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Resumen

Los materiales basados en hidroxiapatita son los protagonistas en el desarrollo
de soportes para la osteogénesis (proceso de formacion de nuevo tejido 6seo) dado que
presentan una composicion quimica similar al componente mineral natural del hueso.
Estos materiales se caracterizan por ser biocompatibles y bioactivos, sin embargo, en
algunos casos la presencia de fases secundarias genera deficiencias en el desempeno
del material dando lugar a una velocidad de degradacion inadecuada o a una baja
resistencia mecanica. Para mejorar el comportamiento de estos materiales se ha
reportado una combinacion de gran potencial tecnolégico que conjuga una fase con
suficiente resistencia mecanica para soportar el crecimiento de nuevo hueso, y otra
que sea capaz de promover el mecanismo de reparacion y al mismo tiempo unirse al
hueso formado. Este concepto ha dado lugar al desarrollo de materiales
nanoestructurados biocompatibles basados en hidroxiapatita (HA) como fase
bioactiva, y diéxido de titanio (TiO2) como fase bioinerte que otorga resistencia

mecanica.

En el presente trabajo se propone desarrollar una secuencia metodologica que
permita obtener soportes porosos nanoestructurados compuestos de hidroxiapatita y
dioxido de titanio. En la primera parte de este trabajo de tesis, se estudio la sintesis
de nanoparticulas de HA por via hidrotermal a partir de suspensiones acuosas de
hidroxido de calcio y acido ortofosforico. Se analiz6 la influencia que tienen la
naturaleza y concentracion de aditivos como el bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB)
y hexametilentetramina (HMTA) sobre la morfologia de las particulas obtenidas.
También se analizé la influencia de la velocidad de enfriamiento del sistema de
reaccion sobre las caracteristicas morfolégicas y estructurales de las particulas de
hidroxiapatita. Se determiné que a mayores velocidades de enfriamiento se generan
mayor numero de defectos superficiales, lo que le conduciria a un aumento en la
capacidad de biointegracion de las nanoparticulas de HA. En la segunda parte de este
trabajo, se implementaron procedimientos experimentales que proporcionaron la
integracion de las nanoparticulas de HA en una matriz de dioxido de titanio a partir
de la técnica sol-gel. Se realizaron diversos ensayos que permitieron ajustar las
variables de sintesis para la formacion de los sistemas porosos compuestos. Ademas,
se analizo el efecto de la concentracion de HA sobre el tiempo de gelacion y la
integridad final de los geles compuestos obtenidos. En una tercera parte, se presenta
el estudio del proceso de secado de los geles, que representa la etapa critica del

desarrollo debido a que se requiere eliminar el solvente contenido en los poros sin que



se deteriore la microestructura tridimensional generada en el proceso de formacion del
gel. En este trabajo se estudid el proceso de secado con dioxido de carbono en
condiciones supercriticas, que consiste basicamente en una extraccion del solvente
contenido en los poros del gel. Se analiz6 la influencia de la presion y la temperatura
en el proceso de secado asociado a la integridad final y microestructura desarrollada
en los materiales compuestos.

Finalmente, se analizan las caracteristicas de los materiales desarrollados
vinculados a su resistencia mecanica y comportamiento biolégico frente a células

especificas del tejido 6seo y se discuten los alcances de sus aplicaciones.



Abstract

Hydroxyapatite-based materials have a chemical composition similar to the
mineral component of bones. For this reason, these materials are the protagonists
in the development of supports for osteogenesis (process of formation of new bone
tissue). Hydroxyapatite materials are biocompatible and bioactive, however, in some
cases the presence of secondary phases generates deficiencies in the performance,
resulting in an inadequate degradation rate or a low mechanical resistance. The
behavior of these materials can be improved through a combination of great
technological potential that merges a phase mechanically resistant (to support the
growth of new bone), and another that can stimulate the repair mechanism and, at
the same time, join the bone formed.

This concept has led to the development of biocompatible nanostructured
materials based on hydroxyapatite (HA) as a bioactive phase, and titanium dioxide
(TiO2) as a bioinert phase that provides mechanical resistance.

In the present work, the development of a sequence of methods that allows
obtaining nanostructured porous supports composed of titanium dioxide and
hydroxyapatite is proposed. In the first part of this thesis, the hydrothermal
synthesis of HA nanoparticles was studied from aqueous suspensions of calcium
hydroxide and orthophosphoric acid. The influence of the nature and the
concentration of additives such as cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) and
hexamethylenetetramine (HMTA) on the morphology of the particles obtained was
analyzed, as well as the influence of the cooling rate of the system on the
morphological and structural characteristics of the hydroxyapatite particles. When
a high cooling rate is used, a greater number of surface defects can be generated,
which would lead to an increased biointegration capacity of HA nanoparticles. The
second part of this work shows a procedure that provided the integration of HA
nanoparticles in a titanium dioxide matrix from the sol-gel method. The synthesis
variables for the formation of porous composites were adjusted by previous tests.
Moreover, the effect of HA concentration on gelation time and the final integrity of
the obtained gels were analyzed. In a third part, the study of the gel drying process
is presented, which is the critical stage of development because it is necessary to
eliminate the solvent contained in the pores without cracking of the three-
dimensional microstructure of the arranged gel. In this work we studied the drying
process with carbon dioxide under supercritical conditions, which consists of an

extraction of the solvent contained in the pores of the gel. The influence of the



pressure and the temperature on the drying process associated with the integrity
and the developed microstructure was analyzed.

Finally, the developed materials were characterized analyzing the crystalline
structure of the phases, the microstructure (porosity, pore size), as well as the
response of the surfaces of these materials to the adhesion of bone tissue cells, and

the scope of their applications are discussed.
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1.1. BIOMATERIALES

A través de la historia el hombre ha desarrollado diferentes materiales segiin
su necesidad, logrando mejorar asi su calidad de vida. El empleo de diversos
materiales de uso comun como las conchas de moluscos, el marfil, piezas de madera
o metales y minerales, eran usadas en la antigiedad para sustituir las partes
pérdidas del cuerpo humano. La creciente necesidad que enfrentaban las personas
por reemplazar, reparar o reconstruir tejidos u 6rganos que habian sido danados por
enfermedades, defectos congénitos, accidentes, entre otros, llevé a un incremento en
el interés de este tema. Sin embargo, fue entrando al siglo XX cuando la ciencia de
los biomateriales se desarrollé rigurosamente, como respuesta a una necesidad de
ofrecer tratamientos paliativos a un buen numero de afecciones y accidentes
asociados a grandes guerras, sobre todo la Segunda Guerra Mundial. En 1982, se
enuncio el concepto de biomaterial como cualquier sustancia (distinta de una droga)
o combinacion de sustancias, de origen natural o sintético, que puede ser usada por
cualquier periodo de tiempo, como parte o totalidad de un sistema que trata,

aumenta o reemplaza algun tejido, 6rgano o funcion del cuerpo.[1-3]

Sin embargo, la Sociedad Europea de Biomateriales, en 1986, por consenso
acordd una definicion mas simple: Biomaterial, un material — no vivo - utilizado en
un dispositivo médico destinado a interactuar con sistemas biologicos. [4-6] En este
sentido el diseio de nuevos biomateriales requiere tener conocimiento de la
naturaleza y caracteristicas fisicoquimicas de las fases que se utilizaran para su

desarrollo. La figura 1.1 ordena a los biomateriales segin su naturaleza.

COLAGENO
NATURALES
ELASTINA
BIOMATERIALES
POLIMEROS
SINTETICOS METAL
CERAMICOS

Figura 1.1: Clasificacion de los materiales seggQW%apﬁeza
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Como muestra la figura anterior, son varios los biomateriales de origen
sintético. Estos gracias a su amplia disponibilidad, con el paso del tiempo han
evolucionado y experimentado un gran desarrollo que, dependiendo de sus
caracteristicas, propiedades de estructuras y comportamientos, permiten la
elaboracion de nuevos materiales con aplicaciones de avanzada tanto para tejidos
duros como blandos, bioestables, biodegradables, sistemas de regeneracion Osea,

entre otros. En la Tabla 1.1 figuran algunas de las aplicaciones de los biomateriales

en la medicina. [1,2,5]

Tabla 1.1: Aplicaciones de biomateriales sintéticos en medicina[l,7]

MATERIAL

VENTAJAS

DESVENTAJAS

APLICACIONES

Polimeros:

silicona, Teflon,

Facil de producir,

baja densidad

Baja resistencia,

no facilmente

Nylon, PMMA, degradables
polietileno,

polipropileno

Metales: Ductiles, Baja

Acero 316, 316L,
plata, titanio,
cobalto F-75,
aleaciones de Ti, Cr
Coy Cr Co Mo

alta resistencia a la
fractura y desgaste

biocompatibilidad, se

pueden corroer,
propiedades muy
diferentes a las
encontradas en el
cuerpo humano

TITANTO

Ceramicos:

oxidos de aluminio,
aluminatos de
calcio, 6xidos de
titanio, fosfatos de
calcio, carbon

Alta biocompatibilidad,
resistencia a la
corrosion, alta
resistencia a la
compresion y al
desgaste, baja
conductividad eléctrica

Baja resistencia al
impacto, dificil
fabricaciéon

Compuestos: Inertes, alta Falta de consistencia,
biocompatibilidad, dificil de fabricar

metales con resistencia a la

ceramicos, corrosion

materiales

recubiertos con
carbon.
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En particular los biomateriales destinados a la reparacion de tejido 6seo han
evolucionado durante varias décadas, lo que ha permitido clasificarlos en
generaciones donde, a lo largo de los anos, han aparecido nuevos conceptos
vinculados con el trabajo interdisciplinario. Esto ha permitido la siguiente

clasificacion:

- Materiales de primera generacion: una primera generacion de materiales fue
desarrollada en los anos ‘S0 para su uso en el cuerpo humano. El objetivo de estos
primeros biomateriales era “alcanzar una combinacion conveniente de propiedades
fisicas para reemplazar las del tejido sustituido con una respuesta toxica minima del
receptor”. Se buscaban materiales que fueran inertes en el cuerpo con el fin de
reducir la respuesta inmune y la reaccion a un cuerpo extrafio a un nivel minimo.
La eleccion de los materiales usados en dispositivos médicos era fundamentalmente
empirica. Esta generacion de materiales tiene relacion con el desarrollo de la
industria aeronautica y con materiales como el titanio y sus aleaciones, cuyas
caracteristicas relevantes son la inercia y la pasividad. Los materiales

representativos de esta clase son el acero y el polietileno [8,9].

- Materiales de segunda generacion: gracias al desarrollo del conocimiento
cientifico en el campo de los biomateriales y de la inmunologia en los afios 1970
surgi6 la generacion de los materiales bioactivos y de los materiales bioabsorbibles.
Los materiales bioactivos tienen la habilidad de interactuar con el medio biolégico
para mejorar la respuesta biologica y lograr la union entre el tejido y la superficie del
biomaterial. Los materiales bioabsorbibles tienen la habilidad de sufrir una
degradacion progresiva mientras el nuevo tejido se regenera y se cura. El objetivo era
producir componentes biocompatibles y capaces de interactuar con el medio
biolégico favoreciendo su integracion. En el ambito ortopédico y odontolégico, esta
generacion ha conducido a la elaboracion de los primeros injertos 6seos como los
vidrios bioactivos, ceramicas, vitroceramicas y materiales compuestos,
encontrandose como ejemplos caracteristicos los fosfatos de calcio, la hidroxiapatita

y los biovidrios [10].
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Figura 1.2: Clasificacion de biomateriales de regeneracién 6sea por generacion

-Materiales de tercera generacion: Mientras que en la segunda generacion los
biomateriales pueden ser bioactivos o bioabsorbibles, en la tercera generacion se
desarrollan materiales que combinan estas dos propiedades. Ademas, se pueden
disennar de tal forma que puedan responder a estimulos externos, por ejemplo,
haciéndolas capaces de cargarse con moléculas biologicamente activas, en unos
casos para liberarlas de forma controlada en el momento preciso y en el lugar
adecuado, como podria ser el caso de farmacos antitumorales, o en otros para unirlas
covalentemente a la superficie del material y facilitar su union a los osteoblastos y

asi acelerar la formacion de nuevo hueso [10].

- Materiales de cuarta generacion: Gracias al desarrollo del conocimiento sobre
la interaccion biomaterial /medio biolégico a nivel molecular, celular y tisular, ha sido
posible elaborar biomateriales que se caracterizan por la capacidad de estimular
células especificas para ayudar al cuerpo a curarse y a reparar sus propios tejidos
de manera natural siguiendo procesos fisiologicos. En esta etapa, hay una clara
evolucion en el conocimiento y enfoque del trabajo a realizar, y los mundos de la
medicina y la ciencia de los materiales se abren y coordinan con la bioquimica y la
biologia para lograr obtener esos materiales cuya mision es regenerar los tejidos
vivos. Estos materiales son los biomateriales de cuarta generacion, también llamados

“biomateriales inteligentes” [10,11].

La cuarta generacion pretende obtener materiales que interactuen en
profundidad con los sistemas biologicos mediante la regularizacion del proceso
biologico, integrandose en el organismo y con una capacidad de degradarse y de

luchar contra las infecciones. Se denominan materiales inteligentes, ya que adaptan
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sus propiedades al estimulo exterior o contienen sensores para vigilar las funciones

e interactuar con los sistemas biologicos [6].

Como se ha mencionado en la definicién de biomaterial, el fin de éste sera entrar
en contacto con un sistema biolégico por lo que debe poseer propiedades particulares
tanto mecanicas como biologicas. La caracteristica esencial y que deben cumplir
todos los biomateriales es la biocompatibilidad, la cual se entiende como la cualidad
de no inducir efectos toxicos o daninos sobre los sistemas biologicos donde actuan,
devolviendo una respuesta apropiada por parte del receptor y con un fin especifico.
Debido a las caracteristicas del sistema inmunologico cuando se introduce un cuerpo
extrano en el organismo éste tiende a rechazarlo o incluso a atacarlo, generando
dolores, inflamaciones, que pueden provocar la necesidad de retirar dicho material.
Es por ello por lo que los materiales biocompatibles no deben generar toxicidad, ni

anticuerpos, ni respuesta antigénica, ni respuesta inflamatoria [12].

La BIOCOMPATILIDAD es la habilidad de un material para ser aceptado por el
cuerpo del paciente y que, ademas, no irrite a los tejidos circundantes, no
provoque una respuesta inflamatoria, no produzca reacciones alérgicas y que no
tenga efectos carcinogénico, o sea, que no produzca cancer.

Por otro lado, es necesario que los biomateriales para regeneraciéon osea
presenten ciertas caracteristicas fisicas y mecanicas, que lo hagan 1util para la
funcion requerida en el sitio implantado, lo que se conoce como biofuncionalidad

[13].

1.2. BIOMATERIALES COMPUESTOS NANOESTRUCTURADOS

Un material compuesto o composite, es el resultado de la combinacion de dos o
mas materiales diferentes: metal-metal, metal-ceramico, metal-polimero, polimero-
ceramico, polimero-polimero y ceramico-ceramico; de tal modo que se puedan
aprovechar las propiedades de ambos. Su fabricacion se lleva a cabo mezclando los
diferentes materiales, de manera que la dispersion de uno de ellos en el otro pueda
ser controlada y se alcancen propiedades optimas [7,14]. Cada constituyente cumple

una funcion especifica y difiere en forma o composicién, ademas:
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+ Los constituyentes mantienen su identidad fisica o quimica; es decir, no se
disuelven o fusionan completamente uno en el otro, aunque actian

concertadamente,

+ Los componentes pueden normalmente identificarse y exhiben una interfaz

entre uno y el otro,

+ Las propiedades del material resultante, usualmente mecanicas, son

superiores a las de sus componentes individuales por separado.

+ Los constituyentes tienen que manifestarse con una abundancia razonable,

por ejemplo, mayor que el 5% en volumen.[3]

Una de las ventajas principales de los materiales compuestos es que, con el
refuerzo adecuado, se pueden modificar o mejorar algunas propiedades de la matriz.
Estas propiedades pueden ser mecanicas, como mayor resistencia, rigidez,
resistencia al desgaste o a la fatiga; de tipo quimico, como mayor resistencia a la
corrosion, mayor bioactividad, o de tipo fisico, como mejoras en el comportamiento
de los materiales a campos eléctricos y acusticos o a la temperatura y la presion.
Debido a estas ventajas, estos materiales tienen una gran aplicaciéon en areas donde
las propiedades de cada material son fundamentales y complementarias para el
desarrollo de nuevos materiales que garanticen la integracion de éstos con el tejido

circundante, como es el caso de los materiales de sustitucion 6sea.

Recientemente, los materiales para uso como sustituto 6seo han cobrado un
gran interés, especialmente los materiales compuestos, donde se pretende, por medio
del uso de diferentes componentes, tratar de imitar la estructura y funciones del
hueso, tanto a nivel celular como estructural, sin producir reacciones inmunologicas
y permitiendo un crecimiento adecuado del tejido natural. Se dice que el hueso se
puede describir como un composite, el cual esta constituido por una matriz de apatita
reforzada por fibras de colageno. Esta configuracion le proporciona al tejido 6seo la
resistencia necesaria para cumplir con éxito su funciéon de sostén del organismo, asi
como la adecuada elasticidad para absorber, sin colapsar, los grandes esfuerzos

instantaneos que se generan durante la actividad del ser vivo.[3,15] Figura 1.3
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Hueso entera Estructura tisular Microestructura Nanoestructura

Osteon (sistema Haversiano)
(~2001m)

Hidroxiapatita

Fibrillas de coldgeno (~50nm) (~50x 25 2nm}

Fibra de coldgeno (~5pm)

Hueso esponjoso

Moléculas de coldgeno

Hueso compacta

Cristales de HA Triple hélice de coldgeno

(~300 x 1.5 nm)

Vasos sanguineos Vista microscopica o v .
Fibrillas mineralizadas

Macro Nano

Figura 1.3 Estructura jerarquica de un hueso tipico en diferentes escalas [16]

Entre los biomateriales utilizados para regeneracion o6sea, se encuentran los de
relleno o injerto y, por otro lado, los materiales de aislamiento o barrera. Los primeros
son productos biologicos destinados al relleno de defectos 6seos. Los materiales de
aislamiento o barrera son biomateriales naturales o sintéticos que permiten la
proliferacion de grupos celulares especificos evitando la invasion de ciertos tipos de

células en un determinado espacio.

Tras el implante de materiales para la regeneracion 6sea, se produce una
interaccion entre las particulas de este con el tejido, conocida como interfaz tejido-
material. La interfaz tejido-material es la conexion fisica entre dos sistemas
independientes; el tejido biologico circundante y el implante. Diversos estudios en
esta comunicacion molecular plantean que el tejido biolégico posee diferentes
mecanismos que permiten reconocer detalles moleculares, que influyen directamente
en las interacciones producidas a partir de la introduccion del implante en el
organismo. Segun los diferentes niveles de interaccion y el tipo de respuesta celular,
éstos materiales se pueden clasificar a su vez, en tres categorias: biotolerantes o

bioinertes, bioactivos y biodegradables [6,17].
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De las tres categorias mencionadas anteriormente, los materiales con
propiedades de bioactividad son objeto de estudio en la actualidad (correspondiente
a los materiales de tercera generacion). Estos han cobrado importancia, ya que no
se trata solo de reparar, sino de regenerar, de estimular los mecanismos ya presentes
de forma natural en el cuerpo humano. Estos materiales son capaces de inducir la
formacion de tejido 6seo alrededor del implante y una fuerte integracion con el mismo
(osteointegracion). En la aplicacion ortopédica y dental, los materiales bioactivos
inducen la formacion de apatita similar al hueso tanto in vitro como in vivo.

La osteointegracion es una conexion firme, estable y duradera entre un
implante y el hueso que lo rodea. El éxito de esta conexion o interfaz hueso-implante
depende de factores biologicos y sistematicos del paciente y de las caracteristicas del
implante y su superficie. La primera definicion (Brdnemark, 1986) de
osteointegracion hace referencia a la conexion directa, estructural y funcional del
hueso vivo con la superficie del implante, sin intervencion del tejido circundante. Sin
embargo, con el tiempo y el desarrollo de nuevos materiales con mayor interaccion
entre ambos, fue redefinida por Albrektsson y Zarb en 1993 como “el proceso por el
cual se consigue una fijacion rigida y asintomatica de materiales aloplasticos” [18],
es decir, consiste en la adhesion quimica demostrable del hueso al implante. No
obstante, el éxito de la union del biomaterial al hueso depende de la funcion de dos
procesos previos tales como:

+ La osteinduccion permite la diferenciacion de las células osteoprogenitoras.
Se dice que un biomaterial es osteoinductivo cuando presenta la facultad de
formar tejido 6seo en un sitio donde no hay hueso prexistente.[19]

+ La osteoconduccion, es la capacidad que tiene un biomaterial de guiar el

crecimiento, bien sea en su superficie (biomateriales densos) o en su volumen
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(biomateriales porosos), buscando el crecimiento en el volumen del
biomaterial injertado y por lo tanto son ideales los biomateriales con porosidad
abierta. Esta capacidad depende de varios factores que establecen la afinidad
entre su superficie y las proteinas y las células responsables de la formacion
del nuevo tejido 6seo. La superficie tiene que poder acoger los osteoblastos,
células constructoras del tejido 6seo, y permitir su proliferacion, dando lugar
a la colonizacion del biomaterial por las células, las cuales llevan a cabo la
osteogénesis (formacion de nuevo hueso).[19]

Por otro lado, para que haya una regeneracion del hueso, cabe destacar que los
biomateriales compuestos, deben contar con ciertas caracteristicas de vital
importancia como lo son: (a) propiedades superficiales, entre ellas las propiedades
quimicas y topograficas de la superficie del biomaterial, las cuales pueden afectar de
manera directa en la adhesion y por ende la proliferacion celular; (b) propiedades
mecanicas, cuyo desarrollo es uno de los principales desafios de la ingenieria tisular,
ya que al mejorar estas propiedades, se obtienen materiales con mayor resistencia,
lo cual permite que puedan, de alguna manera, ejercer la funcion de soporte que el
hueso cumple; (c) porosidad, son importantes en este tipo de materiales debido a la
necesidad de integrar espacios que puedan albergar a células y polipéptidos activos
para favorecer la penetracion del tejido regenerado. Los mismo deben ser abiertos e
interconectados con el fin de permitir la difusién de nutrientes y gases producto de
la activad celular; (d) tamano de poro, el control de tamafio de poro es de gran
importancia para una correcta vascularizacion del tejido y a su vez una adecuada

osteogénesis. [15,20].

En este sentido, desde hace mas de dos décadas, diversas investigaciones se
han enfocado en la elaboracion de materiales compuestos porosos y bioactivos con
la finalidad de utilizarlos como soportes en procesos de regeneracion de tejido 6seo.
En este campo, se han desarrollado materiales que pueden imitar la morfologia y
funcion de la estructura o6sea, con el objeto de optimizar la integracion con el tejido
circundante y obtener asi soportes para la osteogénesis. Los bioceramicos son los
protagonistas de este escenario gracias a las propiedades de biocompatibilidad y

bioactividad que presentan [17].

1.3. BIOCERAMICOS
Los ceramicos utilizados en la reparacion y reconstruccion de partes del cuerpo

danadas o enfermas se denominan bioceramicos. La norma ISO/TR 10993-9 (1994)
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define un bioceramico como un material ceramico disenado para lograr un
comportamiento fisiolégico especifico al ser usado en la construccion de protesis u
organos artificiales internos. [3] Entre los bioceramicos encontramos:

1.3.1. Bioceramicos inertes: son aquellos que muestran pocos cambios
quimicos durante la exposicion a las disoluciones fisiolégicas. La respuesta del tejido
a estos bioceramicos es la formacién de una membrana fibrosa muy fina de varias
micras, que rodea al implante, esto se debe a que los tejidos fibrosos no se enlazan
quimicamente al material bioceramico inerte.[21] Ejemplos de este tipo de materiales

son, dioxido de titanio (TiO2), alimina (Al2O3) y zirconia (ZrO»)[3]. (Figura 1.4).

Figura 1.4: Ejemplos de cerdamicas inertes, alumina (izquierda) y zirconia

(derecha)

1.3.2. Bioceramicos biodegradables o reabsorbibles: Son aquellos que, al
ser implantados, se disuelven con el tiempo y son reemplazados gradualmente por el
tejido natural. Estos materiales deben tener una composicion que contenga solo
elementos facilmente metabolizables por el organismo como es el Ca, P, H,O y COa.
Uno de los pocos bioceramicos que cumple parcialmente estas caracteristicas es el

fosfato tricalcico (Cas(POas)2/B-TCP). [3,21] (Figura 1.5).

Figura 1.5: Aspecto clinico del 3-TCP [22]

11
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1.3.3. Bioceramicos bioactivos: se caracterizan por la union directa del
biomaterial al hueso sin formacion de tejido conectivo en medio. La interfase
adherida al tejido, desarrollada por estos ceramicos bioactivos, posee una gran
resistencia a la fractura, de tal manera que la ruptura se produce bien en el implante
o en el hueso, pero casi nunca en la interfase. [3] Un ejemplo son los biovidrios,
vitroceramicos, hidroxiapatita y materiales compuestos con actividad superficial.

Dentro de los bioceramicos de tipo bioactivo, se encuentra la hidroxiapatita (HA,
Caio (PO4)s (OH)2). Esta cristaliza en el sistema hexagonal, grupo de simetria P63 /m,
con valores de red a =b = 9,432 Ay ¢ = 6,88 A. La misma,[3] es un fosfato de calcio
que tiene una composicion quimica similar al componente inorganico del hueso y
dientes. Con una relacion molar (Ca/P) = 1.67. Este material se utiliza actualmente
en diversas formas como sustituto oseo, debido a sus propiedades de
biocompatibilidad, bioactividad y osteoconduccion. [23,24] Sin embargo, el polvo de
hidroxiapatita nanoestructurado se ha convertido en uno de los materiales
funcionales mas utiles en varios campos en los ultimos anos, [25] debido a su
composicion y estructura. Posee alta capacidad de intercambio ionico [16] y de
adsorcion superficial, que resulta de los grupos funcionales superficiales y de su
constitucion quimica. Cabe destacar también su capacidad osteoconductora, ésta se
debe a que el material puede proporcionar el entramado que facilite la penetracion
del nuevo hueso en el implante. Un material osteoconductor, puede llegar a ser
osteointegrado, si se llega a formar una union fisico-quimica entre el implante y el
hueso vivo a partir del crecimiento 6seo. Para ello se requieren areas de intimo
contacto, estabilidad primaria y material bioactivo y compatible con el hueso. Es
importante el papel que tiene la hidroxiapatita como componente de los materiales
compuestos para la regeneracion 6sea, como fase bioactiva. [26-29] En el Capitulo

III se desarrolla este tema de forma mas detallada.

1.4. Motivacion de este trabajo de tesis

En la ciencia de los materiales se conocen diversos métodos que permiten la
obtencion de materiales nanoparticulados, con poros de tamano controlados y con
caracteristicas superficiales especificas. Dentro de esta gran area de trabajo, la
sintesis por sol-gel es uno de los métodos mas atractivos, debido a la facil
implementacion para la fabricacion de materiales monofasicos o compuestos [30].
Esta técnica permite obtener diferentes fases en condiciones suaves de sintesis, como

asi también facilita la inclusion de diversos aditivos, mediante los cuales es posible

12
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otorgar propiedades especificas al material final. Una de las etapas criticas de esta
metodologia es la del secado del material en su condicion de gel, que es una red
interconectada de particulas solidas que forman una entidad continua a lo largo de
una fase secundaria, generalmente liquida.

Por otro lado, la tecnologia de fluidos supercriticos brinda opciones para el
procesamiento de diversos materiales, entre ellos el secado de geles obtenidos por
sol-gel. Esa tecnologia no convencional, permite preservar la nanoestructuracion de
los materiales desarrollados por sol-gel y, ademas, facilita la funcionalizacion.
[31,32]. En particular, el empleo de dioxido de carbono en condiciones supercriticas
(CO2-SC) como solvente para diversos procesos es considerado un “proceso limpio”
(o green process) debido a las caracteristicas del CO.-SC. [33]

Por ello, la motivacion de este trabajo de tesis se centra en la integracion de
metodologias de sintesis para el desarrollo de biomateriales ceramicos tutiles en el
area de regeneracion de tejido 6seo. El presente trabajo, se enfoca en la obtencion de
sistemas compuestos nanoestructurados de dioxido de titanio (material bioinerte) e
hidroxiapatita (material bioactivo) mediante la integracion de técnicas como: sintesis

hidrotermal, sintesis sol-gel y secado supercritico de geles.

13
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1.5. OBJETIVOS

1.5.1. Objetivo general

Desarrollar materiales compuestos nanoestructurados porosos de dioxido de
titanio e hidroxiapatita (TiO.-HA) mediante la integracion de metodologias de sintesis

y procesamiento que contemplan procesos a alta presion.

1.5.2. Objetivos especificos

w Sintetizar nanoparticulas de HA por el método hidrotermal, utilizando aditivos con
el objeto de controlar la morfologia de las particulas y evitar la formacion de

aglomerados.

w Sintetizar y procesar geles precursores TiO, y de sistemas compuestos TiOz-HA
para lograr microestructuras homogéneas de porosidad abierta y poros de tamano

controlado.

w+ Estudiar el proceso de secado de geles precursores de TiO> y de sistemas

compuestos TiO,-HA con dioxido de carbono en condiciones supercriticas.

w+ Evaluar procesos que utilicen diéxido de carbono en estado supercritico para
desarrollar materiales basados en TiO»>-HA funcionalizados de alto valor agregado

y de interés tecnologico.

w Evaluar las caracteristicas estructurales, morfolégicas, mecanicas y biologicas de

los materiales obtenidos.

14
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1.6. HIPOTESIS GENERAL DEL TRABAJO

Como hipotesis general del trabajo, se plantea aprovechar la morfologia
controlada de las particulas de HA obtenidas por el método hidrotermal para generar
superficies de HA con hidroxilos superficiales activos. Estas funcionalidades hacen
posible que los alcoxidos de Ti y las cadenas de Ti-O-Ti originadas a partir de la
hidroélisis y condensacion de estos precursores, puedan unirse quimicamente a la
superficie de las particulas de HA. De esta manera se logra un gel precursor
compuesto de TiO2-HA con una optima dispersion a escala nanométrica. Los geles
compuestos pueden ser secados utilizando CO»-SC, empleando un disolvente
adecuado que permita mantener la estructura porosa. Adicionalmente, agentes
generadores de poros, incluidos en la composicion del gel, pueden permanecer
uniformemente distribuidos en éste para luego ser eliminados durante el proceso de
secado mediante CO»-SC. En consecuencia, ajustando las condiciones de sintesis y
procesamiento se obtiene un material monolitico compuesto formado por la
distribucion homogénea de HA en TiO2 con una microestructura porosa a escala
nano y micrométrica obtenida por medio del control de los parametros de secado con

CO,-SC.
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En este capitulo se describen las técnicas y métodos empleados durante el
desarrollo de este trabajo de Tesis que permitieron la caracterizacion de los reactivos

utilizados y de los materiales obtenidos en cada etapa del proceso de sintesis.

2.1. Difraccion de rayos X de polvos (DRX)

La difraccion de rayos X es una técnica versatil y no destructiva, comunmente
empleada para determinar la composicion quimica y la naturaleza cristalografica de
un material. Los rayos X son una clase particular de radiacion electromagnética de
energia elevada, cuya longitud de onda es del orden de los espaciados
interatomicos existentes en los materiales solidos. Consiste en la incidencia de
rayos X de forma angulada sobre la muestra y un detector coordinado para estar
en un angulo congruente. Asi, se busca el angulo en el cual la difraccion de la

radiacion incidente causa una interferencia constructiva.

Esta técnica fue utilizada para identificar las fases cristalinas de los reactivos
de partida en la sintesis de hidroxiapatita (Capitulo IV), para analizar la cristalinidad
de la HA obtenida y el tamano de cristal (Capitulo IV), asi como también para analizar
las fases cristalinas presentes en los materiales obtenidos de TiO2-HA (Capitulo VI).

Los analisis de las muestras en polvo se realizaron utilizando un difractometro
PANalytical con radiacién de Cu-Ka (longitud de onda A = 1,54050 A) a 40 kV y 30
mA. Los difractogramas se registraron entre 20° y 80° 20 a una velocidad del
goniometro de 1°/min. El tamano de cristal promedio (1) de las particulas, se calculd
a partir de la medida de ensanchamiento de la linea de DRX usando la ecuacion de

Scherrer:
_ 0,91
e BcosH

Donde 1 es el tamano del cristal de la HA sintetizada, 1 es la longitud de onda
(Cu-Ka), b es el ancho total en la mitad del maximo pico (002) y q es el angulo de

difraccion correspondiente.

2.2. Método Rietveld

Este método es un procedimiento para refinar estructuras cristalinas usando
datos de difracciéon de rayos X. El mismo requiere del conocimiento previo
aproximado de la estructura cristalina de todas las fases de interés que aparezca en
el patron de difraccion. Consiste basicamente en ajustar los parametros

estructurales o parametros de red teoricos, deslizamientos atomicos, anisotropia,
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tensiones de la red, entre otros, asi como los experimentales, que dependen de las
condiciones de experimentacion, al perfil completo del difractograma, suponiendo
que el difractograma es la suma de un numero de reflexiones de Bragg centradas en
sus posiciones angulares respectivas. Luego los parametros escogidos van siendo
ajustados en un proceso iterativo hasta que se alcanza una condicion de
convergencia con los valores de las intensidades experimentales y el modelo teorico.

Para realizar el refinamiento de la estructura por el método Rietveld, se evaluo
la cristalinidad de las fases por difraccion de rayos x (DRX) usando Empyrean
PANalytical diffractometer, equipado con monocromador de grafito, usando Cu Ka
radiacion (A= 1.5406 A) at 40 kV and 40 mA. Todos los difractogramas fueron
obtenidos en el rango de 20° a 80° (26) con tamano de paso de 0.02° y un tiempo de

4 segundos,

2.3. Espectroscopia Raman

Es una técnica espectroscopica empleada para el analisis de practicamente
cualquier material, ya sea organico o inorganico. Se basa, en la incidencia de un haz
de luz monocromatico (de frecuencia vo), dispersandose de manera elastica
(dispersion Rayleigh) en su mayor parte, pero existiendo una cantidad de luz que ha
sido dispersada inelasticamente, y por tanto presenta un cambio en su frecuencia.
Estos cambios en la frecuencia son caracteristicos de la naturaleza quimica y del
estado fisico de la muestra, y por tanto son los datos que permiten
identificar distintos compuestos y caracteristicas moleculares. Una de sus
principales ventajas radica en que no es necesaria ninguna preparacion de la
muestra a estudiar y que se trata de un proceso no destructivo.

El analisis de espectroscopia Raman se llevd a cabo en un instrumento
Renishaw In Via Reflex multicanal. La excitaciéon fue proporcionada por linea de 785
nm de un laser Ar. Para mejorar la relacion senal-ruido, se acumularon 3 barridos
para la HA sintetizada y para los sistemas compuestos de TiO»2-HA, cada uno con
una exposicion de 15 s (HA) y 10 s (TiO2-HA) a la potencia del laser que oscila entre
30 y 300 mW. Esta técnica contribuy6 a la identificacion de grupos funcionales de
las fases de HA y TiO2 en los materiales obtenidos y a la interaccion entre ambas

fases (Capitulo VI).

18



Capitulo II: Técnicas de andlisis y caracterizacion

2.4. Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia infrarroja es una técnica de analisis cualitativo para la
identificacion de compuestos. La misma brinda informacion de la naturaleza de los
grupos funcionales moleculares, y también ofrece datos vinculados a la estructura
de las especies presentes en una muestra. Para esto, la técnica se basa en el uso de
luz infrarroja que se produce entre 0,7 y 500 pm en el espectro electromagnético
entre las regiones visible y microondas. Cuando dicha luz interactia con una
molécula, esta tlltima se excita a un estado vibracional mas alto debido a la absorciéon
de energia; donde la longitud de onda de la luz absorbida por una molécula particular
es una funcion de la diferencia de energia entre los estados vibracionales en reposo
y excitados. Siendo, la longitud de onda absorbida por una muestra dada
caracteristica de su estructura molecular. La interpretacion de los espectros FTIR se
lleva a cabo comunmente a través de los parametros que caracterizan a las bandas
de absorcion, es decir, frecuencia e intensidad.

Con el fin de evaluar por FTIR los grupos funcionales y cambios estructurales
de la HA sintetizada y de los sistemas de TiO2-HA obtenidos (Capitulo III y VI) se
realizaron analisis en un Espectrofotometro infrarrojo (FTIR) con accesorios, Nicolet
6700, Thermo Scientific en el modo de transmision dispersando la muestra en KBr.
Cada espectro se obtuvo a partir de 40 barridos con una resolucion de 2 cm-! en el

rango de 4000 a 400 cm-!.

2.5. Determinacion de tamaio de particula por dispersion dinamica de luz.

La dispersion dinamica de la luz (DLS, del inglés Dynamic Light Scattering) es
una técnica no invasiva para determinar el tamano y distribucion de particulas en el
rango submicronico. La aplicacion tipica de la DLS es la caracterizacion de
particulas, emulsiones o moléculas que se han dispersado o disuelto en un liquido
determinado. El mismo mide la velocidad del movimiento browniano y lo relaciona
con el tamano de la particula, haciendo que la luz de un laser se disperse en
diferentes intensidades, a partir de lo que se determina el coeficiente de difusion
traslacional (D) que esta relacionado con el tamafio de particula por la ecuacion de
Stokes-Einstein:

D = kT/6ph d(h)

Donde
d (h) = diametro hidrodinamico

k = constante de Boltzman (1,38x10-23)
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T = temperatura absoluta

h =viscosidad del medio dispersante

D = coeficiente de difusion traslacional

El movimiento browniano es un movimiento al azar de las particulas debido al
“golpeteo” de las moléculas del solvente alrededor de ellas. A mayor tamano, menor
movimiento. La velocidad del movimiento browniano se define por una propiedad
conocida como coeficiente de difusion traslacional, el cual no solo dependera del
tamano del nucleo de la particula sino también de cualquier estructura de superficie,
y de la concentracion y tipo de iones que se encuentren en el medio.

Esta técnica fue utilizada en esta tesis para determinar la distribucion de
tamanos de particula de los polvos de HA sintetizados en el Capitulo III. Para ello, se
empled un equipo Malvern Zetasizer nano S90 con un laser de 532 nm. Los polvos
fueron dispersados en alcohol isopropilico (5 ug en 10 mL) y la suspension fue agitada

por 2 h con punta ultrasonica antes de cada medicion.

2.6. Microscopia electronica de barrido (SEM)

La microscopia SEM es una de las técnicas mas usadas para la caracterizacion
de la microestructura de materiales. Las imagenes proporcionadas por el microscopio
electronico de barrido se obtienen a partir de las sefiales emitidas por la muestra y
se forma a medida que el haz de electrones se desplaza sobre una porcién de su
superficie. Este barrido (scanning) se realiza linea por linea sobre una pequena zona
de forma rectangular. Esta zona es la que se visualiza amplificada en la imagen final.
A medida que el haz explora la muestra de esta manera la intensidad de la senal
generada varia segun el punto particular analizado en cada instante. La senal
detectada puede ser entonces analizada y amplificada, tanto en su forma analogica
como digital, y finalmente procesada convenientemente.

Esta técnica ha sido utilizada para caracterizar la morfologia y el tamafio de las
particulas obtenidas de HA (Capitulo II). Ademas, permitio revelar Ila
microestructura desarrollada en los materiales compuestos porosos de TiOz-HA
obtenidos (Capitulo V). Los analisis fueron realizados en un microscopio Jeol JXA-
8600, previo recubrimiento de las muestras con una delgada pelicula conductora de

oro/paladio.
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2.7. Microscopia electronica de transmision (TEM)

Esta técnica se basa en los mismos principios fisicos involucrados en la
microscopia SEM, sin embargo, en este caso las muestras analizadas deben tener
espesores relativamente pequenios para permitir la transmisiéon de los electrones. El
analisis del haz transmitido es lo que permite finalmente la obtencién de las
imagenes digitales de la muestra. Esta técnica es particularmente util para obtener
informacion sobre el tamano y la forma de las particulas que conforman la
microestructura de un determinado material en la escala de los diametros atéomicos,
asi como también para la deteccion de defectos atéomicos en areas de unos pocos
nanometros de radio.

En este trabajo la microscopia por transmision fue utilizada para el analisis
morfologico de las particulas de HA (Capitulo III). Para ello se utilizé6 un microscopio
electronico de transmision Jeol JEM 200CX. Las muestras en polvo se dispersaron
sobre una pelicula de carbono soportada por una malla de cobre para su analisis.

Las micrografias fueron tomadas utilizando un voltaje acelerador de 100 kV.
2.8. Analisis térmico: Gravimétrico (TGA) y diferencial (DTA)

Un analisis Termogravimétrico (TGA) comprende el estudio de la evolucion de
las propiedades de una muestra cuando es sometida a un programa de
temperaturas en una atmosfera controlada. Las variaciones registradas pueden
deberse a una pérdida de masa o una ganancia de masa. La informaciéon que se

obtiene de esta técnica permite:

A. Conocer el intervalo de estabilidad térmica de los materiales.

B. Conocer, mediante el uso de una atmosfera controlada, las condiciones
en que se oxidan o se degradan.

C. Determinar la cinética de una reaccion.

En el Analisis Térmico Diferencial, en cambio se mide la diferencia de
temperatura entre la muestra y un material de referencia (térmica, fisica y
quimicamente inerte) en funcion del tiempo o de la temperatura cuando dicha
muestra se somete a un programa de temperatura en una atmosfera controlada. Es
una técnica cualitativa que indica la temperatura a la cual tiene lugar el cambio
energético en estudio y si el proceso es endotérmico o exotérmico.

En el caso de que ocurra un proceso endotérmico (AH > O, por ejemplo, la fusién
de un metal), la temperatura de la muestra, Ts, sufrira un retraso respecto a la de la

referencia, Tr, mientras contintia el programa de calentamiento. Si ocurre un proceso
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exotérmico en la muestra (AH < O, por ejemplo, la oxidacion de un metal), la respuesta
sera en sentido contrario.

Esta técnica fue empleada para observar lo cambios de masa en los geles de
TiO, y sistemas compuestos de TiO,-HA (Capitulo IV) a medida que aumenta la
temperatura. También se realizaron analisis sobre las muestras secadas con CO;
supercritico que brindaron informacion sobre cambios de fases presentes en los

materiales.

2.9. Meétodos Reologicos

Un parametro relevante en el procesamiento sol-gel es la viscosidad, que es
funcion del tiempo y esta relacionada al tamano de los clusters; cuanto mayor es su
tamano, mayor es la viscosidad. Generalmente, se emplea el cambio repentino en la

viscosidad para identificar el tiempo de gelacion (tg).

Un método para medir el t; es a partir de la respuesta viscoelastica del sistema
medida con un viscosimetro de brecha angosta cuyo cilindro oscila a determinada
frecuencia. El método se basa en la medicion de las componentes del médulo de corte
complejo, G:
G=G@ +iG” ()

El modulo de almacenamiento, G’, asociado a los efectos elasticos (relacionado
a la energia almacenada durante la deformacion), y el modulo de pérdida, G”,
asociado al efecto viscoso (relacionado con la energia disipada durante la
deformacion). G’ provee informacion acerca de la estructura de la red y su evolucion
sirve para seguir la cinética de gelacion. En este contexto, se tiene que a muy baja
frecuencia G” es mucho mayor que G’, por lo que predomina el comportamiento
viscoso de un liquido. Al aumentar la frecuencia o tiempo, las curvas de G’y G” se
cruzan y empieza a dominar el comportamiento elastico tipico de un soélido.[34]

(Figura 2.1).
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G'o G’ (Pa)

Frecuencia (s)

Figura 2.1 Diagrama esquematico del modulo de almacenamiento, G’, y de pérdida G”, vs.

La frecuencia (S-1)[34]

En este trabajo de tesis se realizaron medidas de G’y G” para caracterizar los
soles de TiO, preparados y los sistemas compuestos TiO.-HA. Para ello se utilizé un
Reometro Anton Para Physica MCR 301 con celda Peltier P-PTD 200. Las medidas se
realizaron utilizando el modo de platos paralelos de diametro de 25 mm, con las

siguientes condiciones de operacion:

DMA: Amplitud gamma = 0,05% Tgel: Amplitud gamma = 1 %
Frecuencia f = 1 Hz Frecuencia f = 1 Hz
FN=0,5N T[-1] = 20°C

T[-1] = 20.....70 °C lin; |Rate| = 5°C

Frecuencia: Amplitud gamma = 0,1%

Frecuencia f = 0,1...100 Hz log; Slope| =5
Pt. / dec

FN = 1N

Se prepararon muestras de 1 mL de volumen a partir de las composiciones
establecidas para este estudio (segun se detalla en el Capitulo IV). Se busco
determinar los puntos de interseccion entre las curvas G’y G” para medir el tiempo
de gelado de los distintos sistemas preparados en forma comparativa. Los valores
hallados fueron analizados en funcién del contenido de particulas de HA agregado

en los soles de TiO,.
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La preparacion de muestra se realiz6 minutos antes de la medida, para ello se
consider6é un volumen final de sol de 1 mL, donde el alcoxido de titanio se mezclo
con la suspension que contenia el solvente, el agua, el porégeno y las particulas de
HA con ayuda de una pipeta Pasteur. Posteriormente, se procedio a la adicion de la
mezcla en el disco oscilatorio que ya poseia la amplitud requerida.

El hecho de preparar la muestra en el momento de hacer la medida y la poca
cantidad de esta da lugar a tiempos de gelacion menores que los registrados en las
preparaciones comunes que se hicieron el laboratorio bajo atmésfera controlada.
Ademas, la dificultad para colocar siempre una cantidad exacta en el plato nos da
solo un indicio de los tiempos de gelado de los sistemas. Asi, las medidas registradas

no son asignadas a los geles preparados, sino utilizadas de manera comparativa.

2.10. Nanoindentacion

La nanoindentacion es una técnica de caracterizacion muy particular debido a
su capacidad para determinar propiedades mecanicas a escala submicrénica. Una
prueba de nanoindentacion es en principio similar a la dureza tradicional ya que una
punta dura se pone en contacto con el material a ensayar. Si bien, la dureza
tradicional provee solamente un Unico valor de deformaciéon a una determinada
carga, la nanoindentacion posee la capacidad de monitorear en forma continua la
carga aplicada y el desplazamiento de la punta durante la penetracion. Esto permite
determinar en forma cuantitativa las propiedades mecanicas del material (Modulo de
Young (E), dureza (H), resistencia al rayado, fractura, etc.).

Esta técnica fue usada para medir la dureza y el modulo de Young de los
materiales obtenidos de TiO, y TiO2-HA (Capitulo V). Se utiliz6 un equipo
Trinoindenter Hysitron. Para los ensayos de indentacion, se defini6 una carga
maxima de 0,5 mN y utilizando un indentador esférico de 500 pm de radio. Todos
los ensayos fueron segun lo dispuesto en la norma ISO 14577-1. Para los ensayos
de scratch se determind una carga normal de scratch de 0,5 mN y un indentador

esférico de 500 pm de radio. Todas las medidas se realizaron por triplicado.

2.11. Medidas de densidad aparente

La densidad aparente de una muestra se define como el cociente entre la masa
de esta y su volumen (incluyendo el volumen de los poros del material). La densidad

aparente puede determinarse por el método de Arquimedes en agua destilada,
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utilizando una balanza para registrar la masa en aire y sumergida de las muestras,

y calculando la densidad aparente segun la siguiente ecuacion:

(mseca.p H20)
(m himeda-m sumergida)

Densidad aparente =

) ) (m hiimeda — m seca)
Porosidad abierta = - - .100
(m hiimeda — m sumergida)

Las muestras obtenidas luego del proceso de secado y calcinado fueron
utilizadas para la medicion de porosidad y densidad. Para las medidas de las masas
humedas, fue necesario dejar las muestras por 24 h en agua para conseguir la

saturacion de los poros.

2.12. Ensayos de adhesion celular

Los materiales para aplicaciones médicas deben ser biocompatibles o
biologicamente aceptables. La biocompatibilidad se define como la capacidad de un
determinado material para dar una respuesta biologica apropiada en una aplicacion
especifica. Esta propiedad se ve directamente afectada por las caracteristicas
superficiales del biomaterial, como asi también por las propiedades fisicoquimicas y
mecanicas. La descripcion de la interaccion entre las células oseas y la superficie
del material es un aspecto fundamental para evaluar la aptitud del material como
soporte para la osteogénesis. En este trabajo se realizaron ensayos de adhesion y
proliferacion celular para evaluar en forma comparativa la respuesta biolégica de los
materiales desarrollados.

Para los ensayos de adhesion y proliferacion celular, se utilizé una linea celular
de osteosarcoma humano. Las células MG63 (ATCC CRL1427) fueron cultivadas en
medio minimo esencial de Eagle (MEM, Gibco), suplementado con 100 mL/L de suero
fetal bovino (Natocor), 1,5 g/L de bicarbonato de sodio, 100 UIl/mL de penicilina y
100 pg/mL de estreptomicina (Gibco). Se incubaron a 37 °C, en una atmoésfera
humidificada y con 5 % de COa..

Ensayo de adhesion: Para la realizacion de los ensayos, se tripsinizaron
mococapas confluentes de células MG-63, crecidas en botellas de 25 cm3, y se agrego

parte de la suspension celular sobre las pastillas del material contenidos en material
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para cultivo. Se permitio6 la sedimentacion y adhesion de estas sobre la superficie del
material y se incubaron en una estufa a 37 °C, en una atmosfera humidificada y con
5 % de COz durante 48 horas. Luego de la incubacion, las células se lavaron 2 veces
con PBS y se fijaron con glutaraldehido 2% en PBS. Se dejaron en el fijador y
almacenaron en la heladera por 24 horas. Cada pastilla fijada se lavo 3 veces con
PBS durante 10 minutos y se deshidrataron en serie creciente de EtOH (30°, 50°,
70°, 90°, 96° y tres veces en 100°), incubando 10 minutos por cada deshidratacion.
A cada pastilla se le agrego HMDS (hexametildisilazano) y se dejo evaporar toda la
noche bajo campana. Se realizo el metalizado de cada pastilla con oro en atmoésfera

de Argon y se visualizaron y fotografiaron en un microscopio electronico de barrido.
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Capitulo III: Sintesis hidrotermal de hidroxiapatita

3.1. INTRODUCCION

Los fosfatos de calcio (CaP) son los llamados ceramicos bioactivos, ya que se
fijan quimicamente al hueso y, ademas son uno de los mayores constituyentes del
hueso y dientes de vertebrados. Son utilizados en aplicaciones biomédicas, porque
sus propiedades quimicas, fisicas y estructurales son semejantes a las propiedades
del hueso. Presentan excelentes propiedades de biocompatibilidad y bioactividad, sin
embargo, las tinicas fases de fosfatos de calcio que son estables a la temperatura y
pH del cuerpo humano son la hidroxiapatita (HA) y el fosfato de calcio dibasico (DCP).
El pH del medio determina la presencia de una u otra fase; la HA es estable para pH
>4.2 (dentro del cual se encuentra el pH del cuerpo humano), y el DCP es estable en
medios acidos (pH <4.2).

En el presente trabajo nos centraremos en la obtencion de HA. La misma esta
formada por atomos de calcio, fésforo, e hidrogeno, cuya estructura quimica es
Cai0(PO4)6(OH)2 con una relacion molar (Ca/P)= 1,67. Presenta caracter i6nico y su
estructura cristalina puede describirse como un empaquetamiento hexagonal
compacto de atomos de oxigeno, con los metales ocupando los huecos tetraédricos y

octaédricos de la red periodica asi formada (grupo espacial P63 /m). Figura 3.1 [3,33]

Figura 3.1. Proyeccion de la estructura cristalina de la hidroxiapatita en un plano.

Este material se utiliza actualmente como sustituto 6seo, debido a sus
propiedades de biocompatibilidad, bioactividad y osteoconduccion [23,24]. El polvo
nanoestructurado de HA, se ha convertido en uno de los materiales funcionales con

mayor uso en los ultimos afios [25], gracias a su composicion, estructura, alta
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capacidad de intercambio i6nico [16] y su capacidad de absorcion superficial que
resultan de sus grupos superficiales y composicion quimica. Los nano polvos de
hidroxiapatita se utilizan generalmente en la liberacion de farmacos [36-3§],
purificacion de proteinas [39], eliminacion de contaminantes organicos e inorganicos
del agua [40] y como componentes de los materiales compuestos para la regeneracion
osea, donde desarrollan un papel clave como fase bioactiva [26-29].

En la actualidad se conocen diversos métodos para la obtencion de cristales de
HA, tales como: los mecanoquimicos [16,41], sol-gel [16,42], precipitacion quimica
[16,43], hidrotérmicos [24,44-46]|, microemulsion [47], irradiacion ultrasonica [48] e
irradiacion de microondas [49]. Entre ellos, el método hidrotermal es apropiado para
la sintesis de nanoparticulas de HA dado que permite sintetizar en una sola etapa
una fase determinada en condiciones de reaccion relativamente moderadas, como
asi también, modificar la morfologia y el tamano de los cristales obtenidos mediante
el uso de diversos aditivos [50]. Este proceso consiste en la reaccion o transformacion
de precursores en presencia de un solvente (agua) en un sistema cerrado a
temperatura superior a la de ebullicion del solvente, el cual, a temperaturas
moderadas de sintesis, permite obtener polvos ceramicos con tamanos de particulas
inferior a 1 um, distribuciones estrechas de tamanos de particulas, entre otras

posibilidades.

Sintesis hidrotermal

El término hidrotermal es de origen geologico, su empleo ha estado siempre
unido a compuestos de origen natural formados a partir de soluciones acuosas a
altas presiones y temperaturas en presencia de substancias mineralizadoras. Con
ello se consiguen disolver y recristalizar materiales que son muy poco o nada solubles
en condiciones normales. En general, la sintesis hidrotermal se basa en una relaciéon
heterogénea en medio acuoso a temperatura superior a la de ebulliciéon del disolvente
y presion superior a la atmosférica.

Los recipientes empleados para esta sintesis se conocen como autoclaves, y
generalmente son de acero con interior de teflon. Las caracteristicas principales que
tienen son:

+ Resistencia frente a acidos, bases y agentes oxidantes
w+ Facil de abrir y cerrar
+ Herméticos

+ Versatilidad en el rango de presion y temperatura a utilizar
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En la sintesis hidrotermal se llevan a cabo principalmente dos tipos de
reacciones quimicas como la hidrélisis, formacion de complejos, y reacciones de
oxidacion y reduccion. Las sintesis se realizan usualmente a la presion de vapor de
la mezcla de reaccion a la temperatura del proceso, aunque también puede
incrementarse la presion externamente para controlar la solubilidad o la velocidad
de crecimiento de monocristales. Los precursores se administran en la forma de
soluciones, geles o suspensiones y, la solubilidad de aquellos compuestos poco
solubles en agua, o insolubles incluso a temperaturas elevadas, puede incrementarse
mediante el uso de agentes mineralizantes. La presion y la temperatura durante el
proceso determinan las propiedades del solvente y su interaccion con los
precursores. Densidad y viscosidad son parametros que cambian notablemente y que
modifican la difusion y la reactividad de las especies involucradas. En funcion de sus
propiedades fisico-quimicas, el solvente determina la fase que habra de cristalizar.
Asimismo, la composicion del medio de reaccion tiene influencia sobre la morfologia
de las particulas y reacciones de 6xido-reduccion [51].

Otro de los aspectos relevantes de la sintesis hidrotermal es que se pueden
obtener nanoparticulas con diferentes morfologias como esferas, agujas, varillas,
fibras y placas (Figura 3.2). Dichas morfologias se logran mediante la variacion de
las condiciones de reaccion o la utilizacion de aditivos adecuados, que permitan
controlar y guiar el crecimiento de los cristales. Entre estos, encontramos el bromuro
de cetiltrimetilamonio (CTAB) un surfactante catiénico biocompatibles que puede ser
usado como aditivo en algunos métodos de sintesis acuosa [52,53]. El CTAB se ioniza
en una solucion acuosa que genera monomeros cargados positivamente y que se
auto ensamblan en micelas que actuan como sitios de nucleacion para iones (PO4)3-
e iones Ca2?* en su superficies, generando cristales de HA a través de un proceso de
precipitacion [54]. Y. Wang et al. sintetizaron nanoparticulas de HA con morfologia
uniforme y tamano controlado (tamano medio aproximadamente de 15x150 nm) por
el método hidrotermal a bajas temperaturas en presencia de CTAB [53]. También,
Yang et al. prepararon particulas de HA con diferente morfologia como coloide tipo
esfera, nano-needle similar a lamellar-like usando CTAB/Citrato en diversas
concentraciones [52].

Por otro lado, la hexametilentetramina (HMTA) es un compuesto con una
estructura similar a una jaula, como ligando presenta una gran versatilidad
permitiendo diferentes modos de coordinacion. La HMTA es soluble en agua y
disolventes organicos polares y es muy buen aceptor de enlaces H [S5]. Esta, es una

amina alifatica ciclica (CH2)eNs) que se ha empleado para sintesis de algunos
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ceramicos nanoestructurados. Sin embargo, rara vez se ha utilizado para la sintesis
de HA; se podria decir que la publicacion de Andrés-Vergés et al es la primera
evidencia del uso de HMTA en la sintesis de HA en medio acuoso a 90 °C [56]. El
interés principal de HMTA reside en su actividad generadora de aniones hidroéxido,
puesto que produce amoniaco (junto con formaldehido) por medio de una reaccion
de hidrolisis que tiene lugar en las condiciones hidrotérmicas, elevando
gradualmente el pH en el medio de reaccion [S7-59]. Aunque no se ha demostrado
claramente como actiia la HMTA en el medio de reaccion, es posible que pueda tener

un papel como agente de direccion de estructura.
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Figura 3.2. Efecto del pH, temperatura, y duracién del tratamiento hidrotérmico sobre
la fase, morfologia y tamarno de las particulas de fosfatos de calcio [16]

Otra de las variables importantes a tener en cuenta en la sintesis hidrotermal,
y que se le ha dado poca relevancia es la velocidad de enfriamiento [60]. Sin embargo
se ha demostrado que el enfriamiento rapido conduce a particulas de tamanos mas
pequenos y con mayores concentraciones de defectos superficiales [61]. Asimismo, el
grado de cristalinidad del material sera afectado por la creacion defectos
superficiales; se espera que el enfriamiento rapido aumente la capacidad de
biointegracion de las nanoparticulas de HA sintetizadas en condiciones de reaccion
hidrotérmica.

Recientemente, se han reportado trabajos que sintetizan nanoparticulas de
hidroxiapatita modificando el tipo de aditivos o componentes en el medio de reaccion
de modo de controlar el tamano y la morfologia de las particulas. V.R. Sivaperumala
et al. [62] proponen una sintesis hidrotermal para la obtencion directa de
nanocompuestos de hidroxiapatita y alimina en diferentes concentraciones. Los

autores encontraron que los nuevos materiales son estables a temperaturas mayores
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a 900 °C y no se observa una descomposicion de HA a fosfato tricalcico. Los
materiales finales presentaron una morfologia de nanovarillas (nanorods) de
aproximadamente 100 nm, biocompatibilidad con células osteoblasticas (MG63 cell),
una dureza y modulo de Young adecuados para su implementacion en aplicaciones
de ingenieria de tejidos [62].

En la tabla 3.1 se resumen trabajos publicados en los ultimos anos sobre
sintesis de HA por el método hidrotermal, donde se obtienen particulas de diferentes
tamanos o morfologias dependiendo de los parametros de reaccion y/o la inclusion
de aditivos. En esta linea de investigacion, el presente trabajo pretende aportar al
desarrollo de nanocompuestos de HA y TiO, mediante el control morfologico de las
nanoparticulas de HA, con el fin de lograr una mayor uniéon entre las fases
componentes que permitan desarrollar una superficie bioactiva en el material poroso

final.
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Tabla 3.1: Trabajos de los ultimos anos de sintesis de HA por el método hidrotermal

Condiciones de reaccion

Caracteristicas del polvo

Temperatura Tiempo Relacion
pH Aditivo Morfologia fase Tamaio
Ao (°C) (h) Ca/P Ref.
2002 150 24 - - 1,58 - 1,62 Fibras HA - CaHPO4 150 ym [23]
2004 120y 180 6 7 - - Platos HA - [63]
2006 60 - 150 12 -24 12 CTAB 1,67 Tipo Vara HA 15x150 nm [53]
8,1 - Diversas
2009 90 6-72 Urea 1,75 HA - [50]
8,5 morfologias
2010 180 10-15 5-7 Acetamida ~1.60 Whiskers-like HA - [64]
Acido 50 - 100 um x
2011 160 24 4-5 - Whiskers-like HA [25]
glutamico 0.5 um
2014 150y 180 3-12 -24 9 - - Nano varillas HA @ 50 nm [44]
CTAB
2016 180 24 Piversas HA o detumy [52]
Na3(CeHs07) * morfologias 50 um
2H-0
Placas
2017 220 24 7 C4H6O6 1, 67 ] ) HA - [65]
asimétricas
2018 200 15 11 C22H4403 - Varillas HA - [46]
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3.2- METODOLOGIA

Para la sintesis hidrotermal de nanoparticulas de HA se emple6 un reactor de
acero inoxidable con interior de PTFE con control de temperatura y presion (Pmax =
15 bar) y un volumen de 100 mL. Se realizaron dos series de sintesis utilizando
distintas fuentes de fosforo. En la primera serie se utilizé hidroxido de calcio
(Ca(OH)2, Merck) y fosfato acido de calcio (CaHPO4, Aldrich), mientras que en la
segunda se empleé Ca(OH).y acido ortofosforico (HzPO4, 85%, Merck). Se estudio el
efecto de la temperatura y de diversos aditivos sobre las caracteristicas del polvo
resultante. Se empleo acido acético glacial (HAc) para ajustar el pH de soluciones y/o
suspensiones. Se emplearon también aditivos tales como bromuro de
cetiltrimetilamonio = (CTAB, Cicarelli), Triton X-100 (TTX, Fluka) vy
Hexametilentetramina (HMTA, Biopack) con el fin de analizar la influencia de éstos

sobre el tamano y morfologia de las particulas obtenidas.

3.2.1-METODO 1: Sintesis de hidroxiapatita a partir de hidréxido de calcio y
fosfato acido de calcio.

Para la primera serie de sintesis de hidroxiapatita por el método hidrotermal se
emple6é hidroxido de calcio (Ca(OH)2) y fosfato acido de calcio (CaHPO4) como
precursores; acido acético glacial (CHsCOOH) como regulador de pH en una relacion
molar acido:agua de 50:50 y bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) en relaciones
1:1, 1:2 con respecto al Ca2+ y 2 % w/v de triton X-100 (TTX) con respecto al volumen
final, como aditivos de reaccion.

Se prepararon suspensiones por separado de 81000 mmol de Ca (OH).y de 12
mmol de CaHPO4 en 20 mL de agua destilada respectivamente, se mezclaron ambas
suspensiones con agitacion constante. Se ajusto el pH de la mezcla a valores de 7 y
9 con acido acético (un pH 12 corresponde al pH de la mezcla). A continuacion, se
adiciono6 agua destilada hasta un volumen total de 80 mL y se transfirié la mezcla a
un reactor de acero inoxidable con interior de PTFE. Para evaluar la influencia de la
temperatura y del tiempo de reaccion, se realizaron preparaciones a 120y 150 °Cy
tiempos de 6, 12 y 24 h. Las preparaciones se enfriaron a temperatura ambiente, se
filtré el producto obtenido y se lavé con H,O destilada. El material de cada sintesis
se seco en estufa a 60 °C durante 24 h. El esquema general de sintesis se muestra
en la Figura 3.3. Finalmente, los materiales en polvos sintetizados fueron
caracterizados por diversas técnicas como difraccibn de rayos X (DRX),

espectroscopia Raman y microscopia electréonica de barrido (SEM).
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Me;qlar/
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Figura 3.3: Diagrama de flujo para la sintesis de HA método 1

Resultados y discusion

Inicialmente se evaluo la influencia del pH de reaccién sobre la obtencion de
hidroxiapatita. La Tabla 3.2 resume las preparaciones realizadas a 150 °Cy 24 h a
diferentes pH, en donde se observa la influencia de este sobre las caracteristicas
cristalinas del producto obtenido. La mayoria de las preparaciones mostraron la
presencia de productos bifasicos, y varias de ellas la formaciéon de HA.

Los productos obtenidos a pH 7 no mostraron la formacion de HA como tnica
fase, esto se asocia a que la presencia de acido acético contribuye a la disoluciéon
completa de CaHPO4 y se produce la precipitacion de HA y de TCP, debido a una
relacion Ca/P en el medio insuficiente como para precipitar HA tnicamente. Esta
observacion concuerda con lo observado en la preparacion efectuada a pH 9
empleando acido acético, donde se obtuvo HA como Unico producto, ademas de la
muestra realizada a pH 12 sin ajuste con acido, donde se encontraron picos
caracteristicos de ambos reactivos. Los resultados muestran que la presencia de
iones acetato juega un rol clave en la sintesis de la fase de apatita debido a su

coordinacion con los iones de Ca2* en el medio de reaccion.
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Tabla 3.2: Variacién del pH en la sintesis hidrotérmica de hidroxiapatita.

Parametros de reaccion

Fases cristalinas (DRX)

# ::;:Z In‘i’::al F‘i’il T (°C) | t (h) | P (bar)| HA |Ca(OH). | CaHPO4 | B-TCP
1 | CH;COOH 7 4 X escaso X
2 |CHsCOOH| 9 4 150 | 24 |11-13| X

3 sin acido 12 12 X X

La Figura 3.4 muestra los patrones de DRX y los espectros Raman para las
muestras obtenidas empleando CH3COOH para ajustar el pH inicial de mezcla (#1 y
2). Se observa que los patrones de DRX de ambas muestras presentan picos
caracteristicos de HA (JCPDS 09-0432); sin embargo, la muestra obtenida a pH 7
también mostro picos a valores de 26 de 26.4 y 30.2, correspondientes a uno de los
precursores (CaHPO,) y un pico a 34.14 atribuido al B-TCP en correspondencia con

los parametros de red establecidos en las fichas JCPDS 9-0080 y 9-0169

respectivamente.

Figura 3.4: Patrones de DRX para los productos obtenidos de las preparaciones #1(pH 7) y

En la figura 3.5 se muestran los espectros Raman para las muestra 1 (pH7) y
2 (pH9), donde se observa en todos los casos la banda intensa a 961 cm-!
correspondiente al modo de estiramiento simétrico (vi) del grupo PO43- (enlace P-O)

de la fase HA. También se detectan otras bandas de menor intensidad entre 450-431
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cm-l, 610-581 cmty 1030-1070 cm-! atribuidas a los modos de vibraciéon interna de

los grupos fosfatos en la fase HA [66].

Efecto pH - T 150 °C

(PO V1

PO, V2
PO, V4

2
(PO, "V3

(

d

pH7

Intensidad (a.u.)

pH9

LA&_/\/\\

1 L ' L 1 1 1
200 400 G600 800 1000 1200 1400
Numero de onda (cm™)

Figura 3.5: Espectros Raman para los productos obtenidos de las preparaciones #1(pH 7) y

#2 (pH 9).

En la Figura 3.6 se muestran las micrografias SEM de los productos
sintetizados a pH 7 y 9. Se observa que el pH de sintesis de hidroxiapatita tiene poca
incidencia en la morfologia y tamano de particula, ya que no se evidencian diferencias
relevantes. Si bien en el producto obtenido a pH 7 se observa la presencia de algunos
cristales tipo varilla, sigue siendo dificil establecer una morfologia o tamano de

particula para estas muestras debido a la aglomeracion de estas.

Figura 3.6: Micrografia SEM del producto de la preparacién a) #2 (pH 9)y b) #1 (pH 7) a
150°C

También se llevaron a cabo diversas sintesis a pH 9 y 7 a temperaturas de 120
y 150 °C durante 24 h con el fin de evaluar la influencia de la temperatura sobre la
fase, morfologia y tamano del producto obtenido. En la Fig. 3.7 a) se muestran los
patrones de DRX para las muestras obtenidas a pH 7, donde se observan senales

caracteristicas de una fase cristalina de HA en todos los casos. Ademas, se identifican
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picos de muy baja intensidad a valores de 26 de 31,1 y 34,2 que se asignan a la fase
de B-TCP (JCPDS 9-0169). Las muestras obtenidas a pH 9 y a 120 o 150 °C, al igual
que las de pH 7, mostraron también la presencia de HA y B-TCP (en baja proporcion).

La Fig. 3.7 b) muestra los espectros Raman de las muestras sintetizadas a pH
7 a diferentes temperaturas. En todas las muestras se observa una banda intensa a
964 cm-! correspondiente al modo de estiramiento simétrico (vi) del grupo PO43
(enlace P-O) presente en HA. Aademas, se aprecian bandas de menor intensidad a
610, 592 and 581 cm! atribuidas al modo flexion antisimétrico (v4) de grupo fosfato
(enlace O-P-O) y bandas a 450 and 431 cm! correspondientes al modo flexion
simétrico (v2) del grupo fosfato (enlace O-P-O). Las muestras a pH 9 con diferentes
temperaturas no se presentan ya que muestran picos y bandas caracteristicas de HA
y PB-TCP como en el caso anterior (las muestra a 120 y 150 °C tienen un mayor

contenido de B-TCP en comparacion con la de pH 7 [66].
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Figura 3.7: a) Patrones de DRX y b) espectros Raman de muestras obtenidas a 100, 120
y 150 °C (pH 7 durante 24 h)

Para evaluar la influencia del tiempo de reaccion sobre la obtencion de HA, se
realizaron sintesis a (pH 7 y 9) durante 6, 12 y 24 h. Ambos pH tienen presencia de
una segunda fase, en la Fig. 3.8 muestra los espectros de DRX para las muestras
obtenidas a pH 7 donde es posible detectar senales caracteristicas de la fase de HA
en todos los casos. No obstante, se identifican sefiales debidas a la presencia de -
TCP, que disminuyen a medida que el tiempo de sintesis aumenta, y se observan
particulas con diversidad de morfologias. Los espectros Raman de esta serie de

muestras presentan bandas caracteristicas de grupos fosfatos presentes en HA.
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Figura 3.8: Patrones DRX de muestras obtenidas a distintos tiempos de reaccion a pH=7.

Finalmente se utilizaron aditivos como bromuro de hexadeciltrimetilamonio
(CTAB) y Triton X-100 (TTX) en la sintesis de HA para evaluar la influencia sobre la
morfologia y tamano de las particulas obtenidas. En una primera etapa se evaluo la
influencia de distintas concentraciones de CTAB y TTX. Se observo que el CTAB da
lugar a particulas de morfologia tipo varilla (Fig. 3.9 a) o bastones (Fig. 3.9 b) cuando
aumentamos su concentracion. Alta concentracion de CTAB en la sintesis da lugar
a cristales de forma hexagonal, lo que se asocia a la formacién de micelas con forma
cilindrica de diferentes radios, debido a que la concentracion del CTAB es mayor que
su concentracion micelar critica (CMC) [67].

Por otro lado, el uso de TTX muestra que el tamano y morfologia de las
particulas obtenidas es muy diferente respecto del caso anterior. En general, se
observan cristales mas pequenos (Fig.3.9¢c) que se encuentran aglomerados (Fig 3.9
d). El TTX en el medio de reaccion promueve una reduccion en el tamano de las
particulas de HA formadas debido a la interaccion de éste con los iones Ca2*
formando un complejo, esto conlleva una reduccion en la disponibilidad de iones

calcio en el proceso de formacion de HA [68].
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b) CTABx2

Figura 3.9: Imdgenes SEM de muestras sintetizadas a 120 °C y pH 7 con a) CTAB/ Ca?*
(1:1); b) CTAB/Ca?* (1:2); ¢) y d) con TTX, 2 % m/v.

El agregado de CTAB o TTX en las concentraciones utilizadas no condujo a la
formacion de cristales de HA de tamano nanométrico. Por tal motivo se investigo la
posibilidad de reducir el tamano de los cristales obtenidos acondicionando el tamano
de los reactivos de partida. Para ello se procedi6 a la molienda previa de los reactivos.
De esta manera fue posible disminuir el tamano de las particulas obtenidas, sin
embargo, no se logré obtener HA como fase Unica, ya que la molienda promovio la
formacion de otras fases en mayor proporcion. En ultima instancia se realizo un
tratamiento térmico a 800 °C para la muestra con pH 9 que fue la que presentoé HA
como Unica fase, como se observa en el patron de DRX (Fig. 3.10) al calcinar la HA,
la misma da lugar a una segunda fase B-TCP, mostrando picos de esta fase y de HA
en proporciones similares, lo que nos indica entonces que la HA obtenida por este
meétodo no es apta para la siguiente etapa de este trabajo, ya que los materiales
finales requieren de un tratamiento térmico a altas temperaturas. Por lo tanto, estos
resultados promovieron la siguiente etapa de sintesis a partir de hidroxido de calcio
y acido ortofosforico ya que es necesario obtener una HA que resista altas

temperaturas sin desproporcionarse después del calcinado.
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[3: B-TCP H: HA

Figura 3.10: Patron de DRX para la muestra obtenida a pH 9, 150°C por 24 h y calcinada
a 800 °C por 1 h.

3.2.2. METODO 2: Sintesis de hidroxiapatita a partir de hidréxido de calcio
y acido ortofosforico:

En esta segunda serie se utiliz6 Ca(OH). como fuente de calcio, HsPO4 como
fuente de fosfato. Las reacciones se llevaron a cabo en un reactor hidrotermal a 120
°C durante 12 o 24 h segun corresponda. En primer lugar, se realizaron mezclas de
sintesis con exceso de calcio con y sin agregado de aditivos (HMTA y CTAB). En
segundo lugar, se analiz6 la influencia de la velocidad de enfriamiento del sistema
de reaccion sobre el tamano y la morfologia final de las particulas. Para las reacciones
con enfriamiento rapido fue necesaria la construccion de un reactor hidrotermal de
acero inoxidable con interior de PTFE.

Sintesis de HA con HMTA (Fig. 3.11 (H)): se prepararon suspensiones acuosas
de Ca(OH); con relaciones molares de Ca2*/HMTA de 1:0,5, 1:1 y 1:2. Luego se
adicioné solucién de H3PO4 (6 mol/L), se agité durante S min (pH 6) y se llevo el
sistema a las condiciones de sintesis (120°C durante 12 h).

Sintesis de HA con CTAB (Fig. 3.11 (C)): se prepararon soluciones de H3PO4 (6
mol/L) con dos concentraciones de CTAB: i) concentracion micelar critica (CMC:
1.10-3 mol/L) y ii) 2.10-3 mol/L. Cada solucion de acido con CTAB se verti6 sobre la
suspension acuosa de Ca(OH): y se agitéo durante 5 min (pH 6). Luego se llevo el

sistema a las condiciones de sintesis.

41



Capitulo III: Sintesis hidrotermal de hidroxiapatita

La Tabla 3.3 muestra las condiciones de sintesis efectuadas siguiendo el
procedimiento descripto anteriormente empleando una relacion molar Ca(OH)a2:
H3PO4= 5:3.

Tabla 3.3. Condiciones de sintesis empleando HMTA y CTAB como aditivos.

‘s Relacién molar Tipo de
Muestra | Aditivo Ca(OH)2: Aditivo | enfriamiento
F Rapido (F)
S Lento (S)
HF 1:

—HFOIS 1915 Rapido (F)
HSO05 HMTA 1:0,5 Lento (9)
HS1 1:1
CF1 1: 1*10-3 L
CF2 CTAB 1: 2*10-3 Rapido (F)
CS1 1:10-3 Lento (9)
CS2 1: 2,10-3

Las sintesis empleando enfriamiento rapido se realizaron sumergiendo el
reactor (luego de estar 12 h a 120°C) en un bano de etilenglicol mantenido entre 0-4
°C. Se estimo6 una velocidad de enfriamiento de 2 °C/min a partir de la temperatura
inicial y final y el tiempo transcurrido en el proceso. En el caso de enfriamiento lento,
el reactor se mantuvo 12 horas a 120 °C y luego se dejo enfriar hasta alcanzar la
temperatura ambiente. En este caso, se estim6 una velocidad de enfriamiento de 0,1
°C / min a partir de los datos experimentales.

Ademas, a modo de referencia, se realizaron mezclas de reaccion sin aditivos
siguiendo los dos procedimientos de enfriamiento. El pH final medido fue 9 para
todas preparaciones. En todos los casos, los productos obtenidos se centrifugaron a
5000 rpm, se lavaron con agua destilada y se secaron a 60°C. Los polvos sintetizados
fueron caracterizados por Difraccion de Rayos X (DRX), Espectroscopia Raman,
Microscopia Electronica de Barrido (SEM) y Distribucion de Tamanos de Particula

(DLS).
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Reaccion
Hidrotermal

Enfriamiento lento (S) Enfriamiento rapido (F)

Lavado / Secado

DRX, Raman, Caracterizacion

SEM, TEM, DLS :

Figura 3.11: Diagrama de flujo para la sintesis de HA con (H) HMTA y (C) CTAB

Resultados y discusion

Se observo que el empleo de cantidades estequiométricas de los reactivos dio
lugar a la formacion de una Unica fase cristalina de hidroxiapatita (JCPDS 09-0432)
independientemente de la presencia de aditivo o no en el medio de reaccion (Figura

3.12).
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Figura 3.12: Patrones DRX para las muestras sintetizadas a) sin aditivo con proporciones
estequiométricas y con un 10% de Ca?* en exceso; b) con HMTA con proporciones

estequiométricas y con un 10% de Ca?* en exceso.

La Fig. 3.13 (a) muestra los patrones de difraccion de rayos X de las muestras
sintetizadas segun la Tabla 3.3. Se observo que las muestras con enfriamiento rapido
y lento en ausencia de aditivos (F, S), en presencia de HMTA (HF0S, HF1, HS0S5, HS1)
y en presencia de CTAB (CF1, CF2, CS1, CS2) presentaron picos caracteristicos de
HA de acuerdo con la ficha JCPDS 09-0432. No se encontraron diferencias
significativas con respecto a la posicion de los picos. Ademas, no se observo
crecimiento preferencial de los cristales con respecto al uso de los aditivos.

La Fig. 3.13 (b) muestra el analisis de las muestras por espectroscopia Raman.
Se observa en todos los casos la banda intensa a 961 cm-! correspondiente al modo
de estiramiento simétrico (vi) del grupo PO43- (enlace P-O) de la fase HA. También se
detectan otras bandas de menor intensidad entre 450-431 cm-!, 610-581 cm! y
1030-1070 cm-! atribuidas a los modos de vibracion interna de los grupos fosfatos
en la fase HA: modo flexion simétrico (vz) del grupo fosfato (enlace O-P-O), modo
flexion antisimétrico (v4) de grupo fosfato (enlace O-P-O) y modo de estiramiento
asimétrico triplete (vs: PO), respectivamente. Una sefial muy pequenia a 1090 cm-!
aparece solo en las muestras obtenidas usando mayor concentracion de HMTA en la
sintesis (muestras HF1 y HS1), esta sefial puede asignarse al modo de estiramiento
vz P-O del grupo HPO42- en el fosfato tricalcico (TCP) [69]. Esta observacién significa
que la adicion de HMTA en mayores concentraciones a la mezcla de reaccion durante
el procedimiento de sintesis (H) podria generar TCP como fase secundaria. De todos
modos, la senal es de muy baja intensidad y la posible presencia de TCP cristalizado

resulta insignificante, razén por la cual no es detectada por XRD [69].
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Figura 3.13: Patrones DRX: (a) y espectros Raman (b) de los polvos obtenidos con
enfriamiento rapido (parte superior) y enfriamiento lento (parte inferior)

Se espera que las muestras obtenidas por enfriamiento rapido presenten un
mayor numero de defectos superficiales, lo que le conduciria un aumento en la
capacidad de biointegracion de las nanoparticulas de HA. Las caracteristicas de
todos los patrones DRX obtenidos son similares, reforzando asi la idea de que los
modos de enfriamiento solo influyen en el tamano final de las particulas obtenidas.
Dejar enfriar el reactor lentamente dentro del horno, después de su permanencia a
alta temperatura, es una practica comun dentro de las reacciones hidrotermales; en
dichas condiciones, las particulas formadas tienen el tiempo suficiente para crecer y
cristalizar, por lo que es posible obtener particulas bien cristalizadas. Sin embargo,
si se buscan particulas pequenas, el enfriamiento rapido es una forma adecuada de
conseguirlas. La Figura 3.14 muestra las caracteristicas morfolégicas de las
muestras F y S donde se aprecia el efecto de la velocidad de enfriamiento. La muestra
S muestra aglomerados de 200-600 nm, mientras que la muestra F muestra
particulas discretas con un tamano medio entre 100 y 150 nm con pocos

aglomerados.
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b)

Figura 3.14: Micrografias SEM de particulas de HA: a) con enfriamiento lento (Muestra S); b)
con enfriamiento rapido (Muestra F)

La figura 3.15 muestra de forma comparativa la distribucion de tamanos de
particula obtenidas a través de medidas por DLS sobre distintas muestras
dispersadas en isopropanol. En la Fig. 3.15 a) se presentan las distribuciones para
las muestras sintetizadas sin aditivos con y sin enfriamiento rapido (muestras F y
S). En la Fig. 3.15 b) se muestran las distribuciones de tamanos para las muestras
sintetizadas con distinta concentracion de CTAB. Finalmente, en la Fig. 3.15 ¢) se
presentan las distribuciones de muestras sintetizadas con distinta concentracion de
HMTA.

Se observo que todas las muestras presentan una distribucion bimodal,
asociandose el pico de mayor tamano a la presencia de aglomerados. La Tabla 3.4
muestra los datos numeéricos experimentales del analisis de las distribuciones de

tamano de particula obtenido.
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Figura 3.15: Curvas de distribucién de tamario de particula por DLS: a) particulas de HA
obtenidas sin aditivo (muestras S y F), b) particulas de HA obtenidas con CTAB y enfriamiento
rapido c) particulas obtenidas con HMTA y enfriamiento rdpido.
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Tabla 3.4: Datos del andlisis de las distribuciones de tamano de particula

1ler pico de distribucion 2do pico de distribucion Tamafio del
FWHM Pico Volumen FWHM Pico Volumen cristal (nm)*
(nm) (nm) (%) (nm) (nm) (%)

S 78 195 20 292 663 80 36
F 36 106 31 172 473 69 31
HFO05 23 61 74 99 226 26 29
HSO05 76 183 23 283 591 77 31
HF1 129 289 42 351 831 58 32
HS1 51 121 11 285 449 89 34
CF1 83 192 15 82 738 85 39
CsS1 94 194 15 329 872 85 32
CF2 27 79 39 120 310 61 43
CS2 71 163 32 333 688 68 34

*calculado a partir de la ecuacion de Scherrer [70]

Los resultados muestran que cuando el material se sintetiza empleando
enfriamiento lento (S), las particulas de HA aumentan su tamano mas de un 80% (de
106 a 195 nm) con respecto al tamafio medio de particula encontrado con
enfriamiento rapido (F) (Fig. 3.15a)). Es decir, que el crecimiento de las particulas se
detiene al enfriar rapidamente el reactor. Razén por la cual, se eligido este tipo de
enfriamiento para evaluar la presencia de CTAB o HMTA.

La muestra CF1 sintetizada en presencia de CTAB en CMC (1 mmol/L), mostro
valores de tamano medio de particula mayor respecto a los picos observados para la
muestra sintetizada sin aditivo (F) (Fig.3.15 b)). El valor medio del pico detectado a
menores tamanos fue de 192 nm, aunque la mayoria de estas particulas estan
formando aglomerados de tamano medio de 740 nm. Sin embargo, cuando la
concentracion de CTAB se duplico (CF2 en Fig.3.15 b)) se logré obtener particulas
mas pequefias con un tamano medio de 79 nm. De todos modos, se detectaron
aglomerados de aproximadamente 300 nm. Estas observaciones concuerdan con lo
reportado por Ma et al. quienes demostraron que el tamano de particula de HA
disminuia al aumentar las concentraciones de CTAB [71].

Por otro lado, la muestra HFOS obtenida en presencia de HMTA dio lugar a la
formacion de particulas de tamano medio menor (Fig.3,15 c)) respecto de la muestra
obtenida sin aditivo. Al igual que en los casos anteriores, la distribucion de tamanos
resulto ser bimodal, con dos picos muy estrechos donde la mayoria de las particulas
(> 70% en volumen) tienen tamanos pequenos, y el valor medio de tamano
determinado fue del orden de 60 nm. Este tamano medio de particula resulto ser el

menor valor alcanzado en los sistemas estudiados. Por otro lado, la muestra HF1
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obtenida empleando una doble concentracion de HTMA present6 particulas de mayor
tamano medio mostrando una tendencia opuesta al efecto observado y reportado
para el CTAB.

En lo que se refiere al rol de los aditivos, al CTAB se le atribuye la formacion de
micelas en solucion, el cual proporciona sitios aptos para la nucleacion heterogénea
de HA. En soluciones acuosas el extremo polar del CTAB atrae y concentra aniones
fosfato, el cual desencadena tanto la nucleacion como la cristalizacion de HA.
Cuando la concentracion de CTAB aumenta por encima de la CMC, también aumenta
la disponibilidad de las micelas en solucion y por ende incrementa la cantidad de
nucleos. De esta manera se produce, un aumento en la concentraciéon de nucleos
que conduce a una disminucién en el tamano promedio de las particulas finales. En
la Figura 3.16 se presenta el esquema de lo que sucede en la sintesis hidrotermal

con CTAB (Figura 3.16. B))

Hoo Ho
5 Hzo
Hxo Ny
ap HCo NHL o
Ho N Hico NH
or sl oH
Ca PO Gat =0 pH: 8

Figura 3.16: Esquema representativo de lo que sucede en la sintesis hidrotermal con: A.

HMTA y B. CTAB

Por otro lado, el papel de la HMTA en la sintesis hidrotermal de materiales
cristalinos no esta totalmente esclarecido. Se ha usado esta tetra-amina ciclica en la
sintesis de nanoestructuras de 6xido de zinc por deposiciéon quimica y tratamientos
hidrotermales, y los resultados de esos estudios han podido ser extrapolados a la
sintesis de HA. Al respecto, se han planteado dos posibles mecanismos de
participacion para la HMTA en la sintesis hidrotérmal, aunque la discusion aun esta
bajo debate. Se ha sugerido que la HMTA proporciona HO- por medio de su lenta

descomposicion térmica en formaldehido y amoniaco (Figura 3.16 A). El aumento
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lento del pH seria responsable de la precipitacion / cristalizacion de los materiales
inorganicos en las reacciones hidrotermales [72,73]. Ademas, algunos autores han
propuesto que la HMTA desempena un papel clave como agente director de la
estructura formando complejos de iones o adsorbiendo a planos cristalograficos
especificos (no polares) del cristal en crecimiento [74]. Con el fin de aclarar el efecto
de HMTA en la sintesis de HA, en este trabajo se preparo una solucion acuosa de la
amina y se la trato a 120°C durante 12 h dentro del reactor hidrotermal.
Posteriormente, se observo que el pH del medio aumento de 7 a 9. Este aumento de
pH confirmo la descomposicion de la HMTA en las condiciones de sintesis utilizadas,
aunque no descarta su participacion en la coordinaciéon de cationes en solucion.
Como se mencion6é anteriormente, en las muestras HS1 y HF1 la posible
formacion de TCP como fase secundaria puede deberse a una menor disponibilidad
de iones Ca2* cuando la relacion empleada Ca2*:HMTA fue de 1:1. La figura 3.17
ilustra comparativamente el comportamiento de cada aditivo para la sintesis de HA.
Es importante senalar que el efecto del CTAB (muestra CF2) en la reduccion del
tamano de particula medio de HA con respecto a la muestra F sin aditivo, no fue tan

significativo como el efecto de HMTA (muestra HF0S5).

——HFO5
f-=-CF1

Volume (%)

0 200 400 600 800 1000
Size (nm)

Figura 3.17: Curvas comparativas de distribucién de tamano de particula por DLS para las

muestras

La figura 3.18 muestra el tamano de cristalito calculado a partir de la ecuacion
de Scherrer de todas las muestras de HA obtenidas. Los tamanos de cristalitos fueron
de 36 y 31 nm para muestras Sy F, respectivamente. Entonces, se podria decir que
la velocidad de enfriamiento rapida llevo a nanocristales de HA ligeramente mas
pequenos. Se puede observar el mismo efecto entre las muestras HS05 / HFO5 y HS1

/ HF1. Sin embargo, los polvos obtenidos utilizando CTAB mostraron los cristalitos
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mas grandes. El efecto de CTAB podria deberse al hecho de que genera un entorno
mas ordenado antes del proceso de precipitacion. Por lo tanto, en el modo de
enfriamiento rapido, el cristal se forma a partir de este orden, mientras que en el
modo de enfriamiento lento, los procesos de disolucion-precipitacion podrian tener

lugar y, en consecuencia, el tamano del cristal puede reducirse.

Tamafio de cristalito (nm)

i

HS0S HS1I CS1 CS2 F HF05S HFl1 CFl1 CF2

Figura 3.18: Tamarno de cristalito (nm) de muestras de HA determinado a partir de la

ecuacion de Scherrer.

3.3- Estabilidad de las particulas de HA y conclusiones parciales

De acuerdo con los resultados obtenidos se determiné que la HA sintetizada en
presencia de HMTA con una relacion molar Ca:HMTA = 1:0,5 (HF0S) y aplicando
enfriamiento rapido, es la que presenta las mejores caracteristicas para continuar
con la segunda etapa del presente trabajo de investigacion. El material de HA
obtenido en estas condiciones se caracteriza por tener particulas en una distribucién
bimodal de tamanos medios 61 (~74%) y 225 (~26%) nm determinado por LDS. La
morfologia de estas particulas fue analizada por TEM y comparada con la morfologia
de una HA nanométrica comercial (Sigma-Aldrich CAS 12167-74-7) (Fig. 3.19). Se
observo que la morfologia de las particulas no tiene una geometria definida. Las
particulas son irregulares con cierto grado de esfericidad, aunque con poca
dispersion en el tamafio medio (16 nm). Por otro lado, en la muestra comercial se
visualizan dos tipos de morfologias, particulas esféricas (d= 59 nm) como asi también
particulas con forma acicular (L=141nm y h=37nm).

De igual forma, el analisis de tamano de particula y las caracteristicas
morfologicas que presentd la muestra obtenida por el método hidrotermal HFO0S

resultaron adecuados para su posterior uso en la obtencion de materiales porosos
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compuestos de TiOz e HA. La morfologia homogénea y el tamano nanomeétrico de las

particulas de HA obtenida, favoreceria su inclusion en la matriz de dioxido de titano.

Figura 3.19: Micrografias TEM para a) HA comercial Sigma-Aldrich, b) HA sintetizada
método hidrotermal (HF05)

H H:HA

850 °C

800 °C

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80

26 (°)

Figura 3.20: Patrones DRX para la muestra HFOS5 calcinada a diferentes temperaturas

Asi mismo, esta HA fue tratada térmicamente para determinar su estabilidad a
altas temperaturas ya que los sistemas en los cuales sera adicionada requieren de
un tratamiento térmico. La figura 4.20 nos muestra los DRX realizados a la muestra
FHOS a temperaturas entre 800 a 950 °C por una hora. En estos se observa que la
HA sintetizada soporta estas temperaturas. Asimismo, es posible notar que los picos
a medida que aumenta la temperatura son mas estrechos y definidos, indicandonos

un incremento en la cristalinidad de la muestra.
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4.1. INTRODUCCION

En los ultimos anos el método sol-gel ha tenido una evoluciéon considerable, lo
que ha permitido desarrollar nuevos materiales ceramicos con disefios especificos y
propiedades mejoradas [75-80]. Una de las caracteristicas propias del método, se
centra en su versatilidad, lo que ha permitido sintetizar una multitud de materiales
con una o mas fases, dando lugar a materiales compuestos en diversas proporciones;
asi como también, materiales que pueden presentar fases integradas mediante
enlaces quimicos dando lugar a los denominados materiales hibridos [81,82].
Histoéricamente, la mayor parte de la literatura se focaliza en sistemas a base de
silicio, donde los alcéxidos de silicio han mostrado una amplia utilidad para obtener
materiales hibridos nanoestructurados [83-85]. En contraste, existe menos
literatura dedicada al desarrollo de materiales basados en la utilizacion de alcoxidos
de otros metales.[86-88]

El elevado nimero de variables para tener en cuenta en una sintesis sol-gel,
hacen que el método sea muy sensible a pequenas variaciones en la preparacion. Sin
embargo, si se logran ajustar las variables y se consigue un estricto control de estas,
la sintesis da lugar a materiales con propiedades muy especificas y concretas. La
figura 4.1 presenta las etapas que abarca un proceso sol-gel desde sus precursores
hasta la obtencién de un material. Este método es una de las vias mas apropiadas
para la sintesis de los sistemas que se desean preparar en este trabajo, dado que
permite obtener diferentes fases en condiciones moderadas de sintesis, como asi
también, facilitar la inclusion de diversos aditivos que dan lugar a la generacion de
una porosidad controlada en el material final. Existen trabajos de investigacion que
han utilizado este método incluyendo sustancias tensioactivas para la generacion de

poros. [88-92].

PRECURSORES e o8

M(OEL),

W,

»
~ A SECADO  ENVEJECIMIENTO

TRATAMIENTO
TERMICO

Figura 4.1: Esquema de las etapas del proceso sol-gel
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El método sol-gel implica varias etapas entre las cuales se destacan: la etapa
de formacion de un sol, y la posterior obtencion de un gel. La primera consiste en
una suspension coloidal de particulas, mientras que la etapa de formacion del gel es
un proceso de formacion de una red interconectada de particulas sélidas que crean
una entidad continua a lo largo de una fase secundaria, generalmente liquida, donde
los precursores principalmente utilizados son alcoxidos metalicos y sus propiedades
fisicas y quimicas, dependen de varios factores:

* El caracter ionico del enlace M-O, debido a la diferencia de electronegatividades
entre el atomo de oxigeno y el metal.

* Efectos electronicos asociados a grupos alquilicos -R, los cual pueden modificar la
polaridad intrinseca del enlace M—-O, por medio de donacion o atraccion de densidad
electronica.

* La formacion de oligobmeros debido a la expansion de la esfera de coordinacion del
metal, la cual se lleva a cabo por un enlace intermolecular con atomos de alcoxidos
vecinos.

El método sol-gel es altamente influenciado por el pH, la relacion molar H,O/
alcoxido y el solvente. Su preparacion es simple, eficiente y tiene lugar a
temperaturas bajas. Se forma una red del tipo M-O-M (M representa el cation
metalico) por reacciones de hidrolisis y condensacion del alcoxido mediante la
adicion controlada de agua al medio. El solvente permite la miscibilidad entre el
alcoxido y el agua. En algunos casos, el alcohol resultante de las reacciones de
hidroélisis y condensacion, es suficiente para la homogenizacion de las fases.[93] Las

reacciones involucradas se muestran a continuacion:

Hidrolisis

M(OEt) + xH,0 < M(OEt)q(OH)x + XEtOH

Condensacion

M(OEt)4.<(OH)y + M(OEt)4.4 (OH)x & (OEt)4x (OH)x.1MOM(OEt)4.(OH)x.1 + Ho0

Estas reacciones estan fuertemente influenciadas por el contenido de agua que
se adiciona al sistema, ya que el agua influye directamente en el inicio al proceso de
hidroélisis y condensacion, conduciendo a la formacion del sol (una dispersion de

particulas coloidales en fase liquida que son suficientemente pequenias para
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permanecer suspendidas por movimiento Browniano [94]. Una posterior adicion de
agua puede ocasionar la desestabilizacion del sol, transformandose en un gel, el cual
es un solido amorfo con un componente fluido (principalmente solvente) disperso y
atrapado en un esqueleto tridimensional [10].

Las reacciones de hidrolisis y condensaciéon son procesos de multiples etapas,
ocurriendo en forma secuencial y en simultaneo. Cada reaccion secuencial puede ser
reversible. El proceso de formacion del sol y del gel depende de la evolucion de estas
reacciones, siendo entonces una de las variables principales para la obtencion del
producto final, ya que es posible controlar la velocidad de estas reacciones de varias
maneras, como alterando la naturaleza de los precursores, el uso de catalizadores o
moderadores, la cantidad de agua utilizada, el procesamiento fisico del gel, entre
otros.[88,95] El control de la competencia entre las reacciones de hidroélisis y
condensacion es la clave para tener un diseno de proceso que permita conseguir las
caracteristicas buscadas en el material final. En la figura 4.2 se muestra la
versatilidad del método y la variedad de productos que pueden desarrollarse a partir

del mismo.[88]

precursores
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Figura 4.2: Esquema del proceso sol-gel y productos que pueden desarrollarse.

Xeroge!

El proceso de envejecimiento, que hace referencia al tiempo que transcurre
luego de la gelacion, es un periodo donde tiene lugar la sinéresis, que induce a la
contraccion del esqueleto y a la expulsion del liquido de los poros.[96] Cuando el gel
envejecido se procesa para la obtencion del material final, dependiendo del tipo de
secado que se realice, pueden obtenerse un xerogel o un aerogel. Si el gel envejecido
se seca a presion atmosférica por evaporacion del solvente se produce la formacion
de un xerogel. Este proceso conlleva una contraccion del material final, y en la
mayoria de los casos se produce la fisura de la estructura de gel previamente

formada. Si el proceso de secado se disefia de modo de eliminar el solvente logrando
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preservar la estructura del gel es posible obtener un aerogel. Para ello se utilizan
técnicas de secado con CO;: en condiciones supercriticas que permite la extraccion
del solvente sin que la estructura sufra rupturas o danos (este tema se desarrollara
en el Capitulo V). La combinacion del proceso sol-gel con la técnica de secado
supercritico constituye una via singular y versatil para la preparacion y diseno de
materiales solidos con nuevas propiedades estructurales y quimicas que no se logran
facilmente con otros métodos de preparacion. [93]

Una caracteristica general que beneficia el desempeno de los materiales porosos
utilizados para regeneracion 6sea es que contengan una fase bioactiva que permita
la integracion del material con el medio circundante, tales como biovidrios,
hidroxiapatita, u otros fosfatos de calcio. Ademas, dichos materiales deben presentar
suficiente resistencia mecanica para soportar el crecimiento del nuevo hueso.
[27,97-100] El dioxido de titanio (TiO2) se caracteriza por presentar buenas
propiedades mecanicas, ademas de ser bioinerte y biocompatible, convirtiéndose en
una muy buena opcion para el desarrollo de materiales para la regeneracion de
hueso.[88,101-107]. Diversos estudios han mostrado que tiene propiedades
osteoconductoras, es decir capacidad para guiar el crecimiento del
hueso.[103,106,108]

El dioxido de titanio (TiO2) es un compuesto inorganico que puede existir en
forma amorfa o cristalizar con diversos ordenamientos atémicos. La figura 4.3

muestra las estructuras cristalinas de los polimorfos del TiO-.

Figura 4.3: estructuras cristalinas de TiO2 a) Anatasa, b) Rutilo y c) Brookita [109]

La anatasa y el rutilo tienen una estructura tetragonal, mientras que la

estructura de la brookita es ortorrombica. Este ultimo polimorfo del TiO2 es menos
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comun que los dos primeros y es mucho mas dificil de obtener. La anatasa y el rutilo
son fotocataliticamente activos, mientras que la brookita nunca ha sido probada por
su actividad fotocatalitica. La anatasa pura es mas activa como fotocatalizador que
el rutilo, probablemente porque tiene un potencial mas negativo en el borde de la
banda conductora (lo que significa una mayor energia potencial de los electrones
fotogenerados) y también debido a un mayor nimero de grupos —OH en su superficie
[110,111].

Existe un numero abultado de publicaciones sobre las propiedades
fotocataliticas del TiO,. Es sabido que la pobre estabilidad térmica de la fase anatasa,
mas activa fotocataliticamente, es una desventaja del TiO> como fotocatalizador. La
anatasa es térmicamente menos estable y sufre una transformacion irreversible a la
fase de rutilo menos activa por encima de 600°C, lo que limita sus aplicaciones de
alta temperatura (= 700°C). La transformacion de anatasa a rutilo (ART) es lenta por
debajo de 600°C y extremadamente rapida por encima de 700°C. La transformacion
implica el movimiento cooperativo de los iones individuales O2- y Ti4*. Durante la
ART, se rompen dos enlaces Ti O de la estructura de cristal de anatasa para formar

la estructura de rutilo (Fig. 4.4).
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Figura 4.4: Estructuras cristalinas de TiO2

Como se mencioné previamente, tanto el rutilo como la anatasa tienen una
estructura cristalina tetragonal y en la literatura se demuestra que la estabilidad
cinética de la anatasa es mayor que la del rutilo en condiciones ambientales [110].
En las ultimas décadas, se ha prestado mucha atencion a la ingenieria de la
superficie del cristal de anatasa a nivel microscopico para una mejor comprension
de la relacion entre la superficie y su actividad fotocatalitica [112]. La temperatura

de ART esta determinada por el tamano de grano, las impurezas, los dopantes, los
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precursores y la técnica de sintesis [113]. En general, las nanoparticulas de TiO; se
sintetizan mediante varias técnicas como sol -gel, deposicion quimica de vapor y
métodos de micelas invertidas [114-116] y en muchos trabajos se ha intentado
preparar el material en forma de nanoesferas, nanocables, nanorods, nanoestrellas
y nanodiscos [117].

La anatasa y el rutilo se sintetizan comunmente por hidrolisis de compuestos
de titanio tales como tetracloruro de titanio, sulfato de titanio o alcéxidos de titanio
en solucién acuosa. Si bien se conocen muchas alternativas para desarrollar TiO»
para aplicaciones en fotocatalisis como se mencioné previamente, existen
importantes antecedentes que describen la sintesis y el comportamiento del TiO»
como biomaterial para la regeneracion de tejido 6seo. En la mayoria de los desarrollos
reportados el TiO, se utiliza como parte de un recubrimiento, ya sea de piezas
metalicas o de superficies de otra naturaleza, como refuerzo de fases poliméricas,
como fase bioinerte de andamios compuestos, etc [101,118-134].

Durante anos se han realizado trabajos para investigar el efecto de la topografia
de nanotubos (NT) de TiO,, especialmente su diametro y tamano de poro, en su
biocompatibilidad. El contacto entre las células y los NT de TiO> esta influenciado
por la topografia y el potencial zeta de estos. Tanto las células como la superficie de
los NT de TiO; estan cargadas negativamente, la union de las células en NT de TiO»
esta determinada por las proteinas cargadas positivamente, iones, fibronectina y
vitronectina. Las células de osteoblastos primero hacen contacto con las superficies
de los implantes a través de fuerzas electrostaticas, y luego el contacto focal se logra

a través de un ensamblaje de integrina (Las integrinas forman la principal familia de los
receptores de adhesién celular. Se encuentran en la superficie celular y son el principal recurso que tienen

las células para interaccionar con la matriz extracelular o entre las mismas células). Algunos trabajos
revelaron que el diametro de NT de TiO, tiene gran efecto sobre la proliferacion y
adhesion celular, reportando un rango Optimo de 15 a 20 nm. Diferentes
investigaciones han demostrado que las nanoestructuras de TiO; tienen una buena
biocompatibilidad, aunque la influencia de la topografia en la proliferacion celular es
aun ambigua [127].

Otro aspecto importante para la aplicacion del TiO, como biomaterial recae
sobre las propiedades antibacterianas del mismo [135-137]. La figura 4.5 muestra
un esquema de los mecanismos antibacterianos generales. Las especies reactivas de
oxigeno (ROS) se obtienen por reaccion fotocatalitica de TiO2 bajo irradiacion de luz.
Particularmente, las especies como los radicales aniénicos superoxido (¢O2-), los

radicales hidroxilo (*OH) y el peroxido de hidréogeno (H202) son consideradas las
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especies que ocasionan la muerte bacteriana. Estas especies pueden penetrar la
membrana celular bacteriana y oxidar proteinas, lo que conduce a la pérdida de la
funcion de las enzimas asociadas. Por lo tanto, las células microbianas se degeneran
y mueren [127]. Recientemente se ha demostrado que es posible incrementar la
capacidad antimicrobiana del TiO, modificando las propiedades superficiales, como
el potencial zeta, mediante la funcionalizacion con 3-aminopropyltriethoxysilane
(APTES) [138]. El efecto antibacteriano de estos materiales se puede mejorar aun
mas, si se incluyen nanoparticulas antibacterianas (como Ag o Cu NPs) en las

nanoestructuras o se funcionalizan con agentes bioactivos [139,140].
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Figura 4.5: Esquema del mecanismo antibacterial del material hibrido TiO2@SiO2 sobre

E. Coli[141]

Dentro de la literatura, se encuentran trabajos que describen la obtenciéon de
sistemas compuestos de TiO, e hidroxiapatita con distintas caracteristicas y
aplicaciones.[101,102,128,142-160]. Entre ellas se destaca la preparacion de
recubrimientos obtenidos por sol-gel para desarrollar nanoestructuras compuestas
HA/TiO, de nanoparticulas que varian de 100 a 200 nm, con limites de grano bien
definidos. Las caracteristicas de estos recubrimientos dependen de la concentracion
del sol, los parametros de inmersion y la composicion de HA y TiO, También se
encuentran trabajos que obtienen sistemas particulados compuestos de TiOz/HA

mediante tratamiento hidrotérmico de polvos de HA y soluciones de Ti(OH)s+ en

-\ Membrana Plasmatica
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distintas concentraciones. Estos materiales mostraron que los pequefios granulos de
TiO, formados, identificados como cristales de anatasa de 3 a 5 nm, se depositaron
sobre cristales de HA en forma de varilla. Los resultados revelaron que las
propiedades fotocataliticas del compuesto de hidroxiapatita/TiO, son mas efectivas
que las de los materiales puros. Otro aspecto reportado es la fabricacion de
membranas por electrohilado utilizando TiO2/HA/poliuretano (PU) con diferentes
proporciones de HA y TiO,. Las membranas desarrolladas con TiO» y HA presentaron
las fibras mas pequenas respecto de aquellas que no contenian TiO2, ni HA,
mostrando la formacion de agregados en la superficie de las fibras. También,
presentaron mayores angulos de contacto con el agua, resistencia mecanica y mejor
adhesion celular que aquellos sin TiO; y sin HA, lo que las convierte en membranas
funcionalmente atractivas por su capacidad de osteintegracion.

Los estudios referentes al desarrollo de materiales porosos como soportes para
regeneracion Osea (scaffolds) conteniendo TiO> y HA es relativamente escasa. Se
encuentran pocos trabajos en la literatura que profundicen en este sistema
potencialmente promisorio. Kahattab y col. [143] describieron la produccion de
ceramicos porosos de TiOz y TiO,/HA por medio de dos técnicas: starch consolidation
y freeze gelcasting; y analizaron las propiedades estructurales, fisicas y mecanicas
de los sistemas obtenidos por ambos métodos. Basicamente, la obtencion de un
ceramico poroso por starch consolidation se basa en la obtencion de una suspension
coloidal del material ceramico con agentes espumantes como el almidon, la cual se
somete a calentamiento entre 55 y 80°C, lo que conduce a un rapido hinchamiento
de los granulos por la absorcion de agua, y da a como resultado un aumento en el
tamano del granulo. Durante el procesamiento para obtener el ceramico poroso final
el almidén es eliminado por calcinacién, lo que en consecuencia afecta a las
propiedades del material fabricado. El otro método, freeze gelcasting, consiste en la
generacion de poros por evaporacion de cristales solidificados a partir de un vehiculo
liquido dentro de una matriz. En este método la direccion del gradiente térmico es
uno de los aspectos principales que determinan las caracteristicas de la porosidad
final. Este proceso puede comprenderse como una combinacion entre las ventajas
de las técnicas de fundicion en gel y de congelaciéon. Los resultados reportados por
Kahattab y col. [143] mostraron que fue posible preparar por starch consolidation
materiales de TiO2> con 5% m/m de HA, y donde la caracterizacion revelo que el
material final presentaba las fases de rutilo y B-TCP (beta fosfato tricalcico). Por otro
lado, confirmaron la presencia de HA en los materiales obtenidos por freeze

gelcasting. Las muestras obtenidas por ambas rutas resultaron porosas, con
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importantes propiedades tanto fisicas como mecanicas, siendo las obtenidas por
freeze gelcasting las que presentaron mejor distribucion de poro.

Otros autores como S. Saber-Samandari y colaboradores [161] estudiaron la
incorporacion de TiO, en andamios compuestos de poliacriliamida/hidroxiapatita
/TiOg2, con el fin de mejorar las propiedades mecanicas (moédulo elastico y resistencia
a la compresion) y las propiedades biologicas (bioactividad) para aplicaciones en
ingenieria de tejidos. Estos autores reportaron que los nano-andamios compuestos
sintetizados tenian una estructura interconectada, y que la muestra que contenia
mayor cantidad de TiO, mostro propiedades mecanicas apropiadas (modulo elastico:
1,20 + 0,01 GPa, fuerza de compresion: 4,1+ 0,2 MPa) para ser implantado como
tejido 6seo trabecular (modulo elastico: 0,2 + 0,1 GPa, fuerza de compresion: 4 + 2
MPa), ademas de presentar buena biocompatibilidad.

La descripcion previa muestra que existen escasos antecedentes en la literatura
que aborden el desarrollo de materiales porosos de TiO2/HA a través de metodologias
con buena reproducibilidad, donde exista posibilidad de tener alto control en las
variables involucradas y que consecuentemente permitan obtener materiales
nanoestructurados con porosidad establecida. Es por ello por lo que, en este trabajo
de tesis, se propone obtener sistemas compuestos nanoestructurados de TiO,-HA
mediante la combinacion de la técnica de sintesis sol-gel con la tecnologia de secado
utilizando CO, supercritico. Por un lado, la sintesis sol-gel permite la incorporacion
homogénea de nanoparticulas de HA en el gel precursor de TiO,, como asi también
otros componentes capaces de promover la formacién de poros en el material final.

En esta parte del trabajo de tesis se estudia la sintesis propiamente dicha del
gel precursor compuesto conteniendo nanoparticulas de HA sintetizadas por via
hidrotermal (Capitulo III) y un agente porégeno. En la parte experimental que se
describe a continuacion se detallan las variables estudiadas para la preparacion de
geles de TiO, y TiO2-HA. También se presentan los resultados de diversos ensayos de
caracterizacion de los geles obtenidos y finalmente se muestran las geometrias

utilizadas para la preparacion de estos materiales finales compuestos.
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4.2. METODOLOGIA

Para la sintesis sol-gel se utilizo butoxido de titanio (Ti(OBu)4) como fuente de Ti,
acido acético (HAc) como agente estabilizante, isopropanol como solvente y agua
destilada como promotor de reacciones de hidroélisis y condensacion. Se prepararon
geles precursores de TiO; y se establecieron las mejores condiciones experimentales
que se asocian a las cantidades relativas de reactivos utilizadas. Posteriormente, se
realizaron experiencias para la obtencion de los sistemas compuestos de TiOz-HA.
Para la preparacion de los geles compuestos se utiliz6 una HA nanomeétrica (tamano
medio 60 nm) obtenida previamente segun se describi6 en el Capitulo 3. Se
emplearon diferentes condiciones de reaccion vinculadas a variaciones en las
relaciones Ti(OBu)4:HAc, Ti(OBu)4+:H20 y Ti(OBu)s:isopropanol.

Con el objetivo de lograr microestructuras homogéneas de porosidad abierta y
poros de tamano controlado se estudi6 la influencia del contenido de HA (5, 20,40 y
60 % m/m) y el tipo y cantidad de porogeno agregado. Los agentes generadores de
poros utilizados fueron Triton X-100 (TTX) y polivinilpirrolidona (PVP) de peso
molecular medio 1,3MDa, en concentraciones que fueron entre 10 % y 40% % m/m
en referencia al contenido de dioxido de titano final obtenido. Los soles preparados
se dejaron envejecer en recipientes cerrados mantenidos en estufa a 35 °C hasta su

consolidacion. La Fig. 4.6 representa los principales estadios del sistema.

Isopropanaol ’ .
HA 4
Agua &
Aditivos / /

74

Precursores Formacion del sol Etapa de Formacion del
envejecimiento gel compuesto

Figura 4.6: Proceso de obtencion de los sistemas compuestos de TiO2- HA
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4.3. Resultados y discusion

4.3.1- Ensayos preliminares

Para la obtencion de geles de titanio, los primeros ensayos se llevaron a cabo
utilizando como variable la relacion molar entre tetrabutéxido de titanio (BuTi) y
acido acético (HAc) (1:1 y 1:2) y manteniendo constantes las proporciones molares
de BuTi: H>O (1:1) y BuTi: solvente (1:1). En ninguno de estos casos se formoé un gel,
aunque los sistemas fueron evaluados a largos tiempos de envejecimiento.
Posteriormente, se realizaron nuevas preparaciones utilizando los parametros
reportados por Doeuff et al., quienes proponen utilizar una concentracion final del
BuTi de 0,8 mol/L para obtener geles traslucidos [162]. En la Tabla 4.1 se detallan

las proporciones y condiciones utilizadas para cada preparacion.

Tabla 4.1: Condiciones de sintesis utilizados en la serie de ensayos preliminares

empleando una concentraciéon [BuTi] de 0,8 mol/L y un tiempo de envejecimiento de 3

meses.
Muestra | Reflujo | BuTi:H,0 BuTi:Hac FO;I:;zién
1 - 1:4 1:1,5 No
2 -- 1:1 1:1 No
3 -- 1:0,5 1:2 No
4 -- 1:1 1:2 No
5 horas 1:0,5 1:2 No

En esta serie preliminar de ensayos no se obtuvo ninguna condicion favorable
para la formaciéon de un gel. La presencia de acido acético como catalizador de la
etapa de hidrolisis evidentemente modifica las condiciones de reaccion lo que impide

que el sistema alcance una condicion favorable para la etapa de condensacion.

4.3.2- Primera serie de ensayos: variacion en las proporciones BuTi/H.O/HAc.

En las preparaciones preliminares los sistemas estudiados no alcanzaron el
punto de gel, por lo que se procedio a realizar nuevas preparaciones modificando los
parametros de reaccion (Tabla 4.2). En la nueva serie de preparaciones se evaluo el

efecto del agua y del acido acético, principales promotores y moderadores de la
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hidrolisis y condensacion del sistema. La Tabla 4.2 detalla las condiciones de sintesis
de cada una de las muestras de esta serie. Solamente dos muestras formaron un gel,
aunque la consistencia de estos no resulté adecuada en ningin caso, ya que
mostraron un alto grado de fluidez evidenciando una incompleta condensacion del

sol precursor.

Tabla 4.2: Condiciones de sintesis y caracteristicas del producto para la primera

serie de ensayos

Muestra BuTi:H.O BuTi:HAc tiempo Caracteristica
gelado
M1 1:0,5 -
M2 1:1 1:2 --
M3 1:2 9 dias Inestable
M4 1:1 --
M5 1:1 1:3 20 dias Inestable
M6 1:4 -

Como se menciono previamente, cuando se preparan geles de TiO, se enfrentan
dos cuestiones principales: la hidrélisis rapida del precursor de titanio y la
desestabilizacion del alcogel en el proceso de envejecimiento, por lo que es de gran
importancia proporcionar un contenido adecuado de acido acético, el cual modula la
reactividad del alcoxido. Por su parte, la relacion molar BuTi:H»O debe estar ajustada
para brindar una reaccion de hidrélisis con velocidad adecuada, dado que es sabido
que a mayor cantidad de agua mas rapido es el proceso de hidroélisis, o con escaso

contenido de agua se prolonga dicha etapa.[163,164]

En la literatura se describe que la apariencia de los geles, que pueden obtenerse
por el método sol-gel, esta fuertemente influenciada por las velocidades relativas de
hidroélisis y condensacion. La Tabla 4.3 describe las caracteristicas de los productos
obtenidos en relacion a las velocidades de hidrdlisis y condensacion, permitiendo
tener mas claridad de lo que se espera dependiendo de los tiempos de las etapas

involucradas.[30]
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Tabla 4.3: Influencia de las velocidades relativas de hidrélisis y condensacion en la

estructura del gel

Velocidad de Velocidad de
g sqs s . Resultado
hidrolisis condensacion
Lenta Lenta Coloide/sol
Rapida Lenta Gel polimérico
Gel coloidal/
Rapida Rapida
Precipitado gelatinoso
Lenta Rapida Precipitacion controlada

De acuerdo con lo reportado, se modificaron las condiciones de sintesis con el
fin de generar una velocidad de hidrdlisis rapida y una condensacion lenta para
lograr la obtencion de cuerpos soélidos de TiO» [27, 31] Se buscé optimizar la cantidad
de agua, de acido acético y la concentracion del alcoxido de titanio agregado al
sistema. Teniendo en cuenta que la preparacion M3 alcanzo el estado de gel en nueve
dias, se procedié a diagramar una serie de preparaciones a partir de una relacion

molar BuTi/HAc de 1:2 modificando la proporcion de agua.

4.3.3- Segunda serie de ensayos: efecto de la proporcion de agua.

Con el fin de ajustar el tiempo de gelado se incrementé la proporcion de agua
en las preparaciones de la segunda serie de ensayos utilizando una concentracion
de BuTi de 0,8 mol/L y una relacion BuTi/HAc de 1:2 segun se indica en la Tabla
4.4. También se utilizé en una de las preparaciones una proporcion BuTi/HAc de 1:3
dado que en los ensayos previos esta proporcion permitio la formaciéon de un gel
(muestra MS5). En la Tabla 4.4 se reportan Ginicamente las preparaciones que dieron

lugar a un gel.
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Tabla 4.4: Condiciones de sintesis y caracteristicas del producto para la segunda

serie de ensayos.

Muestra BuTi:H20 BuTi:HAc Tiempo de | Caracteristicas
gelado
M7 1:2 1:2 30 min Inestable
M8 1:3 1:2 S min Estable
M9 1:3,5 1:2 2 min Estable
M10 1:4 1:2 1 min Estable
M11 1:3 1:3 4 dias Inestable

En esta serie de preparaciones se observo que el aumento en la proporciéon de
agua, manteniendo la proporcion de acido acético constante, reduce drasticamente
el tiempo de gelado y produce un gel estable. Las preparaciones M8, M9 y M10
mostraron la formacion de un gel con consistencia adecuada para ser procesado
posteriormente. Sin embargo, en estos tres casos el volumen de gel generado excedio
la superficie del liquido lo que ocasioné la formacion de grietas afectando la
consolidacion final del material. La causa de esto se debe a que las reacciones de
condensacion dan lugar a la formacion de una matriz porosa interconectada en
medio de la dispersion coloidal, reteniendo mecanicamente al solvente en su interior
a través de fuerzas capilares e interacciones con la superficie. Por lo tanto, al ser un
medio con poco solvente, el mismo queda atrapado en los poros, ya que si el gel es
de un tamano muy pequeno el liquido puede salir facilmente, pero si este es de un
tamano mas grande y la cantidad de poros mayor, se necesita un gradiente de
presion superior para conducir el liquido a la superficie.[94,96] La figura 4.7 muestra
el aspecto propio de uno de los geles (preparacion M9) de esta serie de ensayos. Se
observan importantes grietas en el gel, especialmente en las paredes. Ademas, puede

apreciarse el brillo en la superficie del gel por falta de solvente.
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Figura 4.7: Aspecto del gel de TiO2z obtenido a partir de la preparacién M9

Estos resultados dieron lugar a una serie nueva de preparaciones donde se
increment6 la cantidad de solvente utilizado y donde se analizo la influencia de la

proporcion de agua manteniendo la relacion BuTi:HAc de 1:2.

4.3.4- Tercera serie de ensayos: mayor proporcion de solvente.

En esta serie de preparaciones se triplico la cantidad de solvente usado respecto
de las series anteriores. Se trabajo con una concentracion de BuTi de 0,5 mol/L, una
relacion BuTi:HAc de 1:2 y se analizo la influencia del contenido de agua segun las

proporciones que se indican en la Tabla 4.5.

Tabla 4.5: Condiciones de sintesis y caracteristicas del producto para la tercera

serie de ensayos.

Muestra BuTi:H20 BuTi:HAc Tiz:;:gode Caracteristicas
M12 1:3 1:2 10 min Estable
M13 1:3,5 1:2 S min Estable
M14 1:4 1:2 2 min Estable

En estas tres preparaciones se logré obtener geles en tiempos aceptables y con
estructuras consistentes. Se mejord el proceso de sinéresis observandose la
formacion de geles uniformes completamente inmersos en el solvente y de

consistencia estable.
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Figura 4.8: Aspecto de los geles de TiOz obtenidos en la tercera serie de ensayos

(preparacion M13).

La Figura 4.8 muestra el aspecto del gel obtenido a partir de la preparacion
M13, en la imagen puede observarse la conservacion de la geometria del molde y la
ausencia de grietas en la superficie del gel. Teniendo en cuenta las caracteristicas de
los geles obtenidos en estas primeras series de preparaciones pudieron establecerse
como condiciones optimas de sintesis para la formacion de geles de TiO: los
siguientes parametros:

+ Concentracion de BuTi de 0,5 mol/L
+ Relacion BuTi:H2O de 3-3,5
+ Relacion BuTi:HAc de 1:2
Utilizando estas condiciones para la preparacion de los sistemas se obtuvieron

geles consistentes en tiempos de gelado convenientes, entre 5y 10 min.

4.3.5- Cuarta serie de ensayos: efecto de nanoparticulas de HA sobre la
formacion del gel.

Las preparaciones previas permitieron establecer las mejores condiciones de
sintesis (vinculadas a las proporciones de los precursores utilizados entre BuTi, H2O
y HAc) para obtener una matriz de gel de TiO, integra, de consistencia estable y
apropiada para poder conformar geometrias definidas. Con estas condiciones
optimizadas se procedié a estudiar la influencia que tiene la incorporacion de
nanoparticulas de hidroxiapatita en el proceso de formacion del gel de TiO», para dar
lugar a un gel compuesto.

La tabla 4.6 presenta los porcentajes de hidroxiapatita incorporados con
respecto a la masa final de TiO2; (1 g) presente en el sistema en la etapa de
preparacion. En todos los casos, los geles obtenidos presentaron buena consistencia
e integridad, ademas de tiempos de gelacion muy semejantes. Los geles mostraron

una reduccion en su diametro entre 25-30% en las primeras 48 h de envejecimiento.
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Tabla 4.6: Porcentaje de HA nanométrica incorporada a la preparacion M13 y

caracteristicas del producto.

Muestra M13 % m/m HA Caracteristicas
T - Estable
TH2 20 Estable
TH4 40 Estable
TH6 60 Estable

Para adquirir una mejor comprension del proceso de formacion del material
compuesto se intenté medir la viscosidad de la mezcla en funcion del tiempo. Para
ello se utilizé un viscosimetro vibracional AND. Debido al tipo de agitacion que utiliza
este equipo y al volumen requerido de muestra (aproximadamente 40 mL), no fue
posible obtener datos confiables de la viscosidad del sol en funcion del tiempo, debido
a que el gel comenz6 a gelificar en la parte superior del agitador y no de forma
uniforme en todo el volumen, ocasionando que el equipo registrara incrementos y
descensos en la viscosidad en diferentes instancias del ensayo. Se traté hacer el
registro durante 15 minutos sin embargo las variaciones registradas carecen de
significado debido a las inhomogeneidades en las cercanias del agitador. Dada la
imposibilidad de realizar el registro del cambio de viscosidad en funciéon del tiempo
para los distintos sistemas se procedio a realizar otras mediciones en un reé6metro.

Con la finalidad de determinar el tiempo de gelado de los sistemas con distinto
contenido de HA, se realizaron ensayos para medir el tee1 donde se mide la respuesta
viscoelastica del gel en funcion de la velocidad de corte, donde es posible observar el
modulo elastico o médulo de almacenamiento, G’, asociado a los efectos elasticos
(relacionado a la energia almacenada durante la deformacién), y el médulo de
pérdida, G”, asociado al efecto viscoso (relacionado con la energia disipada durante
la deformacién), donde se define el tes como el tiempo para el cual, a una dada
frecuencia, G’ y G” son iguales, es decir, a muy baja frecuencia G” es mucho mayor
que G’, por lo que predomina el comportamiento viscoso de un liquido. Al aumentar
la frecuencia o tiempo, las curvas de G’ y G” se cruzan y empiezan a dominar el
comportamiento elastico tipico de un sélido [34,96]. A partir de la variacion
registrada en los moéodulos G’ y G”, segun se detallo en el Capitulo II es posible
determinar el tiempo de gelacion de los distintos geles compuestos. Este método
permitié realizar un registro cuantitativo respecto de la evolucién de los geles

compuestos y obtener valores para los tiempos de gelacion ya que la muestra es
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preparada en el momento y con un volumen menor. Las medidas se realizaron bajo
la modalidad de platos paralelos, y si bien se obtuvieron curvas reproducibles, las
mismas se obtuvieron bajo condiciones muy diferentes a las utilizadas en las
preparaciones a mayor escala de los geles compuestos. Esta diferencia sustancial,
genera un registro para el tiempo de gelacion que solo tiene caracter comparativo
entre las muestras, donde puede evaluarse su evolucion en condiciones similares,
aunque no es representativo como valor absoluto.

La Figura 4.9 muestra la variacion registrada de los moédulos de pérdida y
almacenamiento vs el tiempo para la preparacion M 13 (T) y con diferentes contenidos
de HA (20,TH2; 40,TH4 y 60 %,TH6). Las muestras utilizadas para realizar las
medidas fueron preparadas en el momento del ensayo por lo que no es posible
realizar un control de la humedad y temperatura del ambiente tal como se realiza en
las distintas series de preparaciones estudiadas. Esto conlleva a obtener valores para
el tiempo de gelacion relativamente cortos, entre uno y dos minutos. Es sabido que
el tiempo de gelacion para sistemas sol-gel no es una propiedad intrinseca del sol ya
que depende del tamano del recipiente donde se realice y de variables ambientales
como la humedad y temperatura [9], estos aspectos son los que estarian
predominando en las medidas efectuadas en estos sistemas compuestos.

Como se observa en la Figura 4.9 no hay una variacion significativa en los
tiempos de gelado que permitan determinar la influencia del contenido de
nanoparticulas de HA en los sistemas de TiO,. Esto se asocia a que las condiciones
experimentales presentan mayor variabilidad que el efecto que produce una
variacion en el contenido de particulas de HA. De todos modos, puede apreciarse un
leve aumento en el tq para las muestras conteniendo HA respecto de la que no posee
HA. Este pequeno incremento se atribuye al efecto retardador de la condensaciéon de
la matriz de TiO2 que genera la presencia de las particulas de HA.

El moédulo elastico para los geles que contienen 20 y 40 % de HA se ve reducido
respecto al gel de dioxido de titanio (T), excepto para la muestra TH4, lo que
concuerda con un menor grado de consolidacion de la matriz de TiO». Por otro lado,
la preparacion con 40 % de HA (TH4) presenta un modulo elastico del mismo orden
que la muestra sin HA lo que conduce a proponer que una alta carga de HA favorece
la integracion de la matriz sélida ya sea por una mayor homogeneidad en su
distribucion o por una mayor interaccion superficial entre las particulas y la matriz

de TiO;, en formacion.
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Figura 4.9: Curvas de G’ (médulo eldstico) y G” (mdédulo de pérdida) para los geles
compuestos con distinta proporcion de nanoparticulas de HA.

4.3.6- Quinta serie de ensayos: efecto de nanoparticulas de HA y agentes

generadores de poro.

En la sintesis por sol-gel la estructura de la matriz se forma manteniendo una

porosidad intrinseca debido a la formaciéon de cadenas solidas que se van

consolidando durante la etapa de condensacion. La incorporacion de moléculas

dentro de la mezcla de reaccion, que no intervienen en el proceso sol-gel, permite que

éstas queden ocluidas dentro de la matriz modulando la porosidad intrinseca en el

proceso de formacion del gel. Este concepto se aplicé a una serie de preparaciones

utilizando las condiciones de formacion de la matriz previamente establecidas

(condiciones de M13), y evaluando la presencia conjunta de las particulas de HA y

un agente formador de poro.

En la Tabla 4.7 se presentan los porcentajes de porégeno y de nanoparticulas

de HA incorporados a las distintas preparaciones junto con la caracteristica del gel
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obtenido. Las sustancias ensayadas como agentes porogenos fueron Triton X-100 (T)

o polivinilpirrolidona (P).

Tabla 4.7: Condiciones de sintesis y caracteristicas del producto para la quinta serie de

ensayos.
Poré % m/m
Muestra orogeno % m/m HA Caracteristica
Porogeno
T Triton 10 - Estable
TH 10 5 Estable
P1 10 - Estable
P1H 10 5 Estable
TP3 o 30 - Estable
TP3H2 Polivinil- 30 20 Estable
pirrolidona

TP3H4 30 40 Estable
TP3H6 30 60 Estable
TP4H4 40 40 Estable
TP4H6 40 60 Estable

En primera instancia se evaluo la incorporacion de una pequena proporcion de
agente porogeno con el fin de obtener datos comparativos entre el uso de Triton X-
100 (TTX) y polivinilpirrolidona (PVP). Se observo que las preparaciones con TTX,
presentaron geles quebradizos y poco consistentes.

Mientras que, las preparaciones que contienen PVP en mayor proporcion dieron
origen a geles bien conformados, translticidos y de consistencia estable. Los tiempos
de gelacion resultaron relativamente cortos, entre 3 y 10 minutos. En todos los casos
los geles presentaron contracciéon durante el periodo de envejecimiento. En las
muestras conformadas en moldes cilindricos se observo un 25 % de reduccion del
diametro durante los tres primeros dias de almacenamiento. No se registraron
diferencias significativas en la contraccion debido a las distintas proporciones de HA
y/o agente porogeno. La determinacion del diametro de muestra (gel compuesto)
conlleva un error de medicion del orden de los mm, lo que no representa una medida
rigurosa para evaluar su variacion en funcién del contenido de porogeno.

Con el fin de evaluar la influencia del agente porégeno en el proceso de
formacion del gel compuesto se realizaron ensayos reologicos sobre las muestras con

30% de PVP sin agregado de HA y con 40% m/m de HA.
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Figura 4.10: Curvas de G’ (médulo eldastico) y G’ (médulo de pérdida) para los geles
compuestos con a) 30% de PVP (TP3) y b) con 30% de PVP y 40% de HA (TP3H4)

En la literatura se encuentran algunos estudios que se focalizan en la evolucion
del sol hasta llegar a su punto gel. En esta tematica, son pocos los investigadores
que trabajan en la evolucion del gel, ya que las reacciones de hidrélisis y
condensacion son rapidas y en algunos casos ocurren de forma simultanea,
dificultando el seguimiento de la evolucion estructural del gel, ya que el punto de gel
de cualquier sistema es extremadamente dificil de medir con precision, aunque
cualitativamente resulta sencillo de observar y de definir [94]. Se han implementado
diversas técnicas experimentales para estudiar la evolucion del sol a gel [94,96],
entre ellas se destacan las medidas reologicas, la resonancia magnética nuclear, la
espectroscopia Raman, UV-visible, analisis termogravimétricos, dispersion de rayos
X y neutrones. Las mismas dan indicios de la evolucion de sol a gel llevando un
seguimiento de las transiciones y evolucion estructural y quimica de los
componentes. A su vez, sigue siendo dificil determinar el tiempo o punto gel exacto
de los sistemas que son estudiados. [164-168]

Recientemente, Marchi [169] desarrollé6 una metodologia experimental basada
en el analisis de la desexcitacion radiactiva y no radiactiva de sondas fotofisicas
seleccionadas para registrar los cambios en la estructura molecular del sistema
durante su evolucion de sol a gel. En su trabajo utiliza la técnica de anisotropia de
fluorescencia y espectroscopia optoacustica, complementarias con mediciones de
parametros macroscopicos y con espectroscopias convencionales (turbidimetria, FT-
IR). Su trabajo demuestra que las técnicas fotofisicas, proveen herramientas para el

seguimiento de la transicion sol-gel y para comparar el grado de entrecruzamiento
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de redes de TiO,, siendo clave la eleccion de sondas apropiadas. [169] Estos
precedentes muestran la gran dificultad que presenta la evolucion de sol a gel para
ser estudiado, requiriendo un equipamiento altamente especializado.

Finalmente, podemos concluir este analisis sefialando que es necesario recurrir
a técnicas muy especializadas para realizar mediciones que representen la verdadera
transicion de sol a gel. En particular cuando los sistemas se formulan con mas
complejidad, como es el caso de agregados de nanoparticulas de HA, y la
incorporacion de moléculas formadoras de poros, se requiere el desarrollo de sondas
especificas para poder realizar medidas rigurosas de la transicion sol-gel, que quedan

fuera del alcance de este estudio.

4.4. Morfologias para la conformacion de las muestras

Los materiales de este estudio se obtuvieron a partir de las condiciones de
sintesis establecidas previamente, conformados con tres tipos de morfologias
diferentes con el fin de optimizar su manipulacion para los tratamientos y medidas
de caracterizacion posteriores (como las etapas de secado con CO; supercritico y los
ensayos in vitro con células).

Las geometrias utilizadas fueron:

+ Rodillos: geometria cilindrica con diametro pequeno, d;= 0,8 y 1,5 cm, y altura h=
12 mm (tabla 4.8)). Estas morfologias fueron obtenidas utilizando un sacabocado.
A partir de una masa de gel obtenido en un recipiente de 5,4 cm de diametro se
procedi6 a extraer muestras de gel con un sacabocado de vidrio. Las muestras
con esta morfologia se utilizaron para realizar ensayos de secado con CO;
supercritico, difraccion de DRX, espectroscopia Raman, FT-IR y SEM.

w Pastillas: geometria cilindrica con diametro grande, d,= 2,8 cm, y altura h= de 4
mm. Las muestras con morfologia de pastillas fueron formadas en recipientes
plasticos con el fin de obtener una forma plana adecuada fundamentalmente para
realizar los ensayos in vitro de adhesion celular. (tabla 4.7)

+ Prismas: geometria prismatica rectangular, de base cuadrada de 1 cm de lado y
de altura h= 2 cm. Para obtener esta geometria se disenné un molde de acrilico
con acople que se introdujo en la primera etapa durante la formacion de la mezcla
de reaccion. Esto permitio la formacion del gel con el molde dentro de la masa del
sol (tabla 4.8). Las muestras con esta morfologia fueron utilizadas para realizar

los ensayos de secado con CO; en condiciones supercriticas.
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Tabla 4.8: Diferentes tipos de conformado para las muestras rodillos, pastillas y

prismas

Geometria Molde Muestra

Rodillos

Pastillas

Prismas

La posibilidad de conformar diversas morfologias para la obtencion del gel
compuesto permite demostrar la versatilidad que presenta el sistema compuesto
estudiado y que conduce a ampliar las posibilidades de fabricaciéon de geometrias
mas complejas. Actualmente existe interés en otorgarle mas potencialidad al sistema
si se logra prolongar el tiempo de gelacion manteniendo las propiedades viscosas

adecuadas para ser procesado mediante una boquilla de impresion 3D.

4.5. Conclusiones parciales
La etapa de formaciéon del gel compuesto de TiO, e HA constituye el aspecto

principal de la sintesis del material final ya que de la distribucién e interaccion de y
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entre sus fases componentes surgen las propiedades finales. El mecanismo de
formacion de la red solida a partir del sol, es un proceso complejo, dificil de
monitorear, no solo porque se requieren técnicas especializadas sino por la gran
susceptibilidad del sistema frente a las condiciones ambientales y experimentales del
ensayo de caracterizacion que normalmente son distintas a las que se controlan en
la sintesis a mayor escala. Este aspecto es sin duda el limitante para el estudio de la
evolucion del sol a gel en el sistema estudiado.

Mas alla de estas dificultades, estos sistemas se prepararon con
reproducibilidad mediante un control estricto de las variables de sintesis. Las
condiciones optimas de trabajo son normalmente establecidas mediante la
experimentacion y tienen la particularidad de permitir pequefios cambios en algunos
parametros sin sufrir una desestabilizacion drastica. Estas caracteristicas
permitieron introducir nanoparticulas de HA en la mezcla de sintesis hasta un 60%
en masa respecto del contenido final de TiO2. Con el mismo criterio, y verificando las
condiciones de sintesis por etapas, fue posible introducir en la preparacion hasta un
40 % en masa de agentes moduladores de la porosidad.

La naturaleza del gel compuesto obtenido en cortos tiempos de gelacion (entre
S y 10 minutos) permitio modelar diversas morfologias para la pieza final del
material. En este aspecto se logré obtener tres tipos de piezas diferentes para las
muestras del material compuesto de TiO2-HA, a saber, cilindros, pastillas y prismas,
que permitieron desarrollar con mayor facilidad los ensayos de secado y

caracterizacion.
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Capitulo V: Secado con CO: supercritico

5.1. Introduccion

En general, el método sol-gel trata de la formacion de una red soélida
nanoestructurada debido a las reacciones de hidrélisis y condensacion de un
precursor. Se compone principalmente de dos partes: formacion de un gel htiimedo
por reacciones sol-gel y secado del gel huimedo por diversas técnicas.

La primera etapa en la formacion de un gel es la obtencion de un sol, que es
una suspension de particulas coloidales de tamano nanométrico. Cuando el sol
evoluciona y las particulas que lo forman se unen entre si para crear una red
tridimensional se forma el gel. Durante este periodo, en primer lugar, las particulas
primarias forman una matriz y luego se agregan como particulas secundarias y, por
ultimo, se unen en una morfologia de collar de perlas [170] (Figura 5.1). Esta etapa
se caracteriza por el considerable incremento en la viscosidad del material. Ambas
fases, sol y gel, se encuentran intimamente ligadas y aunque se pueden controlar los
procesos que actiian para dar lugar a la transformacién de un sol en un gel, las
caracteristicas del sol tendran un reflejo en las propiedades del gel. Ademas, los
procesos posteriores a la formacion del gel, como la etapa de envejecimiento,
influiran sobre las caracteristicas de los productos finales. La estructura final del

material puede resultar con porosidad y morfologias muy diferentes.

v ; | >80 ner @
|
Micropors
<2nm

Figura 5.1: Estructura porosa generada a partir de una reaccion sol-gel [171].

Durante el proceso de secado, los solventes residuales atrapados dentro de los
poros del material se eliminan dejando solo la estructura unida tridimensionalmente.
La forma en que se procede al secado del gel es clave para conservar la estructura
de la red originada en la etapa de condensacion [171]. El secado debe proceder sin

danar el esqueleto sélido y la estructura de los poros. Gran parte de la destruccion
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de poros generalmente se genera durante el cruce de los limites de equilibrio de fase
debido a la severa tension superficial formada entre las fases. Existen tres tipos
principales de secado utilizados en los procesos de sol gel: tales como secado a
presion ambiente, liofilizacién, y secado supercritico. Asi, el proceso sol-gel da lugar
a diferentes productos dependiendo de la forma de eliminacion del solvente, y/o de

otras sustancias presentes en el solvente, atrapado en la estructura del gel (Fig. 5.2).

' I !

SECADO ATMOSFERICO LIOFILIZACION SECADO SUPERCRITICO

XEROGEI CRIOGEL AEROGEI

Figura 5.2: Métodos de secado de un gel htimedo para dar: un xerogel, un criogel o un

aerogel

En este trabajo se propone el procesamiento del gel para la obtencion de un
solido tipo aerogel. La particularidad de los aerogeles es que son materiales
altamente porosos (del orden de 80-90 %) con una estructura de poros abiertos, gran
superficie especifica y consecuentemente muy livianos. Este tipo de estructuras son
muy interesantes para diversas aplicaciones, aunque dificiles de obtener utilizando

meétodos convencionales de procesamiento de materiales [172-174].

5.1.1. Técnicas de secado de geles

El proceso de secado de un gel es una etapa critica debido a que se requiere
eliminar el solvente contenido en los poros sin que se deteriore la microestructura
tridimensional generada en el proceso de formacion del gel, y evitar asi el

agrietamiento del gel seco [31].
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(1) Secado convencional: hace referencia al secado a temperatura
ambiente, donde la estabilidad de la red tridimensional se ve afectada. En
condiciones oOptimas la red tridimensional se encuentra estabilizada cuando el
solvente ocupa todo el volumen de esta, produciendo una presion uniforme en todas
las direcciones. Al evaporarse el solvente, esta estructura se desestabiliza, dando
lugar a un xerogel, el cual presenta una contraccion considerable en su volumen en
comparacion al inicial y muestra la aparicion de grietas o fracturas en la estructura
que pueden provocar el colapso de esta [172,174].

El secado de un gel a presion atmosférica da lugar a la formacion de un menisco
en un sistema de dos fases (liquido-vapor) en los poros de la estructura, lo que origina
fuerzas capilares en las paredes de los poros que pueden alcanzar hasta los 100-200
MPa. Estas fuerzas dependen de la tension superficial del disolvente, de su angulo
de contacto o del tamano de poro, las cuales se vuelven mas intensas conforme los
poros disminuyen de tamano. Por lo tanto, a medida que la fase liquida se evapora,
la estructura solida que forma el gel se contrae, ocupando el volumen que ocupaba
anteriormente el liquido, y al disminuir el radio de los poros la presion capilar
aumentara significativamente provocando que, si se tienen poros vecinos con otros
radios, se genere una diferencia de presion mayor y por ende el agrietamiento,

ruptura o colapso de la estructura (Figura 5.3) [173,175,176].

Rl t1 R1t2 ,‘t2>t1

Figura 5.3. Contraccién debida a las fuerzas capilares en poros de diferentes radios durante

el proceso de secado convencional [174].

Especificamente durante la evaporacion del disolvente contenido en el gel, la
curvatura de la interfaz vapor-liquido cambia, disminuyendo con el tiempo. (Fig. 5.3).

Esto da lugar a que las fuerzas capilares se manifiesten con mayor intensidad. La
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diferencia de presion entre la fase liquida y la de vapor puede expresarse por la

ecuacion de Laplace:

—o cos6
R

AP = Ec. 5.1

Donde o es la tension superficial interfacial liquido/vapor, R es el radio del
menisco y O es el angulo de contacto en el que la interfaz liquido/vapor se encuentra
con la superficie solida. Por consiguiente, la estructura del gel esta sometida a
tensiones de compresion en distintos puntos. Debido a la alta presion capilar
inducida por la evaporacion del disolvente y la fragilidad de la estructura del gel, se
producen contracciones y grietas. Consecuentemente, el gel seco presentara una
reduccion de las propiedades texturales.

No obstante, es posible reducir la presion capilar inducida durante el secado
mediante la utilizacion de solventes con baja tension superficial. (Ec. 5.1) En la
Figura 5.4 se muestran las fuerzas capilares inducidas por diferentes solventes en
funcion del radio de poro, donde se observa que efectivamente se pueden modificar

las fuerzas capilares si se cambia de solvente.
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w n-llexano

R—, '8

1.E+03

1.LE+02

1.E+01

Presion capilar [bar]
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50 500

Tamarfio de poro [A]

Figura 5.4. Presién capilar de diferentes solventes en funcion del tamario de poro [174].

Sin embargo, se puede observar que, si el tamano de poro es pequeno, las
fuerzas capilares pueden alcanzar varios miles de bares, resultando en una
distribuciéon no homogénea de las fuerzas que actian sobre el fragil gel poroso, lo
que conduce definitivamente a la destruccion de la red del gel.

(2) Secado por liofilizacion: consiste en bajar la temperatura del gel por
debajo de la temperatura de cristalizacion del disolvente y luego eliminar a éste como
vapor reduciendo la temperatura (sublimacion). El producto final de este proceso se

llama criogel. Sin embargo, la liofilizacion presenta algunos inconvenientes tales
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como lenta tasa de sublimacion, el intercambio de solvente que puede ser requerido
y el posible aumento de volumen después de la cristalizacion. Esta expansion del
volumen induce tensiones en el gel dirigidas desde el exterior hacia el interior, dando
lugar a contracciones y roturas de las capas del exterior como particulas pequenas.
Ademas de su alto costo por equipamiento, requerimiento energético y los largos
tiempos de procesamiento [31].

(3) Secado con fluido supercritico: el secado de geles mediante fluidos
supercriticos (FSC) se ha convertido en una alternativa atractiva, ya que logra
superar los problemas encontrados con los métodos de secado convencionales para
preservar la alta porosidad abierta y las propiedades texturales del gel huimedo en
forma seca. El proceso de secado con FSC conduce a la presencia de mezclas de
fluidos supercriticos en los poros del gel sin restos de ninguna fase liquida. Por lo
tanto, este procedimiento de secado evita la presencia de cualquier transicion
intermedia liquido-vapor y tensiones superficiales en los poros del gel, evitando que
la estructura del gel colapse (es decir, cambios en el nivel macroscopico) durante la
eliminacion del solvente [32,177].

De acuerdo con lo descripto previamente, el secado con FSC resulta la
metodologia mas adecuada si se pretende conservar la estructura de gel generada.
Mas aun, considerando que los sistemas compuestos desarrollados en este trabajo
de tesis contienen interacciones entre la matriz de gel de TiO; formada y las
nanoparticulas de HA incorporadas, es necesario implementar una etapa de secado

donde se conserve la estructuracion original.

5.2. Secado de geles utilizando un fluido supercritico.

Un fluido supercritico es una sustancia que se encuentra a una presion superior
a su presion critica (Pc) y a una temperatura superior a su temperatura critica (Tc).
Algunas propiedades de las sustancias varian ampliamente en un rango extenso de
temperaturas y presiones alrededor del punto critico, como la densidad, viscosidad,
difusividad, capacidad calorifica, conductividad térmica y constante dieléctrica. Los
valores de ciertas propiedades de los fluidos supercriticos son intermedios entre las
de los liquidos y las de los gases. En particular, la densidad es la propiedad
responsable del poder disolvente de estos fluidos. La baja viscosidad dota a los
fluidos supercriticos de una gran facilidad de transporte y de una velocidad de
transferencia de masa mas elevada. Por otra parte, la elevada difusividad y la tension
superficial practicamente nula permiten una mejor penetracion en las matrices

soOlidas.
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El siguiente esquema (Figura 5.5) resume las caracteristicas generales de los fluidos

supercriticos [178].

Buenas caracteristicas
] dinamicas

[ Densidad variable ] —_— Poder ?olvente
variable

L Compresibilidad Baja viscosidad J

b e 4

Alta Sin tension
r Difusividad superficial j

[Propiedades de transporte ] { Penetrabilidad ]

Figura 5.5: Caracteristicas que presenta un fluido supercritico.

5.2.1. Métodos de secado supercritico

Es posible diferenciar dos métodos generales cuando se aplica un FSC a un
proceso de secado: 1) secado supercritico a alta temperatura (HTSCD) y 2) secado
supercritico a baja temperatura (LTSCD) [174]. La Tabla 5.1 muestra las condiciones
de presion y temperatura criticas de algunos solventes. Puede observarse que
algunos de ellos tienen valores mas bajos que otros de temperatura critica. En
consecuencia, solventes como el metanol, etanol y acetona siguen un mecanismo de
HTSCD. Mientras que el dioxido de carbono, metano, etano, propano, etileno y

propileno se encuentran entre los fluidos que siguen al LTSCD.
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Tabla 5. 1: Condiciones criticas de algunos solventes

Temperatura Presion Densidad critica
Solvente critica critica [g/cm3]
[K] [MPa]
Di6éxido de carbono (COa) 304.1 7.38 0.469
Agua (H20) 647.1 22.06 0.322
Metano (CHa) 190.4 4.6 0.162
Etano (CyHo) 305.3 4.87 0,203
Propano (CsHs) 369.8 4.25 0,217
Etileno (CoHa4) 282.4 5.04 0.215
Propileno (CsHe) 364.9 4.6 0.232
Metanol (CHzOH) 512.6 8.09 0.272
Etanol (CoHsOH) 513.9 6.14 0.276
Acetona (CsHeO) 508.1 4.7 0.278
5.2.1.1. Secado supercritico a alta temperatura (HTSCD)

El1 HTSCD es un método que consta de tres etapas principales: en la primera se
coloca el gel con una cantidad excesiva de solvente en un autoclave. La temperatura
del sistema se eleva lentamente para evitar cruzar la interfaz gas/liquido. Luego, se
aumenta la presion de la mezcla. El punto de secado se logra cuando se alcanza la
condicion supercritica. A continuacion, se mantienen las condiciones del proceso
durante un tiempo. En esta situacion, todos los liquidos del gel se transformaran a
la condicién supercritica y tendran libre movilidad. En la segunda etapa la presion
del sistema se reduce lenta e isotérmicamente mediante la apertura de una valvula
del autoclave. Y finalmente, la tercera etapa se inicia cuando a presion ambiente, el
autoclave se enfria hasta temperatura ambiente. El proceso puede representarse en

un diagrama P vs T como el de la Figura 5.6, donde el solvente utilizado es metanol.

140 ,
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100 P5809 bar
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Liquido
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40 2
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Figura 5.6: Esquema del secado supercritico del método HTSCD utilizando metanol como
ejemplo.
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El secado del gel a altas temperaturas puede ser beneficioso para algunos
sistemas, aunque la inflamabilidad del solvente organico y la degradaciéon del gel

pueden ser algunas de las limitaciones mas importantes.

5.2.1.2. Secado supercritico a baja temperatura (LTSCD)

Si bien muchos solventes pueden clasificarse dentro de la clase de solventes
que permite un LTSCD, el que se usa principalmente es el diéxido de carbono, dado
que posee una temperatura y una presion criticas relativamente faciles de alcanzar.
En el caso del CO,, la region supercritica se logra a presiones y temperaturas
moderadas (Tc=304.2K, Pc=7.38MPa); asi, al utilizar di6xido de carbono supercritico
(CO2-SC), es posibles realizar los procesos cerca de la temperatura ambiente,
evitando la degradacion de sustancias termolabiles, y ofreciendo un medio adecuado
para sustancias facilmente oxidables [179]. La inflamabilidad de algunos otros
posibles solventes dificulta su uso para estas aplicaciones.

El secado de geles con CO»-SC consiste basicamente en una extraccion del solvente
contenido en los poros del gel. Un procedimiento tipico para el secado supercritico

con CO,-SC se representa en la Figura 5.7.

Figura 5.7: Equipamiento bdsico para procesos de extraccion con FSC.

Brevemente, el gel humedo se carga en la camara de secado (extractor) y se
pone en contacto con CO; a una presion y temperatura por encima de su punto
critico. El régimen de contacto entre el gel y el fluido supercritico determina el tipo
de secado supercritico. Si la camara de secado se carga con CO2-SC en lotes se
denomina secado supercritico estdtico; si se hace circular un flujo continuo de CO»-

SC durante todo el proceso se nombra secado supercritico continuo. Generalmente se
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usa una temperatura de funcionamiento moderada (~ 313 K). El flujo de salida de
CO: del extractor, ya enriquecido con el solvente del gel, se expande parcialmente a
través de una valvula (V3). Debido a la expansion del fluido, la presion del fluido
disminuye y el scCO: se convierte en CO, gaseoso. El menor poder de solvatacion del
CO: gaseoso induce la separacion de fases en el colector: una corriente gaseosa rica
en CO: y una fase liquida rica en el solvente extraido. Después de cierto tiempo, el
proceso de extraccion se detiene y la camara de extraccion se despresuriza. Se

obtiene asi un gel seco que se denomina aerogel.

5.3. Dioxido de carbono como fluido supercritico

Los procesos que utilizan CO»-SC son adecuados para el desarrollo de
productos con alta pureza (sin solventes, y sin necesidad de pasos adicionales de
purificacion), cumpliendo con los estandares de calidad y seguridad que exigen en la
actualidad las industrias, especialmente las alimenticias y del area farmacolégica
[180,181]. E1 CO2-SC scCO; es categorizado como un “solvente verde”, es decir un
solvente seguro para buenas practicas de elaboracion (GMP), no produce
contaminacion ni deja residuos toxicos, y ademas evita la degradacion de productos

termolabiles.
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Figura 5.8: Diagrama de fases para el diéxido de carbono (M= 44 g/mol)

La Figura 5.8 muestra el diagrama de fases para el CO., donde ademas de
visualizar el punto critico puede observarse que la sustancia se encuentra como gas
a presion atmosférica en un rango amplio de temperatura. Estas caracteristicas

permiten la eliminaciéon del CO; facilmente cuando se despresuriza el sistema en los
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procesos de secado. La fase supercritica de CO, presenta propiedades caracteristicas
y unicas, intermedias entre las de un liquido y las de un gas (Tabla 5.2). Dichas
propiedades se ven reflejadas en una densidad cercana a la de un liquido, una baja
viscosidad y un coeficiente de difusion muy superior al del liquido, lo que favorece

su salida de los poros de un gel humedo.

Tabla 5.2: Propiedades de las fases liquida, gaseosa y supercritica del CO»

Propiedad Gas SCF Liquido
Densidad 0,6-2 200-500 600-1600
[kg m3]
Viscosidad dinamica u 0.01-0,3 0,01-0,03 0,2-3
[mPa.s]
Viscosidad cinematica 1 5-500 0,2-0,1 0,1-5
[106 mZ2.5°1]
Conductividad térmica A 0.01-0,025 maxima 0,1-0,2
[W/mK]
Coeficiente de difusion D 10-40 0,07 0,0002-0,002
[106 mZ2.s°!]
Tension superficial o -—- -—- 20-40
[dyn/cm?]

Los procesos de secado con CO; supercritico se han convertido actualmente en
una herramienta poderosa no sélo en el area farmacéutica o alimenticia sino también
en otras areas de aplicacion donde puede implementarse como tecnologia innovadora
para la obtencion de materiales con propiedades especificas. Por ello, en este trabajo
se propone el estudio del secado con CO. supercritico de los geles obtenidos
previamente (geles de TiO2 y geles compuestos de TiO2-HA) segun lo descripto en el

Capitulo IV.

5.4. Metodologia

5.4.1. Secado de geles compuestos

Todos los experimentos de secado se realizaron en un equipo de alta presion a
escala de laboratorio (HPVC500, Eurotechnica Gmb). El equipo empleado consta
basicamente de un sistema de impulsion de CO,-SC (Bomba), un reservorio donde
se coloca la muestra (Extractor de 100 mL) con ventanas de zafiro, una valvula de
despresurizacion (V3), un colector de liquidos (Colector de 50 mL), y un medidor de
flujo de CO,. Ademas, se dispone de controladores de temperatura en las distintas
secciones de circulacion de CO,. El diagrama de flujo del equipamiento se muestra

en la Figura 5.7.
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En un ensayo de secado la muestra de gel se coloca en el extractor, luego de
cerrar el sistema se llena con CO; a 60 bar de presion. A continuacion, se fija la
temperatura de trabajo y se eleva la presion hasta el valor seleccionado para la
extraccion. Se deja estabilizar el sistema cerrado durante 15-20 minutos y
posteriormente se realiza la extraccion supercritica del liquido contenido en el gel a
un flujo de COz de 2 L/min y tiempo de extraccion de 60-80 minutos
La Tabla 5.3 presenta la composicion de los geles seleccionados para ser sometidos

al proceso de secado y la nomenclatura utilizada para cada muestra.

Tabla 5.3. Composicién de los geles compuestos sometidos al proceso de secado con

CO,-SC
TiO-> (g)ComI_II)Aos(z;lon del Ef;:, ) Nombre de la muestra

1 - - T

0,2 - TH2
1 0,4 -- TH4
1 0,6 - TH6
1 - 0,3 TP3
1 0,2 0,3 TP3H2
1 0,4 0,3 TP3H4
1 0,6 0,3 TP3H6
1 0,4 0,3 TP3H4-C
1 0,4 0,4 TP4H4
1 0,6 0,4 TP4H6

En primer lugar, se estudi6 la influencia de la temperatura y de la presion en
el proceso de secado, con el fin de evaluar las mejores condiciones de eliminacion del
solvente y del agente porogeno (PVP) contenido en el interior de los geles compuestos.
Se utilizaron muestras conformadas en forma de prismas y de pastillas segun lo
descripto en el Capitulo IV. Se obtuvieron curvas de extraccion para las muestras
TP3 (Figura 5.9) y TP3H4 (Figura 5.10) a temperaturas de 60 y 90 °C y a dos
presiones, P=250 bar y P= 400 bar. Dichas curvas registran el porcentaje en masa
promedio del liquido extraido a intervalos de aproximadamente 5 minutos en funcion
de la masa de dioxido de carbono que fluyo a través de la muestra con geometria de

pastilla.
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Figura 5.9: Curvas de secado con CO2-SC para los geles de TiOz con 30% m/m de PVP
Muestra TP3: a) T=60°C; b) T= 90°C.
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Figura 5.10: Curvas de secado con CO2-SC para los geles compuestos de TiOz2 con 30% m/m
de PVP y 40% m/m HA, Muestra TP3H4: a) T=60°C; b) T= 90°C.

Las curvas obtenidas del secado de geles asistido por CO,-SC mostraron perfiles
dependientes del tiempo, es decir, un proceso en estado no estacionario [178]. La
cantidad de liquido extraido que se acumula durante el curso de la extracciéon sigue

en principio la curva esquematica de la Figura 5.11.
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Cantidad total de liquido en el sélido

Parte Il

Cantidad de extracto

Tiempo, cantidad de solvente

Figura 5.11: Curva de extraccién integral. Cantidad total de extracto vs tiempo de
extraccién. Parte I es lineal; Parte II es no-lineal y puede aproximarse a un valor limite, dado
por la cantidad de sustancia extraible.

El gradiente de la primera parte del grafico puede estar dado por la solubilidad
de equilibrio. Entonces, a partir de este gradiente se puede determinar la solubilidad
del liquido en equilibrio con CO.. Por otro lado, la linea recta puede ser causada por
la resistencia constante de transferencia de masa y no es prueba de que se obtenga
la solubilidad de equilibrio durante la extraccion. La curva para la cantidad total de
extracto es una curva de respuesta al flujo de solvente supercritico que ingresa al
extractor. La curva de respuesta depende de los parametros del proceso y de todos
los fenomenos que ocurren durante la extraccion en el lecho fijo. Algunos de estos
fenomenos son: distribucién radial del solvente en la entrada, mezcla inversa del
solvente supercritico durante el flujo a través del lecho fijo causado por el tamano
desigual, la superficie y la distribuciéon de los sélidos, la autodifusion del solvente y
la distribucion radial del disolvente.

El significado de la curva de extraccion para comparar extracciones en
diferentes materiales y en diferentes extractores, es muy limitado debido a los
diversos factores que influencian a la curva determinada. Aunque la informacion de
esta curva y la que puede derivarse de ella es util para comparar los resultados de
extracciones de una serie de experimentos realizados en el mismo sustrato y en el

mismo equipo de extraccion.
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Las curvas obtenidas para los geles compuestos TP3 y TP3H4 muestran perfiles
similares al descripto en la Fig. 5.11. La primera parte de la curva corresponde a una
tasa de extraccion constante. La segunda parte forma un grafico que se acerca a un
valor limite que viene dado por la cantidad total de sustancias extraibles.

Después de un periodo inicial de tiempo (primeros minutos) en el que se elimino
mas del 60% del liquido determinado experimentalmente presente en el gel, la
velocidad de secado se ralentiza especialmente para la eliminacion del ultimo 5% de
liquido restante en el gel.

Los geles son una clase especial de materiales caracterizados por una alta
porosidad y superficie especifica. El secado de geles asistido por CO,-SC puede verse
influenciado por las propiedades estructurales del material y dominado por
diferentes resistencias de transferencia de masa con el tiempo como se menciono
previamente [178]. El secado supercritico implica una transferencia de masa
bidireccional de CO,-SC y el solvente del gel, hacia y desde los poros del gel htimedo
[178,182,183].

El mecanismo de transferencia de masa involucrado en el secado supercritico
de geles esta influenciado por varios fenémenos que se representan en la Figura 5.12
(hinchamiento, pérdida de liquido, flujo convectivo, difusion). En la primera etapa
del proceso, los poros del gel estan completamente llenos con el solvente, por lo que
puede considerarse una concentracion de solvente dentro del gel muy alta.
Inicialmente, el CO»-SC se disuelve en el liquido del poro, lo que conduce a un liquido
expandido (Fig.5.12b) y a una pérdida del exceso de volumen de liquido fuera de la
red del gel. Por lo tanto, solo se espera que las resistencias de transferencia de masa
convectiva influyan en el proceso de secado en este punto.

Luego, el contenido de CO en el liquido que llena los poros del gel aumenta con
el tiempo hasta que se alcanzan las condiciones supercriticas para la mezcla fluida
que esta en los poros (Fig. 5.12¢). El solvente sera mas facil de extraer cuanto mayor
sea su solubilidad en CO»-SC y mas bajo el punto critico de la mezcla solvente-CO,
[184]. Finalmente, a medida que avanza el proceso de secado, la cantidad de solvente
en el gel disminuye y el papel de la resistencia al transporte de masa en el sustrato
sélido (es decir, la difusion) (Fig. 12d) se vuelve predominante hasta que el gel esté

completamente seco.
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Figura 5.12: Evolucion del secado supercritico de geles humedos:

(a) poro lleno del solvente liquido del gel, (b) poros llenos de liquido expandido, (c) poro lleno
de mezcla de fluido supercritico, (d) poro con solvente restante principalmente en las paredes,
Y (e) poro seco.

La Tabla 5.4 lista los porcentajes de pérdida de masa que sufren los geles luego
del secado supercritico y también luego del proceso de calcinacion a 800°C.

Asimismo, se muestran las variaciones en el diametro de las muestras.



Capitulo V: Secado con CO: supercritico

Tabla 5.4: Pérdida de masa y disminucion del tamano de las muestras TP3 y TP3H4 luego del secado con CO2-SC y del calcinado.

(1) (2) (3) (4) (4)-(1) (5) (6)
% Variacion
o, Pérdida % Masa % Pérdida de masa % % Disminucion
T p deornasa or ° de % Masa de de masa entre Disminucioén de diametro
(°C) | (bar) seca dop muestra extracto total por muestra de diametro total por
supercritico seca experimental | secadoy calcinada y por secado secado y
p : calcinacién seca COa- CO2-SC calcinacion
SC
60 250 86,7 13,3 19,0 92,6 5,9 13,7 59,3
TP3 400 86,9 12,9 22,7 92,5 S 10,2 57,8
%0 250 87,1 13,1 10,1 92,2 35,6 8,7 57,0
400 87,7 12,3 13,3 93 5,3 10,1 57,9
60 250 80,9 19,1 15,4 88,1 7,2 6,2 43,6
TP3H4 400 91,1 8,9 16,0 94,5 3,4 4,1 46,4
%0 250 87,0 13,0 31,6 91,3 4,3 15,5 46,2
400 84,6 15,4 26,1 91,1 6,5 21,4 48,9
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La composicion de los geles sometidos al tratamiento de secado con CO,-SC
contienen 30 % m/m de PVP. Este polimero, ampliamente utilizado como excipiente
farmacéutico [185-188], es soluble en agua y en el solvente de reaccion [189]. Por
ello, al estar solubilizado en el medio de reaccion sol-gel, gran parte de €l puede ser
extraido en el proceso de secado. El % de extracto obtenido para cada muestra es
mucho menor que el valor teérico (calculado teniendo en cuenta la masa inicial y
final de la muestra luego del secado). Esto puede deberse a que no todo el solvente
liquido queda en el vaso recolector, producto del arrastre provocado por el flujo de
CO; a presion atmosférica. Ademas, parte del PVP disuelto en el solvente se pierde
por adhesion a las paredes del extractor, lo que pudo observarse luego de cada
proceso de secado.

El analisis de las curvas de secado para la muestra TP3 (Figura 5.9) nos permite
establecer que a P=250 bar, la solubilidad del liquido en CO,-SC es mayor cuando la
temperatura de secado aumenta de 60 a 90 °C. Las muestras TP3 secadas a 60°C y
250 bar presentaron una extraccion progresiva y un poco mas lenta, lo que beneficia
la integridad de la estructura del aerogel. A una presiéon mayor, P=400 bar, no es tan
clara la dependencia de la solubilidad del liquido con la temperatura, aunque se
podria indicar que un aumento de temperatura de 60 a 90 disminuye la velocidad de
extraccion.

Las curvas de extraccion para la muestra TP3H4 muestran que a mayor
temperatura para el proceso de secado se logra una extraccion del liquido mas
rapida. Esto mismo se ve reflejado al aumentar la presion de 250 a 400 bar.

Estas observaciones dan cuenta de que las mejores condiciones de secado son
aquellas que permiten eliminar el liquido del gel de forma mas controlada en el
tiempo, dando la posibilidad de mantener la estructura porosa del s6lido generado
por la reaccion sol-gel. Esto conduce a establecer que las condiciones optimas para
el secado con CO,-SC se dan a una presion de 250 bar y a 60 °C. De todos modos,
los geles secados en estas condiciones presentaron grietas, las cuales se producen
debido a una extraccion incompleta del liquido contenido en los poros, lo que
concuerda con los registros de masa obtenidos luego del secado con CO>-SC y del
posterior calcinado de las muestras (Tabla 5.3).

Las grietas formadas en las muestras se deben a que la extraccion del liquido
contenido en los poros del gel no fue completa, quedando residuos de solvente dentro
de los poros, lo que provoca fuerzas capilares [190] y que al secarse durante tiempos
cortos dan origen a grietas. Como fue mencionado anteriormente, las grietas se

originan por la formacion de dos fases durante el proceso de despresurizacion, debido
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a que no se dio el tiempo suficiente para el proceso de difusion. Asi, el residuo de
solvente formo6 una fase liquida durante la despresurizacion, que a su posterior
evaporacion dio lugar a fuertes fuerzas capilares que danaron la integridad del
material final.

El agrietamiento o dano de la estructura de los primeros geles ensayados pudo
no deberse solo al corto tiempo de secado, sino también a los inconvenientes para la
preparacion de las muestras a secar. Los primeros ensayos se realizaron sobre geles
con geometrias obtenidas con sacabocados de dos diametros (d:= 0.8.mm, d»= 1.5
mm). El hecho de realizar una fuerza mecanica sobre el gel para moldearlo originaria
un dano o inicio de grietas que, sumado a la incompleta extraccion del liquido,
produce el colapso de la estructura durante el secado posterior de las muestras. Para
solucionar estos inconvenientes, se fabricaron geometrias diversas como fue
detallado en el Capitulo IV (conformado de muestras) y también se agreg6 un exceso
de solvente durante el proceso de secado. La Figura 5.13 muestra el aspecto de las

muestras luego del proceso de secado con CO,-SC a 60 °C y 250 bar.

Figura 5.13: Aspecto de los geles compuestos secados a 60°C y 250 bar con CO2-SC

de dos geometrias diferentes a) prismas; b) pastillas.

El resto de los geles compuestos conteniendo el agente porogeno (PVP) y
distintas proporciones de HA (Tabla 5.3) se sometieron al proceso de secado con CO»-
SC a 60°C, 250 bar, con exceso de solvente, condiciones experimentales mas
convenientes para obtener piezas sin fracturas. Los materiales porosos obtenidos
fueron analizados mediante TGA y ADT. Ademas, se analizo la microestructura que

presentaron por microscopia electronica de barrido (SEM).
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La Figura 5.14a muestra los analisis térmicos TGA de las muestras T, TH2, TH4
y TH6. Se observa una pérdida de masa de 37% para la muestra T, y pérdidas de 34,
33 y 32,8 % para la serie conteniendo HA, TH2, TH4 y TH6, respectivamente. Estas
pérdidas se atribuyen a la eliminacion de agua (propia del gel seco y absorbida por
humedad ambiente), compuestos organicos de sintesis (como acido acético) y
solvente residual. Las curvas de DTA (Fig.5.14b) muestran una senal exotérmica
asociada a la combustion de sustancias organicas. Ademas, las muestras que
contienen HA presentan una banda centrada en 900 °C asociada a la transformacion

de fase anatasa-rutilo [191].
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Figura 5.14: TGA y DTA de muestras de TiOz (T) y de TiO= con diferentes contenidos de HA
(TH2, TH4, TH6) luego del secado con CO2-SC.

Los analisis térmicos de las muestras conteniendo porégeno TP3, TP3H2,
TP3H4, TP3H6 se muestran en la Figura 5.15a. En estas muestras se observa una
pérdida de masa similar a la encontrada en la serie de muestras sin porogeno. Los
porcentajes de pérdida observados son de 37%, 32,5%, 32% y 30% para las muestras
TP3, TP3H2, TP3H4 y TP3H6 respectivamente. Similarmente, estas pérdidas son
atribuidas a la eliminacion de agua, residuos organicos y solvente residual de los
sistemas. En la Fig. 5. 15b se observan los DTA de las muestras TP3, TP3H4 y TP3H6.
Se detecta una banda exotérmica entre los 300 — 341 °C asignada a la combustion
de solvente y productos de la hidrolisis, como asi también a la combustion del agente

generador de poro.
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Figura 5.15: TGA y DTA de muestras conteniendo PVP (TP3) y diferente proporcién de HA
(TP3H2, TP3H4 y TP3H6) luego del secado con CO2-SC.

La Figura 5.16 muestra las microestructuras de los geles secos conteniendo
HA. En las muestras T y TH2 se observa una estructuracion laminar y una ausencia
de porosidad isotropica (Fig. 5.16a y b). En ambos casos se visualizan particulas
desprendidas debido a falta de cohesion y gran rugosidad. Las muestras TH4 y TH6
(Fig. 5.16¢c y d) muestran una textura mas porosa, aunque se aprecia también la
aglomeracion de particulas. El mayor contenido de HA agregado a las muestras
facilita la formacion de una estructura mas porosa. En la muestra TH6 se evidencian

poros de 1-2 pm, interconectados y con distribucion homogénea.
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SE s

Figura 5.16: Imdagenes SEM para los geles secados con CO2-SC a 250 bar y 60 °C.
Muestras a) T, b) TH2, c¢) TH4, y d) TH6.

La Figura 5.17 muestra las microestructuras de los geles secos conteniendo HA
preparados con PVP. Se observa que las muestras tienen una microestructura mas
homogénea y porosa en todos los casos (muestra TP3H2, TP3H4 y TP3H6). El
contenido de HA afecta al tamano de las particulas observadas por SEM. En las tres
muestras se observa gran porosidad en comparacion con las muestras secadas sin
PVP agregado en la preparacion. En la muestra TP3H6 se evidencian poros pequenos
(2-5 pm) combinados con una estructura de poros de mayor tamano (10-20 pm),

interconectados y con distribucion homogénea.
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fsiu. x3veoe
S

Figura 5.17: Imagenes SEM para los geles secados con CO2-SC a 250 bar y 60 °C.
Muestras a) TPBH2, b) TP3H4, y c) TP3H6.

Las microestructuras observadas para los geles secos muestran que la
proporcion de nanoparticulas de HA afecta a la nanoestructuracion de la matriz de
TiO2. Los mayores contenidos de HA generan esqueletos compuestos con poros de
mayor tamano y con particulas de TiO. de menor tamano interconectadas. Estas
observaciones se pueden atribuir al comportamiento de las nanoparticulas de HA
como agentes nucleantes de la red de TiO», lo que predominaria frente al proceso de

aglomeracion de particulas de TiOo.

5.5. Geles compuestos como portadores de agentes activos.

Las propiedades que resultan en los materiales desarrollados (estructura de
poros, gran area superficial, baja densidad) hacen que éstos sean potenciales
candidatos para una variedad de aplicaciones tecnologicas. En especial los geles
compuestos TiOz-HA constituyen excelentes soportes para la liberacion controlada
de principios activos (farmacos u otras sustancias de interés tecnologico).

En principio, los compuestos activos pueden incorporarse a la matriz del gel

compuesto de TiO,-HA siguiendo dos rutas principales:
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(1) mezclar el principio activo con los reactivos en la primera etapa del proceso
sol gel, antes de que tenga lugar la gelificacion, seguido de la etapa de
secado.

(2) post tratamiento del gel de una manera que permita la deposicién de las
particulas del compuesto activo en la superficie del aerogel [174].

En este trabajo se implemento6 la metodologia (1) para incluir en un caso, acido
usnico como agente antibacteriano [192], y en otro, nanoparticulas de 6xidos de
hierro (IONPs) como agentes teranodsticos [193]. Esta via de funcionalizacion se
caracteriza por su simplicidad. El compuesto activo puede agregarse al sol como un
liquido o un solido y mezclarse con el sol a nivel molecular. Esto requiere un tnico
paso, aunque es necesario conocer el comportamiento quimico de las sustancias
incorporadas (solubilidad, acidez, etc.) para tener muchas precauciones. Entre ellas,
se debe evaluar la reactividad de los compuestos activos con los componentes del
sol, que pueden ocasionar transformaciones no deseadas. También, la estabilidad de
los principios activos incluidos es un factor importante que debe investigarse
cuidadosamente. El hecho de adicionar otros componentes al proceso sol-gel puede
influir en el proceso de gelificacion y las propiedades finales del gel compuesto
producido. Ademas, es posible registrar pérdidas del compuesto activo durante el
proceso de secado con CO,-SC simplemente por efecto de lavado [174].

En este trabajo se logro incluir 5 % m/m de acido usnico (CAS 7562-61-0) y 5%
m/m de IONPs [194] en la sintesis de los geles compuestos TP3H6 segin el
procedimiento esquematizado en la Figura 5.18. Las cantidades incorporadas de los
principios activos no modificaron sustancialmente el proceso de gelificacion lo que
favorecio el conformado de las muestras con la misma metodologia detallada
previamente (Capitulo IV). Para obtener los geles compuestos funcionalizados se
utilizaron las mismas condiciones de secado establecidas para el gel sin
funcionalizar. De esta manera, se consiguio obtener piezas secas de geometrias tipo
pastillas que se nombran muestras TP3H6-Us y TP3H6-Fe. Asimismo, los geles secos
obtenidos mostraron contener los principios activos dispersos homogéneamente en

la matriz.
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Figura 5.18: Esquema de preparacién de geles compuestos funcionalizados con dcido

usnico y nanoparticulas de Fe, secados con CO2-SC a 250 bar y 60 °C.

Los sistemas compuestos funcionalizados que lograron obtenerse por la
metodologia desarrollada (sistemas TP3H6-Us y TP3H6-Fe) son parte de un trabajo
a indagar en mayor profundidad en el futuro. Las investigaciones actuales a nivel
internacional se orientan al estudio de materiales compuestos de TiO,-HA con
propiedades biologicas de muy alta especificidad [195], lo que garantiza que la
metodologia desarrollada en este trabajo sea de potencial implementacion para el

desarrollo de sistemas compuestos TiO,-HA funcionalizados.

5.6. Conclusiones parciales
En este capitulo se ha estudiado la influencia de las condiciones de secado con CO»-
SC de geles compuestos de TiOz-HA conteniendo PVP como agente generador de
poros. El procedimiento implementado abarcé la exploracion de condiciones de
temperaturay presion del proceso, como asi también la evaluacion de las condiciones
superficiales del gel. Esto hizo posible establecer como mejores condiciones para el
proceso de secado con CO,-SC una temperatura de 60 °C, una presion de diéxido de
carbono de 250 bar y un exceso de solvente en la superficie del gel hiumedo. Esto
ultimo, la adicion de solvente adicional resulté un factor determinante para la

obtencion de aerogeles sin grietas o fracturas en su microestructura.
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De acuerdo con las caracteristicas de los geles desarrollados, se describio el
secado supercritico como un procedimiento que muestra un mecanismo de
transferencia de masa basado en una combinacion de conveccion y difusion dentro
del gel. En la primera etapa de secado, se demostré que la transferencia de masa
convectiva desempena un papel importante, mientras que, en la Ultima etapa, el

secado se controla por difusion.

~ 100 g GEL HOMEDO
CO,-SC
\ _——7 | Se pierden 85 g- se detectan 10-30 g !
l ~ 15 g GEL SECO B \
[ \ ‘ Retiene 5% m/m de residuos organicos ‘
800°C

~ 10 g GEL CALCINADO

Los geles secos presentaron una alta porosidad, con tamanos de poro entre 5-
20 pm, con distribucion uniforme.

La metodologia desarrollada permitio la obtencion de geles compuestos de TiO2-
HA y geles funcionalizados con principios activos de interés biotecnolégico
combinando técnicas de sintesis hidrotermal/sol-gel y secado supercritico. La
metodologia desarrollada resulta de gran potencial para implementar en el desarrollo

de otros sistemas como biomateriales con alta especificidad.
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Capitulo VI: Tratamientos térmicos y caracterizacion

6.1. Tratamiento térmico de geles secos de TiO2-HA

La aplicacion de un tratamiento térmico en los geles secos de TiO2-HA promueve
la consolidacion de la estructura jerarquica porosa mientras ocurre la eliminacion
de los productos organicos residuales presentes. En general, el tratamiento térmico
se utiliza para investigar la estabilidad térmica y la evolucién microestructural de los
materiales a altas temperaturas con el fin de tener un control de las variables
térmicas y evitar que se produzcan danos inesperados e incontrolables. La
consolidacion de la red nanoestructurada es altamente dependiente de la
temperatura, del tiempo y de la atmoésfera en la que se produce [196,197]. Asimismo,
la velocidad de calentamiento es un factor determinante para lograr una sinterizacion
de las particulas evitando que se produzca el agrietamiento de la muestra. Es sabido,
por ejemplo, que un tratamiento térmico en aerogeles de silice reduce el contenido
de macroporos generando una mejora en el rendimiento del aislamiento térmico
[196].

En general, se cree que se producen diferentes grados de variacion estructural
en funcion de la temperatura debido a que el sistema es propenso a la minimizacion
de la energia cuando los aerogeles estan expuestos a un entorno de temperatura
variable. Las investigaciones sugieren que, al aumentar la temperatura, los poros
mas pequenos se encojen y finalmente desaparecen a una velocidad mas alta que los
poros mas grandes [198]. Otras investigaciones sostienen un punto de vista opuesto,
en donde los poros mas grandes pueden encogerse y desaparecer preferentemente
en las primeras etapas del proceso de tratamiento térmico [199,200]. Esto se atribuye
a una nanoestructura jerarquica compleja y tnica. En general, las nanoestructuras
de los aerogeles se modela como una estructura fractal multinivel, que se construye
con agregados. Estos estdn compuestos de particulas secundarias porosas
interconectadas, y estas particulas porosas secundarias estan ensambladas por
densas particulas primarias y microporos en su interior [201]. Wu et al., ha reportado
el efecto del tratamiento térmico sobre la evolucion estructural y de textura de
aerogeles ternarios Al,O3-SiO2-TiO2 (AST) obtenidos a partir de geles utilizando
secado supercritico con etanol [197]. En el aerogel seco de este sistema ternario se
detecta so6lo la fase anatasa. El tratamiento térmico produce cambios estructurales
y la deteccion de otras fases como y-Al,O3 (a 600°C), mullita (1200°C) etc. El aerogel
ternario calcinado a 600 ° C es tipicamente mesoporoso, y muestra un area
superficial especifica alta (255.37 m? /g), un diametro de poro promedio de 22.83

nm y un gran volumen de poro (1.34 cms3/g). Sin embargo, cuando la temperatura
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alcanza los 1000°C, el area BET disminuye drasticamente de 232.57 m2/g a 98.00
m2/g, lo cual es causado por la contraccion del volumen y el colapso de los poros.
En este trabajo, los geles secos obtenidos TP3, TP3H2, TP3H4 y TP3H6 se
trataron térmicamente con el siguiente ciclo: Vi= 2°C/min hasta 400°C, V,= 5°C/min
hasta 800°C con una meseta de 60 min a esta temperatura, en atmésfera de aire.
Posteriormente, fueron caracterizados con medidas de densidad, determinaciéon de
porosidad abierta para evaluar la estabilidad textural (tamano y distribucion de
poros), el grado de contracciéon del volumen y el posible colapso de los poros.
También, se realizaron ensayos de nanoindentacion para describir el efecto del

contenido de HA sobre la resistencia mecanica de los materiales porosos obtenidos.

6.2. Medidas de densidad aparente y porosidad abierta

En la Tabla 6.1 se muestran los valores de densidad aparente y porosidad
abierta determinados a partir de la metodologia descripta en el Capitulo III para las
muestras calcinadas a 800°C. También se reporta la densidad del gel humedo y

contraccion diametral de las muestras TP3 y TP3H4.

Tabla 6.1. Densidad y porosidad abierta para las muestras TP3, TP3H2, TP3H4 y
TP3HG6 calcinadas a 800 °C.

Muestra 6humeda| §seca | Scalcinada | Porosidad %
(g/cm3) |(g/cm3)| (g/cm3) abierta (%) | Contraccion
diametral
TP3 105 0,33 1,23 £ 0.03 69,4 39,8
0,74
TP3H2 | /™ 0,33 0.001 77,8 n/m
0,80 £
reana | 24 | 928 1 (009 76,5 52,9
TP3H6 n/m 0.24 |0,73+0.08 77,5 n/m

La densidad de los geles compuestos secos no pudo determinarse mediante la
técnica de inmersion en agua debido a la baja resistencia mecanica que presentaron
a la manipulacion. Por ello, los valores de densidad aparente para estas muestras se

determinaron mediante medidas de volumen y masa. La Figura 6.1 muestra la
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variacion de densidad de la muestra TP3H4 en su condiciéon de gel humedo, gel seco
y gel calcinado a 800°C.

En general, se observa un aumento de la densidad entre las muestras secas y
calcinadas, entre un 280% y 150 % para la muestra TP3 y TP3H4 respectivamente.
Esto se debe a la contraccion y pérdida de masa que se producen por la cohesion de
las particulas agregadas (sinterizado) y la eliminaciéon de compuestos organicos
residuales, respectivamente.

Dentro de la serie de muestras calcinadas, TP3 es la que presenté mayor
densidad. La presencia de HA genera mayor porosidad abierta en los materiales
calcinados, aunque no se observa un efecto definido de la porosidad en funcion de

la proporcion de HA incorporada.

Gel humedo Gel seco Gel calcinado
&n=1.24 g/cm3 &s=0.28 g/cm?3 8c=0.80 g/cm3
P (<]
[ ]

L, A

Figura 6.1: Esquema de la variacion de densidad del gel compuesto TP3H4

durante su proceso de obtencion.

6.3. Nanoindentacion

Se realizaron ensayos de scratch y se determinaron los coeficientes de friccion
para las muestras TP3 y TP3H6 calcinadas, utilizando una carga normal de scratch
de 0,5 mN y un indentador esférico de 500 pm. Se realizaron 3 ensayos por muestra
de 6 pm de longitud. En la Tabla 6.2 se muestran los resultados obtenidos del ensayo

de scratch para ambas muestras.
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Tabla 6.2. Registros de scratch para las muestras TP3 y TP3H6

Muestra/Ensayo TP3 TP3H6

Medida 1 2 3 1 2 3
Lateral force (pN) 1,27 82,26 78,86 172,96 149,54 272,14
Normal force (pN) 0,00 0,02 0,22 501,44 0,01 0,00
Tiempo (sec) 14,95 14,77 14,80 14,89 14,86 14,88
Lateral displ. (pm) 5,85 5,83 5,81 3,65 5,87 5,81
Normal displ. nm 790,90 | 1065,59 | 428,74 | 2876,85 1035,26 | 820,98

Los registros revelan que las caracteristicas de las muestras no permiten la
obtencion de un scratch con una evolucion estable, a pesar de que se realizaron
distintos ensayos exploratorios, y de haber definido una carga normal baja,
combinada con un indentador de gran diametro. La fragilidad de las estructuras
porosas obtenidas permite argumentar que las muestras compuestas de TiOz-HA son

potencialmente tutiles como sistemas portadores de fase bioactiva no estructural.

6.4. Caracterizacion y estudio de la inclusion de nanoparticulas de HA en
matrices de TiO: obtenidas por sol-gel.

La sintesis de los geles compuestos de TiO> y HA (sin agregado de PVP) permitio
evaluar el comportamiento de las fases cristalinas de los precursores en funcion del
contenido de HA y de la temperatura. Todos los geles que se estudian en este
apartado se procesaron de acuerdo con los parametros descriptos en los capitulos
previos.

La Figura 6.2a muestra los patrones de difraccion de rayos X de geles
envejecidos durante 30 dias y tratados térmicamente a 800 °C durante 1 h. El patréon
correspondiente a la muestra en polvo sin presencia de HA, es decir, solo diéxido de
titanio (muestra T), revelo exclusivamente los picos caracteristicos de la fase rutilo
de acuerdo con el archivo JCPDS 21-1276. Esto esta de acuerdo con lo esperado ya
que el rutilo es la fase termodinamicamente estable de TiO3, y la transformacion de
fase de anatasa a rutilo se observa generalmente durante tratamientos térmicos por
encima de 600 °C [202,203]. Por otro lado, los patrones de los sistemas compuestos
de TiO2-HA revelan diferencias significativas.

Los patrones de DRX de las muestras TH20, TH40 y TH60 calcinadas a 800°C
muestran las senales caracteristicas de la fase de anatasa (JCPDS 21-1272) asi como
también de la fase de hidroxiapatita (JCPDS 09-0432) (Fig.6.2a). Esta observacion
indica que las nanoparticulas de HA actuan dificultando la transformacion de fase

anatasa-rutilo. Efectivamente, la presencia de rutilo es despreciable en la muestra
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TH6. Por otro lado, no se evidencia una reactividad especifica entre las fases

conjugadas en la estructura del gel calcinado a 800°C.

R R:TiO, Rutilo  A: TiDy Anatasa  H: Hidroxiapatita

1 " 1 1 n 1 1 1

20 25 30 35 40 45 50 55 60 &5 70 7S5 80

20 (°)
R: TiO, Rutilo A: TiQ, Anatasa H: Hidroxiapatita
A
3 L aja 800 °C
600 °C
400 °C
350°C
' 300°C
L ) ! N ! i ] :
20 25 30 o 35 40 45
20 (°)

Figura 6.2: (a) Patrones de DRX de polvos con diferente contenido de HA tratados a
800 °C y (b) Evolucion de fases en la muestra TH4 a diferentes temperaturas.

La Figura 6.2b muestra la evolucion cristalografica de la muestra TH4 tratada
a diferentes temperaturas. Los patrones registrados para las muestras tratadas a
200 y 300 °C muestran los picos correspondientes a la fase HA, mientras que el
dioxido de titanio permanece como una fase amorfa. Los picos correspondientes a

anatasa aparecen recién a 350 °C, y las muestras tratadas a 400 y 600 °C muestran
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claramente el pico intenso caracteristico de anatasa a 25.2 °26. El patron de la
muestra tratada a 800 °C muestra los picos de anatasa mejor resueltos y mas
intensos, con respecto a los patrones de temperaturas mas bajas, debido al aumento
de la cristalinidad. Sin embargo, aunque anatasa es la fase principal, el patron
también revela el comienzo de la transicion de fase hacia rutilo.

Es importante notar que cuando los geles de dioxido de titanio (T) se tratan
térmicamente en las condiciones mencionadas, la anatasa es la fase dominante hasta
600 °C, temperatura a partir de la cual se observa un pico de muy baja intensidad a
27.3 °20, lo que denota la aparicion de rutilo, tal como se observa en la Fig. 6.3.
Aparentemente, las nanoparticulas de HA interfieren en la transicion de fase
anatasa-rutilo, permitiendo que la anatasa resista temperaturas entre 600-800 °C
en lugar de convertirse en rutilo, como lo haria normalmente en ausencia de aditivos
o especies dopantes, y cuando se obtiene en condiciones similares a las que se

informan aqui.

R R:Ti0, Rutilo A: TiD, Anatasa

Figura 6.3: Evolucién de fases en la muestra T a diferentes temperaturas.

La estabilizacion de diéxido de titanio en la fase anatasa se logra cambiando su
composicion de masa o superficie [204,205]. En este sentido, la retencion de anatasa
debido a la presencia de HA puede tener diferentes origenes. Por un lado, las
nanoparticulas de hidroxiapatita distribuidas dentro de la red de TiO» en formacion
disminuyen la probabilidad de contacto entre los clusters del 6xido, retrasando o

impidiendo la transicion de fase a altos contenidos de HA. Esto esta de acuerdo con
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las observaciones de Anderson et al. para las mezclas de Al,O3/TiO», quienes
sugirieron que los enlaces de la superficie de Ti-O estan bloqueados por las especies
circundantes (es decir, SiO2 que forma Ti-O-Si en la interfaz) evitando la nucleacion
necesaria para la transformaciéon [203]. En segundo lugar, las nanoparticulas de
TiO,, que aumentan de tamano durante la transicion de fase, permanecen pequenas
y son necesarias temperaturas mas altas para promover la transicion a rutilo. En el
presente caso, la estabilidad de la anatasa aumenta por la interaccion quimica entre
grupos fosfato de HA con grupos hidroxilo presentes en geles de TiO», por medio de
los cuales se forman enlaces Ti-O-P. Esta suposicion esta respaldada por el pico a
796 cm! observado en los espectros Raman de los compuestos TiO.-HA, que se
muestra mas adelante. En cualquier caso, los patrones de DRX en la Fig. 6.2a
demuestran que cuanto mas alto es el contenido de HA, mayor es la resistencia de

la anatasa a la transicion.

Por otro lado, para realizar el refinamiento de la estructura por el método
Rietveld, los patrones de DRX (Figura 6.4) para la HA y los materiales compuestos
obtenidos (muestras TH4 y TH6) confirman la presencia de HA en los sistemas de
acuerdo con la ficha PDF 00-009-0432. La presencia de las fases rutilo y anatasa,
de acuerdo con las fichas PDF 00-021-1276 y 00-021-1272, sugieren que los
cristales de la HA se mantienen incluso en presencia de las fases rutilo o anatasa de
dioxido de titanio. Los picos de HA pueden ser indexados en la geometria con grupo
espacial P63 /m. Para estas mismas muestras, se realizo el refinamiento Rietveld (Fig.
6.4) con el fin de obtener los parametros de celda y estimar asi la cantidad de fase
presente en cada muestra. Los calculos se realizaron con el software FullProf. En
primera instancia, el estandar de silicio fue refinado para definir la resolucion de los
parametros experimentales (U, V y W). La funcién de pseudo-Voigt de Thompson-
Cox Hastings (TCHV) se aplico para el calculo de las fases. Para la fase de
hidroxiapatita, se refinaron los parametros de celda a, b y c y la microestructura. El
Biso y factor de ocupacion de atomos se fijaron con base a los datos cristalograficos
COD D 9002214. Para el rutilo y anatasa los parametros de celda y la
microestructura se refinaron y se fijaron de acuerdo con los datos cristalograficos
del ejemplo FullprofRutilo.pcr. Los parametros de celda unidad (a, b, c y V), la
cantidad de fase (%) y Chi2 se presentan en las Tablas 6.3 y 6.4. Los resultados
fueron conformes a lo esperado ya que el Chi2 se encuentra incluso mas bajo que los

valores reportados en la literatura.
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Figura 6.4: Refinamiento Rietveld para muestras HA, TH4 y TH6

Tabla 6.3. Tamano de cristalito (8) y parametros estructurales obtenidos a temperatura
ambiente mediante refinamiento Rietveld.

Fases HA
Muestra . . . . Valores R Chi?
a (A) b (A) c (A) V (A3) B (nm) Fase %
9.4176 | 9.4176 | 6.8848 | 528.8 B . Rwp= 19.6
HA (14) (14) 2) (1) 86 1 9910) | Rexp-116 |27%
9.436 9.436 6.879 530.4 B Rwp= 21.5
TH4 6) 6) (1) (5) 21 18.6 Rexp =12.5 2.93
9.4343 | 9.4343 | 6.8793 | 530.3 B Rwp= 27
TH6 (60) (60) 9) (5) 24 29.4 Rexp =14.8 3.31

* 0.90% CaO (PDF 00-037-1497)
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La Tabla 6.3 presenta los porcentajes de fases presentes en cada una de las
muestras. Se observa claramente que la muestra HA solo presenta esta fase, la cual
se encuentra presente también en las muestras TH4 y TH6. El % de HA teodrica
incluida en los materiales TH4 y TH6 serian de 28.6% y 37.51%, respectivamente (lo
que equivalente al 40 y 60% de nanoparticulas de HA agregadas en la preparacion
para obtener de 1 g de diéxido de titanio). Se observo que la muestra TH6 posee el
mayor contenido de HA, casi un 30 % m/m en el material calcinado. Los porcentajes
de anatasa y rutilo presentes en las muestras analizadas corroboran lo discutido a
partir de los difractogramas anteriores donde es evidente que la cantidad de fase

rutilo es inversamente proporcional al contenido de HA (Tabla 6.4).

Tabla 6.4. Datos cuantitativos de la fase rutilo y anatasa

HA Rutilo Anatasa
Muest Fase | Fase < 2 2 V (A3 | fase 3 2 2 3
ra % % a (A) b (A) c(A) ) % a (A) b (A) c (A) V (A3)
HA 99,1 - - - - - - - -
tus | 186 | 132 3'54916) 4.596 | 2.959 | 62,5 | 68. 2'72873; 3.783 gé%O 136.03
) ) 0 (41) 5(8) 1(8) 2 4 (27) ™) (6)
70. | 3.784 | 3.784 | 9.50 | 136.02
TH6 | 29.4 - - - - -
6 (2) (2) 0 (1) 9

Los espectros de FT-IR de las muestras HA y TiO»>-HA tratadas térmicamente a
800 °C durante 1 h se muestran en la Fig. 6.5. El espectro de HA muestra senales
caracteristicas en 1034 y 1092 cm-!. El pico en 3570 cm! asignada al grupo OH,
apoya la formacion de la estructura de apatita. La muestra de oxido de titanio (T)
muestra bandas entre 500 y 800 cm-! debido a los modos de estiramiento de los
enlaces Ti-O y Ti-O-Ti. Por otro lado, los compuestos TiO>-HA muestran las bandas
(570 y 603 cml) correspondientes a la flexion asimétrica de los grupos O-P-O
superpuestas a los modos de estiramiento Ti-O y Ti-O-Ti, observandose que la
intensidad de éstas aumenta con el aumento del contenido de HA. La senal a 965
cm-! se asigna al modo de estiramiento simétrico del enlace P-O. Las bandas mas
intensas en 1035y 1088 cm-! se deben a los modos de estiramiento asimétricos del
grupo PO43-. Finalmente, la banda ancha centrada en 3450 cm-! corresponde al agua

adsorbida.
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Figura 6.5: Espectros FT-IR para TiO: (T) y sistemas compuestos TiO2-HA (TH2, TH4
y TH6) calcinados a 800°C.

La Figura 6.6a muestra los espectros Raman de muestras tratadas
térmicamente a 800°C. La muestra de TiO> (T) muestra bandas caracteristicas a 446
y 610 cm! de la fase de rutilo [191]. Es interesante observar que las muestras
compuestas de 20 a 60% m/m de HA revelaron la coexistencia de las fases anatasa
(147, 398, 515 y 637 cm!) y rutilo, siendo la primera la fase dominante [191]. La
banda a 963 cm-!, que corresponde a la banda mas intensa y representativa en el
espectro Raman de HA, se debe al modo simétrico de estiramiento v1, la cual es
evidente también en los espectros de los sistemas compuestos. La Figura 6.6b se
enfoca en la region de 750-1000 cm-! para mostrar una banda adicional centrada en
796 cm-!, que se ha atribuido al modo de estiramiento asimétrico de PO43- y puede

deberse a la interaccion de grupos hidroxilo o fosfato de HA con TiO, [206].
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Figura 6.6: (a) Espectros Raman para TiO:z (sin HA) y sistemas compuestos TiO2-HA (TH2,
TH4 y TH6) calcinados a 800°C y (b) Detalle de la regién 750-1000 cm1.

Las imagenes obtenidas por microscopia electronica de barrido para estos
sistemas se muestran en la Figura 6.7. En las imagenes de las muestras se aprecian
superficies rugosas, con poca porosidad y relativamente compactas. Sin embargo, la
muestra TH6 evidencia poros de mayor tamano en su microestructura mientras que
en las demas se observan microestructuras mas compactas. Estas observaciones
indican que el incremento en la proporcion de HA no solo influye en la fase a obtener
sino también en la microestructura final de los materiales compuestos. Ademas, se
observa que luego del sinterizado las particulas de hidroxiapatita aumentan su

tamano y quedan como incrustadas dentro de la matriz de TiO».
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Figura 6.7: Imdgenes SEM de los materiales con diferentes % de HA (a. T, b. TH2, c. TH4 y
d. TH6) tratados térmicamente a 800 °C durante 1 h.
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Figura 6.8: Imdgenes SEM de la muestra TH6 con diferentes magnificaciones.

La muestra TH6 esta conformada por una red porosa homogénea, donde el
tamano medio de los poros es de 1 pm (Figura 6.8). Se observa claramente una
estructura con porosidad abierta e interconectada. El contenido de HA no se ve
integrado a escala nanomeétrica. Se evidencian cristales tipo placas (tipicas de HA)

inmersas en la matriz porosa.
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6.5. Caracterizacion y evaluacion del efecto del agente porogeno en los
sistemas compuestos de TiO.-HA

En ensayos preliminares se exploro el efecto del agregado de Triton X-100 y
polivinilpirrolidona (PVP, 1.3MDa) como agentes generadores de poro en la matriz de
TiO, agregandolos en la etapa de formacion del sol del método sol-gel. El analisis
microestructural por microscopia SEM reveldo que soélo el PVP daba lugar a una
estructura porosa. Por tal motivo, se desestimo6 estudiar el efecto de la concentraciéon
de Triton y se indago la influencia del agregado de 30 y 40% de PVP en geles
preparados segun las condiciones Optimas detalladas en el Capitulo IV. La
nomenclatura de estas muestras se lista en la Tabla 6.5. Los geles con diversas
proporciones de HA y de PVP, se dejaron envejecer por un periodo de 30 dias, tiempo
en el que se alcanzan geles consistentes, que no se danan durante el secado. Ademas,
dos muestras se evaluaron con un tiempo de envejecimiento de 7 meses. Todas las
muestras fueron secadas a 250 bar y 60 °C, con exceso de solvente, y posteriormente

calcinadas a 800 °C durante 1 hora.

Tabla 6.5: Condiciones de preparacion de geles compuestos de TiO,-HA

Muestra % m/m HA % PVP Tu.em?o .de
envejecimiento

TP3 - 30 1 mes
TP3H2 20 30 1 mes
TP3H2-7 20 30 7 mes
TP3H4 40 30 1 mes
TP3H4-7 40 30 7 mes
TP3H6 60 30 1 mes
TP4H4 40 40 1 mes
TP4H6 40 40 1 mes

6.5.1. Serie con 30% m/m de PVP

La Figura 6.9 muestra los patrones de difraccion de rayos X para las muestras
TP3, TP3H2, TP3H4 y TP3H6. Se observd que los materiales presentan un
comportamiento similar que cuando se preparan sin aditivo. Esto indica que, a
medida que aumenta la cantidad de HA en el sistema, se favorece la fase de anatasa,
indicandonos que el PVP solo actia como un agente generador de poros y no

interfiere en la formacion de las fases cristalinas de estos materiales.
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A R:TiO, Rutilo A:TiO, Anatasa H: HA
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Figura 6.9: Patrones de DRX para muestras con 30 % de PVP (P3) y diferentes cantidades de
HA calcinadas a 800 por 1 h

Por otro lado, el analisis por DRX revelo que las muestras TP3H2-7 y TP3H6-7
(envejecidas durante 7 meses) no presentan senales de la fase rutilo, que si se
observan en las muestras envejecidas a 30 dias y preparadas en las mismas
condiciones (Figura 6.10). Esta es otra evidencia a favor del argumento de que la
presencia de nanoparticulas de HA en los sistemas retiene la fase de anatasa,
evitando la transicion a rutilo. En la Figura 6.10 se pueden observar las
microestructuras desarrolladas por las muestras TP3H2-7 y TP3H4-7. El mayor
contenido de HA genera una microestructura porosa con particulas de menor tamano
de grano.

La muestra con mayor contenido de HA (TP3H6) desarrolla una microestructura
con 77 % de porosidad abierta e interconectada y una baja densidad (0.73 g/cm3)
cuando es calcinada a 800°C, que la hacen potencialmente adecuada para la
regeneracion oOsea como soporte funcional de una fase bioactiva. Por ello, se
realizaron tratamientos térmicos para determinar la temperatura a la cual se
eliminan por completo los restos de PVP y la temperatura a partir de la cual empieza

a descomponer la HA en el sistema.
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Figura 6.10: Patrones de DRX para muestras TP3H2-7 y PT3H4-7 calcinadas a 800°C.

La Figura 6.11 muestra la evolucion de las fases cristalinas en esta muestra en
funcion de la temperatura de tratamiento térmico. Es posible apreciar que, a bajas
temperaturas de calcinacion (hasta 400 °C) la muestra tiene una baja cristalinidad.
Zheng et al. reportaron que la presencia de PVP en los sistemas de TiO; promueve la
transformacion de anatasa a rutilo a bajas temperaturas (a partir de los 500°C), de
hecho, se menciona que mejora dicha transformacion respecto de otros aditivos de

Fe que se usan para este fin [207].

\ A:TiO, Anatasa H: HA R| /3 + B=TCP R: TiO, Rutilo A:TiO, Anatasa H: HA
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Figura 6.11: Patrones de DRX para la muestra TP3H6 calcinada a distintas temperaturas.
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Sin embargo, como vemos en los difractogramas de la muestra TP3H6 a
temperaturas altas (Fig. 6.11), la fase anatasa se mantiene hasta 800°C, confirmando
asi que la estabilidad de la anatasa aumenta por la interaccién quimica entre grupos
fosfato en HA con grupos hidroxilo en geles de TiO», por medio de los cuales se
forman enlaces Ti-O-P. A partir de 900°C hay una trasformacion completa de anatasa
a rutilo y se empieza a evidenciar la descomposicion de la HA a B-TCP, la cual es
completa a temperaturas cercanas a 950°C.

Teniendo en cuenta que la calcinacion a 800°C de los geles compuestos
(originados a partir del agregado de 30% de PVP) da lugar a un proceso de
consolidaciéon de la estructura porosa, se procediéo a analizar la influencia del
contenido de HA sobre la textura de las muestras. La Figura 6.12 muestra las
microestructuras de las muestras TP3, TP3H2, TP3H4, TP3H6, donde es posible
observar un grado de porosidad alto (» 70-80 %), con poros interconectados cuyo
diametro varia segun la composicion de la muestra y de las condiciones de
preparacion. Las muestra TP3 (sin HA) presenta poros de mayor tamano que las
muestras que contienen HA.

Si bien el efecto de la proporcion de HA sobre el tamano de poros que se generan
no es concluyente, puede indicarse que el tiempo de envejecimiento si tiene efectos

sobre la microestructura desarrollada.

Figura 6.12: Microestructuras de las muestras a) TP3, b) TP3H2, ¢) TP3H4 y d) TP3H®6,
calcinadas a 800°C.
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Las muestras envejecidas por un periodo de 7 meses desarrollan una
microestructura con poros de menor tamano respecto de las muestras envejecidas
durante un mes. Este hecho se asocia a un proceso mas prolongado de sinéresis de
las muestras, en donde se produce una contraccion en mayor proporcion,
evidenciandose en una reduccioén importante en el tamano de poro.

Por otro lado, si observamos con mas detalle las microestructuras de las
muestras TP3 y TP3H6 (Figura 6.13) se identifica una estructuracion de las fases
diferentes en cada muestra. En la muestra TP3 se observa una fase consolidada a
partir de particulas nanométricas con poros de gran tamano (* 10-14 pum), los cuales
contienen en su cavidad otras particulas de menor tamano con menor grado de
consolidacion. La muestra TP3H6 presenta una estructura porosa con mayor
homogeneidad en la cual se observan cristales tipo placas incrustadas y distribuidas

uniformemente por toda la red.

TP3

1SkU 19y DOD Lo

Figura 6.13: Microestructuras de las muestras TP3 y TP3H6 con diferentes magnificaciones.

La Figura 6.14 muestra las imagenes SEM para la muestra TP3H6 calcinada a
diferentes temperaturas (800, 850 y 950°C). De acuerdo con los DRX, la muestra
calcinada a 800°C presenta anatasa y HA como Unicas fases cristalinas. Cuando la
temperatura de calcinacion aumenta a 850°C empieza a aparecer la fase rutilo junto

con la de anatasa y HA. A una temperatura de calcinacion de 900°C las fases
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cristalinas detectadas son rutilo y HA. Estos cambios estructurales se evidencian

sutilmente en las microestructuras observadas.

1E%m

Figura 6.14: Microestructuras de la muestra TP3H6 calcinada a diferentes
temperaturas.

6.5.2. Serie con 40% m/m de PVP

Se analizo6 el efecto de un 40% m/m de agregado de PVP en la preparacion de
los geles compuestos de TiO2 con 40 y 60 %m/m de HA. Dichas muestras se nombran
como TP4H4 y TP4HG6, respectivamente. La metodologia de preparacion de estas
muestras fue similar a la serie anterior. En la Figura 6.15 se muestran los DRX de
estas muestras y la microestructura que desarrollan luego de la etapa de calcinacion
a 800°C. El difractograma de la muestra TP4H4 presenta picos de intensidades
similares tanto para la fase de anatasa como para la de rutilo, lo que indica que el
mayor contenido de PVP utilizado en la preparacion favorece la transformacion a
rutilo, tal como lo propuso Zheng et al. [207], quienes encontraron que la presencia
de PVP promueve la transformacion de anatasa a rutilo a bajas temperaturas. Sin
embargo, este efecto no tiene lugar en presencia de 60% m/m de HA, la cual inhibe
la formacion de rutilo incluso a altas temperaturas como se mostro en las muestras

anteriores. La microestructura desarrollada por la muestra TP4H6 presenta una red
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porosa formada por particulas pequenas (aprox. 0.5 pm) con bajo grado de
consolidacion (se visualizan como una cadena de perlas). La muestra TP4H4, sin
embargo, desarrolla una microestructura similar a la muestra TP3H6 analizada
anteriormente. En ésta es posible ver porosidad abierta e interconectada, con

mesoporos en la estructura.
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Figura 6.15: Patrones de DRX y microestructuras de las muestras TP4H4 y TP4H6
calcinadas a 800°C.

Figura 6.16: Mapeo EDS de la muestra TP4H4 secada con CO2-SC y calcinadas a 800°C.
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En la figura 6.16 encontramos el mapeo elemental realizado mediante EDS para
la muestra TP4H4, en la misma es posible observar como el TiO; esta en toda la
muestra como era de esperarse. Ademas, se observa que hay una distribuciéon de
calcio y fosforo por toda la muestra, aunque se evidencia claramente la formacion de
aglomerados.

6.6. Interacciones entre fases de HA y TiO..

Con el fin de detectar la interaccion entre las fases de TiO, y de HA se
registraron espectros Raman de las muestras TP3H4 y TP3H6 (muestras obtenidas
con agregado en la sintesis de 30% m/m de porégeno, tratadas a 800°C) y también
de TP3 utilizada con fines comparativos. Los mismos evidenciaron bandas
caracteristicas de cada una de las fases del dioxido de titanio (anatasa para las
muestras con HA y rutilo para la muestra sin HA). La Fig. 6.17 muestra el intervalo
750-1000 cm-! donde se ve la aparicion de la banda centrada en 796 cm-! atribuida
al modo de estiramiento asimétrico de PO43-, la cual podria adjudicarse a la
interaccion de grupos hidroxilo o fosfato de HA con TiOg, tal como lo evidenciaron las
muestras sin PVP agregado. Esta observacion indica que la presencia de
polivinilpirrolidona no afecta la interaccion entre el dioxido de titanio y la
hidroxiapatita. Con el fin de contrastar el comportamiento de la HA sintetizada en
esta tesis, se analizo el espectro Raman de una muestra equivalente a la TP3H4
preparada con HA comercial provista por Sigma-Aldrich (muestra TP3H4-C). El
espectro correspondiente mostrado en la Fig. 6.17, no muestra diferencias con

respecto a los demas espectros, y se observa también la senal centrada en 796 cm-1.
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Figura 6.17: Aumento en la region de 750-1000 cm! para las muestras obtenidas en
presencia de PVP tratadas térmicamente a 800°C.

6.7. Ensayos in vitro de adhesion celular

Se realizaron ensayos de adhesion celular sobre las muestras que presentaron
las caracteristicas estructurales y textural mas adecuadas. Estas fueron las
preparadas con 30% de PVP y diferentes contenidos de nanoparticulas de HA
(muestras TP3, TP3H4, TP3H6), y sintetizadas a 800°C. Adicionalmente, se preparo
un gel compuesto con 30% de PVP, y 40% de un polvo de HA comercial (Sigma-
Aldrich) que se denomin6é TP3H4C, y se utilizé con fines comparativos. La Figura

6.18 muestra los monolitos preparados para esta serie de ensayos.

Figura 6.18: Materiales porosos preparados a partir de la dispersion de HA nanométrica
obtenida por sintesis hidrotérmica en geles de TiOz, con la adiciéon de PVP, secados con
CO:z2 supercritico y sinterizados a 800°C.
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Para los ensayos de adhesion celular en los materiales obtenidos, se utilizo
la linea celular MG63. Se trata de una linea tumoral con una alta tasa de
proliferacion, incluso mas alta que los osteoblastos, pero que presenta rasgos
tipicos de osteoblastos asociados a las células formadoras de hueso, mostrando
un aumento en la actividad de la fosfatasa alcalina. Asimismo, este tipo de células
exhibe varios marcadores fenotipicos similares a los osteoblastos. Por lo tanto,
las células MG63 son consideradas osteoblastos relativamente inmaduros, por lo
que son ampliamente utilizadas en distintos estudios in vitro con el fin de evaluar
la biocompatibilidad de varios materiales, entre los que encontramos materiales

de titanio, injertos 6seos y materiales para recubrimientos, entre otros. [208-211]

Para comprender el valor de los resultados que se obtuvieron de los ensayos
in vitro es necesario conocer en qué consiste la adhesiéon celular. La adhesion

implica una serie de interacciones bioquimicas y mecanicas:

- Bioquimicas, ya que las células del cuerpo humano estan rodeadas y
generalmente crecen en una matriz extracelular conocida como material inviable.
Para el caso de las células derivadas del hueso, la adherencia y el crecimiento se
producen en una matriz extracelular compuesta por proteoglicanos conteniendo

fosfato de calcio y proteinas.

- Mecanicas, puesto que las células 6seas pertenecen al grupo de células
dependientes de anclaje, es decir, solo pueden sobrevivir in vitro al unirse a una

superficie.

Por lo tanto, la proliferaciéon y diferenciacion celular puede tener lugar si se
logra la adhesion celular. En consecuencia, las interacciones iniciales entre la
célula y el sustrato juegan un papel critico durante la osteointegracion del
implante, ya que las prestaciones de los materiales implantados estan
intrinsecamente vinculados a las interacciones entre el fluido biolégico y la
superficie de los implantes. Esta interaccion es a menudo mediada por proteinas
adsorbidas de la biologia del fluido. Las caracteristicas de la superficie en
términos de rugosidad, topografia y quimica de la superficie son entonces
transcritas por la capa de proteina en informaciéon “comprensible” para las células

[208,212].

La adhesion celular se inicia basicamente, por la humectacion de la
superficie del sustrato, en este caso con el medio de cultivo in vitro, dando lugar

a la adsorcién inmediata de agua y proteinas sobre la superficie. La Fig. 6.19
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muestra el esquema de adhesion celular y las proteinas involucradas, donde se
aprecia que las células se unen inicialmente a la pelicula de acondicionamiento
a través de interacciones como las fuerzas de van der Waals e idnicas, y
posteriormente a través de las proteinas de mediacion celulares adsorbidas. Las
proteinas adsorbidas interactiian con las moléculas de la superficie celular
conocidas como integrinas. Las integrinas son los receptores de la superficie
celular y son moléculas transmembrana que actiian como una interfaz entre los
compartimentos intracelular y extracelular. Del lado intracelular, las integrinas
interactian con las moléculas del citoesqueleto y con las moléculas de

senalizacion denominadas adherencias focales.

Figura 6.19: Esquema de las proteinas involucradas en la unién de células
eucariotas derivadas del hueso sobre materiales.[213)]

Finalmente, luego de la adhesion y la difusion, las células deben asegurar
su estabilidad a través de las fibras de actina en todo el cuerpo celular y
equilibrado por los microtiibulos. Las células también pueden migrar y orientarse
sobre la topografia de la superficie. La migracion celular es impulsada por los
filopodios celulares. Los mismos son usados por las células para explorar su
alrededor inmediatamente antes de migrar. Las interacciones bioquimicas y
mecanicas permiten la transduccion de senales al nucleo celular que puede

inducir la muerte celular a través de la apoptosis o el crecimiento y la
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diferenciacion celular. La adhesion y migracion celular exitosa son seguidas por

la division y proliferacion celular.[208]

Como se mencioné anteriormente, las células MG63 son células
dependientes de anclaje, es decir, que si el material no es apto para que vivan y
proliferen, mueren (apoptosis), y esto es lo que se ve en las imagenes de la Fig.
6.20. Se observa que la muestra TP3 (sin HA) no presenta indicios de células en
su superficie, mientras que las demas muestras presentan areas mas oscuras,

atribuidas a las células.

TP3

TP3HA4C

TP3H4

TP3H6

Figura 6.20: Micrografias SEM de la superficie de los materiales ensayados in vitro con la
linea celular MG63.
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Sin embargo, en la muestra TP3 se encontré una zona a mayor magnificacion
(5kX) donde es posible observar la presencia de una célula desprendida del material.
Esto ocurre ya que las células extienden sus filopodios por la superficie en busca de
anclaje, al no encontrarlo, la misma sufre apoptosis y se desprende, indicando que
esta muestra pese a que es de un material bioinerte como el diéxido de titanio no
permite la adhesion de células de tipo osteoblastos. Este hecho esta vinculado a la
microestructura desarrollada por esta muestra. La misma, posee poros del orden de
las micras (* 14 pm), con particulas poco consolidadas, lo que muestra una textura

poco homogénea.

Para las muestras que contienen HA (TP3H4, TP3H6 y TP3H4C) las imagenes a
baja magnificacion reflejan mayor contenido de células en la superficie de las
muestras TP3H4 y TP3H6. En la muestra TP3H4C las células estan sé6lo sobre la
superficie del material, y no muestran filopodios extendidos, posiblemente las células
se lograron anclar de cierta forma al material, pero solo sobre la superficie del mismo.
Sobre la muestra TP3H4 se observa una célula que probablemente este por morir y
que se alimenta de las particulas sueltas que contiene el material, sin embargo, cabe
resaltar la presencia de filopodios extendidos en busqueda de células vecinas. Por
otro lado, la muestra TP3H6 presenta células mas adheridas a la superficie del

material, siguiendo incluso la topografia de este.
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TP3H4

TP3H6

Figura 6.21: Micrografias SEM de los materiales TP3H4 y TP3H6 luego del ensayo de
adhesion celular

Las imagenes de la Figura 6.21 nos permiten ver como los filopodios se
extienden incluso dentro de los poros del material y como las células estan
conectadas entre si. De igual forma para la muestra TP3H4 se observan los filopodios
de las células anclados al material y a otras células. Esto nos permite concluir que
los materiales obtenidos de forma sintética en este trabajo favorecen la adhesion de
las células tipo osteoblastos MG63 y su proliferacion, siendo la muestra con 60% de

HA la que mejor respuesta presento frente a las células.
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7.1. Conclusiones generales

A través de la historia, diversas investigaciones se han enfocado en el estudio y
la obtencion de materiales porosos que logren imitar la morfologia y funcién de la
estructura 6sea, optimizando la integracion con el tejido circundante, y obtener asi
soportes para osteogénesis. Sin embargo, en la actualidad sigue siendo un desafio la
obtencion de ese tipo de materiales, ya que abarca una serie de requerimientos tanto
fisicoquimicos como biolégicos que son dificiles de lograr. En este aspecto, el objetivo
principal del presente trabajo fue aportar conocimiento en el desarrollo de materiales
compuestos nanoestructurados porosos de didoxido de titanio e hidroxiapatita (TiO»-
HA) que puedan ser utilizados como materiales de relleno 6seo.

Este trabajo dio lugar a la obtencion de materiales porosos de TiO; y sistemas
compuestos de TiO2-HA, integrando etapas que incluyen procesos hidrotermales, sol-
gel y secado supercritico. La metodologia implementada permitié la inclusion de 30
% m/m de HA al sistema de TiO,, lo que result6 favorable para el desarrollo de una
porosidad abierta y una microestructura homogénea. Se logré obtener materiales
consolidados (calcinados a 800 °C) con una respuesta satisfactoria frente a los
ensayos in vitro de adhesion con células de tipo osteoblastos, aunque atun queda el
desafio de lograr una certera caracterizacion mecanica. Ademas, los materiales
desarrollados presentaron fases cristalinas estables a 800°C de anatasa e
hidroxiapatita, que aportan propiedades especificas al biomaterial desarrollado. Asi
mismo, se consiguio detectar la interaccion de dichas fases presentes, sin evidencia
de reactividad entre ellas, lo que determina una buena integracion de las fases en la
estructuracion final del material compuesto, siendo este uno de los mayores desafios

del trabajo.

7.1.1. Sintesis hidrotermal de HA

La sintesis hidrotermal a partir de Ca(OH).y H3zPO4 dio lugar a la obtencion de
nanoparticulas de HA con tamanos y morfologia controlada. El agregado de
hexametilentetramina (HMTA) resulto eficiente para controlar el tamano de las
particulas, permitiendo obtener particulas con una distribucion bimodal de tamafos
medios 61 (~74%) y 225 (~26%) nm. Ademas, implementando un procedimiento de
enfriamiento rapido en la sintesis, se logro la formacion de defectos estructurales en
las nanoparticulas sintetizadas lo que conlleva a incrementar su bioactividad. Las
caracteristicas de tamano y morfologia de las particulas de HA obtenidas en estas
condiciones resultaron las mas adecuadas (en comparacion con las otras

preparaciones) para su inclusion en la sintesis de los geles compuestos.
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7.1.2. Sintesis sol-gel para la obtencion de geles compuestos de TiO2-HA

La versatilidad del método sol-gel permitié desarrollar la formacion de una
matriz de TiO; con particulas nanomeétricas de HA dispersas, y con buena interacciéon
de fases. Las etapas de formacion del sol y de obtencién de los geles compuestos
procedieron a velocidades adecuadas y reproducibles en las condiciones de sintesis
seleccionadas. El procedimiento implementado permitié conformar muestras con
diversas morfologias tales como: cilindros, pastillas y prismas. Se pudieron fijar
parametros de sintesis que den lugar a geles compuestos bien consolidados, los
mismos permitieron la introduccion tanto de nanoparticulas de HA (hasta un 60%
en masa respecto del contenido final de TiO2) como de agente generador de poro (PVP,
hasta un 40% en masa respecto del contenido final de TiOj;), sin generar

desestabilizacion del sistema.

7.1.3. Secado de aerogeles compuestos de TiO2-HA y calcinacion

De acuerdo con el estudio de secado de los aerogeles con CO,-SC se pudieron
establecer las mejores condiciones de temperatura y presion para el proceso. Todas
las composiciones de geles compuestos de TiO2-HA fueron secadas a 60°C y 250 bar
con un adicional de solvente, con el fin de evitar grietas en la estructura del material
seco. Los geles secos fueron calcinados a 800°C para generar materiales compuestos
con porosidad abierta del orden del 70-80 %, con una distribucion uniforme de poros,
de tamano entre 5-20 pm. No se evidenci6 reactividad de las fases componentes a la
temperatura de calcinacion. Las caracteristicas microestructurales desarrolladas y
el contenido del 30 % m/m de HA (cuantificado en las muestras calcinadas)
favorecieron una buena respuesta superficial del material frente a la adhesion de

células tipo osteoblastos.
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