
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Introduccion

Los fosfatos de calcio son los bioceramicos, responsables
de la resistencia a la compresién y la rigidez, en los
huesos. Forman aproximadamente el 70% del peso seco,
de los mismos (Eliaz y Metoki, 2017; Narayanan et al.,
2016). Los cuales, estan formados por: la hidroxiapatita
(HAP), Ca,,(PO,),(OH),, con una relacion Ca/P de 1.67 y
el B-fosfato tricélcico (B-TCP), Ca,(PO,),, con Ca/P de 1.5.

La hidroxiapatita (HAP) se obtiene de forma natural,
a partir de los huesos del céndilo de origen bovino, se
ha usado como biomaterial, en implantes; y, sirve como
punto de comparacién para las hidroxiapatitas sintéticas
(Narayanan et al., 2016). Los procesos de obtencién, de la
HAP bovina, son complicados, requieren de lavados con
HCI o, temperaturas de 600°C para eliminar la materia
organica, seguido de temperaturas de cristalizaciéon
de 700 a 1000°C, con costos elevados (Londofio et al.,
2016). Por ello, la sintesis de la HAP y el 3-TCP es de
interés cientifico, por su preparaciéon sencilla y, por sus
aplicaciones tecnolégicas como biomateriales. Las rutas
de sintesis ensayadas incluyen: el método ceramico,
el mecanoquimico, la combustién, el de sol-gel, el
hidrotermal, las micro-emulsiones y la co-precipitacién,
siendo esta ultima, la que ofrece sencillez de sintesis,
con pureza y rendimientos mayores al 99% y, control del
tamafio de particula, menor a los 100 nm (Eliazy Metoki,
2017; Lee et al,, 2016). Como es el caso de la HAP, con
estas caracteristicas necesarias para su integracion,
con polimeros para la impresién de andamios de
biomateriales, en la sustitucidn de tejido 6seo (Kim et al,,
2016; Juarez et al.,, 2017).

Las investigaciones de la HAP, por el método de co-
precipitacién, no coinciden, debido a que cada autor
presenta sus condiciones, de tal manera que entre ellos
varian en intervalos amplios; se describen tiempos de
reaccion, desde 1 hasta 3 h, con temperaturas desde
50 hasta 80°C y, pH de 7 a 11; en cuanto a los tiempos
de afiejamiento para la obtenciéon de un precipitado
uniforme van de 1 a 14 dias; y, con temperatura de
cristalizacion, desde los 600 hasta 1000°C, con tiempos
de 1 a48h (Luo etal,, 2015; Suksomran y Molloy, 2017).
Esta falta de uniformidad en las metodologias, con
diferencias amplias en sus condiciones, falla al intentar
reproducirlas.

El B-TCP se ha sintetizado por estado sélido a partir, del
fosfato de dihidrégeno anhidro (CaHPO,), denominada
monetita, la que se obtiene del fosfato de dihidrégeno

dihidratado, o brushita a través, de ser secadaa 105°C,2 h
para su posterior almacenamiento hasta la reaccién, con
el CaCoO,, parasu cristalizacion, a los 900°C, el tamaiio de
particula del producto es del orden micrométrico (Jinlong
etal,,2001).Debidoaque,la-TCPesrequeridade tamafio
nanométrico para las aplicaciones biomédicas, la sintesis,
por el método de co-precipitacién es una opcidn; la cual,
requiere de un control cuidadoso de las condiciones,
desde la estequiometria, la temperatura, el tiempo y el pH
de reaccioén, asi como de sus condiciones de afiejamiento
y cristalizacién; una variacién ligera de éstas, ha sido
publicado que, genera cambios en la composicién final
del productos, dando las fases de pirofosfato de calcio
(Ca,P,0.) o la HAP (Eliaz y Metoki, 2017). El sistema
binario Ca0-P,0, que incluye H,0 (Anexo, Figura 5) y, del
cual se parte para la sintesis, ha demostrado de forma
tedrica que, el B-TCP no se obtiene de forma directa, en
un paso. Las investigaciones han sugerido, que el orden
de precipitacion es, a través, del fosfato apatitico tricalcico,
con una relacién Ca/P de 1.5, [Ca,(HPO,)(PO,).OH] y, a
partir de éste, su transformacién al B-TCP arriba de los
900°C. La mayoria de las publicaciones mencionaron la
obtencidn de la fase bifasica constituida, por el [-TCP
y la HAP (Dorozhkin, 2016; Owen et al., 2017); algunas
cuantas, mencionaron que consiguieron la fase pura
(Ghosh y Sarkar, 2016; Lee et al., 2016).

Este estudio surge, de un trabajo previo, en donde se tuvo
la necesidad de contar con fases puras para ser usadas
en el disefio de andamios bioactivos para la regeneracion
6sea (Juarez et al., 2017). Por lo que el propésito de este
estudio es encontrar las condiciones de sintesis de la
HAP y del B-TCP, como fase Unica, una pureza >99% y, un
tamafio de particula nanométrico entrelos 20 y 60 nm. De
tal forma que, la metodologia sea reproducible, para su
posterior integracién, con polimeros y, su conformacién
en andamios, por impresién 3D, para la obtencién de
biomateriales, en la regeneracién ésea. Los parametros
de la sintesis a variar seran, la temperatura, el tiempo y
el pH de la reaccion, asi como la temperatura y el tiempo
de afiejamiento y, de cristalizacién. Este proceso se
seguird, por medio de las técnicas de caracterizacién de
difraccién de rayos X de polvos (DRX), espectroscopia
de absorcién infrarroja por transformada de Fourier
(IR-TF) y, el calculo del tamafio de particula por la
ecuacién de Scherrer.

Como referencia especial 1til en el presente trabajo se
incluye la figura 1, que muestra el diagrama de fases de
CaO-PZO5 con HZO,.
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Figura 1. Equilibrio de fases de CaO-P,0, con H,0, la region
sombreada, muestra la fase bifasica del fosfato de calcio HAP
con 3-TCP (Eliaz y Metoki, 2017).

Metodologia
Reactivos

Nitrato de calcio tetrahidratado, Ca(NO3]2-4HZO, de APLL
Engineered Materials, inc., pureza 99.95%. El fosfato
de amonio dibasico, (NH,),HPO,, pureza 99.98% y el
hidréxido de amonio, NH,OH, al 28.49%, de ].T. Baker, C.

Equipo
Difraccién de rayos X de polvos (DRX)

La caracterizacion de las fases se realizd, en un
difractémetro Sienlens D5000, radiacién de CukK filtrada
con Ni, A= 1.5406 A, con una constante de tiempo de 0.4
y constante de paso angular de 0.02, a 30 Kvy 25 mA, de
10°a 65° de 26.

Espectroscopia infrarroja por transformada
de Fourier (IR-TF)

La caracterizacién de grupos funcionales, se analizaron
en un equipo Fourier, Bruker Vector 22FTIR, en el
infrarrojo medio de 4000 a 400 cm™.

Tamafio de particula

La determinacion del tamafio de particula se realizo,
por medio de la ecuacién de Scherrer, con base en el
difractograma de rayos X. En donde, se midié el ancho, a
la mitad de la sefial con intensidad mayor, por medio de la
ecuacion siguiente: (Hruschka et al,, 2017).

intervalos de pH de 7 a 11, de 35 a 65°C, de 20 min a 3 h;
al finalizar la adicidn, la reaccién se dejé en reposo, 24 h.
El sé6lido formado se filtré y lavé con H,0 destilada, con
posterior secado a 80°C y, su cristalizacién se realiz6 de
600 a 1000°C, de 8 a 24 h. Las muestras se realizaron
por quintuplicado para reproducir las condiciones de
sintesis.

Sintesis de 3-TCP

El B-TCP se sintetizé a partir de la adiciéon de la
disolucién de Ca(NO,),'4H,0, por goteo, a la, de
(NH,),HPO,, con agitaciéon constante, a un pH de 7, a
45°C, por 3 h; con posterior reposo, durante 24 h. El
producto se separ6 y lavo con H,O destilada, se seco a
80°C Yy, su cristalizacién a 900°C, durante 14 h.

Resultados y discusion
Sintesis
Hidroxiapatita, HAP

La HAP pura se sintetiz6 por el método de co-
precipitacién, los resultados de este estudio presentan el
esfuerzo final para encontrar, las condiciones de sintesis
necesarias para reproducir la HAP pura. Debido a, la
falta de consenso en las metodologias propuestas, por
autores distintos (Hruschka et al., 2017; Luo et al., 2015;
Suksomran y Molloy, 2017).

En este estudio, las condiciones de sintesis reproducibles
para elaborar una HAP pura fueron: la temperatura de
reacciéon a 65°C; ya que, a una temperatura mayor, el
agua inicia su evaporacion, por consiguiente se tiene una
disminucién del volumen, con la pérdida del control del
pH; con un tiempo de reaccién de 3h; y, con un control
del pH de 10 a 11, debido a que, si es menor a 10 se
produce la HAP con mezcla del -TCP, en coincidencia con
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otro trabajo (Hruschka et al., 2017). El tiempo minimo
de afiejamiento para la precipitacién del sélido fue de
24 h. La cristalizaciéon fue a 700°C, durante 14 h, ya que,
a una temperatura menor a ésta, la fase no se obtiene y,
con una, mayor a los 1000°C, la 3-TCP inicia su formacién
(Suksomran y Molloy, 2017; Luo et al.,, 2015).

La sintesis por quintuplicado de la HAP garantiz6 la
reproducibilidad, de las condiciones para obtener, con
una pureza >99%, sin fases adicionales y, de tamafio
nanomeétrico, de 31.86 nm, similar a la HAP-B de 35.54
nm en coincidencia con otros trabajos (Narayanan et al.,
2016; Luoetal., 2015). Lo cual, permite una HAP funcional
para su integraciéon con polimeros, en la produccién
de biomateriales compuestos, para su conformacién
en andamios por impresiéon 3D y su aplicacién, en la
regeneracion dsea (Kim et al, 2016).

B-fosfato tricdlcico, B-TCP

Las condiciones de sintesis para obtener, una [(-TCP
como fase unica, fueron controladas cuidadosamente.
Para lo cual se probaron condiciones diferentes, como
fueron: la temperatura de reaccion de 35, 45 y 50°C, con
tiempos de 1 a3 hy, el pH de 7 a 11; afiejamiento por 24 h; y,
la cristalizacién, desde los 700 hasta 1000°C y de 3 hasta
14 h.

Sepuedeasumir que fue posible establecerlascondiciones
de sintesis del B-TCP a 35°C, durante 3 h a un pH de 7;
con un afiejamiento a 22°C, por 24 h y, una cristalizaciéon
a 900°C, durante 14 h. Los resultados del producto, por
DRX y confirmados por IR-TF, mostraron la formacién de
la fase bifasica, con la obtencién del 3-TCP y una cantidad
minima de HAP (Figura 3 y 4); con tamano de particula
nanométrico. Por lo que, para obtener un 3-TCP puro.
Algunos autores sugieren mantener el pH, entre 6 y 7,
evitando la formacion de otras fases, entre ellas la HAP.
La relacién Ca/P precisa en 1.5, un cambio ligero del 1%
podria generar fases secundaria, una variacién mayor
ha mostrado la formacién de la HAP; y una, menor, al
Ca,P,0, (Ebrahimia et al.,, 2017). El afiejamiento, se ha
relacionado, con el tiempo necesario para la formacién
del B-TCP; algunos autores mencionaron que, a un tiempo
mayor de 24 h, la relacién de Ca/P aumentd, relacionado
a la produccién de la HAP. El tiempo y la temperatura de
cristalizacion, tienen una influencia directa en el tamafio
de particula (Eliazy Metoki, 2017).

Difraccidon de rayos X de polvos
La caracterizacion del cerdmico por DRX confirmé la

formacién de la HAP como una fase pura, similar a la de
la HAP-B.

Hidroxiapatita, HAP

El analisis de la HAP, por DRX determind una fase, sin
adicionales, identificada como hidroxiapatita pura, al
igual que la HAP-B, Figura 2.
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Figura 2. Difractograma de RX de la HAP sintética y, la HAP-B
de origen bovino.

B-fosfato tricdlcico, B-TCP

En el difractograma de DRX para el B-TCP, se observo la
formacion de la fase bifasica, constituida, por el B-TCP
en proporciéon mayor y, la segunda por, a la HAP, Figura 3.

283 o e B-Fosfato tricélcico
dy (a): 2.83,,2.795y 2.755;
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Figura 3. Patrén de DRX del 3-TCP sintético.

Espectroscopia infrarroja por transformada
de Fourier

Hidroxiapatita, HAP

El andlisis del espectro, de IR-FT para la HAP y la HAP-B,
mostro las sefialesen 730y 1000 cm, relacionadas alos
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modos de tension asimétricos del enlace P-O; mientras
que, en 580 cm? se identificé la vibracion de flexién
del enlace O-P-O. En la HAP-B se apreciaron bandas
similares, que en la HAP, a excepcion de la, de 3570 cm??,
correspondiente a la vibracién de estiramiento del enlace
O-H estructural y las, adicionales en 1400 y 800 cm™ se
atribuyeron a la sefial de estiramiento del C-O, lo que
sugirié la presencia de carbonatos, debida a la exposicion
atmosférica, una vez purificada (Ebrahimia et al., 2017),
Figura 4.

OH
"HAP
PO,
| -
PO,
o s,
-2 =
CO; CO42
HAP-B
|
o2 POs>
40‘00 GG.OO :30.()70 15‘00 B 10.00 560

Numerode onda ecm™

Figura 4. Espectro de IR-TF de la HAP sintética y, la HAP-B, de
origen bovino.

B-fosfato tricdlcico, B-TCP

El espectro de IR-FT, del B-TCP, mostré6 para las bandas
en 580-680 y 1000 cm™, correspondieron a los modos de
vibracién de estiramiento simétricos, asociados a los PO 4'3,
caracteristicos del 3-TCP, a diferencia de los asimétricos
de la HAP; lo cual se ha explicado, por el cambio de
vibracién, debida a la mezcla de fosfatos, del B-TCP vy
de la HAP (Ca/P entre 1.5 y 1.67, respectivamente). Las
bandas en 800y 1100 cm™, se correlacion6 a la vibracién
de estiramiento del enlace P-0. La sefial en 3500 cm
asociada a la vibracion del enlace 0O-H, de la HAP, no se
aprecio; algunos autores, lo han atribuido a que, el f-TCP
estd en una proporciéon mayor, en la fase bifasica (Owen
etal, 2017; Ebrahimia et al.,, 2017), Figura 5.
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Figura 5. IR-TF del 3-TCP sintético.
Tamaifio de particula
Hidroxiapatita, HAP

El tamafio de particula de la HAP dio un valor de 31.86
nm y, para la HAP-B, de 35.54 nm, (Kim et al, 2016).

B-fosfato tricdlcico, B-TCP

El tamafio de particula para el B-TCP fue de 51.33 nm y;,
parala HAP de 61.59 nm.

Conclusiones

En este estudio, se obtuvo una HAP con una pureza
mayor al 99% y, un tamano de particula de 31.86 nm; con
caracteristicas similares a las, de la HAP-B, de 35.54 nm.
Para su integracién con polimero, en la conformacién de
biomateriales compuestos, por impresién 3D para ser
usado en la regeneracion ésea. La HAP pura se sintetiz6,
a través del estudio de las condiciones de sintesis;
estableciendo una metodologia reproducible. Asi como,
su confirmacién, con su analisis por IR-TF; con la sefial en
3500 cm® del O-H estructural, en coincidencia con la de
otros autores (Dorozhkin, 2016; Ebrahimia et al., 2017).

La sintesis del B-TCP, por el método de co-precipitacién,
proporcion6 una mezcla con HAP en una cantidad
minima; con tamafio de particula promedio de 51.33 nm,
conforme a los resultados en IR-TF y DRX. La eliminacién
de la HAP se realizara por medio del control del pH, entre
6 y 7; una relaciéon Ca/P de 1.5; probando tiempos de
afiejamiento menor alas 24 h; y control de la temperatura
de cristalizacién.
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