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ABSTRACT

The synthesis of hydroxyapatite on mesoporous silica SBA-15 material and the resulting composite, after a specific thermal
treatment, has been followed and studied by electron microscopy. After the synthesis the samples were undergone a double
thermal treatment: First the samples were hydrothermally treated from 353 y 393 K in a 10 K range interval during 24
hours; after filtering and drying the materials had a second treatment at 773 K in air during 10 h. The samples were studied
using scanning, analytical and transmission electron microscopy. Also STEM and high resolution electron microscopy
(HREM) techniques were used to follow the structural evolution at the nanoscale after each thermal treatment. The growth
of hydroxiapatite along the tunnels of the mesoporous silica was observed after thermal treatment at 60 and 80 °C being
increased with the hydrothermal treatment temperature.
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SINTESIS DE HIDROXIAPATITA EN SILICA MESOPOROSA: UN ESTUDIO POR MICROSCOPIA
ELECTRONICA DE ALTA RESOLUCION

RESUMEN

En este trabajo se presentan resultados de la sintesis de hidroxiapatita (HA) en silice mesoporosa SBA-15. Se ha hecho un
estudio de la sintesis de ambos materiales y un seguimiento del efecto del doble tratamiento térmico posterior a la sintesis.
Las muestras se sometieron a distintas temperaturas de tratamiento hidrotermal entre 353 y 393 K con incrementos de 10 K
durante 24 horas. En cada caso y una vez filtrado y seco el material se volvio a tratar con una calcinacion a 773 K durante
10 hs. Se presentan los resultados del estudio del material compuesto SBA-15-HA por microscopia electronica de
transmision convencional y avanzada (STEM, Contraste Z, HREM). El crecimiento de HA en los tuneles de la matriz de
silice mesoporosa y el nivel de ocupacioén de los mismos aumenta con la temperatura del primer tratamiento hidrotermal y
también del segundo tratamiento que favorece el sinterizado dentro de los tuneles.
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INTRODUCCION

La hidroxiapatita (HA) sintética es usada en forma
intensa en el campo de los biomateriales, dado su alto
grado de biocompatibilidad y propiedades
osteoconductoras [1-4]. La necesidad de una mayor
eficiencia, funcionalidad y sinergia con los materiales

biolodgicos, lleva a la busqueda y desarrollo de nuevos

biomateriales que puedan servir en diversos tratamientos
en biomedicina y medicina regenerativa.

La HA, Cai(POs)s(OH)2, presenta una estructura
cristalina hexagonal con parametros a =b = 0.9432 nm y
¢ = 0.6881. Este mineral es el componente principal del
tejifo en huesos y dientes. En la actualidad existe un gran
interés en la busqueda y optimizacién de procesos de

sintesis de HA en materiales y productos avanzados y
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econdmicamente viables que permitan su incorporacion
en procesos quirurgicos poco invasivos y de aplicacion
en terapias de regeneracion e ingenieria de tejidos. La
ingenieria tisular en hueso requiere de la utilizacion de
materiales soporte o andamios que sirvan de sostén
estructural y que ademas induzcan la osteogénesis. Los
huesos estan formados fundamentalmente por una matriz
de proteina de colageno, agua y nanoparticulas de HA de
baja cristalinidad con una relacion Ca/P entre 1.67 y 1.5.
En este sentido se han realizado esfuerzos para obtener
composites por sintesis o nucleacion y crecimiento de la
fase mineral sobre biomoleculas o plantillas organicas
como una primera aproximacion biomimética [5-6]. Una
estrategia alternativa al uso de estas plantillas organicas
para intentar el control de crecimiento cristalino de forma
jerarquica puede ser la utilizacion de s6lidos inorganicos

mesoporosos [7].

MATERIALES Y METODOS

Sintesis del material SBA-15-HA

Las muestras se prepararon en dos etapas: En primer
lugar se obtuvo una matriz de silica dopada con calcio
[7]. Brevemente, el copolimero en bloque P123 fue
disuelto en una solucion acuosa conteniendo HCI y
CaCl2.2H70 a 313 K. Tetraetil ortosilicato (TEOS) fue
usado como precursor de la silice. La mezcla se mantuvo
en agitacion durante 24 horas y se seco en una estufa a
353 K. En la segunda etapa, realizada a valores de pH
basico se indujo la cristalizacion de la fase de HA. La
silice dopada con calcio se puso en contacto con una
solucion de (NH4):HPO, y se someti6 a un segundo
tratamiento hidrotermal a 353, 363, 373, 383, 393 K
respectivamente otras 24 horas. El material particulado
obtenido se lavo y se calcin6 en aire a 773° K durante 10
h. La caracterizacion estructural de HA-SBA-15 se llevé
a cabo por difraccion de rayos X, y por microscopia
electronica de barrido y de transmision en sus

modalidades de TEM convencional, HREM y de STEM.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la figura 1 se presentan los difractogramas de rayos X
de las muestras de silice SBA-15 y de uno de los
materiales composite sintetizados HA-SBA-15 utilizando
el tratamiento hidrotermal a 393 K. Para el caso del
material de silice pura, sin HA, se observan las
reflexiones de difracciéon correspondientes a las
distancias de 9.8, 5.6 y 4.8 nm para la SBA-15. En el
caso del material compuesto HA SBA-15 también se
observan esats reflexiones con los valores de 10.6, 6.2 y
5.3 nm. En ambos casos as reflexiones de (100), 110) y
(220) se han indexado para una estructura hexagonal
bidimensional resultado unos parametros de red a de 11.2
y 12.4 nm respectivamente. Estos resultados confirman
que el crecimiento de los cristales de HA se realiza sin
menoscabo de la nanoestructura mesoporosa aunque hay
algunos alteraciones menores, como se refleja en las
variaciones de los parametros de red observados. Por otra
parte el diagrama de difraccion completo del material
composite indican la formacion de la fase HA como

unica fase cristalina.
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Fig 1. Diagramas de difraccién de angulo bajo de las
muestras SBA-15 y del composite HA-SBA-15 obtenido
mediante el tratamiento hidrotermal a 393 K. El recuadro

de la parte de arriba recoge el difractograma completo

para el HA-SBA-15 mostrando los picos de difraccion
correspondientes a la fase de HA.
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Por microscopia electronica de alta resolucion, se realizo
el estudio para todos los materiales compositos obtenidos
utilizando las distintas temperaturas de tratamiento
hidrotermal en el intervalo entre 353 y 393°K. Se han
considerado los efectos sobre la mesoestructura del
material en los aspectos de tamafio de poro, forma y

anchura de las paredes de la silice.

Fig 2. Micrografia SEM de las particulas de material de
silice SBA-15.

En la figura 2 se presenta una micrografia de microscopia
de barrido de particulas constituyentes del material de
silice SBA-15 donde se aprecia su morfologia facetada.
La formacion de HA en las diferentes condiciones
experimentales no produce la pérdida de los canales
mesoporos ordenados como se ilustra en la figura 3.En la
figura 4 se muestra un par microcrafias de STEM en los
modos de campo obscuro y campo claro de la misma
zona de la muestra tratada a 373 K. Es muy notable en la
imagen del lado izquierdo y por el alto contraste
proveniente de los mesoporos de que éstos, estan
ocupados por la hidrotalcita Para muestras con las
temperaturas de tratamiento hidrotermal més bajas, la HA
parece formando agregados de particulas mas
desordenados que para los materiales tratados a mayor
temperatura donde se ha observado mayor ordenamiento

en y sobre la matriz mesoporosa.
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Fig 3. Micrografia de STEM en campo oscuro de la
muestra tratada a 373 K con resolucion de los canales
mesoporosos parcialmente ocupados por la fase de HA
que se observa con un contraste mas claro.

STEM DF STEM BF

Fig 4. Micrografias STEM en campo oscuro y claro de la
muestra tratada a 373K. El contraste en la imagen del
lado izquierdo, revela la ocupacién de los tineles por la
HA.

En la figura 5 se puede observar la HA tanto en los
tuneles como en agregados en torno a la silice

mesoporosa.
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Fig 5. Micrografia TEM del material HA-SBA-15
mostrando los agregados de nanoparticulas de HA
entorno a una particula de matriz de silice.

En la micrografia de la figura 6 que proviene de la
muestra tratada hidrotermalmente a 373 K que se obtuvo
a 400 keV y a bajas amplificaciones, se presentan dos
laminas del HA-SBA 15 en contacto y en orientaciones
ortogonales. Se observa con gran nitidez y claridad la
configuracion hexagonal de los canales mesoporosos asi
como las dimensiones de los poros, el ancho de las
paredes y las distancias entre los canales del material. En
la figura se observan detalles interesantes relacionados
con la ocupacion de los taneles por la HA: a) La entrada
de los mesoporos con configuracion hexagonal presenta
variaciones en la forma de los mismos. Esto puede ser
consecuencia de la expansion irregular de los mismos
durante la sintesis de la HA en el interior de los mismos.
b) El contraste en todos los tineles no es el mismo, esto
puede ser debido a que los mismos no estén todos en la
direccion del haz electronico y a que hayan variaciones
en el potencial cristalino que origina el contraste de fase
que se observa en la imagen y c) Se pueden observar
variaciones en el espesor de las paredes de los mesoporos

y el rompimiento parcial de las mismas.
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La alta resolucion en la mitad superior de la micrografia
proviene de los tuneles con direccion perpendicular al
haz electronico y no presenta mayores variaciones en el
contraste, ni en los tineles ni en las paredes de los

mesoporos debido probablemente a la uniformidad o

regularidad de la muestra, v.gr. espesor uniforme.

Fig 6. Micrografia de la muestra HA-SBA-15 tratada a
373 K mostrando mediciones de los parametros
texturales.

La figura 7 corresponde también al material composite
HASBA-15 tratado a 373 K. Para las condiciones en que
se obtuvo la micrografia, (300,000 X) y el enfoque
correspondiente, detalles de resolucion de red del
mesoporoso (distancias interplanares, ancho de las
paredes, dimension de los poros, no son por lo general
observables y la silice SBA-15 aparece en la micrografia
como amorfa, mientras que los detalles con resolucion de
red, mostrados en los recuadros de la parte superior
izquierda de la imagen, corresponden a la fase de HA con
distancias interplanares de 0.233 nm. Los recuadros
mencionados, corresponden a las transformadas de
Fourier directa (patron de difraccion) e inversa ( Imagen
con contraste mejorado para mostrar los planos
cristalinos de la HA) de la zona inferior derecha de la
imagen. Realizando series focales de alguna zona de
interés del material composite se han podido encontrar
configuraciones nanocristalinas sobre el soporte

mesoporoso, aun cuando las condiciones de visibilidad
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no son muy favorables debido a efectos propios del
enfoque y del espesor de la muestra. Los efectos de
variaciones de contraste en los canales (tGneles) de la
silice mesoporosa se observan con mayor frecuencia en
las muestras tratadas a 373, 383 y 393 K
respectivamente. Esto se puede observar en la
micrografia de la figura 8, donde son notables los
cambios de contraste entre pares de mesoporos vecinos.
Asi mismo se puede observar en la parte inferior de la
imagen, tanto la distorsion de los tuneles como el
rompimiento de algunas de las paredes de los mesoporos.
Las imagenes de HREM para una misma condicion de
enfoque pueden presentar cambios de contraste debido a
cambios de potencial en la muestra a lo largo de la
direccion del haz de electrones. Estudios mas extensos

del material como tomografia electronica o simulacion de

imagenes pueden arrojar mas evidencias al respecto.

Fig 7. Micrografia HREM de la muestra sometida a
tratamiento hidrotermal a 373 K. En los recuadros, se
observa las TF directa e inversa de parte inferior derecha
de la imagen, que corresponde a la HA localizada en uno
de los mesoporos del material.
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Fig 8. Micrografia de la muestra tratada a 393 K se
pueden apreciar tanto cambios notables de contraste
como en la geometria en los poros del HA-SBA-15.
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Fig 9. Micrografia de muestra HA-SBA 15, tratada a 373
K. Se observa que la fase correspondiente a la HA no
presenta una ocupacion continua y regular a lo largo de la
configuracion de los taneles.

En las figuras 9 y 10 se presentan micrografias HREM de
muestras tratadas a 373 y 393 K respectivamente. El
nivel de ocupacion de los tineles del mesoporo por la
HA es notable siendo mayor para la muestra tratada a
mayor temperatura. Esto se puede deber a que a
temperaturas mas altas, el grado de sinterizacion de la

HA en los tineles es mayor que la correspondiente a

temperaturas menores.
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Fig 10. En esta imagen de la muestra tratada a 393 K, se
aprecia una densidad alta de granos alargados de HA a lo
largo de la configuracion de los tineles.

CONCLUSIONES

De las micrografias de HREM se puede inferir que para
todos los tratamientos en el material compuesto HA-
SBA15 se da una interaccion entre los dos elementos del
compuesto la silice mesoporosa y amorfa y la fase
cristalina de HA. Es decir que no hay evidencias de que
la fase de HA y la silice se den de forma separada e
independiente a modo de mezcla fisica sino que la fase
de HA esta anclada a la matriz de la silice. Para los
tratamientos hidrotermales a las temperaturas mas altas,
se detecta una concentracion mayor de HA en los tuneles
mesoporosos de la silice. Con el primer tratamiento
hidrotermal, se favorece en forma diferenciada, la
nucleacion de cristalitos de HA en los tineles y es muy
probable que con el segundo tratamiento a 500* C durante
diez horas se promueva el sinterizado de los mismos.

Dentro de los tuneles del material mesoporoso se
observan diferentes configuraciones de la HA sobre o en
la estructura interna de los mesoporos. En las
micrografias HREM se detecta la cristalinidad

correspondiente a la HA en el interior de los tuneles. Los
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cambios que se observan en las geometrias de los poros
en imagenes HREM de bajas amplificaciones estan
relacionados  directamente con la ocupacion 'y

crecimiento de la HA en los tuneles.
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