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Resumen de la tesis que presenta Verdnica Jazmin Huerta Guerra como requisito parcial para la obtenciéon
del grado de Maestra en Ciencias en Nanociencias.

Recristalizacion de nanocintas de hidroxiapatita inducida por campos eléctricos

Resumen aprobado por:

Dr. Manuel Herrera Zaldivar
Director de tesis

La hidroxiapatita [Cai0(PO4)s(OH),, HAp] es el componente biomineral principal encontrado en tejidos
6seos como dientes y huesos. Desde hace varias décadas, se ha obtenido HAp sintética que presenta
excelente biocompatibilidad, bioactividad y osteoconductividad, para ser utilizada en una gran variedad
de aplicaciones biomédicas como remplazo en defectos de hueso, agente de suministro de farmacos y
recubrimiento bioactivo en implantes metalicos y en materiales dentales; ademas, resulta de gran interés
utilizar la HAp como agente de contraste para tomar imagenes de resonancia magnética, rayos X y
termografia infrarroja, mediante su dopaje con iones de tierras raras, asi como su uso para acelerar la
regeneracién ésea, polarizando su superficie. En este trabajo se utilizd el método hidrotermal para
sintetizar nanoestructuras de HAp las cuales fueron recristalizadas mediante la aplicacion de un campo
eléctrico de corriente alterna (AC) en microelectrodos de Au, fabricados por erosion con iones de Ga®*. Las
nanoestructuras compuestas por la red cristalina hexagonal de HAp, con HAp deficiente en calcio como
fase predominante, presentaron una alta cristalinidad, y revelaron una morfologia en forma de cintas
delgadas con longitudes de 0.5 a 1 um y anchuras entre 10y 100 nm. Los andlisis de composicién elemental
demostraron la deficiencia en calcio de las nanocintas de HAp, la cual resulté ser mayor en la superficie de
las mismas. Los resultados de fotoluminiscencia (PL) y catodoluminiscencia (CL) en el rango visible de
dichas nanocintas comprobé la presencia de vacancias de calcio e iones hidroxilo en la red de HAp, asi
como los resultados de CL en el rango infrarrojo cercano (NIR) evidenciaron la presencia de vacancias de
oxigeno en los grupos fosfato de la estructura de HAp. La recristalizacion de las nanocintas de HAp provocé
una disminucién de la deficiencia en calcio, generando un cambio en su morfologia que dio lugar a la
formacién de prismas micrométricos compactos. Se demostré que al polarizar las nanocintas con el campo
eléctrico AC aplicado mediante los microelectrodos, se produce la coalescencia de las mismas ademas de
un efecto de recocido de defectos puntuales tipo vacancias de calcio (Vc.). Este efecto fue posteriormente
corroborado por los espectros de PL, donde la sefial atribuida a V¢, disminuyd en intensidad, mientras que
la sefal asociada a vacancias de hidroxilos aumenté. Asimismo, los resultados de CL apoyaron lo anterior
ya que la intensidad de la emisidn se vio afectada significativamente, indicando un descenso en la
concentracién total de defectos en la HAp al ser recristalizada por el campo eléctrico AC aplicado. Como
parte final, los resultados de CL en el rango infrarrojo cercano mostraron que, tanto las nanocintas de HAp
como la HAp recristalizada, pueden ser utilizadas a futuro como agentes de contraste para imagenes de
termografia infrarroja, ya que el proceso de recristalizacién no afecta significativamente la sefial de CL en
el NIR de la HAp deficiente en calcio, lo cual se ha probado por primera vez en este trabajo de tesis.

Palabras clave: hidroxiapatita, hidrotermal, nanoestructuras, catodoluminiscencia, campo eléctrico,
polarizacion, recristalizacion.



Abstract of the thesis presented by Verdnica Jazmin Huerta Guerra as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Nanosciences.

Electric field assisted recrystallization of hydroxyapatite nanoribbons

Abstract approved by:

Dr. Manuel Herrera Zaldivar
Thesis Director

Hydroxyapatite [Caio(PO4)s(OH)2, HAp] is the principal biomineral component found in bone tissue like
teeth and bones. For several decades, synthetic HAp with excellent biocompatibility, bioactivity and
osteoconductivity, has been obtained and used for a great variety of biomedical applications such as a
replacement for bone defects, a drug delivery agent and a bioactive coating on metallic osseous implants
and dental materials; also, it is of great interest to use HAp to acquire contrast-enhanced images from
magnetic resonance, X-ray and near-infrared reflection imaging, when doped with rare-earth ions, as well
as its use to accelerate bone regeneration, by polarizing its surface. In this work, HAp nanostructures were
synthesized by the hydrothermal method, and then recrystallized through an alternating current (AC)
electric field applied to Au microelectrodes, fabricated by Ga3* ions erosion. The nanostructures composed
by the HAp hexagonal crystal lattice, with calcium deficient HAp as the predominant phase, showed a high
crystallinity and revealed a thin ribbon type morphology with lengths from 0.5 to 1 um and widths between
10 and 100 nm. Elemental composition analysis demonstrated the calcium deficiency in HAp nanoribbons,
which resulted to be higher on their surface. Photoluminescence (PL) and cathodoluminescence (CL)
results for the nanoribbons in the visible range, prove the presence of calcium and hydroxyl ions vacancies
in the HAp lattice, as well as the CL results in the near-infrared (NIR) range showed the presence of oxygen
vacancies in the phosphate groups of the HAp structure. The recrystallization of the HAp nanoribbons
induced a reduction of calcium deficiency, resulting in a morphology change leading to the formation of
compact micrometric prisms. It was demonstrated that by polarizing the nanoribbons applying an AC
electric field through the microelectrodes, a coalescence between them is produced, followed by an
annealing of the calcium vacancies (Vc.) point defects. This effect was then corroborated by PL results,
where the intensity decreased for the signal attributed to Ve, while there was an intensity increase for the
signal associated to hydroxyl ions vacancies. Likewise, CL results supported the above since the emission
intensity was significantly affected, suggesting a decrease in the total concentration of defects present in
the HAp when recrystallized by the applied AC electric field. Finally, CL results in the near-infrared range
confirmed that, both the HAp nanoribbons and the recrystallized HAp, can be used in the future as contrast
agents for near-infrared reflection imaging, since the recrystallization process does not considerably affect
the calcium deficient HAp CL signal in the NIR range, which has been proven by the first time on this thesis
work.

Keywords: Hydroxyapatite, hydrothermal, nanostructures, cathodoluminescence, electric field,
polarization, recrystallization.
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Capitulo 1. Introduccidn

La hidroxiapatita (HAp) natural es el componente biomineral principal encontrado en tejidos 6seos como
dientes y huesos (Figura 1), en la forma de Caio(PO4)s(OH), con una relacién atdmica Ca/P de 1.67
(Kantharia et al., 2014). Desde hace varias décadas, se ha obtenido HAp sintética tanto cristalografica como
guimicamente comparable a la HAp natural (Park y Lakes, 1992), que presenta excelente
biocompatibilidad, bioactividad y osteoconduccién (Liu et al., 1997), siendo utilizada en una gran variedad
de aplicaciones biomédicas como remplazo en defectos de hueso, agente de suministro de farmacos y
recubrimiento bioactivo en implantes metalicos y en materiales dentales (Sadat-Shojai et al., 2013).
Ademas, si la HAp es dopada con iones de tierras raras, esta puede ser utilizada como agente de contraste
para tomar imagenes de resonancia magnética, rayos X y termografia infrarroja, incluso usarla como una

sonda fluorescente en tecnologias médicas (Zavala-Sanchez et al., 2015).

Hidroxiapatita
~50 x 25 x 2 nm

Triple hélice de
colageno ~300 x
1.5 nm

Hueso o & Cristales de
€Sponjoso ' i HAp

(200 pm)

Figura 1. Esquema de la estructura jerarquica del hueso a distintas escalas de longitud. Imagen tomada del trabajo
de tesis de maestria de Zavala (2015).

La hidroxiapatita posee una estructura cristalina hexagonal con un grupo espacial P6s/m (Figura
2), siendo el fosfato de calcio termodindmicamente mas estable a un pH fisiolégico (pH> 5.4), cuyas
propiedades cristalograficas, fisicas y quimicas se ven afectadas por la sustitucién de iones como Ca%,
(PO4)* o grupos OH(Mostaf y Brown, 2007). A pesar de su excelente fuerza de compresibilidad, la HAp a

macroescala tiene la desventaja de ser torsionalmente débil (con un mddulo de elasticidad alto), es decir,
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sumamente fragil. Debido a esto, el uso de la hidroxiapatita se encuentra un tanto restringido a
aplicaciones que no sean de soporte de carga o como un recubrimiento de materiales mas fuertes como

acero inoxidable y titanio (Rezwan et al., 2006).

Figura 2. Celda unitaria de la hidroxiapatita en el grupo espacial P63/m.

Entre las diversas estructuras de HAp, la HAp nanométrica (también conocida como
nanoparticulas de HAp) con la estequiometria, morfologia y pureza adecuada, provoca un gran interés en
la investigacion cientifica (Sadat-Shojai et al., 2013). La nano-hidroxiapatita (nano-HAp) parece capaz de
rectificar los problemas de la HAp estdndar, pues la nano-HAp posee una fuerza mayor debido al
incremento en aspereza, area y densidad superficial, mejorando sus propiedades mecdnicas bajo carga. La
nano-HAp, que tiene un tamafio de grano de menos de 100 nm en al menos una direccion, tiene actividad
superficial alta y una estructura cristalina similar al mineral que se encuentra en tejidos duros (Vallet-Regi
y Gonzalez-Calbet, 2004). Se sabe que los materiales biocerdamicos que imitan el mineral dseo en
composicion y estructura, pueden promover mas facilmente la osteointegracién y la formacion de tejido
dseo posterior. Dado que la HAp se encuentra en los tejidos duros fisioldgicos como nanocristales en forma
de placas o varillas que poseen unos pocos nandmetros de espesor y decenas de nanémetros de longitud,
se cree que la nano-HAp es el mejor material a utilizar para la sustitucién y regeneracién ésea (Cai et al.,
2007). Un ejemplo de esto es el trabajo de Nakamura et al. (2008), donde se encontré que al polarizar
(inducir una carga) la superficie de estructuras compactas de HAp, se acelera la reorganizacion del

citoesqueleto de las células adheridas a ella (Figura 3).



Osteoblastos

HAp

Figura 3. Imagenes fluorescentes de células tipo osteoblastos alrededor de la herida. O-HA es HAp sin carga
superficial, N-HA es HAp con carga superficial negativa y P-HA es HAp con carga superficial positiva (Nakamura et al.,

2008).

Numerosos métodos han sido utilizados para la sintesis de HAp incluyendo precipitacién,

hidrélisis, sol-gel, sonoquimica, emulsién, hidrotermal, combustién, electrodeposicién, entre otros,

mediante los cuales es posible obtener nano-HAp con diversas morfologias. En la Tabla 1, se enlistan

algunas de las posibles morfologias a obtener mediante distintas rutas de sintesis (Wang et al., 2008).

Siendo de particular interés la sintesis y recristalizacion de HAp nanocristalina en forma de

nanoestructuras alargadas, la técnica de sintesis mas apropiada para este proyecto es la hidrotermal,

debido a la facilidad, rapidez y costo accesible del método, ademas de la alta cristalinidad con la que se

obtiene el producto.

Tabla 1. Morfologias de HAP nanocristalina obtenidas por distintos métodos de sintesis.

Morfologia

Nombres en la
literatura

Intervalo de tamano

Métodos de sintesis

Irregular, sin forma

5 nm—200 pm

Precipitacidn, hidrdlisis,
sol-gel, hidrotermal,
emulsion, sonoquimica,
combustion

Esfera, microesfera,
nanoesfera

10 nm — 1000 pm

Precipitacion, sol-gel,
hidrotermal, emulsién,
sonoquimica, combustion

Varilla, aguja, tubo,
filamento, fibra,
alambre, hilo

Longitud: 10 nm — 150 um
Didmetro: 3 nm — 50 um

Precipitacidn, hidrdlisis,
sol-gel, hidrotermal,
emulsion, sonoquimica,
combustidn

v
J
/
T

Placa, hojuela, [dmina

Longitud: 40 nm — 50 um
Anchura: 20 nm —35 um
Espesor: 5 nm —3 um

Precipitacion,
hidrotermal




1.1 Antecedentes

1.1.1 Sintesis de hidroxiapatita por el método hidrotermal

La sintesis hidrotermal de cristales de hidroxiapatita (HAp) hexagonal utilizando fosfato de sodio
dibasico (Na;HPO,4) y nitrato de calcio [Ca(NOs);] como reactivos, y acido etilendiamino tetra-acético
(EDTA) como agente quelante, se reportd por Wang et al. en el afio 2008. Los estudios de difraccién de
rayos X (DRX) de estas muestras [Figura 4 (A)] revelaron la formacién de HAp altamente cristalina con un
crecimiento preferencial orientacién a lo largo del eje [0001]. Los estudios de microscopia electrénica de
barrido (SEM) mostraron la obtencidn de cristales de diversos tamafios de acuerdo al valor del pH usado
durante su sintesis, ademas del tiempo y temperatura de la reaccion hidrotermal, y la relacion molar
EDTA/Ca, como se observa en la Figura 4 (B). La sintesis hidrotermal sin el uso de aditivos para obtener
nanocintas de HAp partiendo de Na,HPO,4, Ca(NQOs); e hidroxido de sodio (NaOH) fue reportada en 2017

por Wang G. y colaboradores.

A) 5500

5000
4500}
4000F
3500
3000
25001
2000
15001
1000

500F

Intensity (a. u.)

20

10pm

Figura 4. (A) Patrones de XRD de los productos preparados por 12 h a un pH de 12.9 a (a) 200 °Cy (b) 160 °C, y (c)
con un pH de 11.4 y relacién molar EDTA/Ca de 0.8 a 200 °C. (B) Micrografias de SEM de los productos obtenidos por
12 h a un pH de 12.9 con una temperatura de reaccién de (a) 160 °Cy (b) 200 °C, y de los productos sintetizados a
200 °C por 12 h a pH de 11.4 con relacién molar EDTA/Ca de (c) 0.8 y (d) 1.05.

Se estudio el efecto de latemperaturay tiempo de reaccidn para la preparacion de HAp, realizando
experimentos de sintesis a 200 °C variando el tiempo de reaccién de 0 h a 24 h (Figura 5), y a un tiempo
de 8 h variando la temperatura de reaccién de 100 °C a 200 °C (Figura 6), manteniendo un pH fijo de 11.5

para a mbos casos.
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Figura 5. (A) Patrones de difraccidn de las nanocintas de HAp obtenidas a 200 °C variando el tiempo de reaccién de
0ha24h,y(B)las micrografias SEM de dichas muestras con tiempos de reaccion de (a) O h, (b) 0.5 h, (c) 2 h, (d) 4 h,

(e) 12 hy (f) 24 h.

Asimismo, se llevd a cabo la sintesis sin NaOH para observar el efecto de la ausencia de este
reactivo en la morfologia de la HAp nanocristalina (Figura 7). Como resultados se encontré que tanto el
aumento de temperatura como el de tiempo de reaccidn, incrementan el grado de cristalinidad de las
nanocintas de HAp, ademas de mejorar la uniformidad de éstas en tamafio y forma. En el caso de la
preparacion de HAp nanocristalina sin el uso de NaOH, se observd la falta de control respecto a la
morfologia pues, al no tener un pH fijo de 11.5, se obtuvieron diversas morfologias a distintos valores de

pH, lo cual coincide con lo ya reportado en la literatura respecto a la influencia del pH sobre la morfologia

y tamafio en cristales de HAp.
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Figura 6. (A) Patrones de difracciéon de las nanocintas de HAp con un tiempo de reaccién de 8h variando la
temperatura de 100 °C a 200 °C, y (B) las micrografias SEM de dichas muestras con tiempos de reaccion de (a) 100

°C, (b) 120 °C, (c) 140 °Cy (d) 160 °C.



Figura 7. Imagenes SEM de las muestras de HAp sintetizadas (a) sin NaOH y preparadas a un pH de (b) 10.5, (c) 12.0
y (d) 12.5.

1.1.2 Conduccidn idnica en hidroxiapatita

El estudio de las propiedades de conduccién idnica en HAp sintetizada por el método hidrotermal
a partir de fosfato de calcio amorfo (ACP) fue publicado por Tanaka et al. en 2009. Las muestras estudiadas
fueron nanoestructuras tipo “bigotes”, cuyas propiedades de cristalinidad y estructura quimica,
caracterizadas por XRD y espectroscopia de infrarrojo (IR), y se compararon con polvos de HAp de alta
pureza. Se encontraron similitudes en la cristalinidad y pureza de ambas muestras como revelan el
espectro de XRD (Figura 8) y el espectro de IR (Figura 9). La Figura 9 muestra las sefiales a 870 cm? vy

1145 cm, atribuidas a dos modos de vibracién de los iones HPO4%.
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Figura 8. Patrones XRD de (a) bigotes de HAp y (b) polvo de HAp.
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Figura 9. (A) Espectro IR de (a) bigotes de HAp y (b) polvo de HAp; (B) amplificacién de dichos espectros en un
intervalo de 700 a 1000 cm™. Los pequefios cuadros y circulos indican los picos de estiramiento y doblamiento de
PO.*, respectivamente; los tridangulos corresponden a picos de OH™ y los rombos indican picos de HPOZ.

Para los experimentos de conduccién idnica, se realizaron medidas de impedancia compleja en un
intervalo de temperatura de 200 a 400 °C para bigotes y polvos de HAp, asi como como para HAp
sinterizada. Los resultados se presentan en la grafica de Arrhenius (Figura 10), donde se observa que los
bigotes de HAp muestran una mayor conductividad iénica en un rango de temperatura de 250 a 600 °C, lo

cual fue atribuido a los iones HPO4> contenidos en la estructura de esta muestra.

Fryrr e ey rma
[ 850°C
b ¢ .
~ 0o} g
5 ]
5 asf =
90F 4
Rad (€) & y
¢ I — PYSEC PO Y e Y Lo o itk A 1
0.8 1.2 16 20 24

10007 /K

Figura 10. Graficas de Arrhenius para la conduccidn idnica en (a) bigotes de HAp compactados, (b) polvo de HAp
compactado y (c) HAp sinterizada.



1.1.3 Polarizacion eléctrica en hidroxiapatita

El fendmeno de conduccién idnica observado en la HAp se genera por las propiedades de
polarizacidn eléctrica observadas en su estructura cristalina, la cual ha sido atribuida por Nakamura et al.
(2001) a la inestabilidad eléctrica de los iones H* (protones) en el ion compuesto (OH)". Estos autores
realizaron mediciones de la polarizacién eléctrica de la HAp usando la técnica de Despolarizacién de
Corriente Inducida Térmicamente (TSDC, por sus siglas en inglés). Esta técnica consiste en colocar el
material en estudio entre dos electrodos, los cuales son enfriados (tipicamente 100 K) para remover la
carga de polarizacién intrinseca del material (despolarizacién) para posteriormente calentarlos
gradualmente hasta temperaturas maximas de 700 K. Las mediciones del grupo de Nakamura mostraron
como seiial de polarizacién de la HAp un pico muy ancho en el espectro de densidad de corriente contra
temperatura (J-T), contrastando con los picos angostos tipicamente observados en los materiales

piezoeléctricos (Figura 11).

[e)]
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Figura 11. (a) Espectro de TSDC de HAp polarizada a 573 K aplicando campos eléctricos de 1y 2 kV/cm. (b) Tipico
espectro de TSDC obtenido de un material ferroeléctrico de BaTiOs.

Como se ha mencionado, el mecanismo de polarizacidn eléctrica en la estructura de HAp ocurre
debido al transporte de iones H* provenientes de los grupos hidroxilos alineados a lo largo de la direccion
[0001]. La inestabilidad del protén H* en los iones OH™ genera que alguno de estos pueda orientarse anti-
paralelamente con el resto de iones OH" a lo largo de la direccion ¢, produciendo con ello la migracién del
proton H* hacia iones de oxigeno de la red (O3’). Este mecanismo se ilustra en la Figura 12. En este modelo

la polarizacion eléctrica en la red de HAp es generada por la transferencia de protones de los iones
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hidroxilo a los iones de 0% que forman a los iones fosfato (PO4)*. La carga eléctrica superficial maxima
medida en HAp pura ha sido de 15 uC/cm?, y es suficientemente alta para ser usada en interacciones

reconstructivas para la regeneracion ésea (Ueshima et al., 2002).

(b) (c)

>

Tiempo Tiempo

Figura 12. Ilustraciones esquemadticas de (a) un ambiente atémico alrededor de los iones OH", (b) iones hidroxilo
orientados a lo largo de la direccion ¢ mostrando una inestabilidad de protén (H*) y (c) iones hidroxilo de la HAp
mostrando el transporte de protones hacia iones de oxigeno (0?).

1.1.4 Crecimiento de nanoestructuras inducido por un campo eléctrico

De forma andloga a la HAp el ZnO presenta una polarizacion eléctrica a lo largo de la direccion
cristalografica [0001]. Ambos compuestos poseen una estructura hexagonal formada por enlaces idnicos.
La polarizacion eléctrica del ZnO se ha aprovechado para sintetizar nanoestructuras en presencia de
campos eléctricos. Previamente Zhu et al. reportaron en 2010, la sintesis de nanoalambres (NW’s)
cristalinos de é6xido de zinc (ZnO) mediante un método quimico humedo asistido por campos eléctricos,
aplicados mediante microelectrodos coplanares colocados sobre un sustrato de silicio. Dichos electrodos
fueron utilizados para inducir un crecimiento alineado de nanoalambres de ZnO. El proceso de fabricacion
de los electrodos se muestra la Figura 13 (a). Para investigar los efectos de la geometria de los electrodos
en la formacidn de los nanocables, se utilizaron diversas formas para los electrodos, tales un arreglo tipo

cepillo con multiples puntas enfrentadas “cara a cara” [Figura 13 (b) y (c)].
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Silicon Substrate
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Figura 13. (a) Proceso de fabricacién de los microelectrodos. Las peliculas de abajo hacia arriba son Si, SiO2 y Cr/Au.
(b) Esquema del arreglo (la pelicula de Cr/Au fue utilizada como el material para el par de electrodos. (c) Imagen SEM
del electrodo tipo cepillo (la barra de escala es de 20 um).

Los dos electrodos sirvieron como anodo (A) y catodo (C), durante la nucleacién del ZnO durante
el crecimiento de los NW’s. Los resultados revelaron que el crecimiento y alineacién de los nanoalambres
de ZnO es afectado significativamente por los campos eléctricos aplicados. Bajo un campo eléctrico de

corriente directa (dc), los NW’s crecen predominantemente en el catodo, como se observa en la Figura 14.

Cathode —— * Amnode|

>
»
B
4
u

X
g e

Figura 14. Imagenes SEM de nanohilos de ZnO sintetizados sobre microelectrodos coplanares mediante la aplicacion
de un campo eléctrico DC de 0.5 V a distintas concentraciones de solucién. Las concentraciones son (a,c) 0.04 My
(b,d) 0.03 M. Las barras de escala en (a) y (b) corresponden a 50 um y 20 um, respectivamente; las barras en (c) y (d)
corresponden a 2 um.
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Por otra parte, los nanoalambres obtenidos bajo un campo eléctrico alterno (AC) con frecuencias

de 1-5 megaHertz, crecen simétricamente tanto en el dnodo como en el catodo. Estos ultimos fueron
obtenidos con alta densidad y orientados hacia los extremos opuestos de los electrodos (Figura 15). Este

control de crecimiento y alineacidn de nanocables de dxido de zinc resulta prometedor para integrar

distintos nanomateriales en dispositivos nanoelectromecanicos (NEMS).

Figura 15. (a) Vista a bajos aumentos del crecimiento de nanohilos en un par de electrodos bajo un campo eléctrico
AC de 1.5 Vpp a 5 MHz y (b) su amplificacion. (c) Vista a bajos aumentos de nanohilos en un par de electrodos tipo
peine bajo un campo eléctrico AC de 1.5 Vyp a 1 MHz y (d) su amplificacion. (e) Amplificacién del segmento definido
por la linea punteada en (c).

1.2 Hipaétesis

La presencia de campos eléctricos durante la sintesis hidrotermal de nanocintas de hidroxiapatita

inducira su recristalizacion.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

Sintetizar nanocintas de HAp mediante el método hidrotermal y llevar a cabo su recristalizacion

aplicando campos eléctricos.
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1.3.2 Objetivos especificos

a)

b)

f)

Sintetizar nanoestructuras de HAp por el método hidrotermal a presion atmosférica y establecer los
valores éptimos de los parametros de reaccion.

Determinar las propiedades cristalograficas, morfolégicas y de composicion atdmica de las
nanoestructuras de HAp.

Fabricar un arreglo de electrodos de Au tipo dentado usando la erosidn con iones de Ga focalizados
(FIB).

Recristalizar las nanocintas de HAp en presencia de un campo eléctrico aplicado mediante los
electrodos de Au.

Determinar las propiedades cristalograficas, morfoldgicas y de composicién atémica de la HAp
recristalizada.

Valorar cualitativamente la concentracion de defectos nativos en las nanoestructuras de HAp previo

y posterior a la aplicacién de un campo eléctrico alterno.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Sintesis de nanoestructuras de hidroxiapatita por el método hidrotermal

Para la sintesis de HAp [Cas(PO4)s0H] por el método hidrotermal (Figura 16) se prepararon
inicialmente dos soluciones acuosas (0.1 M): la primera de nitrato de calcio tetrahidratado [Ca(NOs);-4H,0
99 %, Alfa-Aesar, A16645], disolviendo 1.577 g del reactivo en 66.8 mL de agua desionizada; y la segunda
de fosfato de amonio [(NH4),HPO, 98 %, Alfa Aesar, 11597], disolviendo 0.528 g de éste en 40 mL de agua
desionizada. Las cantidades de los reactivos y agua utilizados, se ajustaron de forma que se mantuviera
una relacion de Ca/P= 1.67. La primera solucidn se colocd en un matraz volumétrico de 3 bocas y se calentd
hasta llegar los 100 °C bajo agitacién magnética constante (la cual se mantuvo hasta terminar la reaccion).
Una vez alcanzada dicha temperatura, se agregd la segunda solucién gota a gota. La solucidn resultante se
mantuvo bajo agitacién magnética a 100 °C, mientras que el tiempo de reaccidn varié de 24 a 36 h para
cada experimento. Una vez terminada la reaccién, el precipitado blanco formado se separé por filtracion
y se lavd con agua desionizada hasta obtener un pH de 7. El producto se secé a 100 °C durante 1 hy

posteriormente se triturd, obteniendo como resultado un polvo blanco.

Preparacion de Mezcla y reaccion g Filtracion y lavado Secado del
soluciones de soluciones del sedimento producto

Figura 16. Diagrama del método hidrotermal utilizado para sintetizar las nanocintas de HAp.

2.2 Fabricacion de electrodos mediante erosion con iones de galio focalizados

Para sintetizar la HAp en presencia de campos eléctricos se utiliz un arreglo de electrodos de Au,
el cual se fabricé siguiendo este procedimiento: Primero se lavé un monocristal de silicio (100) con acetona

de alta pureza en bafio ultrasdnico por 2 min; se dejé secar y después fue tratada bajo un flujo de oxigeno
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de 20 cm3®/min a 1000 °C durante 16 horas para obtener una placa de diéxido de silicio (SiO>). Utilizando
una evaporadora convencional, se depositd una pelicula de oro (Au) sobre un sustrato de SiO; en dos
formas distintas: 1) recubriendo toda la superficie del sustrato, o bien, 2) depositando una franja de Au,
longitudinal al sustrato, con la ayuda de una mascarilla. Finalmente, se utilizé la técnica de erosidon con
iones de galio focalizados (FIB), adaptada al SEM, que consiste, como su nombre lo indica, en erosionar
con el haz de iones de galio (Ga) una superficie, en este caso el depdsito de Au preparado sobre el sustrato
de SiO,. El didmetro del haz utilizado fue de 10 um y se realizaron dos tipos de erosion: Una en linea recta
y otra en forma de onda cuadrada. En la Figura 17 (a) se muestra un ejemplo de los arreglos de electrodos

de Au obtenidos mediante FIB.

Se fabricd un sistema para dicho arreglo partiendo de una base de teflén en forma de “T”, con la
finalidad de poder sujetarla en una de las bocas del matraz donde se realizo la sintesis de las nanocintas
de HAp. En la parte superior se colocd un par de pines conectados a un cable con un par de caimanes; en
la parte inferior se colocaron los microelectrodos de Au usando pintura de plata como pegamento y se

utilizaron dos alambres de cobre para conectar cada pin con su correspondiente electrodo. El sistema final

se puede apreciar en las Figuras 17 (b) y (c).

Figura 17. (a) Arreglo de electrodos fabricado mediante la erosidn con FIB sobre un sustrato de SiO» con una capa
superficial de Au. (b) Sistema en forma de “T” usado para el crecimiento de las nanocintas de HAp y (c) amplificacion
del arreglo de electrodos.
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2.3 Recristalizacion de nanoestructuras de HAp aplicando un campo eléctrico de

corriente alterna

Se utilizé el sistema en forma de “T” con el arreglo de electrodos de oro, preparado anteriormente.
Durante los ultimos 15 minutos de sintesis de la HAp, se sumergid el sistema previamente conectado a
una fuente generadora de pulsos para suministrar un campo eléctrico de corriente alterna (AC) con una
frecuencia de 3.3 kHz, como se muestra en la Figura 18. Una vez terminados los 15 minutos, se retiraron

los electrodos de la solucidn de HAp y se dejaron secar a temperatura ambiente.

Figura 18. Sistema usado para el crecimiento de las nanocintas de HAp aplicando un campo eléctrico alterno de 3.3
kHz mediante una fuente generadora de pulsos.

2.4 Técnicas de caracterizacion empleadas

2.4.1 Difraccion de Rayos X (DRX)

Los rayos X son un tipo de radiacién electromagnética de naturaleza similar a la luz pero con
longitud de onda A mucho menor (entre 10 y 10 nm) y por tanto, con energias que van desde 100 eV

hasta 100 keV (Waseda et al., 2011). Uno de los fendmenos que resultan de la interaccidn de los rayos X
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con un material sélido es el de difraccion, que ocurre cuando algunos fotones del haz incidente se desvian
sin pérdida de energia, constituyendo radiacién dispersa con la misma A que la radiacién incidente. Los
atomos que componen dicho material, dispersan la radiacién incidente en todas direcciones y en algunas
de ellas, los rayos dispersados estaran en fase completamente, reforzandose mutuamente para producir
un rayo difractado con intensidad suficiente para ser detectado. Para que esto suceda, se debe cumplir la

Ley de Bragg:

Zdhkl sinf = n/‘{, (1)

donde dj; es la distancia interplanar que genera la difraccidn, 8 el angulo de difraccion, n es un enteroy
A es lalongitud de onda del rayo X incidente. Esta ley, representada en la Figura 19 (a), relaciona la longitud
de onda de la radiacidn electromagnética, al angulo de difraccion y la distancia interplanar en una muestra
cristalina (Bunaciu et al., 2015). La difraccién de rayos X es una técnica que se usa con el propdsito de
identificar la estructura cristalina de un material. Un difractdmetro de rayos X consta de 3 elementos
principales: Un tubo de rayos X, un portamuestras y un detector de rayos X. Los rayos X incidentes
utilizados para irradiar la muestra se generan en un tubo de rayos catddicos. Estos rayos se filtran para
producir una radiacion monocromatica y colimados para alinearlos y formar un haz paralelo que se hace
incidir en la muestra [Figura 19 (b)]. Durante la medicion de difraccion de rayos X la muestra y el detector
se hacen girar, variando el angulo de difraccién 6, con la ayuda de un gonidmetro, para registrar los
cambios en la intensidad de los rayos difractados. Cuando se satisface la condicién de Bragg, la
interferencia de los rayos X difractados por los planos atdmicos es constructiva, generandose con ello un
incremento en la intensidad de los rayos X difractados. El detector de rayos X registra y procesa la
intensidad de esta sefal, convirtiéndola en un conteo de pulsos para cada valor de 6, lo cual permite
generar un grafico denominado patrén de difraccion. Dichos patrones contienen informacién de los planos
cristalinos de una muestra que se identifican tipicamente para valores de 28 en un intervalo de 5 a 70

grados, presentando picos de difraccion con diferentes intensidades.

La estructura cristalina de las nanocintas de HAp se determind mediante difraccion de rayos X
(XRD), utilizando un difractémetro Philips X’pert MPD X-ray con radiacién CuKa (A= 1.5405 A) para adquirir
difractogramas con un tamafio y tiempo de paso de 0.02° y 1 s respectivamente, en un intervalo 26 de 20
a 70 grados. Los patrones de difraccién de rayos X obtenidos se compararon con la base de datos (PDF
card data base), utilizando las fichas DRX #09-0432 y #046-0905 (Anexo A) para la hidroxiapatita

estequiométrica y la hidroxiapatita deficiente en calcio (Ca-D HAp), respectivamente.
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Figura 19. (a) Esquema de difraccion de rayos X por un cristal que satisface la condicién de Bragg (DARC, 2015). (b)

Diagrama de un sistema de difraccion convencional.

2.4.2 Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

La interaccidon de un haz de electrones acelerados con la superficie de un sélido resulta en la

dispersion elastica e inelastica de estos electrones, los cuales van propagandose lateralmente conforme

penetran el sélido, perdiendo energia gradualmente y a su vez, generando diversas sefiales como se

muestra en la Figura 20. El funcionamiento de un microscopio electrénico de barrido se basa en esta

interaccion electron-espécimen, la cual varia de acuerdo a cambios en la topografia y/o composicién del

espécimen analizado (Egerton, 2015).

Electrones Auger

Rayos X caracteristicos

Catodoluminiscencia ‘\

Haz de electrones
Electrones retrodispersos

Electrones secundarios
/ /v Rayos X continuos

1-3pm

Espécimen

Dispersion inelastica

Dispersion elastica
Electrones transmitidos

Figura 20. Esquema de las sefiales generadas como consecuencia de la interaccion electron-espécimen.
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Un SEM (Figura 21) consiste en dos partes principales: la columna del microscopio que contiene

un caindén de electrones, lentes y bobinas deflectoras electromagnéticas, aperturas, portamuestras y los
detectores; y la parte electrdnica que estd conformada por las fuentes de alimentacién para el voltaje de
aceleracién de los electrones y las lentes electromagnéticas, el generador de barrido, amplificadores de
sefal y monitores para mostrar y grabar imdgenes, aunque los SEM actuales son controlados por un

programa de computadora.

Para llevar a cabo un analisis de SEM, se acelera el haz de electrones aplicando un voltaje (de 0.5
a 30 kV) entre catodo y anodo formando una seccion transversal del haz muy pequefia (denominada e/
cruce) cerca del anodo. El cruce es reducido por una o dos lentes condensadoras y una lente objetivo, para
ser enfocado en la superficie de la muestra posteriormente. La lente objetivo posee una longitud de
enfoque o distancia de trabajo (distancia entre la muestra y la pieza polar) variable relativamente amplia,
que asegura que las distintas sefiales producidas por la interaccion del haz de electrones con la muestra
puedan ser colectadas por los detectores de forma eficiente. Después, las bobinas deflectoras del haz
escanean linea por linea una pequefia zona de la muestra simultdneamente en dos direcciones
perpendiculares, para cubrir un drea cuadrada o rectangular y obtener finalmente una imagen, mediante

la coleccién de electrones secundarios provenientes de cada punto de la muestra (Hawkes y Spence, 2007).

v —_—
Caiion de Fuenfe’ del
electrones canon
Lentes > Lentes
condensadoras —
Suministro
Corrector de
. . X X
astigmatismo N p
P nl . -
Lente objetivo X r X u dad de < Circuito de
g amplificacion escaneo
J
Bobinas ({
deflectoras
0 o
»| Amplificador
Espécimen — P
Detector \ y

Sistema de vacio

Figura 21. Diagrama de las partes que componen un microscopio electrénico de barrido convencional.
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La morfologia de las nanoestructuras de HAp se estudid mediante microscopia electrénica de
barrido (SEM) utilizando el instrumento JEOL JIB-4500 (Figura 22) operado a 15 kV. Para caracterizar las
muestras por SEM, los polvos de HAp obtenidos no requirieron ninguna preparacién adicional. Para el caso
de los nanocintas crecidas en los microelectrodos de Au, éstas se analizaron por SEM de igual forma que

las muestras en polvo de HAp.

Figura 22. Imagen del microscopio electrénico de barrido JEOL JIB-4500 utilizado en este proyecto.

2.4.3 Espectroscopia de Energia Dispersa (EDS)

La técnica de EDS es ideal para realizar un analisis quimico localizado, al revelar que elementos
estan presentes en una muestra en especifico. Todos los elementos desde berilio (con nimero atémico Z=
4) hasta uranio (Z= 92) pueden ser detectados, aunque algunos instrumentos no estan equipados para
elementos ligeros con Z< 10 (Agarwal, 1991). Un espectrometro de energia dispersiva detecta los rayos X
caracteristicos producidos por cada elemento, después de haber bombardeado una muestra con
electrones de alta energia en un microscopio electrénico (Figura 20); por lo que esta técnica suele

encontrarse adaptada a un SEM o TEM.

El proceso de generacion de los rayos X caracteristicos (Figura 23) inicia con la expulsidon de un
electrén de una capa atémica interna (de menor energia) generando una vacante, dejando al 4tomo en
estado excitado. Para que el &tomo regrese a su estado basal (de minima energia), un electrén de una capa
superior (de mayor energia) llena dicha vacante liberando parte de su energia en la forma de un rayo X de

energia equivalente a la diferencia entre las dos capas. La nomenclatura para estos rayos X comienza por
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laletra K, L, M o N, la cual especifica la capa electronica donde se haya formado la vacante, acompafiada
de la letra Griega a, B, v 0 6, que define el nUmero de la capa electrénica superior a la capa de la vacante,

de la que provino el electrén que la llend (Ngo, 1999). Ejemplo de esto se observa en la Figura 23.

Rayo X KB

Electrén de
alta energia

@
Electrén
emitido

Electron
incidente

Figura 23. Proceso de generacidn de rayos X caracteristicos en un atomo; formacién de la vacante en la capa K,
seguido del llenado de ésta por un electron de mayor energia (capa M) y finalmente, la liberacién de energia en
forma de un rayo X KB.

Un sistema de EDS convencional estd conformado por un detector a base de un semiconductor
(comunmente un detector por deriva de silicio o SDD) alimentado por un preamplificador con transistor
de efecto de campo (FET) enfriado a una temperatura de aproximadamente 140 K, y el amplificador
principal que provee mayor amplificacion (como su nombre lo indica), ademas de una funcién de
inspeccidn de pulso rdpido para reducir eventos de apilamiento; esto es normalmente controlado por un
programa de computadora, haciendo posible realizar andlisis de EDS de forma automatica. Un

experimento de EDS comienza cuando el haz de electrones irradia una muestra produciendo rayos X, los

cuales una vez emitidos, crean un pulso de carga eléctrica cuando inciden en el detector. Esta corriente
eléctrica, con un tiempo de vida corto, se convierte en un pulso de voltaje cuya amplitud refleja la energia
del rayo X detectado. Por ultimo, este pulso de voltaje se convierte en una seial digital y se agrega una
cuenta mas al canal de energia correspondiente. Una vez que termina la medicidn, las cuentas acumuladas
producen un espectro de rayos X (Heath y Taylor, 2015). La cantidad de rayos X emitidos por cada
elemento presente en la muestra proporciona una relacion directa con la concentracion del elemento en

particular, ya sea en masa o en porcentaje atdmico, permitiendo realizar también un analisis cuantitativo

de la muestra.
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Esta técnica incluida en el instrumento de SEM mencionado anteriormente (Figura 22), se utilizé
con el fin de realizar un andlisis de composicidn elemental cualitativo y cuantitativo, tanto de las

nanoestructuras de HAp en polvo como las crecidas en los microelectrodos.

2.4.4 Espectroscopia Fotoelectronica de Rayos X (XPS)

La espectroscopia fotoelectrdnica de rayos X o XPS, es una técnica superficial que se basa en el
uso de una fuente de rayos X, normalmente de Al-Ka (1486.6 eV) o Mg-Ka (1253.6 eV), como radiacién
primaria para provocar la ionizacién de los atomos de una muestra, liberando electrones de la superficie
como resultado de un proceso de fotoemisidn o efecto fotoeléctrico, representado en la Figura 24 (a). Los
electrones que abandonan la muestra son detectados por un espectrémetro [Figura 24 (b)] de acuerdo a

su energia cinética.

(a) (b)
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2s lq"“ e electrostaticas Fuente de
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Figura 24. (a) Representacion esquematica del proceso de XPS, mostrando la fotoionizacién de un atomo mediante
la expulsidn de un electrén de la capa 1s. (b) Diagrama esquematico de un espectrometro XPS.

2p

Espectro de
energia

El analizador actia como una ventana de energia (conocida como energia de paso), que acepta
solamente electrones que poseen una energia dentro de dicha ventana. La energia de paso se mantiene
fija para conservar una resolucion energética constante, por lo que los electrones que entran al analizador
son previamente ajustados a esta energia aplicando un campo electrostdtico variable. Cada electrén es

detectado como un evento discreto a determinado tiempo y energia, adquiriendo informaciéon que se
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almacena para ser finalmente presentada en forma de gréfica de intensidad (expresada generalmente

como cuentas o cuentas por segundo) contra energia (electronvoltios, eV) del electrén (Moulder, 1992).

La cantidad experimental medida por el espectrémetro es la energia cinética (Ex) del electrén, la
cual depende de la energia del fotdn de los rayos X incidentes. Por otra parte, la energia de enlace (Eg) es
el parametro especifico para el electrén, tanto del elemento como del orbital atdmico al que pertenece
(Watts y Wolstenholme, 2003). La relacidn entre los parametros involucrados en un experimento de XPS,

esta dada por la ecuacién (2):

EB:hU_EK_W, (2)

donde Eg y Ex son la energia de enlace y energia cinética del electrén emitido, respectivamente, hv es la
energia del foton y W es la funcién trabajo determinada por la calibracién del espectrémetro utilizado

(Turner, 2006).

Cada elemento posee una estructura electrdnica caracteristica y por tanto, un espectro de XPS
caracteristico conformado por una serie de picos que aparecen sobre un fondo. Aunque la ionizacién de
los atomos ocurre a unos cuantos micrémetros de profundidad, solo aquellos electrones que se originan
dentro de las decenas de angstroms bajo la superficie del sélido, logran escapar de la muestra sin perder
energia (regularmente medida en el rango de 20 a 2000 eV), produciendo asi los picos en el espectro. Por
otro lado, los electrones que sufren pérdida de energia debido a choques inelasticos antes de salir del
sélido, forman el fondo del espectro (Moulder, 1992). La informacion principal de una muestra proviene
de los picos correspondientes a electrones de orbitales atdmicos internos. La nomenclatura utilizada para
la descripcién de XPS se sustenta en el momento asociado a las érbitas que siguen los electrones alrededor
del ndcleo, indicado por los niumeros cuanticos n (n=1, 2, 3,..), L (I=0, 1, 2,... sefialado como s, p, d,...,

respectivamente), y j dado como un sufijo (1/2, 3/2, 5/2, etc.).

La técnica de XPS también puede utilizarse para identificar y determinar la concentracion de
elementos en la superficie, debido a variaciones en sus energias de enlace conocidas como ajustes
quimicos (que pueden surgir a partir de cambios en potencial quimico dentro de los orbitales de electrones
de valencia), permitiendo identificar el estado quimico de los materiales en analisis (Tougaard, 2013). XPS
fue empleada como una técnica adicional para apoyar los resultados de analisis elemental por EDS. Las
medidas se llevaron a cabo en un sistema SPECS con un analizador PHOIBOS WAL usando un anodo de

aluminio, con las muestras de HAp en polvo sin ningln tratamiento adicional.
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2.4.5 Microscopia Electronica de Transmision (TEM)

En un microscopio electrénico de transmisién, un haz de electrones penetra un espécimen
delgado formando una imagen con el uso de las lentes apropiadas. El TEM posee alta resolucién (de hasta
3 nm, regularmente) que permite obtener imagenes de un material con amplificaciéon de hasta 400,000
veces para observarlo a detalle. Ademas, este instrumento puede ser utilizado para adquirir patrones de
difraccidon de electrones, que brindan informacién de las propiedades de un material cristalino. Esta
flexibilidad se logra mediante un sistema dptico-electrénico compuesto a base de un caidn de electrones
y numerosas lentes magnéticas, las cuales se encuentran apiladas verticalmente para formar una columna

de lentes.

Un sistema TEM se divide en tres secciones principales: el caidn de electrones, el portamuestras
y la columna del microscopio (Figura 25). El caidn de electrones genera el haz de electrones ya sea por
emision termoidnica o bien por emisién de campo, el cual es acelerado por un voltaje (de 100 a 300 kV) y
enfocado utilizando dos o0 mas lentes condensadoras en una rejilla de cobre que contiene al espécimen. El
diametro del haz depende en gran parte del disefio y operacién de cada sistema, y determina la intensidad
con la cual se obtendra una imagen de TEM. El portamuestras tiene como funcién mantener el espécimen
en estado estacionario o en movimiento, asi como introducirlo o extraerlo del microscopio. La ultima
seccion esta conformada por al menos tres lentes, que en conjunto producen una imagen amplificada o
un patrén de difraccién de la muestra, la cual es proyectada sobre una pantalla fluorescente, o una cdmara

CCD para ser digitalizada (Figura 25).

Usualmente las imagenes de TEM son observadas y grabadas con una abertura objetivo centrada
en el eje dptico de la lente objetivo, provocando que cualquier parte del campo de visidon que no contiene
a la muestra se forme a partir de electrones que no han sido dispersados, por lo que esta zona aparece
mas brillante con respecto a la muestra de estudio. Esta imagen centrada en la abertura es denominada
imagen de campo brillante. Por el contrario, si la abertura objetivo se desplaza horizontalmente
admitiendo electrones difractados, entonces las regiones con mayor difraccion de la muestra aparecen
brillantes en comparacidn con sus alrededores (fondo obscuro), resultando una imagen de campo obscuro.
Asimismo, se pueden obtenerse patrones de difraccidn, los cuales se forman en el plano focal posterior a
la lente objetivo y se amplifican mediante lentes intermedias y lentes proyectoras para ser visualizados en

un monitor (Egerton, 2005).
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Figura 25. Esquema general de las secciones que conforman un microscopio electrénico de transmision (TDMU,
2009).

En esta tesis se utiliz6 un TEM JEOL-JEM 2010 operado a 200 kV para observar la morfologia de las
nanoestructuras de HAp. Para preparar las muestras para estudios de TEM, se tomd un poco de polvo de
cada muestra de HAp y se dispersd en agua desionizada, y en otros casos etanol. Dichas soluciones se
agitaron en ultrasonido, y finalmente se tomd una gota la cual fue depositada sobre una rejilla de lacey-

carbon/Cu (mesh 600).

2.4.6 Espectroscopia Raman

La espectroscopia Raman brinda informacion sobre los modos de vibracion de una muestra en
estudio, que permiten su identificacién y cuantificacion. Esta técnica se fundamenta en la dispersion
inelastica de luz monocromatica proveniente de una fuente laser. La dispersion inelastica implica que la
frecuencia v, de los fotones que componen la luz monocromdtica, cambia cuando estos interactian con
la muestra ya que son absorbidos por ella y posteriormente re-emitidos con una frecuencia distinta. Esta
nueva frecuencia se desplaza hacia mayores o menores valores respecto a la frecuencia monocromatica
original. Este desplazamiento en frecuencia se denomina efecto Raman. El efecto Raman se basa en la

deformacién molecular en campo eléctrico E determinada por la polarizabilidad molecular a. El rayo laser
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se considera como una onda electromagnética oscilante con un vector eléctrico E, que al interactuar con
la muestra induce un momento dipolar eléctrico P = aE que deforma la molécula. Dado que Ia
deformacién es periddica, las moléculas vibran con una frecuencia caracteristica v,, (Princeton

Instruments, 2016).

Un espectro Raman se forma debido a las colisiones ineldsticas que surgen como consecuencia de
la interaccién entre la radiacién monocromatica incidente y las moléculas del material de interés. Cuando
la radiacion monocromatica ilumina a un material, ésta se dispersa en todas direcciones. La mayor parte
de esta radiacidn dispersa, que no aporta informacién alguna sobre el material, conserva la misma
frecuencia que la fuente de excitacidon y es denominada dispersion de Rayleigh; solo una fraccién muy
reducida de la radiacién dispersa presenta un cambio en la frecuencia en comparacidn con la radiacién
incidente, la cual se conoce como dispersion Raman. Cuando la frecuencia de la radiacion dispersa es
menor que la de la radiacién incidente, aparecen las lineas Stokes en el espectro. Sin embargo, cuando
sucede lo contrario, se manifiestan las lineas anti-Stokes en el espectro Raman (Sharma y Bumbrah, 2016).

En la Figura 26 se presenta un diagrama energético del origen de la dispersién Raman.

Estado electrénico excitado (S;)

Estados virtuales _

hvo NN

V1
Estado electrénico basal (Sg) Vo

Dispersion Linea Stokes Linea anti-Stokes,
Rayleigh

Dispersion Raman

Figura 26. Diagrama energético sobre el origen de la dispersion Rayleigh y la dispersion Raman (lineas Stokes y anti-
Stokes).

Un sistema Raman se conforma por cuatro componentes principales: una fuente de excitacion
(laser), un sistema de iluminaciéon de la muestra con un arreglo éptico para colectar la luz dispersa, un
selector de ondas (filtro o espectrofotémetro) y un detector (arreglo de fotodiodos, dispositivo de carga

acoplada o tubo fotomultiplicador). Una muestra es iluminada usando un rayo laser en el rango
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ultravioleta (UV), visible (Vis) o infrarrojo (IR) cercano. Existe una gran variedad de laseres que pueden
emplearse como fuente, por ejemplo el de Helio-Cadmio (He-Cd, 325 nm) y Helio-Nedn (He-Ne, 633 nm)
qgue son de los mas utilizados. La luz dispersada se colecta mediante una lente y se envia a través de un
interferdmetro, o espectrofotdmetro, para adquirir un espectro Raman de la muestra en cuestion
(Princeton Instruments, 2016). Estos espectros se grafican con respecto a la frecuencia del laser, de modo
que la banda Rayleigh se ubique a 0 cm™® y las bandas Raman se posicionen en las frecuencias
correspondientes a niveles energéticos de las distintas vibraciones de un grupo funcional (InPhotonics,
1999). Generalmente, es posible obtener un espectro en un intervalo con nimero de onda de 4 a 4,000
cm, abarcando los modos de vibracién normales activos de moléculas “orgénicas que aparecen entre 400

y 4,000 cm™,

Los modos de vibracién de la red de hidroxiapatita se determinaron mediante espectroscopia
Raman, usando un micro-Raman Horiba Jobin-Yvon LabRam HR800. Las mediciones fueron realizadas a
temperatura ambiente utilizando un Idser He-Ne rojo de 633 nm. Para las nanoestructuras de HAp crecidas
en presencia de campos eléctricos, no fue posible obtener un espectro Raman dado que, al haber utilizado
un sustrato de diéxido de silicio (SiO,), la sefial de este compuesto opacd por completo las sefiales

atribuidas a los modos de vibracion para los grupos fosfato de la HAp.

2.4.7 Fotoluminiscencia (PL)

Cuando un material es irradiado con luz de alta energia, este absorbe fotones y como consecuencia
se crean excitaciones electrénicas. Estas excitaciones se relajan conforme los electrones regresan al estado
de minima energia. Si la relajacion que resulta es radiativa, entonces la luz emitida se denomina
fotoluminiscencia (PL). La luminiscencia es acumulada y analizada para obtener distinta informacion sobre
el material, por ejemplo, el espectro de PL brinda las energias de transicién que son utilizadas para
determinar los niveles de energia electrdnicos. La intensidad de PL provee una medida sobre el nimero
de eventos de recombinacidn electrdnica, mientras que la variacién de ésta debido a parametros externos,
como la temperatura y campos eléctricos externos, sirve para caracterizar mas a detalle los estados y
bandas electrénicas del material analizado. La instrumentacién utilizada para los experimentos de PL
(Figura 27) consta de una fuente dptica, generalmente un laser al igual que Raman, por lo que estas
técnicas suelen encontrarse en un mismo sistema; ademas, se usa un medidor de potencia dptica o en la

mavyoria de los casos, un espectrémetro.
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Figura 27. Instrumentacion empleada para realizar medidas de fotoluminiscencia.

La técnica de PL es versatil, no destructiva, y requiere de una preparacién minima de la muestra a
estudiar, ya que no depende de excitacién o deteccidn eléctrica. Por esta razén, esta técnica resulta de
interés para analizar tanto semiconductores como materiales con baja conductividad (Gfroerer, 2006). El
sistema micro-Raman utilizado para determinar los modos de vibracidn de las muestras de HAp, también
fue usado para estudiar la fotoluminiscencia presente en las muestras de hidroxiapatita tanto en polvo,
como las crecidas entre los microelectrodos. Para este andlisis, se usé de un ldser He-Cd UV de 325 nm

para adquirir espectros con un intervalo de 330 a 1100 nm a temperatura ambiente.

2.4.8 Catodoluminiscencia (CL)

Catodoluminiscencia se refiere a la emisidon de luz cuando una muestra es bombardeada por un
haz de electrones cuya fuente es un cadtodo. La CL es ampliamente utilizada, en particular como una
herramienta de analisis adicional en técnicas de microscopia electrénica como el SEM, ya que es el Unico
método sin contacto y con alta resolucién espacial que permite la caracterizacién de las propiedades
Opticas y electrdnicas de una muestra. De forma general, el analisis de CL realizado en un SEM puede ser
dividido en microscopia y espectroscopia. La primera consta de la obtencién de imagenes o mapas
luminiscentes de regiones de interés, mientras que la segunda consiste en la adquisicién de un espectro

correspondiente a un area seleccionada de la muestra (Yacobi y Holt, 1990).

La seiial de CL se forma mediante la deteccion de fotones de las regiones UV, Vis e IR cercano del

espectro. De acuerdo con la teoria de bandas de estado sdlido, el bombardeo de electrones provoca que
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los electrones dentro del material sean promovidos de la banda de valencia (de menor energia) a la banda
de conduccidn (de mayor energia). Cuando dichos electrones pierden energia e intentan regresar al estado
basal, pueden ser atrapados momentdneamente por “trampas” dentro de la banda prohibida. Parte de la
energia perdida cuando los electrones desocupan las trampas y contintan su caida a la banda de valencia,
se convierte en fotones (Figura 28). Estas trampas de electrones son conocidas como centros luminiscentes
y son responsables de la emisidén de catodoluminiscencia (Boggs y Krinsley, 2006). Por ende, el espectro
de emisién de CL puede ser clasificado en dos tipos: extrinseco (activado o de CL caracteristica) e intrinseco

(fundamental o de emisién de borde).

Banda de conduccién (BC)

Banda
Trampa prohibida

Energia relativa
|
|
|
I

Banda de valencia (BV)

(BC) \

Electron

Figura 28. Representacion esquematica de los procesos que generan la catodoluminiscencia en un material (Boggs y
Krinsley, 2006).

Los espectros de emisién que dependen de impurezas incorporadas al material, son denominados

extrinsecos. Las bandas de emisidn son “activadas” por 4tomos de impurezas u otros defectos y la emision
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es caracteristica del activador en particular. Los activadores son iones de distintas valencias que sustituyen
cationes en la estructura huésped, por ejemplo metales de transicion, tierras raras o actinidos. La CL
intrinseca se debe a las recombinaciones electrén-hueco que ocurren a través de la banda prohibida, de
modo que se considera una propiedad intrinseca del material (Yacobi y Holt, 1986). Este tipo de
luminiscencia puede ser aumentada por factores como falta de estequiometria, imperfecciones

estructurales o impurezas sustitucionales o intersticiales que distorsionan la red (Marshall et al., 1988).

Los portadores de carga generados en un semiconductor son difundidos y posteriormente se
recombinan para dar lugar a la emisién de fotones. Sin embargo, los centros de recombinacién de niveles
energéticos en la banda prohibida de un semiconductor pueden ser tanto radiativos como no-radiativos,
dependiendo de si generan la emisidon de un fotén o no. Estos centros se caracterizan por una tasa de

recombinacién R o 771

, donde 7 es el tiempo de recombinacion. Cuando ambos centros de
recombinacidn estan presentes, radiativos y no-radiativos (dando lugar a un proceso competitivo), el

tiempo de vida observable es:

Ty T
— Trrtar : (3)
Trr+Tnr

donde 7, Y Tp SON los tiempos de vida de recombinaciones radiativas y no-radiativas, respectivamente.

La eficiencia de recombinacidn radiativa (o eficiencia cuantica interna) 1, esta dada por la ecuacién:
n=—=—, (4)

donde R, representa la tasa de recombinacidn radiativa mientras que R se refiere a la tasa de
recombinacidn total (Yacobi y Holt, 1986). En general, la intensidad de CL (nimero de fotones emitidos
por unidad de tiempo) dependerd de la tasa de recombinaciones por todos los mecanismos
posibles An(r)/t, tomando en cuenta que solo una fraccidn corresponderd a recombinaciones radiativas
An(r)n/t. Por tanto, si se asume una dependencia lineal de la intensidad de CL L.;, con la densidad de
portadores de carga en exceso estacionaria An, la cual puede ser verificada midiendo la dependencia de
la Lo, con respecto a la corriente del haz de electrones I, es posible expresar la intensidad de CL total

como:

L) = [ 22 dr, 5)
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donde f es una funcién que comprende los parametros de correccidn del sistema de deteccién de
catodoluminiscencia y factores que toman en cuenta que no todos los fotones generados en el material

son emitidos, debido a pérdidas por absorcidn dptica o reflexion (Yacobi y Holt, 1990).

Los sistemas actuales de deteccidn de catodoluminiscencia utilizan un espejo parabdlico como
colector de la sefial, asi como una fibra dptica para su transmisién. En estos sistemas el haz de electrones
incide sobre la muestra en el primer foco del espejo parabdlico, reflejando la luz emitida hacia el segundo
foco del espejo, donde es colimada por una lente y transportada a través de la fibra éptica hacia la ranura
de entrada del monocromador. La luz con un estrecho rango de longitudes de onda llega entonces al
fotomultiplicador, que se encarga de atenuar el ruido y amplificar la sefial, teniendo como salida un tren
de pulsos correspondientes a los fotones incidentes (Figura 29). Finalmente, esta sefial amplificada es
analizada por un sistema electrénico para ser desplegada en un monitor de computadora, ya sea como

una imagen o un espectro de emisién de CL.

Para identificar de forma indirecta la presencia de defectos nativos en la HAp se usé le técnica de
catodoluminiscencia mediante un sistema Gatan MonoCL4 adaptado a un SEM JEOL JIB-4500 (Figura 22),
para obtener espectros de emisién luminiscente de las nanoestructuras en el rango visible. Ademas, se
adquirieron espectros de CL en el rango infrarrojo cercano (800-2500 nm) utilizando un monocromador IR
Oriel 74100 enfriado con nitrégeno y un fotomultiplicador Photocool Series PC176, ambos adaptados a un

SEM Hitachi $2500.

MONOCROMADOR

DETECTOR DE — REJILLA DE

ELECTRONES DIFRACCION
SECUNDARIOS

ol FOTOMULTIPLICADOR

ESPEJO
PARABOLICO ' ¢

MUESTRA

, MonoCL4
=y

Figura 29. Diagrama esquematico del sistema de coleccion de CL adaptado a un SEM JEOL JIB-4500.
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Los defectos tipicos de la HAp son vacantes de Ca y de O, los cuales introducen estados
electrénicos en la region prohibida de energia de la HAp a través de los cuales ocurren transiciones
electrdénicas que generan radiacidn electromagnética en el rango visible. Las bandas de emisidn de la HAp
atribuidas a tales defectos cristalinos son muy anchas (mayores a los 200 nm) y claramente visibles en
mediciones de CL. Sin embargo, dado que se desconoce la emisidn de HAp en el infrarrojo cercano, se
decidid realizar mediciones en este rango con la intencidon de encontrar bandas o picos de emision
luminiscente. Las variaciones en la intensidad relativa de estas bandas fueron utilizadas como parametro
de control cualitativo para describir cambios en la concentracién de los defectos nativos presentes en las
nanocintas de HAp, tanto las sintetizadas por el método hidrotermal como las crecidas aplicando campos

eléctricos.
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Capitulo 3. Sintesis hidrotermal de nanocintas de hidroxiapatita

En este capitulo se incluyen los resultados obtenidos de acuerdo a la caracterizacién estructural,
morfoldgica y de composicidn de nanocintas de hidroxiapatita sintetizadas por el método hidrotermal,
como fue descrito en el subtema 2.1. En la Tabla 2, se detallan las muestras de HAp obtenidas y las
condiciones de reaccion para cada una de ellas. En la columna de observaciones se indican las diferencias
en el procedimiento de sintesis, particularmente para la muestra S1, ya que fue el primer experimento
llevado a cabo. Se realizé una serie de pruebas hasta llegar a las condiciones éptimas de reaccidn, siendo

éstas una temperatura y un tiempo de reaccion de 100 °Cy 36 h, respectivamente.

Tabla 2. Muestras de HAp obtenidas por el método hidrotermal.

Muestra Temperatura (°C) Tiempo (h) Observaciones
Se mezclaron la soluciones de Ca(NOs), y
S1 100 24
(NH4)2HPO,4 antes de calentar a 100 °C.
S2
24
S3
Se calenté la solucién de Ca(NOs); a 100 °Cy
S4 100 30 , . L
después se agrego la solucion de (NH4);HPO,.
S5
36
S6

3.1 Estructura cristalina

Para identificar la estructura cristalina de las muestras de la Tabla 2, éstas fueron caracterizadas
por la técnica de difraccion de rayos X (DRX). Se tomé como referencia la ficha de DRX de la HAp (PDF #09-
0432) asi como de la fase de HAp deficiente en calcio o Ca-D HAp (PDF #046-0905), dado que es comun
obtenerla cuando se utiliza un método himedo para la sintesis de HAp, esto debido a la superposicion
entre las temperaturas de transformacion de estas dos fases (Toriyama et al., 1996; Bohner, 2000; Wang
et al., 2016). La Ca-D HAp presenta una relacion Ca/P menor a 1.67, valor que corresponde a la HAp
estequiométrica y a la HAp natural que forma parte de huesos y dientes (Anmin et al., 2006; Sadat-Shojai
et al., 2013). A pesar de que ambas hidroxiapatitas (la estequiométrica y la Ca-D HAp) presentan una

estructura cristalina hexagonal, la diferencia entre sus patrones de difraccidn se reduce a la presencia de
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unas pocas senales que aparecen en el intervalo 20 de 60 a 80 grados. A valores inferiores a los 60° los
picos de difraccion para estas dos fases de hidroxiapatita son practicamente los mismos, dado que las

sefales de la HAp estequiométrica se superponen con las sefiales de la fase Ca-D HAp como se aprecia en

la Figura 30.
HAp (PDF #09-0432)
"~
: L
3 | al
=
% Ca-D HAp (PDF #046-0905)
=
| L hH\lH |
20 30 40 50 60 70

20 (grados)

Figura 30. Comparacion entre los patrones de difraccién de la HAp y la Ca-D HAp.

En la Figura 31 se presentan los difractogramas de las muestras de HAp obtenidas mediante la
sintesis hidrotermal a distintos tiempos de reaccion, revelando patrones de difraccién compuestos por los
picos de difraccién caracteristicos de la estructura hexagonal de HAp. Tales picos poseen una forma
angosta bien definida, lo cual indica que los materiales obtenidos poseen una buena calidad cristalina. La
Figura 31 muestra que para las primeras dos muestras (51 y S2), sintetizadas por diferentes procedimientos
y con el mismo tiempo de reaccién (ver observaciones en Tabla 2), los difractogramas obtenidos presentan
como diferencia la presencia de dos picos con dngulos de Bragg de 26 y 30°, correspondientes a la fase
monenita o DCP (CaHPQ4) que tipicamente se encuentra presente en la formacién de apatitas (Lu et al.,
2000) y es considerada como una fase deseable al igual que otros fosfatos de calcio, por ser bioactiva,
biodegradable y sobre todo benéfica al proceso de regeneracidn ésea y de administracion de farmacos
(Ghomi et al., 2011). La fase monenita también fue encontrada en la muestra S4 como revela la Figura 31,
sin embargo, la fase predominante en todas las muestras fue la de HAp hexagonal. En el Anexo B se
presentan los difractogramas de las muestras S3 y S6 ya que son esencialmente reproducciones de los

difractogramas obtenidos en las muestras S2 (24 h) y S5 (36 h), respectivamente.
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Figura 31. Patrones de difraccidon de las muestras S1, S2, S4 y S5, sintetizadas con distintos tiempos de reaccion a
excepcién de las muestras S1y S2, donde la variacion consistié en el procedimiento de sintesis.

3.2 Composicion elemental

Las muestras de HAp fueron analizadas mediante la técnica de Espectroscopia de Energia Dispersa
(EDS) para determinar su composicién elemental, asi como la relacion atémica Ca/P presente en ellas. En
la Figura 32 se exhibe el espectro de composicion tipico obtenido para las muestras, en el que se aprecian

las sefiales de Ca, P y O, elementos constituyentes de la hidroxiapatita [Cas(PO4)sOH].

Intensidad relativa

Energia (keV)

Figura 32. Espectro de composicion elemental tipico adquirido para una las muestras de HAp.
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Para establecer la relacién atémica Ca/P de cada muestra se realizd un andlisis cuantitativo,
mostrado en la Tabla 3. Debido a que los valores de dicha relacidn se mantuvieron en un rango de 1.31 a
1.39, fue posible concluir que la mayor fase presente en dichos productos es la de hidroxiapatita deficiente

en calcio (Ca-D HAp), lo que implica la existencia de defectos en el material tipo vacancias de calcio (Vca).

Tabla 3. Analisis cuantitativo de las muestras de HAp obtenido mediante EDS.

Muestra rzl:::i%?] ‘(j:) Elemento | Porcentaje atomico (%) at:r:llii:\“():r; /p

0] 70.93

S1 24 P 12.43 1.34
Ca 16.63
0] 67.80

S2 24 P 13.58 1.37
Ca 18.62
0] 70.51

S3 24 P 12.32 1.39
Ca 17.17
0] 69.12

S4 30 P 13.26 1.33
Ca 17.62
0] 67.64

S5 36 P 13.89 1.33
Ca 18.47
0] 73.14

S6 36 P 11.61 1.31
Ca 15.24

Adicionalmente, para estudiar el estado quimico de los elementos presentes en las muestras se
realizé un analisis por XPS. Un analisis a baja resolucién de la muestra S2 (24 h) arrojé como resultado el
espectro de la Figura 33, el cual fue practicamente el mismo que el obtenido para las muestras S4 (30 h) y
S5 (36 h), por lo que estos espectros se presentan en la seccion de Anexos (Anexo C). En todos los espectros
se detectaron las sefiales correspondientes a los atomos que componen la HAp, esto es, O 1s, Ca 2py P
2p, con energias de amarre de 531, 347 y 133 eV, respectivamente. Ademads, se encontré una sefial de
carbono (C 1s) atribuida a enlaces C-C y C-H (Yoshida et al., 2000). Dado que se conoce que la energia de
amarre de C 1s es de 284.6 eV (Wagner et al., 1979), ésta fue utilizada para corregir el corrimiento de los
picos causado por efectos de acumulacién de carga eléctrica (alrededor de 6 eV) durante la medicidn. Asi
mismo, se detecto la presencia de los picos Auger de carbono (C KLL), calcio (Ca LMM) y oxigeno (O KLL) a

1223, 1197 y 978 eV, respectivamente.
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Figura 33. Espectro de XPS de la muestra S2 (24 h), en el que se observan los picos a las energias de enlace

pertenecientes a la HAp.

Por otra parte, se adquirieron espectros de XPS a alta resolucidén de la muestra S2 para las senales

de O (1s), Ca (2p) y P (2p), con sus respectivos valores de energia, como se muestra en la Figura 34. De

acuerdo con los espectros de XPS obtenidos para las muestras S2, S4 y S5, se determind la relacién atomica

de Ca/P presente en la superficie del material. Los resultados del andlisis cuantitativo de dichas muestras

se exhiben en la Tabla 4.
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Figura 34. Espectro de XPS para las sefiales de O (1s), Ca (2p) y P (2p), correspondientes a la muestra S2.
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Tabla 4. Analisis cuantitativo de las muestras de HAp S2, S4 y S5, realizado por XPS.

Muestra r.zlaegi’:’; ((jlt:) Especie Porcentaje atémico (%) Rela(::r::aa;zmlca

0 (1s) 56.94

S2 24 Ca (2p) 23.22 1.17
P (2p) 19.84
0 (1s) 80.54

S4 30 Ca (2p) 10.57 1.19
P (2p) 8.89
0O (1s) 81.77

S5 36 Ca (2p) 9.93 1.19
P (2p) 8.30

Estos resultados revelan que los valores calculados para la relacién Ca/P mediante XPS, presentan
un decremento significativo con respecto a los obtenidos mediante EDS, demostrando que la formacién
de defectos estructurales tipo vacancias de calcio en las muestras S2, S4 y S5, es mayor en la superficie

gue en el bulto.

3.3 Morfologia

Dado que se ha reportado que en la sintesis por el método hidrotermal la temperatura y el tiempo
de reaccion influyen significativamente en la formacion de nanocintas de HAp uniformes (Earl et al., 2006;
Wang et al., 2016), durante la sintesis de la muestra S1 se tomaron pequefias cantidades del material
sintetizado a distintos tiempos de reaccion, con la finalidad de observar el efecto de este pardametro sobre
la morfologia de la hidroxiapatita. En la Figura 35 se presentan las imagenes de SEM de este material
formado después de 5, 15 y 24 h de reaccion, revelando el proceso de formacion de la HAp en forma de
nanocintas. Se observa que, durante las primeras horas, la morfologia consta de aglomerados compuestos
de micro-placas alargadas [Figura 35 (a)] que, conforme aumenta el tiempo de reaccion, se van separando
en nanoestructuras con forma de cintas delgadas como muestra la Figura 35 (b), para finalmente obtener
cumulos de nanocintas delgadas cuando se alcanzan las 24 h de reaccién [Figura 35 (c)]. En la Figura 36 se
presentan las micrografias de SEM de las muestras S2 y S3, ambas sintetizadas después de 24 h de
reaccion. Sin embargo, aunque en las imagenes adquiridas a altos aumentos [Figuras 36 (a) y (b)] es posible
observar la formacién de nanocintas de HAp bastante definidas, se concluyd que un tiempo de sintesis de
24 h no fue suficiente para eliminar todas las placas micrométricas de la muestra, como se observa en la

Figura 36 (c); por lo que se decidié aumentar el tiempo de sintesis a 30 y 36 h en experimentos posteriores.
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Figura 35. Imagenes de SEM de las muestras S1 a (a) 5 h, (b) 15 h y (c) 24 h, asi como (d) la imagen SEM a altos
aumentos de la muestra transcurridas las 24 h de reaccidn.

En las imagenes SEM de las muestras S4 (30 h), S5y S6 (ambas de 36 h), presentadas en la Figura
37, se observa que después de 30 y 36 h de reaccion fue posible obtener nanocintas delgadas de anchura

uniforme, como era requerido para este proyecto.
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15kvV x2,300 10pum 15 40 SEM_SEI

Figura 36. Micrografias de SEM a altos aumentos de las muestras (a) S2 y (b) S3, ambas de 24 h. (c) Imagen de SEM
a bajos aumentos de la muestra S3.
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Figura 37. Imagenes de SEM de las muestras (a) S4, (b) S5y (c) S6.

Para complementar los estudios de morfologia de las muestras de hidroxiapatita se tomaron
micrografias de TEM, las cuales confirmaron la formacidn de nanocintas delgadas con una anchura entre

10y 100 nm, y longitudes de entre 0.5y 1 um, como se observa en la Figura 38.

Figura 38. Micrografias TEM de la muestra S1 (24 h): (a) panoramica y (b) de una nanocinta individual.

Por otra parte, se obtuvieron imagenes de TEM de alta resolucién para las muestras S2, S4 y S5,
con el objetivo de observar la red cristalina de la HAp y determinar la direccién de crecimiento de las
nanocintas. En la Figura 39 se presenta la imagen de TEM de alta resolucién de la muestra S2, a partir de
la cual se determind una distancia interatémica de 2.9 Aalo largo de la direccién de crecimiento. Mediante
una simulacién de la estructura cristalina usando el programa Vesta (ver 3.3.9) se calculé que a lo largo de
la direccion [001] la distancia interatdmica entre los planos formados por los iones (PO4)* y los iones Ca*

es de 1.7 A [Figura 39 (c)].
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Figura 39. (a) Micrografia de TEM de alta resolucion de la muestra S2 (24 h), (b) amplificacién de una zona para
determinacién de distancia interatomica y (c) imagen de la estructura de HAp en la direccién de crecimiento
estimada.

A pesar de esta imprecision en las mediciones, el andlisis de TEM se llevé a cabo igualmente para
las muestras S4 y S5 proponiendo un crecimiento de las nanoestructuras de estas muestras a lo largo de

las direcciones cristalograficas [001] y [110], respectivamente (Figuras 40y 41).

Figura 40. (a) Imagen de TEM de alta resolucién de la muestra S4 (30 h), (b) amplificacién de una zona para
determinacién de distancia interatdmica y (c) imagen de la estructura de HAp en la direcciéon de crecimiento
estimada.
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Figura 41. (a) Micrografia de TEM a alta resolucion de la muestra S5 (36 h), (b) amplificacién de una zona para
determinacién de distancia interatomica y (c) imagen de la estructura de HAp en la direccion de crecimiento
estimada.

Por otro lado, al realizar un analisis mas detallado de las micrografias de TEM fue posible observar
diversos defectos estructurales, siendo los mas evidentes aquellos que generaron un dafio en las
nanocintas con forma de ranuras a lo largo de estas, como se puede apreciar en las imagenes de la muestra

S3 (Figura 42).

Figura 42. Imagenes de TEM de la muestra S3 (24 h) a bajos aumentos. Zonas encerradas indican la presencia de
defectos en la superficie de la nanoestructura.
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El aspecto mas brillante en las imagenes de TEM (mayor intensidad) de estas ranuras revela que

son formadas debido a una menor densidad atdmica en tales regiones. Dado que los resultados de XRD,
EDS y XPS revelan que todas las nanocintas de HAp sintetizadas en este trabajo presentan una deficiencia
en iones de Ca®* en su estructura cristalina, proponemos que dichas ranuras son formadas debido a la
deficiencia en calcio en las nanocintas. Mas aun, las imagenes de TEM adquiridas a altos aumentos
revelaron la formacion de defectos extensos tipo fronteras de dominio en el material (Figura 43). La
presencia de dominios cristalinos, o maclas, podria ser la causa de nuestra imprecisién en determinar el

espaciamiento interatédmico a lo largo del crecimiento de las nanocintas.
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Figura 43. Micrografia de TEM de la muestra S4 (24 h) a altos aumentos. Zonas remarcadas indican la formacién de
dominios y desalineacidn de filas atémicas en una nanocinta.

Resulta altamente probable que la deficiencia en calcio, presente en la HAp como vacancias de
calcio (Vc), genere fallas de apilamiento atdmico que den lugar a la formacién de fronteras de dominios,
los cuales derivan a la vez en la formacion de dominios cristalinos (Luth, 2015). Como se ha indicado
previamente, se espera que la superficie de las nanocintas de HAp presente una alta concentracién de
vacancias de calcio, dado que el andlisis cuantitativo elaborado a partir de los espectros de XPS revelé una
alta deficiencia en Ca (Tabla 4). Por otro lado, durante los estudios de TEM se observé que el haz de
electrones tiende a generar poros y deformaciones en las nanocintas cuando éstas son observadas a altos
aumentos y energias del haz de 200 keV. Ejemplo de esto se muestra en las micrografias de la muestra S4
(Figura 44), donde se observa la formaciéon de poros y pliegues en la superficie de una nanocinta, ademas

de su deformacion por los extremos al estar 30 segundos bajo exposicidn del haz de electrones.
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Figura 44. Imagenes de TEM de la formacién de poros y deformacién de una nanocinta de HAp en la muestra S4 (a)
al momento de colocar el haz sobre la nanoestructura y (b) transcurridos 30 segundos de exposicion. Zonas
remarcadas exhiben la deformacién del material.

Hasta la fecha, la formacién de poros en estructuras delgadas de HAp representa un tema de
discusidn polémico, ya que algunos investigadores (Sutter et al., 2003; Gyeong-Man, 2010) han reportado
que estos se generan durante la sintesis de la HAp, mientras que otros grupos de trabajo como el de Sato
et al. (2002) establecen lo que hemos confirmado en este trabajo, que los poros en la HAp son formados

por efecto de la irradiacién con el haz de electrones.

3.4 Modos de vibracion de la red

Haciendo uso de la técnica de micro-Raman, se logré determinar los modos de vibracién de la red
de hidroxiapatita. En la Figura 45 se muestran los espectros Raman de las muestras S2, S4, S5 y S6, donde
aparece un pico muy intenso correspondiente al modo de tension simétrica (symmetric stretching mode)
del i6n (PO4)* a 962 cm™ (v1), asi como de las sefiales asociadas a los modos de vibracidn de los iones
(PO4)* internos a 430 cm™ para la flexion simétrica (v2), 590 cm™ de la flexidn anti-simétrica (v4), y 1043
cm™ para la tensidn anti-simétrica (vs), como se encuentra reportado en la literatura (De Aza et al., 1997;
Neira et al., 2009; Yamini et al., 2014). De igual forma se observa un pico de baja intensidad a 322 cm?,
atribuido a modos de traslacién de los iones de Ca?* (Cuscé et al., 1998). La Figura 45 muestra ademas que
todos los espectros Raman presentan una gran similaridad entre si, tanto en intensidad como en su valor
de numero de onda, lo cual corresponde a la homogeneidad morfolégica de las nanocintas de HAp
obtenidas entre las diferentes muestras (Krause et al., 2009), asi como a su alta cristalinidad (Mandair y

Morris, 2015).
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Figura 45. Espectros Raman de las muestras de HAp S2, S4, S5 y S6.

3.5 Luminiscencia

Las técnicas de fotoluminiscencia y catodoluminiscencia fueron empleadas para detectar la
emision de luz por parte de las muestras de hidroxiapatita. Dado que se ha calculado que la energia de
banda prohibida (E;) de la HAp puede variar de 4.6 eV a 5.7 eV dependiendo de los defectos presentes en
el material (Bystrov et al., 2016), resulta evidente que las transiciones electréonicas banda-banda no
influyen en las emisiones de PL o CL, sino que éstas se deben a niveles energéticos dentro de la zona
prohibida que surgen como consecuencia de distintos defectos nativos, o impurezas presentes en la red

de hidroxiapatita.

Hasta la fecha, gran parte de los espectros de PL reportados para nanoestructuras de
hidroxiapatita sintetizadas via hidrotermal, consisten en una sola banda de emisién ancha que tiene su
punto maximo en 2.95 eV, el cual varia ligeramente dependiendo del pH al que se haya realizado la sintesis
(Zzhang et al., 2009). Asimismo, se ha encontrado que este comportamiento se mantiene cuando la HAp se
sintetiza por distintos métodos (Kumar et al., 2013; Bystrova et al., 2015), donde la diferencia radica en la

intensidad de la misma banda de emisidn. Esta senal centrada en 2.95 eV ha sido atribuida a vacancias de
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hidroxilo (OH™) por Bystrova et al. (2015), argumentando que a pesar de la posibilidad de que existan otros
defectos contribuyendo en la formacion de esta emisidn, las vacantes de OH™ son la causa fundamental,
dado que la intensidad de la seial incrementa conforme aumenta la concentracién de vacantes de OH™ al

aplicar un tratamiento térmico a la HAp.

Sin embargo, los espectros de PL obtenidos en las muestras sintetizadas en este trabajo revelaron
gue la luminiscencia de la HAp se compone por mas de una banda de emisién, como se puede observar
en la Figura 46. Multiples calculos para la deconvolucidn de estos espectros utilizando curvas Gaussianas
fueron realizados usando el programa OriginPro 9.0, obteniendo 6 componentes con distintos valores en

su semi-anchura a media altura (FWHM) como también muestra la Figura 46.
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Figura 46. Espectros de fotoluminiscencia de las muestras a) S2 (24 h), b) S4 (30 h), ¢) S5 (36 h) y d) S6 (36 h).
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Las componentes centradas en 1.49, 2.17 y 3.33 eV fueron calculadas con una FWHM de 0.35, 0.47

y 0.16 eV, respectivamente; mientras que el resto de las componentes (2.41, 2.58 y 2.95 eV) fueron
calculadas usando un Unico valor FWHM de 0.41 eV. La diferencia en los valores de semi-anchura utilizados
en estos calculos se debid a que se atribuyd un origen especifico a cada una de las componentes calculadas.
En general, los valores de la FWHM de las emisiones que tienen como origen transiciones electrdnicas
entre niveles de energia generados por defectos cristalinos o impurezas, quedan determinados por la
incertidumbre estadistica de la funcion de distribucidn de Fermi para establecer la ocupacién en tales
estados de energia. La Figura 47 muestra un esquema que representa la dependencia de la FWHM en una
emision de PL, determinada por la diferencia de energias (E;-E;), con la curvatura que presenta la funcion
de distribucién de Fermi a temperaturas mayores a 0 K. Esta curvatura que es dada por el producto de la
constante de Boltzmann y la temperatura, ksT, indica que para valores ligeramente menores (mayores) al
potencial quimico (u) la probabilidad de ocupacién de un estado electrénico localizado en la regién
prohibida de energia es menor a 1 (mayor a 0), por lo que habra una incertidumbre (E;-E;) en establecer
la energia emitida por un electrén ante una transicion desde dicho estado electrénico a la banda de
valencia. En las deconvoluciones de estos espectros de PL se determind que las componentes centradas
en 2.17, 2.41, 2.58 y 2.95 eV, corresponden a niveles energéticos presentes en la banda prohibida de Ia
HAp, por lo que se ha asignado un valor similar en su FWHM. En contraste, las componentes presentes en
los extremos de la curva de emisidn PL, centradas en 1.49 y 3.33 eV, fueron calculadas usando valores de
FWHM diferentes debido a que, al coincidir con los valores minimo y maximo de deteccidn del sensor del
sistema de PL usado, no se tiene la certeza de que pertenezcan a transiciones electrénicas entre estados

electrénicos individuales como los mostrados en la Figura 47.
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Figura 47. Esquema que representa la dependencia de la semi-anchura a media altura (FWHM), medida como la
diferencia entre las energias Ei-E2, con la funcidn de distribucidon de Fermi f(E) establecida para un nivel de energia
dentro de la banda prohibida.
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En la Figura 48 se presenta un diagrama de niveles de energia, propuesto a partir de las
componentes identificadas en los espectros de PL, utilizando un valor de Eg= 5.6 eV para la HAp, tomando

como referencia el trabajo publicado en 2016 por Bystrov y colaboradores.
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Figura 48. Diagrama de los niveles de energia propuestos para las nanocintas de HAp mediante PL.

Como se ha indicado previamente, la componente de 2.95 eV ha sido atribuido por Bystrova et al.
(2015) a la formacidn de vacancias de iones OH™ en la HAp, mientras que las componentes centradas en
2.17, 2.41 y 2.58 eV han sido asociadas por Machado et al. (articulo de 2018, publicado en linea en
septiembre de 2017) a defectos ubicados en el bulto tales como Vc,, defectos intersticiales y distorsiones
en los grupos fosfato. Resulta conveniente destacar que la componente de 2.41 eV [2.44 eV para la Figura
46 (b)] al poseer mayor area bajo su curva representa una mayor concentracion del tipo de defecto
cristalino responsable de esta emisién, sobre el cual hasta donde tenemos conocimiento aldn no hay
reportes en la literatura. Asimismo, los resultados de PL muestran que tanto el nimero de componentes
como sus intensidades relativas se mantienen constantes sin importar la variacion del tiempo de reaccion

empleado para sintetizar las diferentes muestras.

Para correlacionar los resultados de PL, se obtuvieron espectros de catodoluminiscencia en el
rango visible de las nanocintas de HAp, los cuales se muestran la Figura 49. A pesar de ser técnicas con

distinta fuente de excitacion, los espectros de CL resultaron ser muy semejantes a los obtenidos por PL.
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Asi, se observé que algunas de las componentes de las curvas de emisidn de CL corresponden con las
obtenidas por PL para las diversas muestras estudiadas, independientemente de haber sido sintetizadas
bajo diferentes tiempos de reaccion. Notoriamente, estas componentes de CL si muestran variaciones en

sus intensidades relativas entre las diferentes muestras.
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Figura 49. Espectros de catodoluminiscencia de las muestras a) S1, b) S2 y c) S3, con 24 h de reaccidon cada una; d) S4
de 30 h de reaccién; e) S5 y f) S6, con 36 h de reaccion.
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Al igual que para PL, la deconvolucién de los espectros de CL se llevd a cabo usando 6 curvas
Gaussianas con distintos valores de FWHM. Las componentes ubicadas a los extremos de la curva, 1.77 y
3.68 eV, fueron calculadas usando valores FWHM de 0.37 y 0.76 eV, respectivamente, mientras que las
componentes centrales de la curva, 2.17, 2.58, 2.95 y 3.32 eV, fueron calculadas usando un Unico valor
FWHM de 0.41 eV. Cabe resaltar que estas ultimas componentes aparecen también en los espectros de
PL, incluyendo el hombro centrado en 2.95 eV asignado a vacancias de iones OH", el cual resultd ser la
componente de mayor intensidad en los espectros CL, revelando que este tipo de defectos se encuentran

en mayor concentracidn dentro de la regién volumétrica de las muestras, donde se genera la sefial de CL.

Asimismo, la componente centrada en 3.68 eV ha sido asociada también a defectos tipo vacancias
de OH", en este caso por Bystrov et al. (2016), fomentando la idea de que las componentes identificadas
en las curvas de emision tanto de PL como CL, pudieran estar conformadas por mds de un tipo de defecto

(Machado et al., 2018).

Como se ha indicado, la componente centrada en 2.41 eV presentd la mayor intensidad en los
espectros de PL, y como muestra la Figura 49, ésta no aparece en los espectros de CL. Si se toma en cuenta
gue la profundidad de penetracion del [dser UV usado como fuente de excitacion en la técnica de PL es de

tan solo unos pocos nanémetros, se podria considerar a la técnica de PL como superficial.

Como se ha mencionado, al usar un haz de electrones como fuente de excitacion cuya profundidad
de penetracion es de hasta varios micrdmetros, la técnica de CL podria considerarse como una técnica
volumétrica en comparacion con la PL. De acuerdo con este argumento, se propone que el tipo de defecto
responsable de la emision de 2.41 eV se encuentra en una concentracién mucho mayor en la superficie de
las nanocintas que en el bulto. Asociando esto ultimo con los resultados de EDS y XPS (seccién 3.2),
establecemos que esta componente se relaciona a defectos tipo Vc. superficiales, ya que la relacion Ca/P
resulté ser menor en la superficie (Ca/P= 1.2), que en el bulto del material (Ca/P= 1.3); mientras que la
componente de 2.95 eV (observada con mayor intensidad en los espectros de CL que en los de PL) indica
gue, aunque las vacancias de iones OH™ estén presentes en la superficie, son mas prominentes en el bulto
que en la superficie de las nanocintas de HAp. En la Figura 50, se muestra el esquema de niveles

energéticos propuestos con base en las componentes observadas en estos espectros de CL.
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Figura 50. Esquema de los niveles energéticos propuestos para las nanocintas de HAp mediante CL.

Como estudio complementario, se tomaron espectros de CL en el rango infrarrojo cercano (NIR)
de las nanocintas de HAp, los cuales se exponen en la Figura 51. De la misma forma que para los casos
anteriores, las deconvoluciones de estos espectros se realizaron mediante el uso de curvas Gaussianas,
teniendo como resultado una curva de emisidon conformada por 5 componentes con distintos valores de
FWHM. Las componentes propuestas para estos espectros son 0.81, 0.90, 0.94, 1.05 y 1.17 eV, de las
cuales las componentes centradas en 0.90 y 1.17 eV poseen una FWHM de 0.02 y 0.12 eV,
respectivamente, mientras que el resto poseen una FWHM de 0.11 eV. Tomando en cuenta que la
componente angosta centrada en 0.90 eV posee una FWHM muy pequeia (0.02 eV) comparada con el
resto (0.11-0.12 eV), se espera que esta seial tenga un origen distinto a las demas componentes, y por

tanto, desconocido hasta el momento.

En los espectros de CL en NIR se observa que la componente de mayor intensidad esta centrada
en 0.81 eV, y que las intensidades relativas entre las componentes permanecen constantes entre las
muestras sintetizadas con distintos tiempos de reaccion, a diferencia de los espectros de CL en el rango
visible. Ademas, aparece un hombro centrado en 0.94 eV, el cual ha sido previamente asociado a vacantes
de oxigeno (Vo) presentes en los grupos (PO4)*> por Bystrov et al. (2016), asighacidn realizada a base de

calculos computacionales.
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Figura 51. Espectros de catodoluminiscencia en el rango infrarrojo cercano de las muestras a) S2 (24 h), b) S4 (30 h),
¢) S5 (36 h)y d) S6 (36 h).

Debido a que todas las componentes estan centradas en valores menores a 1.5 eV, se espera que
algunas de estas sefales se deban a transiciones electronicas ocurridas entre los niveles energéticos
identificados mediante las técnicas de PL (Figura 48) y CL (Figura 50), atribuidos a defectos puntuales en
la HAp. La Figura 52 muestra estas transiciones. Si se analizan las diferencias en energia entre los valores
de las componentes encontradas en los espectros de CL en el rango visible (1.77, 2.17, 2.58, 2.95, 3.32 y
3.68 eV), se observa que algunas de estas diferencias entre los posibles niveles profundos, coinciden o se
acercan significativamente con los valores de las componentes encontradas en los espectros de CL en el
rango infrarrojo cercano; por ejemplo, la diferencia entre 2.58 eVy 1.77 eV es de 0.81 eV, mientras que la
diferencia entre 2.95 y 1.77 eV es de 1.18 eV, energias que corresponden a componentes que forman la

curva de emision de CL en NIR.
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Figura 52. Diagrama de las transiciones electrdnicas propuestas para las nanocintas de HAp.

Finalmente, cabe destacar que los resultados de PL y CL obtenidos en este trabajo han permitido
identificar las vacancias de calcio y de iones OH™ como los defectos mds probables presentes en las
nanocintas de HAp estudiadas. Sin embargo, por el momento no ha sido posible identificar qué otro tipo
de defectos pudieran dar origen a las componentes centradas en 1.77, 2.17, 2.58 y 3.32 eV, observadas en
los espectros CL del rango visible, o afirmar si en efecto las componentes centradas en 0.81y 1.17 eV de
los espectros de CL en el NIR corresponden a transiciones entre niveles profundos; por lo tanto, se prevé
hacer en un futuro préximo, un estudio mas especifico sobre la identificacion de defectos puntuales tipo

vacantes, particularmente usando la técnica de espectroscopia de resonancia paramagnética.

No obstante, estos resultados son de gran interés pues hasta ahora no existen reportes sobre
catodoluminiscencia por parte de la HAp en el rango infrarrojo cercano, en parte debido a la especulacién
de que las recombinaciones electron-hueco dadas entre niveles de energia muy préximos (del orden de 1
eV) pudieran ser no-radiativas (Machado et al., 2018); asimismo, no se han publicado espectros de CL en
el rango visible que revelen la presencia de los diferentes defectos puntuales que posee la HAp, lo cual si

se ha logrado conseguir en este trabajo de tesis.
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Capitulo 4. Recristalizacion de nanocintas de hidroxiapatita en

presencia de campos eléctricos

Este capitulo estd conformado por los resultados referentes a los experimentos de recristalizacion

de nanocintas de HAp deficiente en calcio realizados mediante la aplicacién de un campo eléctrico de

corriente alterna (AC), procedimiento detallado previamente en la seccion 2.3 del capitulo de

metodologia. Tanto las muestras de nanocintas en polvo (denominadas “SX” como las muestras del

capitulo anterior), como sus correspondientes nanocintas recristalizadas en los microelectrodos (llamadas

“SXAC”), se presentan en la Tabla 5.

Tabla 5. Muestras de HAp en polvo y sus correspondientes muestras de HAp recristalizada mediante la aplicacion de

un campo eléctrico alterno.

Tipo de muestra

Nombre de la muestra

Tiempo de reaccion

S12AC

S7
36 h
S8
Nanocintas de HAp del sobrenadante 59 30h
de la reaccion (en polvo) 510 36 h
S11 30h
S12 36 h
S7AC
S8AC
S9AC 15 min (Aplicacién del campo
HAp recristalizada (depositada en eléctrico de corriente alterna con
microelectrodos) S10AC una frecuencia de 3.3 kHz a
temperatura ambiente)
S11AC
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Las muestras de nanocintas de HAp en polvo fueron analizadas mediante las técnicas que DRX y
espectroscopia Raman, con el propdsito de comprobar que el material no fuera afectado por la
introduccion de los microelectrodos con aplicacion de campo eléctrico de AC, en la solucién de HAp en los
ultimos minutos de la sintesis. Los resultados de dichas técnicas se presentan en la Figura 53, donde se
observa que tanto la estructura cristalina como los modos de vibracién de la HAp, no fueron afectados por

sumergir los microelectrodos en la solucién de sintesis o por la aplicacién de una corriente.

Al igual que en el capitulo anterior, por XRD se identifican sefiales de la fase monenita (CaHPO4)
aunque solo en el difractograma correspondiente a la muestra S8. Los patrones de DRX de las muestras
S11 (30 h) y S12 (36 h) se agregaron como Anexo D, dado que son reproducciones de las muestras S9 y

S10, respectivamente, ademas de que todas las muestras presentaron el mismo patrén de difraccion.

a) ) * CaHPO, (PDF #01-0653) b) Vi
W‘ $10 (36 h) 510 (36 h)
/\ w | Vv, v
WMVW"] Mw” W \MLM’MNF ’\"j \‘U\fﬁ‘/ MWMM \ ! V3
~ l } ! $9 (30 h) | - '
@ © $9 (30 h)
2 \ﬂ 3
E MM wuﬂw‘ s 'M/\ . xmr\ vy b
2 - [
[7] =4
5 S8 (3eh) § 8 (36 h)
= ‘\ \ bl £
i W\W ‘)MJ”\»MW Wi it y
S7 (36 h) T e e
57 (36 h)
oo ‘WWJ wawu \J\*\J M«‘W LN
| HAp (PDF #09-0432) .
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20 (grados) Nimero de onda (cm™)

Figura 53. (a) Patrones de difraccion y (b) espectros Raman de las muestras de nanocintas de HAp S7, S8, S9 y S10.

Debido a que los resultados anteriores, en conjunto con resultados de XPS y TEM de las muestras
S7 y S8 (presentados como Anexos E y F, respectivamente), corroboran que no existe alteracién alguna en

las nanocintas de HAp obtenidas en las suspensiones en las que se realizaron los experimentos de
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recristalizacién aplicando campo eléctrico, se considera innecesario discutir la caracterizacién de estas

nanocintas al ser la misma discusién que para las nanocintas del capitulo anterior.

Por ende, los resultados que se presentan a continuacion se enfocan en la comparacién de las
muestras de HAp recristalizada mediante la aplicaciéon del campo eléctrico AC (depositada en
microlectrodos de SiO; + Au) con sus correspondientes muestras de nanocintas de HAp (en polvo), crecidas

estas ultimas en suspension durante el mismo experimento de recristalizacion.

Primeramente, en la Tabla 6 se agrega una relacién de las muestras de HAp recristalizada con el
tipo de microelectrodos utilizados para cada una de ellas, los cuales se separaron entre si 10 um siguiendo

diferentes geometrias (linea recta y onda cuadrada) durante la erosidn con iones de Ga®*.

Tabla 6. Muestras de HAp recristalizada con el tipo de microelectrodos utilizados para cada muestra.

Nombre del tipo de Descripcidn del tipo de Nombre de la muestra
microelectrodos microelectrodos recristalizada
Placa de SiO; con una franja de S7AC
ML1 Au depositada en la superficie y
erosién en linea recta S10AC
Placa de SiO, con una franja de S8AC
MZ Au depositada en la superficie y
erosion en onda cuadrada S9AC
Placa de SiO, con superficie S11AC
ML2 recubierta de Au y erosién en
linea recta S12AC

En la Figura 54 se exponen las imagenes de SEM de los disefios en linea recta y onda cuadrada
realizados con FIB para la fabricacién de los microelectrodos utilizados para las pruebas de recristalizacion

inducida por campos eléctricos.
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x80  200pm 14 40 SEM_SE| 15kV x100  100pm 19 40 SEM_SEI 15kV %200  100pm 16 40 SEM_SEI

Figura 54. Imagenes de SEM de los microelectrodos tipo (a) ML1, (b) MZ y (c) ML2.

4.1 Composicion elemental

A partir de la técnica de EDS fue posible realizar un analisis cuantitativo de composicidn
elemental y determinar la relacién atémica de Ca/P presente en la HAp recristalizada mediante la
aplicacion de campos eléctricos. En la Tabla 7 se comparan los valores de la relacion Ca/P de las muestras
de HAp recristalizada (depositada en microelectrodos) con las muestras de HAp en polvo (suspendidas en
la solucidn) correspondientes. En dicha tabla se observa un aumento en la relacién atémica de Ca/P en las
muestras de HAp recristalizada en comparacién con las nanocintas sintetizadas en suspensidn, indicando
que el campo eléctrico AC aplicado induce una disminucidn en la concentracidn de defectos tipo vacancias
de calcio (Vca), y por tanto ocasiona un efecto de recocido (annealing) en las nanoestructuras de HAp, del

que parte el proceso de recristalizacion.

No obstante, aunque las condiciones del campo eléctrico AC aplicado fueron constantes para
todas las muestras de HAp recristalizada (ver Tabla 5), la muestra S8AC presentd una relacion de Ca/P de
0.79, lo cual seiiala la formacion de un fosfato de calcio aparentemente debido a una reaccién ocurrida
por la corriente eléctrica aplicada a los microelectrodos. Dado que este fue el Unico caso de formacién de
un fosfato, se concluyd que este resultado podria ser consecuencia de un evento andmalo durante el

experimento, por lo que la muestra S8AC no recibié caracterizacién adicional.
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Tabla 7. Resultados del analisis cuantitativo realizado por EDS para las muestras de nanocintas de HAp y su respectiva

muestra de HAp recristalizada.

s o Relacién
Muestra | Elemento | Porcentaje atdmico (%) atémica Ca/P

0] 67.15

S7 P 14.05 1.34
Ca 18.80
0] 72.78

S7AC P 8.87 1.53
Ca 13.60
0] 68.21

S8 P 13.01 1.44
Ca 18.79
0] 68.21

S8AC P 13.01 0.79
Ca 18.79
0] 72.49

S9 P 11.78 1.33
Ca 15.73
0] 70.23
Si 4.51

S9AC p 10.49 1.40
Ca 14.77
0] 69.60

S10 P 12.21 1.49
Ca 18.19
0] 78.20
Si 2.24

S10AC p 748 1.61
Ca 12.07
0] 76.39

S11 P 9.47 1.49
Ca 14.14
0] 80.40
Si 1.75

S11AC p 6.94 1.57
Ca 10.92
0] 75.62

S12 P 9.90 1.46
Ca 14.48
0] 79.01
Si 2.93

S12AC p 6.86 1.63
Ca 11.20
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4.2 Morfologia

En la Figura 55 se presentan las micrografias de SEM de la muestra de nanocintas de HAp S7 y su
muestra correspondiente de HAp recristalizada S7AC, donde se aprecia que esta ultima presenta una
combinacion de morfologias, ya que se observan cumulos de nanocintas y la formacion de grumos
compactos de HAp [zonas encerradas en la Figura 55 (b)], aparentemente generados por coalescencia de

nanocintas durante la aplicacién del campo eléctrico AC.

15KV x50,000  0.5um 1630 SEM_sEI || 15kv.  x5)500 #1540 SEM_SEI

Figura 55. Micrografias de SEM de la muestra (a) S7 y (b) S7AC.

Asimismo, en la Figura 56 se presentan las imagenes de SEM de las muestras S9AC y S10AC con
sus correspondientes nanocintas de HAp (S9 y S10, respectivamente), donde se observa nuevamente una
combinacidon de morfologias; particularmente una aglomeraciéon de nanocintas en la muestra S9AC y la
formacién de microestructuras con forma de prismas formados por la coalescencia de nanocintas de HAp

en la muestra S10AC, como se sefiala en las imagenes Figura 56 (c) y (f).

El fendmeno de coalescencia observado en la nanocintas de HAp se atribuye a la alta movilidad
idnica que posee la HAp, como se ha mencionado en el Capitulo 1, la cual aparentemente puede ser

promovida por la presencia de un campo eléctrico AC.
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Sio,

15kV  x55,000 0.2pm 1530 SEM_SEI - x30  500pm 16 50 SEM_SEI & 15kV. x8,500 2um 15 35 SEMESEI

15KV x50,000 0.5um 1630 SEM_SEI I V J 25 19 40 SEM_SEI 15KV x1,500 10pm 19 40 SEM_SEI

Figura 56. Imagenes de SEM de las muestras (a) S9, (b) SO9AC (con microelectrodos tipo ML1), (c) ampliacion de S9AC,
(d) S10, (e) S10AC (con microelectrodos tipo MZ) y (f) ampliaciéon de S10AC.

Particularmente, se propone que la presencia de vacancias de calcio (Vca) en la HAp facilita este
fendmeno de difusidn de iones en estado sdlido, las cuales al no ser otra cosa que espacios vacios en la
red cristalina permiten que iones vecinos difundan a través de ellas generando la coalescencia entre varias
nanocintas. Un esquema de este proceso de muestra en la Figura 57, en donde se representa una fila

atdmica de una nanocinta A con otra fila atdmica de una nanocinta B.

Nanocinta A Nanocinta B
VCa

Linea atomica

Coalescencia

Figura 57. Esquema que representa la movilidad idnica a lo largo de una linea atémica de la red de HAp entre dos
nanocintas generando su coalescencia.
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La primera de las cuales al poseer una V¢, permitird que ocurra un proceso de difusién idnica, por
ejemplo de derecha a izquierda, entre las lineas atdomicas de ambas nanocintas hasta generar su
coalescencia. Asi, las imagenes de SEM parecen indicar que el hecho de que ocurra la coalescencia del
material via recocido de V¢, correlaciona con el incremento en la relacién atdmica Ca/P observado
mediante el andlisis de EDS (ver Tabla 7). Este resultado representa un decremento en la concentracion
de Ve, y por tanto un incremento en la calidad cristalina de la HAp, o purificacidn, lo cual a la vez define a
un proceso de recristalizacién. Tomando en cuenta estos resultados, en la Figura 58 se propone un
esquema dindmico del proceso de recristalizacion de las nanocintas de HAp depositadas en los

microelectrodos de SiO; + Au.

Au HAp Au

Si0, Sio,

Adhesio A
a) _esmn ~ _\ \\\‘F\f; e V = 0 Voltios
tyc=0s N\ N T

)4 o =
—\\ == - -
b) Polarizacion — /E ~ . V=+/-12 Voltios
tac=2min N\ U T N N\ O\ 33kHz
/ — = =/

C) Coalescencia V = +/- 12 Voltios

—
tac= 15 min \\\ ﬁr—- \\\ 3.3 kHz

Figura 58. Ilustracidn del proceso propuesto para la recristalizacién de las nanocintas de HAp comenzando por (a) la
adherencia de las nanocintas de HAp a los microelectrodos de SiO2 + Au, seguido de (b) la aplicacion del campo
eléctrico AC para finalmente dar paso a (a) la coalescencia de las nanocintas y por tanto, la generacion de
microestructuras compactas. t4¢: Tiempo de aplicacién del campo eléctrico AC.

A diferencia de la muestra S10AC, las imagenes de SEM adquiridas de las muestras S11ACy S12AC

(Figura 59) no revelan la misma formacidn de prismas micrométricos, sino solo la coalescencia de las
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nanocintas de HAp. Este hecho podria ser explicado en términos de la intensidad del campo eléctrico
aplicado entre los electrodos, ya que las muestras S9AC y S10AC fueron obtenidas en electrodos fabricados
en una franja de Au de 700 um de anchura, mientras que las muestras S11AC y S12AC recristalizaron en
electrodos fabricados con una anchura de 5 mm. Dado que la intensidad de campo eléctrico en un
capacitor (arreglo de electrodos paralelos) es directamente proporcional a la densidad superficial de carga
eléctrica, esto es E = a/€, se espera que en los primeros electrodos la intensidad del campo eléctrico sea

mayor que la aplicada en los segundos.

15KV x20,000 1um : J x30 - 500im 2 15 50 SEM_SEI

15kV  x13,000 1um 16 35 SEM.SEI x30  500pm 15 40 SEM_SEI 15kV x6,000 2(im 1535 SEM_SEI

Figura 59. Imagenes de SEM de las muestras (a) S11, (b) S11AC (con microelectrodos tipo ML1), (c) ampliacién de
S11AC, (d) S12, (e) S12AC (con microelectrodos tipo MZ) y (f) ampliacién de S12AC.

4.3 Luminiscencia

En esta seccion se exponen los espectros de PL y CL (region visible e infrarrojo cercano) de las
muestras de HAp recristalizada con el propdsito de observar el efecto de la recristalizacién en la
luminiscencia de estas muestras. En la Figura 60 se presentan los espectros de PL tomados de las muestras

de nanocintas S9 y S10, asi como de sus muestras de HAp recristalizada correspondientes SO9AC y S10AC.

Las deconvoluciones de estos espectros se realizaron utilizando las mismas componentes que las

propuestas para los espectros de PL de las muestras del capitulo anterior (ver subtema 3.5); sin embargo,



62
en la curva de emisiéon de las muestras de HAp recristalizada (S9AC y S10AC) se propuso una débil
componente adicional centrada en 1.88 eV (FWHM= 0.41 eV) introducida para ajustar correctamente el
espectro y cuyo origen no se ha explicado en este trabajo de tesis, ya que esta sefial no aparece en los
espectros de PL de las muestras de nanocintas de HAp. Ademas, se identifica un pico angosto que podria

estar relacionado con alguna impureza de origen extrinseco.

Asimismo, las muestras S9AC y S10AC revelan un decremento en la intensidad de la emision de
2.41 eV asociada a la presencia de V¢, respecto a la observada en las muestras S9 y S10 respectivamente,
lo cual correlaciona con el incremento en su relacién Ca/P detectado por EDS (ver Tabla 7), generado por
la recristalizacién de la HAp como se ha discutido previamente. Ademads, los espectros de las muestras
recristalizadas [Figuras 60 (b) y (d)] revelan un incremento en la intensidad relativa de la emision de 2.95

eV, atribuida a la formacion de Vou-.
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Figura 60. Espectros de fotoluminiscencia de las muestras (a) S9, (b) S9AC, (c) S10y (d) S10AC.
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Con el fin de complementar los resultados de PL mostrados anteriormente, se adquirieron
espectros de CL tanto en el rango visible como en el infrarrojo cercano, cuyas deconvoluciones se
realizaron tomando como base las componentes propuestas en el capitulo anterior para ambos casos, asi
como sus valores de FWHM correspondientes. Comenzando por los espectros de CL en el rango visible, en
la Figura 61 se presentan los espectros tomados para las muestras de HAp recristalizada S7AC y S10AC, a
forma de comparacion con sus respectivas nanocintas de HAp S7 y S10. En primera instancia, se observa
gue la muestra recristalizada S7AC posee un patrén similar al de la muestra de nanocintas S7, aunque
presenta pequefias diferencias en intensidad relativa entre sus componentes, posiblemente relacionadas
con el ligero cambio observado en la morfologia [ver Figura 55 (b)] debido a una recristalizacion minima

en el material.
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Figura 61. Espectros de CL en el rango visible de las muestras (a) S7, (b) S7AC, (c) S10y (d) S10AC. Las muestras S7ACy
S10AC, poseen microelectrodos tipo ML1.
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Asimismo, la muestra S10AC presenta una distribucion de componentes similar; sin embargo, la
intensidad de la componente centrada en 2.17 eV incrementa significativamente, mientras que las
componentes centradas originalmente en 2.58 y 2.95 eV [Figura 61 (c)] se desplazan a mayor energia con

punto maximo en 2.64 y 2.98 eV, respectivamente [Figura 61 (d)].

Dada la rapidez con la que ocurre la recristalizacion inducida por campos eléctricos (durante 15
min a temperatura ambiente), se considera que la coalescencia de las nanocintas de HAp sucede de
manera abrupta resultando en un cambio brusco de morfologia y por tanto, en la remanencia de cierto
tipo de defectos, dando lugar a diferencias en el area bajo la curva de ciertas componentes y posiblemente
también, provocando su desplazamiento hacia menor o mayor energia. La Figura 60 también muestra que
la intensidad absoluta de los espectros obtenidos de las muestras S7AC y S10AC decrece respecto a la
observada en los espectros de las muestras S7 y S10, demostrando un decremento en la concentracion de

defectos nativos de la HAp como consecuencia de su recristalizacion.

En el caso de las muestras de HAp recristalizada S9AC, S11ACy S12AC, el patrén de la emisién de
CL es bastante distinto al de sus correspondientes muestras de nanocintas S9, S11 y S12, respectivamente,
como se aprecia en la Figura 62. Dichos espectros presentan una curva de emisidn de baja intensidad
conformada por una banda ancha que cubre practicamente en su totalidad a la regién visible, con solo dos
hombros centrados a 2.7 y 3.5 eV aproximadamente, sefiales que no aparecen en los espectros de las
nanocintas de HAp crecidas en suspension (muestras S9, S11y S12) y que por tanto se atribuye aimpurezas
de origen extrinseco. Asi mismo, la extincidn luminiscente (quenching) de los defectos nativos intrinsecos
en los espectros de las muestras S9AC, S11ACy S12AC se atribuye al recocido del material producido por

su recristalizacion.

Por su parte, los espectros de CL en el rango infrarrojo cercano de las muestras de HAp
recristalizada resultaron bastante similares a los de sus respectivas nanocintas, pues las componentes de
la curva de emision se mantienen constantes, como se distingue en la Figura 63. Tomando en cuenta que
la muestra S10AC fue la que presentd una mayor adherencia de material en los microelectrodos [Figura
63 (f)], resulta factible que su espectro sea practicamente igual al de la muestra de nanocintas S10, ya que

fue posible obtener los espectros a bajos aumentos.
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Figura 62. Espectros de CL en el rango visible de las muestras (a) S9, (b) S9AC, (c) S11, (d) S11AC, (e) S12 y (f) S12AC.

No obstante, las muestras S7AC y S9AC revelaron espectros un tanto mas ruidosos aunque
formados por las mismas componentes, debido nuevamente al poco material presente en los
microelectrodos de dichas muestras. Ademas, en el caso particular de la muestra S9AC se observa un

incremento en intensidad por parte de las componentes centradas en 0.94, 1.05y 1.17 eV, probablemente
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consecuencia de un aumento en la concentracion de defectos asociados a vacancias o distorsiones en los
grupos fosfato (PO4)* de la red de HAp, dada la baja energia de las componentes (Bystrov et al., 2016;

Machado et al., 2018).
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Figura 63. Espectros de CL en el rango NIR de las muestras (a) S7, (b) S7AC, (c) S9, (d) S9AC, (e) S10y (f) S1I0AC.
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Finalmente, estos resultados de CL en el rango infrarrojo cercano revelan la factibilidad de utilizar

tanto las nanocintas de HAp como la HAp recristalizada, como agentes de contraste para imagenes de
termografia infrarroja (técnica utilizada en el campo de la medicina) ya que no es necesario introducir
impurezas en la red de HAp para generar luminiscencia, tales como iones de tierras raras, lo cual ha sido

demostrado por primera vez en este trabajo de tesis.
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Capitulo 5. Conclusiones

1. Se han sintetizado nanocintas de hidroxiapatita utilizando el método hidrotermal, resultando como
parametros dptimos de reaccién un tiempo y temperatura de 36 horas y 100 °C, respectivamente.
Mediante XRD se determind que los nanoestructuras obtenidas poseen una alta cristalinidad y que

son conformados por HAp deficiente en calcio (Ca-D HAp) como fase predominante.

2. Mediante un estudio de composicidén elemental cuantitativo, realizado por EDS, se confirmé que todas
las muestras de HAp sintetizadas en este trabajo de tesis presentan deficiencia en calcio, mostrando
una relacién atémica de Ca/P = 1.33 inferior a la esperada para la HAp estequiométrica (Ca/P = 1.66).
Por su parte, el andlisis cuantitativo de la superficie de las muestras elaborado mediante XPS reveld
una relacién atémica atiin menor Ca/P = 1.20, demostrando que las estructuras de HAp presentan una

mayor densidad de vacantes de calcio (Vca) en su superficie que en el volumen.

3. Los estudios de SEM y TEM mostraron que las muestras sintetizadas por el método hidrotermal estan
compuestas por nanocintas delgadas de HAp con anchuras entre 10 y 100 nm, y longitudes entre 0.5
y 1 um. Las imagenes de TEM evidenciaron la presencia de algunos defectos en forma de ranuras en
la superficie de las nanocintas, cuya formacién hemos atribuido a la deficiencia en calcio del material.
Ademads, se determind que el haz de electrones del TEM genera deformaciones adicionales como
poros y pliegues en las nanocintas cuando son irradiadas con densidades de corriente del orden de

6.25x103 nA/nm?.

4. Losresultados de PLy CL obtenidos en el rango visible, permitieron identificar a las vacancias de calcio
(Vca) y de iones hidroxilo (Vou-) como los defectos mas probables presentes en las nanocintas de HAp
estudiadas, asignadas a las componentes de la curva de emisidn centradas en 2.41, 2.95 y 3.68 eV. Sin
embargo, no ha sido posible identificar qué otro tipo de defectos puntuales pudieran dar origen a las
componentes centradas en 1.77, 2.17, 2.58 y 3.32 eV, en dichos espectros. Por su parte, los resultados
de CL adquiridos en el rango NIR presentaron curvas de emisién compuestas por emisiones centradas
en 0.81, 0.90, 0.94, 1.05y 1.17 eV, de las cuales se ha propuesto que las emisiones de 0.81y 1.17 eV
se generan debido a transiciones electrdnicas entre los niveles electrénicos generados por los defectos
responsables de las emisiones de 2.95, 2.58 y 1.77 eV, mientras que la sefial de 0.94 eV es atribuida a

vacancias de oxigeno en los grupos fosfato (PO4)*.
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Se realizaron experimentos de recristalizacion de nanocintas de HAp deficiente en Ca mediante la
aplicacion de un campo eléctrico de corriente alterna (AC) durante los ultimos 15 min de la sintesis
hidrotermal de las nanocintas, con una frecuencia de 3.3 kHz a temperatura ambiente. Estos
experimentos que resultaron en muestras de HAp recristalizada, se llevaron a cabo en microelectrodos
fabricados a partir de sustratos de SiO,/Si(100) con una capa de Au depositada en la superficie (en
franja o cubriendo la superficie completa), erosiondndola con iones de Ga3* en forma de linea recta u

onda cuadrada.

Estudios de DRX, espectroscopia Raman, XPS y TEM realizados a las nanocintas crecidas en el
sobrenadante de la misma solucién en donde se realizaron las pruebas de recristalizacién, confirmaron
que las propiedades cristalinas, estructura de defectos y composicién de las nanocintas no son
afectadas por la introduccién de un dispositivo ajeno a la solucién, y por su subsiguiente polarizacion,
presentando las mismas caracteristicas que las nanocintas de HAp obtenidas sin realizar experimentos

de recristalizacion.

Los analisis cuantitativos de composicion elemental elaborados por EDS revelaron un incremento en
la relacion atdomica de Ca/P de la HAp recristalizada con respecto a las nanocintas de HAp
correspondientes, demostrando que la aplicacién del campo eléctrico AC provoca una disminucion en
la concentracién de defectos tipo Vc. al generar un efecto de recocido (annealing) sobre estas

nanocintas.

Los estudios realizados por SEM revelaron un cambio en la morfologia en las muestras de HAp
recristalizada, producido por la coalescencia de las nanonocintas de HAp que a la vez fue promovido
por el decremento en la concentracidn de Vc, al aplicar un campo eléctrico AC. Este fendmeno se ha
explicado en términos de la alta movilidad idnica que posee la estructura cristalina de la HAp. Como
consecuencia de este proceso se obtuvieron estructuras de HAp recristalizadas mucho mas compactas
en forma de prismas con dimensiones micrométricas. Asimismo, se determind que el tipo de
microelectrodos utilizado influye en la velocidad de recristalizacién de las nanocintas debido a que la
intensidad de campo eléctrico en un arreglo de electrodos paralelos es directamente proporcional a
la densidad superficial de carga eléctrica; por ende, las muestras que fueron obtenidas en los
microelectrodos fabricados en una franja de Au de 700 um de anchura, presentaron un grado de
recristalizacion mayor que las muestras que recristalizaron en los microelectrodos con una anchura de

5mm.
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Los estudios de PL y EDS en la HAp recristalizada revelaron una disminucién de defectos tipo Vc,, ya
qgue se observé que la intensidad de la componente centrada en 2.41 eV asociada a este tipo de
defectos desciende. Asi mismo, se observo que el recocido que sufren las nanocintas de HAp al aplicar

el campo eléctrico AC genera un incremento en la intensidad de la emisidon de 2.95 eV, asignada a Vou-.

Los espectros de CL en el rango visible de la HAp recristalizada presentaron una disminucion
significativa en intensidad, corroborando asi el recocido experimentado por las nanocintas de HAp,

proceso que atenda la luminiscencia al disminuir la cantidad de defectos presentes en el material.

Finalmente, los resultados de CL en el rango infrarrojo cercano demostraron que es posible utilizar
tanto las nanocintas de HAp como la HAp recristalizada a futuro como agentes de contraste para
imagenes de termografia infrarroja, ya que el proceso de recristalizacidon no afecta significativamente
la sefial de CL en el NIR de la HAp deficiente en calcio, lo cual se ha probado por primera vez en este

trabajo de tesis.
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Anexos

Anexo A. Archivo de difraccién del polvo de hidroxiapatita (#09-432)

Name and formula
Reference code:

Mineral name:

Compound name:

POF index name:

Ermpirical formula:
Chemical farmula:

00-009-0432

Hydroxylapatite, syn
Calcium Phosphate Hydroxide
Calcium Phosphate Hydroxide

CagHO, 5P+

Crystallographic parameters

Crystal system:
Space group:
Space group number:

a(dy

b d):

c Ay
Alpha (°):
Beta ():
Gamma (@)

Calculated density (g/fcm”™3):

Measured density (g/cm~3):

Volume of cell (1076 pm~3):

z:

RIR:

Subfiles and guality
Subfiles:

Quality:
Comments
Color:

Creation Date:

Modification Date:
Color:

Sample Source or Locality:

Additional Patherns:
Optical Data:
Additional Patherns:

References

Primary reference:
Optical data:

Hexagonal
PE3/m
176

9.4180
9.4180
6.5540
S0.0000
90.0000
120.0000

528.80

Common Phase
Inorganic
Mineral
Pharmaceutical
Indexed (I)

Green, bluish green, yellow-green, graykh green, violet, violet-blue, violet, colorless, light
greenish white, gray, brown, pinkish red, pinkish-red, blue

1/1/1970

1/1/1970

Green, bluish green, yellow-green, grayih green, violet, violet-blue, violet, colorless, light
greenish white, gray, brown, pinkish red, pinkish-red, blue. 1/; are peak values from a pattern
which shows slight broadening of prism reflections

Sarnple obtained following the procedure indicated by Hodge et al., wd S Shem. Ansl Bd,
10 156 (1938), Validated by calculated data 24-33

To replace 34-10

B=1.651, Q=1.644, Sign=-

See ICSD 22039, 22060, 24240, 26204, 26205 and 34457 (PDF 73-293, 73-294, 73-1731, 74-
565, 74-566 and 76-694).

de Wolff, P, Technisch Physische Dienst, Delft, The MNetherlands., JO22 Granit-ir-Aid
Dans’s System of Mineraiogy, 7th &4, 11, 879



Peak list
No. h k 1 d [4] 2Thetafdeg] I [%]
1 1 0 0 §.17000 10.820 12.0
2 1 0 1 5.26000 16.842 6.0
3 1 1 0 4,72000 15.785 4.0
4 2 0 0 4,07000 21.820 10.0
5 1 1 1 3.88000 22.902 10.0
& z 0 1 3.51000 25.354 2.0
7 o 0 2 3.44000 25.879 40.0
8 1 0 2 3.17000 28.127 12.0
9 2 1 ] 3.08000 28.967 18.0
10 2 1 1 2.51400 31.774 100.0
11 1 1 2 2.77800 32.197 0.0
12 3 0 ] 2.72000 32.902 60.0
13 2 0 2 2.63100 34,049 25.0
14 3 0 1 2.52800 35.481 6.0
15 2 1 2 2.29600 39.205 8.0
16 3 1 a 2.26200 39.819 20.0
17 2 2 1 2.22800 40.453 2.0
18 3 1 1 2.14800 42.030 10.0
19 3 0 2 2.13400 42,319 4.0
z0 1 1 3 2.06500 43,805 5.0
21 4 0 ] 2.04000 44,370 2.0
2z 2 0 3 Z.00000 45,308 6.0
23 2 2 2 1.94300 46.713 30.0
24 3 1 2 1.89000 43,104 16.0
z5 3 2 0 1.87100 45.624 6.0
26 2 1 3 1.84100 49,469 40.0
27 3 z 1 1.80600 50.494 20.0
28 4 1 o 1.78000 51.285 12.0
29 4 0 2 1.75400 52.102 16.0
30 0 0 4 1.72200 53.145 20.0
31 1 0 4 1.65400 54,442 4.0
3z 3 2 2 1.64400 55.881 10.0
33 3 1 3 1.61100 57.129 8.0
34 5 0 1 1.558700 58.075 4.0
35 4 2 0 1.54200 59.940 6.0
36 3 3 1 1.53000 0. 459 6.0
37 2 1 4 1.50300 61.662 10.0
38 5 0 2 1.47400 63.013 12.0
39 5 1 0 1.46500 63.445 4.0
40 3 0 4 1.45200 64.080 13.0
41 5 1 1 1.43300 65.033 9.0
42 4 2 2 1.40700 66.358 4.0
43 5 1 2 1.34800 69.701 3.0
44 4 3 1 1.31600 71.653 5.0
45 5 2 ] 1.30600 72.288 4.0
46 4 2 3 1.28000 73.997 7.0
47 3 2 4 1.26500 75.025 3.0
45 2 1 5 1.25700 75.586 9.0
49 4 3 2 1.24900 76.156 1.0
50 5 1 3 1.23500 T7.177 11.0
51 5 2 2 1.22100 78.230 9.0
Stick Pattern
Intensity [ 96]
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Anexo B. Difractogramas de las muestras de nanocintas de HAp S3 y S6.
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Anexo C1. Espectro XPS de la muestra de HAp S4 (30 h).
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Anexo C2. Espectro XPS de la muestra de HAp S5 (30 h).
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Anexo D. Patrones de difraccién de las muestras de HAp S11y S12.
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Anexo E1. Espectro XPS de la muestra S7 (36 h).
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Anexo E2. Espectro XPS de la muestra S8 (36 h).
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Anexo F1. (a) Micrografia de TEM de alta resolucién de la muestra S7 (36 h), (b)
amplificacion de una zona para determinacién de distancia interatdémica y (c)
imagen de la estructura de HAp en la direccidn de crecimiento estimada.
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Anexo F2. (a) Micrografia de TEM de alta resolucién de la muestra S8 (36 h), (b)
amplificacion de una zona para determinacién de distancia interatémica y (c)
imagen de la estructura de HAp en la direccidn de crecimiento estimada.




