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Hidroxiapatita sintetizada a
partir de la cascara de huevo
como potencial sustituto 6seo
en defectos periodontales y
periimplantarios

Hydroxyapatite synthesized from the
eggshell as a potential bone substitute in
periodontal and peri-implant defects

Resumen

La hidroxiapatita sintética es un biomaterial ampliamente utilizado en los procedimien-
tos de regeneracién dsea guiada. Objetivo: Sintetizar hidroxiapatita sintética a partir de
la cdscara de huevo bajo distintos precipitados de dcido nitrico. Métodos: Estudio expe-
rimental que obtuvo CaCO, a partir de la pulverizacién de la céscara de huevo (Gallus
gallus). El carbonato fue titulado con tres concentraciones de dcido nitrico (5, 10 y 15%)
y fosfato de amonio. De las mezclas se realizaron pruebas a distintas temperaturas de cal-
cinacién (150, 600, 700, 800 y 900 °C) y tiempos de calcinacién (2, 4, 8 y 12 h). Se utili-
26 el andlisis de difraccion de rayos X para caracterizar la presencia de carbonato de calcio
e hidroxiapatita. Resultados: De las distintas rutas de sintesis, la via de precipitacién de
4cido nitrico por exceso al 15% mds el carbonato de calcio calcinado a 700 °C durante 8
h ofrecié los resultados mds similares a la hidroxiapatita sintética al ser comparado con el
patrén estdndar comercial. Los picos de intensidad correspondieron a los dngulos 20: 20,
26, 33, 34, 40, 48 y 50 Conclusiones: El método de sintesis por precipitacién utilizando
como sustrato el carbonato de calcio proveniente de la cdscara de huevo mds nitrato de
calcio y 4cido nitrico, evidencid ser adecuado y prictico para la sintesis de hidroxiapatita.
Su uso puede ser replicado para los estudios de caracterizacién y respuesta toxicolégica en
modelos experimentales pre clinicos.

Palabras clave: Cdscara de huevo; Difraccion de rayos X; Hidroxiapatita; Precipitacion
quimica; Regeneracion dsea.

Abstract

Synthetic hydroxyapatite is a biomaterial widely used in guided bone regeneration pro-
cedures. Objective: Synthesize synthetic hydroxyapatite from eggshells under different
precipitates of nitric acid. Methods: Experimental study, which obtained CaCO, from
the pulverization of eggshells (Gallus gallus). The carbonate was titrated with three con-
centrations of nitric acid (5, 10 and 15%) and ammonium phosphate. The mixtures
were tested at different calcination temperatures (150, 600, 700, 800 and 900 °C) and
calcination times (2, 4, 8 and 12 h). X-ray diffraction analysis was used to characterize
the presence of calcium carbonate and hydroxyapatite. Results: Of the different routes
of synthesis, the route of precipitation of nitric acid by excess to 15% plus calcined
calcium carbonate at 700 °C during 8h offered more equivalent results to the synthetic
hydroxyapatite when compared with the commercial standard. The peaks of intensity
corresponded to the angles 20: 20, 26, 33, 34, 40, 48 and 50. Conclusions: The method

oboNTOLOGIA SANMARQUINA
ISSN: 1560-9111
Articulo Original

Isabel Camacho Diaz "2, Melissa Vela
Rodriguez 2, Ludolfo Villanueva Aburto "2,
Andrés Borja Villanueva '®, Fred Montalvo
Amanca 2°¢, Justiniano Quispe Marcatoma 24

" Universidad Privada Juan Pablo Il, Facultad de
Ciencias de la Salud. Lima, Peru.

2 Universidad Nacional Mayor de San Marcos,
Facultad de Fisica. Centro de Investigaciones
Tecnoldgicas, Biomédicas y Medioambientales.
Lima, Pera.

a Estudiante.

b Cirujano Dentista.

¢ Bachiller en ciencias fisicas.

4 Doctor en ciencias fisicas.

Correspondencia:

Isabel Camacho Diaz

Correo electronico: vicamacho20@hotmail.com
Calle Ricardo Palma #136 Collique 5ta zona.
Comas. Per.

Coautores:

Melissa Vela Rodriguez
camevelarodriguez@hotmail.com
Ludolfo Villaneva Aburto
ludvilla123@hotmail.com
Andrés Borja Villanueva
abv1979@gmail.com
Justiniamo Quispe Marcatoma
jquispem@citbm.pe

Fred Montalvo Amanca
bracstam@gmail.com

Conflicto de intereses: Los autores declaran no
tener conflictos de interés.
Fuente de financiamiento: Autofinanciado

Fecha de recepcién: 10/08/18
Fecha de aceptacion: 07/10/18

© Los autores. Este articulo es publicado por la revista Odontologia Sanmarquina de la Facultad de Odontologia, Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Este es un
articulo de acceso abierto, distribuido bajo los términos de la licencia Creative Commons Atribucion - No Comercia_Compartir Igual 4.0 Internacional. (http://creativecom-
mons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/) que permite el uso no comercial, distribucion y reproduccién en cualquier medio, siempre que la obra original sea debidamente citada.

296



Camacho Diaz et al.

of synthesis by precipitation, using calcium carbonate from eggshells as substrate plus
calcium nitrate and nitric acid; proved to be adequate and practical for the synthesis of

hydroxyapatite. Its use can be replicated for toxicological characterization and response

studies in pre-clinical experimental models.

Keywords: Bone regeneration; Chemical precipitation; Egg shell; Hydroxyapatite;

X-Ray diffraction.

Introduccion

Los defectos dseos bucomaxilofaciales pueden ser trata-
dos a través de la distraccién osteogénica y los procedi-
mientos de regeneracién ésea guiada (ROG). La ROG
a su vez puede utilizar sustitutos 6seos autdgenos, alége-
nos, xenégenos y sintéticos. Excluyendo a los sustitutos
autégenos ninguno ha demostrado regenerar el tejido
dseo principalmente por las interrogantes referidas a su
estabilidad mecdnica, biocompatibilidad iz vive a largo
plazo y biodegrabilidad !. Actualmente se desarrollan al-
ternativas a los sustitutos 6seos cuyas propiedades sean
mejoradas constantemente.

En el campo de la Periodoncia e Implantologia oral los
sustitutos 6seos mds utilizados corresponden a cerdmi-
cas de fosfato de calcio sintéticos a base de hidroxiapatita
(HAp) o fosfato B-tricdlcico. La hidroxiapatita sintética
es un tipo de sustituto éseo compuesto de fosfato y cal-
cio con una estructura similar al componente inorgéni-
co del tejido éseo humano. Sus componentes permiten
que provea de estabilidad y dureza a la estructura cris-
talina % Su biocompatibilidad ha sido demostrada por
la interaccién del Ca*? y el PO~ dentro de las funciones
celulares y fisiolégicas ?, ademds de ser bioactivo al de-
gradarse sin alterar el proceso de cicatrizacién del tejido
seo *; ademds que su biodegrabilidad es dependiente de
su composicién y propiedades fisico quimicas .

Actualmente existe un gran interés en sintetizar bioce-
rimicas que presenten una morfologia que facilite e in-
duzca el crecimiento del tejido éseo asi como facilitar
la oseointegracién del implante dental '. De esta forma
el interés por obtener HAp sintética porosa estd princi-
palmente motivado por el potencial de restauracién en
vascularidad y la completa penetracién del tejido seo
en el sitio de cicatrizacién 7.

Algunos estudios consideran la posibilidad de sintetizar
HAp a partir de una cdscara de huevo, esto debido a que
es una estructura a base de CaCO, (94%), carbonato de
magnesio (1%), fosfato de calcio (1%) y trazas de otros
minerales (4%) ® que puede ser utilizada para sintetizar
HAp carbonatada *'; sus usos como material pulveri-
zado se han realizado como fertilizantes, produccién de
suplementos nutricionales y como materiales de relleno
6seo . El uso de la HAp obtenida a partir de la cdscara
de huevo representa un biomaterial alternativo para la
préctica clinica ademds de ser mds econémico tanto para
la empresa manufacturera como para los pacientes °.

De los distintos métodos de obtencién de la HAp se ha
puesto interés en la generacién de apatitas precipitadas
en soluciones acuosas; esto debido a que la precipitacién
entre los 37-60 °C se encuentra pobremente cristalizada
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y se asemeja a la apatita natural . Su sintesis a partir
de precipitados busca utilizar al calcio como mediador
durante el remodelado 6seo y estimulador de células os-
teoprogenitoras as{ como sustrato para producir sefia-
les quimiotdcticas '* y los fosfatos como elementos que
influyen en la mineralizacién de la matriz ésea pero en
exceso puede provocar apoptosis celular . En la presen-
te investigacién se buscé obtener hidroxiapatita a partir
de la cdscara de huevo segin el método de precipitados.

Métodos

Obtencién de carbonato de calcio a partir de césca-
ra de huevo. La sintesis de HAp nanocristalina implicé
la preparacién del precipitado paso a paso. Se utilizé la
técnica de precipitacién como técnica base para preparar
HAp. Se utilizé6 como sustrato la cdscara del huevo de
gallina (Gallus gallus) debido a su elevado componente

de calcita (95% de CaCO,).

Se obtuvo 6 Kg de huevos de los cuales se extrajo sus
sellos, yema y clara para solo quedarnos con las céscaras.
Se utilizé 600 g de cdscara que fueron procesadas ma-
nualmente y limpiadas en una solucién de hipoclorito
de sodio (350 ml) y agua desionizada (350 ml) que re-
posaron en una campana de extraccién (Trimming Tech
®, Italia) por un total de 36 horas a temperatura am-
biente para luego ser secadas a 70 °C por 30 minutos en
una estufa (Bautermic S.A ®, Espana).

Luego se procedi6 a su molienda manual a través de un
molino planetario (Laval Lab ®, Canad4) para obtener
particulas menores a 100 um con la ayuda de un tami-
zador de 90 um (Tamiz 8" N° 170, ATM ®, U.S.A). El
polvo fue sometido al difractor de rayos X para compro-
bar la presencia de CaCO,. El CaCO, obtenido se titulé
con tres soluciones de dcido nitrico por exceso bajo dis-
tintas condiciones de neutralidad del pH.

Sintesis de hidroxiapatita por exceso de 4cido nitrico.
Del polvo obtenido de la cdscara de huevo, se selecciond 15
g para dividirlo en tres muestras de 5 g cada una que serfan
combinadas con tres concentraciones de 4cido nitrico (5,
10 y 15%). En las tres muestras el procedimiento fue el
mismo con la diferencia en las proporciones de las mezclas.

Muestra 1: para la sintesis de HAp de la muestra 1 se
utilizé 1,43 g del carbonato de calcio, 1,34 ml de 4cido
nitrico (5%), 0,6 g de fosfato de amonio y 8,9 ml de
agua. La solucién se llevé a la hornilla de agitacién mag-
nética y se programo el agitador a 500 rpm (Dinko Ins-
truments D-12 ®; Espafia), agregando progresivamente
el 4cido nitrico hasta llegar al punto que no haya eferves-
cencia, en total fue agregado 10 ml de 4cido nitrico. A
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esta solucién le fue agregada nitrato de calcio a un pH
de 10,5 elevada con nitrato de amonio.

En una segunda solucién se preparé 0,6 g de fosfato de
amonio con 12,4 ml H O. Elevada a un pH de 10,5
con 200 gotas de hidréxido de amonio. Esta segunda
solucién fue vertida en una pera de decantacién para a
continuacién comenzar el goteo sobre el nitrato de cal-
cio. Terminado el goteo la mezcla estuvo en agitacion
continua por 600 rpm durante 2 horas.

La muestra resultante fue secada en la estufa (Bautermic
S.A ®, Espana) por cuatro horas a 150 °C'y luego se cal-
ciné por 8 h a 700 °C para su posterior andlisis quimico.

Muestra 2: el procedimiento fue similar a la muestra 1
con la diferencia de las cantidades a utilizar en la prime-
ra fase: se utiliz6 1,43 g de CaCo,, mds 1,4 ml de HNO,
(10%) con un exceso de 7,4 ml. Se programé el agitador
a 600 rpm, agregando progresivamente el dcido nitrico
hasta llegar al punto que no haya efervescencia, en total

fue agregado 7,4 ml.

Al nitrato de calcio ya preparado fue agregado 8,9 ml
H,O y mezclado en el agitador magnético. Fue elevada
aun pH de 10,5 con 38 gotas hidréxido de amonio.

Muestra 3: el procedimiento fue similar a la muestra 1
con la diferencia de las cantidades a utilizar en la pri-
mera fase: se utilizé 1,43 g de CaCO,, mis 1,46 ml de
HNO, (15%) con un exceso de 18 ml. Se programé el
agitador a 600 rpm, agregando progresivamente el dcido
nitrico hasta llegar al punto que no haya efervescencia,

en total fue agregado 18 ml. Al nitrato de calcio ya
preparado fue agregado 8,9 ml HOy mezclado en el
agitador magnético. Fue elevada a un pH de 10,5 con
38 gotas hidréxido de amonio.

Caracterizacién de la hidroxiapatita. Para la identifi-
cacién de los elementos obtenidos en cada muestra se
utilizé el andlisis de difraccion de rayos X (DRX). Se
utilizé un difractémetro de rayos X Siemens D-5000
y tubo de rayos X con dnodo de cobalto (Co K a 1,2
emission, A = 1,7903 A). Se obtuvieron los difractogra-
mas de las tres muestras de carbonato de calcio mezclada
con tres concentraciones de dcido nitrico (5, 10 y 15%).

La técnica de DRX se aplicé para estudiar las caracte-
risticas estructurales de las muestras sintetizadas en di-
ferentes valores de pH. El objetivo final del estudio fue
determinar la composicién de fase y el rango de la es-
tabilidad de temperatura para los materiales obtenidos
segun cada muestra.

Resultados

Se identifico los productos obtenidos a partir del andlisis de
difraccién de rayos X con las caras cristalinas de cada muestra.

En la muestra obtenida del polvo proveniente de la
céscara de huevo se identificé los picos indicadores de
CaCO, siendo mayores en el dngulo 20: 29 (Figura
1A) mientras que las distintas pruebas de obtencién de
la HAp en las tres muestras a los 150 °C no evidenciaron

la presencia de la misma (Figuras 1B, C y D).
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Figura 1. A. Presencia de carbonato de calcio en el polvo proveniente de la cascara de huevo molido. B. Producto obtenido
luego de 2 h de calentamiento. C. Luego de 4 h de calentamiento. D. Luego de 12 h ninguna muestra evidencio similitud a la
hidroxiapatita
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Figura 2. A. Intento de obtencidn a los 600 °C al cabo de 2 h. B. Intento a los 700 °C durante 4 h de calentamiento. C. A los
700 °C se presentd mayor similitud a la HAp. D. A los 800 °C al cabo de 2 h

El aumento de temperatura a 600 °C evidencié cercania

de obtencién de HAp; sin embargo, atin no se logré el
ideal (Figuras 2A, By C).

A una temperatura de 700 °C se logré que la muestra
3 presentard los picos mds importantes de la cdscara de
huevo con respecto al estdndar de calcita (/nternational
Centre for Diffraction Data). Los picos corresponden a
los dngulos 20: 206, 33, 34, 40, 48 y 50 (Figura 3).

Discusion

Los biomateriales fueron desarrollados con la finalidad
de reemplazar la forma y funcién de los tejidos humanos
perdidos. De esta forma los defectos éseos buco maxilo-
faciales pueden ser reparados y regenerados a través del

accionar de sustitutos éseos autdgenos, alégenos, xené-
genos y sintéticos.

El sustituto éseo xenogénico bovino ha sido el bioma-
terial mds utilizado debido a su bajo costo y facilidad
de obtencién; sin embargo, el riesgo de infeccién cru-
zada, reacciones inmunoldgicas e irritacién de la zona
intervenida limitan su uso y efectividad '. Los sustitu-
tos sintéticos como la hidroxiapatita (Ca, (PO,),(OH),,
asemejan a la estructura inorgdnica del hueso y se pre-
senta como un biomaterial osteoconductivo . De
esta forma, la investigacién de nuevos biomateriales
y métodos de sintesis que permitan mimetizar la ar-
quitectura del hueso trabecular debe ser una linea de
investigacion.
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La sintesis de la hidroxiapatita en el presente estudio se
basé en la muestra de CaCO, obtenida a partir de la
céscara de huevo, este modelo ha sido planteado en mul-
tiples publicaciones debido al alto contenido de calcita

que se presenta '¢"7.

El uso del difractor de rayos X nos permitié caracterizar
los compuestos a medida que se iban realizando las com-
binaciones segtin temperatura y tiempo. Los picos de
intensidad y la confirmacién de la presencia de hidroxia-
patita se lograron a una temperatura de calcinacién de
700 °C durante 8 h y bajo una mezcla de saturacién de
HNO, al 15%, el difractor confirmé su presencia prin-
c1palmente con el aumento en la intensidad en el dngulo
20: 20,99 como indicador de HAp sintetizada a partir
de la cdscara de huevo 5.

Se conoce que la HAp puede adherirse directamente a
los tejidos humanos y promover su crecimiento. Por lo
que su potencial uso como un material poroso y sin-
tético permitirfa reproducir mejor las caracteristicas del
hueso a reparar "', Sin embargo, la HAp sintética pre-
senta el inconveniente de presentar una baja resistencia
mecdnica por lo que en pocas situaciones es utilizada de
forma adherida al implante dental y se prefiere su uso
como sustituto 6seo en defectos periodontales, regiones
adyacentes a implantes y defectos de huesos largos

La HAp ha sido obtenida a partir de varios métodos
(sol-gel *, quimico-humedo en solucién acuosa, hi-
drotermal *, deposicién térmica, reaccién en estado

Odontol. Sanmarquina 2018; 21(4)
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Intensidad (u. a.)
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Patrén

20 (Grados)

Figura 3. Intensidad de la hidroxiapatita obtenida con la tercera muestra (15% de HNO,) a 700 °C durante 8 h de calentamiento
comparada con el patrén estandar

sélido * y la precipitacién continua. Obtener HAp a
través del método de precipitacion continua ofrece las
ventajas de no requerir un elevado costo ademds de ser
un método simple; hemos de mencionar que el control
del pH, temperatura y orden de mezcla de los reactivos
son variables influyentes en la sintesis. Nuestro estudio
controlé el pH a 10,5 utilizando hidréxido de amonio y
nitrato de amonio, esto debido a que valores inferiores,
Garcia y cols.” y Sequeda y cols.?, han reportado que
tiende a formar fosfatos de calcio.

La velocidad de adicién de los reactivos se mantuvo en-
tre 1 a 2,5 ml/min esto para favorecer la nucleacién de
la HAp; Sequeda y cols.** recomiendan que sea entre
1 a 5 ml/min y afade que mayores flujos incrementa
la formacién de especies de fosfato de calcio amorfo .
La adicién de HNO, en una mayor proporciéon (15%)
combinado con el Ca(OH,) permitié que la especie
(PO,)? no se encuentre en una concentracién suficiente
para formar una HAp estequiométrica y se mantenga la
proporcién de Ca/P = 1,67 .

Los primeros difractogramas realizados a temperaturas
de calcinacién por debajo de los 700 °C evidenciaron
picos estrechos y de baja intensidad, un indicador claro
de que no existia buena cristalinidad y nos encontriba-
mos lejos del ideal. Acorde al estidndar planteado por el
“International Centre for Diffraction Data” * se encontrd
similitud con la HAp a una temperatura de calcinacién

de 700 °C.

La presente investigacién debe ser complementada con
un andlisis del tamafo de los granos obtenidos, su rela-
cién molar de Ca/P, nivel de pureza y cristalinidad asi
como detectar la presencia de fases amorfas. Recomen-
damos estudios mds detallados sobre la caracterizacion
de la hidroxiapatita a partir de este método de sintesis.

Odontol. Sanmarquina 2018; 21(4)

Una vez alcanzado el ideal de la hidroxiapatita quimica-
mente debe ser utilizada como andamiaje para el creci-
miento de células osteoprogenitoras en modelos expe-
rimentales preclinicos como la mandibula de conejo o
cobayos.

Concluimos que se pudo sintetizar HAp a partir del
CaCO, obtenido de la ciscara de huevo por el método
de precipitacién humeda utilizando titulaciones con 4ci-
do nitrico por exceso como disolvente y agente quelante
al ser calentado a una temperatura de 700 °C durante 8
horas, siendo este método sencillo y no acarrea elevados
Costos.
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