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Resumen

En este trabajo se presentan los resultados obtenidos en el estudio morfologico y quimico-elemental, a través de MEB-EDS, de la
hidroxiapatita sintetizada por el método hidrotermal asistido por microondas utilizando diferentes concentraciones de
polivinilpirrolidona (PVP) como controlador de tamaifio y forma de las particulas de Hap. De acuerdo a lo observado con el MEB la
presencia de PVP durante la sintesis de la hidroxiapatita facilita el crecimiento de nanoestructuras tipo rods, observando un aumento
de la longitud cuando la cantidad de PVP adicionada en la sintesis se incrementaba. El analisis por EDS mostr6 la presencia de oxigeno,
calcio y fosforo como elementos mayoritarios en la Hap pura y sintetizada en presencia de PVP; también indicéd que para una
concentracion de PVP de 0.3 % en peso se obtiene una proporcion Ca/P de 1.69, proxima a la estequiométrica. Tomando en cuenta que
muchas de las propiedades de la Hap dependen de la escala dimensional en la que se realiza el estudio, la informacion que se obtuvo a
través del MEB-EDS en la escala micro y nanoestructural de la hidroxiapatita es cientifica y tecnolégicamente relevante; por tal razon,
en este trabajo se incluye una breve explicacion del principio de operacion del MEB-EDS.
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Abstract

This work presents the results obtained on the morphological and chemical-elemental studies, using SEM-EDS, of the
hydroxyapatite synthesized by the microwave assisted hydrothermal method, in which, several concentrations of Polyvinylpyrrolidone
(PVP) was used as controller of the size and shape of the Hap particles. According to the SEM results, the PVP promotes the growth
of the nanorods structures, where the length was growing when the concentration added of PVP was increasing. The EDS analysis
shows that oxygen, calcium and phosphorous were the main elements present in the different Hap samples; it was also observed that
Hap sample synthesized in presence of 0.3 wt% of PVP, the rate of Ca/P was 1.69, which is near to the stoichiometric. Finally, these
results showed that SEM-EDS is a valuable tool to the study of hydroxyapatite, for this reason a brief introduction of the basic principles
of the SEM-EDS operation was also included.

Keywords:
Hydroxyapatite, Hydrothermal method, Polyvinylpyrrolidone, Control size, SEM, EDS.

1. Introduccién Lopez-Ortiz, 2020; Rodriguez-Lugo, 2018 y 2020). Este
biomaterial ha sido sintetizado y analizado con el principal

La hidroxiapatita (Hap) es un biomaterial cerdmico cuya  objetivo de ser utilizado para regenerar el hueso, que por fracturas
importancia radica en que es el componente principal de huesosy 0 alguna enfermedad degenerativa, ha sufrido algun dafio. Por sus
dientes de mamiferos, incluyendo los humanos (Cerén, 2018;  propiedades fisicoquimicas de porosidad y adsorcion, la Hap
Wang, 2010; Sanchez-Campos, 2020 y 2021; Zhang, 2007;  también es utilizada como sensor de gases y para atrapar iones
pesados contaminantes (Villasefior, 2019; Montes de Oca, 2019).
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Previo a una aplicacion real, la Hap debe ser completamente
caracterizada para conocer su morfologia (tamafio y forma de las
particulas constituyentes) y composicion elemental, ademas de
otras caracteristicas, por ejemplo, cristalograficas; este estudio
permite evitar un comportamiento adverso en su aplicacion y asi
incrementar su eficiencia.

La forma y tamafio de las particulas de hidroxiapatita son
parametros fundamentales que influyen drasticamente en las
caracteristicas y propiedades fisico-quimicas de ésta, y por lo
tanto, en el éxito durante su aplicacion (Lopez-Ortiz, 2020;
Sanchez-Campos, 2021; Rodriguez-Lugo, 2018). Por tal razon, el
control del tamafio y la forma de la particula durante la sintesis es
primordial; para lograrlo se pueden seguir rutas de sintesis donde
el tipo de reactivos, velocidad de reaccion, pH o temperatura
durante la sintesis, son variables a considerar para obtener como
producto, hidroxiapatita con morfologia especifica. Sin embargo,
el uso de ciertos surfactantes durante la sintesis, ha también
permitido el control de la morfologia de la hidroxiapatita, por lo
que el objetivo del presente trabajo fue sintetizar hidroxiapatita, a
través del método hidrotermal asistido por microondas, utilizando
polivinilpirrolidona o simplemente PVP [(CsHoNO)n] para
controlar la morfologia de la Hap. Se debe mencionar que este
polimero tiene C=0O, C-N y CH, como grupos funcionales y es
ampliamente utilizado como controlador de forma y tamafio
durante la sintesis de nanoparticulas metalicas, por ejemplo, de
Au, Ag y Cu (Kallum, 2015; Li, 2015), pero su uso en la sintesis
de Hap para controlar tamafio y forma ha sido menos estudiada
(Nathanael, 2015), aunque si para la sintesis de biomateriales
compuestos Hap-polimero (Gta, 2021).

En la caracterizacion de la Hap generalmente se utilizan
diferentes técnicas analiticas, tales como el microscopio
electronico de barrido (MEB) acoplado con espectroscopia por
dispersion de energia de rayos X (EDS). El MEB es una
herramienta 1til con la que es posible obtener informacion sobre
la microestructura de la Hap, habito de crecimiento de las
particulas, porosidad y composicion quimico-elemental (Vernon-
Parry, 2000; Ipohorski, 2013; Ledea, 2010; Mohammed, 2018).
Con el fin de complementar este trabajo, también se presenta una
breve explicacion del principio de operacion del MEB y su
aplicacion en la caracterizacion de la Hap.

En el MEB (Figura 1), un haz de electrones emitidos por un

citodo o filamento de tungsteno que es calentado a
aproximadamente 2700 °C (por un proceso de emision
termoidnica) pasa a través de una columna en la que se ha hecho
un vacio de alrededor de 10 Pa, al ser atraidos por el 4nodo,
mantenido a un voltaje positivo (puede ser entre 0.5 y 30 KV)
respecto al catodo; a esta diferencia de potencial entre el catodo y
el anodo se le conoce como voltaje de aceleracion (el MEB trabaja
comunmente con voltajes desde 5 KV hasta 30 KV). Es
importante resaltar que el filamento puede ser también de
hexaboruro de lantano y de emision de campo (Gonzalez
Mancera, 2006), aunque el proceso de emision es diferente,
generan un haz mas coherente, sin embargo, el costo econémico
es mas alto.
Al continuar su paso el haz de electrones a través de esta columna,
el diametro del haz inicial es concentrado por una serie de lentes
electromagnéticas: condensadora y objetiva (Figura 1) hasta
alcanzar unos nanometros (=10 nm); es decir, su diametro va
disminuyendo hasta hacerse casi puntual. De manera simulténea,
la intensidad de corriente disminuye hasta en 2 oOrdenes de
magnitud (=pA). Cabe decir, que las lentes consisten en bobinas
o solenoides enrollados por las que se hace pasar una corriente
eléctrica generandose un campo magnético; de esta manera, a
través de fuerzas electromagnéticas los electrones son dirigidos a
un punto especifico.

El haz electronico ya colimado o puntual, es desplazado sobre
toda la superficie predeterminada de la muestra a modo de un
pincel que iria barriendo la superficie con continuas idas y
venidas: esta movilidad del haz se consigue gracias a un sistema
de bobinas de barrido situadas en la columna del microscopio
(Figura 1). El diametro final del haz (o spot size) influye en la
resolucion y depende de la capacidad que tenga el sistema Optico-
electromagnético (lentes) para disminuir el diametro.

En resumen, el MEB es un instrumento que enfoca un haz de
electrones a través de una serie de lentes magnéticas para
interaccionar (o hacer incidir) en una zona (selecta) especifica de
la muestra en estudio y de alli formarse una imagen magnificada.
En el proceso de interaccion del haz con la superficie del material
se generan diferentes sefiales: electrones secundarios, electrones
retrodispersos y rayos X caracteristicos; cada una extrae
informacion especifica del material con las que se forman
imagenes asociadas con la morfologia y composicion elemental

del material (Figura 1).
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Figura 1. Esquema representativo del microscopio electréonico
de barrido.

Al incidir el haz de electrones con la superficie de la muestra,
el tamafio del volumen de interaccion dependera de la corriente
del haz de electrones incidente, voltaje de aceleracion y densidad
atomica de la muestra. A mayor corriente y voltaje de aceleracion,
el haz penetrara la muestra a una mayor profundidad y, entre mas
elementos quimicos con numeros atdmicos grandes estén
presentes, el haz penetrara menos la muestra. En la Figura 2 se
presenta graficamente la forma del volumen de interaccion del haz
y la profundidad a la que se generan las diferentes sefiales que son
utilizadas para formar imagenes y analisis elemental; como se
menciond, la profundidad a la que se generan las diferentes
sefales depende de las condiciones de operacion del MEB y de la
naturaleza de la muestra.
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Figura 2. Esquema representativo del volumen de interaccion
del haz de electrones en la muestra.

Los electrones secundarios se producen cuando los electrones
del haz primario interaccionan con los electrones de los d&tomos de
la muestra, proporcionando la energia suficiente o necesaria para
saltar fuera de las oOrbitas electronicas; en este caso, el atomo
queda positivamente ionizado. Los electrones expulsados son de
muy baja energia (por debajo de 5 eV), por lo que sdlo los que se
emiten cerca de la superficie alcanzaran a llegar al detector y son
considerados como electrones secundarios. Esta sefial, en
consecuencia lleva informacion principalmente del relieve o
topografia de la muestra (Figura 3a).

La sefal de electrones retrodispersos se produce cuando un
electron en el haz primario choca frontalmente con el ntcleo de
un atomo de la muestra, siendo repelido en sentido contrario fuera
de la muestra. La intensidad de dicho efecto varia
proporcionalmente con el nimero atomico de la muestra (Figura
3b); por ejemplo, atomos ligeros repeleran al haz incidente con
menor energia y atomos pesados los repeleran con mayor energia.
Por lo que la imagen formada por esta sefial, brinda informacion
principalmente sobre la distribucion elemental en la zona
analizada.

Electrén Electron
(a)

(b) Electrén
incidente @ .secundario

Electron
incidente 1

@ retrodispersado

Vacancia

Atomo perteneciente a la muestra Atomo perteneciente a la muestra
Figura 3. (a) Generacion de la sefial de electrones secundarios
y rayos X caracteristicos, y (b) electrones retrodispersos,

ambos utilizados para formar imagenes en el MEB.

Cuando en el proceso de interaccion del haz incidente con la
muestra en estudio, ciertos &tomos que constituyen la muestra son
ionizados al desprenderse electrones de las capas electronicas
internas (Figura 3a), estos atomos presentan vacancias
electronicas quedando energéticamente inestables. Para alcanzar
la estabilidad, electrones de capas electronicas externas podran
llenar vacancias internas (Figura 3a, flecha punteada); en este
proceso, el atomo se queda con un remanente o excedente de
energia que es liberada via emision de un rayo X (caracteristico)
(Figura 3a). La diferencia de energia que se libera, sera mayor
cuando la transicion se da entre los orbitales K-L (rayo Xkq) o K-

M (rayo Xkg), que cuando se da entre los orbitales L-M (rayo Xiq)
6 M-N (rayo Xwuq); debido a esto, los rayos X de las lineas K tienen
generalmente una mayor energia, y en el espectro de energias se
observa un pico de mayor intensidad (Gonzalez Mancera, et.al.,
2006). La energia de un rayos X caracteristico solo dependeré del
atomo que lo emite, independientemente del estado quimico en
que se encuentre, y del orbital electronico en que se da el evento
(capa K, L, M, etc.); por ejemplo, el carbono, oxigeno y aluminio
emitiran rayos Xk, de 0.277, 0.523 y 1.486 KeV, respectivamente.
Mientras que otros emitiran mas de un solo rayos X, dependiendo
de su configuracion electronica; por ejemplo, el hierro (Fe) emite
un rayo Xk, de 6.403 KeV y un rayos X, de 0.705 KeV, en tanto
que la plata (Ag) emitira rayos X asociados con las transiciones
K-L, L-M y L-M; esto es, a medida que el nimero atémico y por
lo tanto, la configuracion electronica se hace mas compleja, la
cantidad de rayos X caracteristicos emitidos por el elemento, se
incrementa también.

A excepcion de los dos primeros elementos de la tabla
periodica (H, He) que no emiten rayos X caracteristicos y de los
siguiente tres en la tabla (Li, Be y B) que emiten rayos X de baja
energia para poder detectarse por los sistemas actuales, todos los
demads elementos pueden ser identificados a través de los rayos X
que emiten, y utilizados para conocer la composicion elemental de
la muestra en estudio e incluso hacer mapeos elementales que
permitan conocer la distribucion de estos elementos en la muestra;
esto ultimo se logra cuando la sefial de rayos X es utilizada para
controlar intensidad de la imagen de barrido. La técnica que
aprovecha este principio fisico se conoce como espectroscopia por
dispersion de energia de rayos X (EDS), la cual ademas de
identificar los elementos presentes en la muestra, presenta un
calculo semicuantitativo de la concentracion (% en peso o %
atomico) de elementos identificados. Se debe mencionar que la
cuantificacion elemental depende de las condiciones de operacion
del microscopio (voltaje, spot size, distancia de trabajo), por lo
que para un estudio comparativo, éste debe realizarse en las
mismas condiciones.

La informacion que se obtiene a partir de la imagen formada
con la sefial de electrones secundarios y retrodispersos permite
conocer las caracteristicas micro-estructurales de un material; por
ejemplo, morfologia (tamafio y forma de las particulas) y
porosidad, en escalas que incluyen los micrometros y nanometros
(magnificaciones desde ~10X hasta *300000X), con imagenes (en
escala de grises) con alto grado de profundidad. Ademas, es
posible conocer la composicion quimico elemental para cada zona
visualizada, siendo posible el analisis por area selecta, lineal,
puntual y mapeo. En resumen y como ya se mencioné lineas
arriba, la microscopia electronica de barrido permitira hacer un
seguimiento detallado sobre la morfologia y composicion
elemental de la Hap y el papel que juega el PVP como controlador
de forma y tamafio durante la sintesis de la Hap.

2. Procedimiento experimental

La Hap pura se prepar6 con la disolucion de la sal de (Ca
(NO3), 4H>0) (Meyer) en 40 mL de agua destilada y agitacion
constante por 5 minutos; una vez disuelta la sal, se afiadio
directamente el (NH4)> HPO4) (Meyer) a la solucion al cabo de 15
min, el hidroxido de amonio (NH4OH) (Meyer) se agrego gota a
gota a la solucion, con la finalidad de aumentar el pH de 3.9 a 10.
Posteriormente la solucion se transfiri6 a un reactor de teflon para
ser introducidas al microondas. Las condiciones de sintesis
programadas fueron: a una potencia de 800W por 10 min hasta
alcanzar una temperatura de 200°C durante 30 min. El sedimento
obtenido fue lavado 3 veces consecutivamente con agua destilada
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y posteriormente fue secada a 100°C por 24 h. Finalmente, el
material fue molido hasta obtener un polvo fino y finalmente
calcinado a 500°C por 3 h. Para la sintesis utilizando el PVP
(sigma aldrich) como controlador, este fue adicionado de manera
diluida a la solucion de (Ca (NOs), 4H,O) y (NH4) HPO,),
continuando con un proceso similar para la sintesis de Hap pura.
Se prepararon muestras de Hap con concentraciones de PVP de
0.1, 0.3 y 0.5 % en peso (%wt).

La caracterizacion microestructural se realizd en un
microscopio electronico de barrido de presion controlada, marca
Jeol, modelo JSM5900LV (resolucion, 5 nm), que tiene acoplada
una sonda para analisis quimico elemental, por EDS marca
Oxford, modelo 7274 (resolucion, 133 eV). El MEB oper6 en el
modo de bajo vaci6 (16 Pa) para el analisis elemental y en alto
vacio (=10 Pa) para la obtencion de imagenes, las cuales se
obtuvieron con la sefal de electrones secundarios principalmente.
Previo, las muestras fueron montadas en portamuestras de
aluminio y sujetas con cinta adhesiva de aluminio y recubiertas
con Au, por el método de sputtering; esto tltimo, es para eliminar
la acumulacion de carga electrostatica superficial en las muestras,
durante el analisis.

3. Resultados

La Figura 4a muestra una micrografia donde se observa la
morfologia caracteristica de la Hap pura, con agregados o cimulos
de particulas de diferente forma y tamafio. La Figura 4b presenta
una micrografia con mayor magnificacion donde se aprecia que
los agregados estan constituidos por particulas nanométricas con
aparente tendencia esférica.

La figura 5a presenta una imagen de la Hap que contiene 0.1
%wt de PVP. Al igual que en la Hap pura, se observan agregados
de diferente forma y tamafio, ademas de algunas particulas
micrométricas de superficie lisa o plana (sefialado con una flecha).
La Figura 5b presenta una micrografia a con mayor amplificacion
donde se puede apreciar particulas nanométricas similares a las
observadas en la Hap pura, aunque también se aprecia una
particula en forma de rod (sefialada también con una flecha).

Las Figuras 6a y 6b presentan las micrografias
correspondientes a la muestra de Hap con 0.3 %wt de PVP. A
menor magnificacion (Figura 6a) se observan agregados similares
a los presentes en la Hap pura; sin embargo, también se aprecian
particulas disgregadas con una apariencia tipo rods. A mayor
magnificacion (Figura 6b) es posible apreciar que los agregados
se constituyen por particulas granulares de tamafio nanométrico..
También se observan estructuras tipo rods de anchos que van de
decenas hasta cientos de nanémetros y longitudes que pueden
rebasar el micrometro. Cabe mencionar que en la sintesis de
nanoparticulas de Rh utilizando PVP como estabilizador,
Ramirez-Meneses y colaboradores (2015) reportan fuertes
aglomerados de nanoparticulas debido a la presencia del polimero.

Las Figuras 7a y 8b presentan las micrografias
correspondientes a la Hap sintetizada adicionando 0.5 %wt de
PVP. En ambas es posible apreciar que las particulas presentes son
estructuras tipo rods de anchos nanométricos mas homogéneo
respecto de la Hap con 0.3 %wt de PVP. De manera similar, la
longitud o largo de estas estructuras pueden alcanzar los
micrémetros.

®

Z8, 888 1xm

. Hap EUF .1

Figura 5. Micrografias a diferente magnificacion donde se
aprecia la morfologia caracteristica de Hap sintetizada con 0.1
%wt de PVP.
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ZEhy

Figura 6. Micrografias a diferente magnificacion donde se
aprecia la morfologia caracteristica de Hap sintetizada con 0.3
%wt de PVP.

Hap  FUF .5

Figura 7. Micrografias a diferente magnificacion donde se
aprecia la morfologia caracteristica de Hap sintetizada con 0.3
%wt de PVP.

La Tabla 1 presenta la composicion elemental para la Hap pura
y sintetizada en presencia de PVP. En ésta se nota la presencia de
calcio (Ca), fosforo (P), oxigeno (O) para la Hap pura, en tanto
que el carbono (C) también estuvo presente, en minimas
cantidades, en las muestras sintetizadas en presencia de PVP. En
el ultimo renglén se incluye la relacion porcentual en peso (%owt)
Ca/P, teniéndose el valor mas alto (2.13) para la Hap pura y el
valor mas bajo para la Hap con 0.1 %wt de PVP (1.50); tomando
en cuenta que la relacion estequiométrica Ca/P es de 1.67 (=2.16
%wt) (Ramesh, 2007), la muestra que mas se aproxima a este
valor corresponde a la Hap sintetizada en ausencia de PVP.

Tabla 1. Composicion elemental para la Hap pura y
sintetizada en presencia de diferentes porcentajes de PVP.

Elemento Pura 0.1%wt 0.3%wt 0.5%wt
C 0 0.10 0.40 1.04
(0] 31.07 40.94 38.30 37.35
P 21.99 23.57 22.72 22.34
Ca 46.94 35.43 38.58 39.27
Ca/P 2.13 1.50 1.69 1.75

4. Discusion

La microscopia electronica de barrido permitido visualizar la
modificacion de la morfologia (forma y tamafio) de la Hap
conforme aumenta la concentracion porcentual de PVP. Los
resultados aqui presentados indican que para bajas
concentraciones (0 y 0.1 %wt) se forman nanoparticulas con
aparente forma esférica con didmetros menores a 100 nm; por otro
lado, al aumentar la concentraciéon de PVP (0.3 y 0.5 %wt) se
aprecia el crecimiento de estructuras tipo rods con ancho
nanométrico y longitud o largo que puede ser mayor a los
micrometros; A.J. Nathanael y colaboradores también utilizaron
el PVP en la sintesis de Hap reportando, de manera similar, la
formacion de estructuras nanométricas tipo rods debido a la
presencia de este polimero (Nathanael, 2015). Haber logrado
sintetizar estructuras tipo rods en este trabajo es destacable
tomando en cuenta que desde hace algunas décadas se hacen
esfuerzos para sintetizar nuevas estructuras y estudiar como las
variaciones de tamafio y morfologia afecta la respuesta ya sea
como biomaterial, como material optico, catalizador, etc.; en el
caso de los rods, la relacion largo-ancho es fundamental en éstas
propiedades.

El uso de polimeros como el PVP para controlar el crecimiento de
las nanoparticulas ha sido constantemente reportado ya que por
sus propiedades quimicas, se puede adsorber en la superficie de
las nanoparticulas inhibiendo de esta manera el proceso de
crecimiento en todas las direcciones, solo facilitando el
crecimiento en una sola direccion (Figura 8); este es debido a las
propiedades anfifilicas del PVP, donde un extremo de la molécula
es hidrofobica, en tanto que el extremo contrario es hidrofilica.

(a) (b) (c (d)

Figura 8. Esquema de modificacion de la morfologia de la Hap
en presencia de la concentracién de PVP, (a) 0, (b) 0.1, (c) 0.3
y (d) 0.5 %wt.
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El andlisis por EDS mostrd la presencia de O, Ca y P como
constituyentes principales en las diferentes Hap sintetizadas, con
una relacion Ca/P en el rango de 1.50 a 2.13, estando mas proxima
a la relacion estequimétrica la de 0.3 %wt de PVP; en tanto que la
presencia de C se asocia con el PVP adicionado durante la sintesis.
Haciendo uso del mapeo se pudo corroborar que la distribucion de
los elementos identificados es homogénea, tal y como puede
apreciarse en el mapeo de la Hap pura en la Figura 9 y el
correspondiente para la Hap sintetizada con 0.1 %wt de PVP de la
Figura 10.

Figura 9. Mapeo elemental por EDS de la muestra de Hap
pura. Se observa una distribucion homogénea del O, P y Ca
en la muestra.

Figura 10. Mapeo elemental por EDS de la muestra de Hap
sintetizada en presencia de 0.1 %wt de PVP.

5. Conclusiones

A través de MEB-EDS fue posible investigar el efecto del PVP
como controlador de la morfologia (forma y tamafio) de la
hidroxiapatita. Se demostré que la Hap pura consiste en
nanoparticulas con tendencia esférica y que al aumentar la
concentracion de PVP, se comienzan a formar estructuras tipo
rods cuya longitud se aumenta al incrementar el porcentaje de
PVP. Asimismo, el EDS mostro la presencia de oxigeno, calcio y
fosforo, principalmente, los cuales estan distribuidos de manera
homogénea en las muestras analizadas. Estos resultados
demuestran que el PVP puede ser utilizado como controlador del
crecimiento de la Hap, haciendo posible el uso de este
bioceramico para resolver problemas especificos.
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