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RESUMEN

Munoz Castillo Lucia Yazmin. M. en C. en ingenieria bioquimica. Unidad de
Investigacion y Desarrollo en Alimentos del Instituto Tecnoldgico de Veracruz. Junio
2018. “Extraccion, purificacion y caracterizacion de hidroxiapatita de fémur de bovino
por fluidos super y subcriticos”. Asesores: Dr. Andrés Acosta Osorio, Dra. Guadalupe

del Carmen Rodriguez Jimenes, Dr. Felipe Antonio Perdomo Hurtado.

La Hidroxiapatita (Hap) es un mineral empleado como bioceramica en el area de la
ingenieria de tejidos, ya que presenta una buena compatibilidad, osteointegracion y
no es toxico en el huésped. Esta ceramica ha sido sintetizada a través de diferentes
rutas quimicas. Sin embargo estos procesos pueden ser complicados o inseguros
para el medio biologico, es por ello que recientemente se ha obtenido Hap a partir de
bio-residuos, como los huesos de bovinos, cerdos, escamas y huesos de pescado.
Esta alternativa representa ventajas econdmicas y ambientales. La purificacion de
Hap involucra la separacion de lipidos y proteinas del tejido 6seo con métodos
enzimaticos, alcalinos y uso de disolventes; alcanzando altas temperaturas (entre
300 y 1000 °C) y tiempos prolongados (mayores a 12 h). La tecnologia de fluidos
supercriticos ha demostrado ser eficaz para la extraccion de macromoléculas. En
este trabajo se propuso purificar Hap mediante fluidos subcriticos y supercriticos a
partir de hueso de fémur bovino, porque presenta similitud con el tejido 6seo
humano. El hueso de fémur bovino estd compuesto de 2.46% de lipidos, 27.5% de
proteina, 5.32% de agua y 64.73% de minerales. Para la extraccién de los lipidos se
realizé un disefio experimental 32 usando CO, supercritico como disolvente y etanol
como co-solvente, el ANOVA y la prueba Tukey mostré6 que hay un efecto
significativo en la temperatura respecto a la extraccion de los lipidos. Los resultados
obtenidos de los diferentes ensayos en la extraccidon supercritica demostraron que el
CO, SC extrajo 1.97 g de grasa/100 g de muestra en condicionesde T = 120°Cy P =

2.5 x 10’ Pa en un tiempo de 60 min; a diferencia del CO, SC y Etanol que extrajo
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245 g de grasa / 100 g de muestra en las mismas condiciones de presion y
temperatura, pero en un tiempo de 20 min usando un flujo de etanol de 8 mi/min.
Para purificar la hidroxiapatita se extrajo la proteina con agua en condiciones
subcriticas. A partir del analisis termogravimetricos se observd que con el tratamiento
a 150 °C y 4 x 10" Pa durante 60 min, se obtuvo un 95 % de Hap. Adicionalmente,
se realizo el estudio de difraccién de rayos X y microscopia electronica de barrido
(BET) en la Unidad de Investigacion y desarrollo de alimentos UNIDA, con la
finalidad de observar cualitativamente cambios en la estructura cristalina y en la
morfologia del mineral obtenido. Los estudios realizados permitieron obtener
difractogramas, termogramas y micrografias de las diferentes muestras analizadas y
confirmaron que se logré purificar un 95% del mineral usando fluidos supercriticos,
subcriticos y cosolventes. De este trabajo se concluye que se purificd la Hap, usando
agua-etanol-CO, como disolvente asi como bajas temperaturas y tiempos cortos para

la purificacidon de éste mineral.
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ABSTRACT

Munoz Castillo Lucia Yazmin. M. en C. en ingenieria bioquimica. Unidad de
Investigacion y Desarrollo en Alimentos del Instituto Tecnoldgico de Veracruz. Junio
2018. “Extraction, purification and characterization of hydroxyapatite of bovine femur
by super and subcritical fluids”. Asesores: Dr. Andrés Acosta Osorio, Dra. Guadalupe

del Carmen Rodriguez Jimenes, Dr. Felipe Antonio Perdomo Hurtado.

Hydroxyapatite (Hap) is a mineral used as a bioceramic in the area of tissue
engineering, since it has a good compatibility, osseointegration and is not toxic in the
host. This ceramic has been synthesized through different chemical routes. However,
these processes can be complicated or unsafe for the biological environment, which
is why Hap has recently been obtained from bio-residues, such as the bones of
bovines, pigs, scales and fish bones. This alternative represents economic and
environmental advantages. The purification of Hap involves the separation of lipids
and proteins from bone tissue with enzymatic, alkaline methods and the use of
solvents; reaching high temperatures (between 300 and 1000 ° C) and long times
(greater than 12 h). The technology of supercritical fluids has proven to be effective
for the extraction of macromolecules. In this work, it was proposed to purify Hap by
subcritical and supercritical fluids from bovine femur bone, because it is similar to
human bone tissue. Bovine femur bone is composed of 2.46% lipids, 27.5% protein,
5.32% water and 64.73% minerals. For the extraction of the lipids, an experimental
design 32 was made using supercritical CO, as solvent and ethanol as co-solvent, the
ANOVA and the Tukey test showed that there is a significant effect on the
temperature with respect to the extraction of the lipids. The results obtained from the
different tests in the supercritical extraction showed that the SC CO, extracted 1.97 g

of fat / 100 g of sample under conditions of T =120 ° C and P = 2.5 x 10’ Pa in a time



of 60 min; unlike the SC CO, and ethanol that extracted 2.45 g of fat / 100 g of
sample under the same conditions of pressure and temperature, but in a time of 20
min using an ethanol flow of 8 ml / min. To purify Hydroxyapatite, the protein was
extracted with water under subcritical conditions. From the thermogravimetric analysis
it was observed that with the treatment at 150 ° C and 4 x 10’ Pa for 60 min, 95%
Hap was obtained. Additionally, the study of X-ray diffraction and scanning electron
microscopy (BET) was carried out in the UNIDA food research and development unit,
with the aim of qualitatively observing changes in the crystalline structure and in the
morphology of the mineral obtained. The studies carried out obtained diffractograms,
thermograms and micrographs of the different samples analyzed and confirmed that
95% of the mineral was purified using supercritical, subcritical and cosolvent fluids.
From this work it is concluded that the Hap was purified, using water-ethanol-CO, as

solvent as well as low temperatures and short times for the purification of this mineral.
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1 INTRODUCCION

Existe un gran interés en desarrollar nuevos biomateriales funcionales
capaces de estimular una respuesta bioldgica necesaria para reestablecer las
funciones de un tejido dafiado. La creciente demanda de biomateriales con
propiedades especificas concebidos para la aplicacion deseada, ha conducido al
desarrollo de nuevas rutas sintéticas de compositos con aplicaciones en la
medicina regenerativa de tejidos mineralizados como el hueso. La hidroxiapatita
es una ceramica biocompatible que puede ser de origen natural o sintético; siendo
la ceramica mas ampliamente utilizada en el campo de los biomateriales e
ingenieria de tejido 6seo. Este biomaterial es de gran interés debido a su
excelente biocompatibilidad y un alto potencial osteogénico; promoviendo el
crecimiento 6seo a través de la osteoconduccion sin causar ninguna toxicidad
local o sistémica, inflamacion o respuesta de cuerpos extranos (O'Hare et al.,
2010).

Se han estudiado diferentes métodos de obtencién de la biohidroxiapatita a
partir de residuos organicos como: huesos de pescado (Ozawa y Suzuki, 2002).
huesos bovino (Joschek et al., 2000; Giraldo-betancur et al., 2013), huesos de
cerdo (Xiaoying et al., 2007; Orozco Cardona et al., 2013). La mayoria de los
métodos empleados son: calcinacion y tratamientos enzimaticos, los cuales
involucran periodos largos de tiempo y un alto consumo de energia; también se ha
empleado el uso de solventes para eliminar la presencia de lipidos en el hueso;

por lo que resulta preocupante para el uso en las bioceramicas.

Uno de los solventes mas usados en las extracciones con fluidos
supercriticos es el CO, supercritico; debido a que no es toxico, inflamable, no
corrosivo, incoloro, no es costoso, se elimina facilmente, no deja residuos, sus

condiciones criticas son relativamente faciles de alcanzar y se consigue con



INTRODUCCION

diferentes grados de pureza, se puede trabajar a baja temperatura y por tanto, se

pueden separar compuestos termolabiles.

Por tal motivo este trabajo se realizd con el objetivo de reducir tiempo,
solventes y energia, ademas de aportar la eficiencia de la tecnologia de extraccion
con fluidos supercriticos, la cual ha abierto nuevas perspectivas para la industria
alimentaria, cosmética, farmacéutica y agroindustrial; ya que tiene la capacidad de
extraer ciertos compuestos quimicos con el uso de solventes especificos bajo la

combinacion de temperatura y presion (Brunner, 1994).

En este proyecto se utilizd6 etanol como cosolvente para la remocion de la
grasa de la matriz 6sea y CO, supercritico por su eficiente difusién en sélidos
micro porosos y por tener una buena capacidad para disolver lipidos. Ademas se
utilizé agua subcritica de baja polaridad presurizada (PLPW) para extraer las
proteinas de la matriz 6sea, empleando temperaturas de trabajo de valor critico
del agua (379 °C) pero superior a 100 °C. Esta purificacion empleando CO, SC, es
el primer paso ideal de cualquier procesamiento dseo, porque la porosidad del
tejido 6seo se vuelve mucho mas accesible, lo que puede aumentar la dsteo
conduccion una vez implantado. En este sentido, Fages et al. (1994), afirman que
€S un proceso seguro ya que no implica ningun producto quimico toxico y es
potencialmente utilizable con aloinjertos (hueso de la misma especie) asi como

xenoinjertos (hueso de otra especie).



2 ANTECEDENTES

2.1 Biomateriales

Son materiales capaces de estar en contacto con tejidos vivos, durante un
periodo de tiempo, como parte del mismo, con la finalidad de completarlo y/o de
ayudar a mejorar el funcionamiento de este cuando forma parte de un sistema, no
toxico, sin afectar al resto del organismo, (Pifia, 2007). La segunda guerra mundial
fue el punto de partida para desarrollo de nuevos biomateriales y procesos, ante la
necesidad de rehabilitar y mejorar la calidad de vida de los heridos en combate.
Entre los éxitos con mas trascendencia en este periodo histérico se encuentra el
adelanto de los implantes intraoculares de polimetilmetacrilato y el establecimiento
de la ciencia de los materiales, por el trabajo conjunto que se desarrollan en la

medicina (Garzon et al., 2013).

Debido a que los biomateriales restauran funciones de tejidos vivos y
organos en el cuerpo, es esencial entender las relaciones existentes entre las
propiedades, funciones y estructuras de los materiales biolégicos, por este motivo
se estudian bajo tres aspectos fundamentales: materiales bioldgicos, materiales de
implante y la interaccidn existente entre ellos dentro del cuerpo. En la tabla 2.1, se
enlistan alguna de las aplicaciones de materiales sintéticos y biomateriales que
son implantados en el cuerpo; entre ellos se encuentran: ceramicas, polimeros y
compositos que son usados como molde o en partes mecanicas, recubrimientos,
fibras, biopeliculas, espumas y tejidos. Resulta bastante complicado encontrar un
material biocompatible que combine excelentes propiedades mecanicas
adaptables al organismo, tales como resistencia, médulo elastico, dureza, buena
resistencia a la fatiga de acuerdo al tiempo de vida (Rodil, 2009), junto con

caracteristicas superficiales biocompatibles.
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Tabla 2.1: Materiales sintéticos y naturales modificados, aplicados en

medicina
Aplicacion Tipo de material
Remplazos articulares Titanio, aleaciones de Ti-Al-V, acero
(Cadera, rodilla) inoxidable y polietileno.

Placa o6sea para fijacion de | Acero inoxidable, aleaciones de Co-

o fractura Cr

@ Cemento 6seo Poli (metil-metacruilato)
g Reparacion de defecto 6seo hidroxiapatita

(V)

» Tendodn y ligamento artificial Teflon, dacron

n

Implantes dentales para | Titanio, aleaciones de Ti-Al-V, acero
fijacion de dientes inoxidable, Polietileno, alumina vy
fosfatos de calcio.

§ Prétesis de vasos sanguineos | Dacron, teflén, Poliuretano
S q
% © _ | Valvulas de corazon Tejido procesado, acero inoxidable,
—— o CB 7
@ -5 carbon
n = Catéter Goma de silicona, teflon, Poliuretano.
(&)
Corazon artificial Poliuretano
Q Plantillas de reparacion de piel | Silicona- compositos de colageno
®© — — e ———
o Rinon artificial (hemodialisis) Celulosa, Poliacrilonitrilo
O i , - —
Maquina corazén-pulmoén Goma de silicona
Remplazo coclear Electrodos de platino
Lente intraocular Polimetilmetacrilato), goma de
2 silicona, hidrogel
S
I —— . -
% Lentes de contacto Silicina-acrilato, hidrogel
Vendaje corneal Colageno, hidrogel

Debido a esto, durante las ultimas dos décadas se ha acelerado y
expandido el desarrollo de diferentes técnicas de modificacion superficial de

materiales biocompatibles que no sean toxicos para el organismo y que, a su vez,

4



ANTECEDENTES

propicien el crecimiento celular (biofuncionales). De esta manera, es posible hacer
biomateriales ideales con atributos superficiales que reaccionen adecuadamente
con los tejidos del huésped, ademas de tener como valor agregado sustituir las
aleaciones de alto costo, como las de titanio y CrCo, con recubrimientos en forma

de peliculas delgadas mas estables y econdmicas segun (Lopez et al., 2004).

Cuando los biomateriales se insertan en el cuerpo humano, sus superficies
entran en contacto con el tejido huésped o con los fluidos corporales induciendo
una variedad de respuestas bioldgicas tales como la adsorcién de proteinas, la
formacion de trombos e inflamacion; determinadas en gran parte, como se
menciond anteriormente, por las propiedades superficiales de los materiales. Kang
y Lee (2012) mencionan que en consecuencia, una respuesta biologica
desfavorable puede reducir con rapidez el desempefio esperado de un biomaterial
o causar efectos secundarios graves, modificando las superficies de los materiales
biocompatibles. El éxito de un biomaterial o de un implante depende de cuatro
factores principales: propiedades, biocompatibilidad del implante, condiciones de
salud del receptor, y habilidad del cirujano que realiza el implante. Segun Gallegos

(2013) describen los requisitos que debe cumplir un biomaterial son:

1) Ser biocompatible, es decir, debe ser aceptado por el organismo, no
provocar que éste desarrolle sistemas de rechazo ante la presencia del
biomaterial

2) No ser téxico, ni carcindgeno.

3) Ser quimicamente estable (no presentar degradacion en el tiempo) e
inerte.

4) Poseer una resistencia mecanica adecuada.

5) Tiempo de fatiga adecuado.

6) Densidad y peso adecuados.

7) Tener un disefio de ingenieria perfecto; esto es, el tamafio y la forma del

implante deben ser los adecuados.
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8) Ser relativamente barato, reproducible y facil de fabricar y procesar para su

produccion en gran escala.

2.2 Hidroxiapatita

El hueso es un tejido conjuntivo mineralizado muy vascularizado e inervado,
que esta estructurado en laminillas de matriz osteoide (organica) calcificada la cual
presenta un tercio del peso 6seo. La figura 2.1, muestra como la matriz organica
esta formada fundamentalmente por proteinas, entre las que destaca el colageno
tipo 1 y proteinas no colagenas. Fernandez et al. (2006) definen que el
componente mineral del hueso esta formado por calcio, fosfato y carbonato (en
proporciones de 10:6:1) en forma de cristales de hidroxiapatita Caqo (PO4)s (OH).

y en menor proporcion se encuentra magnesio, sodio, potasio, manganeso vy fluor.

Hueso sano Estructura del tejido Microestructura Nanoestructura

Osteon (Sistema
de Havers), ~ 200 pm

‘\

L

Laminilla (~ 7 pm)

Fibrillas de colageno (~ 50 nm) |

[l Hidroxiapatita
i (~50 x 25 x 2 nm)
Periostio

Fibra de colageno (~5 pym)

Canal osteonico

Moléculas de colageno

Triple helice de colageno
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Figura 2.1: Composicion micrométrica y nanométrica de un hueso. (Sadat-Shojai et al., 2013)

La hidroxiapatita (Caio (PO4)s (OH)2, es el fosfato de calcio natural mas

abundante en la superficie terrestre y la principal fuente de fésforo por lo que es de

6
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gran importancia en aplicaciones biomédicas para la reparacion de los tejidos
0seos (Jensen et al., 2012); por su capacidad de unirse directamente al tejido
o0seo del huésped debido a su similitud con la composicion quimica del hueso
natural y por sus propiedades mecanicas totales del hueso (Rho et al., 1998). Sin
embargo el uso de la hidroxiapatita se ha restringido a ser aplicada en ciertos
defectos 6seos (H. Wang et al.,, 2007). Por tal motivo la hidroxiapatita ha sido
sintetizada a nivel de nanoparticulas para mostrar una mayor capacidad de
absorcion de proteinas. Ademas se ha introducido una hidroxiapatita nanocritalina
recién desarrollada para procedimientos de regeneracion en defectos 6seos. El
desarrollo de este nanomaterial en comparacion con los micromateriales; es que,
tiene una excelente adhesion con los tejidos circundantes, caracteristicas de

biodegradacion rapida y la absorcion de biomoléculas en la superficie.

2.2.1 Biocompatibilidad

La similitud quimica y estructural de la hidroxiapatita con el mineral del
hueso sugiere una biocompatibilidad intrinseca actuando como promotora del
crecimiento 6seo. La estructura y la composicion quimica de la hidroxiapatita
puede presentar numerosas sustituciones incluyendo cationes metalicos tales
como K*, Na*, Mn?*, Ni**, Cu®* y Zn** entre otros en la posiciéon del Ca®*" y
complejos anidnicos como AsOy4 >, SO4*, CO3 # 0 SiO4* reemplazando al PO,
en la red cristalina. Estas sustituciones se encuentran en la naturaleza en forma
de trazas, pero para ciertos iones se han observado sustituciones completas.
Ultimamente se ha comenzado a dirigir el interés hacia el estudio de
hidroxiapatitas modificadas involucrando especies que se encuentran en trazas en
el organismo ya que estas sustituciones pueden modificar sus propiedades
mecanicas y solubilidad asi como también su capacidad de unirse al hueso.
(Orlovskii et al., 2002; Ogawa y Plepis, 2004; Wahl y Czernuszka, 2006).
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Segun Fernigrini et al. (2008) el método de sintesis puede generar también
subproductos tales como CaO (altamente toxico) o fases de hidroxiapatita
carbonatada (sustitucion de COs* por PO4*) que se encuentra presente en
precipitaciones biomiméticas y pueden generar distorsiones en la red cristalina
modificando la solubilidad y el tamafo de cristales aun cuando este efecto no

siempre es indeseable.

2.2.2 Biomineralizacion

Se han realizado estudios que han definido la biomineralizacién como un
proceso que conllevan los organismos para la nucleacion y crecimiento de
cristales, tal como la formacion de depdsitos minerales o sélidos inorganicos.
Boskey, (2003) senala que en este proceso, las células conducen a formar
minerales mediante la expresion de proteinas que tienen como funcién la
nucleacion en la célula o en la matriz extracelular, asi como impedir la formacién

de minerales en lugares no deseados.

Se conoce que estructuralmente los biominerales son 80 % cristalinos y 20
% amorfos. Por otra parte, el calcio constituye cerca del 50 % de todo el
biomineral conocido. Un 25 % se atribuye a fosfatos. Ademas, el grupo hidroxilo
esta presente en un 60 %, generalmente en compuestos de calcio, hierro o silicio.
Por otro lado, la dureza en los biominerales obedece al tipo de material y a su

grado de mineralizacion.

En ellos también estan presentes organismos bioldgicos que controlan la
biomineralizacion. En los huesos, los procesos de biomineralizacion se dan en la
matriz extracelular producida por los osteoblastos, siendo estos mismos los que

mineralizan la matriz. La matriz extracelular se compone en un 70 a 90 % de
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material inorganico compuesto de hidroxiapatita (Caio (PO4)s(OH);) y otros

fosfatos de calcio.

El calcio es un elemento con gran relevancia, no sélo para la estructura y el
funcionamiento posterior de los tejidos mineralizados, sino también acompanando
la funcion integral de los individuos. Es un elemento esencial para que los
individuos vivan y tengan excitabilidad nerviosa, contracciones musculares, paso
de sustancias a través de sus membranas, y actividad hormonal. En los humanos
el calcio ocupa el quinto lugar en importancia de los elementos que o componen,
atras del sodio y del potasio, y es el tercer cation mas importante en el espacio
extracelular. El 99% del calcio en humanos se haya en huesos y dientes como
parte de la hidroxiapatita y el 1% se encuentra en el liquido extracelular
(Tresguerres, 2005). La constancia del calcio extracelular esta regulada de
manera muy precisa, ya que presenta un papel clave en muchos procesos
fisiolégicos: por ejemplo, si aumenta por arriba de sus valores normales se da
lugar a una depresion progresiva del sistema nervioso y la disminucién del calcio
sistémico da lugar a la tetania (Garcia-Garduno et al., 2006). El calcio, por su
tamano y radio atdbmico, es el cation mas importante en el liquido extracelular para
mantener la constancia homeostatica de los individuos asi como para el transporte
de sustancias, bombas metabdlicas, actividades excitables y mecanicas en
nervios y musculos, es importante remarcar que sin calcio no se efectuarian estas
actividades. El metabolismo del calcio es complicado. La accién de los rayos
ultravioleta sobre la piel acciona la sintesis de la vitamina D, conjuntamente con el
funcionamiento del higado, intestino y rifiidn, con el delicado control endocrino de
las glandulas tiroides y paratiroides. Todos estos sistemas son dinamicos,
presentan una remodelacion constante, el hueso viejo es digerido y el hueso
nuevo se sintetiza con una accion combinada de los osteoclastos y los
osteoblastos. Lo mismo ocurre en el esmalte y la dentina, pero en este caso se
llaman odontoclastos y osteoclastos, por lo que concluimos que la conservacion
de forma y funciébn 6sea y dental son totalmente dinamicas, interviniendo

hormonas como la somatotrofina u hormona del crecimiento (Tresguerres, 2005).
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En el caso del fosforo, para los tejidos mineralizados tiene una regulacion
estricta. En las células, el fosforo participa en una gran cantidad de funciones, ya
que forman parte de la estructura del ATP, almacenan y transducen la energia
quimica mediante la fosforilacion y la desfosforilacion de proteinas. También los
fosfatos forman parte del ADN y el ARN, por lo que son indispensables para la
transmision y codificacion genética. Forman parte del AMPc que es un segundo

mensajero indispensable para la formacion de hormonas.

Los estudios de biomineralizacion de (Boskey, 2003) en sistemas in vitro
son desarrollados con el fin de analizar la integraciéon de los osteoblastos, la
secrecion de la matriz extracelular (ECM) y la precipitacion de la hidroxiapatita. De
otra manera, los estudios in vivo han sido muy valiosos al demostrar que la éseo-
integracion esta influenciada por factores como la locacion anatémica, el tamafo
del implante, superficie y disefio del implante, procedimientos quirurgicos, cargas
en el material, cambios en el material como respuesta a fluidos bioldgicos, edad,

sexo y tipo de animal.

Para entender el mecanismo de la 6seo-integracion, los investigadores han
desarrollado sistemas in vitro de células/implante. En el pasado, la mayoria de
dichos estudios describen la respuesta inicial de las células frente a los materiales
usados para implantes, mas no como se comportan los osteoblastos frente a la
superficie del implante y mucho menos el efecto que tiene el tiempo sobre dicha
relacion. Ahmad et al. (1999) desarrollaron un procedimiento que se ha empleado
de manera muy similar para los estudios de biomineralizacion sobre
recubrimientos contemporaneos, en superficies de Ti-6Al-4V (ASTM F-136) y Co-
Cr-Mo (ASTM F-75).

2.2.3 Comportamiento de la hidroxiapatita como biomaterial

10
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La hidroxiapatita es un cristal biocompatible que ha incursionado en la
biomedicina como restaurador, se utiliza en ortopedia, odontologia y en
oftalmologia, en ortopedia ha dado excelentes resultados la hidroxiapatita bovina,
porcina, y humana. Se han probado también precursores como los fosfatos y
carbonatos de calcio sobre todo en la practica odontologica. Governa et al. (2003)
describen que este nanomaterial es biocompatible con los tejidos y destaca que es
necesaria la investigacién de los métodos de obtencion, su combinacion con otros
elementos y/o compuestos, y conocer la respuesta que tendra al ser insertada en

el huésped.

La hidroxiapatita de diferentes origenes (bovina, porcina, sintética, coralina,
etc.) no se puede utilizar en todo tipo de restauracion, ni en las diferentes edades,
ya que cambia la respuesta fisioldgica ante la dinamica de respuesta en los
diferentes sujetos. Governa et al. (2003) sefiala que la hidroxiapatita de coralina
no es un buen material en odontologia, sin embargo es util en oftalmologia.
También da buenos resultados en protesis oculares con movimientos conjugados.
La hidroxiapatita de bovinos es util para reparaciones éseas, aunque no da

buenos resultados como rellenos dentales.

Sin embargo, se deben considerar aspectos fisicos y quimicos importantes
del comportamiento de la hidroxiapatita en su aplicacion como biomaterial, tales
como resistencia, dureza, porosidad, disolucion, adhesividad, etc. No se debe
dejar de lado la versatilidad 6sea o la intencion de su utilizacion, ya que el medio
donde se va a colocar presenta caracteristicas especificas, considerando que no
es lo mismo la utilizacion como relleno, como soporte 0 como sustituto. Es dificil
actualmente pensar elaborar un érgano dentario completo o la totalidad de un
hueso por la gran complejidad de estos sistemas en cuanto a su vascularizacion,
inervacion e interaccion homeostatica tanto con el sistema glandular como con el

sistema nervioso, aunque la gendmica ofrece perspectivas que pueden llegar a la

11
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reparacion del hombre por si mismo utilizando sus propias células madre
(Karsenty, 1999; Governa et al., 2003; Yamamoto et al., 2003).

2.2.4 Obtencion de la hidroxiapatita

Durante la ultima década, se han desarrollado diversas rutas sintéticas para
la obtenciéon de nanoparticulas de hidroxiapatita que satisfagan las caracteristicas
fisicoquimicas necesarias para sus diferentes aplicaciones en la biomédica. Varios
investigadores han aportado diferentes métodos quimicos de obtenciéon de la
hidroxiapatita; por ejemplo, Orlovskii et al. (2002) publicaron tres métodos de
sintesis de hidroxiapatita: precipitacion quimica, sintesis de estado sélido y
método hidrotérmico. El método hidrotérmico también fue usado por (Ferraz et al.,
2004; Norton et al., 2006). También se han realizado estudios del comportamiento
que tiene este mineral al ser insertado, como es el caso de Doremus, (1992) que
publico sobre el procesamiento y las propiedades mecanicas de la bioceramicas.
Wang y Nancollas, (2008), aportaron parametros importantes en relacién a la
migracion de las células osteoblasticas y la importancia de la relacion de las fases
de CayP.

Tabla 2.2: Clasificacion de métodos de obtencion de hidroxiapatita sintética
y biogénica

Sintesis en estados soélido
Mecanico-quimico
Precipitacion quimica convencional
Hidrdlisis
Sol-Gel
Hidrotérmico
Emulsion
Sonoquimico
Proceso de alta Combustion
temperatura Pirdlisis

Método | Fuentes biogénicas (Porcino, bovino, residuos de pescado y

Seco

Humedo

Métodos sintéticos

12



ANTECEDENTES

natural cascara de hueso)

Los polvos de hidroxiapatita pueden prepararse quimicamente por via
humeda de estado sdlido y por tratamiento hidrotérmico; la técnica empleada en la
preparacion tendra un efecto en la morfologia del polvo, superficie especifica,
estequiometria y cristalinidad. Los procedimiento por via humeda; involucran la
precipitacion de la hidroxiapatita mediante mezclas de soluciones acuosas de
compuestos que contienen iones Ca** y PO,> a un pH de 7, seguido de la
retencion del precipitado en condiciones apropiadas, las fuentes de Ca** y PO,
para la precipitacion de la hidroxiapatita. Algunos ejemplos de fuentes de Ca**
(CaCl,, Ca (NO3),, Ca (OH),, CaCOs, CaSO, - 2H,0, y (CHsCOO); Ca.) y POs*
(H3PO4, NH4H2POy4, (NH4)2 HPO4, Naz POy, y KsPOy4.).

2.2.5 Técnicas de caracterizacion de la hidroxiapatita

Las técnicas de caracterizacion son una disciplina de la ciencia de los
materiales que permite estudiar, clasificar y analizar las propiedades fisicas,
mecanicas, opticas, quimicas, térmicas y magnéticas de un mineral. En el caso de
la hidroxiapatita, es importante su caracterizacion para que sea usada en
diferentes aplicaciones biomédicas. La microscopia electrénica de barrido,
espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier y la difraccién de rayos X,

son técnicas valiosas para su analisis de estructura y composicién.

2.2.5.1  Microscopia electronica de barrido

Este es un método adaptado al estudio de la morfologia de las superficies.
A diferencia de un microscopio optico que utiliza fotones del espectro visible, la
imagen de este tipo de microscopio se genera por la interaccion de un haz de

electrones que barre un area determinada sobre la superficie de la muestra. Mide
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la cantidad de electrones secundarios que se generan en la muestra debido al
bombardeo del rayo de electrones. Al bombardear la muestra con electrones se
genera energia, parte de ésta energia es absorbida por la muestra y genera los
electrones secundarios que abandonan la superficie de la muestra y son

recolectados por el detector (McClemements, 2014).

Se han realizado estudios de morfologia y tamafios de particula a los polvos
de hidroxiapatita, como en el caso de Rangel et al. (2007) que trabajo con
compositos de poliuretano e hidroxiapatita , Martinez-Valencia et al. (2008) estudio
hidroxiapatita obtenida por sintesis quimica, Giraldo-Betancur et al. (2013) trabajo
con hidroxiapatita extraida de hueso de bovino y con hidroxiapatita comercial; en
estos trabajos se realiz6 una preparacion de la muestra, que consiste en fijar la
muestra con cinta de grafito y metalizadas con oro, esto se hace con la finalidad
de garantizar la conductividad en la muestra. Giraldo-Betancur et al. (2013) realiz6
un estudio en el que diferencia la morfologia de 5 polvos de hidroxiapatita
comercial y de hidroxiapatita natural (bio-Hap), la cual paso por tres procesos para
su obtencion (desengrasado, alcalino y calcinacién). La muestra calcinada
presentd una superficie con poros que correspondian a la eliminacién de
colageno. En los casos de Hap-comercial, la morfologia de todas las muestras era
similar a la muestra calcinada, gracias al estudio de la morfologia se concluyé que
la metodologia propuesta en ese trabajo cumple con las caracteristicas de las
hidroxiapatitas comerciales. Esta técnica de caracterizacion también es empleada
para determinar tamanos de particula, como es el caso de Rangel et al. (2007),
que presento diferentes tamanos de particula debido a las diferentes rutas
quimicas de obtencion; por ejemplo los materiales obtenidos por precipitacion con
agitacion mecanica y precipitacion con agitacién ultrasénica, en la que se
constituyen agregados irregulares de particulas, notandose la diferencia obtenida

en los materiales cristalizados hidrotérmicamente y sintetizados por sol-gel.

2.2.5.2 Difracciéon de rayos X

14



ANTECEDENTES

Los rayos X son una radiacion electromagnética de longitud de onda corta
producida por el frenado de electrones de elevada energia o por transiciones de
electrones que se encuentran en los orbitales internos de los atomos. El intervalo
de longitudes de onda de los rayos X comprende desde aproximadamente 10-6
nm hasta 10 nm, sin embargo la espectroscopia de rayos X convencional se limita,
en su mayor parte, a la region de aproximadamente 0,01 nm a 2,5 nm (Cullity,
1956).

La técnica consiste en hacer incidir un haz de rayos X sobre el solido sujeto a
estudio. La interaccion entre el vector eléctrico de la radiacion X y los electrones
de la materia que atraviesa dan lugar a una dispersion. Al producirse la dispersion
tienen lugar interferencias (tanto constructivas como destructivas) entre los rayos
dispersados, ya que las distancias entre los centros de dispersiéon son del mismo
orden de magnitud que la longitud de onda de la radiacién. El resultado es la
difraccion, que da lugar a un patron de intensidades que puede interpretarse
segun la ubicacion de los atomos en el cristal, por medio de la ley de Bragg. La
misma postula que cuando un haz de rayos X incide sobre la superficie de un
cristal formando un angulo 8 una porcién del haz es dispersada por la capa de
atomos de la superficie; la porcidon no dispersada del haz penetra en la segunda
capa de atomos donde, nuevamente una fraccibn es dispersada y asi
sucesivamente con cada capa hasta la profundidad de aproximadamente 1000
nm, lo que lo hace una técnica masica. El efecto acumulativo de esta dispersion
producida por los centros regularmente espaciados del cristal es la difraccion del
haz (Skoog, 2001).

Esta técnica ha sido empleada para comparar las fases y porcentajes
cristalinos de polvos de hidroxiapatita. Paul et al., (2002) usé la técnica de
difraccion de rayos X para determinar las impurezas de sus polvos de
hidroxiapatita obtenidos por precipitacion quimica de Ca(OH), y H3POg4; Orozco et
al. (2013) identifico los picos caracteristicos de la estructura cristalina hexagonal
compacta correspondiente a la Hap; Giraldo-betancur et al. (2013) comparo las

fases cristalinas de la hidroxiapatita obtenida de hueso de fémur de bovino y de
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hidroxiapatita comercial; Ramirez-Gutierrez et al. (2015) identifico las fases

cristalinas de tres métodos de obtencidén de Hap.

2.2.5.3 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier

La espectroscopia infrarroja, es el método por el cual se estudia la
absorcion o emision de energia radiante originada por la interaccién entre la
radiacion electromagnética en la region del “infrarrojo” que comprende de 200 cm’
1, a 20,000 cm” y el material en estudio. La molécula absorbe la energia de
fotones de la radiacion infrarroja, el caso en que exista una diferencia en el
momento dipolar de la molécula mientras ocurre un movimiento vibracional,
rotacional y cuando la frecuencia asociada con la radiacién resuena con el
movimiento vibracional. Cuando se hace un analisis IR se mide la intensidad del
haz antes (lo) y después () de que interaccione con la muestra (Skoog, 2009). El

resultado se expresa en funcién de la frecuencia de la luz incidente

Con la finalidad de comparar los grupos funcionales de hidroxiapatita
comercial con respecto a hidroxiapatitas a partir de fuentes biogenicas, Giraldo-
Betancur et al. (2013) y Orozco et al. (2013) usaron hueso de bovino y cerdo
respectivamente, con la finalidad de encontrar los grupos funcionales

correspondientes a la molécula de hidroxiapatita.

2.2  Extraccion por fluidos supercriticos

La tecnologia de fluidos supercriticos ha tenido un notable interés industrial
en las ultimas décadas ya que se ha utilizado como medio de reaccion,
reemplazando solventes convencionales en la sintesis de algunos compuestos

organicos. Un fluido supercritico tiene la propiedad de difundirse a través de los
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s6lidos como un gas, y de disolver los materiales como un liquido. Adicionalmente,
puede cambiar rapidamente la densidad con pequefios cambios en la temperatura
o presion. Estas propiedades lo hacen conveniente para ser usado como un
sustituto de los solventes organicos en los procesos de extraccion. Un fluido
supercritico puede definirse como una fase densa, cuya presion y temperatura
estan por encima de su punto critico (Velasco et al. (2007) lo escrito anteriormente

se muestra en la figura 2.2.

En el punto critico existe una sola fase con propiedades comunes a los
liquidos a saber, densidad, y otras comunes a los gases, tales como viscosidad,
compresibilidad y coeficiente de difusién de masa. Velasquez, (2008) senala que
aparecen dos puntos caracteristicos: el punto triple, PT, donde coexisten los tres
estados, y el punto critico, PC, al final de la curva de vaporizacién. Se advierte,
ademas, que la linea de vaporizacion, linea PT — PC, tiene la singularidad de
desaparecer en el punto PC, el punto critico, a unos valores termodinamicos de
presion y temperatura que se denominan presion critica (Pc) y temperatura critica
(Tc), respectivamente. En la tabla 2.3, se indican las propiedades criticas de

algunas sustancias usadas como solventes en estado supercritico.

e Regidn‘d‘e.f‘luido :
supercritico ..

Presion

Region de

solido

Curvade

| Presion
critica

Punto critico

Region de gas

Curva de
sublimag Temperatura
| critica

»

Temperatura

Figura 2.2: Diagramas de fases de un
compuesto puro
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En el caso especial de fluidos que se encuentran a presion y/o temperatura
subcriticas, pero a densidades préximas a la critica, se hablara de “fluidos cuasi-
criticos”, los cuales presentan muchas veces propiedades semejantes a los fluidos

supercriticos (Gafiaan, 2014).

Dos fluidos en estado supercritico de interés especial son el CO; y el agua.
El CO, tiene una temperatura critica de 304.25 K y una presién critica moderada
de 7.3 x 10’ Pa: es no inflamable, no téxico y compatible con el medio ambiente.
Se utiliza a menudo para remplazar freones toxicos y ciertos solventes organicos.
Ademas es miscible con una variedad de solventes organicos y se recupera
rapidamente después de procesar. Es una molécula lineal pequefa que se difunde
mas rapido para los solventes y liquidos convencionales. También puede utilizarse
otros fluidos en estado supercritico, pero la opcién final dependera de la aplicacion
especifica y los factores adicionales como: seguridad, inflamabilidad, costo del

fluido conducta de la fase y solubilidad a las condiciones de operacion.

Tabla 2.3: Temperatura critica (Tc), presion critica (Pc) y densidad critica (pc)

de algunos fluidos

Compuesto Tc (K) Pc (Pa) pc (kg/m®)
Metano 190.6 4.60 x 10° 162
Etano 305.4 4.88 x 10° 203
Etileno 282.4 503 x 10° 218
Propano 369.8 4.24 x 10° 217
Propileno 365.0 4.62 x 10° 233
Dioxido de carbono 304.2 7.38 x 108 486
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Agua 647.3 290 x 107 322
Amoniaco 405.6 1.13 x 107 235
Dietil éter 467.7 3.64 x 10° 265
n-Pentano 469.6 337 x 10° 237
Acetona 508.1 4.70 x 10° 278

Metanol 212.6 8.09 x 10° 272
Benceno 962.1 4.89 x 10° 302
Tolueno 991.7 4.11 x 10° 292
Piridina 620.0 563 x 10° 312
Clorotrifluorometano 302.0 392 x 10° 579

2.3  Propiedades de los fluidos supercriticos

El uso de los fluidos supercriticos como solventes aprovecha el efecto de su
alta densidad (del tipo de liquidos) combinado con su alta difusividad y baja
viscosidad (del tipo de gases. Estas propiedades intermedias se ven reflejadas y
cada una de ellas puede ser aprovechada en los diferentes procesos de
separacion. Liadakis, (2003) describe en su libro que el modelado matematico, la
simulacién y el disefio de un proceso EFS requieren conocimiento de las
propiedades fisicoquimicas de los compuestos de interés. Se puede obtener una
interpretacion adicional de los valores de las propiedades fisicoquimicas mediante

la comprension del comportamiento molecular.
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La temperatura y la presion critica, la compresibilidad, la densidad, la
capacidad calorifica, la constante dieléctrica, la viscosidad, la difusividad y la
conductividad térmica son propiedades importantes, que son necesarias para la
caracterizacion del disolvente y los solutos en un proceso de extraccion. Las
propiedades de componentes puros, asi como las propiedades de la mezcla, se
utilizan para describir las caracteristicas individuales de solutos y disolventes, y

como el soluto y el disolvente se comportan como componentes de las mezclas.

2.4  Extraccion de proteina con H,O subcritica

En sus estados mas habituales, el agua se presenta en tres formas: soélida
(hielo), liquida y gaseosa (vapor de agua). A una presion ambiente de 101kPa
(1atm), el agua se encuentra en forma de hielo por debajo de la temperatura de
fusién 273.15 K (0°C). Agua sobre calentada; se refiere al agua cuya temperatura
esta comprendida entre el punto de ebullicion (100 °C) y la temperatura critica
(374 °C) y que se mantiene liquida por efecto de la presion. También se le conoce

como agua subcritica.

En el caso de sustancias polares como el agua en condiciones
supercriticas, la sustancia es capaz de disolver compuestos organicos insolubles
en la fase liquida a temperatura ambiente. Este comportamiento permite estudiar
procesos que en fase liquida no serian posibles por los limites propios de la

solubilidad de la gran mayoria de los compuestos organicos de baja polaridad.

El agua en estas condiciones (Tc=647 K, Pc=22,1 MPa = 221 atm), presenta

una serie de propiedades como las que se destacan a continuacion:

v Es capaz de disolver especies polares e idnicas como liquido,
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v Las sustancias no polares se disuelven facilmente, y esta capacidad
se ha empleado para limpieza de suelos, remocién de metales, hidrocarburos
aromaticos polinucleares, etc.

v La extraccién con agua a altas temperaturas seguido de la oxidacién
en condiciones supercriticas es un procedimiento que aprovecha los cambios
de las propiedades fisicoquimicas de la sustancia, haciendo que esta técnica
se aproveche para el tratamiento de residuos so6lidos y desechos liquidos.

v' La constante dieléctrica del agua liquida a temperatura ambiente
disminuye hasta presentar valores cercanos a los de liquidos organicos, como
la acetona.

v' En esas condiciones, el agua se convierte en un medio mas acido (el
valor del pH disminuye de 7 a temperatura ambiente a un valor cercano a 4), lo
que permite desarrollar estudios de reacciones catalizadas por acidos.

v' La reactividad del agua se incrementa, ya sea en presencia o
ausencia de catalizadores (Brunner, 1994).

v La viscosidad de esta sustancia se acerca a la esperable para un gas
en condiciones normales (1x10° N.s.m?), y el coeficiente de difusion se
incrementa un orden de magnitud, permitiendo que gases como Oz, NH3, CO,,

N>, etc. se vuelvan completamente miscibles en condiciones supercriticas.

Varios autores han realizado estudios usando agua en condiciones
subcritica, un ejemplo de ella es la extraccion de antioxidantes a partir de
plantas de romero Ibanez et al. (2003), la extraccion de bifenilos policlorados
del suelo y sedimentos Yang et al. (1995), extraccion de hemicelulosas de
encino (Querox ilex) Yedro et al. (2017), extraccion de curcuminoides a partir
de curcumina Perko et al. (2016), y extraccion de proteinas y aminoacidos de
valor agregado a partir de salvado de arroz Sereewatthanawut et al. (2008) y

polifenoles a partir de pieles de uva Duba et al. (2015).
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Barakat et al. (2009) Comparo tres procesos de obtencién de hidroxiapatita,
uno de ellos fue usando agua en condiciones subcriticas para la extraccion de
colageno, el otro proceso fue una hidrolisis hidrotérmica alcalina y por ultimo un
proceso de calcinacion, es importante mencionar que para la extraccion de
lipidos empleé maceraciones con acetona, de ese trabajo se concluyé que los

tres métodos propuestos son viables para la obtencion de Hap.

2.5 Extraccion de lipidos con fluidos supercriticos

Los procedimientos que usan CO, SC han recibido especial interés debido a
las ventajas de este solvente, el que ademas de no ser toxico, ni inflamable, no
deja residuos indeseables en los extractos de interés, esta tecnologia se emplea
en la industria cosmética, farmacéutica, en la industria alimenticia, en la extraccion
de materiales vegetales o animales, en la descafeinizacion de café y en la
biomédica. Por mencionar algunos, Jachmanian et al. (2006) emplearon CO, SC
para la extraccidn de aceite de canola y se analizé la variacion de la concentracion
de tocoferoles a lo largo de la extraccién supercritica, sin embargo no se
mencionaron las condiciones de presion y temperatura de la extraccion
supercritica. Fages et al. (1994) también emplearon CO, SC para extraer grasa
del hueso de fémur de bovino y posteriormente uso un proceso alcalino para la
extraccion de la proteina, esto lo realizo para obtener hidroxiapatita y ésta sea
empleada en injertos 6seos, sin embargo no reportaron las condiciones de presion
y temperatura para la extraccion de lipidos. También se ha utilizado CO, SC y
etanol presurizado para extraer compuestos antioxidantes en la piel de mango
(Mangifera indica L.) (Garcia et al., 2012).

El etanol es otro solvente usado en extracciones de lipidos, ya que es

producido por procesos biotecnologicos. Ademas, esta disponible en grandes
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cantidades a bajo costo, es menos agresivo para el medio ambiente y es
generalmente reconocido como seguro (GRAS). Rodrigues et al. (2014) hace
mencion del etanol en extracciones de lipidos ya que es menos inflamable y
menos explosivo, su temperatura critica es de 243 °C y 6.3 x 10’. Se han
propuesto varios tipos de disolventes alcohdlicos para la extraccion de aceites de
matrices soélidas como semilla de girasol (Baudler et al., 2016), frijol de soya

(Rodrigues et al., 2011), grano de arroz (Bessa et al., 2017).

2.6  Aplicaciones de los fluidos supercriticos

La tecnologia supercritica nacié en Alemania, con la primera aplicacion a
gran escala en la industria alimenticia para descafeinado de café y té, extraccion
de resinas de lupulo, posteriormente en extraccion de aromas, colorantes,
industria farmacéutica y cosmética (Espinosa, 2001). En la tabla 2.4 se presenta
un resumen de algunas de las aplicaciones que utiliza fluidos supercriticos,

enumerando los aspectos mas destacados y los principales usos industriales.

Tabla 2.4: Algunas aplicaciones de los Fluidos Supercriticos (Espinosa,
2001)

Procesos Ventajas

Velocidad debida a la alta
difusién, reduce el tiempo de
preparacion de muestras,
recuperacion de analitos de
muestras solidas y
semisolidas, limpia para el
medioambiente, no deja

Primer uso comercial.

Lapulos y cafeina de café
remocidon de nicotina de
tabaco, desasfaltado de
petroleo, extraccion de
aceites de semillas
oleaginosas y extraccion de

Extraccion

aceites esenciales para
saborizantes o perfumes.

residuos, se obtienen
extractos de alta pureza y no
requiere altas temperaturas.

Fraccionamiento

Productos naturales como
aceites esenciales vy lipidos.

Unica unidad, limpia para el
medio ambiente, ausencia
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de mezclas

liquidas

Para concentrar sustancias
antes de cromatografia.
Extraccion en
contracorriente y con reflujo.

de solvente residual en el
producto final.

Cromatografia

Mayor eficiencia en la
separacion, limpia para el
medio ambiente, ausencia
de solvente residual en el
producto final

Reacciones

quimicas

A escala de laboratorio e
industrial. La existencia de
una sola fase permite una
Optima transferencia de
masa Yy de energia.
Variacién de parametros del
solvente (por dependencia
de P) como la constante
dieléctrica afectan do la
selectividad de las
reacciones enzimaticas o
cataliticas. Variacion del
potencial quimico de
reactivos y catalizadores sin
modificar el volumen de
reaccion debido a la alta
compresibilidad.

Aumento de la velocidad de
reaccidon en procesos que
ocurren en fase liquida
(controlados por la difusién),
cambios en la selectividad,
control y facil separacion de
los productos, menor riesgo
en las condiciones de
trabajo, limpia para el medio
ambiente, reduccion en el
costo de eliminacion del
disolvente.

Procesado de

metales

Impregnacion y tefido de
polimeros y fibras sintéticas.
Extraccion, separaciéon y
regeneracion de metales
empleando agentes
completantes

Reduccion de la
contaminacién del agua.

Formacioén de

particulas

Micro particulas por
diferentes  técnicas de
precipitacion y cristalizacion,
procesado de materiales y
productos farmacéuticos

Obtenciéon de cristales con
morfologia muy uniforme,
alta pureza vy libres de
residuos de disolvente.

Agua supercritica

Extraccion de plantas para
producir sabores, fragancias
y productos de alto valor
agregado

Menor polucion en el trabajo
y para el medio ambiente,
ausencia de solvente
residual en el producto final,
reduccion en el costo de
eliminacion del disolvente

Regeneraciéon de aguas y
suelos y otros materiales
por extraccion y destruccidn
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| (oxidacién total)
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3  SINTESIS DE ANTECEDENTES

La hidroxiapatita bovina, porcina, y humana es usada en aplicaciones
biomédicas ya que presenta una buena compatibilidad, osteointegracién y no es
toxico en el huésped; es por ello el interés de obtenerla a partir de bio-residuos
(Orozco et al., 2013; Giraldo-Betancur et al., 2013).

El CO, SC y etanol han sido empleados para la extraccion de lipidos de
diferente matrices organicas, como son semilla de girasol (Baudler et al., 2016),
frijol de soya (Rodrigues et al., 2011), grano de arroz (Bessa et al., 2017). También
se ha utlizado CO, SC vy etanol presurizado para extraer compuestos
antioxidantes en la piel de mango (Garcia et al., 2012). Y para aporte de este
trabajo se encontré que Fages et al. (1994) realizdé una extraccion de lipidos del
hueso de bovino usando CO, SC, sin embargo no reporta las condiciones de
presion y temperatura. De igual manera solo se presenta un par de articulos de
extraccion de proteinas usando agua en condiciones subcriticas, pero solo uno de
interés para este trabajo. Cabe destacar que Barakat et al. (2009) realiza una
extraccion de colageno del hueso de bovino con agua en condiciones subcriticas,
de la cual no menciona las condiciones de presion y temperatura aplicada a dicha

extraccion.
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4  OBJETIVOS

41 OBJETIVO GENERAL

Purificar y caracterizar hidroxiapatita de hueso de bovino usando fluidos

supercriticos y cosolventes.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Evaluar el efecto de la presidon y temperatura sobre la extraccion de grasa

con CO; supercritico y etanol como cosolvente.

e Evaluar el efecto de la presion y temperatura sobre la extraccion de

proteina con CO; supercritico y agua como cosolvente.

* Caracterizar los polvos de Hap obtenidos por diferentes técnicas como
difraccion de rayos X, microscopia electronica de barrido y analisis

termogravimétrico.
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5 MATERIALES Y METODOS

5.1 Descripcidn general

Con el propodsito de obtener hidroxiapatita purificada a partir de fémur de
bovino, se propuso extraer la grasa presente en el hueso usando CO, SC y etanol
y para extraer las proteinas se us6 H,O en condiciones subcriticas, en la figura 5.1
se muestra la metodologia general del proceso de purificacion, donde se
visualizan los analisis realizados a los polvos de hueso, asi como la etapa de
extraccion, la cual se dividid en dos etapas respectivamente. Se determind el
contenido de grasa de los refinados de la extraccién supercritica con CO, y Etanol
por medio del método Soxhlet y se realizaron analisis térmicos a los polvos
obtenidos después de la extraccion con agua subcritica para conocer el porcentaje
de mineral. Es importante mencionar que una vez obtenida las condiciones de
presion, tiempo y temperatura de cada una de las extracciones, se realizé una
operacion simultanea de la extraccion de lipidos y proteinas. A los polvos con
mejores porcentajes de purificacion se les realizé Difraccion de Rayos X (XRD),
Microscopia Electronica de Barrido (MEB), Espectrometria Infrarroja con

Transformada de Fourier (FTIR).
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_______________

' 4
| Humedad

a2 1 Cenizas
Hueso Preparacion de muestra | Grasa
(Lavado, Triturado y Molienda) 1 Proteina

e e

Tamafio de particula
Anadlisis térmico

_______________

Desengrasado
(Soxhlet)
v
Desengrasado: Desproteinado:

EFSC (CO,) EFSC (CO,)
Etanol Agua

I Difraccion de rayos X !

: k/licrloscopia electronica de barrido :

[ l | nalisis térmico

Soxhlet : Espectrometria Infrarroja con Transformada de Fourier : TGA

_________________________________

Figura 5.1: Metodologia general de la purificacion de hidroxiapatita a partir
de hueso de bovino

5.2  Preparacion de la muestra

La limpieza del hueso consistid en remover musculo, cartilago, medula 6sea
amarilla y hueso blando del fémur de bovino, posteriormente se removié la epifisis
proximal (extremos del hueso), dejando la parte central del fémur (hueso cortical),
ésta fue cortada en rodajas de 1 cm empleando una cortadora de hueso y carne
de acero inoxidable con una potencia de % HP (la cual se encuentra en la
distribuidora de dicha materia prima). Las rodajas de hueso se redujeron a un
tamafo de 0.5 a 1 cm usando una sierra caladora BT-JS 400 E. Por ultimo el
hueso se pulverizé usando un molino Pulvex 200 con una potencia de 5 HP y 3475
RPM, el cual se encuentra en la UNIDA. Las figuras 5.2 a la 5.5 ilustran la

preparacion de la muestra.

Figura 5.2: Fémur de bovino limpio Figura 5.3: Rodajas del hueso cortical



MATERIALES Y METODOS

Figura 5.4: Trozos de hueso de fémur Figura 5.5: Polvos de hueso
de bovino

5.3  Caracterizacién de los polvos de hueso

5.3.1 Determinacion de humedad

El contenido de humedad de los polvos de hueso de bovino se determind
por pérdida de peso en una estufa a vacio marca LAB LINE VACUUM OVER a
una temperatura de 60 °C y 600 mbar, hasta llegar a peso constante. El analisis se

realizo por triplicado y se determiné la humedad por diferencia de peso.

5.3.2 Determinacion de humedad y cenizas por medio de analisis térmico.

Este analisis se realizé en un TGA Q500 con la finalidad de determinar la
composicién de la muestra midiendo el peso de cada componente a medida que
se volatiliza o descompone bajo condiciones controladas de temperatura, tiempo y
atmosfera. El equipo se encuentra en el anexo del laboratorio de ingenieria de

alimentos de la Unidad de Investigacion y Desarrollo en Alimentos UNIDA
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Para determinar el contenido de humedad en los polvos de hueso, se
establecié una rampa de 10°C/min a 105°C, y para el contenido de cenizas

presentes en la muestra se establecié una rampa de 10°C/min hasta 950 °C.

5.3.3 Determinacion de proteinas

El método se basa en la destruccidon de la materia organica con acido
sulfurico concentrado formandose sulfato de amonio que en exceso de hidréxido
de sodio, libera amoniaco. Los polvos de hueso de bovino se analizaron por

duplicado en el laboratorio GAQSA en la ciudad de Querétaro.

5.3.4 Determinacion de grasas por método de Soxhlet.

Es una extraccion semi-continua con un disolvente que se calienta hasta
ebullicién, este se evapora y condensa en la trampa Soxhlet llegando siempre de
manera pura al cartucho con la muestra con la finalidad de extraer los lipidos

embebidos en la muestra.

En este trabajo se determind el contenido de grasa presente en la muestra
de hueso usando éter de petroleo como solvente a una temperatura de ebullicion
de 50°C, una vez finalizada la extraccion, se dejo enfriar el matraz y se procedié a
separar los lipidos extraidos y el solvente en un rota evaporador BUCHI
SWITZERLAND, usando una temperatura de 40°C y una presion de 380 mbar. El

porcentaje de grasa se calculd por diferencia de peso.

5.3.5 Analisis por cromatografia de gases.

La cuantificacion de los acidos grasos presentes en la matriz organica de

hueso de bovino se determind mediante una metilacién acida usando 18 mg de

28



MATERIALES Y METODOS

muestra y se mezclé con 1.5 mL de H,SO4 1M en metanol, la cual se calenté por
30 min a 60°C y se enfrié en un bafo de hielo por un minuto. Posteriormente se le
agregaron 2 mL de hexano con el estandar y 2 mL de NaCOg; y se centrifugé a
3500 rpm por 10 min. Se recuperé el sobrenadante y se reservé en un vial a
temperaturas de congelacion. La cuantificacion se realizé en un cromatégrafo de
gases Hewlett-Packard modelo 6890 equipado con un detector de ionizacion de
flama y se utilizé una columna capilar HP-INNOWAX de Polietilenglicol (60 mm X
0.25 mm X 0.25 mm). El método consistié en una temperatura inicial de 190 °C por
1 minuto seguido de una rampa de 4 °C por minuto hasta una temperatura final de
210 °C. El tiempo total del analisis fue de 30 minutos. El puerto de inyeccion se
mantuvo a una temperatura de 200 °C y el detector a 230 °C. Se utilizé nitrégeno

de alta pureza como gas acarreador a un flujo constante de 1 mL/min.

5.3.6 Distribucion de tamano de particula.

El analisis de distribuciéon y tamano de particula se realiz6 en un
MASTERSIZER 3000; utiliza la técnica de difraccion laser para medir las
distribuciones de tamano de particula de 10 nm hasta 3.5 mm, usando un
dispersor de polvos secos (AERO S), que mide un intervalo de tamafios de 0.1 —
3500 pm, rango de presién del dispersién 0 — 4 x 107 Pa, presién de ajuste de
precision + 0,1 bar, precision de la presion + 3 x 10° Pa, rango de alimentacion 0 —
58 m s y una velocidad de avance + 2% FS. Se colocaron de 1 a 5 g de los polvos
de hueso de bovino en la porta muestras y se hizo pasar de forma gradual y

continua a la celda de medicidn del equipo, se realizaron 3 medidas de la muestra.

5.4  Extraccion con fluidos supercriticos

Para la extraccion de los compuestos organicos presentes en el hueso de
bovino, se usd un equipo de extraccion supercritica Helix (Applied Separations)

urilizando CO, como solvente en condiciones supercriticas y etanol absoluto y H,O
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como co-solventes, con el objetivo de aumentar la solubilidad de los compuestos
organicos embebidos en la matriz 6sea; para dosificar estos solventes se us6 una
bomba tipo HPLC con tasas de flujo de 0.01 mL/min a 12 mL/min, con una presién
maxima de 6.80 x 10" Pa. La bomba incluye una valvula de retencion de alta

presion para prevenir el flujo de COs,.

5.4.1 Extraccion con CO; SC y etanol

Los ensayos realizados en la extraccion de lipidos se llevaron a cabo usando
CO;, SC y etanol, se us6 un disefio experimental 32, teniendo como variables la
temperatura (80, 100, 120 °C) y la presion (1.5 x 107, 2 x 10" y 2.5 x 107 Pa); se
establecié un tiempo de 60 min, un flujo de 0.4 mL/min de etanol en cada uno de
los ensayo y un flujo de 8 L/min en la salida de CO,. Al finalizar cada ensayo se
hizo extraccion Soxhlet a los refinados con la finalidad de conocer el porcentaje de

grasa extraida a los polvos de hueso.

Se seleccionaron las mejores condiciones de temperatura y presion y se
realizé una cinética de extraccién usando los flujos de 0.4 y 8 mL/min de etanol,
esto se realizd para conocer el tiempo (min) en el que se extraia la grasa presente

en los huesos de bovino.

5.4.2 Extraccion con CO, SC y H,0 subcritica

Para extraer la proteina de los polvos de hueso de bovino, se realizé un
disefio experimental 32, teniendo como variables la temperatura (100, 125 y 150
°C) y la presién (2 x 107, 3 x 10" y 4x 10" Pa), por un tiempo establecido de 60
min, usando un flujo de 0.4 mL/min de agua y un flujo de 8 L/min en la salida de
CO..
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Una vez finalizada la extraccion se realizaban analisis térmicogravimetrico a
los refinados de la extraccion; esté analisis se hizo con la finalidad de determinar
el porcentaje de mineral presente en los polvos de bovino de cada uno de los
tratamientos. Se seleccionaron las condiciones de presion y temperatura para la
extraccion de la proteina y se modificd el flujo de agua a 2 mL/min. También se

modificé el tiempo a 120 y 300 min.

5.5  Caracterizacién de los polvos obtenidos

Se seleccionaron 4 muestras de los tratamientos con CO, SC, etanol y H,O
subcritica y una muestra de hueso de bovino en polvo, con la finalidad de
caracterizar e identificar el mineral purificado, mediante distintitos estudios de sus
propiedades fisicas, quimicas y estructurales. En la tabla 5.1 se indica la

nomenclatura asignada a las muestras seleccionadas.

Tabla 5.1: Nombre de las muestras seleccionadas de los mejores

tratamientos de la extraccion supercritica y subcitica.

MUESTRA DESCRIPCION
H1 Muestra de hueso de bovino
RHS Muestra de hueso sin grasa por el método Soxhlet
RHG Muestra de hueso sin grasa por EFSC y cosolvente

RHP Polvos de hidroxiapartita

RHI Polvos de hidroxiapartita (Extraccion simultanea)

5.5.1 Analisis térmico:
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Se realizdé una cinética de pérdida de peso en el TGA Q500, usando una
charola de platino en la que se colocaron 10 mg de muestra y se programé una
rampa de calentamiento de 10 °C /min hasta 105 °C con una isoterma por 3 min.
Esto se realizé con el fin de eliminar todo al agua libre presente en los polvos,
posteriormente se programo otra rampa de calentamiento de 10 °C/ min hasta 950
°C para observar el comportamiento de la pérdida en peso de la materia organica
presente en los polvos de hueso de bovino, ademas de conocer el porcentaje total
del mineral presente en los polvos de hueso y en los polvos tratados con la

extraccion supercritica.

5.5.2 Difraccion de rayos X:

Esta técnica se realizd en el laboratorio de Ingenieria Quimica de la
Universidad del Papaloapan (UNPA), usando un Difractometro de Rayos-X Bruker
D8 Advance con un generador de radiacién de Cu- Cu-Ka con filtro de Ni y rejilla
de 2 mm y EVA Software. Se ensayaron las muestras en un angulo 2 6 de 10 a

55° con una corriente de 30 mA y un voltaje de 40 KV.

5.5.3 Espectrometria Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR)

Este analisis se realizé en el laboratorio de Ingenieria Quimica de la
Universidad del Papaloapan (UNPA), usando un espectrometro Perkin-Elmer de
espectro 100FT-IR (ATR) con una resolucién de 4 cm™ y un promedio de 16

exploraciones en el rango 4000-650 cm™ a temperatura ambiente.

5.5.4 Microscopio electrénico de barrido
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Se realizé en un Microscopio Electronico de Barrido (FE-SEM) Modelo
MIRA3, marca TESCAN, ubicado en el anexo del laboratorio de Nanotecnologia
de la Unidad de Investigacion y Desarrollo en Alimentos UNIDA, usando un voltaje
de aceleracion de electrones de 20 KV. Las muestras se fijaron en un porta

muestra con cinta de carbono y se observaron a diferentes aumentos.
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6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1  Caracterizacion de los polvos de hueso de bovino
6.1.1 Determinacion de humedad

El contenido de agua de los polvos de hueso de bovino se evalud por dos
métodos, gravimetria y TGA; obteniendo 5.32 % £ 0.9 y 6.93 + 0.54 % (figura 6.1)
respectivamente. Estos resultados concuerdan con los datos reportados por
(Giraldo-Betancur et al., 2013; Hernandez et al., 1999), quienes mencionan que se
tiene un 30 % de compuestos organicos en el hueso de bovino, Se tiene 29.98 %

+ 0.04 de materia organica y 64.73 % =+ 0.39 de mineral (Hidroxiapatita).
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Figura 6.1: Termograma de hueso de bovino
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De acuerdo a Sequeda et al. (2012), los cambios de pérdida de peso entre
220 y 570 °C corresponde a la degradacion y combustion del colageno; Garcia et
al. (2006) describen la presencia de otros compuestos como fésforo, magnesio,

los cuales posiblemente son degradados entre 600 y 820 °C.

6.1.2 Determinacion de la materia organica

A. Grasa

Hernandez et al. (1999) reporté que el hueso de bovino presenta un 4 % de
lipidos, sin embargo en este trabajo se presenta un porcentaje de lipidos del 2.46
% = 0.35. La tabla 6.1 se presenta la composicion de acidos grasos presentes en
el hueso de bovino, los acidos grasos se identificaron por cromatografia de gases,
en la que por medio de un cromatograma en el que se aprecia la aparicion de
picos con respecto al tiempo de los acidos grasos, para identificar estos picos, se
buscé en la biblioteca del cromatografo; en el cromatograma se identificaron la
presencia de acidos grasos saturados como son ac. Miristico, Palmitoleico y
estearico y también se encuentra acidos grasos insaturados como son ac.

Palmitoleico, Oleico y Linoleico.

Tabla 6.1: Perfil de acido grasos

DENOMINACION ACIDO % A.G
ABREVIADA GRASO

C:14 Miristico 1.84

C:16 Palmitico 12.72
C:16:1 Palmitoleico 1.98
C:18 Estearico 8.78

C:18:1 Oleico 71.08
C:18:2 Linoleico 3.6
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B. Proteina

Giraldo-Betancur et al. (2013) y Hernandez et al. (1999) reportan que la
materia organica presente en el hueso de bovino es de un 30 %, sin embargo no
reportan el porcentaje de proteina. En este trabajo de investigacion se determiné
un 27.5 % £ 0.4 de proteina. Por lo que es importante mencionar que la suma de
la grasa determinada por Soxhlet y la proteina es el 29.96 % de materia organica

presente en el hueso de bovino.

6.1.3 Distribucién de tamafo de particula

Se determiné tamano de particula a la muestra molida de hueso de bovino;
el analisis se realizd por triplicado, dando una dispersion monodal (figura 6.1) en
las tres replicas y presenta un tamano promedio de particula de 136 uym (tabla 6.2)
con un indice de refraccion de particula de 1.620 y un indice de absorcién de

particula de 0.1.

Tabla 6.2: Resultados del analisis de la distribuciéon de particula de los

polvos de hueso de bovino

Muestra Dx (10) um Dx (50) um Dx (90) um

R1 33 143 265

R2 31.8 134 244

R3 28.7 126 222
Medias 31.2 134 243
Desviacion 2.22 8.08 21.6
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Tamafio de particula (um)

Figura 6.2: Distribuciéon de tamano de particula de los polvos de hueso de

6.2  Extraccion de lipidos con CO»-sc y Etanol

bovino

Para estos ensayos se usé CO»-sc y etanol con la finalidad de aumentar la

solubilidad del soluto en la fase supercritica (Espinosa, 2001).

Tabla 6.3: Porcentaje de lipidos extraidos a diferentes
condiciones de presion y temperatura

Temperatura  Presion % de grasa

(°C) (Pa,107)  extraido de la
muestra

1.5 1.17 £ 0.09

80 2 1.34 £ 0.02

2.5 1.42 £ 0.05

1.5 1.51£0.01

100 2 1.54 £ 0.05

2.5 1.65 £ 0.02

1.5 1.93 £ 0.03

120 2 2.01+£0.04

2.5 2.08 £0.02

En la tabla 6.3 se aprecian los diferentes porcentajes de extraccion de

lipidos del refinado de las extracciones supercriticas, recordando que se tiene un
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2.46% =+ 0.35 de grasa en la muestra, es por ello que se tomaron las condiciones
de 120 °C y 2.5 x 10" Pa en las que se remueve casi en su totalidad la grasa

presente en la muestra.

La figura 6.3 se muestra el efecto de la temperatura y presion sobre la
extraccion de grasa en los ensayos de CO,-SC y etanol. El analisis de ANOVA
con prueba de Tuckey mostr6 que hay diferencias significativas para tres
temperaturas. La presién de 2 x 107 Pa no es significativamente diferente con las
presiones de 1.5 x 10"y 2.5 x 107 Pa, pero si entre Para posteriores experimentos

se decidi6 usar la temperatura de 120 °C y la presion de 2.5 x10’ Pa.

—%— T=80°C —®— P=15x10"Pa
e T=100°C o P=20x107Pa
221 a) . T=120°C e b) . P=25x10"Pa
4 i
2.0 o % ””’ 2.0 .
1 1.8 e
18 ) -~
s
3 —~ r's
e 6 —e & 16 - 7
< 16+ i = - .
@ [ — * a I /"/
5 : s 1.4
i T L R
o
///// 1.24 _
1.2 _—
1.0
1 n T T T T T 1 T T T T T T T T T
1.4 16 18 2 29 24 26 80 90 100 110 120
Presién (Pa, 107) Temperatura (°C)

Figura 6.3: Efecto de la presion y temperatura sobre la extracciéon de grasa
en el hueso después de tratamiento con CO2 y Etanol en condiciones
supercriticas

En trabajos relacionados emplean etanol como solvente usando tiempos de
residencias de 100 min , por ejemplo: en aceite de oliva (Meiziane y Kadi, 2008),
soja (Toda et al., 2016) y en salvado de trigo (Bessa et al. 2017); éstos autores
coinciden que se requiere de un mayor tiempo de contacto entre el solvente y la
matriz para tener altos rendimientos; sin embargo en este trabajo se han obtenidos

resultados favorables en tiempos muy cortos de residencia, usando condiciones
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de presion supercriticas del etanol y condiciones supercriticas de presion y

temperatura del COs,.

En la figura 6.4 (a) se observa una cinética de extraccion demuestra que a
60 min de extraccion, el refinado aun se sigue perdiendo grasa; sin embargo en la
figura 6.4 (b) se pierde completamente la grasa a los 20 min de extraccion

supercritica.

25 30

a) 25 4

2.0+

20 4

0.5+

g de grasa extraida/g de muestra
gl
g de grasa extraida/g de muestra

05 4

»
0.0 T T T T T T 0.0 T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 0 5 10 15 20 25 30 35

Tiempo (min) Tiempo (min)
Figura 6.4: Cinética de extraccion a) Tratamiento a 0.4 mL/min, b)
Tratamiento 8 mL/min.

6.3 Extraccion de proteina con CO,-sc y H,O-subcritica

En estos ensayos se usd CO,-sc y H,O-subcritica, en la tabla 6.4 se
presentan las condiciones de presion y temperatura empleados en la extraccion de
las proteinas, en esta tabla se observan los porcentajes del mineral presente en
los polvos previamente tratados, este resultado se obtuvo de los analisis
termogravimetricos que se le realizaron la los refinados de cada uno de los

tratamientos.
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Tabla 6.4: Porcentaje de mineral presente en los polvos obtenidos después

de la extraccion con CO2 y agua a diferentes concentraciones de presiony

temperatura
Temperatura  Presion % del mineral
(°C) (Pa, 107)
2 70.94 £0.25
100 3 71.03 £ 0.01
4 7179 £0.15
2 73.86 £ 0.29
125 3 73.72 £ 0.35
4 72.68 £ 0.24
2 73.49 £ 0.23
150 3 74.33 £ 0.30
4 75.21 £ 0.15

En este trabajo se determiné que el hueso de bovino tiene un 64.73 % +
0.39 de mineral, sin embargo al tratar los polvos de hueso con CO;,-sc y H,O-
subcritica con las condiciones ya mencionadas, se observa que se extrae de un 5
a un 7 % de proteina, por tal razén se decidié aumentar el flujo a 2 mL/ min y usar

un tiempo de la extraccion de 120 y 300 min, con la finalidad de extraer mas

proteina.
= T=100°C - .
764 a) o T=125°C " g:g*lg,ﬁa
s T=150°C 76 b) o FEox a
Ao P=4x10"Pa
A
75 - 75 A
T B .
“' °
o 744 T S 744 i 1
St 4 o . 2\/ !7‘ — 1
— A — -
© I
@ O 73]
c 734 o l
= ) = p 1
= S
724 —
721 . 4
_—
n{ &
4 ey I
T r T T T T T T d 70 T T T T T T
2 25 3 35 4 100 110 120 130 140 150
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Figura 4.5: Efecto de la presidon y temperatura respecto mineral presente en
los polvos de hueso tratados con CO,- SC y H,O-sub
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En la figura 6.5 se presenta el efecto de la presion y temperatura sobre la
extraccion con COz-sc y H,O-sub en las que se muestra que no hay una diferencia
significativa en un rango de 2 x 10’ Pa 'y 3 x 10’ Pa entre los grupos de respuesta
a 125 y 150°C, pero a 4 x 10’ Pa, se observa que hay un incremento en el
porcentaje del mineral; es decir la temperatura es una variable que mejora la

eficiencia de la extraccion de proteina.

6.4 Caracterizacion de los polvos obtenidos

Se eligieron 5 polvos para la caracterizacion:

¢ Hueso de fémur de bovino.

* Polvos de hueso de bovino libres de grasa, (uno desengrasado por el método
Soxhlet y otro desengrasado usando CO, y Etanol en condiciones

supercriticas).

* Polvos de hidroxiapatita purificada usando CO,-sc y H;O-sub, en forma

discontinua.

* Polvos de hidroxiapatita purificada usando COj,-sc y H»O-sub en forma

simultanea.

6.4.1 Determinacion del contenido de mineral por analisis térmico

Se realiz6é un analisis termogravimetrico a los polvos seleccionados, ya que
es una herramienta que determina los cambios asociados con la degradacion de
las diferentes fases (lipidos y proteina). En la figura 6.6 se presenta el termograma

de los polvos seleccionados. Se presenta el TGA del hueso de bovino (H1) en
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polvo sin eliminar la grasa y la proteina, como un control para comparar los polvos
desengrasados y de Hap. En los tratamientos de extraccion de lipidos, los polvos
denominados RHS y RHG muestran un comportamiento similar en la pérdida de
peso en funcién de la temperatura, por lo que el porcentaje del mineral aumenta a
un 70%; sin embargo en los polvos denominados RHP y RHI se observa un alto
incremento de la pureza del mineral, ya que en el los polvos RHP se observa una
pérdida de peso del 25%, logrando tener un 95 % de hidroxiapatita. La muestra
que se realizé de forma continua en el reactor de extracciones supercriticas (RHI),
se observa una pérdida de peso del 27 % y aumenta a un 97.5 % de hidroxiapatita
purificada. Segun la literatura encontrada es bien sabido que el grado de
seguridad de la hidroxiapatita utilizada en aplicaciones biomédicas o dentales se

debe a la ausencia o inocuidad de la materia organica.

—H1
——RHS

—RHG
100 + ——RHP

—— RHI

95
90

85

Peso (%)

80
75

70

65

N I ' I ! | ! I ! I
0 200 400 600 800 1000
Temperatura (°C)

Figura 6.6: Termograma de los polvos de hueso de bovino y los polvos

obtenidos de los tratamiento con CO2-SC, Etanol y H,O-sub a 150°C y 4 x 10’
Pa.
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6.4.2 Fases cristalinas

La figura 6.7 muestra los difractogramas de los polvos seleccionados para
la caracterizacion, al igual que en el analisis térmico se presenta el hueso de
bovino H1 para estudiar los cambios en los patrones de difraccién de rayos X de

cada uno de los polvos sin grasa y los polvos de hidroxiapatita purificada usando
COQ-SC Yy Hzo-SUb.
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Figura 6.7: Difractogramas del hueso de bovino y de los polvos obtenidos de
la extraccién sub y supercritica

Como se observa en los patrones de difraccion de los polvos de hueso de
bovino sin grasa RFS y RHG, no hay mucha diferencia con el patrén de difracciéon
de H1; sin embargo los picos de los polvos RHG son mas definidos que en los

polvos RFS, posiblemente esto se deba a las condiciones supercriticas usadas es
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posible se elimine algo de proteina y eso haga los picos mas definidos en esta

extraccion, a diferencia de la otra muestra que fue desengrasada por otro método.

Los patrones de difraccién de los polvos RHP y RHI muestran una mayor
cristalinidad de las muestras, ya que se muestra una mejor definicion en los picos,
resultado que era de esperarse por lo visto en el TGA. Por ejemplo los polvos RHI
muestran una mejor definicion en los picos, posiblemente esto se deba a que la
muestra se sometid de manera continua en la extraccién de lipidos y proteina
aumenta la extraccion de esta y haciendo que se observe mas definidos los picos

de difractograma.

6.4.3 Morfologia de los polvos de hueso de bovino y los polvos de hidroxiapatita.

En la figura 6.8 se observa la morfologia de los polvos observados a una
distancia de 200 um en el microscopio electronico de barrido (FE-SEM) Modelo
MIRA3 marca TESCAN. En las micrografias de los polvos de hueso de bovino
(H1) y la muestra desengrasada (RHS), las particulas se ven oscuras debido a
que la muestra se encuentra cargada por el haz de electrones por el alto contenido
de materia organica presente en ella, lo contrario sucede con los polvos de
Hodroxiapatita purificados de forma continua con fluidos super y subcriticos (RHI)

se observa claramente que se encuentra libre de materia organica.
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SEM HV: 10.0 kV WD: 14.14 mm WD: 1415 mm MIRA3 TESCAN| SEM HV: 10.0 kV MIRA3 TESCAN|

View field: 812 ym Det: SE 200 pm. iew fie Det: SE 200 pym View field: 819 ym
SEM MAG: 256 x  Date(m/dly): 03/16/18 Lab.Nano. ITV-UNIDA SEM MAG: 200 x  Date(m/dly): 03/16/18 Lab.Nano. ITV-UNIDA| SEM MAG: 253 x  Date(m/dly): 03/16/18 Lab.Nano. ITV-UNIDA

Figura 6.8: Micrografias de polvos: a) Hueso de bovino, b) Hueso de bovino
sin grasa, c) Hidroxipatita

Las muestras también fueron observadas a una escala de 2 ym; la figura
6.9 (a) se observa muy oscura debido a la presencia de materia organica ya que
se trata de la muestra de hueso de bovino previo a los tratamientos a los que fue
sometida. En las figuras 7-10 (b y c) se presentan los polvos de hueso de bovino
desengrasados, con la diferencia de que una fue desengrasada por el método
Soxhlet y la otra fue desengrasada con CO, / Etanol, en la figura 7-10 (c) se
observan poros en la particula, (Levit y Tepper, 2004) describen al dioxido de

carbono supercritico o casi critico como un agente de expansion en polimeros.

" ) .
SEM HV: 10.0 kV WD: 11.24 mm MIRA3 TESCAN| SEM HV: 10.0kV. WD: 11.09 mm MIRA3 TESCAN SEM HV: 10.0 kV WD: 11.08 mm MIRA3 TESCAN|
View field: 9.44 ym Det: SE pm View field: 10.4 pm Det: SE 2pm View field: 10.4 ym Det: SE 2pm
SEM MAG: 22.0 kx  Date(midly): 03/16/18 Lab.Nano. ITV-UNIDA SEM MAG: 20.0 kx  Date(midly): 03/16/18 Lab.Nano. ITV-UNIDA SEM MAG: 20.0 kx  Date(m/dly): 03/16/18 Lab.Nano. ITV-UNIDA

Figura 6.9: Micrografias de: a) Hueso de bovino, b) Hueso desengrasado
(Soxhlet), c) Hueso desengrasado (FSC)
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En la figura 6.10 ya no se observa presencia de materia organica ya que a
estas muestras se extrajo la proteina usando CO,-sc y H,O-sub, sin embargo en
estas muestras no se observa la presencia de poros. Es importante mencionar que
para poder discutir resultados de porosidad no solo basta con un método optico, si
no que se pueden realizar otros métodos como son: directos, de imbibicién,

inyeccion de mercurio, expansion de un gas y de densidad.
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View field: 10.4 ym Det: SE 2pm View field: 6.92 ym Det: SE 2pm
SEM MAG: 20.0 kx _ Date(m/dly): 03/16/18 Lab.Nano. ITV-UNIDA SEM MAG: 30.0 kx _ Date(m/dly): 03/16/18 Lab.Nano. ITV-UNIDA

Figura 6.10: Micrografias de polvos de Hap.: a) Extraccién discontinua, b)
Extraccion continua

6.4.4 Identificaciéon de los grupos funcionales

En las figuras 6.11 a la 6.15 se muestra el espectro IR de cada una de las
bandas caracteristicas de la estructura de hidroxiapatita. Los picos de absorcion
de la figura 6.11 ubicados de 500 a 600 muestran la presencia de otros grupos
funcionales presentes en la muestra, ya que el huso de bovino ademas de

contener hidroxiapatita contiene lipidos y proteinas.

Giraldo-Betancur et al. (2013) describe que los picos de absorcion ubicados
entre 900 cm”y 1200 cm™ muestran la presencia de (COs?), por lo que en
espectros IR de los polvos analizados, muestran la presencia de este grupo, sin

embargo después de que las muestras fueron purificadas con CO,—-SC y H,O-sub
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(figura 5-11 y 5-15) se observa una mayor inflexién. Los picos de absorcién
localizados en 3571 cm™ y 632 cm™ son atribuidos al grupo hidroxilo (OH") de la

hidroxiapatita, y los picos localizados 1103 y 1040 cm™, 960 cm™, 602 y 564 cm™ y
474 cm™ corresponden al grupo (PO4?).

102
1 1004
100 | J— T .
o i 1 ANAN / \
\ e | ML/ \ o
98 \ ’ . 95 \ AT ™
\/ H \ / \
\ |/ | \ /
96 | \ / y \ / "
h I 90 H \ /‘ I‘
ﬁ‘ \/ )
94 . J
% ‘ « 85
® 1 ° _
3 ®°
92 4 ! °
90 | 80
88 75 4
86 |
T T T 70 T T T
1500 1000 500 2000 1500 1000 500

Longitud de onda (cm™") Longitud de onda (cm™)

Figura 6.11: Espectro IR de hueso de  Figura 6.12: Espectro IR de muestra
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7  CONCLUSIONES

Se logré establecer condiciones de presion (Pa), tiempo (min) y temperatura
(°C), para la extracciéon de lipidos, usando CO, SC y etanol. De igual manera se
establecieron las condiciones de presion (Pa), tiempo (min) y temperatura (°C), para
extraccion de proteinas usando CO, SC y H,O subcritica, para una matriz de hueso

de fémur bovino.

La presion y temperatura mostraron un efecto significativo sobre el porcentaje
de grasa extraida, encontrando que a las condiciones de T = 125°C, P=250 bar, t=20

min, Qeton=8mL/min y Qco2=8mL/min se extrae la totalidad de grasa del hueso.

La temperatura tiene efecto significativo sobre el porcentaje de proteina
extraida, encontrando que a las condiciones de T = 150°C, P=400 bar, t=300 min,

QH20=2mL/min y Qcoz=8mL/min.

Las microscopias mostraron que los tratamientos de extracciones
supercriticas aplicadas a los polvos de hueso de bovino, extraen exitosamente los
lipidos y las proteinas de la matriz 6sea, al permitir observar las particulas desde una

escala de 2 uym.

Los difractogramas presentan que la Hap obtenida de forma simultanea,
presentan una mayor definicion (picos mas definidos y delgados) y el analisis

termogravimetrico demuestra se logré obtener un 97.5% del mineral.
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