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RESUMEN

La caries dental es la enfermedad cronica bucodental més prevalente y representa uno
de los principales problemas de salud oral a nivel mundial. En la actualidad, se han
desarrollado diversos materiales para su tratamiento, cuyo objetivo principal es inhibir la
formacién de la biopelicula responsable de la placa dental, asi como promover la
remineralizacion del esmalte. Entre estos materiales, las nanoparticulas inorgénicas han
demostrado interferir eficazmente con el metabolismo bacteriano y con el desarrollo de
biopeliculas. En particular, el uso de metales y 6xidos metalicos como plata, zinc, titanio y
cobre ha mostrado una notable actividad antimicrobiana, gracias a la liberacion de iones con

efecto bactericida, lo que también los convierte en potenciales agentes anticaries.

Los solidos inorganicos que contienen metales con propiedades antimicrobianas se
ven favorecidos por su alta area superficial, la cual mejora el contacto con los
microorganismos. Sin embargo, la composicion quimica de estos materiales es el factor
determinante en su eficacia antimicrobiana. Se ha comprobado que aquellos materiales que

presentan una naturaleza basica poseen una mayor actividad bactericida.

Considerando que los compdsitos inorganicos pueden exhibir actividad antibacteriana
y que metales como el zinc y el cobre actian como agentes anticaries, en este estudio se
sintetizaron compdsitos de hidroxiapatita con hidrotalcitas conteniendo cobre. Estos
compositos fueron evaluados frente a Streptococcus mutans, la principal bacteria implicada

en el desarrollo de caries dental.

Se llevé a cabo la sintesis de los siguientes materiales: hidroxiapatita de referencia
(HA), hidroxiapatita dopada con zinc (HA-Zn), hidroxiapatita dopada con cobre (HA-Cu), y
compositos formados por hidrotalcita e hidroxiapatita con proporciones masicas de 30
(HT30-HA), 50 (HT50-HA) y 70 % (HT70-HA). También se sintetizaron hidrotalcitas de
referencia con cobre (HT-Cu) y con cobre-magnesio (HT-CuMg). Todos los materiales fueron

obtenidos mediante el método de coprecipitacion simultanea.

La caracterizacion de los materiales se realizo mediante espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR), fisisorcion de nitrégeno, microscopia electronica de barrido

(MEB) y difraccién de rayos X (DRX). La actividad antimicrobiana se evalu6 frente a



Streptococcus mutans, observandose que los compositos HT50-HA y HT70-HA, asi como
las hidrotalcitas de referencia, generaron halos de inhibicién. En particular, el composito
HT70-HA mostré la mayor actividad antibacteriana, por lo que se determino su concentracion
minima inhibitoria (CMI), la cual fue de 2 mg/mL a las 24 horas y de 10 mg/mL a las 48

horas de incubacion.

ABSTRACT

Dental caries is the most prevalent chronic oral disease and represents one of the
major health problems in the oral cavity worldwide. Currently, various materials have been
developed for its treatment, with the main objective of inhibiting the formation of the biofilm
responsible for dental plaque, as well as promoting enamel remineralization. Among these
materials, inorganic nanoparticles have proven effective in interfering with bacterial
metabolism and biofilm development. In particular, the use of metals and metal oxides such
as silver, zinc, titanium, and copper, has demonstrated significant antimicrobial activity
through the release of bactericidal ions, making them potential anti-caries agents. Inorganic
solids containing bactericidal metals benefit from a high surface area, which enhances contact
with microorganisms. However, the chemical composition of these materials is the most
critical factor in determining their antimicrobial effectiveness. It has been demonstrated that
materials with a basic nature exhibit better antibacterial activity. Considering that inorganic
composites can exhibit antibacterial properties and that metals such as zinc and copper
function as anti-caries agents, this study focused on the synthesis of hydroxyapatite
composites with copper-containing hydrotalcites. These composites were tested against
Streptococcus mutans, the primary bacterium responsible for the development of dental
caries. The following materials were synthesized: reference hydroxyapatite (HA), zinc-doped
hydroxyapatite (HA-Zn), copper-doped hydroxyapatite (HA-Cu), and composites formed by
hydrotalcite and hydroxyapatite at mass percentages of 30 (HT30-HA), 50 (HT50-HA), and
70% (HT70-HA). Additionally, hydrotalcites with copper (HT-Cu) and with copper-
magnesium (HT-CuMg) were synthesized. All materials were obtained via the simultaneous
coprecipitation method. The materials were characterized using Fourier-transform infrared

spectroscopy (FTIR), nitrogen physisorption, scanning electron microscopy (SEM), and X-



ray diffraction (XRD). Antimicrobial activity was evaluated against Streptococcus mutans,
with HT50-HA and HT70-HA composites, as well as the reference hydrotalcites, generating
inhibition zones. Among them, the HT70-HA composite showed the highest antibacterial
activity. The minimum inhibitory concentration (MIC) for this material was determined to be

2 mg/mL after 24 hours and 10 mg/mL after 48 hours of incubation.

INTRODUCCION

La caries dental, cominmente conocida como caries, es la enfermedad cronica
bucodental mas prevalente y uno de los principales problemas de salud oral a nivel mundial.
Esta afeccion puede manifestarse en todas las etapas de la vida, afectando entre el 60 % y el
90 % de los nifios y hasta al 100 % de los adultos, segun datos de la Organizaciéon Mundial

de la Salud (OMS). Ademas, es considerada la cuarta enfermedad més costosa de tratar.

Las caries pueden originarse por multiples factores, entre los cuales destacan la accion
de microorganismos cariogénicos, la morfologia dental, el tiempo de exposicion y la
susceptibilidad del huésped. Esta patologia se produce como consecuencia de un
desequilibrio en el entorno bucal que conduce a la pérdida de minerales en los tejidos
dentales. La desmineralizacion progresiva, causada por la disolucion de los componentes
minerales del diente, da lugar a la destruccion de su estructura, lo que clinicamente se define

como caries dental.

La disolucién del esmalte es inducida por acidos organicos generados durante la
formacion de la biopelicula bacteriana sobre la superficie dental. Los principales patdogenos
asociados con la caries dental son Streptococcus mutans, Actinomyces viscosus y

Lactobacillus acidophilus.

La saliva, compuesta en un 99 % por agua y un 1 % por so6lidos disueltos, actiia como
solvente de diversos componentes organicos e inorganicos. Su capacidad buffer, determinada
por la presencia de iones bicarbonato y enzimas como la amilasa, varia seglin la glandula
salival de origen. Sin embargo, este equilibrio puede alterarse por la actividad de bacterias

cariogénicas, lo que provoca una disminucion del pH salival (normalmente entre 6.7 y 7.3),



favoreciendo la pérdida de iones calcio (Ca*') y fosfato (PO+*") de los tejidos dentales

[Castafieda y col., 2012].

La hidroxiapatita (Ca10(PO4)s(OH)?), principal componente inorganico del esmalte y
la dentina, es especialmente vulnerable en entornos acidos. En contacto con este medio, se
produce una pérdida significativa de Ca®>" y PO.+*", provocando desmineralizacion y

facilitando la accioén de patdgenos.

En respuesta a esta problematica, se han desarrollado diversos materiales con el fin
de prevenir o tratar las caries, centrados principalmente en inhibir la formacion de la
biopelicula dental y favorecer la remineralizacion del esmalte. Entre ellos, las nanoparticulas
inorgénicas han mostrado eficacia al interferir en el metabolismo bacteriano y en el desarrollo
de biopeliculas. Particularmente, las nanoparticulas metalicas y de 6xidos metalicos (como
plata, zinc, titanio y cobre) han demostrado una notable actividad antimicrobiana gracias a la

liberacion de iones con efecto bactericida [Al-Hijazi y col., 2023].

Los solidos inorgénicos compuestos por metales con propiedades bactericidas (efecto
oligodinamico) presentan, ademas, una alta area superficial, lo que mejora su interaccidon con
los microorganismos. No obstante, el factor mas determinante en su eficacia es su
composicion quimica. Estudios recientes han confirmado que los soportes inorgdnicos con

caracter basico presentan mayor actividad antibacteriana [Lobo-Sanchez y col., 2018].

Dado que los compositos inorganicos pueden poseer actividad antimicrobiana y que
metales como el zinc y el cobre actlian como agentes anticaries, en este trabajo se llevo a
cabo la sintesis de hidroxiapatita dopada con zinc y cobre, asi como compoésitos formados
por hidrotalcita e hidroxiapatita en proporciones masicas de 30, 50 y 70 %. Los materiales se
obtuvieron mediante el método de coprecipitacion, seguido de un tratamiento por
ultrasonido. La evaluacion de la actividad antimicrobiana se realizé frente a la bacteria
Streptococcus mutans, utilizando el método de Kirby-Bauer modificado y determinando la

concentracion minima inhibitoria (CMI).



JUSTIFICACION

La caries dental es una enfermedad bucodental que puede presentarse en todas las
etapas de la vida. Aunque existen productos preventivos, como enjuagues bucales, una vez
que se desarrolla una lesion cariosa, esta solo puede ser tratada mediante empastes dentales.
Sin embargo, con el tiempo, estos empastes pueden disminuir su efectividad, generando

zonas vulnerables a la colonizacion de bacterias cariogénicas, como Streptococcus mutans.

Dado que los materiales compuestos a base de arcillas han demostrado actividad
antimicrobiana frente a diversos tipos de bacterias, la incorporacién de nanoparticulas de
arcillas anidnicas a la hidroxiapatita podria favorecer la inhibicion de la bacteria S. mutans.
De este modo, estos compuestos podrian integrarse en la formulacién de empastes dentales,
contribuyendo a prevenir la aparicion de caries secundarias en dientes previamente

restaurados.

OBJETIVO
Objetivo general

Sintetizar materiales basados en arcillas anidnicas e hidroxiapatita con actividad

antimicrobiana frente a la bacteria Streptococcus mutans.
Objetivos especificos

o Sintetizar hidroxiapatitas dopadas con zinc (Ca/Zn) y cobre (Ca/Cu) con relaciones

molares de 2 % de Zn o Cu.

e Sintetizar compo6sitos formados por hidroxiapatita e hidrotalcita, con proporciones

masicas de 30, 50 y 70 % de hidrotalcita.

o Caracterizar las muestras obtenidas mediante técnicas de difraccion de rayos X
(DRX), espectroscopia infrarroja (FTIR), fisisorcion de nitrogeno, microscopia
electronica de barrido (SEM) y espectroscopia de dispersion de energia de rayos X

(EDS).



Evaluar la actividad antimicrobiana de los materiales frente a Streptococcus mutans,

utilizando el método de Kirby-Bauer modificado.

Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) del material que presente la

mayor actividad antimicrobiana frente a Streptococcus mutans.

Xl
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1. MARCO TEORICO

Las bacterias son microorganismos unicelulares procariotas con pocos micrometros de
tamafio; no poseen membrana nuclear, aparato de Golgi, ni reticulo endoplasmatico. La pared
celular de las bacterias esta constituida por la membrana citoplasmatica, la membrana externa vy,
entre ambas, un espacio periplasmico constituido por peptidoglucano; pueden ser Gram positivas
o Gram negativas. Las bacterias Gram positivas cuentan con una capa gruesa de peptidoglucano,
lo que les confiere una coloracion violeta al utilizar la técnica de tincion de Gram, mientras que las
bacterias Gram negativas poseen una capa delgada de peptidoglucano; al ser sometidas a la tincion
de Gram, presentan una coloracion rosada. Otra clasificacion puede ser con base en tres formas
basicas: esferas (cocos), bastones (bacilos) y espirales o hélices (espiroquetas), de las cuales se
derivan los géneros de clasificacion de las bacterias. También pueden ser clasificadas por su
necesidad de oxigeno para vivir; aquellas que necesitan oxigeno se denominan aerobias, y las que
no necesitan oxigeno y tienen problemas para vivir o crecer cuando hay oxigeno se denominan
anaerobias. Las bacterias facultativas son aquellas que pueden vivir sin o con la presencia de

oxigeno.

Las bacterias se encuentran presentes en el cuerpo humano, en el aire, agua o alimentos;
algunas son benéficas para el ser humano, como la microbiota presente en el sistema digestivo y la
microbiota vaginal. Sin embargo, algunas son perjudiciales para el ser humano, causando

infecciones que pueden derivar en enfermedades mortales.
1.1 Bacterias

1.1.1 Genero Streptococcus

1.1.1.2 Caracteristicas generales

Los Streptococcus son microorganismos con una morfologia particular; son cocos que
forman cadenas al crecer, parecidas a un rosario, como se muestra en la Figura 1.1. Este género
contiene especies fermentadoras de acido lactico [Magidan y col.,2003]. Son grampositivas
esféricas u ovoides con un diametro >2pum, no poseen la enzima catalasa, por lo que no producen

esporas ni gases; ademas, son anaerdbicas facultativas e inméviles [Shenep, J. L.,2000].



Al ser un grupo tan diverso, cuenta con varias clasificaciones en términos de la morfologia
de sus colonias, reacciones hemoliticas, antigenos de Lancefield y reacciones bioquimicas [Carroll

y col.,2016].

Bryan Larsen

Figura 1.1. Streptococcus sp., micrografia electronica de barrido.

Extraida de [Magidan y col.,2003].

1.1.2 Streptococcus mutans

1.1.2.1 Caracteristicas generales

Esta bacteria fue aislada por primera vez en 1924, por J. Clarke, llaméandola Streptococcus
mutans debido a que la forma ovalada de las células parecia una mutacion de las formas de
estreptococos. Como se observa en la Figura 1.2, se encuentra en cadena y es catalasa negativa. En

la Figura 1.3 se observa su morfologia al crecer en medio de cultivo MRS.

Su relevancia médica se dio hasta mediados de 1960, cuando se descubrid su relacion con
la caries dental. Siendo su habitat natural la cavidad oral, es una de las bacterias Gram positivas
mas estudiadas, asi como una productora de 4cido lactico capaz de modificar el pH hasta 4.2
[Lemos, J. A.y col.,2019]. Pertenece al grupo viridans; debido a esto, la S. mutans puede llegar a
la circulacion sanguinea causando un traumatismo que posteriormente lleva a una endocarditis en
las valvulas cardiacas. Después de la extraccion de piezas dentales, se presenta bacteriemia en al

menos el 30% de los pacientes, por lo que la posibilidad de que se desarrolle es significativa.



Se encuentra especificamente en la placa dental, que es una biopelicula formada en la superficie
dura del diente y esta compuesta por diversas especies. El potencial cariogénico de la S.mutans se
debe a tres caracteristicas fundamentales: 1) capacidad de sintesis de cantidades significativas de
polimeros extracelulares de glucano a partir de sacarosa, ayudando a la colonizacidén y permanencia
en el diente; ii) la acidogenicidad, la capacidad de metabolizar y transportar un conjunto
significativo de carbohidratos en 4acidos organicos; y 1iii) aciduricidad, la capacidad de
desarrollarse bajo condiciones de estrés ambiental, especialmente a un pH bajo [Lemos y

col.,2019].
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Figura 1.2. Imagen tomada por microscopio electronico de barrido de Streptococcus

mutans.

Figura 1.3 Streptococcus mutans crecida en medio MRS.
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Es capaz de modificar su entorno, formando un medio con bajo pH y abundante en
polisacaridos extracelulares, de tal forma que sea un nicho prospero para otras bacterias que
presentan caracteristicas similares a ella, como la acidogenicidad y aciduricidad. Ademas de estar
relacionada con la caries dental, la S. mutans estd involucrada en otros padecimientos como la
endocarditis bacteriana subaguda, una inflamacion potencialmente mortal de las valvulas

cardiacas, entre otros ocasionados por un subconjunto de cepas.

Por otra parte, al tratarse de una bacteria lactica, requiere realizar un proceso de glucolisis
para obtener energia. Es capaz de metabolizar una amplia variedad de carbohidratos, siendo la
sacarosa el mas cariogénico de ellos. Esto se debe a que la S.mutans puede catabolizar la sacarosa
por diversas vias para producir 4acido, asi como convertir la sacarosa por medio de
glicosiltranferasas en un polimero extracelular similar al glucano, que funge como pegamento
durante la formacion de biopeliculas, favoreciendo la adhesion a las superficies dentales y a otros

microorganismos [Lemos, J. A.y col.,2019].

1.1.2.2 Formacion de biopeliculas

Las glicosiltransferasas producidas por S. mutans se adsorben a la pelicula de esmalte o a
las superficies bacterianas; al encontrarse presente la sacarosa, se cataboliza, produciendo grandes
cantidades de glucanos que contribuyen a la formacién de una robusta matriz extracelular de

polisacaridos, conteniendo en mayor medida componentes insolubles.

La matriz sirve como soporte para la estructura de la biopelicula, mediando la estrecha
adherencia al esmalte dental y a las bacterias. Otro componente significativo para la biopelicula
oral es el ADN extracelular que forma nanofibras, contribuyendo asi a la integridad estructural y

la estabilidad de la biopelicula.

El consumo constante de sacarosa provoca cambios estructurales que favorecen el
crecimiento de bacterias acidulantes y acidogénicas, como la S. mutans, que presenta una respuesta
de tolerancia al acido, causando alteraciones en la biopelicula oral, debido al aumento de acidos

organicos producidos por dichas bacterias, contribuyendo a la disminucion del pH ambiental.



Al predominar la S.mutans respecto a otras bacterias, ocasiona un cambio en el entorno,
transformando el pH que rodea la estructura de hidroxiapatita del esmalte dental a un pH mucho

mas acido, provocando la desmineralizacion e iniciando el proceso de caries.

1.1.2.2 8. mutans y la prevencion de las caries

Las caries son una enfermedad polimicrobiana, sin embargo, atacar selectivamente a la
S.mutans es el camino adecuado a la prevencion, debido al papel que desempefian los glucanos que
sintetiza a partir de la sacarosa. Este compuesto es vital para la formacion de la matriz de las
biopeliculas que favorecen la colonizacion bacteriana en las superficies dentales y actian como

barrera para mantener el medio acido.

Se ha demostrado que existen varios productos naturales que son eficaces contra la
formacién de biopeliculas y la caries dental. Algunos de ellos son: el propoleo, la curcumina, el
arandano rojo y los extractos de té verde. No obstante, ninguno de ellos ha mostrado selectividad

contra la S.mutans [Lemos y col.,2019].

1.1.3 Cavidad oral
1.1.3.1 Saliva

La saliva es un liquido que humedece la cavidad oral; es secretada en un 93% de su volumen
por las glandulas salivales mayores y el 7% restante por las glandulas salivales menores. Es
definida como un liquido diluido compuesto por un 99% de agua que funge como solvente para los
otros componentes que la forman, siendo: componentes organicos proteicos, componentes no

proteicos y componentes inorganicos o electrolitos

Las proteinas salivales son relevantes para la dinamica de la cavidad bucal, ya que le dan
las propiedades antimicrobianas y antifingicas de la saliva, participan en la lubricacion y
mantenimiento de la mucosa, asi como incrementan su capacidad como buffer y promueven la

remineralizacion.



1.1.3.2 Remineralizacion y caries dental

La saliva tiene un papel primordial en la conservacion de las propiedades fisicoquimicas
del esmalte dental por medio de la modulacion y la remineralizacion. Al brotar los dientes, la saliva
es la que suministra los iones de calcio Ca*"y fosfato PO4~ necesarios para que la superficie dental
adquiera dureza y sea menos permeable, formando hidroxiapatita Caio(PO4)sOH». Este proceso
depende del pH y de la saturacion que se tenga de los iones. Al estar en contacto con el medio
acido, ocurre una pérdida de iones en los tejidos, ocurriendo una desmineralizacién, como se

muestra en la Figura 1.4. Durante la fase de remineralizacion, se generan cristales de hidroxiapatita.

Asimismo, la saliva contiene fluoruro, que es necesario para brindar estabilidad a los
minerales dentales, aun cuando se encuentra presente en bajas cantidades. La concentracion de
fluoruro depende del consumo, particularmente del contenido en el agua potable, pero también

pueden aportarlos productos dentales para la prevencion de caries.

Los iones de fluoruro en fase liquida disminuyen la solubilidad de la hidroxiapatita,
evitando la desmineralizacion al disminuir el pH, asi como la reduccion de la produccion de acidos
en la biopelicula. Si bien los iones de fluoruro brindan proteccion frente a las caries, el papel de la
saliva va mucho mas alla debido a las caracteristicas que posee: eliminacion y dilucion de azucares
consumidos por medio de los alimentos, equilibrio desmineralizacién-remineralizacion, la

capacidad y su accion antimicrobiana [Castafieda y col.,2012].
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Figura 1.4. Diagrama desmineralizacion-remineralizacion.



1.1.3.3 Microbiota oral

La microbiota oral, también llamada “placa dental”, es una de las microbiotas mas
complejas del cuerpo humano; se han identificado méas de 700 especies bacterianas. La placa
supragingival estd conformada en su mayoria por bacterias Gram positivas como Streptococcus
sanguinis, S. mutans, Streptococcus mitis, Streptococcus salivarius y lactobacilos, mientras que en
la placa supragingival las bacterias predominantes son anaerobias Gram negativas como
Aggregatibacter (Actinobacillus) actinomycetemcomitans, Tannerella forsythia, Campylobacter
spp., Capnocytophoga spp., Eikenella corrodens, Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas
gingivalis, Prevotella intermedia, y espiroquetas orales como el Treponema [Xue-song, He y

col.,2009].

1.1.3.4 Nanomateriales en la inhibicion de la bacteria Streptococcus mutans para evitar la

caries dental

Los nanomateriales dentales han tenido un desarrollo prometedor en los ultimos afios,
dando como resultado algunos materiales comerciales y disponibles en el mercado. Se ha logrado
un avance significativo en los materiales anticaries, confirmando que el uso de algunas
nanoparticulas inorganicas puede reducir la produccion de biopeliculas y promover la

remineralizacién [Nizami y col., 2021].

Las nanoparticulas de plata en combinacion con otros materiales han dado resultados
significativos al combatir la Streptococcus mutans, que es una de las bacterias causantes de caries,
especificamente disminuyendo la formacion de biopeliculas. La adicion de nanoparticulas de Ag
al poli-metacrilato de metilo le otorgd propiedades antibacterianas sin perder sus propiedades
mecanicas; al ser anadidas a resinas, mejoro el efecto antibacterial contra la Streptococcus mutans.
La incorporacion de nanoparticulas de plata al dimetilacrilato de amonio cuaternario resulté en una
disminucion de la actividad metabdlica de las bacterias cariogénicas, asi como en su produccion

de 4cido, ocasionando una reduccion en la formacion de biopeliculas [Nizami y col., 2021].

Por su parte, las nanoparticulas de zinc pueden inhibir la S. mutans, reducir la formacion de
placa y facilitar la remineralizacion, ya sea solas o al combinarse con otros metales como el cobre,

el fluor, la plata, asi como compuestos organicos. Se ha demostrado que a concentraciones de 10



mg/mL las nanoparticulas de 6xido de zinc mostraron una zona de inhibicion de 24 mm, ademas
de suprimir el 90% de las biopeliculas de S. mutans [Nizami y col., 2021]. El quitosano, al unirse
con 6xido de zinc-zeolita, formo6 un hidrogel que no presenta citotoxicidad y reduce la formacion
de biopeliculas. Los nano hibridos de celulosa y nano cristales de 6xido de zinc en resinas dentales
mejoraron la resistencia a la compresion, el modulo de flexion y las propiedades antibacterianas.
Es decir, que las nanoparticulas de zinc adquieren relevancia en la prevencion de las caries al
formar compuestos hibridos, ya que mejoran sus capacidades antibacterianas, asi como expanden

sus usos al ser mezclados en productos dentales ya existentes [Nizami y col., 2021].

A diferencia de los otros metales y 6xidos mencionados, las nanoparticulas de cobre tienen
un costo menor comparado a otros metales como la plata, asi como una elevada area superficial, lo
que las vuelve ideales para mezclarse con compuestos como polimeros y adhesivos dentales que
inhiban el crecimiento de la S. mutans y eviten las manchas blancas que son la primera evidencia
clinica de caries, como el Polimetilmetacrilato (PMMA) que, al ser unido con CuO a
concentraciones de 2.5% y 7.5%, presentd actividad antimicrobiana. El bajo costo del cobre lo
vuelve una alternativa a futuras investigaciones para la prevencion de las caries, ya que una
disminucién de costos permitiria una accesibilidad mayor en entornos clinicos [Al-hijazi y col.,

2023].

Otro material que ha sido considerado relevante en la prevencion de las caries es la
hidroxiapatita, ya que es un compuesto clave en el proceso de remineralizacion; a pesar de ello, no
ha presentado una actividad antibacterial por si misma. Se han realizado investigaciones usando
nanoparticulas de fosfato de calcio por ser los minerales que la hidroxiapatita pierde, pero la
inhibicidn del crecimiento bacteriano no ha sido el eje principal de la investigacion, aunque se han
obtenido buenos resultados con la fluorapatita para inhibir la formacion de biopeliculas de la S.
mutans [Nizami y col., 2021]. La hidroxiapatita permite el intercambio de iones de calcio por otros
iones metalicos oligodindmicos como el Zn**, el Cu*" o el Ag’. Cuando estos iones metalicos
alcanzan la membrana de las células microbianas, se absorben facilmente y penetran en la pared
celular, provocando la pérdida de la capacidad de proliferacion y la muerte de las células
bacterianas. Incorporando estos iones a la hidroxiapatita se da lugar a nuevos compuestos con

propiedades antibacterianas [Jaafar y col., 2020].



1.2 Hidroxiapatita

La hidroxiapatita (HA) es un biocristal con férmula condensada Caio(PO4)*(OH)y; se
encuentra presente en dientes y huesos dandoles su dureza caracteristica, pertenece a la familia de
las apatitas y tiene una estructura hexagonal. La hidroxiapatita natural contiene un porcentaje
minimo de sodio, cloro, magnesio y carbonatos, por lo cual no se considera una apatita pura
[Garcia-Gardufio y col.,2006]; posee bioactividad, osteoconductividad, area superficial de 100

m?/g y una relacion de Ca/P de 1.67.

La hidroxiapatita natural puede obtenerse de diversas fuentes, tales como huesos bovinos,
huesos de caballo, de peces y de camellos. Asi como a partir de piedra caliza algunas plantas, algas
y cascaras de huevo [Etinosa y col.,2024]. Al tener una estructura cristalografica y quimica similar
a la estructura 6sea humana, su uso en biomedicina mas comun es su incorporacion para favorecer
la formacién de hueso nuevo al colocar implantes en algun defecto dseo. Se ha utilizado en diversas
presentaciones como revestimiento de implantes metalicos, rellenos de matrices, matrices
poliméricas, cementos 0seos € incluso como granulos o estructuras conformadas [Thian y

col.,2013].
1.2.1 Métodos de sintesis

Existen varios métodos para sintetizar polvo de HA; algunos de ellos son el método sol-
gel [Layrolle y col., 1998], la precipitacién quimica [Looet y col., 2008], la reaccion hidrotérmica
y la reaccion en estado solido [Sobczaket y col., 2009]. Estas son algunas de las vias que pueden
utilizarse para fabricar polvo de hidroxiapatita, cuya apariencia se muestra en la Figura 1.5. Al
utilizar diferentes métodos de sintesis, se obtienen caracteristicas diferentes como morfologia,
patrones estereoquimicos, tamafios de grano y cristalinidad, entre otras [Etinosa y col.,2024]. A

continuacion, se discutirdn algunos de estos métodos.



Figura 1.5. Hidroxiapatita sintética.
1.2.1.1 Obtencion de hidroxiapatita a partir de fuentes naturales

La hidroxiapatita puede ser obtenida de diversas fuentes; la hidroxiapatita de huesos de
pescado, especialmente los huesos de peces como el bagre, es rica en calcio, fosfato y carbonato,
y se utiliza para sintetizar HA mediante diversos métodos como calcificacion, reaccion
hidrotérmica o el proceso sol-gel. Los huesos de bovino son la materia prima mas comin para
producir hidroxiapatita; se utilizan técnicas como la calcificacion a altas temperaturas (hasta 1400

°C) para eliminar impurezas organicas.

1.2.1.2 Sintesis sonoquimica

La sintesis sonoquimica fue uno de los primeros métodos usados para la produccioén de
nanomateriales. En este proceso, las moléculas de agua se ven afectadas por la aplicacion de
radiacion ultrasonica intensa, causando la formacién, crecimiento y desintegracion de
microburbujas en una fase acuosa. De esta forma se acelera la reaccion entre los reactantes liquidos
y solidos [Etinosa y col.,2024]. En el caso de la HA, se ha demostrado en diversas investigaciones
que el uso de esta sintesis acelera el crecimiento de cristales de HA hasta 5.5 veces [Burdusel y
col.,2023] y que las nanoparticulas obtenidas presentan cristales méas uniformes pequefios, con
menor aglomeracion y un area superficial mayor. Este proceso se ha combinado con otros como el
tratamiento hidrotérmico y la molienda para producir HA con huesos de cerdo; de esta forma se

mantienen las concentraciones traza de Mg, Na, K y Zn, permitiendo que pueda ser utilizada en
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aplicaciones relacionadas con biomedicina por su compatibilidad. El uso de este método también
da pie a la obtencién de polvos ultrafinos de HA natural con tamafo de particulas de 30-36 nm

[Etinosa y col.,2024].

1.2.1.3 Precipitacion quimica

La precipitacion quimica es un método comun y bastante utilizado para la produccion de
HA, debido a que permite producir grandes cantidades a un bajo costo. Los parametros de esta
sintesis son variables; se lleva a cabo a un pH mayor a 4.2 y la temperatura va de un rango de 25°C
hasta cerca de los 100°C. Los precursores de la sintesis son reactivos que contienen calcio y fosforo
en su estructura, como el hidroxido de calcio o nitrato de calcio como fuentes de iones de calcio
(Ca*") y el fosfato de diamonio o 4cido fosférico como fuentes de fosfatos (PO4>") [Etinosa y
col.,2024] [Segura-Pérez y col., 2020]. Para mantener la proporcion estequiométrica de Ca/P, los
reactivos se agregan gota a gota en agitacion constante. Este método produce particulas de HA de
rango nanométrico y estructuras de diversas formas; la cristalizacion y morfologia se ve afectada
por la temperatura, el tiempo de sintesis y la calcificacion. La desventaja que presenta esta sintesis
es que las particulas producidas pueden tener defectos estructurales, ya que el control de la
proporcion estequiométrica es imperfecto. Esto puede ser debido a que la HA presenta afinidad
quimica a otros iones como el didxido de carbono que se encuentra en el aire [Segura-Pérez y
col.,2020] o por vacios en la estructura cristalina, propiciando un orden cristalino irregular, por lo
que, para obtener HA de alta calidad, controlar el pH, la temperatura y el tiempo de reaccion es

crucial [Etinosa y col.,2024].

1.2.2 Aplicaciones de la hidroxiapatita

Las aplicaciones de la hidroxiapatita son variadas, la mas comun es su uso como biomaterial con
diferentes propdsitos como la liberacion de medicamentos, la proliferacion 6sea, como fertilizantes

o adsorbentes. Se discutiran algunas de estas aplicaciones a continuacion.

1.2.2.1 Restauracion osea



La hidroxiapatita es utilizada en aplicaciones biomédicas como la cirugia dental y
ortopédica debido a su estructura y propiedades similares al componente inorganico del sistema
0seo, haciendo que sea ideal como tratamiento para deficiencias o injertos 0seos. La HA acttia
como andamios que favorecen la regeneracion del tejido 6seo, fomentando la mineralizacion,
vascularizacion y osteoconductividad (capacidad de soportar el crecimiento de células Oseas). Al
ser combinada con hidrogeles poliméricos, estos andamios se ven favorecidos mecanicamente; al
obtener andamios mas porosos, el crecimiento de hueso nuevo se ve favorecido [Etinosa y
col.,2024]. La HA producida a partir de huesos de mamiferos, peces o caparazones es utilizada
como sustituto 0seo, ya que al contener elementos traza como Na, Cl, Mg y carbonatos permite un

mejor rendimiento en la proliferacion de osteoblastos [Firdaus y col., 2022].

1.2.2.2 Recubrimientos

Los recubrimientos de HA han tenido diversos usos en implantes metalicos y liberacion de
medicamentos. Los implantes metélicos recubiertos con HA tienen la funcion de mejorar la
osteoconductividad y bioactividad; de esta forma, permiten la integracion del implante al tejido
oseo [Firdaus y col., 2022], permitiendo que el hueso crezca sobre el recubrimiento y forme una
interfaz fuerte desde el punto de vista mecanico, asi como una reduccion en la tasa de degradacion
del entorno fisioldgico y una proteccion anticorrosion [Salman y col., 2013]. Para la liberacion de
medicamentos, las nanoparticulas de HA son utilizadas especialmente en enfermedades Oseas;
pueden ir cargadas con diversos farmacos como antibidticos, antiinflamatorios, agentes
anticancerigenos, entre otros. Asi mismo, la HA puede ser combinada con otros componentes
bioactivos como el quitosano o el acido hialurénico para regular la tasa de liberacion del

medicamento, dando como resultado una liberacion controlada y sostenida [Firdaus y col., 2022].

1.2.2.3 Otras aplicaciones

En los ultimos afios la investigacion se ha enfocado en la creacion de materiales compdsitos
que combinen la HA con otros agentes pépticos osteoinductivos o medicamentos antibacterianos
para prevenir el riesgo de infecciones [Firdaus y col., 2022]. La HA también ha sido usada como

fertilizante como alternativa ecoldgica, debido a que es poco soluble en agua y es rica en foésforo y



calcio que son nutrientes esenciales para las plantas, al estar en contacto con la acidez del suelo
estos componentes se van liberando, modificando su pH mejorando las condiciones para el
crecimiento de las plantas, ademés de que su composicion quimica puede ser modificada para
incluir otros nutrientes para las plantas como potasio o magnesio [Cruz-Hernandez y col., 2023].
Otra aplicacion para la HA es como adsorbente, en el estudio de Sani y colaboradores en el afio
2016, da una solucion al exceso de fliior en el agua subterranea, gracias a su composicion quimica
la HA es capaz de retener el fltior, pero puede ser mejorada su capacidad como adsorbente al ser
llevada a la escala nanométrica obteniendo nanoparticulas de HA combinadas con hidrotalcita,
obteniendo una mayor retencion de flior que cuando ambos materiales se ocupan por separado

[Sani y col., 2016].

1.3 Hidrotalcitas

Las arcillas anidnicas son materiales basicos constituidos por capas apiladas cargadas
positivamente debido a sustituciones de metales, también se les conoce como “hidroxidos doble
laminares” (HDL), hidrotalcitas o compuestos tipo hidrotalcita. Entre capas existen aniones
hidratados que neutralizan la carga de las capas, la naturaleza de estos y su proporcion determina
las propiedades de la arcilla anionica, como se muestra en la Figura 1.6. El tamafio de las especies
anionicas que se pueden incorporar a la estructura no esta limitado, debido a la capacidad de
expansion de estas arcillas, por lo que compuestos bactericidas pueden integrarse como una especie

intercalada o en la superficie formando materiales hibridos.

Su férmula quimica general es:

[M?* M3+ (OH),](X™ ) x] - nH,0

m

Donde M*" y M*" son metales divalentes y trivalentes, X™ es el anién que compensa las
cargas con su carga m-; X representa el radio del metal M**/ (M**+ M?*) y n es el ntimero de

moléculas de agua [Lobo-Sanchez y col., 2018].



Figura 1.6. Estructura de un compuesto tipo hidrotalcita [Fetter G. y col., 2022].

1.3.1 Estructura de las hidrotalcitas

La estructura de las hidrotalcitas consiste en capas bidimensionales basadas en la brucita
(Mg (OH)») coordinacion metélica octaédrica. Las capas que conforman la estructura se encuentran
unidas entre si por interacciones de Coulomb y Van der Waals, asi como por enlaces de hidrogeno.
Las moléculas de agua que se encuentran entre las ldminas se encuentran unidas de forma
desorganizada a los iones OH™ y a los aniones. Usualmente las hidrotalcitas puras tienen una
relacion del radio molar de M?*/ M*" que toma valores de 2:1 a 4:1, pero ha habido sintesis donde

se ha utilizado relaciones de 0.5 o de 10.

Los iones metélicos divalentes pueden ser sustituidos por iones trivalentes, creando una
capa cargada positivamente, estos se encuentran unidos por enlaces covalentes. Los iones
divalentes mas frecuentes en las hidrotalcitas son Fe?*, Co?", Zn*" o Cu®*, usualmente sus radios
i6nicos varian entre 65 pm, que es el radio idnico del Mg, hasta 80 pm (Mn), mientras que los iones
trivalentes mas comunes son Al**, Fe*" y Ga*", los radios idnicos van desde 50pm (Al) hasta 69
pm (Cr). Sin embargo, también hay hidrotalcitas que han utilizado cationes con nimero de
coordinacion diferentes de dos o tres, como Zr*", Sn**, Li" y Ti*" o cationes organicos. Los aniones
pueden ser muy diversos, teniendo un orden de afinidad de CO3*>S04*>0OH" >F>CI>Br>NOj’
>ClOy’, pero también pueden ser organicos como la hemoglobina, el ADN o siRNA. Debido a esta
diversidad las hidrotalcitas pueden tener diversas aplicaciones como catalizadores, adsorbente,

materiales antimicrobianos y para la liberacion de farmacos [ Veldzquez-Herrera y col., 2024].
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1.3.2 Propiedades de las arcillas

Las hidrotalcitas son arcillas con gran diversidad estructural, cada una de ellas presenta
caracteristicas y propiedades diferentes, pero se pueden identificar algunas propiedades que se

comparten las arcillas en general, segiin [Mukherjee, 2013] estas son las mas importantes:

1. Capacidad de hinchamiento y compactacion: Las arcillas tienen la capacidad de adsorber o
perder agua dependiendo de la densidad de sus particulas.

2. Esfuerzo cortante: Son capaces de oponer resistencia a la presion.

3. Capacidad de intercambio de iones: Entre sus laminas se encuentran cationes y aniones,
pueden presentar una carga positiva o negativa dependiendo de la neutralizacion de cargas
que presenten.

4. Penetrabilidad gaseosa: Pueden contener gases en su estructura, por lo que al ser usadas en
procesos de fertilizacion permiten que los gases lleguen a capas del suelo con mayor
profundidad.

5. Difusividad de iones: Al ser materiales con porosidad variada las arcillas pueden transportar
iones en su estructura, ya sea de forma superficial o interlaminar.

6. Liberacion controlada: Los iones o moléculas contenidos estructuralmente en las arcillas se
liberan de forma gradual, por consiguiente, son muy utiles en al ambito farmacéutico y de

fertilizantes.

Muchas de estas propiedades se relacionan unas con otras, dando pie a arcillas con
propiedades muy especificas en términos de area superficial, porosidad, entre otros [Fetter G. y

col., 2022].

1.3.3 Método de coprecipitacion simultanea

El método de coprecipitacion simultdnea consiste en la adicion lenta y constante de sales metalicas
mixtas que contienen los aniones y cationes que perteneceran a la estructura, asi como una solucioén
alcalina en un reactor con agua, llevando la reaccion a cabo en un pH determinado, que suelen ser
de 8 a 10, pero se han reportado la sintesis en rangos de pH menores a 6 y mayores a 10 [Velazquez-

Herrera y col., 2024].



El siguiente paso es un tratamiento hidrotérmico, que es utilizado para promover la
cristalizacion de la hidrotalcita y controlar el tamafio de los cristales. En la actualidad los
tratamientos hidrotérmicos utilizados son la irradiacion por microondas y ultrasonido, en los
trabajos realizados por Segura-Pérez y col., Lobo-Sanchez y col., el ultrasonido es usado para la
sintesis de compositos de hidrotalcita con otros materiales. Después del tratamiento hidrotérmico,
el material se filtra, se lava y finalmente es secado. La Figura 1.7 muestra la secuencia de pasos

involucrados en este proceso. [ Veldzquez-Herrera y col., 2024].
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Figura 1.7. Esquema de sintesis de hidrotalcita por el método de coprecipitacion simultanea.

1.3.4 Hidrotalcitas como agentes antimicrobianos

Las hidrotalcitas debido a su estructura quimica, han mostrado gran capacidad
antibacteriana contra diversos microorganismos. Ledn-Vallejo y col., en el 2019 desarrollaron
varias hidrotalcitas y las probaron contra la bacteria Corynebacterium ammoniagenes que se
encuentra presente en la orina humana y es responsable del olor caracteristico de esta. Sus estudios
demostraron que las hidrotalcitas que contenian magnesio y cobre no presentaron actividad
antibacteriana contra esta bacteria, sin embargo, la hidrotalcita con zinc mostr6 excelente actividad
bactericida eliminando en un 98.1% del nimero de colonias a las 24 h de incubacion con una
concentracion de 20 mg/mL de hidrotalcita y con 50 mg/mL con el mismo tiempo de incubacién

hubo una reduccion de 99.9 %.
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Otro estudio realizado por Veldzquez-Herrera y col. en el 2018, demostrd la capacidad
fungicida de las hidrotalcitas, utilizando hidrotalcitas de Zn-Al, MgZn-Al y CuZn-Al. Todos los
materiales inhibieron el crecimiento del hongo Aspergillus niger. La hidrotalcita con contenido de
cobre fue la que presentd una mejor actividad antifungica, por lo que es posible controlar la

dispersion fungica a través de estas arcillas.

1.4 Compositos Hidrotalcita- Hidroxiapatita

En el caso de los compdsitos de HA con hidrotalcitas en el afio 2018 el trabajo realizado
por Segura-Pérez y col., evalu6 la actividad bactericida de compdsitos con composicion CuZnAl-
HA, CuMgAl-HA y ZnMgAI-HA, asi como las respectivas hidrotalcitas, contra las bacterias
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermis, Enterococcus fecalis, Pseudomonas
aeruginosa, Serratia marcescens y Escherichia coli. La hidrotalcita con zinc no mostrdé ninguna
actividad antimicrobiana, incluso a concentraciones mayores a los 14 mg/mL, mientras que aquella

que contenia cobre si presentd una inhibicion en el crecimiento.

En el caso de la hidrotalcita de CuZnAl, para las bacterias S. epidermis, S. aureus, E. fecalis
y S. marcescens, la concentracion minima inhibitoria (CMI) de 0.5 mg/mL fue suficiente, pero para
la bacteria E. coli fue necesaria una concentracion de 4 mg/mL y para la P. aeruginosa se necesito
una concentracion de 6 mg/mL. Respecto a la hidrotalcita CuMgAl, se requirié concentraciones de
0.5 mg/mL contra la E. fecalis y 1 mg/mL para la S. marcescens. Pero concentraciones mas altas
de 6 y 8 mg/mL fueron necesarias para inhibir P. aeruginosa y E. coli. Entre tanto, los compositos
CuMgAIl-HA y CuZnAl-HA solo pudieron inhibir el crecimiento de S. epidermidis, S. aureus y E.
fecalis con una concentracion de 0.5 mg/mL; sin embargo, no se obtuvo esta actividad para el resto

de las bacterias.
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2. DESARROLLO EXPERIMIENTAL

En este apartado se describen las condiciones experimentales utilizadas para la sintesis de
hidrotalcitas, hidroxiapatitas y compoésitos. En la Tabla 3.1 se muestran los reactivos utilizados para

la sintesis de hidrotalcitas, hidroxiapatitas y compositos.

Tabla 2.1. Reactivos empleados para la sintesis.

Reactivo Masa molar (g) | Pureza Marca
H;PO, 98 85 Sigma Aldrich
Ca(OH), 74.09 96 Sigma Aldrich
Zn (NO3), -6H,0O 297.47 98 Sigma Aldrich
Cu(NO3), 2.5 H,0 232.59 98 Sigma Aldrich
Mg(NOs),.6H,O 256.41 99 Sigma Aldrich
Al1(NO;); -9H,0 375.13 98 Sigma Aldrich

NaOH 40 99 Merk

2.1 Sintesis de hidroxiapatita de referencia

La sintesis se llevo a cabo con la preparacion de dos soluciones. La primera solucion de acido
fosforico (H3POs) a una concentracion de 0.8 M y la segunda con una concentraciéon de 2M de
Ca(OH);. Las dos disoluciones se llevaron a precipitacion gota a gota en 50 mL de agua destilada
en un vaso de precipitado en agitacion constante; el pH se mantuvo constante a 9. Finalizada la
precipitacion, la muestra se llevé a un tratamiento hidrotérmico por ultrasonido (Elmasonic P30H,
390 W, 80 kHz) por 30 minutos. Después del tratamiento ultrasénico, los so6lidos fueron
recuperados por decantacion y lavados con agua desionizada (250 mL/g) tres veces, para
finalmente ser secados a 70 °C por 24 horas en una estufa. La Figura 2.1 muestra la secuencia de

pasos involucrados en este proceso.
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Figura 2.1. Procedimiento de sintesis de HA.

2.2 Sintesis de hidroxiapatita con zinc

La sintesis se llevo a cabo con la preparacion de tres soluciones. La primera solucion de
acido fosforico (H3PO4) a una concentracion de 0.8 M, la segunda con una concentracion de 2M
de Ca(OH); y la tercera de nitrato de zinc (Zn(NO3)2-6H>0) a una concentracion de 2M. Las tres
disoluciones se llevaron a precipitacion constante gota a gota en 50 mL de agua destilada en un

vaso de precipitado en agitacion constante; el pH se mantuvo constante a 9.

Finalizada la precipitacion, la muestra se llevé a un tratamiento hidrotérmico por
ultrasonido (Elmasonic P30H, 390 W, 80 kHz) por 30 minutos. Después del tratamiento
ultrasonico, los sdlidos fueron recuperados por decantacion y lavados con agua desionizada (250

mL/g) tres veces, para finalmente ser secados a 70 °C por 24 horas en una estufa.

2.3 Sintesis de hidroxiapatita con cobre

La sintesis se llevd a cabo con la preparacion de tres soluciones. La primera solucion de
acido fosforico (H3PO4) a una concentracion de 0.8 M, la segunda con una concentracion de 2M

de Ca(OH); y la tercera de nitrato de cobre (Cu(NO3)> -2.5H>0) a una concentracion de 2M. Las
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tres disoluciones se llevaron a precipitacion constante gota a gota en 50 mL de agua destilada en

un vaso de precipitado en agitacion constante; el pH se mantuvo constante a 9.

Finalizada la precipitacion, la muestra se llevd a un tratamiento hidrotérmico por
ultrasonido (Elmasonic P30H, 390 W, 80 kHz) por 30 minutos. Después del tratamiento
ultrasénico, los solidos fueron recuperados por decantacion y lavados con agua desionizada (250
mL/g) tres veces, para finalmente ser secados a 70 °C por 24 horas en una estufa. La secuencia de

pasos que componen estos procesos se representa en la Figura 2.2

Disolucién de Ca(OH), Disolucion de H.PO4 y
] lr sales metalicas diferentes.

Covrecipitacion

I

Tratamiento ultrasonico (30 min)

Lavado y secado del
compuesto (70°C)

ﬂ
iy

Figura 2.2. Procedimiento de sintesis de HA con iones metdlicos.

2.4 Sintesis de hidrotalcita de referencia

La sintesis se llevo a cabo utilizando cuatro soluciones. La primera solucion de nitrato de
cobre (CuN20Os -2.5H>0) a una concentracion de 2.5 M, la segunda una solucion de nitrato de
magnesio (Mg(NOs3)-6H>0) a una concentracion de 2.5 M, la tercera una solucion de nitrato de
aluminio (AI(NO3)3 -9H»0) a una concentracién de 2.5 M y una soluciéon de hidroxido de sodio
como agente precipitante a una concentracion de 2 M. Las cuatro disoluciones se llevaron a
precipitacion constante gota a gota en 50 mL de agua destilada en un vaso de precipitado en

agitacion constante; el pH se mantuvo constante a 9.
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Finalizada la precipitacion, la muestra se llevd a un tratamiento hidrotérmico por
ultrasonido (Elmasonic P30H, 390 W, 80 kHz) por 30 minutos. Después del tratamiento
ultrasonico, los solidos fueron recuperados por decantacion y lavados con agua desionizada (250
mL/g) tres veces, para finalmente ser secados a 70°C por 24 horas en una estufa. En la Figura 2.3

se presenta la secuencia de etapas que conforman este proceso
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compuesto (70°C)
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Figura 2.3. Procedimiento de sintesis de HT.

2.5 Sintesis simultanea de compositos hidrotalcita-hidroxiapatita por el método de

ultrasonido

Las sintesis de los materiales compositos se llevd a cabo por el método de sintesis
simultdnea que consiste en la adicion de varias soluciones acuosas correspondientes a las
hidroxiapatitas y a los compuestos tipo hidrotalcita. Para las hidroxiapatitas se colocardn soluciones
acuosas, de acido fosforico y de hidroxido de calcio, para la hidrotalcita se utilizaran disoluciones
acuosas de nitratos de los metales correspondientes a una concentracion de 2.5 M y una solucioén
de hidréxido de sodio como agente precipitante a una concentracion de 2 M. Para la sintesis de los
compositos se colocardn los precursores de las hidroxiapatitas y las hidrotalcitas en buretas

diferentes adiciondndolas de forma lenta y simultdnea a un vaso de precipitado con 50 mL de agua
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en agitacion y a un pH constante de 9. El gel resultante se lleva a tratamiento por ultrasonido
(Elmasonic P30H, 390 W, 80 kHz) por 30 minutos. Después de la sonificacion, los solidos se
recuperaron por decantacion y se lavaron con agua desionizada tres veces, para finalmente ser
secados a 70°C por 24 horas en una estufa. Se prepararon 3 tipos de compositos HT(CuMg)-HA a
una relacion de 30, 50 y 70% en masa de HA. La secuencia de pasos de este proceso se explica en

la Figura 2.4.

Precursores de HA (H POy Precursores de HT (NaOH y sales
3 4

Ca( OH)Z) ‘1 F metalicas)

Coprecipitacion

U

Tratamiento ultrasonico (30 min)

4

Lavado y secado del compuesto
(70°C)

Figura 2.4. Procedimiento de sintesis de composito HA-HT.

2.6 Materiales sintetizados

Se sintetizé un total de ocho materiales diferentes: la hidroxiapatita (HA), hidroxiapatita
con zinc (HA-Zn), hidroxiapatita con cobre (HA-Cu), dos hidrotalcitas de referencia (HT) una con
cobre y magnesio como metales divalentes (HT- CuMg) y una con cobre como Unico metal
divalente (HT-Cu) y tres compdsitos de hidrotalcita e hidroxiapatita con porcentajes masicos de
30, 50 y 70%. Las caracteristicas de estas muestras se encuentran resumidas en la Tabla 2.2, asi

como fotografias de algunos materiales en la Figura 2.5.
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Tabla 2.2. Materiales sintetizados.

Materiales sintetizados
Porcentaje Relacién molar
Clave Composicion masico de HT- | del componente
HA HT (M*"/Al)

HA HA - -
HA-Zn HA-Zn - -
HA-Cu HA-Cu - -
HT30-HA | HT(CuMg)-HA 30-70 2
HT50-HA | HT(CuMg)-HA 50-50 2
HT70-HA | HT(CuMg)-HA 70-30 2
HT-CuMg HT(CuMg) - 2
HT-Cu HT(Cu) - 2

Figura 2.5. Muestras: a) HT50-HA, b) HT70-HA, ¢) HT-CuMg y d) HT-Cu.
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2.7 Caracterizacion de los materiales
2.7.1 Difraccion de rayos X

Este analisis permite calcular la distancia interlaminar utilizando la ley de Bragg (nd =
2d sin ), los parametros de celda a (a =2 x di10) y ¢ (¢ =3 X doo3) y el didmetro promedio de poro
obtenido por la ecuacion de Scherrer, que relaciona la anchura media FWHM (Full Width at Half
Maximum) de un pico en el difractograma, su posicion, la longitud de onda de rayos X y una

constante &, llamada constante de Scherrer.

Sl
P BcosO

k = Constante de Scherrer = 0.9

f = Full Width at Half Maximum.

A = Longitud de onda de rayos X (1.54178 A).
6 = Posicion del pico en el difractograma.

Asimismo, los difractogramas se pueden comparar con las tarjetas clasificadas del Joint
Committee of Power Diffraction Standards (JCPDS) que contienen mas de 16 000 difractogramas
de rayos X clasificados y ordenados para identificar la estructura, cristalinidad y pureza de los
compuestos. Los andlisis de difraccion de rayos X se realizaron con un difractémetro para polvos
modelo Bruker D8 Advance utilizando como radiacion la linea Ka de cobre (1.54056 A). El tamafio
de paso fue de 0.03 con un incremento de 0.3 para un barrido de 5 a 70° en angulos 20. El tamafio

de paso fue de 0.03 con un incremento de 0.3 para un barrido de 5 a 70° en dngulos 26.

2.7.2 Espectroscopia de infrarrojo

Se identificaron las bandas caracteristicas de los solidos en los espectros de infrarrojo
obtenidos con el equipo Digilab Excalibur FTS 3000 con un rango de escaneo de 4000 a 400 cm™!
con una media de 32 scans. Las muestras se prepararon con KBr puro (99.999%, Merck) y se

analizaron en forma de pastilla.



2.7.3 Fisisorcion de nitrogeno

Las areas especificas BET y la distribucion de tamafio de poros de los materiales
compositos, asi como las hidrotalcitas de referencia se obtuvieron en el equipo Micromeritics
ASAP 2020. Se coloco en el equipo de 500 a 150 mg segtin el material a 80 °C durante 2 h'y 150
°C durante 8 h a un vacio de 30 umHg. Después del pretratamiento, el material se evalué en
intervalos de presion relativa de P/Po entre 0.0005 y 0.99 a una presion de desgasificacion 5 pmHg.

Las distribuciones de tamafios de poro se determinaron mediante el modelo BJH.

2.7.4 Microscopia electronica de barrido

La microscopia electronica de barrido proporciona informacion sobre la morfologia y
distribucion de tamafo de particula, utilizando el principio de la microscopia Optica en la que se
sustituye el haz de luz por un haz de electrones. En este andlisis se empled un microscopio
electronico de barrido JEOL JSM-6610LV, que opera a 20 kV y cuenta con un detector de
dispersion de energia de rayos X (EDS). Esta técnica necesita que las muestras sean previamente

cubiertas con oro para evitar la distorsion de las imagenes durante el analisis.

2.7.5 Espectroscopia de dispersion de energia de rayos X (EDS)

La espectroscopia de dispersion de rayos X se utilizd para determinar la composicion
elemental de una muestra en sitios especificos. Con esta técnica se obtuvieron las relaciones
molares de la hidroxiapatita de referencia (HA), las hidrotalcitas de referencia (HT-CuMg y HT-
Cu) y los compositos HT-HA, utilizando el mismo equipo usado para la técnica de microscopia

electronica de barrido, es decir JEOL JSM-6610LV.

2.8 Cepa bacteriana

La cepa bacteriana utilizada en este ensayo fue adquirida en el Centro de Investigacion y

de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional, Streptococcus mutans ATCC 25175.



2.9 Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los materiales

Las condiciones generales para el crecimiento de la cepa Streptococcus mutans (ATCC
25175) es el uso del medio MRS (Man, Rogosa y Sharpe), con una incubacion a 37° C durante 24
a 48 h en condiciones microaerofilicas. Se sembrd en placas de medio MRS (Man, Rogosa y
Sharpe), utilizando el método de Kirby-Bauer modificado. Las hidroxiapatitas con iones metalicos,
asi como los compositos fueron probados con una cantidad de 50 mg colocados sobre las placas
con un diametro de 1.2 cm. Después las placas fueron incubadas a 37 °C durante 24 h, al concluir
esas 24 h se determind visualmente la presencia de halos de inhibicion. Las placas fueron
regresadas a la incubadora por 24 h mas, al concluir ese tiempo se volvio a evaluar la presencia de

halos de inhibicion. Los ensayos se realizaron por triplicado.

2.10 Obtencion de la concentracion minima inhibitoria (CMI)

Para la determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI), se emple6 una version
modificada del método de microdilucion en caldo, siguiendo los lineamientos establecidos por el
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). El procedimiento consistié en lo siguiente: Un
pre inoculo de la cepa Streptococcus mutans (ATCC 25175) se coloco en 25 mL de caldo MRS. Se
colocaron 8 tubos de ensayo con 10 mL de caldo MRS, se depositaron diferentes concentraciones
del compdsito HT70-HA a diferentes concentraciones (1, 2, 3, 4, 5, 10 y 25 mg/mL) y dos tubos
de 10 mL de MRS, uno como control negativo y otro como blanco sin contener la bacteria. Debido
a que el composito presenta una coloracion azul causada por el cobre, se midi6 primero la
absorbancia del medio con el material sin bacteria, asi como la absorbancia del medio sin material

y sin bacteria (blanco).

A cada tubo se le agrego6 20 pL del preinoculo de la bateria S. mutans, equivalente al 0.5 de
la escala McFarland que equivale aproximadamente a 1x10® UFC/mL y se colocaron en la
incubadora a 37 °C por 24 h. Finalizado ese tiempo se midio la absorbancia a 620 nm, restando la
absorbancia ocasionada por el material y seleccionando la concentracién que haya presentado una
absorbancia resultante menor. Los tubos de ensayo fueron regresados a la incubadora por 24 h mas
y se midi6 la absorbancia y se seleccion6 la absorbancia menor. Los ensayos se realizaron por

triplicado.



Del tubo seleccionado se realiza una disolucion seriada en 5 tubos con 9 mL de agua de
peptona colocando 1 mL como volumen de paso en cada tubo. Una vez realizada la dilucion se
coloca 1 mL de la solucion de cada tubo en placas Petri vacias por duplicado para ser llenadas con
Agar de medio MRS. Las placas se dejaron gelificar a 37°C durante 24 h. Después del tiempo de
incubacion se hace la cuantificacion de colonias formadas en cada placa usando un equipo contador
de colonias (Q-20) para poder conocer la cantidad de colonias que se encuentran en el tubo
seleccionado, realizando una media de las colonias contadas. Este procedimiento se resume en las

Figuras 2.6 y 2.7.

Z “ - Z Z L
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Blanco S. mutans negativo
20 uL (mg/mL) 9

Figura 2.6. Adicion del composito HT70-HA y la bacteria S. mutans.
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Figura 2.7. Esquema de procedimiento de disolucion seriada y de vertido en placa.

INN

29



Tubos de

Adicién de Adicion de
enszi\};l(i{(sc)a L compositos in6culo
A%
Incubacion a .,
p Medicion de
—> [ 37°C por 24h —> absorbancia
mas
v |
Seleccion de Vertido en
concentracion —> placa —>
A%

Conteo de

colonias

Figura 2.8. Esquema de obtencion de la Concentracion Minima Inhibitoria.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Caracterizacion de los materiales

3.1.1 Difraccion de rayos X (DRX)

La difraccion de rayos X (DRX) constituye una de las principales técnicas de
caracterizacion estructural empleadas en la identificacion de materiales tipo hidrotalcita y sus
compositos. En la Figura 3.1 se presentan los difractogramas correspondientes tanto a las
hidrotalcitas de referencia como a los compositos sintetizados. Las muestras HT-Cu, HT-CuMg y

HT70-HA exhiben los picos caracteristicos de las hidrotalcitas, de acuerdo con la tarjeta JCPDS
014-0191.

003 ! 006

HT70-HA | |

002
1102 211

Intensidad (u.a)

HT50-HA ||

HT30-HA ||

10 20 30 40 50 60 70
°28

Figuras 3.1. Difractogramas de rayos X de las hidrotalcitas de referencia (HT-Cu y HT-
CuMg) y los compositos HT30-HA, HT50-HA y HT70-HA.
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Se observan reflexiones intensas a valores de 20° cercanos a 11.5°y 23.0°, correspondientes
a los planos cristalograficos (003) y (006), respectivamente. La alta intensidad de estos picos
sugiere una estructura altamente cristalina y un notable grado de ordenamiento en el apilamiento
de las laminas. En la Tabla 3.2 se reportan las distancias basales derivadas de la reflexion (003),
con valores de 7.5, 8.0 y 7.6 A para las muestras HT-Cu, HT-CuMg y HT70-HA, respectivamente.
Estos valores son indicativos de la presencia predominante de aniones carbonato en el espacio

interlaminar, en lugar de nitratos.

La simetria y la presencia de un Unico maximo en los picos (003) y (006) indican una
distribucion homogénea de aniones en la region interlaminar [Velazquez-Herrera et al., 2021]. En
el caso de la muestra HT-Cu, se observa una menor intensidad de los picos, atribuible a la presencia
exclusiva de Cu?* como cation divalente. Este 10n genera distorsiones estructurales considerables
debido al efecto Jahn-Teller, lo que afecta negativamente la cristalinidad de la hidrotalcita
[Velazquez-Herrera y col., 2021]. En contraste, la muestra HT-CuMg, que incorpora Mg** como
cation divalente adicional, muestra picos mas definidos y de mayor intensidad, evidenciando una

mejor organizacion estructural.

En estas muestras se observan dos picos en el rango de 20 entre 35.5° y 40°, los cuales
corresponden al plano cristalografico (200) del 6xido de cobre (CuO), segun la tarjeta JCPDS 00-
041-0254. La presencia de este compuesto indica una impureza en las muestras tratadas
hidrotérmicamente (HT), especialmente en la muestra HT-Cu. Esto se debe a su alto contenido de
cobre, lo que favorece la formacion de CuO como resultado del efecto Jahn-Teller en los iones Cu?*

[Tanasoi y col., 2009] [ Bin Mobarak y col.,2024].

Todas las muestras analizadas presentan tamafos de cristalito relativamente pequefios, lo
que puede estar relacionado con las condiciones de sintesis. En particular, la sintesis se llevo a cabo
a pH constante de 9, generando una sobresaturacion moderada. Ademas, el tratamiento ultrasénico
aplicado durante 30 minutos interrumpi6 el crecimiento cristalino, limitando el desarrollo de

estructuras de mayor tamano [ Veldzquez-Herrera y col., 2021].

Los parametros de celda cristalina correspondientes a las muestras analizadas se presentan
en la Tabla 3.2. El pardmetro a se mantiene constante en un valor de 3.0 A, lo cual indica que la

distancia promedio entre cationes metalicos dentro de las capas es similar en todas las muestras.



Este parametro esta directamente relacionado con la distancia metal-metal en las laminas de la

hidrotalcita [Velazquez-Herrera y col., 2021].

En cuanto al parametro ¢, que representa la altura de la celda unitaria, que se relaciona con
el espaciado interlaminar y la naturaleza de los aniones y cationes presentes, se observaron
variaciones en funcion de la composicion de cada muestra. Para la muestra HT-Cu, el valor de ¢ es

de 22.5 A; para HT-CuMg, 24.1 A; y para el compésito HT70-HA, 22.9 A.

Segun la literatura, el parametro ¢ para hidrotalcitas intercaladas con aniones carbonato es
de aproximadamente 22.95 A, mientras que para aquellas que contienen aniones nitrato, el valor
asciende a 26.37 A [Velazquez-Herrera y col., 2018]. El valor observado para el composito HT70-
HA se encuentra en concordancia con la presencia de aniones carbonato como especie
predominante en la region interlaminar. Por otro lado, los valores obtenidos para las muestras HT-
Cu y HT-CuMg no coinciden completamente con ninguno de los valores caracteristicos
mencionados. Esto sugiere que ambas hidrotalcitas contienen una mezcla de aniones carbonato y

nitrato en su espacio interlaminar.

El diametro promedio de cristalito para las muestras analizadas se presenta en la Tabla 3.1.
En todos los casos, se observo un valor inferior a 1 A, lo cual puede atribuirse al tratamiento
ultrasonico aplicado durante la sintesis. Este tratamiento tiende a limitar el crecimiento cristalino,

promoviendo la formacion de estructuras de menor tamafio [Etinosa y col.,2024].

Tabla 3.1. Parametros de celda de las muestras.

Parametros de celda
Muestra dosR) | ad) | cA) | DpA)
HT-Cu 7.5 3.1 22.5 0.9
HT-CuMg 8.0 3.0 24.1 0.8
HT70-HA 7.6 3.0 22.9 0.7

En cuanto a los compoésitos HT30-HA y HTS50-HA, no se detectaron los picos
caracteristicos de la hidrotalcita. En su lugar, se observa unicamente un pico ancho y de baja
intensidad en el intervalo de 20° entre 25° y 35°. Este rango comprende reflexiones

correspondientes a los planos (002), (102), (211) y (300), asociados a la fase de hidroxiapatita,



segun la tarjeta JCPDS 014—0191. Dichas reflexiones aparecen como un unico pico amplio en los
tres compositos analizados, aunque con una intensidad considerablemente menor en la muestra

HT70-HA [Velazquez-Herrera y col., 2018].

La aparicion de un solo pico ancho podria deberse a la presencia de particulas
extremadamente pequenas, es decir, podria corresponder a un compuesto de hidroxiapatita formado
por particulas muy pequefias, o a la formacion de un material de naturaleza amorfa. Este tipo de
senal es tipico de compuestos que presentan un ordenamiento estructural de corto alcance,

caracteristico de materiales amorfos [Segura-Pérez y col.,2020].

El comportamiento amorfo observado en los compositos podria estar relacionado con la
sustitucidn i6nica dentro de la estructura de la hidroxiapatita. La incorporacion de iones Cu**, con
radio iénico de 0.73 A, puede provocar una disminucién en los parametros de celda a y c,
favoreciendo la formacion de fases secundarias como el fosfato B-tricalcico. Por otro lado, la
presencia de iones Mg2*, cuyo radio iénico es de 0.65 A (menor que el del ion Ca*', que es de 0.68
A), puede inducir un acortamiento de los enlaces a lo largo del eje ¢ de la estructura de la
hidroxiapatita (HA), lo cual también contribuye al desorden estructural [ Velazquez-Herrera y col.,

2018].

De acuerdo con el andlisis del difractogramas, se confirma formacién hidrotalcita en las
muestras HT-Cu, HT-CuMg y HT70-HA, a través de la presencia de picos caracteristicos
localizados en valores de 20 cercanos a 11.5° y 23.0°, correspondientes a los planos (003) y (006),
respectivamente. La muestra HT-Cu mostré6 menor cristalinidad, atribuida al efecto Jahn-Teller
generado por la presencia exclusiva de Cu?>" como cation divalente. La incorporacion de Mg en
la muestra HT-CuMg favorecié una mejor organizacion estructural, evidenciada por picos mas
definidos y de mayor intensidad en el difractograma. Las distancias basales (doos) obtenidas, junto
con los valores del parametro de celda c, sugieren que las muestras HT-Cu y HT-CuMg contienen
una mezcla de aniones carbonato y nitrato en el espacio interlaminar, mientras que en el compoésito

HT70-HA predomina la presencia de aniones carbonato.

Los compositos HT30-HA y HT50-HA no presentaron picos asociados a la fase hidrotalcita.
En su lugar, se identificé un Unico pico ancho y de baja intensidad en el rango de 20 entre 25° y
35°, correspondiente a reflexiones tipicas de la hidroxiapatita, aunque con caracteristicas asociadas

a materiales amorfos o materiales formados por particulas muy pequenas.



3.1.2 Espectroscopia de infrarrojo
3.1.2.1 Hidroxiapatita de referencia e hidroxiapatitas con iones de Cu>* 0 Zn**

El analisis mediante espectroscopia infrarroja permitio identificar las bandas de absorcion
correspondientes a los grupos funcionales caracteristicos de la hidroxiapatita (HA). Los espectros

obtenidos para las distintas muestras se presentan en la Figura 3.2.

La hidroxiapatita muestra bandas distintivas asociadas al grupo fosfato (PO+*") en torno a
los 1036, 604 y 565 cm™. Los grupos hidroxilo (OH"), presentes en la estructura de la HA, exhiben
una banda intensa a 3444 cm!, atribuida al estiramiento vibracional de alta energia, asi como una
banda a 1635 cm™ correspondiente a la flexion del grupo OH. Cabe senalar que la intensidad de
estas bandas puede verse influenciada por el grado de hidrataciéon de la muestra, ya que las
moléculas de agua absorben en regiones espectrales similares. Asimismo, se identificaron bandas
correspondientes a iones carbonato (COs*"), los cuales pueden incorporarse en pequefias cantidades
durante la sintesis, debido a la absorcion de CO. atmosférico. Estas bandas se localizan tipicamente

en las regiones de 1420 y 871 cm™ [Rivera y col., 2011].

En la Figura 3.2, los espectros correspondientes a la hidroxiapatita de referencia muestran
las bandas del grupo fosfato en 1034, 606 y 562 cm™'; las bandas de los grupos OH aparecen en
3438 y 1642 cm™', y las bandas asociadas a los carbonatos, de baja intensidad, se ubican en 1411 y
865 cm™'. En la muestra HA-Zn, las bandas correspondientes al grupo hidroxilo también se
observaron en 3438 y 1642 cm™, mientras que las del grupo fosfato se localizaron en 1023, 606 y
562 cm™'. Las bandas atribuibles a los iones carbonato se identificaron a 1417 y 877 cm™. La
muestra HA-Cu mostrd igualmente las bandas caracteristicas de la hidroxiapatita. Las bandas
correspondientes a los grupos OH se detectaron en 3433 y 1642 cm!, asociadas tanto a los
hidroxilos estructurales como al contenido de agua en la muestra. Las bandas del grupo fosfato se
localizaron en 1034 y 562 cm™, mientras que las correspondientes a los iones carbonato se

presentaron, con menor intensidad, a 1417 y 871 cm™.
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Figura 3.2. Espectros de infrarrojo de la hidroxiapatita de referencia y de hidroxiapatitas con

iones metalicos Cu 'y Zn.

El anélisis espectroscopico confirmo la presencia de los grupos funcionales caracteristicos
de la hidroxiapatita en todas las muestras estudiadas. Se identificaron consistentemente las bandas
correspondientes a los grupos fosfato, hidroxilo y, en menor medida, a los carbonatos. Estos

resultados respaldan la formacion de hidroxiapatita en condiciones estandar.
3.1.2.2 Hidrotalcitas de referencia

Los espectros de infrarrojo correspondientes a las hidrotalcitas de referencia se presentan
en la Figura 3.3. En el caso de la muestra HT-CuMg, se identificaron bandas de absorcion a 3463
y 1636 cm™, asociadas a las vibraciones del grupo funcional hidroxilo (OH") y a la presencia de
moléculas de agua interlaminar. Se observa una banda intensa a 1382 cm™, atribuida al grupo
nitrato, debido al uso de sales precursoras nitrato en la sintesis de esta hidrotalcita. Adicionalmente,
se identificaron bandas de absorcién a 432 y 826 cm™, las cuales se relacionan con las vibraciones
de enlace metal-oxigeno (Mg—O, Cu—O y Al-0), de acuerdo con lo reportado por Kloprogge et al.
(2004).

En el espectro de la hidrotalcita con cobre (HT-Cu), las bandas correspondientes al grupo

OH se localizan en 3456 y 1636 cm™', mientras que la banda del grupo nitrato también aparece a



1382 cm™, aunque con menor intensidad en comparacion con HT-CuMg. Asimismo, se detect6 una

unica banda de absorcion a 419 cm™, correspondiente a las vibraciones de enlace Cu—O y Al-O.
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Figura 3.3. Espectros de infrarrojo de las hidrotalcitas de referencia.

Los resultados obtenidos por espectroscopia infrarroja permitieron identificar las bandas
caracteristicas de los grupos funcionales presentes en las hidrotalcitas HT-Cu y HT-CuMg. Ambas
muestras presentaron bandas atribuibles a los grupos hidroxilo y nitrato, confirmando la presencia
de agua estructural y aniones interlaminares provenientes de los precursores utilizados. La mayor
intensidad de la banda de nitrato en HT-CuMg indica una mayor concentracion relativa de este

anion en la estructura.

3.1.2.3 Compositos hidrotalcita-hidroxiapatita

En la Figura 3.4 se presentan los espectros de infrarrojo correspondientes a los tres

compdsitos sintetizados con proporciones masicas de 70, 50 y 30 % de HT y HA.

Para el composito HT70-HA, las bandas correspondientes al grupo hidroxilo (OH") se
localizan a 3464 y 1644 cm™. Las bandas caracteristicas del grupo fosfato (PO4+*"), propias de la
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hidroxiapatita, se detectan a 1045 y 573 cm™', aunque con baja intensidad y menor anchura en
comparacion con la HA de referencia. Esta disminucidén puede atribuirse a la baja proporcion de
HA en la muestra. En contraste, la banda a 1383 cm™, correspondiente al grupo nitrato (NOs"),
presenta una intensidad y anchura mayores respecto a los otros compdsitos, debido a la mayor

cantidad relativa de hidrotalcita en esta muestra.

En el espectro del composito HT50-HA, las bandas de absorcion del grupo OH aparecen a
3470 y 1638 cm™. El grupo fosfato presenta bandas a 1102 y 559 cm™. La banda de absorcion de
los nitratos se encuentra a 1317 cm™ y muestra una intensidad considerablemente menor que en el

composito HT70-HA, lo que refleja la reduccion del contenido de hidrotalcita.

Finalmente, el compdsito HT30-HA presenta cinco bandas significativas. Las
correspondientes al grupo hidroxilo se ubican a 3470 y 1630 cm™. La banda de nitrato, localizada
en la region entre 1378 y 1383 cm ™, muestra una intensidad mucho menor que en los compositos
anteriores y en las hidrotalcitas de referencia, debido a la baja concentracion de esta fase en la
muestra. Las bandas del grupo fosfato se identifican a 1105 y 553 cm™, con mayor intensidad y

nitidez, lo cual concuerda con la mayor proporcion de HA en este composito.
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Figura 3.4. Espectros de infrarrojo de los compositos hidrotalcita- hidroxiapatita.



La caracterizacién por espectroscopia infrarroja de los compoésitos HT-HA permitid
identificar las diferencias de las bandas de absorcidon en funcion de la proporcion masica de los
compositos. Se observaron tendencias consistentes: a mayor contenido de hidrotalcita, mayor
intensidad y anchura de la banda del grupo nitrato, mientras que un aumento en el porcentaje de
hidroxiapatita favorecid la aparicion mas definida de las bandas del grupo fosfato. Las bandas
asociadas a los grupos OH estuvieron presentes en todas las muestras, evidenciando la presencia
de agua estructural y enlaces hidroxilo en ambos compuestos. Estos resultados confirman la
formacion de compositos en la proporcion masica tedrica con base a las caracteristicas de cada

banda detectada por infrarrojo.

3.1.3 Fisisorcion de nitrogeno

Las isotermas de adsorcion-desorcion de nitrogeno y la distribucion del diametro de poros
para las muestras HT-Cu, HT-CuMg, HT50-HA y HT70-HA se muestran en las Figuras 3.5 y 3.6.
La muestra HT-Cu presenta una isoterma de tipo IV, caracteristica de las hidrotalcitas, con un lazo
de histéresis tipo H2. Este tipo de lazo se asocia con estructuras porosas complejas, formadas por
poros interconectados de diversas formas y tamafios.En el caso de la muestra HT-CuMg, también
se observa una isoterma de tipo IV, lo cual es coherente con su naturaleza arcillosa. Sin embargo,
presenta un lazo de histéresis tipo H3, tipico de materiales con estructura laminar o con poros en

forma de hendidura.

Las isotermas correspondientes a los compdsitos también se clasifican como tipo IV, lo que
es comun en materiales mesoporosos como la hidroxiapatita [Cruz-Hernandez y col., 2023]. No
obstante, se observan diferencias en el tipo de histéresis entre ambos compdsitos. La muestra
HT50-HA presenta un lazo de histéresis tipo H3, asociado tanto a particulas laminadas propias de
las hidrotalcitas como a una red porosa que no se llena completamente durante el proceso de
fisisorcion. Por otro lado, el composito HT70-HA presenta un lazo tipo H4, caracteristico de
particulas con poros en forma de hendidura ubicados en el rango de los microporos [Thommes y

col., 2015].
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Figura 3.5. Isotermas de adsorcion-desorcion de nitrogeno.

La distribucion del tamafio de poro para las muestras HT50-HA y HT70-HA, asi como para
las hidrotalcitas de referencia, se muestra en la Figura 3.6. En la muestra HT-Cu se observan varios
picos en el rango de 20 a 50 A, siendo el mas intenso el ubicado en 25 A, lo cual indica un
predominio de mesoporos. Para la muestra HT-CuMg se identifican tinicamente dos picos, a 25 A
y 30 A, siendo este ultimo el de mayor intensidad. Ambos reflejan una elevada proporcion de

mesoporos en la estructura del material.

En cuanto a los compositos, la muestra HT50-HA presenta cinco picos de baja intensidad
distribuidos entre los 25 y 90 A, mientras que el compésito HT70-HA muestra un tnico pico de
alta intensidad a los 30 A. Aligual que en las hidrotalcitas de referencia, ambos compésitos exhiben
una distribucion predominante de mesoporos, en concordancia con lo reportado en la literatura

[Segura-Pérez et al., 2020].
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Figura 3.6. Distribuciones de tamarios de poros de las hidrotalcitas HT-Cu, HT-CuMg y
los compositos HT50-HA y HT70-HA.

Asimismo, en la Tabla 3.2 se reporta el area superficial y didmetro promedio de poro para
las muestras; el area superficial de las hidrotalcitas de referencia fue de 9.3 m?/g para la HT-CuMg
y de 32.9 m?*/g para la HT-Cu. Estos resultados concuerdan con los reportados en la literatura [Fetter
y col., 2000]. Los compésitos HT-HA presentan areas superficiales de 27.5 m%g y 79.5 m?/g para
las muestras de HT50-HA y HT70-HA, respectivamente. Ambos comp0sitos tienen un area
superficial mayor que la que presenta la HT-CuMg. Al aumentar el porcentaje masico de
hidrotalcita hay un aumento significativo en el area superficial, casi del doble en comparacion con
el composito que solo contiene 50% de hidrotalcita y cuya éarea superficial es menor a la de la
hidroxiapatita sintetizada a pH 9 que es de 66 m%/g [Cruz-Hernandez y col., 2023].Los didmetros
de poros (Dp) de las hidrotalcitas de CuMg y Cu fueron de 27.5 y 35.82 A, respectivamente,
mientras que el composito HT50-HA present6 un didmetro promedio de 45.36 A y el composito
HT70-HA un didmetro menor, siendo de 31 A. El diametro de poro de ambos compdsitos es mayor
que el que presenta la HT (CuMg) y el que contiene un porcentaje masico mayor de HA tiene un

didmetro de poro mayor al que solo tiene 30%. Estos resultados sugieren que la presencia de
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particulas de HA obstruye la superficie de la hidrotalcita debido a su alto grado de dispersion

[Segura-Pérez y col.,2020].

Tabla 3.2. Area superficial y didmetro de poro promedio de las muestras.

Clave Area superficial (m%g) | Dp (A)

HT50-HA 27.5 45.6

HT70-HA 79.5 3]

HT-CuMg 9.3 27.5
HT-Cu 32.9 35.85

El analisis de las isotermas de adsorcion-desorcion de nitrogeno y la distribucion del tamafio
de poro permitid caracterizar adecuadamente las propiedades de las hidrotalcitas sintetizadas (HT-
Cu y HT-CuMg) y sus respectivos compositos con hidroxiapatita (HT50-HA y HT70-HA). Las
isotermas tipo IV observadas en todas las muestras confirman que son estructuras arcillosas,
mientras que las diferencias en los tipos de lazos de histéresis (H2, H3 y H4) evidencian variaciones
en la geometria y conectividad de los poros, influenciadas tanto por la composicion como por el

grado de incorporacion de hidroxiapatita.

Las distribuciones de tamafio de poro respaldan estos hallazgos, mostrando que tanto las
hidrotalcitas como los compdsitos presentan un predominio de mesoporos, con ciertas diferencias
en el nimero y la intensidad de los picos segun la muestra analizada. En particular, la incorporacion
de hidroxiapatita en distintas proporciones modifica la estructura porosa, lo que podria influir en

las propiedades funcionales de los materiales.

3.1.4 Microscopia electronica de barrido

Con el proposito de determinar la morfologia y la distribucion de tamafo de particula se

realiz0 la caracterizacion de microscopia electronica de barrido de todos los materiales sintetizados.

3.1.4.1 Hidroxiapatita de referencia



La morfologia y el tamafio de particula de la hidroxiapatita (HA) de referencia se
determinaron mediante microscopia electronica de barrido (SEM). En la Figura 3.7a se presenta la
micrografia con una ampliacion de 10 000X, en la cual se observa la formacion de particulas
uniformes, con tamafios variables que oscilan aproximadamente entre 0.05 a 0.2 um y se
encuentran en un denso aglomerado. En la Figura 3.7b, correspondiente a una micrografia con una
ampliacion de 20 000X, se observa que las particulas presentan superficies irregulares. La sintesis

condujo a la formacion de cristales irregulares con una distribucion de tamaiios heterogénea.

1 um
Ly

Figura 3.7. Imagenes de microscopia electronica de barrido de la hidroxiapatita de referencia

(HA): a) aumento de 10 000X y b) aumento de 20 000X.
3.1.4.2 Hidrotalcitas de referencia

En la Figura 3.8a se muestra la micrografia de la muestra HT-CuMg, en la que se observa
un notable grado de aglomeracion. Las particulas se presentan compactadas, con formas y tamafios
irregulares, en un rango aproximado de 0.05 a 0.1 um. Se distinguen densos aglomerados con
apariencia laminar. Los aglomerados de mayor tamafo presentan superficies lisas, mientras que las

de menor tamano exhiben superficies irregulares.

En la Figura 3.8b, correspondiente a una ampliacion de 20 000X, se aprecian bloques de
gran tamafio con morfologia similar a la observada previamente. Estos aglomerados poseen

superficies lisas, esta morfologia es caracteristica de las hidrotalcitas.
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Figura 3.8. Imagenes de microscopia electronica de barrido de la hidrotalcita de referencia (HT-

CuMg): a) aumento de 10 000X y b) aumento de 20 000X.

En la Figura 3.9a se muestra la micrografia de la muestra HT-Cu, obtenida con una
ampliacion de 5 000X. En ella se observan densos aglomerados de gran tamafio con superficies
lisas, sobre cuya superficie se encuentran particulas de diferentes tamafios que van desde 0.06 a

1.2 pm y que aportan rugosidad a los aglomerados.

La Figura 3.9b corresponde a una micrografia de la misma muestra con el doble de aumento.
Los bloques de material presentan una menor compactacion, y pueden observarse particulas mas
pequeiias. Finalmente, en la Figura 3.9c, con una ampliacion de 20 000X, las particulas se aprecian
mas en las superficies de los aglomerados. Esta morfologia heterogénea es indicativa de una

estructura compleja.
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Figura 3. 9. Imdgenes de microscopia electronica de barrido de la hidrotalcita de referencia

(HT-Cu): a) aumento de 5,000X, b) aumento de 10,000X y c¢) aumento de 20,000X.

3.1.4.3 Compositos HT-HA

Los compositos HT-HA se formularon con porcentajes masicos de hidrotalcita (HT-CuMg))
de 30, 50 y 70 %. En la Figura 3.10a se muestra la micrografia correspondiente a un aumento de
10,000X de la muestra HT30-HA; en la cual se observan pequeias particulas irregulares,
distribuidas heterogéneamente. Los densos aglomerados presentan una morfologia similar a la
hidroxiapatita (HA). El tamafio promedio de las particulas es de aproximadamente 0.3 pum, valor
que coincide con el tamafio caracteristico de la hidroxiapatita, la cual suele presentarse en forma
de particulas finas. En contraste, la hidrotalcita generalmente se manifiesta en bloques con
estructura laminar de mayor tamafo. La Figura 3.10b muestra un aumento de 20 000X que permite

confirmar la heterogeneidad en el tamafio de las particulas observadas.
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Figura 3.10. Imagenes de microscopia electronica de barrido del composito HT30-HA: a)

aumento de 10 000X y b) aumento de 20 000X.

En la Figura 3.11a se muestra la micrografia del composito HT50-HA obtenida a un
aumento de 10 000X, donde se observa particulas pequenas el tamafio de estas particulas se
encuentra en un rango de 0.05 a 0.3 um, con una distribuciéon uniforme. En la Figura 3.11b,
correspondiente a una micrografia con aumento de 20 000X, se aprecia una morfologia similar,
con la misma textura observada previamente. Esta apariencia podria estar relacionada con la
composicion equitativa del compdsito, el cual contiene un 50 % en masa de cada uno de los

componentes, hidrotalcita e hidroxiapatita.
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Figura 3.11. Imdgenes de microscopia electronica de barrido del composito HT50-HA: a)

aumento de 10 000X y b) aumento de 20 000X.

A partir de la muestra HT70-HA se obtuvieron tres micrografias con aumentos de 5 000X,

10 000X y 20 000X, respectivamente. En la Figura 3.12a se observan particulas con tamafios
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irregulares, que varian entre 0.06 y 0.12 um, los aglomerados poseen una superficie rugosa pero
también se identifican densos aglomerados de superficie lisa, caracteristicas asociadas a la
hidrotalcita. En la Figura 3.12b, correspondiente a un mayor acercamiento, se evidencia la
porosidad de las particulas. Algunas de estas particulas se presentan aglomeradas, mientras que
otras conforman bloques de pequefias unidades. Finalmente, en la Figura 3.12¢, con un aumento
de 20 000X, se aprecian aglomerados con superficies tanto rugosas como lisa de forma
heterogénea. Esta morfologia confirma la coexistencia de ambos compuestos en el sistema y

sugiere la incorporacion efectiva de la hidrotalcita dentro de la matriz de hidroxiapatita.

5000X

Figura 3.12. Imagenes de microscopia electronica de barrido del compésito HT70-HA: a)
aumento de 5 000X, b) aumento de 10 000X y c) aumento de 20 000X.

El andlisis morfologico realizado a las muestras de hidroxiapatita, hidrotalcita y los

compositos HT-HA permiti6 identificar caracteristicas distintivas de cada material y evidenciar la

interaccion entre ambas fases en los compodsitos obtenidos. A través de las micrografias

48



electronicas se observo que la morfologia de las particulas varia con el contenido de hidrotalcita,
mostrando desde particulas pequefias y homogéneas hasta estructuras aglomeradas con superficies
lisas y rugosas, lo cual confirma la coexistencia e integracion de las dos fases en los compositos.
Las micrografias también sugieren que la incorporacion de la hidrotalcita influye en la distribucion

y tamafio de las particulas, asi como en la porosidad del material.

3.1.5 Espectroscopia de dispersion de energia de rayos X (EDS)

En la Tabla 3.3 se presentan las relaciones molares correspondientes a la hidroxiapatita de
referencia, las hidrotalcitas de referencia y los tres compositos HT-HA. La muestra de
hidroxiapatita mostré6 una relacion molar Ca/P de 1.5, valor que se aproxima al valor
estequiométrico nominal de 1.67. La ligera disminucion en esta relacion podria atribuirse a las
limitaciones de la técnica de espectroscopia de dispersion de energia (EDS), la cual solo permite el
analisis superficial de la muestra, por lo que es posible que haya una mayor concentracion de calcio

en regiones mas profundas que no son detectadas.

Para las hidrotalcitas de referencia, se obtuvieron relaciones molares Cu+Mg/Al y Cu/Al
de 1.8 y 1.3, respectivamente. La hidrotalcita CuMg es la que mas se aproxima a la relacion tedrica
nominal de 2, lo cual indica que los cationes Cu®" y Mg?" se encuentran integrados en las capas de
la hidrotalcita en una proporcion adecuada respecto al AI**. En cambio, la hidrotalcita compuesta
unicamente por Cu mostrd una relacion Cu/Al significativamente menor al valor esperado. Esta
desviacion puede estar relacionada con el efecto de la irradiacion ultrasonica, la cual favorece la
migracion de iones AI** hacia el nucleo de las particulas de hidrotalcita [ Veldzquez-Herrera y col.,

2018].

En cuanto a los compositos HT-HA, las relaciones Ca/P determinadas fueron de 1.3, 0.9 y
1.3, todas ellas por debajo del valor nominal de 1.67. Esto sugiere que parte de los iones fosfato
podrian no estar exclusivamente incorporados en la estructura de la hidroxiapatita, sino también
actuando como aniones compensadores en la estructura de la hidrotalcita. Ademas, es posible que
una fraccion de estos no se encuentre en la superficie de la muestra y, por ende, no sean detectados
mediante EDS. Por otro lado, las relaciones M?*/Al (donde M?* representa Cu** y Mg**) fueron de
2.0, 1.9y 2.3 para los compositos con 30 %, 50 % y 70 % de HT, respectivamente. Las dos primeras



se aproximan al valor teérico nominal para la hidrotalcita (M?*/Al = 2), mientras que el composito
HT-HA (70 %-30 %) presenta un valor superior en 0.3 unidades. Esta diferencia podria deberse a
una mayor presencia de Cuy Mg en la superficie analizada, asi como a la posible heterogeneidad
quimica del area seleccionada para el analisis [Segura-Pérez y col., 2020; Veldzquez-Herrera y col.,

2018].

Tabla 3.3. Relaciones molares resultado de la composicion elemental de los compuestos

obtenida mediante la técnica EDS.

EDS
Clave M>/Al Ca/P
HA ] 15
HT-CuMg 1.8 -
HT-Cu 1.3 -
HT30-HA 2 13
HT50-HA 1.9 0.9
HT70-HA 23 13

Las relaciones molares obtenidas mediante espectroscopia EDS mostraron desviaciones
respecto a los valores estequiométricos teoricos, tanto en la hidroxiapatita como en las hidrotalcitas
y compositos. Estas variaciones pueden atribuirse a las limitaciones propias de la técnica, como su
caracter superficial, asi como a efectos como la redistribucion de iones inducida por la irradiacion
ultrasonica y a la posible heterogeneidad quimica de las muestras. En particular, las relaciones Ca/P
menores a 1.67 en los compdsitos sugieren una participacion adicional de los fosfatos como aniones

compensadores en la estructura de la hidrotalcita.

3.2 Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los materiales

Se realizaron un total de 15 pruebas con el objetivo de evaluar la presencia de halos de
inhibicidn de los diferentes materiales a las 24 y 48 horas de incubacion, utilizando el método de
Kirby-Bauer modificado. La medicion de los halos de inhibicion se realizé tomando en cuenta su

diametro total, incluyendo el area ocupada por el material, los resultados obtenidos se resumen en



la Tabla 3.4. En dicha tabla se reporta que las hidroxiapatitas con iones metéalicos de cobre o zinc
(HA-Cu y HA-Zn) no mostraron actividad antibacteriana frente a Streptococcus mutans, al igual
que el composito HT30-HA. En contraste, el compdsito HT50-HA present6 halos de inhibicion de
tamafio reducido, mientras que el composito HT70-HA mostré los halos méas amplios. Asimismo,
las hidrotalcitas de referencia exhibieron una actividad antibacteriana significativa. Algunos de

estos resultados se ilustran en la Figura 3.13.

La mayor actividad antimicrobiana observada en el compoésito HT70-HA se atribuye a su
mayor contenido de hidrotalcita (HT), y por lo tanto un mayor contenido de cobre. Al superar la
concentracion en la que el cobre actia como micronutriente o cofactor enzimatico, este metal
genera efectos toxicos en la bacteria. Especificamente, el exceso de cobre puede alterar los sitios
activos de enzimas, oxidar componentes de la membrana celular y generar radicales hidroxilos,
inhibiendo asi el crecimiento bacteriano. Ademas, los iones hidroxilo presentes en la estructura de
la HT actiian como potentes agentes oxidantes, provocando la desnaturalizacion de proteinas, dafios
en la membrana citoplasmatica y el ADN, y facilitando la generacion de radicales hidroxilos en
presencia de oxigeno y agua. Estos mecanismos explican el incremento en la actividad
antimicrobiana al aumentar la proporcion de HT en el composito [Segura-Pérez y col., 2018;

Cervantes y col., 1994].

Tabla 3.4. Halos de inhibicion obtenidos por el método Kirby-Bauer modificado.

Halos de inhibicion (cm)

Clave 24 h 48h
HA - -
HA-Zn - -
HA-Cu - -
HT30-HA - -

HT50-HA 1.2 1.2

HT70-HA 1.6 1.7

HT-CuMg 1.4 1.4

HT-Cu 1.6 1.5




y

HT-CuMg|

Figura 3.13. Halos de inhibicion bacteriana obtenidos mediante el método de Kirby-
Bauer modificado, tras 24 y 48 horas de incubacion. a) y b) Hidroxiapatitas (de referencia,
dopadas con zinc y con cobre); c) y d) Hidrotalcitas y compositos,e) y f) Compositos. Se evaluo
la actividad antimicrobiana de los materiales en diferentes combinaciones y tiempos de

incubacion.
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Los resultados demuestran que la actividad antimicrobiana de los compositos evaluados
depende directamente de la proporcion de hidrotalcita presente en su composicion. En particular,
el composito HT70-HA present6 la mayor eficacia contra la Streptococcus mutans, atribuida a su
elevado contenido de cobre y iones hidroxilo, los cuales generan efectos citotoxicos en las bacterias
mediante mecanismos oxidativos. Estos hallazgos respaldan el potencial de los compdsitos con alta

concentracion de HT como materiales antimicrobianos efectivos contra la Streptococcus mutans.

3.2.1 Obtencion de la concentracion minima inhibitoria (CMI)

De acuerdo con los resultados obtenidos mediante el método de Kirby-Bauer modificado,
el composito HT70-HA fue el que generd los halos de inhibicion de mayor tamafio. Por esta razon,
se selecciond dicho material para determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI), utilizando
como criterio la absorbancia mas baja, ya que una menor absorbancia indica una menor turbidez

en la muestra y, por ende, una menor concentracion bacteriana.

La determinacion de la CMI se llevo a cabo utilizando concentraciones de 1, 2, 3, 4, 5, 10
y 25 mg/mL del compdsito HT70-HA, realizandose cada ensayo por triplicado. Los resultados de
absorbancia correspondientes se presentan en la Tabla 3.5. A las 24 horas de incubacion, la menor
absorbancia registrada fue de 0.22 para la concentracion de 2 mg/mL, mientras que a las 48 horas
de incubacion la menor absorbancia fue de 0.48, correspondiente a la concentracion de 10 mg/mL.
Por lo tanto, se determiné que la Concentracion Minima Inhibitoria del composito HT70-HA es de

2 mg/mL a las 24 horas y de 10 mg/mL a las 48 horas de incubacion.



Tabla 3.5. Absorbancia a las 24 y 48 h a las concentraciones 1, 2, 3, 4, 5, 10y 25 mg/mL.

Absorbancia

Concentracion 24h 48 h
1 mg/mL 0.24 0.56

2 mg/mL 0.22 0.56

3 mg/mL 0.32 0.72

4 mg/mL 0.24 0.82

5 mg/mL 0.30 0.82
10 mg/mL 0.37 0.48
25 mg/mL 0.72 0.66

La concentracion inicial de unidades formadoras de colonias (UFC/mL), en ausencia del
material, a las 24 horas de incubacion, fue equivalente a 0.5 en la escala de McFarland, lo cual
corresponde a aproximadamente 1 x 108 UFC/mL y una absorbancia de 1.874. Con base en esta
referencia y en las absorbancias obtenidas para las concentraciones de 1, 2, 3,4, 5, 10 y 25 mg/mL
del compésito HT70-HA, se elabord una grafica (Figura 3.14) en la que se estiman las UFC/mL en

funcidn de la absorbancia.

En dicha grafica, se observa que a la concentracion correspondiente a la CMI (2 mg/mL) la
cantidad estimada de UFC/mL es considerablemente menor, lo que confirma la inhibicion del
crecimiento bacteriano. Para obtener un valor mas preciso de las UFC/mL a esta concentracion, se

realiz6 una dilucién seriada, cuyos resultados se presentan en la seccion posterior.



1x10®

8x107

6x107

UFC/mL

4x107

2x107

A

0 1 2 3 4 5 10 25
Concentracién de HT70-HA (mg/mL)

Figura 3.14. Grafica de UFC/mL a distintas concentraciones del composito HT70-HA a las 24 h

de incubacion.

3.2.1 Dilucion seriada

El objetivo de la dilucion seriada fue cuantificar las unidades formadoras de colonias
(UFC/mL) presentes en el tubo de ensayo correspondiente a la concentracion minima inhibitoria
(CMI) determinada tras 24 horas de incubacion, es decir, 2 mg/mL del material HT70-HA. Para
ello, se realizaron diluciones sucesivas hasta 10~ (1:100,000), por duplicado. Posteriormente, se

sembraron en agar y se procedio al conteo de colonias.

Para el calculo del promedio de UFC/mL, tnicamente se consideraron las colonias
obtenidas en las diluciones 1072 (1:100) y 107 (1:1,000), ya que en la dilucion 107! (1:10) el nimero
de colonias fue demasiado elevado para ser contado con precision, mientras que en las diluciones
10~y 107 el recuento fue inferior a 3 colonias. El conteo de colonias en agar se muestra en la

Tabla 3.6, mientras que en la Figura 3.15 se muestran estas observaciones.



Figura 3.15. Dilucion seriada en placa para el conteo de unidades formadoras de
colonias (UFC): a) y b) dilucion 107 (1:10), ¢) y d) dilucion 107 (1:100), f) y g) dilucion 1073
(1:1 000).

El recuento de colonias se resume en la Tabla 3.7, la cual presenta el calculo de unidades
formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL) teniendo en cuenta el volumen sembrado y el factor

de dilucidn aplicado. Para dicho célculo, se utilizo la siguiente ecuacion:

N = C
~ (Vs)(d)

donde:
e Nes el nimero de UFC/mL,
e Crepresenta el nuimero de colonias contadas en la placa de agar,
e V;es el volumen sembrado (mL),

e yd corresponde al factor de dilucion utilizado.
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A partir de los recuentos obtenidos en las diluciones seleccionadas (1072 y 1073), se calculo
el promedio de unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL), utilizando la ecuacién
correspondiente. Con base en estos datos, se determind que el tubo que contenia el composito
HT70-HA a una concentracion de 2 mg/mL presentd una carga microbiana aproximada de 3 x 10*
UFC/mL. Este valor representa una disminucion de 3.523 unidades logaritmicas en comparacion
con la concentracion inicial del preindculo (1 x 102 UFC/mL), lo que corresponde a una reduccion

del 99.97 % en la poblacion bacteriana.

La magnitud de esta reduccion indica una actividad antimicrobiana significativa del
composito HT70-HA frente a la S. mutans, lo que sugiere que dicho material posee propiedades
que afectan de manera efectiva la viabilidad bacteriana en las condiciones experimentales
establecidas.Esta disminucion en la carga microbiana y su impacto se ilustran visualmente en la
Figura 3.16, donde se presenta la comparacioén entre la concentracion inicial del inoculo y la

concentracion final de UFC/mL tras el tratamiento con el compdsito.

Tabla 3.6. Conteo de colonias en agar de la dilucién seriada hasta 10°.

Conteo de colonias
(UFC/mL)
Diluciéon Ensayo 1 Ensayo 2
107 Mayora Mayor a 300
300
102 279 294
10° 46 32
10 2 2
10° 0 0




Tabla 3.7. Recuento de colonias de la dilucién seriadaa 102y 10°,

Recuento de colonias (UFC/mL)
Dilucién Ensayo 1 Ensayo 2
102 27900 29400
103 46000 32000
Media 33825
1X10°8
-
£
2 3x10* 4
-}
0 mg/mL 2 mg/mL

Concentracién compésito HT70-HA

Figura 3.16.UFC/mL en funcion de la concentracion del composito HT70-HA

A partir de los ensayos realizados, se determin6 que las hidroxiapatitas dopadas con iones
metalicos (HA-Zn y HA-Cu) no presentaron actividad antibacteriana frente a Streptococcus
mutans, al igual que los compositos HT30-HA y HT50-HA. Solo el composito HT70-HA mostro

actividad antimicrobiana significativa.

Este composito (HT70-HA) generd halos de inhibicién visibles a las 24 y 48 horas de
incubacion, lo que motivd su seleccion para determinar la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI). La CMI obtenida fue de 2 mg/mL a las 24 h y de 10 mg/mL a las 48 h, lo cual se confirm6

mediante absorbancia y una disminucion visual de turbidez. Ademas, mediante diluciones seriadas



se estimo6 que el nimero de UFC/mL se redujo de manera considerable respecto al preinoculo, lo

que reafirma el efecto inhibitorio del material.

La eficacia del compdsito HT70-HA se relaciona directamente con su mayor contenido de
hidrotalcita, lo que implica una mayor disponibilidad de iones de cobre y radicales hidroxilos
capaces de dafar estructuras bacterianas clave, como la membrana celular, proteinas y ADN. En
conjunto, los resultados demuestran que una mayor proporcion de HT en el composito incrementa
su actividad antimicrobiana, siendo HT70-HA el tinico con capacidad inhibitoria comprobada

frente a S. mutans en las condiciones evaluadas.

Conclusiones

Se logro6 la sintesis exitosa de hidroxiapatita dopada con iones metélicos de cobre y zinc
mediante el método asistido por ultrasonido. El andlisis espectroscopico confirmo la presencia de
los grupos funcionales caracteristicos de la hidroxiapatita en todas las muestras obtenidas,
identificandose de manera consistente las bandas correspondientes a los grupos fosfato, hidroxilo

y, en menor medida, a los carbonatos.

Se sintetizaron satisfactoriamente hidrotalcitas dopadas con cobre (HT-Cu) y cobre-
magnesio (HT-CuMg) mediante el mismo método, logrando ademds su incorporaciéon en
compositos con hidroxiapatita en diferentes proporciones masicas (HT30-HA, HT50-HA'Y HT70-
HA). La caracterizacion estructural por difraccion de rayos X permitio identificar la presencia de
la fase hidrotalcita en las muestras HT-Cu, HT-CuMg y HT70-HA. Se observo que la adicion de
Mg** contribuyé a una mayor cristalinidad y orden estructural respecto a la hidrotalcita que
contenia exclusivamente Cu?" como cation divalente. Los valores obtenidos para la distancia basal
y el parametro de celda ¢, junto con la informacidn espectroscopica infrarroja, evidenciaron la
presencia de aniones carbonato y nitrato en el espacio interlaminar, siendo el anidon carbonato el
predominante en el composito HT70-HA. El anélisis textural, a través de isotermas de adsorcion-
desorcién de nitrogeno y distribucion de tamafio de poro, reveld que tanto las hidrotalcitas como
sus compdsitos presentan una estructura mesoporosa, con variaciones en la conectividad y

geometria de los poros, influenciadas por la proporcion de hidroxiapatita incorporada.



En cuanto a la actividad antimicrobiana frente a Streptococcus mutans, las muestras de
hidroxiapatita pura (HA), dopadas (HA-Zn y HA-Cu) y los compoésitos HT30-HA y HT50-HA no
presentaron efecto inhibitorio. En contraste, tanto las hidrotalcitas individuales como el compdsito
HT70-HA demostraron una actividad antimicrobiana significativa, lo cual evidencia que dicha
propiedad esta directamente relacionada con la proporcion de hidrotalcita presente en el material.
En particular, el compdsito HT70-HA mostré capacidad inhibidora, con halos visibles de inhibicion
bacteriana y una Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de 2 mg/mL. Ademas, se observo una
disminucion considerable en el nimero de unidades formadoras de colonia (UFC), lo que confirma
su alta eficacia antimicrobiana. En conjunto, los resultados obtenidos indican que el aumento en la
proporcion de hidrotalcita no solo mejora las propiedades estructurales y texturales de los
compositos, sino que también incrementa de manera significativa su desempeilo como agente

antimicrobiano.
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