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Resumen

El presente proyecto de tesis se centra en el desarrollo de una pasta dental que incorpora particulas
de hidroxiapatita de distintos tamanos, obtenidas a partir de huesos de pollo. La hidroxiapatita se
obtuvo mediante un proceso de calcinacién de los huesos, seguido de la aplicacién de ultrasonido.
Se determiné que la temperatura 6ptima de calcinaciéon es de 900 °C. Las técnicas de microscopia
electronica de barrido y difraccion de rayos X mostraron que el tamano promedio de particula de la
hidroxiapatita fue de 626.56 nm para 30 minutos de sonicacion, 597.5 nm para 45 minutos, y 508.44
nm para 60 minutos con morfologia alargada y fase cristalina hexagonal. Por su parte, la técnica
por espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier permiti6é determinar los terminales OH ~
(hidroxilo), PO3~ (fosfato) y CO3~ (carbonato) caracteristicos de la hidroxiapatita. Empleando
cada tamano de particula fabricado, se formularon muestras de pastas dentales, garantizando la
higiene y la composicion éptima en cada muestra. Para asegurar el cumplimiento de los estdndares
sanitarios, se incorpord el biopolimero quitosano como agente antibacterial natural en la formu-
lacion de la pasta dental, dado que ha demostrado ser eficaz como inhibidor del crecimiento de
microorganismos. La evaluacion de las muestras de pastas dentales se realizd conforme a la norma
NMX-K-539-NYCE-2020, cumpliendo con los requisitos de calidad establecidos para productos
dentifricos. Todas las pastas evaluadas superaron las pruebas de pH, abrasion y consistencia.

Palabras clave: Hidroxiapatita natural, calcinaciéon, ultrasonido, pasta dental, NMX-K-539-

NYCE-2020.
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Objetivos

Objetivo General
Elaborar una pasta dental biocomposita con particulas de hidroxiapatita natural recuperada de
hueso de pollo, cuyo uso y beneficio es la remineralizaciéon dental.

Objetivos Especificos

1. Recuperar hidroxiapatita de huesos de pollo, mediante el proceso de calcinacion.
2. Reducir el tamano de particula de la hidroxiapatita recuperada empleando ultrasonido.

3. Caracterizar la morfologia, tamano de particula, fase cristalina, cristalinidad, parametros
cristalogréaficos y composicion de las muestras de hidroxiapatita recuperada, mediante es-
pectroscopia infrarroja por transformada de Fourier, difracciéon de rayos X y microscopia

electronica de barrido.
4. Elaborar muestras de pasta dental adicionadas con hidroxiapatita natural.

5. Estudiar la influencia del tamafio promedio de particula de hidroxiapatita en la calidad de
las muestras de pasta dental adicionadas con hidroxiapatita, aplicando la norma mexicana

NMX-K-539-NYCE-2020 para dentifricos.
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Introduccion

La hidroxiapatita célcica (HAp) es un compuesto quimico inorganico cuya forma cristalina de
fosfato de calcio tiene la formula quimica (Ca)19(PO4)6(OH)2. Es la principal sustancia mineral
de interés biolégico presente en el esmalte dental, la dentina y el hueso, responsable también de su

resistencia y dureza [1].

Su biocompatibilidad y propiedades osteoconductoras la han convertido en un material de eleccion
en diversas aplicaciones biomédicas, incluyendo la fabricacion de implantes 6seos, recubrimientos
de proétesis, y en productos para la higiene dental, como las pastas dentales. En la ultima dé-
cada, ha surgido un creciente interés por explorar fuentes naturales de hidroxiapatita, como los
huesos de animales, debido a su similitud con la hidroxiapatita humana y al potencial para reci-
clar subproductos biolégicos, promoviendo practicas méas sostenibles y econémicas en la ciencia de

materiales.

Dentro de este contexto, la obtencion de hidroxiapatita natural a partir de huesos de pollo pre-
senta una alternativa viable y prometedora. Los huesos de pollo, un subproducto abundante de
la industria alimentaria, son una fuente rica de HAp que puede ser recuperada mediante métodos
de descomposicién térmica. Este proceso no solo permite la recuperacion eficiente del material
deseado, sino que también contribuye a la reducciéon de residuos y al aprovechamiento de recursos.
Estudios recientes han demostrado que la hidroxiapatita obtenida de fuentes naturales, como los
huesos de pollo, presenta propiedades estructurales, quimicas y biol6gicas comparables a las de la
hidroxiapatita presente en el hueso humano [2] [3]. Un factor crucial en el uso de hidroxiapatita
en aplicaciones dentales es el tamano de particula del material. Diversas investigaciones han de-
mostrado que el tamano de particula puede influir significativamente en las propiedades fisicas y
quimicas de las pastas dentales, afectando aspectos como su abrasividad, reactividad quimica y la

capacidad de remineralizacion del esmalte dental [4]. Las particulas mas finas de hidroxiapatita han
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X1V Introduccion

mostrado una mayor capacidad para penetrar las microfisuras del esmalte y promover la remine-
ralizacion, mientras que las particulas mas grandes pueden ser mas efectivas en la accién abrasiva
suave, ayudando a eliminar la placa dental sin dafar el esmalte [5]. Sin embargo, la influencia
especifica del tamafnio de particula de hidroxiapatita natural obtenida de huesos de pollo en las
propiedades de una pasta dental, sigue siendo un area poco explorada en la literatura cientifica.
Por ello, en este trabajo de tesis se propone elaborar una pasta dental biocomposita con particulas
de hidroxiapatita, recuperada de hueso de pollo. En el primer capitulo se proporciona una revision
de la literatura sobre las propiedades y aplicaciones de la hidroxiapatita en odontologia, la descrip-
cion de las técnicas de caracterizacion empleadas para la determinacion de la morfologia, didmetro
promedio, composicion y fase cristalina de la HAp, asi como la descripciéon de la norma NMX-K-
539-NYCE-2020 para dentifricos. En el segundo capitulo se describe la metodologia experimental
utilizada para la obtencion y caracterizacion de la HAp natural. El tercer capitulo presenta los
resultados obtenidos y la discusion de la influencia del tamano de particula en las propiedades de

la pasta dental formulada.
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Capitulo 1

Antecedentes

En este capitulo se presentan los conceptos béasicos relacionados con este trabajo de tesis, inclu-
yendo las aplicaciones del ceramico hidroxiapatita de tamanos micro y nanométrico en medicina y
odontologfa. Se brinda una descripcion de las técnicas de caracterizacion espectroscopia infrarroja
por transformada de Fourier, difraccion de rayos X y microscopia electronica de barrido, empleadas
para la determinacion de los terminales reactivos, fase cristalina, morfologia y tamafio promedio de
muestras de hidroxiapatita derivadas de fuentes naturales. Asi mismo, se presenta una descripcion
de la norma oficial mexicana NMX-K-539-NYCE-2020, que establece los estdndares para garantizar

la seguridad y efectividad de pastas dentales para uso humano.

La hidroxiapatita (HAp) es un compuesto inorgénico cristalino de fosfato de calcio cristalino con la
formula quimica (Ca)19(PO4)s(OH )2, que constituye aproximadamente el 96 % del esmalte dental
y alrededor del 50 % de la dentina, lo que la convierte en el componente mineral méas abundante
en los dientes humanos [6] [7]. Ademas, es el principal componente mineral de los huesos. Ello
genera que sea responsable de su resistencia y dureza caracteristicas. Naturalmente, la HAp se
forma en el cuerpo humano durante el proceso de mineralizacién y re-mineralizacion Osea, pero
también puede sintetizarse en laboratorio mediante diversos métodos. Debido a su composicién
quimica y estructura cristalina, la hidroxiapatita ha sido reconocida como un biomaterial altamente
compatible y bioactivo, lo que ha llevado a su uso en multiples aplicaciones dentro del campo
ortopédico y odontolégico. Su capacidad para integrarse con los tejidos y favorecer la regeneracion

6sea ha sido ampliamente documentada, destacandose en particular su empleo en productos de



Antecedentes

higiene dental disefiados para remineralizar el esmalte y prevenir la aparicion de caries [2].

Historicamente, la hidroxiapatita ha sido obtenida a partir de fuentes sintéticas o naturales, como
los huesos de vacas y cerdos, que proporcionan una cantidad significativa de fosfato de calcio. Sin
embargo, en anos recientes, ha aumentado el interés por explorar fuentes alternativas que ofrezcan
ventajas en términos de sostenibilidad y costos [8]. Los huesos de pollo han emergido como una
fuente atractiva de hidroxiapatita debido a su abundante disponibilidad, derivada de la industria
alimentaria, y su bajo costo. Ademas de contribuir a la economia circular al utilizar un subproducto
que normalmente seria desechado, el uso de huesos de pollo para la obtencién de hidroxiapatita,

representa un enfoque maés sostenible y respetuoso con el medio ambiente.

El proceso de calcinacién juega un papel crucial en la obtencién de hidroxiapatita de alta pureza.
Mediante la calcinaciéon controlada de los huesos a altas temperaturas, se logra eliminar la materia
orgénica y se fomenta la formacién de fases cristalinas de fosfato de calcio, predominando la fase
hexagonal de la hidroxiapatita, que es la més estable y adecuada para aplicaciones biomédicas.
Este método es particularmente eficaz porque permite ajustar las propiedades fisicas y quimicas
del material resultante, lo que es esencial para garantizar su desempeno en diversas aplicaciones
[9]. Por ejemplo, el control de la temperatura y el tiempo de calcinacion puede influir en el tamano
de los cristales, la porosidad y otras caracteristicas que impactan directamente en su efectividad

como agente remineralizante en pastas dentales [5].

Un area de investigacién emergente en el desarrollo de productos dentales a base de hidroxiapa-
tita se centra en el tamano de las particulas y su impacto en la efectividad del producto. Se ha
demostrado que las nanoparticulas de hidroxiapatita tienen la capacidad de integrarse mejor en
las microestructuras del esmalte dental, aumentando su interacciéon con el tejido y favoreciendo la
remineralizacion de areas danadas [4]. El uso de particulas en la escala nanométrica puede mejorar
considerablemente la capacidad de la pasta dental para sellar microfisuras y fortalecer la superficie
del esmalte, lo que previene el avance de las caries. Para lograr la reducciéon del tamano de las
particulas, se ha implementado el uso del bano ultrasénico como técnica top down, que facilita la
fragmentaciéon controlada de las particulas, generando un tamano uniforme y mas reducido. Esto
no solo optimiza la formulacién del dentifrico, sino que también garantiza una mejor distribucién

del material en las superficies dentales [4].

La caracterizacion de las propiedades de la hidroxiapatita obtenida a partir de huesos de pollo

es fundamental para asegurar su calidad y efectividad en aplicaciones dentales. Técnicas como la
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Figura 1.1: Estructura del diente.

difracciéon de rayos X (DRX), la microscopia electronica de barrido (SEM) y la espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), son esenciales para validar tanto la composicion
quimica como la estructura cristalina del material. La DRX permite identificar y confirmar la fase
cristalina de la hidroxiapatita, asegurando que se ha logrado la fase deseada. Por su parte, la SEM
ofrece imégenes detalladas que permiten evaluar la morfologia y el tamano de las particulas, factores
criticos para su comportamiento dentro de las pastas dentales. Finalmente, el analisis mediante
FTIR confirma la pureza del material, identificando los grupos funcionales caracteristicos de la

hidroxiapatita, asegurando que no se presenten contaminantes ni residuos organicos [3].

1.1. Composiciéon y estructura de los tejidos dentales

Los dientes estan compuestos por cuatro tejidos principales: esmalte, dentina, pulpa y cemento
(Figura 1.1). El esmalte es la capa méas externa y es visible en la boca. Inmediatamente debajo
del esmalte se encuentra la dentina, que constituye la mayor parte de la estructura dental y es
crucial en casi todos los procedimientos de odontologia restauradora [10].

El esmalte dental est4 compuesto aproximadamente por un 96 % de mineral de fosfato de calcio,
principalmente hidroxiapatita carbonatada, y un 4 % de material organico y agua. Los cristales de
HAp en el esmalte son nanométricos, con unos ~25 nm de espesor y 100 nm de longitud. Estos
cristales se organizan sisteméaticamente para formar estructuras alargadas llamadas prismas, que
se extienden desde la unién amelodentinaria hasta la superficie oclusal, confiriendo al esmalte una

notable dureza y resistencia al desgaste [7].
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Por otro lado, la dentina es un tejido tubular permeable compuesto por un 70 % de hidroxiapatita,
un 20 % de materia orgénica (principalmente coldgeno tipo I) y un 10 % de agua. La dentina da
color al diente, ya que el esmalte es translicido, y suele tener una tonalidad amarillenta. Su funciéon
principal es soportar el esmalte y transmitir impulsos desde el esmalte o la raiz, hacia la pulpa
dental. La microestructura de la dentina est4 dominada por la presencia de tibulos dentinarios, que
estan rodeados por una regiéon peritubular hipermineralizada y una matriz intertubular formada
por colageno tipo I, cristales de hidroxiapatita y fluido dentinario [6] [10][11].

Ademés de los cristales de hidroxiapatita, los tejidos dentales contienen cantidades de fosfatos
amorfos, carbonatos, sulfatos y oligoelementos como fltior, cobre, zinc, hierro y magnesio. Estos
componentes adicionales contribuyen a las propiedades fisicas y quimicas del diente, influyendo en

procesos como la mineralizacién y resistencia a la caries [11].

1.1.1. Propiedades mecanicas y funcionales

A pesar de su alto contenido mineral, el esmalte dental exhibe una tenacidad a la fractura que
varia entre 0.4 y 1.5 MPa, valores comparables a materiales como el vidrio de borosilicato y ciertas
resinas epoxicas. Esto indica que el esmalte posee caracteristicas mecanicas elevadas, esenciales
para resistir las fuerzas masticatorias sin fracturarse [7].

La dentina, por su parte, presenta propiedades anisotropicas debido a la organizacion de sus tubulos
dentinarios. Los cristales de hidroxiapatita en la dentina son mas pequenos y menos organizados
que en el esmalte, con tamanos que varfan entre 20 a 50 nm de longitud y 2 a 5 nm de grosor. Esta
estructura le confiere una combinacién de rigidez y flexibilidad, permitiendo que el diente absorba

impactos y fuerzas sin danarse [6][11].

1.1.2. Desmineralizacién-remineralizacion del esmalte dental

Durante el proceso de desmineralizacion, los acidos producidos por las bacterias disuelven los
cristales de hidroxiapatita que componen el esmalte dental, lo que causa la pérdida de iones de
calcio y fosfato. Este proceso se intensifica cuando el pH cae por debajo de 5.5, lo que pone en
riesgo la integridad estructural del esmalte. La pérdida de minerales no es uniforme, sino que
afecta principalmente las capas internas del esmalte, mientras que la superficie externa puede
mantenerse relativamente intacta durante las primeras etapas de la desmineralizacion [12]. Las

zonas histologicas que se forman durante la desmineralizaciéon incluyen la zona traslucida, que es
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el frente de avance de la lesion; la zona oscura, donde se observa una mayor porosidad debido a
la pérdida mineral; el cuerpo de la lesion, que presenta la mayor cantidad de desmineralizacion;
y, finalmente, la capa superficial, que a menudo conserva una estructura mas sélida, pero puede
presentar pequenas fracturas. Cada una de estas zonas representan diferentes niveles de dano en
el esmalte y refleja la complejidad del proceso de desmineralizacion [12].

Por su parte, el proceso de remineralizaciéon ocurre cuando las condiciones de pH vuelven a ser
favorables, es decir, cuando el pH sube por encima del nivel critico de 5.5. En este estado, los
minerales que se encuentran en la saliva o en productos dentales como pastas con fliior pueden
reincorporarse a las areas del esmalte que han perdido minerales. La remineralizacién no solo repara
el esmalte, sino que también fortalece las areas vulnerables al formar cristales de fluorapatita,
que son mas resistentes a los acidos que los cristales originales de hidroxiapatita [12]. Entonces,
el flaor favorece la remineralizacion al atraer iones de calcio y fosfato, formando una capa de
fluorapatita que es mas resistente a la accion acida que la hidroxiapatita. Ademés, tiene la capacidad
de inhibir la actividad de las bacterias que producen los acidos, reduciendo asf el riesgo de nuevas
desmineralizaciones [12]. La remineralizacion puede ocurrir de manera natural si la saliva contiene
niveles adecuados de calcio y fosfato, y si el ambiente bucal se mantiene en un pH neutro o
ligeramente alcalino. El equilibrio entre la desmineralizacién y la remineralizacién es clave para
prevenir la aparicion de caries dental. Este ciclo, influenciado por factores dietéticos, la higiene
bucal y el uso de productos con flior e hidroxiapatita, determina en gran medida la salud del

esmalte dental [12].

1.2. Nanotecnologia e hidroxiapatita

Como se menciono, la hidroxiapatita (o hidroxilapatita, Figura 1.2) es un mineral de fosfato de
calcio de importancia biolégica, cuya formula quimica es Ca1g(PO4)6(OH)s2. Junto a otros mine-
rales y restos de materia organica triturados y compactados, conforma la materia prima conocida
como roca fosférica. Contiene iones Ca2+, pero también puede albergar en su estructura otros ca-
tiones (Mg?*, Na't), que corresponden impurezas que intervienen en otros procesos bioquimicos
de los huesos y dientes. Es un soélido cristalino que presenta puntos de fusion elevados cercanos a
1100°C, indicativos de las fuertes interacciones electrostaticas en su estructura y una densidad de
3,05 a 3,15g/cm?3. Ademas, HAp es practicamente insoluble en agua (0,3mg/mL), lo cual se debe

a los iones fosfatos presentes en su estructura cristalina [13].
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Figura 1.2: Estructura quimica de la hidroxiapatita.

La nanociencia busca construir nanoestructuras (1nm = 1 x 10~%m) para el disefio de materiales
avanzados y dispositivos de alto rendimiento con una amplia aplicabilidad [9]. Particularmente, las
nanoparticulas inorgénicas como la nanohidroxiapatita (nano-HAp), son especialmente atractivas
debido a sus propiedades tinicas que pueden modularse cambiando su tamano, forma o funcionali-
zacion de superficie. Especificamente, la reduccion del tamano de particula a la escala nanométrica
mejora la solubilidad del compuesto, lo que es crucial para asegurar que una mayor cantidad de

hidroxiapatita esté disponible para ser absorbida [14].

La nanohidroxiapatita (nano-HAp) y la hidroxiapatita (HAp) son formas de fosfato de calcio que
tienen composiciones quimicas similares, pero propiedades fisicas diferentes (Tabla 1.1). La prin-
cipal diferencia entre ellos es su tamaifio de particula y por tanto su area superficial [4][13][15]. La
hidroxiapatita célcica (HAp) se utiliza principalmente como material de relleno 6seo en cirugias
maxilofaciales y periodontales, rellenando defectos 0seos causados por la extraccion de dientes o
la pérdida de hueso debido a enfermedades periodontales. También se emplea en la fabricacion
de implantes dentales y como recubrimiento en dispositivos implantables, mejorando su osteoin-
tegracion y reduciendo el riesgo de rechazo. Ademés, debido a sus propiedades osteoconductoras
y biocompatibles, se emplea para recubrir implantes metalicos como protesis de cadera o tornillos

ortopédicos [1][2].

Por su parte, la nano-HAp tiene tamafios de particulas que oscilante entre 20 y 80 nm. Ello permite
que penetre en poros microscopicos y grietas. Esto es especialmente til en la formulacion de pastas

dentales disefiadas para la remineralizacion [4][16]. Durante el cepillado con pasas que contengan
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Propiedad Nano-HAp HAp
Tamano de particula 20-80 nm 1-10 pm
Relacion area superficial /masa 50-100 m? /g 10-20 m? /g
Bioactividad Alta Baja
Penetracion Inmersion profunda | Superficial
Adhesiéon Fuerte Débil
Abrasion Baja Alta

Tabla 1.1: Comparacion de algunas propiedades de HAp y nano-HAp.

particulas de nano-HAp, éstas se adhieren a la superficie como una capa protectora tal que son
rellenados los espacios y lesiones causadas por la erosion acida, abrasiéon o caries del esmalte y
la dentina. Este proceso de remineralizacion es crucial para mantener la fuerza e integridad del

esmalte y la dentina, protegiéndolo del ataque de bacterias, acidos y otros factores nocivos [4].

1.2.1. Importancia de la hidroxiapatita sintética y nanoestructurada

La hidroxiapatita sintética, especialmente en forma nanoestructurada, presenta ventajas significa-
tivas en aplicaciones biomédicas. Su similitud estructural y funcional con el tejido 6seo la convierte
en un material preferido para sustitutos 6seos y recubrimientos de implantes. El uso de nano-HAp
puede mejorar la calidad y cantidad del hueso alveolar, debido a sus propiedades de biocompati-
bilidad, bioactividad y osteoconductividad [5]. La aplicacién de capas de nano-HAp de 50 a 200
nanémetros de espesor en implantes ha demostrado efectos positivos en la regeneracion tisular,
reduciendo el riesgo de infeccién bacteriana y la posibilidad de rechazo. Estos recubrimientos fa-

vorecen la adhesion celular y la posterior induccién y neogénesis tisular.

1.2.2. Pasta dental adicionada con nano-HA

La pasta dental con nano-HAp tiene varios beneficios para la salud y la higiene bucal. Algunos de
estos beneficios son la prevencion de caries ya que puede inhibir el crecimiento y la actividad de las
bacterias que causan caries, como Streptococcus mutans. Asi mismo, dado que en la cavidad bucal
las bacterias secretan acido lactico, producto de la fermentacion de la glucosa, que disminuye el pH
de la superficie dental a menos de 5, la solubilidad de la hidroxiapatita en 4cidos tiene importancia
en la fisiopatologia de las caries [13]. En estas condiciones, la hidroxiapatita presente comienza a
disolverse, puediendo neutralizar los dcidos que disuelven el esmalte y la dentina, que generan la
eventual desmineralizacion [4].

Cuando el esmalte o la dentina se desgastan o danan, los tubulos dentinarios quedan expuestos a
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estimulos externos, como alimentos y bebidas calientes, frios, dulces o acidos, causando un dolor
agudo o palpitante en los dientes. Estos ttibulos, son pequenos canales que conectan la dentina
con la pulpa, donde se encuentran los vasos sanguineos y los nervios. Entonces, la presencia de
hidroxiapatita en pastas dentales es la reducciéon de la sensibilidad dental al ocluir los tubulos
dentinarios que transmiten sefiales de dolor a los nervios [5].

Las manchas extrinsecas de los dientes son causadas por factores como fumar, café, té, vino o
ciertos alimentos que pueden decolorar los dientes con el tiempo. La presencia de hidroxiapatita
en pastas dentales, gracias a su accién abrasiva, puede restaurar el color natural de los dientes
y evitar que se formen nuevas manchas, creando una capa suave y brillante sobre el esmalte que
repele los agentes colorantes. Asi mismo, dado que la estructura del esmalte puede verse alterada
por factores como el envejecimiento, la genética, la dieta o la medicacion, que provocan la pérdida o
hipomineralizaciéon del esmalte, el uso de pastas con nanoHAp puede aumentar la biodisponibilidad
del calcio y fosforo en el esmalte dental, ayudando a remineralizar dreas danadas y a prevenir la
desmineralizacion [4][14].Entonces, si bien el flaor también fortalece el esmalte, la nanoHAp no solo
lo endurece, sino que ademas repara eficazmente el esmalte danado y cierra los ttibulos dentinarios

expuestos [16].

1.3. Técnicas de caracterizacion

Existe una amplia gama de técnicas de caracterizaciéon de materiales y biomateriales, que son
seleccionadas dependiendo de la informacién que se desee conocer sobre un material especifico. En
este trabajo de tesis se emplearon espectroscopia infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR),
difraccion de rayos X (XRD) y microscopia electronica de barrido (SEM), para determinar los
terminales reactivos, fase cristalina, tamano promedio y morfologia de las particulas ceramicas,

obtenidas por calcinaciéon y ultrasonido, de huesos de pollo, respectivamente.

Espectroscopia de infrarrojo por Transformada de Fourier (FT-IR)

La espectroscopia infrarroja (IR) es una de las técnicas mas ampliamente utilizadas en el analisis
quimico debido a su capacidad para identificar grupos funcionales y moléculas. A diferencia de
la espectroscopia de microondas, que se centra en la determinaciéon de pardmetros moleculares, la

IR es especialmente ttil para reconocer estructuras especificas dentro de una molécula. Dado que
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el espectro IR de cada molécula es practicamente tinico, comparar el espectro de un compuesto
desconocido con el de uno conocido es uno de los métodos més efectivos para su identificacion. Es
importante destacar que, a diferencia de la resonancia magnética nuclear (RMN), donde la similitud
entre espectros no garantiza la misma estructura debido a que generalmente solo se detecta un tipo

de nucleo (como el proton), la IR proporciona una huella digital mas distintiva de la molécula [17].

Ademés, la espectroscopia IR puede emplearse en andlisis cuantitativos, ya que es posible medir
la concentracion absoluta de una sustancia aplicando la ley de Beer (A = € ¢- 1) que establece
una relacion matemaética entre la absorbancia (A) de una solucion y la concentraciéon (¢) de una
sustancia absorbente en ella. Esto permite utilizar la técnica en estudios cinéticos para monitorear
la aparicién o desaparicion gradual de ciertas bandas al registrar el espectro de una mezcla reactiva
en diferentes intervalos de tiempo, siempre que la velocidad de la reaccién sea menor que el tiempo

requerido para registrar el espectro [17].

La identificacion de un compuesto organico a partir de su espectro de absorcion IR consta de
dos etapas. La primera implica determinar los grupos funcionales méas probables presentes en la
molécula, examinando la region de frecuencias caracteristicas, que abarca aproximadamente de
3600 cm™! a 1200 cm™!. La segunda etapa consiste en comparar detalladamente el espectro del
compuesto desconocido con los espectros de compuestos puros que contienen los grupos funcionales
identificados previamente. En esta fase, la regiéon conocida como huella dactilar, que se encuentra
entre 1200 cm~! y 600 cm™!, es especialmente ttil. Pequenas diferencias en la estructura mole-
cular provocan cambios significativos en los picos de esta region, lo que facilita la diferenciacion

1

entre compuestos similares. Por ejemplo, una banda en 1049 cm™" es indicativa de las vibraciones

caracteristicas de los grupos fosfatos (PO3™) [3][17].

La transformacién del espacio de frecuencias y tiempo al de transmitancia y ntmero de onda
se logra mediante la técnica de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
(FTIR). En FTIR, se utiliza una transformada de Fourier para convertir los datos del dominio
temporal en un espectro en el dominio de las frecuencias, lo cual brinda informacién en términos

de transmitancia frente al namero de onda (cm™1) [18][19)].

Existe un proceso de conversion que se basa en que los datos de intensidad se capturen inicialmente
en funcion del tiempo mediante un interferograma. Este interferograma es generado gracias al

movimiento de un espejo movil en el espectrometro de Michelson [18][19].

Después, se realiza una transformacion de Fourier al interferograma, convirtiendo los datos del
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Figura 1.3: Espectro FTIR caracteristico de un ceramico, en modo transmitancia [22].

dominio temporal al de frecuencia. Asi, el espectro resultante se obtiene en términos de frecuencia,
permitiendo una representacion detallada de las caracteristicas espectrales de la muestra [20].
Finalmente, el espectro se interpreta en términos de nimero de onda y transmitancia. El espec-
tro resultante se representa en términos de transmitancia (%), mostrando como las diferentes
frecuencias de luz IR son absorbidas o transmitidas por la muestra, con los picos de absorcion
correspondientes a las vibraciones de enlaces moleculares especificos [18][19].

El espectrometro FTIR se basa en un interferé6metro de Michelson, que utiliza un divisor de
haz para dividir la luz en dos caminos diferentes: uno hacia un espejo fijo y otro hacia un espejo
movil. La interferencia entre estos haces, debido al desplazamiento del espejo movil, genera un
interferograma que es caracteristico de la muestra y el cual contiene toda la informaciéon sobre las
frecuencias que sean absorbidas [21].

Este interferograma se procesa para obtener el espectro FTIR, que se presenta como una grafica

de transmitancia o absorbancia en funcién del namero de onda [21].

Difraccion de rayos X (XRD)

La espectrometria por difraccion de rayos X (XRD, X-ray Diffraction) es una técnica empleada
para analizar la estructura cristalina de los materiales mediante la interaccién de los rayos X con
los atomos en un cristal. Esta técnica aprovecha la ley de Bragg la cual establece que, para que
ocurra una difraccion constructiva, la diferencia en los caminos 6pticos de los rayos reflejados
en los planos atémicos debe ser un multiplo entero de la longitud de onda de los rayos X. Este

fen6meno se expresa mateméticamente como nA = 2dsin 6, donde n es el orden de la difraccion, A

10
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Figura 1.4: Espectro XRD caracteristico de un cristal [22].

la longitud de onda de los rayos X, d la distancia entre planos atémicos, y 6 el angulo de incidencia.
Entre sus principales aplicaciones estan la identificacion de fases cristalinas, la determinacion de

la cristalinidad, y la caracterizacion de la morfologia de particulas [23].

El método se basa en el fenémeno fisico de la difraccion, que ocurre cuando un haz de rayos X incide
sobre un material cristalino y se dispersa en varias direcciones debido a la disposicién peridédica de

los atomos en el cristal [23].

En la practica, la XRD permite obtener un patrén de difracciéon caracteristico de cada material,
visualizado como una serie de picos en una grafica de intensidad en funcién del angulo de difraccion.
Cada pico corresponde a un conjunto de planos atémicos en el cristal, y tanto su posicién como su

altura estan directamente relacionadas con la estructura y orientacion de estos planos [23].

La identificacion de fases cristalinas se logra al comparar el patron de difraccion obtenido con
bases de datos de patrones conocidos, permitiendo asi identificar las fases presentes en una muestra.
Ademas, la XRD proporciona datos sobre la estructura cristalina (al permitir conocer la disposiciéon
tridimensional de los 4tomos en el cristal); la cristalinidad ya que el analisis del patrén de difraccion
permite determinar la proporcién de la fase cristalina frente a la amorfa y permite estimar el tamafno
de los cristalitos mediante el ancho de los picos de difraccion usando la ecuacién de Scherrer
D = K\/Bcosf (donde D es el tamafio promedio de los cristales, K es una constante de forma, A
es la longitud de onda utilizada, beta [ es el ancho de linea de media altura del pico de difraccion

y 0 es el angulo de Bragg), que relaciona el ancho del pico con el tamartio del cristalito [23].

11
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Microscopio electrénico de barrido (SEM)

El microscopio electronico de barrido (SEM, Scanning FElectron Microscopy) proporciona infor-
macién sobre la morfologia y la estructura de cualquier tipo de material en estado so6lido. Si va
acompanado de un detector de electrones secundarios, es posible también detectar la composicion
atémica porcentual de los elementos presentes en el material, con un ntmero atémico superior a 6
(carbono), a diferencia de los microscopios 6pticos, que utilizan luz visible para formar imagenes,
el SEM emplea un haz de electrones para obtener imagenes de alta resolucién de la superficie de
las muestras [24].

El microscopio electréonico de barrido (SEM) utiliza electrones emitidos y funciona segun
el principio de aplicaciéon de energia cinética para producir senales sobre la interaccién de los
electrones con la muestra. Estas interacciones involucran electrones secundarios, electrones
retrodispersados y electrones retrodispersados difractados, que se emplean para observar
elementos cristalizados y fotones [25].

En términos sencillos, los electrones secundarios—que tienen baja energia (generalmente menos
de 50 eV) y se emiten desde una capa superficial muy delgada de la muestra—y los electrones
retrodispersados-que provienen de los electrones primarios que son dispersados hacia atras por
la muestra tras interactuar con los niicleos de sus atomos—se utilizan para producir una imagen.
Estos electrones desempenan un papel crucial en la detecciéon de la morfologia y la topografia
de la muestra. Por otro lado, los electrones retrodispersados difractados proporcionan informacion
sobre la composiciéon elemental de la muestra [25][26].

Los electrones primarios son aquellos que inicialmente interactiian con la muestra, generando
los demés tipos de electrones que se detectan posteriormente. Estos electrones son emitidos por
el canon de electrones del SEM y se aceleran hacia la muestra mediante un alto voltaje. Como
resultado de la interacciéon de los electrones primarios con la muestra, se generan los electrones
secundarios, retrodispersados y retrodispersados difractados, que son fundamentales para el analisis
y la formacion de imégenes en el microscopio electronico de barrido [25].

Para realizar un experimento en SEM, la muestra se coloca en una platina dentro de la camara
de vacio del microscopio y se utiliza un tubo de alto vacio para evitar que los electrones se disper-
sen antes de llegar a la muestra, una vez dentro de la caAmara, son emitidos desde el canén de
electrones y pasan a través de varias lentes electromagnéticas que enfocan y controlan el haz

de electrones [26].
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Figura 1.5: Partes constituyentes de un microscopio electrénico de barrido [25].

Las lentes electromagnéticas son de vital importancia en el enfoque del haz para obtener una
resolucion alta y en el escaneo del haz de electrones sobre la superficie de la muestra. El sistema de
deteccidn capta los electrones secundarios y retrodispersados, convirtiéndolos en senales de imagen

que se visualizan en una pantalla [26].

En cuanto a la preparacion de las muestras es relativamente facil ya que la mayoria de los equipos
SEM so6lo requieren que estas sean conductoras, por lo que la muestra generalmente debe estar
recubierta con una capa de carbén o una capa delgada de un metal como el oro para brindarle las
propiedades conductoras que necesita la muestra; para después realizar el barrido correspondiente

con los electrones acelerados [25].
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1.4 Normas para dentrificos para uso en humanos

1.4. Normas para dentrificos para uso en humanos

La norma NMX-K-539-NYCE-2020 [12][27]{28][29][30] es una guia técnica que establece los requi-
sitos y métodos de prueba que deben cumplir los dentifricos para garantizar su calidad, seguridad y
efectividad para su uso en humanos. Esta norma es aplicada para asegurar que las pastas dentales
disponibles en el mercado cumplan con ciertos estandares que protejan la salud del usuario, promo-
viendo una higiene bucal adecuada. A su vez, observa las normas NMX-K-543-CNCP-2014, PROY-
NMX-K-542-CNCP-2012 y NMX-K-317-S-1978 de determinaciéon de las propiedades de abrasion,
consistencia y pH para dentifricos, respectivamente. Un dentifrico debe poseer una abrasividad
controlada, suficiente para eliminar eficazmente la placa y las manchas superficiales dentales, pero
sin causar dano al esmalte. La abrasividad excesiva podria erosionar el esmalte, mientras que una
abrasividad muy baja no garantizaria una limpieza adecuada [27][28][29]. Otro elemento importan-
te es el pH de la pasta dental, ya que un pH inadecuado podria afectar negativamente el equilibrio
del ambiente oral. La norma establece un rango especifico de pH que ayuda a proteger los tejidos de
la boca y a evitar la proliferacion de bacterias perjudiciales [27][28][29]. Finalmente, la consistencia
del dentifrico también es evaluada bajo esta norma. Se busca que la textura sea apropiada para que
el producto pueda ser facilmente aplicado sobre el cepillo dental, facilitando su uso y garantizando
su efectividad durante el cepillado [27][28][29].

Un dentifrico debe contar con ciertas especificaciones fisicas y quimicas, que se resumen en la

Tabla 1.2.
Caracteristicas Rango
pH 15-10.0
Abrasion Debe cumplir con la prueba NMX-K-
543
Consistencia a 298 K (25°C) en mm 25-65
Fluoruro total (como ion fltior) <0.2%

Tabla 1.2: Especificaciones quimicas y fisicas para dentifricos establecidas por la norma NMX-K-
539-NYCE-2020 [30].
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Capitulo 2

Metodologia y desarrollo

experimental

En este capitulo se presenta una descripcion detallada del método de obtencion de hidroxiapatita
(HAp) a partir de huesos de pollo, abarcando desde la recoleccion y preparacion de la materia prima
hasta la caracterizaciéon completa del material obtenido por FTIR, XRD y SEM. Se explican los
procedimientos de limpieza, tratamiento térmico y purificacién que permiten aislar la HAp con alta
pureza y propiedades adecuadas para aplicaciones biomédicas. Posteriormente, se detalla el proceso
de elaboracion de una pasta dental que incorpora la hidroxiapatita obtenida, incluyendo la seleccion
de ingredientes, formulacién y métodos de mezcla que garantizan una distribucién homogénea
del compuesto activo. Se describen las técnicas empleadas para optimizar las propiedades fisicas
y quimicas del dentifrico, asegurando su eficacia en la remineralizaciéon del esmalte dental y la
reducciéon de la sensibilidad. Finalmente, se lleva a cabo una evaluacion exhaustiva de la calidad
del producto final mediante la aplicaciéon de la norma oficial mexicana NMX-K-539-NYCE-2020.
Se analizan parametros como la consistencia, pH, abrasividad, para verificar el cumplimiento de los

estandares establecidos y garantizar la seguridad y efectividad del producto para el consumidor.

Las etapas seguidas durante el desarrollo experimental para la fabricacion de muestras de pastas

dentales adicionadas con nanoHAp, se presentan en la Figura 2.1.
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Metodologia

Obtencidn de Elaboracién de Evaluacién de Anadlisis de
hidroxiapatita la pasta dental calidad de la Resultados
pasta dental

Figura 2.1: Esquema de las etapas seguidas en la elaboraciéon de muestras de pasta dental con
nanoHAp.

2.1. Obtencién de hidroxiapatita natural

Materiales

Para la obtencion de hidroxiapatita (HAp) se realizo la recoleccion de huesos de pollo, mayo-
ritariamente de pierna, provenientes principalmente de desechos alimenticios, especificamente de
preparaciones hervidas. El hervido inicial ayuda a eliminar grasas y tejidos blandos adheridos a los

huesos.

2.1.1. Lavado y secado

El lavado exhaustivo de los huesos de pollo se realizdé de manera manual para garantizar que toda la
superficie de los huesos esté libre de materia organica superficial, que pueda interferir en las etapas
posteriores de secado y calcinacion. Concluida esta etapa, los huesos fueron secados al aire libre por
tres meses (Figura 2.2a), verificando una exposicién minima a contaminantes ambientales, como
polvo o humedad excesiva. Reducir el contenido de agua en la materia prima (Figura 2.2b), facilita

los procesos térmicos posteriores, evitando la formacion de carbonatos o fosfatos secundarios [3].
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Figura 2.2: Proceso de secado y almacenamiento de muestras. a) Muestras en el proceso de secado.
b) Muestras en almacenamiento.

Figura 2.3: Muestra de hueso de pollo pulverizado después del proceso de tamizado.

2.1.2. Trituracién y tamizado

Las muestras secas se fragmentaron y trituraron manualmente para reducir su tamano, empleando
un mortero con pistilo, hasta que visualmente se present6 cierta uniformidad en el tamano de
particula (Figura 2.3).

El material resultante fue tamizado con malla no. 60, equivalente a una apertura de 250 pm. La
tonalidad de la muestra pulverizada varié ligeramente, lo cual se atribuye a la presencia de pequenos

residuos orgénicos.

2.1.3. Tratamiento térmico de polvos

Las muestras pulverizadas de hueso se sometieron a un tratamiento térmico controlado con el propé-
sito de recuperar la hidroxiapatita presente en la matriz 6sea y eliminar cualquier microorganismo
que pudiera causar actividad microbiana indeseada en la pasta dental final.

El tratamiento térmico se llevoé a cabo en una mufla eléctrica (FE-363, Felisa), con una rampa
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Figura 2.5: Segunda molienda de hidroxiapatita obtenida después del proceso de calcinacion.

de temperatura de 20 °C/min hasta alcanzar los 900 °C, por 4 h. Transcurrido el tiempo, el
enfriamiento se realiz6 de manera natural hasta alcanzar la temperatura ambiente, antes de extraer

las muestras. El resultado de este proceso es un polvo blanco y fino (Figura 2.4).

2.1.4. Ultrasonido

Después del proceso de calcinacion, se realizé una etapa adicional de molienda manual con mortero
para reducir y homogeneizar el tamano de particulas de la muestra. Una tercera molienda se realizé
empleando un molino eléctrico (BioloMix Multifuncional, Grinder, Figura 2.5). Nuevamente, el
material resultante se sometié a un proceso de tamizado utilizando mallas de nameros 200 y 250,
que corresponden a aperturas de 75 y 63 um, respectivamente.

Para reducir ain mas el tamano de las particulas, asi como mejorar su dispersion, el producto
resultante del segundo tamizado fue sometido a un proceso de sonicacién en un bano ultrasonico.
La sonicacion es una técnica que emplea ondas ultrasonicas para generar cavitacion en el liquido,
lo que provoca la ruptura de aglomerados y generando particulas a escala nanométrica [31][32].

Muestras de 1, 2 y 3 g, fueron sonicadas por 30, 45 y 60 min, respectivamente, utilizando bafio
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Figura 2.6: Proceso de sonicacion de muestras de HAp ya tamizadas.

ultrasonico (Fisher Scientific, Figura 2.6). Después de la sonicacion, los polvos de hidroxiapatita
fueron cuidadosamente recolectados y secados en una estufa a una temperatura controlada de 60
°C durante 24 horas para eliminar cualquier humedad residual. Posteriormente, se almacenaron
en frascos de vidrio sellados para evitar la exposiciéon al ambiente y la absorcion de humedad.
Los frascos se mantuvieron en un lugar seco y a temperatura ambiente hasta su analisis mediante
microscopia electronica de barrido (SEM), espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier

(FTIR) y difraccion de rayos X (XRD).

2.1.5. Nomenclatura

Las muestras de 1, 2 y 3 g, después de la calcinacion y de un segundo tamizado, que fueron sonicadas

por 30, 45 y 60 min, respectivamente, fueron rotuladas de acuerdo con la Tabla 2.1.

Muestra | Masa (g) | Tiempo de sonicacién (min)
1g-30 1 30
2¢-30 2 30
32-30 3 30
1g-45 1 45
2g-45 2 15
3g-45 3 5
1g-60 1 60
2¢-60 2 60
32-60 3 60

Tabla 2.1: Nomenclatura de las muestras cerdmicas de hueso de pollo obtenidas por calcinaciéon y
ultrasonido.
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2.1.6. Caracterizacion de polvos de hueso de pollo

Las muestras sonicadas fueron caracterizadas para determinar sus grupos funcionales, fase cristalina
y morfologia utilizando espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR), difraccion

de rayos X (DRX) y microscopia electronica de barrido (SEM), respectivamente.

Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

El analisis espectrofotométrico mediante FT-IR se realizé6 de 4000 a 650 cm ™!, midiendo el por-
centaje de transmitancia ( %T). Los resultados obtenidos se graficaron utilizando el software Ori-

gin2024b.

Difraccion de rayos X (XRD)

La estructura cristalina de las muestras se determiné utilizando un difractéometro de rayos X
(Bruker D8 Discover), con fuente CuK«a con una longitud de onda de 1.54 A a 40 kV y 40 mA. La
deteccién y recoleccion de datos se realizé con un detector LynxEye. La identificacién de las fases
cristalinas presentes en las muestras se llevo a cabo mediante el analisis de los patrones de difraccion
obtenidos, comparandolos con las cartas de referencia proporcionadas por el International Centre

for Diffraction Data (ICDD) e informacion previamente reportada [33].

Microscopia electronica de barrido (SEM)

La morfologia del material obtenido tras la calcinacion de huesos de pollo, y su evolucién hacia
la fase cristalina, se realizd6 empleando microscopia electronica de barrido (JSM-6610LV, JEOL).
El analisis de imégenes se llevo a cabo con la ayuda de ImageJ(©) y Python(C) para determinar
el largo y ancho de particula se emplearon el mayor ntimero posible de particulas presentes por
micrografia analizada, en promedio 148 particulas por micrografia, mientras que Python se empleo

para el proceso estadistico de las longitudes obtenidas.

20



Metodologia y desarrollo experimental
2.2 Elaboracion de muestras de pasta dental

2.2. Elaboracion de muestras de pasta dental

Materiales

Glicerina (propano-1,2,3-triol, C3HgO3), agua tridestilada, Lauril sulfato de sodio
(CH3(CH3)11504Na), carbonato de calcio (CaCOs), hidroxiapatita (Ca19(PO4)s(OH)2),
almidon ((CgH1905)n), silica gel (SiOs - nH20), sacarina sodica (C7HyNNaO3S - xHy0) y
quitosano ((CgH11NO4)n). Todos los reactivos empleados fueron grado farmacéutico y adquiridos

en Farmacias Medina(©).

2.2.1. Meétodo en caliente

Para obtener un tamano de particula homogéneo cercano a 53 um [3], se pesaron todas las sustan-

cias senaladas en la formulacion (Tabla 2.2).

Cantidad | Reactivo Funci6én
3 mL Glicerina Agente humectante y preservativo
4 mL Agua Agente humectante
0.05 mL | Lauril sulfato de sodio Agente detergente
2g Carbonato de calcio (50 % p/p) | Agente abrasivo
2g Hidroxiapatita (50 % p/p) Agente abrasivo, desensibilizante y anticaries
0.6¢g Almidon Agente emulsificante
03 g Silica gel Agente antimanchas
0.2 g Sacarina sodica Endulzante
0.1g Quitosano Agente microbiano

Tabla 2.2: Formulacion al 10 % de muestras de pasta dental por el proceso en caliente [34].

Los ingredientes solidos se pulverizaron en un mortero y se tamizaron para asegurar la uniformidad
del tamano de las particulas. Se disolvio la glicerina en el agua destilada, calentando la mezcla en
bafio maria a 90°C' durante 30 min. Posteriormente, se anadi6 el almidon a la solucion caliente,
agitando vigorosamente en parrilla mecéanica, hasta obtener una mezcla homogénea. A continua-
cion, se agregaron a la emulsion el carbonato de calcio, la hidroxiapatita previamente obtenida y la
silice, mezclando continuamente hasta lograr una consistencia uniforme. Inmediatamente después,
se incorporaron el lauril sulfato de sodio, la sacarina sédica y el quitosano, mezclando nuevamente
hasta obtener una pasta homogénea (Figura 2.7).

Una vez terminada la pasta, se procedi6 a su envasado en viales. Finalmente, las muestras se
sometieron a un proceso de esterilizacién durante 20 min empleando radiaciéon ultravioleta (UV,

365 nm) para eliminar microorganismos e inhibir el crecimiento bacteriano [35].
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/

Figura 2.7: Muestra de pasta dental experimental adicionada con HAp.

2.3. Evaluacién de la calidad de la pasta dental

2.3.1. Determinacién de abrasion

Para la determinacion de la abrasion se sigui6 la norma NMX-K-543-CNCP-2014 en los dentifricos,
que por definicién se basa en la propiedad que tienen los materiales sélidos de rayar los mas duros

a los menos duros [27][36].

Materiales

Acido nitrico (HNOs, Merck), glicerina (propano-1,2,3-triol, C3 HgO3, Merck), portaobjetos estan-

dar de borosilicato, disco de acero inoxidable de 15 mm de didmetro y 2 mm de espesor (Ohaus).

Procedimiento

Colocar un gramo de muestra en el portaobjetos y frotar con el canto del disco metélico dando 200
pasadas, ejerciendo una fuerza manual de aproximadamente 500 g. En otra parte del portaobjetos,
se aplica glicerina y se repite la frotacion con el mismo disco metalico limpio. Esta operacién se
realiza para comprobar la accién del disco sobre el vidrio. Después se introduce la placa en acido
nitrico caliente, aproximadamente a 333 K (60°C), para eliminar cualquier particula metalica que
haya quedado adherida. Examinar la superficie del vidrio con luz directa y reflejada. La pasta no
cumple con la prueba si deja marcas o raspaduras sobre la superficie del cristal [27].

Adicional a las mediciones cualitativas, se pesaron los portaobjetos, previo al frotamiento, para

poder obtener resultados cuantitativos y graficar los resultados.
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Figura 2.8: Medicién de la consistencia de la pasta dental experimental utilizando una placa y
cuadricula para analisis.

2.3.2. Determinacién de consistencia

Para la determinacion de la consistencia de las muestras de dentifrico fabricadas, se sigui6 la
norma PROY-NMX-K-542-CNCP-2012, que se fundamenta en la propiedad de los materiales de

tener diferentes cohesiones [28].

Materiales

Dos placas de vidrio plano de 15 c¢cm por 15 cm de lado y 3 mm de espesor. Dispositivo que
permita medir 0.5 cm? de pasta. Pesa de 500 g. Papel milimétrico de 15 cm por 15 cm de lado, con

circunferencia concéntrica dibujada a partir del centro del cuadrado, cada centimetro y numeradas.

Procedimiento

Colocar horizontalmente una de las placas de vidrio sobre la hoja de papel milimétrico. Poner en
el centro, 0.5 em?® de la muestra a una temperatura de 298 K +1 K (25 °C' £+ 1 °C). Entonces,
superponer la segunda placa, centrandola con la primera. Sobre el centro de la segunda placa de
vidrio, colocar la pesa de 500 g durante 10 min, al cabo de los cuales se observara la formacién de

un disco de pasta entre ambos vidrios [28].

2.3.3. Determinacién de pH

Para la determinacion del pH se sigui6 la norma NMX-K-317-S-1978 para alimentos. Se basa en

la medicion electrométrica de la actividad de los iones hidrégeno presentes en una muestra del
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producto mediante un potenciémetro o pHmetro [29]. El pH o potencial de hidrégeno, mide el
grado de acidez o de alcalinidad de una disolucién. Una disolucién con un pH entre 0 y 7 es acida

mientras que si tiene un pH de 7 a 14, es basica [37].

Materiales

Tiras reactivas de pH, pHmetro, viales o vasos de precipitado y espatula.

Procedimiento

Colocar en los vasos de precipitado una cantidad adecuada de la pasta dental y sumergir en ella

las tiras reactivas y/o el pHmetro. Determinar el pH y registrarlo [29].
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Capitulo 3

Resultados y discusion

En este capitulo se presenta el analisis y se discuten los resultados obtenidos a lo largo de este tra-
bajo de tesis. Se evalia como estos hallazgos se relacionan con los objetivos planteados inicialmente
y se comparan los datos con estudios previos en la literatura cientifica. Ademas, se examinan las
implicaciones practicas y teodricas de los resultados, abordando asi también las posibles limitaciones
del estudio y se proponen futuras lineas de investigacién que permitan ampliar y profundizar los

temas estudiados.

3.1. Colorimetria y rendimiento de la fase inorganica

En la Figura 3.1a se presentan los resultados derivados del lavado, secado, trituraciéon, molienda
y primer tamizado de hueso de pollo. Se observé un color marrén atribuible a la presencia residual
de materiales organicos sobre la muestra. Por su parte, la Figura 3.1b corresponde a la muestra
una vez que ha sido calcinada a 900 °C', sonicada, sometida a una segunda molienda y tamizada
por segunda vez. Se observo el cambio de tonalidad de los polvos marrén sin calcinar a un tono
blanco.

Rajesh y colaboradores [38] reportaron que el color de hueso de pollo, varia con la temperatura,
pasando por marrén claro a los 200 °C, café claro a los 400 °C' a blanco desde los 600 a 100 °C'. La
masa total recolectada después del lavado de la materia prima (Figura 2.2b) correspondi6 a 3.5

kg, mientras que después del proceso de calcinacion, sonicacion y segundo tamizado, fue de 1.75
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(a) (b)

Figura 3.1: Muestras de polvo obtenidas a partir de hueso de pollo sin y con tratamiento térmico.
a) Sin tratamiento térmico.b) Con tratamiento térmico a 900°

kg. Es decir, el rendimiento de la fase inorganica de la materia prima fue esta alrededor del 50 %.
Previamente ha sido reportado por otros autores que, para una calcinacién a una temperatura de
700 °C, se obtiene un rendimiento alrededor del 57 % [3]. La variacion en el rendimiento obtenido
en este trabajo, y el previamente reportando, puede atribuirse a la variacién de las condiciones
experimentales de ambos procesos. Entre 30 y 500 °C, caracterizaciones por termogravimetria re-
portan la pérdida de masa atribuible a agua, la parte orgénica presente en el hueso (proteinas y
colageno), mientras que que arriba de los 600 °C' no se reporta pérdida significativa de masa. Sin
embargo, se reporta una pérdida total de masa cercana a 60 % [38]. Es decir, con la metodologia

propuesta, se genera una ganancia de 7-10% de la fase mineral de hueso de pollo.

3.2. Composiciéon, morfologia, tamano promedio y fase de

muestras calcinadas y ultrasonicadas

3.2.1. Nomenclatura

Se separaron masas de 1, 2 y 3 g después de la calcinacion a 900 °C' y de un segundo tamizado, las
cuales fueron sonicadas por 30, 45 y 60 min, respectivamente. Entonces, fueron rotuladas de acuerdo
a la Tabla 3.1, y estudiadas para determinar su composiciéon, morfologia, tamano promedio y fase

por FTIR, XRD y SEM.
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Muestra | Masa (g) | Tiempo de sonicaciéon (min)
1g-30 1 30
2g-30 2 30
3g-30 3 30
1g-45 1 45
2¢-45 2 15
3g-45 3 15
1g-60 1 60
2g-60 2 60
3g-60 3 60

Tabla 3.1: Nomenclatura de las muestras ceramicas de hueso de pollo obtenidas por calcinacién y
ultrasonido.

3.2.2. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)

Las Figuras 3.2 a 3.4 muestran los espectros infrarrojos de las muestras fabricadas por calcinacion-

sonicacion (Tabla 3.1), en modo transmitancia.
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Figura 3.2: Espectros FTIR de muestras obtenidas de huesos de pollo tras 30 minutos de sonicacion,
para masas de 1, 2 y 3 gramos.

La Tabla 3.2 presenta los grupos quimicos -OH, CO35™ y PO;Z“ asociados con las bandas vibra-
cionales caracteristicas de la HAp sintética, que han sido previamente reportadas en la literatura
[38].

Esos mismos grupos quimicos fueron observados en todas las muestras fabricadas, independiente-
mente del tiempo de sonicacién o masa empleada durante el proceso de fabricaciéon de las muestras.
En las Figuras 3.2 a 3.4 se observa la presencia de las bandas de vibracionales correspondientes

al grupo fosfato (POif) en el intervalo de 1016.8 a 1027.9 em™1; del grupo hidroxilo OH en 3599.1
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Figura 3.3: Espectros FTIR de muestras obtenidas de huesos de pollo tras 45 minutos de sonicacion,
para masas de 1, 2 y 3 gramos.
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Figura 3.4: Espectros FTIR de muestras obtenidas de huesos de pollo tras 60 minutos de sonicacién,
para masas de 1, 2 y 3 gramos.

Muestra | Grupo Quimico | Bandas de absorcién (cm~') [ Bandas de absorcién (cm~!) de las muestras
30 min 45 min 60 min
1g-30min 3600 3599.1 3599.6 3601.9
2g-30min OH~™ 3600 3599.1 3599.5 3600.0
3g-30min 3600 3601.9 3599.6 3600.0
1g-45min 1648, 1543, 1456, 1542.3 1544.2 1544.7
2g-45min CO§7 1404, 869, 708 1542.3 1542.3 1542.3
3g-45min 1543.3 1542.3 1542.3
1g-60min PO 1026, 667, 602, 559 1027.9 1025.5 1024.0
2g-60min 4 1025.5 1025.5 1016.8
3g-60min 1025.6 1025.5 1016.8

Tabla 3.2: Senales de absorcion caracteristicas de la HAp sintética reportadas en la literatura y las
obtenidas a partir del hueso de pollo por calcinacion y en diferentes tiempos de sonicacion.
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a 3601.951 cm ™1 y del grupo CO3~ de 1542.3 a 1544.7 cm ™.

En el Anexo (Figura A.1l) se presentan los FTIR de las muestras de la Tabla 3.1, pero en
funcion del tiempo de sonicacion. Se observan cambios significativos que permiten inferir la relacion
entre el tiempo de sonicacién, el tamano de las particulas y la transmitancia del material. La
dispersion de Rayleigh es un fenémeno que ocurre cuando las dimensiones de las particulas son
significativamente menores que la longitud de onda de la luz que las atraviesa, por lo que particulas
pequenas dispersan mas la luz incidente y, en consecuencia, se reduce la transmitancia del material
[39][40]. La intensidad de la luz dispersada tiene una fuerte dependencia tanto de la longitud de
onda como del tamano de las particulas. Especificamente, la intensidad de la luz dispersada es
inversamente proporcional a la cuarta potencia de la longitud de onda (1/\*) [39][40][41].

En la Figura A.1.a, las muestras de 1, 2 y 3 g a 30 min de sonicacion, presentan un comportamiento
de la transmitancia muy similar, lo que indica que no existe una variacién significativa en la
transmitancia dependiendo de la cantidad de material con el tiempo sonicado. Al incrementar el
tiempo de sonicacién a 45 min, se observa un descenso en la transmitancia, comparaciéon con las
muestras a 30 min (Figuras 3.2 y A.1b). Este descenso puede estar relacionado con la reduccion
en el tamano de las particulas debido a la sonicacién, pero que se ve incrementado cuando la
muestra incrementa de la masa 2 a 3 g (Figuras 3.3, 3.4 y A.1). En cualesquiera de los casos,
ello podria atribuirse a una mayor dispersion de la luz dentro de las muestras 2g-45min y 3g-45 min.
Un comportamiento similar lo presentaron las muestras 2g-60min y 3g-60min, siendo la muestra
2g-60min, la que presenté una menor transmitancia (Figura 3.4 y Figura A.1b), indicativo de

que es probable que sea la muestra que contiene las particulas mas pequenas.

3.2.3. Difraccion de rayos X

Las Figuras 3.5, 3.6 y 3.7 presentan los patrones de difraccion de las muestras ceramicas derivadas
de hueso de pollo cuando fueron sometidas a tratamiento térmico a 900 °C y sonicacién de 30, 45
0 60 min.

Se observa que los patrones de difraccion de las muestras obtenidas por calcinacién-sonicacion, en
todos los casos independientemente de la masa o tiempo de sonicaciéon, corresponden a la estructura
cristalina en fase hexagonal de la HAp (lineas color cyan), con parametros de red a = b = 9,43 A
y ¢ = 6,88 A, y grupo espacial P63 /m. Se determind que las sefiales mas intensas se encuentran

a 26°,31,8°,31,9°,33,9°,39,8°,46,7°, y 49,6° en 26, que corresponde a los planos cristalograficos
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Figura 3.5: Difractogramas de rayos X de 1, 2 y 3 g de muestras ceramicas obtenidas por calcinacion
y 30 min de sonicacion.

(002), (211), (112), (300), (221), (222) y (213), respectivamente. Diversos autores han reportado
que estos mismos picos de difraccion son caracteristicos de HAp sintética [42][43][44] y natural,
derivados de hueso bovino [45] y atan [46].

De acuerdo a la carta cristalografica estandar de HAp (ID 09-0432), las intensidades de difraccion
de los planos (002) en 25,8° y (211) en 31,8°, son de 40 y 100 unidades, respectivamente. El
plano (002) corresponde a los planos con espaciamiento interplanar d de 0.34 nm, siendo una
de las direcciones preferenciales de crecimiento [22]. Sean I»11 e Ipg2, las intensidades de los picos
difractados correspondientes a los planos (211) y (002), por lo que la relacion entre sus intensidades
Is11/Ioo2 = 3,1. En la Tabla 3.3 se presentan los resultados, determinados a partir de los espectros
de difraccion de cada muestra ceramicas fabricada por calcinacién-sonicacién obtenidas de hueso
de pollo, de Is11/Ipo2, €l ancho de pico a media altura (FWHM, Full Width at Half Mazimum)
del plano (002), el tamaifio del cristal Xg (nm) y el grado de cristalinidad X¢. Para determinar
el tamano del cristal Xg (nm) se empleo la ecuacion de Debye-Scherrer Xg = 0,93 cos 6, donde
(nm) es la longitud de onda de la radiacion incidente de CuK« ( = 0.15406 nm), (radianes) es
el ancho de pico a media altura y 6 (°) es el dngulo de difraccion del pico [47]. Por su parte, el
grado de cristalinidad X se determiné empleando la ecuacion X¢ = (%)3, donde (radianes) es
el ancho de pico a media altura del plano (002) [48]. Para esta ecuacion, un valor menor de X¢,
corresponde a una mayor grado de orden estructural de los A&tomos de la muestra.

De la Tabla 3.3 se puede agrupar las muestras por sus relaciones I»11/Ipp2. El grupo que present6

la relacion mas cercana al estandar incluye a las muestras 3g-30, 2g-45 y 3g-60 (grupo 1),
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Figura 3.6: Difractogramas de rayos X de 1, 2 y 3 g de muestras ceramicas obtenidas por calcinacion
y 45 min de sonicacioén.
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Figura 3.7: Difractogramas de rayos X de 1, 2 y 3 g de muestras ceramicas obtenidas por calcinacion
y 60 min de sonicacion.

Muestra 1112/1002 BOOQ XS (nm) XC
1g-30 2.7 0.228 37.34 1.166
2g-30 2.8 0.243 35.03 0.963
3g-30 3.2 0.305 27.92 0.487
1g-45 3.8 0.283 30.09 0.609
2g-45 3.2 0.272 31.31 0.686
3g-45 2.9 0.267 31.89 0.726
1g-60 3.6 0.33 25.81 0.384
2g-60 3.4 0.39 21.83 0.233
3g-60 3.2 0.3 28.38 0.512

Tabla 3.3: Relaciones de 511 /o2 de las muestras de HAp obtenidas por calcinacion y ultrasonido.
La relaciéon determinada por el patron estandar de HAp es Io11/Ipp2 = 3,1.
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mientras que el grupo integrado por 1g-30, 2g-30 y 3g-45 (grupo 2) son las muestras que no
guardaron la relacion de intensidades entre sus picos difractados. Por su parte, las muestras 1g-
45, 1g-60 y 2g-60 (grupo 3) fue el grupo cuyas muestras presentaron una relacion superior a la
del estandar. Estos resultados brindan un indicativo de la cristalinidad de cada muestra. Para las
muestras a un mismo tiempo de sonicacion se observa que si se efectiia por 30 min, el tamano de
la cristalita se reduce en funcién de la masa. La muestra de 1 g y 30 min de sonicacién fue la que
present6 el mayor tamano, mientras que la muestra 3g-30min fue la que present6 el menor. Caso
contrario sucedié con las muestras sonicadas por 45 min. A mayor masa (muestra 3g-45min), mayor
tamano de cristalita. Para las muestras sonicadas a 60 min no se present6 un comportamiento lineal,
siendo la muestra 2g-60min la que present6 el menor tamano de cristalita. De hecho, de todas las
muestras caracterizadas, se encuentra que la muestra con una masa de 2 g y sonicada por 60 min,
es la que presento el tamano de cristalita menor (21.83 nm), relacion Io11/Ipg2 = 3,4, y la mejor
cristalinidad. Por su parte, la muestra de masa 1 gy sonicada por 30 min mostré la mayor cristalita
(37.34 nm), la menor relacion I»11/Ipo2 = 2,7, y el menor ordenamiento atomico.

La sonicacion tiende a reducir el tamano de las particulas al romper las particulas mas grandes en
fragmentos mas pequenos. Si el tiempo de sonicacién es adecuado, puede mejorar la cristalizacion
del material, exponiendo una mayor cantidad de planos cristalinos que son responsables de los picos
de difraccion en los difractogramas. Sin embargo, si el tiempo de sonicaciéon es demasiado largo,
puede ocurrir un fenémeno de "sobresonicacion". Esto implica que la energia ultrasénica podria
danar la estructura cristalina, provocando la amorfizacién parcial del material.

Sin embargo, bajo cualesquiera de las condiciones de fabricacion empleadas (Tabla 3.1), se fabrica-
ron muestras puras, altamente cristalinas y en fase hexagonal de HAp, con estructura nanométrica

entre 21.8 y 37.3 nm.

3.2.4. Microscopia electronica de barrido (SEM)

La Figura 3.8 presenta las micrografias obtenidas mediante microscopia electréonica de barrido
(SEM), de las muestras de hidroxiapatita que fueron obtenidas por tratamiento térmico y diferentes
tiempos de sonicacién, a partir de hueso de pollo. Las imagenes corresponden a muestras de 1, 2 y
3 g, sonicadas durante 30, 45 y 60 min, respectivamente (Tabla 3.1).

Se observa que las particulas presentaron mayoritariamente morfologia tipo cilindrica, de diversos

tamanos. Se observa que el tiempo de sonicacion y la cantidad de material afectan la morfologia y
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30 min 45 min 60 min

Figura 3.8: Micrografias SEM de muestras de 1, 2 y 3 g de HAp, sonicadas durante a)-g) 30 min,
b)-h) 45 min o ¢)-i) 60 min. (X10,000, 15 kV)

distribucion de las particulas de hidroxiapatita, desde aglomerados mas grandes (Figura 3.8 a-g)
a estructuras mas finas (Figura 3.8 c-f) conforme aumenta el tiempo de sonicaciéon. Sin embargo,

en todos los casos, se presentaron mezclas de particulas de tamano microscoépico.

Se observa que las muestras con menor gramaje (muestras de 1 g) presentaron mayor fragmentacion
conforme se incrementa el tiempo de sonicaciéon. Caso contrario sucede en las muestras con mayor
masa. Esto sugiere que una mayor cantidad de material puede reducir el efecto de la sonicacién en

la fragmentacion de las particulas individuales.

Mediante ImageJ(©) y Phyton(C), se determino la distribucion de tamano de las particulas obtenidas

por calcinacién-sonicacién. Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 3.4.

Por su parte, la Figura 3.9 corresponde al promedio de cada rango de tamano de particula para

cada muestra, en funciéon del tiempo de sonicacion.

En cuanto a los resultados obtenidos para las muestras calcinadas y sonicadas, se observo que el

tamafio y la morfologia de las particulas de hidroxiapatita se ven significativamente afectados por
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Muestra | Intervalo de tamanos (nm)
1g-30 849.7-1265.5
2g-30 260.0-647.1
3g-30 178.0 - 559.0
1g-45 657.1-996.2
2g-45 401.7-681.3
3g-45 208.0-640.7
1g-60 322.0-875.8
2g-60 253.0-763.0
3g-60 175.0-661.9

Tabla 3.4: Distribucion de tamafios de las muestras de HAp obtenidas por calcinacion y ultrasonido,
en funcion de la masa y el tiempo de sonicacion.

Tamafio de particulas vs Tiempo de sonicacién para diferentes cantidades
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Figura 3.9: Tamano promedio de particula vs. tiempo de sonicacién, para cada muestra analizada.
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el proceso de sonicacion.

Para las muestras calcinadas y luego sonicadas, los tamanos de particula disminuyen notablemente
a medida que aumenta el tiempo de sonicaciéon. Los valores promedio muestran una tendencia
decreciente desde aproximadamente 626.56 nm para 30 minutos de sonicacién, a 508.44 nm para
60 minutos, lo que indica que tiempos de sonicaciéon mas prolongados favorecen la fragmentacion
de las particulas.

En cuanto a la morfologia, se observa que las particulas mantienen una forma alargada y angular
después de la calcinacién y durante los primeros tiempos de sonicacion. Sin embargo, conforme
aumenta el tiempo de sonicacién, las particulas tienden a desintegrarse y adoptar una forma mas
irregular, lo cual es evidente en las muestras de mayor sonicacion. Esta fragmentacion es mas
pronunciada en las muestras de menor peso, lo que sugiere que la cantidad de material influye en
el efecto de la sonicacion: a mayor cantidad de muestra, el efecto de reducciéon de tamano es menos
evidente.

Estos resultados confirman que la sonicacion es un método efectivo para reducir el tamafio de par-
ticula en muestras de hidroxiapatita calcinada, y que tiempos prolongados de sonicacién producen
particulas més pequenias y morfologias menos definidas.

Entonces, el efecto de la sonicacion en la reduccion del tamano de particula es méas significativo
en las muestras con menor cantidad de material (muestras con 1 g). A medida que aumenta la
cantidad de muestra (2g y 3g), el efecto de la sonicacion se vuelve menos efectivo para fragmentar
las particulas, lo que puede ser consecuencia de una mayor densidad de material que limita la
propagacion de las ondas ultrasonicas. Sin embargo, esto no sugiere que para obtener particulas

mas pequenas sea necesario emplear menores cantidad de material durante la sonicacion.

3.3. Analisis de calidad de las pastas dentales

Como se menciond en la seccién metodologica, las pastas dentales elaboradas siguieron la formu-
lacion descrita en la Tabla 3.5, y fueron evaluadas en pH, consistencia y abrasividad, siguiendo
las directrices de la norma NMX-K-539-NYCE-2020 [30]. Los andlisis de pH, consistencia y abra-
sividad realizados a las pastas dentales formuladas se realizaron empelando muestras de 1, 2 y 3
g obtenidas después de 30, 45 o 60 min de sonicacion (Tabla 3.1). Se fabricé una muestra de

dentifrico control, la cual no contiene presencia de HAp en la formulacion.
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Cantidad | Reactivo Funcién
3 mL Glicerina Agente humectante y preservativo
4 mL Agua Agente humectante
0.05 mL | Lauril sulfato de sodio Agente detergente
2g Carbonato de calcio (50% p/p) | Agente abrasivo
2g Hidroxiapatita (50 % p/p) Agente abrasivo, desensibilizante y anticaries
0.6 g Almidon Agente emulsificante
03 g Silica gel Agente antimanchas
0.2g Sacarina sodica Endulzante
01g Quitosano Agente microbiano

Tabla 3.5: Formulacion al 10 % de muestras de pasta dental por el proceso en caliente [34].

3.3.1. pH

La Figura 3.10 muestra el pH promedio, que corresponde al promedio de los pH de cada masa,
para cada tiempo de sonicacién empleado. Se observa que, independientemente del tamano de
particula empleado, todos los valores de pH medidos se encuentran dentro de los valores permisibles
por las normas nacionales para productos de higiene bucal, que es de 4.5 a 10. Este intervalo de
pH es considerado seguro y adecuado para mantener la salud de los tejidos bucales y evitar la
desmineralizacion del esmalte dental.

Independientemente del error de la muestra de dentifrico fabricada con HAp sonicada por 30 min,
las pastas dentales desarrolladas presentaron valores de pH dentro del rango de la norma sin la
necesidad de utilizar estabilizadores de pH, como los que comtunmente se emplean en las pastas
comerciales. Ello es un indicador positivo de la formulacién, que sugiere que los componentes
seleccionados y las proporciones utilizadas contribuyen de manera natural a mantener un pH
neutro o ligeramente basico. Entonces, dado que la hidroxiapatita es un material biocompatible
y semejante al componente mineral del esmalte, no altera significativamente el pH de la pasta
dental, lo que es beneficioso para la prevencion por erosion acida. Se observa que el pH muestra un
ligero incremento cuando se emplean las HAp en la formulacion den dentifrico. Cuando se adiciona
la HAp, independientemente del tiempo de sonicaciéon durante la obtencion de las muestras, se
mantuvieron en un rango de pH entre 8 y 8.5. Este comportamiento podria estar relacionado con
el agotamiento de los cambios quimicos més reactivos que inicialmente afectan el pH derivado
de la concentracion de HAp como funcién del tiempo de sonicaciéon. Si bien no se emplearon
estabilizadores de pH, la incorporacién de quitosano como agente antibacteriano también puede
contribuir a mantener el pH, ya que este polimero posee propiedades que favorecen un ambiente

bucal saludable [49]. El quitosano tiene una ligera capacidad buffer y puede inhibir el crecimiento
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Figura 3.10: Variacion del pH promedio de pastas dentales fabricadas, en funcién del tiempo de
sonicacion de obntencion de HAp.

de bacterias acidogénicas, reduciendo la producciéon de acidos en la cavidad oral [49].
En el anexo en la Figura A.11 se puede observar la relacion entre el tiempo de sonicaciéon y el pH

de la pasta dental para masas de 1, 2 y 3 gr.

3.3.2. Consistencia

La norma NMX-K-539-NYCE-2020, en cuanto a la consistencia de dentrificos, indican que si los
valores son mayores o menores al rango 2.5 — 6.5 cm, entonces la pasta es demasiado o insuficien-
temente espesa, lo cual dificulta el cepillado de los dientes.

En la Figura 3.12 se presentan los resultados de consistencia de cada formulacién de dentrifico
fabricados, empleando muestras de 1, 2 y 3 g obtenidas después de 30, 45 o 60 min de sonicacion. Se
observa que todas las formulaciones fabricadas cumplen con los requerimientos establecidos en la
norma, dado que se encuentran dentro de los limites permisibles (2.5 — 6.5 cm), medidos en funciéon
del desplazamiento de la pasta (Figura 3.11). La consistencia se expresa como una grafica de
didmetro final promedio en funcion del tiempo de sonicacion de cada muestra de HAp empleada,
dado que se obtuvo el promedio resultante por tiempo de sonicacién aplicado.

Para la muestra control, es decir sin presencia de HAp en la formulacioén, el diametro final promedio
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(a) (b)

Figura 3.11: Prueba de consistencia para pastas dentales fabricada con HAp de 2 g y sonicada 30
min. a) Previo a la colocacion del peso. b) después de colocar el peso
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Figura 3.12: Prueba de consistencia de las pastas dentales elaboradas con HAp a diferentes tiempos
de sonicacién.
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fue cercano a 4.8 cm, el cual disminuy6 a cerca de 4.2 para la muestra de HAp sonicada por 30
min. Esto sugiere que a los 30 min, aumenta el espesor de la pasta. Conforme se incrementa el
tiempo de sonicacion de las muestras de HAp, el didmetro promedio final se incrementa a cerca
de 4.6 y debajo de 4.8, lo que indicaria que la pasta recupera fluidez, aunque no alcanza la misma
consistencia inicial. Entonces, el proceso de sonicacién parece provocar un incremento inicial de la
viscosidad (mayor espesor), seguido de la recuperacion de la fluidez hasta casi el valor del dentrifico
control.

Las barras de error amplias reflejan una variabilidad significativa en las mediciones de consistencia
a lo largo del proceso, lo que podria estar relacionado con cambios en la homogeneidad de la pasta,
pero que en cualesquiera de los casos, asegura que todas las formulaciones adicionadas con HAp,
permanecieron dentro de la norma.

En el anexo en la Figura A.12 se puede observar la relaciéon entre el tiempo de sonicaciéon y la

consistencia de la pasta dental (medido como didmetro final) para masas de 1, 2 y 3 gr.

3.3.3. Abrasion

De acuerdo con la norma establecida, al pasar 200 veces la pasta dental sobre un portaobjetos de
vidrio, utilizando el canto de un disco metélico y aplicando siempre la misma fuerza, el producto
no debe dejar marcas o raspaduras significativas. Esta prueba evalta la abrasividad de la pasta
dental, garantizando que no sea excesivamente abrasiva y, por lo tanto, no dafie el esmalte dental
durante el cepillado.

Las muestras de dentrificos elaborados en este trabajo de tesis, que contiene diferentes masas y
tamanos de particula de HAp, gener6 raspaduras muy ligeras sobre el sustrato, cumpliendo asi con
las especificaciones establecidas por la norma. Esto indica que el nivel de abrasividad de la pasta
es bajo y seguro para su uso en la higiene bucal cotidiana.

En la Tabla 3.6 se resume la clasificacion registrada segun el grado de raspadura observado para

cada pasta probada, utilizando las siguientes categorias:
= Nulo: Sin raspaduras visibles.
= Leve: Raspaduras muy ligeras, apenas perceptibles.
= Moderado: Raspaduras claramente visibles, pero no profundas.

= Sustancial: Raspaduras profundas y facilmente observables.
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Para complementar los resultados cualitativos con datos cuantitativos, se pesaron los portaobjetos
antes y después de realizar cada prueba de abrasion. Esta medicion permitié determinar la pérdida

de masa causada por la abrasion de cada muestra de pasta dental fabricada (Tabla 3.6).

La Figura 3.13 corresponde a la pérdida de masa de los portaobjetos, facilitando la comparacion
visual del nivel de abrasividad entre las diferentes pastas evaluadas. Se observa para el control que
la abrasion de la formulacién es cercana a 0.003 g. Este valor sugiere que, antes de incorporar la
HAp, la pasta tiene un mayor impacto abrasivo. Cuando se adiciona la HAp, como funciéon del
incremento del tiempo de sonicacién durante su obtencién, se observa que disminuye la abrasion

de todas formulaciones, dado que disminuye la masa perdida.

Folio (n-gt) | Grado de raspadura | Peso inicial del portaobjetos | Peso final del portaobjetos
1130 moderado 5.0467 5.0466
2130 nulo 5.0199 5.0198
3130 nulo 5.0456 5.0455
1230 sustancial 5.0417 5.0417
2230 moderado 5.0255 5.0243
3230 sustancial 5.0332 5.0312
1330 sustancial 5.1876 5.1859
2330 sustancial 5.2490 5.2441
3330 sustancial 5.6530 5.6516
1145 nulo 5.0482 5.0481
2145 leve 4.8077 4.8076
3145 sustancial 5.0381 5.0376
1245 moderado 4.7227 4.7218
2245 leve 4.8799 4.8777
3245 leve 5.1812 5.1802
1345 nulo 5.3834 5.3822
2345 leve 5.3084 5.3082
3345 moderado 5.4314 5.4295
1160 moderado 5.0563 5.056
2160 leve 4.7334 4.7323
3160 moderado 4.7176 4.7166
1260 moderado 5.2233 5.2218
2260 moderado 5.7128 5.7126
3260 nulo 5.4697 5.4694
1360 nulo 5.2996 5.2992
2360 leve 5.4486 5.4478
3360 leve 5.4555 5.4545
S/U1 moderado 5.3558 5.3547
S/U2 leve 5.4447 5.4439
S/U3 moderado 5.3991 5.3911

Tabla 3.6: Pruebas de abrasion en las pastas elaboradas en esta tesis.

Para la muestra de HAp con un tiempo de sonicacion de 30 min, la pérdida de masa fue de 0.00132
g, siendo un valor 50 % menor que el de la pasta control. Es decir, la adicion HAp a la formulacion

control, indujo una reduccion en la abrasion de la formulacion.
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Figura 3.13: Relacion entre el tiempo de sonicacion y la abrasion de la pasta dental (medida como
pérdida de masa).

Conforme aumenta el tiempo de sonicacion, la pérdida de masa disminuye gradualmente, lo que
indica que también la abrasividad de la pasta va reduciéndose. A los 45 min, la pérdida de masa
es de 9 x 10~ g, mientras que para 60 min es de 7,2 x 10™% g, es decir, la pasta se ha “suavizado”
considerablemente adicionar HAp sonicada por 60 min.

La barra de error muestra una variabilidad més amplia para el dentifrico control, lo que indica que
la abrasiéon es menos consistente. Esta variabilidad disminuye con la adicion de HAp y su tiempo
de sonicacion para obtenerla, lo que sugiere que la pasta se comporta de manera més uniforme y
predecible después de un mayor tiempo de sonicacion.

En resumen, la abrasividad de la pasta dental disminuye con la incorporacion de HAp y del tiempo
de sonicacion. A mayor tiempo de sonicacién, menor tamafio de cristalita, mayor cristalinidad y
menor tamano promedio de particula. Un menor tamano de particula, pudiera relacionarse con
una mayor “suavidad” de la pasta.

En resumen la evaluacion de las formulaciones, con variacion en tiempo de sonicacion de HAp (30,
45 y 60 min), bajo la norma NMX-K-539-NYCE-2020 confirman que la pasta dental desarrollada
no ocasiona un desgaste significativo en superficies duras como el vidrio, lo que sugiere que sera
igualmente suave con el esmalte dental. Asi mismo, que su pH y abrasividad permanecen dentro

de la norma, por lo cual se espera ofrezca una limpieza eficaz del diente, pero sin comprometer la
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integridad del esmalte.
En el anexo en la Figura A.13 se puede observar la relaciéon entre el tiempo de sonicaciéon y la

consistencia de la pasta dental (medido como didmetro final) para masas de 1, 2 y 3 gr.
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Capitulo 4

Conclusiones

En este estudio, se logré sintetizar hidroxiapatita a partir de huesos de pollo mediante un proceso
de calcinacion a 900 °C, seguido de sonicacion en distintos tiempos (30, 45 y 60 minutos). Este
método demostro ser efectivo para transformar material biologico en HAp con las caracteristicas
estructurales deseadas, incluyendo la fase hexagonal relevante para aplicaciones biomédicas.

Las imagenes obtenidas mediante microscopia electrénica de barrido (SEM) permitieron carac-
terizar la morfologia de las particulas. Se observd que, al aumentar el tiempo de sonicacion, las
particulas tendian a fragmentarse y desintegrarse mas. En las muestras de mayor masa, las particu-
las resultaron ser més compactas, lo que disminuyo6 el efecto de la sonicacion en su fragmentacion,
aunque mantuvieron una estructura alargada y cristalina.

Los analisis de difracciéon de rayos X (XRD) confirmaron que la hidroxiapatita obtenida presentaba
una estructura cristalina hexagonal en el rango nanomeétrico, con tamanos de cristalita entre 21.8
y 37.3 nm. La relacion de intensidad entre los picos difractados (I211/Ipo2) fue cercana al valor
estandar en algunas muestras, lo que sugiere una 6ptima cristalinidad en ciertas combinaciones
de masa y tiempo de sonicaciéon. En particular, la muestra de 2 gramos sonicada durante 60
minutos mostré el tamano de cristalita més pequeno y una mayor cristalinidad, indicando que estas
condiciones favorecen la obtencién de particulas pequenas y bien ordenadas estructuralmente.

El tiempo de sonicacion result6 ser un factor clave en la modificacion de las propiedades cristalinas
de las particulas dado que los tiempos adecuados de sonicaciéon ayudaron a mejorar la cristalinidad
al exponer planos cristalograficos responsables de los picos de difraccion observados. Sin embar-

go, tiempos excesivos provocaron un fenémeno de "sobresonicacion", afectando parcialmente la
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estructura cristalina y promoviendo cierta amorfizacion del material. Esto indica que es impor-
tante controlar el tiempo de sonicaciéon para optimizar la calidad cristalina de la HAp. Por otro
lado pareciera que la cantidad de material sonicado deja de importar a partir de los 60 min de
sonicacion.

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) confirmé la presencia de los
grupos funcionales caracteristicos de la hidroxiapatita, como los grupos —OH y POE_, corrobo-
rando su pureza y composicion. Este anéalisis permitio verificar que la HAp obtenida es quimica y
estructuralmente estable.

En cuanto a los resultados de las pruebas en las pastas dentales, las pruebas de abrasion realizadas
a pastas formuladas con hidroxiapatita cumplieron con los estdndares de raspadura, mostrando
niveles de abrasiéon aceptables para aplicaciones en productos de higiene dental. La reduccién
de peso observada en los portaobjetos tras las pruebas de abrasion indica que las pastas con
HAp ofrecen una resistencia adecuada para su posible uso en este tipo de productos. Cuando
se adiciona la HAp, independientemente del tiempo de sonicaciéon durante la obtencion de las
particulas, el pH se mantuvo en un rango de entre 8 y 8.5. La consistencia de la pasta mostro
un comportamiento de espesamiento con la sonicacién, posiblemente debido a la reduccién del
tamano de particula y a la posible reordenacién de las particulas en una matriz més compacta, pero
manteniéndose dentro del rango 2.5 — 6.5 cm. Asi mismo, los ensayos de abrasion para las muestras
de dentifrico, mostraron que las muestras presentan pérdida de masa cuando se incrementa de
tiempo de sonicacion, durante la obtencion de la hidroxiapatita. Es decir, la sonicaciéon contribuyo
a mejorar la estabilidad mecéanica y cohesiéon de la pasta, posiblemente debido a la homogeneizacion
y refinamiento de particulas en las pastas dentales. Entonces, las muestras de dentifrico fabricadas
cumplieron con los valores permitidos por la norma NMX-K-539-NYCE-2020 para pH, consistencia
y abrasion.

Los anélisis del tamano de particula revelaron que la sonicacién no solo facilité la dispersion de las
particulas, sino que también redujo su tamano en algunos casos a rangos nanométricos.

Por lo que podemos concluir que este estudio demuestra que es posible obtener hidroxiapatita
de alta pureza y cristalinidad a partir de huesos de pollo mediante calcinacién y sonicacion. Las
propiedades finales de las particulas dependen significativamente de las condiciones de sintesis,

especialmente del tiempo de sonicacién.
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Apéndice A

Anexo
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Figura A.1: Espectros FTIR de muestras obtenidas de huesos de pollo tras 30, 45 y 60 minutos de
sonicacion, para masas de 1, 2 y 3 gramos.
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