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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue obtener un compuesto de hidroxiapatita (Hap) dopado
con plata (Ag) con propiedades antibacterianas, donde se utilizé Hap obtenida a partir
de hueso bovino calcinado. La preparacién del compuesto (Hap/Ag) se obtuvo por
dos metodologias: i) via sol-gel de agar y ii) via molienda, con molino de bolas. Las
muestras (Hap/Ag) fueron preparadas con una relacion de 97/3 en porcentaje de
masa, secadas en estufa a 100°C durante 6 h y calcinadas a 900°C por 2 h, con
velocidad de calentamiento de 5°C/min. Luego, fueron caracterizadas por difraccion
de rayos-X (XRD), espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR),
espectroscopia de energia dispersiva (EDS) y microscopia electronica de barrido
(MEB). De acuerdo con los resultados obtenidos, con ambos métodos via sol-gel y
molienda, se pudo obtener un compuesto (Hap/Ag) con la presencia de picos
correspondientes a la formacion de una segunda fase, que indica la incorporacion del
ion de Ag a la estructura de la Hap. La morfologia de los compuestos (Hap/Ag) fue
observada por MEB, cuyas particulas presentaron una forma semiesférica, con
tamano promedio de particula de 0,517 um2 (D = 0,81 um) para via molienda y 0,708
pm2 (D = 0,95 pm) para via sol-gel. El proceso via molienda arroj6 mejores
resultados, considerando que se obtuvo una distribucién considerablemente mas
homogénea de Ag en la Hap, lo que podra conferir al compuesto mayor reactividad
con el medio contaminado. A pesar de que el método via molienda haya arrojado
mejores resultados, no necesariamente se debe despreciar los resultados obtenidos
por el método via sol-gel. Ambos métodos pueden ser considerados promisores en
la remediacion medioambiental, para el tratamiento de aguas residuales

contaminadas por metales pesados en presencia de microorganismos patdgenos.

Palabras Clave: Hidroxiapatita, plata, sol-gel, molienda, morfologia.



ABSTRACT

The objective of this work was to obtain a hydroxyapatite compound (Hap) doped with
silver (Ag) with antibacterial properties, where Hap was used Obtained from calcined
bovine bone. The compound preparation (Hap / Ag) was obtained by two
methodologies: i) sol-gel in agar media and ii) milling, with a mill of balls. The samples
(Hap / Ag) were prepared with a 97/3 ratio in mass percentage, were oven-dried at
100°C for 6 h and calcined at 900°C for 2 h, with a heating rate of 5°C/min. Then, they
were characterized by X-ray diffraction (XRD), Fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR), microscopy scanning electronics (MEB) and energy dispersive
spectroscopy (EDS). According to the results obtained, with both methods, sol-gel
and milling, it was possible to observe the presence of peaks that corresponding to
the formation of a second phase, which indicates the incorporation of the Ag ion into
the Hap structure. The morphology of the compounds (Hap/Ag) observed by SEM
showed a hemispherical shape, with particle size average of 0.517 um2 (D = 0.81
pm) and 0.708 ym2 (D = 0.95 um) by milling and sol-gel methods, respectively. The
method by milling yielded better results, considering that the Ag distribution showed
more homogeneous on Hap, which can suppose that compound will have greater
reactivity with the contaminated medium. Although the method by milling has yielded
better results, it should not necessarily be neglect the results obtained by the sol-gel
method. Both methods can be promising in environmental remediation, for the
treatment of wastewater contaminated by heavy metals in the presence of pathogenic
microorganisms.

Key-words: Hydroxyapatite, Silver, Sol-gel, milling, Characterization
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INTRODUCCION

La hidroxiapatita pura (Hap), con formula molecular Ca10(PO4)s(OH)2, es un
biomaterial ampliamente estudiado y de gran importancia en diversas areas de la
ciencia, es el componente principal de los huesos (Vahabzadeh et al., 2015; Rad et
al., 2014), constituye aproximadamente el 70% en peso del hueso humano (Nazeer
et al.,, 2017). Ha sido usada en diferentes ambitos como regenerador o injerto 6seo
(Bohner et al., 2010; Kasuga et al., 2003), en aplicaciones odontolégicas (Bosco et
al., 2015; Mohseni et al., 2014) y como agente remediador de medios contaminados
por metales pesados (Corefio et al., 2010); esto debido a que, la Hap posee ciertas
propiedades, como bioactividad y estabilidad quimica, biocompatibilidad vy
osteoconductividad (Bosco et al., 2015; Mohseni et al., 2014) y capacidad de
intercambio idnica, con diferentes especies quimicas, principalmente, las especies
bivalentes, siendo un potencial removedor de metales pesados (Corefio et al., 2010).

A lo largo de la historia se han desarrollado numerosas investigaciones para
la remocion de metales pesados del agua, proponiendo la utilizacion de diferentes
sustratos o sistemas (Taipe et al., 2020; Caballero et al., 2019; Suzuki et al., 1982 y
1984).

En sus investigaciones realizadas sobre las propiedades superficiales de la
Hap. Suzuki et al. (1981) comprobaron que los iones Cd?*, Zn?*, Ni?*, Mg?* y Ba?* en
solucion acuosa son fuertemente adsorbidos por su superficie y que este
comportamiento no seria simplemente un efecto de adsorcion, sino un tipo de
intercambio idnico entre los iones disueltos en solucion y los iones de Ca?* de la Hap;
reportando que la efectividad de remocion de estos iones obedece la siguiente
secuencia de afinidad: Cd?* > Zn?* > Ni**> Ba?'> Mg?*. Siguiendo con su
investigacion, Suzuki et al. (1982 y 1984) colocaron polvo de Hap en una solucién
que contenia iones metalicos, como Pb?*, Mn?*, Co?* y Cu?*. La eficiencia de
remocion siguié este orden: Pb2* > Mn?* > Co?* > Cu?*. El interés se centro en la
rapida remocion del ion Pb?*, un elemento altamente téxico, debido a que el proceso
fue considerado muy rapido y eficiente y que el mecanismo principal se dio a través

del intercambio idnico entre iones de Pb2* e iones de Ca?".
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La selectividad de la Hap por cationes metalicos fue explicada considerando
el radio iénico y la electronegatividad. Cationes que se encuentran dentro del rango
de los radios (0,9-1,3 A) y con mayores valores de electronegatividad, reemplazarian
con mas facilidad a los iones de Ca?* de la Hap, que aquellos con menor radio iénico
(Suzuki et al., 1982), sin embargo estos autores proporcionaron pocas evidencias
para sostener esta teoria y fueron refutadas por Xu et al. (1994), argumentando que
el mecanismo de intercambio idnico seria mas favorable para cationes con radios
ionicos similares al del Ca*?, segln estos autores seria complicado el intercambio
entre los iones de Pb*2 por iones de Ca?*, ya que el Rlpw2+ (1,26 A) es mayor al de
Rlcaz2+ (0,99 A). A pesar de esto, se ha reportado el uso de la Hap como medio
adsorbente efectivo para la remocién de ion Pb (Il) de aguas contaminadas,

89 mg Pb?*/ g Hap (Caballero et al., 2019). Los mecanismos por lo que esto sucede
son complejos y comprenden: intercambio idnico entre iones de Ca (ll) e iones de
Pb () y reaccion de complejacion superficial entre Pb (I1) y los grupos PO43 (Barbera
etal., 2014; Caballero et al., 2019). Ademas, existen evidencias del uso de la Hap en
la reduccién de arsénico y fluor (Taipe et al., 2020; Corefio et al., 2010).

Con base en estos reportes, se considera que el comportamiento de la
interaccion entre los iones metalicos con la Hap depende en gran medida de las
caracteristicas de cada metal individualmente (Xu et al., 1994) y de varios parametros
operativos como el tiempo de contacto, la dosis de Hap y el pH (Taipe et al., 2020;
Caballero et al., 2019).

Por otro lado, el agua contaminada con metales pesados, en algunos casos
esta acompanada por la presencia de microorganismos patdogenos, que incluyen:
bacterias, virus, hongos. etc. Estos metales pesados y microorganismos pueden
llegar al organismo a través del agua que se consume, causando diversas
intoxicaciones y transmision de enfermedades. Una de las alternativas para mitigar o
contrarrestar esta problematica, es incorporar elementos que actuen como agentes
bactericidas como la plata (Ag) (Rai et al., 2012; Baker et al., 2005; Morones et al.,
2005), el cobre (Cu) (Arias et al., 2020), entre otros, en los procesos de potabilizacion

y purificacion del agua, dotandolos de propiedades bactericidas.
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Existe una gran variedad de virus, hongos y bacterias, que pueden afectar de
manera nociva la salud humana, por lo que, es imprescindible desarrollar materiales
con altas propiedades antibacterianas.

Los estudios han demostrado que los iones plata son capaces de penetrar la
pared celular bacteriana, causando un desequilibrio homeostatico y dafos
estructurales en la membrana bacteriana, siendo asi, considerado un fuerte inhibidor
del crecimiento de colonias bacterianas (Riaz et al., 2018). Especificamente, se une
al ADN y ARN de las bacterias evitando su reproduccion. Ademas, la Ag inhibe la
cadena de transporte de electrones de las células bacterianas, lo que también resulta
en la destruccién de las mismas (Jones et al., 2010; Dibrov et al., 2002).

Asociar materiales con capacidad de capturar metales pesados con elementos
capaces de eliminar patdégenos en agua es un desafio que demanda esfuerzos.
Implica el dopaje de un material adsorbente con un elemento antibacteriano. La Hap
es uno de estos materiales que, debido a su facilidad de intercambiarse ibnicamente
con diferentes elementos quimicos, como por ejemplo la plata (Ag), es ideal para
dicho uso. Ademas, la propia Hap posee una baja o limitada propiedad
antibacteriana, esta capacidad conduce a investigaciones centrada en modificar la
estructura molecular de la Hap dopandola con dicho metal (Yuan et al., 2018; Wang
etal., 2018; Riaz et al., 2018; Siek et al., 2017).

Con relaciéon a la sintesis de Hap dopada con Ag, Nath et al., 2010 han
reportado que sembraron una linea celular bacteriana de Escherichia coli (E. coli),
con densidad celular de 10%/ml en un compuesto de Hap/Ag que contiene 10 % de
Ag, después de 4 h de inoculacién, el compuesto Hap/Ag mata todas las bacterias
de E. coli. Por otro lado, Siek et al., 2017 reportaron que con 1% de Ag en un
compuesto de Hap/Ag ya fue posible obtener actividad bactericida. En una placa
inocularon 3x10* UFC/ml de Staphylococcus aureus (S. aureus) y E. coli, dejaron
crecer a 37 °C durante 24 h, el compuesto de Hap/Ag mostro actividad antibacteriana:
100% para E. coliy de 85% para S. aureus.

La obtencion de nuevos materiales capaces de remover metales pesados y al
mismo tiempo eliminar patdégenos del agua, es de gran importancia tecnologica y de
mucho interés para la comunidad cientifica. Por esta razon, el presente trabajo de
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investigacion se centra en dopar con nanoparticulas de Ag la estructura molecular de
la Hap obtenida a partir del hueso bobino, mediante dos procesos: i) via sol-gel y

i) molienda, luego caracterizar y describir el comportamiento de este nuevo
compuesto (Hap/Ag), de forma que se establezcan las condiciones necesarias para

un posible uso en aplicaciones relacionadas a la potabilizacion del agua.

OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES
» Sintetizar Hidroxiapatita dopada con plata (Hap/Ag), a través del proceso de
calcinacion de materiales naturales (hueso bovino) y la obtencién del complejo
Hap/Ag por dos vias (sol-gel y molienda), de forma a conferirle propiedades
bactericidas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
* Procesar Hap natural a partir del hueso bovino por calcinacion, de acuerdo a los
procedimientos ya establecidos en el Labioymat.
» Obtener un compuesto Hap/Ag, utilizando dos vias: sol-gel y molienda.
* Clasificar las particulas por granulometria, utilizando estandares ASTM.
« Caracterizar morfologia de superficie, composicion y distribucion quimica elemental
superficial de las muestras (Hap/Ag), por microscopio electrénico de barrido y
espectroscopia de energia dispersiva (MEB/EDS).
* Determinar el tamafio de particula por procesamiento digital de imagen utilizando el
software Fiji/ImageJ.
« Caracterizar el compuesto por cristalografia, para determinar las fases presentes y
las relaciones de fase, grado de cristalinidad y el tamafo de cristalito por difraccion
de rayos-X.
* Determinar la formacién de grupos funcionales presentes, utilizando espectroscopia

infrarroja por transformada de Fourier.
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HIPOTESIS
Considerando las propiedades del ion Ag* como agente bactericida y fungicida
de amplio espectro y también la importancia de la Hap para la remediacion
medioambiental, como captador de metales pesados en aguas residuales; seria
factible incorporar microparticulas de Ag en la estructura molecular de la Hap, para
lograr un nuevo compuesto de Hap/Ag, que provea simultaneamente una eficaz

remocion de metales pesados asociado a una posible actividad antibacteriana.

JUSTIFICACION

El agua de los rios, lagos y mares durante muchos afios han sido
contaminados con toda clase de desechos, efluentes industriales, domésticos y en
algunos casos con metales pesados, especialmente los considerados toxicos. Entre
ellos se encuentran los siguientes: Cd, Cr, Sn, Au, Hg, Ti, Pb y Al, sobrepasando en
muchos casos los valores maximos de concentracion permisibles, impuestos por las
legislaciones nacionales e internacionales.

En la actualidad, existe una gran preocupacién a nivel mundial, por el
incremento de estos contaminantes, que tienden a permanecer indefinidamente en
el medio ambiente, algunos se acumulan en la médula espinal y generan
toxicidad/alteraciones graves al organismo, como su efecto es silencioso, cuando nos
damos cuenta del dafio producido, ya suele ser tarde y sobre todo peligroso para la
salud.

Las posibles soluciones, que permitan mitigar los dafos en el medio ambiente,
apuntan a la necesidad de seguir investigando, a fin de encontrar nuevas estrategias
y tecnologias para la remocién de metales toxicos del agua y del medio ambiente.

Con la finalidad de proponer una alternativa a este problema, se procedi6 a la
produccion de hidroxiapatita natural, obtenida a partir del hueso bovino, dopada con
plata, como una estrategia para la eliminacion de metales pesados y la incorporacion
el efecto antibacteriano de la plata, lo que deberia conducir al desarrollo de un
material (Hap/Ag) quimicamente estable; una alternativa mas econdmica
comparando con la hidroxiapatita sintética dopada con plata y con el potencial de ser

utilizado en el tratamiento de descontaminacion de aguas.
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CAPITULO I: MARCO TEORICO
1.1. CONTAMINACION DEL AGUA POR METALES PESADOS “UN PROBLEMA
SILENCIOSO”

El término metal pesado se refiere a elementos quimicos con alta densidad
(mayor a 4 g/cm3), masa y peso atomico por encima de 20 g/mol, tdxicos en
concentraciones bajas. Algunos de estos elementos son: aluminio (Al), bario (Ba),
berilio (Be), cobalto (Co), cobre (Cu), estafio (Sn), hierro (Fe), manganeso (Mn),
cadmio (Cd), mercurio (Hg), plomo (Pb), arsénico (As), cromo (Cr), molibdeno (Mo),
niquel (Ni), selenio (Se), talio (Tl), vanadio (Va), oro (Au) y zinc (Zn) (Concon et al.,
2009).

Estos metales estan clasificados de acuerdo a sus funciones y efectos
biolégicos, siendo asi, tenemos los metales:

1) Esenciales, con funciones biolégicas conocidas y que son requeridos en
cantidades traza, como nutrientes para la vida de los organismos; estos elementos
son: sodio (Na), potasio (K), magnesio (Mg), calcio (Ca), vanadio (V), manganeso
(Mn), hierro (Fe), cobalto (Co), niquel (Ni), cobre (Cu), zinc (Zn), molibdeno (Mo) y
wolframio (W), se requieren en unos miligramos o microgramos por dia y cuando
pasan cierto umbral de concentracion se vuelven toxicos.

2) Téxicos, pueden ejercer un efecto nocivo aun en bajas concentraciones,
los cuales son: cadmio (Cd), cromo (Cr), estafio (Sn), oro (Au), mercurio (Hg), titanio
(Ti), plomo (Pb) y aluminio (Al) y los metaloides que son: germanio (Ge), arsénico
(As), antimonio (Sb) y selenio (Se).

3) No esenciales, que no son téxicos y sus efectos biolégicos son
desconocidos; estos elementos son: rubidio (Rb), cesio (Cs) y estroncio (Sr)
(Constantino et al., 2005).

Los metales pesados en el agua son causantes de graves problemas para la
salud de las personas, de forma directa por el consumo de estas aguas y de forma
indirecta por el consumo de alimentos contaminados, que pueden desencadenar en
diversas intoxicaciones causando dafo irreparable a la salud (Franco et al., 2016,
Pineda et al 2015; Méndez et al., 2009).

Debido a su propiedad altamente tdxica, asociada al caracter acumulativo y

bioacumulativo, no pueden ser eliminados por el cuerpo, asi como no-
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biodegradable, pueden ocasionar una variedad de patologias en el ser humano e
incluso generar diversos tipos de cancer (Pineda et al 2015; Méndez et al., 2009).
Por otro lado, es uno de los problemas ambientales mas preocupantes a nivel
mundial. El abuso de las actividades de las industrias de mineria y fundicion de
metales sin control adecuado, asi como el desecho de aguas residuales sin
tratamiento, en donde las aguas naturales son los receptores de dichos
contaminantes, tienden a incrementar la concentracion de metales pesados en el
agua que en muchos casos son consideradas irreversibles o mismo reversibles,

pero a un alto costo monetario (Chacon, 2010; Nemerow 1998).

1.2. METODOS DE REMEDIACION DE METALES PESADOS

La remediacién consiste en una serie de acciones orientadas a eliminar o
disminuir significativamente la presencia de metales pesados en el agua. El
problema de la contaminacion del agua por metales pesados transciende diversas
fronteras, tanto en lo social como en la salud y medio ambiente, por tal razén, atrae
la atencion de la comunidad cientifica y autoridades ambientales que han detectado
el problema y en busca de mitigarlo han desarrollado un importante numero de
métodos o técnicas, tales como: la filtracibn por membrana entre las cuales
podemos citar la microfiltracion, nanofiltracion y osmosis inversa; precipitacion
quimica, coagulacién-floculacién, intercambio idnico para la remocion parcial o total
de estos metales del agua. A continuacion, se describen los métodos mas utilizados
en la actualidad, lo que se conoce como métodos convencionales, refiriéndose a las
técnicas que habitualmente se emplean y las no convencionales que emplean
técnicas innovadoras para eliminar metales pesados del agua, ademas de las

citadas, las mas comunmente aplicadas son:

1.2.1. FILTRACION POR MEMBRANA

Es un proceso de separacion fisica, aprovecha la diferencia de presion
hidrostatica como fuerza impulsora. El agua pasa a través de una membrana, donde
los iones son retenidos por la membrana y el disolvente la atraviesa y quedan

separados entre si en dos fases (Chacon et al., 2010).
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Es una tecnologia altamente innovadora empleada a nivel industrial como
alternativa frente a los métodos convencionales de separacion, tales como la
destilacion, centrifugacion, extraccion vy la filtracion, por sus enormes ventajas, entre
ellas, alta selectividad, separacién sin la necesidad de materiales auxiliares o
condiciones de operacion extremas (como alta temperaturas), costos de
procesamiento relativamente bajos. Se emplea en proceso para el tratamiento de
agua potable, aguas residuales industriales y en menor medida para aguas
residuales domésticas (Chacon, 2010).

En la Tabla 1 se encuentran los diferentes tipos de procesos de filtracion
sobre membranas, los cuales son clasificados de acuerdo a la fuerza impulsora
aplicada para lograr la separacién, a la magnitud de esta fuerza, tamafio de los
compuestos a separar y materiales de las membranas (sintéticos o poliméricos)
(Chacon, 2010; Nemerow 1998).

a) MICROFILTRACION (MF)

Tiene lugar por un efecto de tamiz, la separacion se basa en la relacion
existente entre diametro de particulas y el de los poros, se usa cuando particulas de
diametros 0,1 a 10 ym se separan de un disolvente y otros componentes de bajo

peso molecular (Hernandez, 1990).

b) ULTRAFILTRACION (UF)

Es una técnica de separacion de membrana que funciona a bajas presiones
para la eliminacion de material disuelto y coloidal, difiere principalmente de la
osmosis inversa y nanofiltracion en términos de presion aplicada y proporciona un
mayor flujo con menos consumo de energia. Dado que el tamafno de los poros de
las membranas de UF son mas grandes que los iones metalicos disueltos en forma
de iones hidratados o como complejos de bajo peso molecular, estos iones pasarian
facilmente a través de las membranas de UF. Para obtener una alta eficiencia de
eliminacion de iones metalicos, se propuso la ultrafiltracion mejorada micelar

(MEUF) y la ultrafiltracién mejorada con polimero (PEUF) (Yagut et al., 2020).
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c) NANOFILTRACION (NF)

Es una tecnologia de membrana de ultra/baja presién con el mismo
fundamento que la osmosis inversa, la diferencia principal es el grado de retencion
que logran estas membranas, son capaces de retener especies neutras con peso
molecular entre 200-300 g/mol, y también de rechazar iones inorganicos por un
mecanismo de exclusion por tamafio en combinacidon con las interacciones
electrostaticas entre los iones y la membrana cargada, presenta mayor rechazo de
iones divalentes y menor rechazo de iones monovalentes. Es una técnica de
tratamiento de agua relativamente reciente que utiliza membranas con poros muy
pequefios (<1 nm), se emplea cuando la osmosis inversa o ultrafiltracion no son

opciones factibles para una separacion (Gonzalez et al., 2006).

d) OSMOSIS INVERSA (Ol)

Es un proceso de permeacion a través de membrana para la separacion por
difusion controlado o cribado. La solucion se pasa sobre la superficie de una
membrana especifica semipermeable, debiendo la presion aplicada superar la
osmotica de la solucion. La membrana debe ser: a) muy permeable al agua; b) muy
impermeable a los solutos; ¢) capaz de soportar la presion aplicada sin fallo; d) tan
fina como sea posible, consistente con la fuerza necesaria; €) quimicamente inerte,
mecanicamente fuerte y resistente al deslizamiento (Nemerow 1998; Hernandez.
1990).

La microfiltracion, la ultrafiltracion y la osmosis inversa, basicamente son
idénticos que difieren solo en el tamafo de la particula a separar y el tipo de

membrana usada.

e) ELECTRODIALISIS

Es otra técnica de descontaminacion que puede remover componentes
idnicos de soluciones acuosas basada en la diferencia de potencial eléctrico, como
fuerza impulsora; se utilizan membranas permeables selectivas de intercambio
ionico que permiten el paso de los iones, pero no de agua ni de moléculas y coloides.
Esta técnica tiene la capacidad de remover iones contaminantes cargados de hasta
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0,0001 um, mediante hojas o laminas porosas de resinas de intercambio idnico con

una baja permeabilidad relativa para el agua (Taylor, 2002).

Tabla 1: Tipos de tecnologias de filtracion sobre membrana.

Fuerza directora

Proceso (diferencia de Retenido Permeado Ejemplo de aplicacion
presion)
Disolventes, Lavado de pigmentos,
Microfiltracion 0.1 -5 bar Particulas Componentes separacion de aceite/agua
(MF) diluidos de emulsiones.
Disolventes, Limpieza de productos
Ultrafiltracion 1-10 bar Particulas, Componentes biotecnoldgicos: albumina,
(UF) Macromoléculas | diluidos con masa | gelatina y suero.
molecular
pequefia e iones.
Nanofiltracion Disolventes, Desalinizacién y limpieza
(UF) 10 — 40 bar Particulas, componentes de aguas residuales
sustancias diluidos con masa
diluidas e lones | molecular muy
polivalentes. pequefia e iones
monovalentes.
Particulas y | Solamente Desalinizacion de agua del
Osmosis 10 - 200 bar todos los | disolvente. mar, limpiezas de aguas
Inversas (Ol) componentes residuales
diluidos.

Fuente: Chacon, 2010.

1.2.2. PRECIPITACION QUIMICA

Las reacciones de precipitacion consisten en la formacion de un compuesto

no soluble, llamado precipitado, producido al mezclar dos disoluciones diferentes,

cada una de las cuales aportara un ion a dicho precipitado, es decir, una reaccion

de precipitacion tiene lugar cuando uno o mas reactivos, combinandose llegan a

generar un producto insoluble. Es una técnica muy utilizada en los procesos

industriales ya que es relativamente sencilla de operar, econdmica y selectiva,

aunque su principal desventaja es que genera grandes cantidades de lodos
(Huisman et al., 2006).
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1.2.3. INTERCAMBIO IONICO

Es un proceso de separacion fisica en la que los iones intercambiados no se
modifican quimicamente, las principales ventajas del intercambio idnico son la
recuperacion del metal, la selectividad, el menor volumen de lodo producido (Zewail
etal., 2015).

1.3. NORMAS DE REGULACION DE METALES EN EL AGUA

Para minimizar la presencia de metales pesados, sustancias potencialmente
perjudiciales, a nivel de trazas en el agua, se establecen normativas y estandares
como medida de preservacion de la calidad del agua, con el fin de realizar un
monitoreo y definir el uso al cual se destine. En Paraguay la Secretaria del Medio
Ambiente (SEAM), ahora Ministerio del Ambiente y Desarrollo Sostenible (MADES),
a través de la resolucion 222/02, establece el padréon de calidad de las aguas en
territorio paraguayo, basado en parametros estandares internacionales establecidos
por la Organizacion Mundial para la Salud (OMS), donde son fijados los tenores
maximos permisibles de los metales pesados, descritos en la Tabla 2 y clasifican
las aguas en cuatro clases segun sus uso: Clase 1 para el abastecimientos
domésticos después del tratamiento simplificado (cloracién y filtracion), Clase 2 para
el abastecimientos domésticos después del tratamiento convencional (coagulacion,
decantacion, filtracién y cloracién), Clase 3 para el abastecimientos domeésticos
después del tratamiento especial (tratamiento convencional mas ozonizacion) y

Clase 4 para la navegacion y uso menos exigentes.
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Tabla 2: Sustancias potencialmente perjudiciales (tenores maximos
permisibles), segun resolucion 222/02-SEAM y segun la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS).

Tenores maximos permisibles en mg/L
en Paraguay
Parametros Simbolo OMS
en mg/L Clase | Clase Clase Clase
1 2 3 4

Aluminio Al 0,2 0,2 0,2 0,2 No especifica
Arsénico As 0,01 0,01 0,01 0,05 No especifica
Bario Ba 0,7 2 2 1 No especifica
Cadmio Cd 0,003 0,001 0,001 0,001 No especifica
Cobre Cu 2 1 1 1 No especifica
Cromo Il Crlll 0,05 0,5 0,5 0,5 No especifica
Cromo VI Cr Vi 0,05 0,05 0,05 0,05 No especifica
Estafio Sn - 2 2 2 No especifica
Hierro Fe 0,3 0,3 0,3 0,3 No especifica
Manganeso Mn 0,4 0,1 0,1 0,1 No especifica
Mercurio Hg - 0 0 0 No especifica

organico
Mercurio Hg - 0,002 0,002 0,002 No especifica

inorganico

Niquel Ni 0,02 0,025 0,025 0,025 No especifica
Plomo Pb 0,10 0,001 0,001 0,003 No especifica
Selenio Se 0,01 0,01 0,01 No especifica
Zinc Zn 3 3 3 3 No especifica

Fuente: MADES (ex SEAM, 2002).

1.4. HIDROXIAPATITA (Hap)

La Hap es una de las ceramicas bioactivas mas estudiadas, considerada
quimicamente similar al componente mineral del hueso y otros tejidos duros en los
mamiferos, es decir, se compone de los mismos iones que construyen la parte
mineral de los huesos y dientes. En la Figura 1, se observa la composicion del tejido
0seo, la fase mineral esta compuesta aproximadamente de 95% de Hap, 5% de
magnesio (Mg), sodio (Na), potasio (K), fluor (F) y cloro (Cl); la fase Organica
compuesta por 95% de colagenos, 5% de proteinas no-colagenas y un 10% de agua
(Donglu, 2006).
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Fase Mineral: Hap 95%. Mg, Na, K, F y Cl
Fase Organica: Colageno 95% y proteinas no colagenas 5%

e

Agua

70%

Composicion de hueso: Shi Donglu, 2006. Pag 13-14.

Figura 1: Composicion de hueso.

1.4.1. CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES DE LA (Hap)

La Hap cristaliza en el sistema hexagonal, clasificada por el grupo espacial
P63/m, con simetria rotacional hexagonal y un plano de reflexion. Sus parametros
de red son de a=b= 0,943 nm y c= 0,688 nm, que se caracteriza por una simetria
perpendicular a tres ejes “a” equivalentes (a1, a2, as), formando un angulo de 120°
entre si. Su celda unitaria contiene una representacion completa del cristal de la
apatita, consistente en grupos de Ca*?, PO43 y OH- empaquetados juntos en un
arreglo atémico (Gregor, 2007; Guastaldi et al., 2010).

1.4.2. COMPOSICION QUIMICA DE LA Hap

La Hap presenta una férmula quimica de Ca10(PO4)s(OH)2, con una relacion
de Ca/P= 1,67, aunque es comun encontrar Hap deficiente en calcio, con una
relacion molar Ca/P que varia entre 1,5 y 1,67 (Dorozhkin et al., 2012). La Hap

puede experimentar sustituciones tanto en posiciones anidénica como catidnica,
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figura 2. Por ejemplo, los iones Ca?* pueden sufrir un desplazamiento metatesis por
cationes de Sr, Ba, Mg, K, Na, Fe, Ag, etc (Regi, 2014, Guastaldi et al., 2010).
Ademas, los aniones fosfato PO43- se pueden reemplazar parcialmente por
grupos carbonato (CO3?7) y los grupos OH™ pueden reemplazarse con bastante
frecuencia por F~, CI~, CO3?", O?" (Regi, 2014, Guastaldi et al., 2010).
Las sustituciones pueden provocar cambios en los parametros de red, la
cristalinidad, la simetria de los cristales, la estabilidad térmica, la morfologia, la

solubilidad, las caracteristicas fisicas, quimicas y biolégicas (Donglu, 2006).

Hidroxiapatita  Sustitucion Hidroxiapatita
estequiométrica sustituida

10 O Ca2+ SI’2+, Ba2+, Mgz+’ K+,

Na*, Fe3*, O

6 P02 HPO,2-, CO42, SiO*
2@oH  [2Zz_> F,CFCo2,0%,0

Cao(PO4)6(OH)2 Ca0x(PO4)6-y(OH)2.,

Figura 2: Estructura cristalina de la Hap y alguna posible sustitucion
ibnica mas comun que se produce en la celda unitaria (Regi, 2014).
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1.5. PLATA (Ag)

La plata es uno de los metales mas antiguos, tuvo un gran impacto en la
medicina cuando se descubrié sus propiedades antibacterianas de amplio espectro.

Dichas propiedades han sido explotadas desde tiempos antiguos por las
culturas asiatica y mediterranea, la plata es utilizada en tratamientos quirurgico de
heridas y huesos rotos (Balamurugan et al., 2008). En la tabla 3, se reporta la amplia
aplicabilidad de la Ag como agente bactericida.

Algunas bacterias son susceptibles a la accion y presentan baja resistencia a
los efectos de la plata, por lo que los iones Ag* han sido incorporados en variados
materiales, tales como; Hap y vidrios bioactivos entre otros para dotarlos de
propiedades antibacterianas a largo plazo (Balamurugan et al., 2008). Estudios han
demostrado que los iones Ag* son capaces de penetrar la pared celular bacteriana
y destruir el equilibrio celular o causar dafos estructurales en la membrana, se
infiltran en el interior de las bacterias, en lugar de residir en el area de la membrana
celular (Yamanaka et al., 2005; Sondi et al., 2004).

Ademas, la Ag inhibe la cadena de transporte de electrones de las células
bacterianas, lo que provoca la destruccion de las mismas. (Jones et al., 2010; Dibrov
et al., 2002). Morones et al., 2005, demostraron que las nanoparticulas de Ag
(AgNPs) actuan de tres maneras contra las bacterias: a) en el rango de 1 a 10 nm
se adhieren a la superficie de la membrana y perturban drasticamente su
funcionamiento normal, tal como la permeabilidad y la respiracién; b) se liberan
iones de Ag, lo que tendra una contribucién adicional al efecto bactericida de la
AgNPs; c) son capaces de penetrar la pared celular bacteriana y causar dafios al
interactuar con compuestos que contengan azufre (S) y fésforo (P).

El efecto antibacteriano de la Ag, puede aumentarse manipulando el tamafio
a nivel nanométrico (Rai et al., 2012), las particulas mas pequefias con una mayor
relacion superficie-volumen proporcionan un medio mas eficiente para la actividad
antibacteriana (Baker et al., 2005). También se ha reportado la actividad fungicida
de las nanoparticulas de Ag, solas y en combinacién con agentes antifungicos
(Gajbhive et al., 2009).
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Tabla 3: Diferentes ensayos de la Ag+ como agente bactericida.

Referencia Muestra Cepa de prueba Eficacia
bactericida Cultivo celular
y fungicida
Yuan et al, | Hap/Ag con | E. coli 68,9%
2018 0,02%, 0.03% y | Numeros de colonia | 78,2% A 37°C durante 24 h.
0.05% de Ag (1215) 87,0%
Wang et al., | Hap/Ag con | Staphylococus aureus A 37 °C durante 10 h.
2018 6,6% Ag E. coli La suspension de bacterias|
100% (200 ul) se sembré en la
solucion de 0,002 g de Hap/Ag
en 20 ml de medio de cultivo.

Riaz et al., | Hap/Ag con | Staphylococus aureus A 35 °C durante 7 dias.

2018 1,01%, 3,16%, Se prepararon cuatro|
520% y 7,19% | 10% UFC/mI 100% diluciones diferentes: 0,3 M,
de Ag 0,7 M, 1,11 My 1,5 M de cada

muestra en 100 pl de agua
destilada estéril.

Siek et al., | Hap/Ag con | E. coli 100% 10 pl de bacteria se dejaron

2017 1,01% Ag Staphylococus crecer a 37 °C durante 24 h.

aureus, 85%
3x10* UFC/ml
AgNPs con | Phoma glomerata, | 73% 10 pg fluconazol mas 20yl
Gaijbhive et | 0,108 mg Ag/ml Phoma herbarum, | 47% IAgNPs se incubaron a 25 °C
Fusarium semitectum, | 47% durante 48 h.
al., 2009 (20 a 60 nm) Trichoderma sp y | 67%
Candida albicans 87%

Baker et al., | AgNPs (75 nm | E. coli 100% A 37 °C durante 1 h. Evaluaron

para dos casos: i) Las AgNPs|

2005 PorIGC Y 15M | g (2600) para IGC se esparcieron e)n placags de
por COCOM) agar seguido de la adicién de
ICG: i) 63,6 ug E. coli ii) Las AgNPs y E. coli,
Ag/cm?ii) 31,8 se mezclaron y luego se
ug Ag/cm? esparcieron sobre las placas.
COCON: i) y ii) UFC (1400) para
8.0 ug Ag/cm? cocoM

Morones et | AgNPs E. coli, Vidrio Las placas se incubaron con

al., 2005 (25, 50, 75 y 100 gholezrae, 100 % con |90 ul de ?g* Tés 1’? HI de I

seudomonas cepa en fase logaritmica con
Mg Ag/mi) aeruginosa y (75 1g Agim) una densidad optica de 0.5 a
Salmonella typhus 595 nm, durante 30 min a 37°C|
Sondi et al., | lones de Ag E. coli Las placas se incubaron
2004 10 ug Ag/ml 70% durante 24 h a 37°C.
105 UFC
50-100 ug Ag/ml 100%
20 pg Ag/mli 10* UFC 100%

Yamanaka lones de Ag E. coli Las placas se incubaron con

etal, 2005 | 900 ug Ag/ml 107 -108 UFC 99,99% 90 ml de Ag* mas 10 ml de la

cepa durante 24 h a 35°C
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1.6. HIDROXIAPATITA DOPADA CON PLATA (Hap/Ag)

La plata ha sido usada como agente bactericida (Rai et al., 2012; Jones et al.,
2010; Baker et al., 2005; Morones et al., 2005; Yamanaka et al., 2005, Sondi et al.,
2004; Dibrov et al., 2002). Es de esperarse que su incorporacion en dosis
controladas, en la estructura de la Hap le proporcione una propiedad antibacteriana.
De los diversos mecanismos por los cuales la Ag inhibe el desarrollo bacteriano, el
que se relaciona con la aplicacion de Ag se relaciona con las cargas electrénicas de
la especie atdmica. Los atomos de Ag tienen carga positiva, que son atraido por la
carga negativa de la membrana celular de las bacterias, esta propiedad provoca la
alteracion y el rompimiento de dicha membrana, ocasionando la destruccion de la
bacteria. También puede suceder que el ion Ag penetre la membrana y se ubique
en el interior de la bacteria y modifique el ADN, por mecanismos de alteracién del
sistema enzimatico; asi inhibira la reproduccion bacteriana (Castellano et al., 2007,
Yamanaka et al., 2005). Se ha reportado la capacidad de la Hap de incorporar una
amplia variedad de iones en su estructura, como lo mencionado por (Regi, 2014) y
la presencia de estos iones juega un rol esencial en las propiedades biolégicas y

quimicas de la Hap.
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CAPITULO II: MATERIALES Y METODOS

En este capitulo, se describen los procedimientos experimentales utilizados
en la elaboracion de esta investigacion. El estudio de la Hap dopada con Ag se
desarroll6 en 4 etapas:

e Primera etapa consiste en el procesamiento de polvo de la Hap a partir del
hueso bovino por calcinacion.

e Segunda etapa: se realizan los procedimientos de sintesis de la Hap dopada
con Ag via sol-gel.

e Tercera etapa: se realizan los procedimientos de sintesis de la Hap/Ag por
el método quimico - mecanico via molienda.

e Cuarta etapa: se describen las técnicas y métodos adoptados en la

caracterizacién quimica y microestructural de las muestras de Hap/Ag.

2.1. PROCESAMIENTO DE POLVO DE HIDROXIAPATITA

Para la produccién de la Hap en polvo, fue utilizado hueso bobino como
materia prima. Se lo calcind a 900°C durante 6 h con una velocidad de calentamiento
de 10°C/min en mufla (BABERTHERM B 180, Alemania), este proceso fue realizado
para garantizar la eliminacion completa de la materia organica. Luego fue sometido
a un proceso de tamizado para obtener una granulometria de 37 um, fueron
utilizados tamices graduados que siguen los estandares ASTM con cddigo
TAMABS-400-1 (abertura: 37 um y malla Nro.: 400), Zonytest, Argentina.

La produccién de la Hap a partir de hueso bovino por calcinacion fue
previamente establecida en el Labioymat (Ferreiro et al., 2012). El polvo producido
fue almacenado en recipientes de vidrios cerrados y guardados en desecadores,

para los posteriores ensayos y caracterizaciones.

33



2.2 SINTESIS DE LA HIDROXIAPATITA DOPADA CON PLATA.
2.2.1 ViA MOLIENDA (Hap/Ag_1)

Para la sintesis de la Hap dopada con Ag por el método mecanico via
molienda (Hap/Ag_1), se emplearon como materiales precursores los siguientes:
Hap obtenida a partir de hueso bovino con granulometria de 37 um y sal de AgNO3
(99,9 % de pureza, Unicorn, India). Para la reaccion se utilizé un molino de bolas
planetarios (ND2L, Torrey Hills Technologies LLC, EE.UU.), con capacidad de
molienda de hasta nivel nano (0,03 ym), perteneciente al Laboratorio de Ingenieria
de Materiales del Departamento de Ingenieria Mecanica y Produccion — DEMEP,
Universidad Federal de Sao Joao del-Rei (UFSJ)- Brasil.

Este proceso se basa en la producciéon de reacciones quimicas entre los
materiales precursores, los cuales son activados mecanicamente por la alta energia
producida por la molienda mecanica, asociada a la energia potencial y cinética que
poseen las bolas, durante el proceso de molienda y que se traduce en energia para
la reaccién.

Las bolas de aluminas chocan con las paredes laterales del crisol de alumina,
con el fondo y la tapa, produciendo friccion e impacto entre los precursores
facilitando la reaccion entre ellos. Para la sintesis descrita, fueron empleadas 30
bolas de alumina de 10 mm de diametro (Figura 3), para la cantidad de muestra de
5 g de precursores, la velocidad de operacién fue de 387 rpm, durante el tiempo de
la molienda de 30 min.

Después de molidas, las muestras fueron separadas de las bolas de alumina
por un proceso de tamizado. Luego, la muestra fue secada a 100°C por 24 h en
estufa. Una vez seca la muestra, se procedi6 a la realizacion del tratamiento térmico
(calcinacion) a 900°C en mufla (BABERTHERM B 180, Alemania), por 2 h, con
velocidad de calentamiento de 5°C/min, a fin de eliminar los residuos de iones nitrato
(NOs’) y proveer el ordenamiento cristalino del compuesto. Posteriormente, las
muestras fueron reservadas para su posterior caracterizacidbn por microscopio
electronico de barrido y espectroscopia de energia dispersiva (MEB/EDS), analisis
de particula por PDI (Fiji/lmagedJ), espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR) y difraccién de rayos-X (DRX).
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Figura 3: Molino de bolas, jarros y bolas de alumina utilizadas en la molienda.

2.2.2 ViA SOL-GEL (Hap/Ag_2)

Para la sintesis de la muestra de Hap/Ag_2, primeramente, se prepard una

solucion de gel en medio agar. En un matraz de 3 cuellos de 500 ml, se vertio

100 ml de agua bidestilada, a esto se le agreg6 0,45 g de agar bacteriologico,
(OXOID, Inglaterra); la solucién fue calentada hasta temperatura de ebullicion sobre
una placa de calefaccion, (BOECO, Alemania), bajo agitacion constante, donde se
lo mantuvo por 5 min, aproximadamente, hasta obtener una solucion gelatinosa (sol-
gel) homogénea.

Luego, a la sol-gel se le afadié Hap (con granulometria de 37 pym) y nitrato
de plata (AgNO3) (con 99,9 % de pureza, Unicorn, India), donde la relacion es de
Hap/Ag 97:3 en porcentaje de masa. El matraz fue envuelto con papel de aluminio
para evitar la exposicion de la solucion de Ag a la luz (Figura 4). La mezcla fue
mantenida bajo agitacion por 12 h mas, bajo una temperatura, que varié entre
50-60°C, de forma a mantener el gel semiliquido.

Una vez alcanzado el tiempo deseado, la muestra fue filtrada empleando una
bomba de vacio manual y papel de filtro cuantitativo con porosidad de 25 um
(J. Prolab, Brasil), fue lavada con agua bidestilada para eliminar el residuo de AgNO3

y colocada en estufa a 100°C durante 24 h, para el secado.
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Finalmente, la muestra seca fue sometida a un tratamiento térmico a 900°C
en mufla (BABERTHERM B 180, Alemania), durante 2 h, con velocidad de
calentamiento de 5°C/min; a fin de eliminar algun residuo o material organico
remanentes del proceso de sintesis, ademas de proveer el ordenamiento cristalino
del compuesto. Luego de la calcinacion, las muestras fueron preparadas para su
posterior caracterizacion por microscopio electronico de barrido y espectroscopia de
energia dispersiva (MEB/EDS), analisis de tamafos de particula por PDI
(Fiji/lmagedJ), espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) y
difraccion de rayos-X (DRX).

Figura 4: Montaje del sistema de obtencion de la
Hap/Ag_2 via sol-gel.
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2.3. CARACTERIZACION DE LAS MUESTRAS

Las muestras sintetizadas de la Hap/Ag via molienda y sol-gel fueron
caracterizadas para conocer sus propiedades estructurales y microestructurales,
mediante las técnicas de: microscopia electronica de barrido y energia dispersiva
de rayos-X (MEB/EDS), espectroscopia infrarroja de transformado de Fourier (FTIR)
y difraccion de rayos-X (DRX).

2.3.1 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (MEB/EDS)

Para la caracterizacion de las muestras Hap/Ag_1 via molienda y Hap/Ag_2
sol-gel con microscopio electronico de barrido MEB, se utilizé el equipo TM 3.000
de Hitachi, EE.UU, perteneciente al Laboratorio de Ingenieria de Materiales del
Departamento de Ingenieria Mecanica y Produccién — DEMEP, Universidad Federal
de Sao Joao del-Rei (UFSJ)- Brasil; operado a un voltaje de aceleracién de 5 kV,
para la obtencion de las micrografias de superficie. Para obtener la composicion
quimica, fue aplicado voltaje de aceleracion de 15 kV con magnificacion maxima de
30 Kx y las imagenes fueron obtenidas por retrodispersion, con identificador de
elementos automatico (Microanalizador EDX Nano XFlash) y analisis semi
cuantitativo usando el software Bruker Quantax 70, Alemania. Las muestras de
Hap/Ag calcinadas fueron fijadas en porta muestra de aluminio por medio de cinta
de carbono doble faz. También, se repitié algunos analisis con el equipo Zeiss Evo
15, Alemania, perteneciente al laboratorio de bio y materiales de la Facultad
Politécnica de la Universidad Nacional de Asuncion, con el propdsito de mejorar la
resolucion de las imagenes para un mejor estudio.

Las imagenes fueron obtenidas con voltaje de 15 kV con mayor corriente,
igual a 7 Kcps (Tasa de conteo de sefial o conteo por s); el tiempo de lectura de
cada imagen fue de 150 s y presentaba un area de 126 x 84 um?, con el fin de
estudiar la microestructura del material y su composicion quimica.

Los microandlisis por EDS fueron realizados con el fin de observar y
cuantificar los elementos constituyentes en una determinada region de la muestra.
También, se realizé el mapeo de la distribucién de Ag sobre la superficie de los
compuestos Hap/Ag_1 y Hap/Ag_2 y los resultados se reportan en la seccion

correspondiente.
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2.3.2. IDENTIFICACION DE TAMANO DE PARTICULAS POR PDI

Para la identificacién de tamafio de particulas por procesamiento digital de
imagenes (PDI), se utilizé el programa Fiji/lmaged, que es un paquete de
procesamiento de imagenes de codigo abierto basado en Imaged, utilizado en el
ambito de procesamiento digital de imagenes obtenidas por microscopia, tanto
Optica como electronica, desarrollado en el National Institute of Health (NIH), EE.
UU por Wayne Rasband. Este programa puede medir distancias y angulos entre
pixeles, calcular areas, crear histogramas de densidad y hacer transformaciones
geomeétricas tales como escala, rotacion y volteo, agrupa una serie de plugins
instalados y organizados en un menu bien estructurado (Fernandez, 2018; De La
Fuente et al., 2015; Hartig et al 2013; Ferreira et al., 2012).

Con el SAl Fiji/lmaged se realiz6 un analisis sobre las imagenes obtenidas
por MEB de las muestras procesadas Hap/Ag_1 y Hap/Ag_2. Los analisis fueron
realizados con el fin de detectar todas las particulas y cuantificar las variables: (1)
el tamafio de las particulas, expresada en area que se calcula como A=TT*r?,

calibradas en pm? y en diametro D= 2r, (2) los descriptores de forma: a) circularidad:

Area .o , .
*W’ indicando con un valor de 1 el circulo perfecto, mientras que con el

valor 0 forma muy alargada, b) redondez o esfericidad (valores entre 0 y 1), indice

obtenido entre el area y el eje longitudinal mayor de la particula: 47* ————,
n*(Eje Mayor)?2

que es el inverso de la relacidon de aspecto, c) relacidon de aspecto (RA): (alto/ancho)
de las particulas, (3) Desviacién Estandar, que indica cuanto se desvian los datos

en su distribucién respecto de la media aritmética de dicha distribucion, y (4)

Area

Solidez: , que indica el nivel de compactacion o consistencia de la

convexo Area

muestra analizada (De La Fuente et al., 2015; Ferreira et al., 2012).

A partir de los resultados, se realiz6é un analisis estadistico, con el objetivo de
determinar, en cual de los métodos se logr6 menor distribucién de tamafo de
particulas, a fin de determinar, en cual método resulté mas eficiente en el proceso
de dopaje de plata y en la obtencion de menor tamafio de particulas. Las imagenes
utilizadas para este estudio corresponden a una magnificacion de 15,0 Kx.

Para cuantificar los tamafos de particulas de las muestras Hap/Ag_1 y

Hap/Ag_2, se consideraron los valores de los puntos que estuvieron mejor
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individualizados y se promediaron, se realizaron los mismos procedimientos para la
circularidad; en cambio para particulas aglomeradas se tomé un solo punto con el

valor mas alto de las mismas, con el objetivo de explicar este comportamiento.

2.3.3. ESPECTROSCOPIA INFRARROJA CON TRANSFORMADA DE FOURIER
(FTIR)

Para la identificacion de las bandas de adsorcion y determinacion de los
grupos funcionales caracteristicos, tanto de la Hap y Ag puras, como de la Hap
dopada con Ag, se empleé el equipo Nicolet iS5, Thermo Fisher, EE. UU. Los datos
fueron obtenidos en el rango de 4.000 a 400 cm-', con 4 cm™" de resolucion y 128 de
barrido.

Para el analisis de las muestras se utilizé la técnica de pastillas con KBr
(bromuro de potasio), donde 5 mg de cada muestra fue dispersado en 95 mg de KBr

y compactada a 29,3 MPa por 30 s.

2.3.4. DIFRACCION DE RAYOS-X (DRX)

Los difractogramas de rayos-X.de las muestras: Hap, Hap/Ag_1 via molienda
y la Hap/Ag_2 via sol-gel, fueron obtenidos por medio de un equipo X'Pert®* Powder,
Holanda, con los siguientes parametros: rango de medicion entre 10 y 70° (26),
tamano de paso 0,02 (20), tiempo por paso 0,3 s, radiacion CuKa1 (A= 1,54060).

La identificacion cuantitativa de las fases cristalinas presentes en las
muestras se realizé6 mediante comparaciones con los patrones reportados en la
base de datos ICDD (/nternacional Center for Diffraction Data), con codigos de
referencias: 00-009-0432 para la Hap y 00-004-0783 para la Ag.

Los valores de los picos de maximas intensidades de cada fase fueron
utilizados para determinar el porcentaje de fase de Hap y Ag presentes en las
muestras, aplicando la ecuacién de RIR (por sus siglas en inglés Relative Intensity

Ratio), la cual se presenta a continuacion:

Iag

Relative Intensity Ratio: RIRyg = Ecuacion 1.

IHap +IAg
En la cual: I,z ¥ Iy,p corresponden a los picos de maximas intensidades de

las fases Hap y la plata. El tamano medio de cristalito de las muestras Hap/Ag

obtenidas via sol-gel y molienda, se evalud utilizando la ecuacion de Scherrer:
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L, k. A .
Ecuacién de Scherrer: § = —————— Ecuacion 2
FWHM . COS(6)

En la cual:
B = es el tamafio promedio del cristal.
k = el factor de forma del cristal o constante de Scherrer y su valor es 0,90.

A = es la longitud de onda de la radiacion utilizada (Acu).
FWHM = es el ancho a la altura media del pico de difraccion y 0 es la posicion del
pico de difraccion.

El grado de cristalinidad se evaluo6 utilizando la siguiente ecuacion:

e _AC .,
Grado de cristalinidad: XC = e 100 Ecuacion 3

En la cual: Ac es el area cristalina bajo la curva y Aa es el area amorfa o jorobada

debajo de la curva (Ermy et al., 2019).

40



CAPITULO lll: RESULTADOS Y DISCUSIONES
En este capitulo se presentan y se discuten los resultados experimentales
obtenidos mediante las técnicas de: microscopia electronica de barrido y energia
dispersiva de rayos-X (MEB/EDS), espectroscopia infrarroja con transformada de
Fourier (FTIR) y difraccion de rayos-X (DRX).

3.1. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (MEB/EDS)

La morfologia y el tamafio de particulas de las muestras Hap/Ag_1 vy
Hap/Ag_2 se examinaron mediante analisis por MEB y las micrografias obtenidas
se muestran en las Figuras 5 y 6, respectivamente. En los resultados fue posible
observar que, ambos métodos de obtencion produjeron particulas con forma
semiesférica y con formacion de aglomerados, principalmente entre las particulas
de menor tamafo. Como la teoria sugiere que a menor tamafio de particula mas
grande sera la fuerza de atraccion entre ellas, debido al aumento de la energia de
superficie (Alvarez, 2013).

También se observo que el método via molienda produjo particulas de
tamafnos mas pequefo, Figura 6b. Estos resultados pueden ser corroborados con
los obtenidos por procesamiento digital de imagenes a través del programa
Fiji/lmaged, en el item 3.2. La circularidad promedio de las particulas es de 0,484
para Hap/Ag_1y de 0,474 para Hap/Ag_2, estos resultados demuestran que la Hap
dopada con Ag posee forma semiesférica, considerando que los valores de
circularidad oscilan entre 1 (circulo perfecto) y 0 (forma elongada) (De La Fuente et
al., 2015; Ferreira et al., 2012). Existen diversas morfologias de la Hap dopada con
Ag, como esféricas, varillas, agujas, alambres y esto esta influenciado por los

valores de pH y las temperaturas de reaccion de la Hap con la Ag (Wang, 2010).
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Figura 5: Micrografia observada con magnificacion de (a) 5,0 Kx y (b) 10,0 Kx de la
muestra Hap/Ag _1 via molienda.

Figura 6: Micrografia observada con magnificacion de (a) 5,0 Kx y (b) 10,0 Kx de la
muestra Hap/Ag _2 via sol-gel.

De acuerdo con Saini (2019), al disminuir el tamafo de particula, se
incrementa la fuerza de interaccion de Van der Waals entre las mismas, que tienden
a atraerse entre siy a aglomerarse reduciendo su reactividad quimica para alcanzar
la estabilidad. Al disminuir el tamafo de particula, la relacion entre el area
superficial/volumen se ve incrementada, lo que a la vez aumenta la proporcion de
atomos inestables en contacto directo con el medio, dicha inestabilidad, esta
directamente relacionada con la reactividad quimica de las particulas, o sea, los
atomos situados en la superficie tienen mayor nivel energético y las fuerzas con que

son atraidos por los atomos internos son débiles, en consecuencia, tienen mayor
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potencial de reaccion y capacidad de intercambiarse con otros atomos superficiales
de otras particulas, con una alta velocidad de reaccion y forman enlaces quimicos
mas fuertes (Alvarez, 2013). Esta condicidn propicia que las reacciones ocurran a
nivel de superficie y no de volumen. Esto también explica porqué la concentracion
de iones Ag* es un poco superior en la muestra Hap/Ag_1 sintetizada via molienda,
dado que se generd mayor sustitucion de los iones Ca*? por los iones de Ag*
(LLorentes, 2011).

El microanalisis por espectroscopia de energia dispersiva de rayos-X (EDS),
de tipo cualitativo revelé la composicion quimica de las muestras Hap/Ag_1 y
Hap/Ag_2, Figuras 7 y 8 y el porcentaje de cada uno de los elementos identificados
se presentan en la tabla 4 y 5 respectivamente. Se observa que estan compuestas
de los elementos quimicos: Calcio (Ca), Fosforo (P), Oxigeno (O2), Carbono (C) y
Plata (Ag).

cps/eV

0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5
fee

Figura 7: Espectros EDS de la muestra Hap/Ag_1 via molienda.
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Tabla 4: Porcentajes de los analitos presentes en la muestra
Hap/Ag_1 via molienda: (AN= Numero atomico, norm wt% =
Porcentaje de masa normal, norm. at. % = Porcentaje atémico

normal).

Elemento | AN norm. wt. % norm. at. %] | Errorin %

|
ﬂ

Plata 47 2,97 0,70 0,11
Carbono 6 1,75 3,68 0,82
100 100
cpsleV
2.5
] C
] L] P A Ca
1.5 7 Ca s
1.0
0.5
0.0 -

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5
ke

Figura 8: Espectros EDS de la muestra Hap/Ag_2 via sol-gel.

Tabla 5: Porcentajes de los analitos presentes en la muestra
Hap/Ag_2 via sol-gel: (AN= Numero atémico, norm wt% =
Porcentaje de masa normal, norm. at. % = Porcentaje atémico

normal).

[norm. at. %] ‘ Errorin %
59,99 7,52

Elemento | AN
Oxigeno 8

[norm. wt. %]
40,26

Plata 47 2,87 0,63 0,11
Carbono 6 1,89 3,75 0,95
100 100




Analisis de la relaciéon Ca/P.

A partir de los espectros EDS, se cuantific6 cada uno de los elementos
quimicos presentes en cada muestra, por el proceso via molienda se obtuvo 2,97%
de Ag (Tabla 4) y por el proceso via sol-gel 2,87% de Ag (Tabla 5).

La relacion molar Ca/P obtenida es de 1,69 via molienda y de 2,3 para via
sol-gel (Tabla 6); estos valores, se encuentran en el rango de 1,4 y 2,0 que
recomienda la literatura, siendo considerado el valor de 1,64 la relacion ideal (Mufioz
et al., 2012).

Tabla 6: Relacion molar Ca/P de las muestras Ha/Ag

sintetizadas via gel y molienda y calcinada a 900°C,

obtenidas via analisis de EDS.

Elementos | Hap/Ag_1 via | Hap/Ag_2 via
Quimicos molienda sol-gel
Calcio (Ca) 39,20 38,34
Fosforo 23,26 16,64
Plata (Ag) 2,97 2,86
Ca/P 1,69 2,30

En las figuras 9 y 10 se puede observar el mapa de distribucién de los
elementos quimicos: Ca, P, O2 y C, ademas se puede visualizar regiones con
dispersiones homogéneas de Ag, principalmente, en la muestra Hap/Ag_1 (Figura
9), lo que también, puede estar relacionado con el tamafio de particulas y
0,517 y 18,1 um? (D=0,81 y 4,80 ym) para Hap/Ag_1
(Figuras 11y 13); 0,708 um? y 8,6 um?(D=0,95 y 3,30 um) para Hap/Ag_2 (Figuras

12 y 14), respectivamente, resumida en la Tabla 7.

aglomerados obtenidos:
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Figura 9: Mapeamiento de la distribucion de elementos quimicos en la muestra

Hap/Ag_1 via molienda, donde se observa en las imagenes los analitos presentes:
Carbono (en turquesa), Oxigeno (en verde), Calcio (en rojo), Fosforo (en azul) y Plata

(en amarillo). En el centro inferior, en gris, la imagen real obtenida por MEB/EDS.
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Figura 10: Mapeamiento de la distribucién de elementos quimicos en la muestra Hap/Ag 2
via sol-gel, donde se observan en las imagenes los analitos presentes: Carbono (en
turquesa), Oxigeno (en verde), Calcio (en rojo), Fosforo (en azul) y Plata (en amarillo). En

el centro inferior, en gris, la imagen real obtenida por MEB/EDS.

3.2 DETERMINACION DEL TAMANO DE PARTICULA POR PDI
El conteo de las particulas fue realizado de manera automatica, a partir de
regiones consideradas mas adecuadas, de igual manera sobre los aglomerados y
se logré la identificacion del tamafio y la circularidad de las particulas como unidades
individualizadas. En la Tabla 7 se encuentran los valores promedios obtenidos para

cada sintesis: via molienda (Hap/Ag_1) y via sol-gel (Hap/Ag_2), respectivamente.
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Figura 11: Mapeamiento obtenido con el SAI Fiji/lmagedJ para determinacion de tamafos
de particulas de la muestra Hap/Ag_1. a) micrografias analizadas corresponden a una

magnificacion de 15,00 Kx y b) region mapeada.
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a)
Figura 12: Mapeamiento obtenido con el SAI Fiji/lmaged para determinacion de tamaros

de particulas de la muestra Hap/Ag_2. a) micrografias analizadas corresponden a una

magnificacion de 15,00 Kx y b) regién mapeada.
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a)
Figura 13: Mapeamiento obtenido con el SAI Fiji/lmaged para determinacion de tamafos

de aglomerados de la muestra Hap/Ag_1 (a) micrografias analizadas corresponden a una

magnificacion de 15,00 Kx y b) region mapeada.

Figura 14: Mapeamiento a obtenido con el SAI Fiji/lmageJ, de la muestra Hap/Ag_2 para
determinacion de tamafios de aglomerados a) micrografias analizadas corresponden a

una magnificacion de 15,00 Kx y b) regién mapeada.
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Tabla 7: Resultados de cuantificacion automatica de tamafos de

particulas y de circularidad, obtenidos por el SAl Fiji/lmagedJ de las

muestras de Hap/Ag_1 via molienda y Hap/Ag_2 via sol-gel.

Variables analizadas

Hap/Ag_1 via molienda

Hap/Ag_2 via sol-gel

Conteo total de particulas 18 17
(unidades)

Tamafno promedio en area 0,517 0,708
(Hm?)

Tamafno promedio en area 0,81 0,95
diametro (um)

indice de redondez promedio 0,76 0,76
indice de solidez 0,898 0,897
Tamafio medio de aglomerados 2,7~ 18,1 4,5~ 8,6
en area (Um?2)

Tamafio promedio de 1,85 = 4,80 2,40 = 3,30
aglomerados en diametro (um)

indice de circularidad media 0,484 0,474
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3.3. ESPECTROSCOPIA INFRARROJA CON TRANSFORMADA DE FOURIER
(FTIR).

La Figura 15 muestra los espectros FTIR de la Hap, Hap/Ag_1, Hap/Ag_2 y
Ag, donde se observan bandas correspondientes a varios modos vibratorios
originados por grupos funcionales, en los cuales se identifican las bandas de

vibracion (PO4* y OH) caracteristicos de la Hap.

Hap/Ag_1 = Hap/Ag, Conc: (97:3) %, Met: Molienda, Temp. de Calc.: (900 :C).
Hap/Ag_2 = Hap/Ag, Conc: (97:3) %, Met:: Gel, Temp de Calc.: (900 :C).

Hap (p) = Hidroxiapatita pura.

——AgNO, =Plata.

Hap/Ag_1 via molienda

-_—y— ;N
g “
¢ 2,078 2003 # A

] 3.572 1.458 1.413 474
2

Hap/Ag_2 via sol-gel

y e ! 474

g - 2.077 2.002 Y 4 .“"I f ‘ .
< 3.571 1458 4 o
Hidroxiapatita pura 962 880

|
2.608
Y

3.571

Nitrato de plata

Numero de onda (cm- )

Figura 15: Espectros FTIR de las muestras indicadas en la imagen.

En los espectros FTIR de Hap a 3695 cm™' se observa una banda que se
atribuye al OH" y esta directamente relacionado con la presencia de agua absorbida
por la humedad del ambiente (Huang et al., 2016). Esta banda no fue observada en
las muestras Hap/Ag_1y Hap/Ag_2.

Las bandas a alrededor de 3571-3572 y 632 cm' se observaron en todas las

muestras, corresponden al modo de estiramiento y flexion del grupo OH-
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caracteristicos de la Hap, como reportado anteriormente por Yuan et al., 2018;
Fakharzadeh et al., 2017 y Siek et al., 2017.

Se puede observar que la intensidad de las bandas alrededor de 632 y 3571
cm ' disminuye para las muestras Hap/Ag_1 y Hap/Ag_2, lo que indica que la
estructura molecular de la Hap sufre un cambio estructural al doparlo con Ag, hecho
que se atribuye a los cambios en los parametros de la red, cuando un radio i6nico
menor de Ca?* (0,99 A) se sustituye por un radio i6nico mayor de Ag* (1, 28 A) en
la red de la Hap, lo que provoca tension en la estructura cristalina (Riaz et al., 2018;
Fakharzadeh et al., 2017).

La banda a 962 cm™' se atribuye al estiramiento simétrico (v1) del enlace P-O
para la Hap (Wang et al., 2018; Siek et al., 2017 y Huang et al., 2016), se observa
una disminucién en intensidad de esta banda para la Hap/Ag_2 y desaparece para
la Hap/Ag_1. Las bandas de flexion (v2) alrededor de 602, 572 y 474 cm, se
atribuyen al enlace O-P-O del PO4* para la Hap (Yuan et al., 2018; Siek et al., 2017
y Fakharzadeh et al., 2017); donde también se observan los mismos efectos, una
disminucién en intensidad de las bandas para la Hap/Ag_2 y la desaparicion de las
bandas a 602 y 572 cm™ para la Hap/Ag_1, indicando cambios en la estructura
molecular de la Hap al doparlo con Ag. Estos cambios se deben a las diferencias en
el radio idnico de iones Ag* e iones de Ca?* (Riaz et al., 2018; Kaygili et al., 2014).

Las bandas de baja intensidad alrededor de 880, 1413 y 1458 cm' para las
muestras Hap y Hap/Ag_1 y de 1413 y 1458 cm™ para la muestra Hap/Ag 2
corresponden al ion CO3%, la posicidn de estas bandas indica la sustitucion de PO43~
con grupos CO3s* (Rameshbabu et al., 2007). Por otro lado, la sustitucién del ion
PO43 con iones CO3% a 880 cm™ corresponde a la formacion de la Hap de tipo B,
relacionado al estado de vibracién por flexion fuera del plano vz (Meejoo et al., 2006;
Fakharzadeh et al., 2017).

La sustitucion de los iones fosfato (PO4%) por iones carbonato (CO3%) tienden
a incrementar la relacion Ca/P. Cabe mencionar que, el CO3% puede sustituir dos
sitios en la estructura de la Hap: (a) el sitio de OH- denominada sustitucién directa
del tipo A: CO3% <> 2 OH" y (b) el sitio de PO4% considerada una sustitucion de tipo
B (Donglu, 2006).
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En la Tabla 8 se muestran las bandas caracteristicas de los grupos
funcionales, presentes en la Hap, reportados en la bibliografia, la que se evaluan
los espectros FTIR mostrados en la Figura 15, utilizada como referencia para

identificar las fases presentes en las muestras.

Tabla 8: Diferentes bandas originadas por grupos funcionales, analizadas por distintos

autores.
Grupo Banda (cm) Referencia Observaciones
Hap/Ag Hap/Ag
Hap (97:3) % | (97:3) % Bandas | Autores
sol-gel. molienda
Corresponden al
H20 3695 - - 3700 Huang et al., 2016 )
agua absorbida.
3570 Yuan et al., 2018
3572 Siek et al., 2017
3568 Fakharzadeh et al., 2017
Alargamiento  de
OH- 3571 3.571 3572 3572 Huang et al., 2016 Ok
3569 Majid et al., 2016
3572 Rajendran et al., 2014.
3572 Akhavan et al., 2014
c=0 Vibraciones de
1759 Yuan et al., 2018
Cc=0
1458 Fakharzadeh et al., 2017 | Estiramiento
1460 Maijid. M et al., 2016 asimeétrico del
1451 Huang et al., 2016 CO3 2 Sustitucion
CO32 1458 1.458 1458
1457 Akhavan et al., 2014 de ion fosfato
1457 Rameshbabu et al., 2007 | (PO43), se forma
1450 Meejoo et al., 2006 Hap de tipo B
1400 Yuan et al., 2018
CO32 1413 1.412 1413 Vibraciones  de
1416 Akhavan et al., 2014
CO 32
962 Wang et al., 2018
963 Siek et al., 2017
Estiramiento
963 Maijid .M et al., 2016
PO4* 962 962 simétrico (v1) del
960 Huang et al., 2016
enlace P-0
962 Rajendran et al., 2014
962 Akhavan et al., 2014
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Tabla 8: Diferentes bandas originadas por grupos funcionales, analizadas por distintos

autores (continuacion).

Grupo Banda (cm™) Referencia Observaciones
Hap/Ag Hap/Ag
Hap (97:3) % | (97:3) % Bandas | Autores
sol-gel. molienda
Flexion fuera del
876 Fakharzadeh et al., 2017
plano del COs?
877 Huang et al., 2016 v2)
V2).
870 Maijid .M et al., 2016
CO;2 880 880 Sustitucion del ion
875 Akhavan et al., 2014
fosfato (PO43), se
875 Rameshbabu et al., 2007
forma Hap de tipo
873 Meejoo et al., 2.006 5
630 Yuan et al., 2018
633 Siek et al., 2017 Flexion OH-
630 Fakharzadeh et al., 2017 | Los iones OH
OH- 632 632 - 631 Maijid .M et al., 2016 prueban la
631 Huang et al., 2016 presencia de Hap.
630 Rajendran et al., 2014
603, Yuan et al., 2018 Flexién de O-P-O,
565, 474 (v2).
602, 602, 572 474 602, 572 Siek et al., 2017
PO4* 570 474
474 602, Fakharzadeh et al., 2017
568, 473
565, 601 Maijid .M et al., 2016
600, 562 Huang et al., 2016
473, 602 Akhavan et al., 2014
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3.4. DIFRACCION DE RAYOS-X (DRX)
La Figura 16 muestra los difractogramas de rayos-X de las muestras: Hap
Hap/Ag_1, Hap/Ag_2 y Ag, correspondientes a la muestra pura y a las muestras

sintetizadas por los métodos via molienda y sol-gel, respectivamente.

——Hap/Ag_1 - 97.3(wt%), Met. Molienda
—Hap/Ag_2 - 97.3(wt%), Met. Gel
—— Hap: hidroxiapatita pura

Nitrato de plata (AgNO,)

= Ag*

Hap/Ag_1via molienda
A

A

Hap/Ag 2 v, sol-gel

Intensidad (a, p)

Hidroxfapatita pura

Nitrato de plata

10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
2(e)

Figura 16: Difractogramas de rayos-X de las muestras Hap/Ag_1 via molienda,

Hap/Ag_2 via sol-gel, Hap y Ag.

Al comparar las posiciones e intensidades de los picos, se observd la
presencia de Hap en ambas muestras Hap/Ag_1y Hap/Ag_2, de acuerdo al patrén
de difracciéon de la Hidroxiapatita sintética (Ficha-PDF) N° 00-009-0432 de la base
de datos ICDD.

La Hap exhibe los picos de difraccion a 26 = 25,30 — 31,74 — 32,14 — 32,88 —
34,08 — 46,71 y 49,46°, que corresponden a los planos (002), (211), (112), (300),
(202), (222) y (213), respectivamente. El pico maximo a 31, 74° correspondiente al
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plano (211) es considerado el pico caracteristico de la Hap (Yuan et al., 2018; Riaz
etal., 2018).

Se identifico la presencia de una nueva fase para las muestras Hap/Ag_1y
Hap/Ag_2, a unos picos de difraccion alrededor de 38°, 44° y 64°, al ser comparadas
con los picos de difraccién de la Hap, estos picos de difraccion coinciden con los
tres picos mas intenso de Ag, segun base de datos ICDD N° 00-004-0783, y
Database (AtomWork) (Ver anexo 1), y no se observo existencia de impurezas en
las muestras, valores similares de 38° y 38,1° correspondientes al ion de Ag fueron
encontrados respectivamente por Yuan et al., 2018, Wang et al., 2018 y Siek et al.,
2017. Esto indica que la nueva fase corresponde al ion de Ag* y que algunos iones
Ag* han reemplazado a los iones Ca?* entrando en la red de la estructura molecular
de la Hap pura en lugar de formar impurezas como (AgO, AgsPOa).

Al comparar las intensidades de los picos correspondientes al ion de Ag en
las muestras Hap/Ag_1 y Hap/Ag_2, se pudo observar una pequefia variacion en
las intensidades de los picos, la Hap/Ag_1 presenta pico mas achatado en
comparacion con la Hap/Ag_2, que exhibe un pico mas intenso, de la misma se
puede decir que a medida que aumenta la relacion (Ag/Ca), (0,090 para Hap/Ag_1
y 0,086 para Hap/Ag_2), se observa una disminucion en la intensidad de los picos.

Al aumentar la relacién Ag/Ca para las muestras Hap/Ag_1 y Hap/Ag 2y al
comparar con los picos de la Hap, se puedo notar que las intensidades de todos los
picos de la Hap disminuyeron, especialmente las de los planos (002), (211), (112) y
(300), esto probablemente debido a la sustitucion de los iones Ca?* de la Hap por
iones de Ag*, donde el radio iénico de la Ag (Rlag+ = 1,28 A) es ligeramente mayor
que el radio i6nico del Ca?* (Rlca+2= 0,99 A), lo que causa pequefias distorsiones e
imperfecciones de la red al producirse el intercambio iénico, disminucién del tamafio
de los cristalitos y cristalinidad, estas hipotesis concuerdan con lo reportado por
Fakharzadeh et al., 2017 y Yuan et al., 2018, pero difiere con lo reportado por Riaz
et al., 2018, donde menciona el aumento de la intensidad de los picos y el tamafio
del cristal al aumentar la relacién Ag/Ca dentro de la estructura de la Hap.

La cristalinidad de las muestras Hap/Ag 1, Hap/Ag_2 y Hap, se calculé
utilizando la ecuacién 3. Se utilizé el software OriginPro8 2020 para determinar el

area cristalina y amorfa, seleccionada bajo la curva de difraccion de cada muestra,
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(Figura 16). Los picos fueron seleccionados en funcion de su valor de mayor
intensidad, posicionados en el rango de 20° a 40°, se observé que el porcentaje de
cristalinidad fue mayor para la Hap/Ag con 68% en comparacion con la Hap/Ag_1
que fue de 58% y Hap/Ag_2 de 63% (Tabla 9), podemos decir que la diferencia de
cristalinidad entre la muestra Hap/Ag_2 y la Hap fue minima. Esto, puede estar
asociado a la concentracion de Ag reaccionada con la Hap, que fue menor para esta
muestra, lo que ocasiond una menor deformacion en la estructura cristalina de la

Hap precursora.

Tabla 9: Identificacion y Cuantificacion de fase.

Tamano de cristalito
Muestra Porcentaje de Cristalinidad (nm)
f 0, 0,
ase (%) (%) Scherrer
Hap/Ag_1 via Hap= 76,4
P9 P 58 0,9476
molienda Ag= 23,6
Hap/Ag_2 via Hap= 79,9
PIAg P 63 0,9405
sol-gel Ag= 20,1
Hap 100 68 1,3928
AgNOs3 100 68 -
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CAPITULO IV: CONCLUSIONES
Los resultados obtenidos a partir de los analisis de las muestras Hap/Ag via

molienda y sol-gel, nos permitieron llegar a las siguientes conclusiones:

o Los dos métodos de sintesis aplicados: molienda y sol-gel, lograron el dopaje
exitoso de Hap con Ag (Hap/Ag). Los resultados de caracterizacion (MEB/EDS,
FTIR y DRX) demostraron que algunos iones de Ca?* fueron reemplazados por iones
de Ag*en la red cristalina de la Hap.

o Las muestras Hap/Ag_1 y Hap/Ag_2 obtenidas fueron de morfologia
semiesférica, lo que puede promover una mejor funcionalidad que particulas
irregulares, debido a que son mas eficientes para rellenar los espacios.

o Mediante el analisis EDS se comprobd que la eficiencia del dopaje es muy
similar en las dos sintesis, teniendo en cuenta que las muestras (Hap/Ag) fueron
preparadas con una relacion de 97/3 en porcentaje de masa y se verificd 2,97% de
Ag para la Hap/Ag_1 via molienda (eficiencia 99%) y de 2,87% de Ag para la
Hap/Ag_2 via sol-gel (eficiencia 96%).

o Los resultados del analisis por FTIR muestran una disminucion de las
bandas de vibracién del ion fosfato (PO43), segiin aumenta la concentracién de los
iones Ag+ y que las distorsiones de red generadas provocaron tensiones en la
estructura cristalina de la Hap, lo que también comprueba la existencia en cambios

microestructurales.

Luego de todo lo estudiado y comprobado, podemos afirmar que ambas
metodologias son promisoras para la obtencién de hidroxiapatita natural con plata.
Ademas de ser un compuesto estable y sin presencia de impurezas, se cree que
pueda ser una alternativa mas econdmica, comparando con la hidroxiapatita

sintética dopada con plata.
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PERSPECTIVAS

Se han mencionado las propiedades bactericidas de la Ag y la eficacia de la
Hap pura para la remediacién medioambiental como captador de algunos metales
pesados, sin embargo, en el presente trabajo no se han realizado pruebas de la Hap
dopada con Ag como captador de metales pesados en presencia de bacterias, en
este sentido es conveniente realizar dichas pruebas, de modo a comprobar dicha
capacidad.

Si se enfoca el uso de la Hap dopada con Ag como captador de metales
pesados con propiedades anti bactericidas, la caracteristica clave que debe
abordarse es la tasa de liberacidon de iones de Ag al ambiente, se deben evitar dos
extremos: La baja concentracién y la alta concentracion de iones Ag*. Pues, la baja
concentracion de iones Ag*, no sera suficiente para un eficaz efecto anti bactericida

y una alta concentracion puede resultar en la liberacidn de la plata en exceso.

APORTE DE LA TESIS

Los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion, generaron nuevos
conocimientos utiles en el area de biomateriales, permitiendo el desarrollo de dos
metodologias eficientes para obtener Hidroxiapatita dopada con plata con
morfologia semiesférica, usando las técnicas de molienda y sol-gel. Es importante
resaltar, que con esto se espera estar atribuyendo de propiedades bactericidas, la
hidroxiapatita al ser dopada con plata, con posibilidad de aplicacion en la
remediacion medioambiental de agua residual contaminada por metales pesados y
microorganismos patégenos, ya que la hidroxiapatita es un eficiente captador de

algunos metales pesados y el ion Ag* es un potente bactericida.
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ANEXOS

Anexo 1: Informacién de los picos correspondientes a la (Ag), extraida de

base de datos de materiales inorganicos AtomWork (Inorganic Material

Database AtomWork).
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Anexo 2: Informacion de los picos correspondientes a la Ag extraida de base de
datos de materiales inorganicos Atomwork (Inorganic Material Database
AtomWork).

Miller Indices Intensidad ¢ - espaciado

20 () | (nm)
37.972 1 1 1 99 0.2367
44.132 2 0 0 46 02050
64.190 2 2 0 24 01450
77.079 3 1 1 25

81.198 2 2 2 7 0.1236
97.433 4 0 0 3 0.1184
109.947 3 3 1 9 0.1025
114.315 4 2 0 9 0.0941
133.961 4 2 2 7 0.0917
154.959 5 1 1 9 0.0837
154.959 3 3 3 9 0.0789
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Anexo 3: Informacion de los picos correspondientes a la Hap, extraida de centro

internacional de datos de difraccién (ICDD) (International Centre for Difraction

Data).
Nombre y formula
Cadigo de referencia: 00-009-0432
Nombre del mineral: Hidroxiapatita
Formula empirica: CaSHO13P3
Formula quimica: Ca5(P0O4)3(0OH)
Lista de pico
No. h k I d [A) 28 (] 1[%]
1 1 0 0 8,17000 10,820 12,0
2 1 0 1 5,26000 16,842 6,0
3 1 1 0 4,72000 18,785 4,0
4 2 0 0 4,07000 21,820 10,0
5 1 1 1 3,88000 22,902 10,0
6 2 0 1 3,51000 25,354 2,0
7 0 0 2 344000 25879 40,0
8 1 0 2 317000 28,127 12,0
S 2 1 0 308000 28967 18,0
10 2 1 1 281400 31,774 100,0
11 1 1 2 2,77800 32,197 60,0
12 3 0 0 2,72000 32,902 60,0
13 2 0 2 2,63100 34,049 25,0
14 3 0 1 252800 35481 6,0
15 2 1 2 2,29600 39,205 8,0
16 3 1 0  2,26200 39,819 20,0
17 2 2 1 2,22800 40,453 2,0
18 3 1 1 2,14800 42,030 10,0
19 3 0 2 213400 42319 4,0
20 1 1 3 2,06500 43,805 8,0
21 4 0 0 2,04000 44,370 2,0
22 2 0 3 2,00000 45,306 6,0
23 2 2 2 194300 46,713 30,0
24 3 1 2 1,80000 48,104 16,0
25 B 2 0 1,87100 48,624 6,0
26 2 1 3 1,84100 49,469 40,0
27 3 2 1 180600 50,494 20,0
28 4 1 0  1,78000 51,285 12,0
29 4 0 2 1,75400 52,101 16,0
30 0 0 4 1,72200 53,145 20,0
31 1 0 4 1,68400 54,442 4,0
32 3 2 2 1,64400 55,881 10,0
33 x| 1 3 1,61100 57,129 8,0
34 5 0 1 158700 58,075 4,0
35 4 2 0 1,54200 59,940 6,0
36 3 3 1 1,53000 60,459 6,0
37 2 1 4 1,50300 61,662 10,0
38 5 0 2 147400 63012 12,0
39 5 1 0 146500 63,444 4,0
40 3 2 3 145200 64,080 13,0
a1 3 0 4 14520 64,080 13,0
42 5 1 1 1,43300 65,033 9,0
43 4 1 3 140700 66,388 4,0
44 4 2 2 1,40700 66,388 4,0
45 5 1 2 134800 69,701 3,0
46 4 0 4 1,31600 71,653 5,0
47 4 3 1 1,31600 71,653 5.0
48 2 0 5 130600 72,288 4,0
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Anexo 4: Proceso de produccion de la Hap a partir de hueso bobino.

Hueso bobino calcinado Equipo de Molienda

Anexo 5: Proceso de sintesis de la Hap/Ag.

Manipulacion de Molino de Bola para la
reaccion de la Hap'Ag, empleando jarro
y bola de alumina.
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Anexo 6: Microscopia electrénica de barrido (MEB).

Anexo 7: Area amorfa o jorobada de la plata.
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Anexo 8: Area cristalina de la plata.

Inicio X= Beginning X; Final X= Ending X, Ancho= Width;
Altura= Height.

Centro= Center:

g Area | BeginningX Ending X Width  Center Height
1 446,49 21325 21875 021791 21,605 1588
2 441728 23895 24385 018709 24215 1094
= 3 120895 24535 24,955 - 24805 380
4 92175 25565 25,905 - 25735 361
5 11793 27855 28315 026028 28115 436
T 4 6 5561 28675 28,965 - 28805 288
g »ofl ALL LU il L L 171 3109 20345 29745 021475 20585 1395
§ : 8 180,99 31565 31865 018869 31775 042
B | || | | 9 30088 32325 32935 017953 32695 1508
- { 10 6475 33055 33705 - 33405 203
1 11 48159 35175 35505 020382 35415 2407
Yl ) 12| 748585 38475 30215 006529 38965 6118
T NV et nel V. | 13 170575 39555 40005 39,8959 40,005 1547
x R
%
Anexo 9: Area amorfa o jorobada de la Hidroxiapatita.
——1Hap (p)
18000 —
44 Data Display x|
12000
w
[0}
O
3 |
ke |
S |
= Hl
= 6000 -| i
o
.& il
IJI' E‘H' i I i
| ILASaE |
o oo U
e e P NI (2R i ney
o i
- | ! | ! | ! -
21 28 35
26

71




Anexo 10: Area cristalina de la hidroxiapatita.

(Inicio X= Beginning X; Final X= Ending X, Ancho= Width; Centro= Center:
Altura= Height).

|—{Hap (p)

15000 - Area Beginning X EnaingX WAGh  Center Height |

1 527.095 21,505 21875 - 21705 1926

2 583085 22 845 23,105 - 22815 1644

3 187595 25,225 25415 - 25305 1069

4 1117855 25515 26035 022834 25835 4961

.§ 10000 3 | i -] 41683 27895 28215 - 28075 1650
] G o I¢ TaeT0) [ 4 6 79993 28665 20085 0244 28885 3149
2 NI T T N 7 390722 31,285 31955 0221177 31715 15303
ﬁ ’ : 8 1900955 31,955 32415 025358 22135 7149
5000 -{ 9 2992605 32415 33255 022634 22885 10472

l_ 10 120365 33,495 34245 024196 34015 3545

1 | H i | l 1 280,45 35.285 ISS5TS - 35435 1166

k1 | { 12 301025 39.00% 39,338 - 39135 1181
=Pt S il N 13 104617 39.495 40005 024193 39795 3942

24 30 38
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Anexo 11: Resultado obtenido de la muestra Hap/Ag_1 con SAl Fiji/lmageJ:

(StdDv: Desviacion estandar; Circ: Circularidad; AR: Relacion de aspecto; Round:

Redondez; Solidity: Solidez; Count: Contaje; Average Size: Tamafo promedio).

[ Results - O ;
File Edit Font Results
|Lakel |area [StdDev [cire. [AR |Round [Salidity

1 HAp_Agviamolienda_26tf 036 0 027 150 087 079

2 HAp Agviamaolienda 26tf 054 O 042 171 058 091

3 HAp Agviamaolienda 26tf 058 O 043 133 075 091

4 Hap_Agviamolienda 264f 045 0O 022 124 081 085

5 HAp_Agviamalienda_264f 064 O 056 1.59 063 092

6  HAp_Agviamalienda_26.46f 046 0 051 132 075 090

7 HAp_Agviamalienda_26.4f 062 0O 060 117 083 093

8  HAp_Agviamalienda_26.4f 034 0 086 1.39 072 092

9 HAp_Agviamalienda_26tf 082 0 069 119 084 092

10 HAp_Agvia molienda_26.tf 080 0 074 134 075 096

11 Hap_Agviamolienda 26Lf 0839 0 054 121 082 092

12 Hap_Agviamolienda 26.6f 078 0 073 111 090 094

13 Hap_Agviamolienda_26.6f 032 0 025 132 075 084

14 Hap_Agviamolienda_26.6f 0.78 0 060 138 072 082

15 Hap_agviamolienda_26.6f 031 0 029 1.22 082 087

16  Hap_Agviamolienda_26.6f 037 0 036 1.50 0D&F 087

17 HAp_Agviamolienda_26.tf 048 0 057 116 088 092

18 HAp_Agvia molienda_26tf 036 0 036 114 087 088

[5% Summary -
File Edit Font
Slice [Count [Total Area [Average Size [%Area [Circ. [Solidity |
HAp_Ag via molienda_26.tf 16 9.298 0.517 19585 0484 0898
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Anexo 12: Resultado obtenido de la muestra Hap/Ag_2 con SAl Fiji/lmageJ.

(StdDv: Desviaciéon estandar; Circ: Circularidad; AR: Relacion de aspecto; Round:

Redondez; Solidity: Solidez; Count: Contaje; Average Size: Tamafio promedio).

[V Results - O
File Edit Font Results
i Label [Area [StdDev [Circ. [AR [Round [Salidity |
1 Hap_Agviagel_224f 107 O 038 135 074 091
2 HAp_AQ via gel_22tf 096 0 085 110 0. 0.94
3 HAp Agviagel 22tF 113 0 050 116 086 093
4 HAp Agviagel 22tf D48 0 041 142 070 068
5 HAp_Agvia gel_22tf 082 0 031 143 070 066
6 HAp_Agvia gel_22tf 036 0 057 103 097 092
7 HAp_Agvia gel_22tf 058 0 025 153 D66 0684
8 HAp_AQviagel_22tf 151 0 033 123 061 088
9 HAp Agviagel 22tf 067 0 055 141 071 091
10 HAp Agviagel 224f 049 0 063 154 065 0092
11 HAp_AgQvia gel_224f 042 0 048 116 086 068
12 HAp_Agvia gel_224f 070 O 051 133 075 068
13 HAp_Agvia gel_224f 034 0O 062 159 D63 089
14 HAp_Agwiagel 22%f 054 0 045 146 063 090
15 HAp Agviagel 22tf 095 0O 050 130 077 069
16 HAp_Agvia gel_224f 065 0 057 186 074 0093
17 HAp_Agvia gel_224f 044 0 041 142 089 090 0 —
File Edit Font
Slice ‘Cmunt |TDtaI Area |Average Size |%Area |Cin: ‘Suhdity ‘
HAp_Agwvia gel_22tf 17 12.028 0.708 18433 0474 0857

Anexo 13: Cuantificacién de tamarnos de las particulas aglomeradas con el SAl Fiji/imageJ,

de la muestra Hap/Ag_1.

(StdDv: Desviaciéon estandar; Circ: Circularidad; AR: Relacion de aspecto; Round:
Redondez; Solidity: Solidez).

GBIOMAT/FPUNA

Results - m}
File Edit Font Results

Label [area [stiDev [circ. [aR  [Round [Solidity |
1 HAp_mol_29tf 1811 O 005 123 082 053
2 Hap_mal29ff 271 0 021 253 038 072
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Anexo 14: Cuantificacién de tamanos de las particulas aglomeradas con el SAl Fiji/imageJ,
de la muestra Hap/Ag_2.

(StdDv: Desviacién estandar; Circ: Circularidad; AR: Relacion de aspecto; Round:
Redondez; Solidity: Solidez).

Results - m} x
File Edit Font Resulis

Label [area_[StdDev [Circ. [aR  [Round [Solidity |
1 HAp_AQviagel_228f 626 0 008 182 055 050
2 HAp_Agviagel_22tf 662 O 0.0 170 053 074
3 HAp_Agviagel_22tf 742 O 013 140 D71 06D
4 HAp_Agviagel 2287 450 O 048 230 D43 093
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