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RESUMEN

En el campo de la conservacion y restauracion de hallazgos 6seos de interés histoérico, se
busca desarrollar consolidantes mas compatibles con la matriz 6sea, que permitan que las
piezas mantengan su resistencia. En este trabajo se consolidaron muestras de material dseo,
utilizado particulas de hidroxido de calcio Ca(OH), en combinacion con hidroxiapatita HAP
(Caio(OH)2(PQ4)s) y 6xido de zinc (ZnO) en tamafio nanométrico y micrométrico. Estos
materiales de relleno se adicionaron en una fase liquida a base de proteinas de colageno
hidrolizado de bajo peso molecular (6000 Dalton), para mejorar la resistencia mecanica al
disminuir la porosidad. La eficacia del consolidante fue evaluada por medio de difraccion de
rayos X (DRX), microscopia electrénica de barrido (MEB), espectrometria infrarroja con
transformada de Fourier (FTIR), analisis térmico diferencial (ATD) y el cambio en la resistencia
mecanica se evalu6 por medio de ensayos de compresion. Los resultados obtenidos
muestran una mejora apreciable partiendo de valores iniciales de 5MPa en la resistencia del
hueso sin tratar hasta 17 MPa después del tratamiento de consolidacion, apuntando a un
método nuevo y compatible que puede ser prometedor para la preservacion de hueso
arqueoldgico.

ABSTRACT

In the field of conservation and restoration of bone finds of historical interest, the aim is to
develop consolidants that are more compatible with the bone matrix, allowing the pieces to
maintain their resistance. In this work, samples of bone material were consolidated, using
particles of calcium hydroxide Ca(OH), in combination with hydroxyapatite HAP
(Ca10(0OH)»(P0O4)s) and zinc oxide (Zn0) in nanometric and micrometric sizes. These filler
materials were added in a liquid phase based on low molecular weight hydrolyzed collagen
proteins (6000 Dalton), to improve mechanical resistance by reducing porosity. The
effectiveness of the consolidant was evaluated by means of X-ray diffraction (XRD), scanning
electron microscopy (SEM), Fourier transform infrared spectrometry (FTIR), differential
thermal analysis (DTA) and the change in mechanical resistance was evaluated. through
compression tests. The results obtained show an appreciable improvement from initial values
of 5 MPa in the strength of untreated bone to 17 MPa after consolidation treatment, pointing
to a new and compatible method that may be promising for the preservation of archaeological
bone.



INTRODUCCION

Los huesos recuperados de excavaciones arqueoldgicas no solo simbolizan objetos de interés
historico y arqueoldgico. En particular los restos antropoldgicos representan un recurso
importante para entender los primeros asentamientos humanos. Los restos 6seos humanos
ofrecen un vinculo con nuestros antepasados, proporcionando evidencia importante de
sistemas de creencias, rituales de entierro, jerarquias sociales, asi como para conocer el
sistema de alimentacion, enfermedades y afiliaciones genéticas. Del mismo modo los restos
0seos de fauna representan un poderoso recurso en la comprension de la evolucion y
extincion de diferentes especies a lo largo de distintos periodos y eras.

El estudio de la preservacion 6sea esta intimamente relacionado con la comprension de las
caracteristicas estructurales y la composicion quimica del hueso. Macroscopicamente, los
huesos estan constituidos por dos tejidos superpuestos que tienen casi la misma
composicion quimica: uno corresponde a una capa externa densa denominada hueso cortical,
la cual rodea una estructura interna, mas porosa y menos densa, a la cual se le designa hueso
trabecular. Quimicamente el hueso es un material compuesto extremadamente complejo, que
consiste en aproximadamente 20-30% en peso de colageno, 60-70% en peso de minerales y
10% en peso de agua (Reiche et. al. 2002).

El contenido mineral estd conformado principalmente por hidroxiapatita (Cao(OH)2(PQ.)s),
cierta fraccion de hidroxiapatita carbonatada (Ca1o(OH)2(COs)o5(P0O4)s.5), €n menor proporcion
se encuentra la presencia de elementos como fluor, sodio, magnesio y estroncio sustituyendo
a los iones calcio, hidroxilo y fosfato. Otros elementos tales como: silicio, manganeso y hierro
pueden existir en fases minerales independientes dentro de grietas y huecos del hueso
(Schraer 1970). La intercalacion de los componentes minerales y organicos se producen a
nano, micro y macro escala, proporcionando respectivamente resistencia y elasticidad. Las
propiedades mecanicas de los huesos estan fuertemente relacionadas con su arquitectura,
como lo sugiere el trabajo de Currey y colaboradores (Currey 2006) que han demostrado que
las propiedades mecanicas de los huesos dependen del contenido de calcio y de la porosidad.

Hoy en dia, los huesos de contexto arqueoldgico requieren ser tratados cuando presentan un
estado de fragilidad y pérdida de resistencia mecanica, en consecuencia, pueden someterse
a procedimientos de conservacion como la consolidacion. La consolidacion es uno de los
tratamientos mas importantes en cualquier intervencion de conservacion-restauracion y tiene
como meta fundamental el devolver la resistencia mecanica, pero sobre todo dar la estabilidad
a los solidos 6seos fragiles. La presente investigacion busca ir mas alla de la perspectiva
actual, haciendo énfasis en que el problema no solo esta en consolidar el hueso cortical, sino

que la verdadera problematica es devolver la estabilidad a la estructura porosa, proponiendo
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un nuevo consolidante que podria actuar como relleno para las cavidades y con ello devolver
resistencia mecanica a la estructura atenuando defectos a nivel nano y micrométrico. Durante,
la revision bibliografica se detectd la carencia de ensayos mecanicos en probetas maquinadas
de hueso con geometria definida y que permitan cuantificar el grado de consolidacion
alcanzado. En este trabajo se preparan especimenes con formas estandarizadas y
comparables.

La fragilidad que afecta a los materiales arqueoldgicos lleva a la necesidad de realizar
tratamientos dirigidos a endurecerlos y fortalecerlos: los polimeros vinilicos y acrilicos se han
convertido en los agentes consolidadores mas popularmente empleados, actuando como
pegamento, llenando pequefias grietas y adhiriendo partes mas pequefias de materiales.
Desafortunadamente, estos pueden conducir a efectos no deseados en términos de
compatibilidad, reversibilidad y estabilidad.

Los problemas causados por los consolidantes son tan variados, como los productos
utilizados y se deben principalmente a: poca penetracion, fragilidad, contraccion que resulta
en delaminacion, amarillamiento con el tiempo, reticulacion resultante, solubilidad reducida e
irreversibilidad, ademas de los excesos de brillo en la superficie del hueso (Johnson 1994).
En la dltima década existe una tendencia por los consolidantes inorganicos aplicados a
estructuras 6seas, por la compatibilidad de materiales y por ser considerados mas estables
que los polimeros. Diferentes grupos de investigacion (North et al. 2016; Yang et al. 2016)
promovieron el crecimiento de hidroxiapatita en hueso arqueoldgico como consolidante en
estructuras de hueso cortical. Por otra parte, también se ha reportado que el empleo de
nanoparticulas de Ca(OH), como tratamiento de consolidacion (Natali et al. 2014; Salvatore
et al. 2020).

Los antecedentes muestran el interés por crear consolidantes mas compatibles con la matriz
6sea y que tengan una eficacia en su resistencia. Por lo cual en el presente trabajo se
pretende consolidar el material 6seo con una carga de particulas compatibles con la matriz
de diferentes tamafios nano y micrométrico. En esta investigacion, se utilizara una mezcla de
particulas de Ca(OH), micrométrico con oxido de zinc en tamafio nanométrico, en
combinacion con una fase liquida a base de proteinas de colageno hidrolizado de bajo peso
molecular con la finalidad de disminuir la porosidad e incrementar resistencia. Estos se
comparan con agentes de consolidacion utilizados en el area de conservacion tanto de
composicion organica como inorganica. Para esta investigacion se us6 material 6seo tratado
quimica y térmicamente para simular el hueso arqueologico real, a éste lo denominaremos
hueso arqueoldgico sintético. Este material presenta una porosidad y resistencia equivalente
a la de las piezas de hueso de contexto arqueoldgico.



La evaluacion del consolidante fue estudiada usando difraccion de rayos X (DRX), microscopia
electronica de barrido (MEB), espectrometria infrarroja con transformada de Fourier (FTIR),
analisis térmico diferencial (ATD) y el cambio en la resistencia mecanica se evalu6 por medio
de ensayos de compresion.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la resistencia mecanica de hueso arqueoldgico sintético que fue consolidado usando
el sistema colageno hidrolizado con carga de particulas inorganicas de Ca(OH), y ZnO.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Elaborar probetas de hueso que contengan tejido 6seo cortical y trabecular con una
morfologia geométrica y reproducible.

= Determinar la temperatura de tratamiento térmico para las probetas de hueso, que
permita reducir el contenido de materia organica y obtener una matriz ésea porosa
degradada que emule al hueso de contexto arqueoldgico.

= Sintetizar particulas de Ca(OH),, caracterizar su morfologia y tamafo de particula, estas
seran utilizadas como agente de consolidacion en el tejido 6seo degradado.

= Preparar agentes de consolidacion utilizados en el area de conservacion de composicion
organica e inorganica.

» Evaluar las propiedades mecanicas en compresion del hueso arqueoldgico sintético,

después de aplicar los consolidantes propuestos y los utilizados actualmente en el area
de conservacion.
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Capitulo 1. Aspectos generales sobre la consolidacion de
hueso arqueoloégico

1.1 Tejido 6seo, composicion y propiedades

El sistema 6seo en la mayoria de los seres vivos consta de tres tipos de huesos: huesos
largos, huesos planos y huesos irregulares. Estos estan hechos a base de dos tipos de
crecimiento éseo, tejido cortical (o compacto) y tejido trabecular (o esponjoso). El hueso
cortical conforma la capa exterior sélida y densa con grosor variable. (Schraer 1970). El hueso
esponjoso es menos denso que el hueso cortical, siendo en donde radica practicamente todo
el colageno en una estructura interconectada de poros que ayuda a disipar las tensiones
mecanicas en las articulaciones (Mays 2010).

Quimicamente, el hueso es un material compuesto extremadamente complejo, que consta de
aproximadamente 20-30% en peso de colageno, 60-70% en peso de minerales y 10% en peso
de agua (Reiche et al. 2002).

El contenido mineral esta compuesto principalmente de hidroxiapatita (Caio(P04)6(0H).), con
cantidades menores de fluor, sodio, magnesio y estroncio en sustitucion de calcio y fosfato.
Otros elementos, como el silicio, el manganeso y el hierro pueden existir de forma
independiente en fases minerales dentro de grietas y huecos microscopicos (Schraer 1970;
Parker and Toots 1970).

La estructura cristalografica ideal de la hidroxiapatita (HAP) es monoclinica, sin embargo,
bioldgicamente la HAP suele adoptar la forma de un prisma rémbico derecho, que se apila
para forman una red hexagonal compacta (tabla 1.1) (Schraer 1970; Elliott 1994).

TABLA 1.1 PROPIEDADES CRISTALINAS DE LA HIDROXIAPATITA (Sassoni et al. 2011).

Compuesto Sistema Estructura Clase de Parametros de
cristalino cristalina cristal red
Hidroxiapatita Hexagonal Hexagonal 6/m a=9.418 A
(Ca1o(P0O4)6(0H).) bipiramidal c=6.875 A
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La matriz organica estd compuesta principalmente por colageno tipo | presente en piel,
huesos, dientes, tendones y organos. Las fibras de colageno que forman el hueso son el
resultado de la union mediante enlaces cruzados de una triple hélice de cadenas de
aminoacidos. Esta estructura le confiere al hueso su resistencia a la traccion en sentido
longitudinal y es responsable en gran parte de la elasticidad de este.

Las propiedades biomecanicas que proporciona el colageno dependen a su vez de las
caracteristicas microestructurales del mismo, como la cantidad y la orientacion de sus fibras
0 la estabilidad de sus enlaces. En diversos estados patologicos estas caracteristicas se ven
seriamente afectadas (principalmente la estabilidad de los enlaces). Por otro lado, los cristales
de hidroxiapatita se disponen en los huecos que quedan libres en la matriz organica y son los
responsables de la rigidez del hueso y de su resistencia a la compresion, por lo que estas
caracteristicas dependeran de la cantidad de mineral, del grado de empaquetamiento y del
ordenamiento de los cristales alrededor de las fibras de colageno (Malmberg and Nygren
2008). A causa de la compleja estructura del hueso, para conocer y comprender sus
propiedades mecanicas, deben tenerse en cuenta los distintos niveles estructurales. El hueso,
al igual que otros materiales bioldgicos, posee lo que se conoce como estructura jerarquica,
compuesta de distintos niveles a medida que variamos la escala (Figura 1.1).
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Figura.1.1 Estructura jerarquica del hueso tipico en varias escalas de longitud (Sadat-
Shojai et al. 2013).
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Cada una de estas escalas o niveles jerarquicos va a tener influencia en las caracteristicas
mecanicas del hueso. Las diferencias morfologicas entre hueso cortical y trabecular
producen importantes implicaciones biomecanicas. El hueso cortical posee un modulo
elastico mayor, por lo que su curva de esfuerzo-deformacion presenta una mayor pendiente.
Esto implica que es capaz de soportar un alto grado de carga por unidad de superficie con
un bajo indice de deformacion, lo que le confiere una gran rigidez.

Sin embargo, el hueso trabecular presenta un médulo de Young menor y biomecanicamente
describe una curva mas aplanada, lo que se traduce en que la carga soportable por unidad
de superficie es menor, pero con un mayor indice de deformacién, lo que conlleva mayor
flexibilidad (Figura 1.2). Debido a esto, los valores de resistencia del hueso cortical suponen
un 60% de la resistencia del hueso entero, lo que implica una mayor resistencia mecanica de
este componente tisular. El grosor y el diametro del hueso cortical son los principales factores
que afectan a su biomecanica. Un aumento de cualquiera de estas caracteristicas provoca un
aumento de la resistencia 6sea (Batchelar et al. 2006).

Hueso cortical

\

Hueso trabecular

\

Carga (N)

Desplazamiento (mm)

Figura 1.2. Curva carga-desplazamiento del comportamiento
mecanico caracteristico de los distintos tipos de tejidos dseos
(Batchelar et al. 2006).

Una resistencia disminuida del hueso esponjoso por un estrechamiento de las trabéculas es
reversible con un tratamiento adecuado; sin embargo, si desaparece la conectividad entre
trabéculas, la pérdida de resistencia se vuelve irreversible ya que no se puede recuperar su
elasticidad original. Por lo tanto, una estructura con mayor numero, grosor y conectividad
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entre trabéculas serd mas resistente que otra con menor numero, menor grosor y mayor
separacion, aunque ambas presenten la misma masa dsea (Pinhasi and Mays 2007).

De lo descrito anteriormente se desprende que, el material 6seo de contexto arqueoldgico
que ha sido degradado por las condiciones de intemperie y el paso del tiempo experimenta
la pérdida de materia organica y el tejido esponjoso es el que se deteriora mas, como se
puede apreciar en la figura 1.3, en donde la parte correspondiente al colageno ha
desaparecido por completo, dejando una red interconectada de porosidad.

Figura 1.3. Fotografias de hueso sacado de sitios arqueoldgicos en donde se aprecia el tejido
trabecular que ha perdido la fase organica a base de colageno.

1.2 Deterioro del hueso arqueoldgico y su impacto en la conservacion

El tejido 6seo es uno de los materiales mas frecuentemente encontrado en yacimientos
arqueoldgicos y paleontologicos, apareciendo en todo tipo de cronologias. Normalmente, en
manuales y programas formativos de conservacion y restauracion los materiales
arqueoldgicos se dividen entre organicos e inorganicos (Garcia-Fortes y Flos-Travieso 2008).
Esta separacion es muy importante, ya que cada material requiere pautas determinadas para
su conservacion. En general, se asume que los fdsiles de vertebrados son materiales
inorganicos de cronologias muy antiguas, por ejemplo, los dinosaurios y, por el contrario, los
huesos arqueoldgicos se consideran materiales organicos de cronologias recientes.

En general, en los huesos mas antiguos se ha producido una recristalizacion mineral y el
material es totalmente inorgéanico. Mientras que en huesos mas modernos se preserva mejor
tanto la parte organica como la inorganica. Sin embargo, en cronologias intermedias, los
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huesos pueden tener composiciones muy diversas. Ademas, pueden darse casos de huesos
relativamente modernos muy mineralizados (Smith et al. 2002).

En contextos arqueoldgicos y/o paleontoldgicos, la historia material del tejido 6seo empezaria
desde el momento de su formacién durante la vida del organismo y la preservacion de los
huesos no dependera exclusivamente de su antigiiedad, sino de los agentes y procesos que
participan en la modificacion de su naturaleza.

La preservacion del hueso no depende del tiempo que el hueso ha estado bajo tierra, pero si
del tipo de ambiente del entierro (Child 1995; Hedges 2002). Las alteraciones del hueso
enterrado dependen de la descomposicion tanto del mineral como de los componentes
organicos. Después de la deposicion, el hueso puede sufrir intercambio idnico, pérdida de
colageno, ataque microbiano, lixiviacion de minerales e infiltracion por compuestos organicos
u otros minerales encontrados en el suelo. Tanto la porosidad como la cristalinidad del hueso
se ve afectada a medida que el hueso envejece y se degrada en respuesta a la interaccion
con el medio ambiente (Hedges 2002).

La problematica a la que se enfrenta la preservacion de los materiales 6seos también se ve
influenciada por los cambios climaticos del medio ambiente y del contexto de enterramiento,
ciclos humedo-seco y de congelacion-descongelacion, agravados por las sales solubles,
también pueden aumentar la degradacion de los huesos, asi como la exposicion a la luz solar
y radiacion ultravioleta (UV) (Child 1995; Fernandez-Jalvo and Andrews 2002).

Hay tres vias principales de deterioro del hueso: 1)deterioro quimico del colageno,
2) deterioro quimico de las fases minerales y 3) biodegradacion. Los contenidos de colageno
y minerales del hueso se protegen entre si, ya que la presencia de contenido organico
retardara las reacciones de disolucion de minerales y, a la inversa, la disolucion de minerales
puede conducir a un aumento en la degradacién microbiana del colageno (Collins et al. 2002;
Hedges 2002).

En general, los suelos alcalinos descomponen el colageno de los huesos, al tiempo que
preservan la estructura mineral (Child 1995). Sin embargo, los suelos altamente alcalinos
pueden causar descamacion o desprendimiento de la superficie del hueso en fragmentos
(Fernandez-Jalvo y Andrews 2002). Los suelos acidos, con un pH (5 o menos) disolveran la
estructura mineral del hueso, la hidroxiapatita (HAP) se perdera si el suelo de enterramiento
es bajo en fosfatos, lo que lleva a la filtracion de aniones de fosfato a medida que el hueso
busca equilibrio con el medio ambiente (Child 1995). De hecho, es posible que los cristales
de hidroxiapatita (HAP) se puedan disolver y precipitar repetidamente en su lugar (Hedges
2002). Todos estos eventos alteran la cristalinidad del hueso, posiblemente afectando su
resistencia y conservacion a largo plazo. Una vez que se ha producido el deterioro inicial por
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medios quimicos o fisicos, la accion microbiolégica también podria dafar el hueso,
principalmente al atacar el componente organico de colageno (Hedges 2002).

La disolucion de minerales es mas comun en lugares con movimiento de agua, donde debe
tener lugar una gran cantidad de transferencia de iones para que el hueso entre en equilibrio
con el medio acuoso (Collins et al. 2002; Hedges 2002). Los huesos de ambientes acuosos
se veran privados de HAP y, por lo tanto, se volveran mas susceptibles a posterior deterioro
del colageno (Reiche et al. 2002). Suelos con alto en contenido de calcio también romperan
el hueso a través de la formacion de calcita (figura 1.4). Los cristales de calcita adquieren un
mayor volumen dentro de los poros del hueso, lo que provoca agrietamiento y descamacion
(Child 1995). Se ha demostrado que el hierro, el aluminio, el manganeso y el potasio ingresan
a los huesos desde el suelo y el medio ambiente, mientras que el calcio y el magnesio
generalmente se pierden por el hueso en el suelo.

Figura 1.4. Imagen SEM de una
seccion transversal de hueso
arqueologico. (a) grietas radiales,
(b) grietas circunferenciales, (c)
alteracion bacteriana, y (d) canal
de Havers lleno de material
carbonatado (Rogoz et al. 2012).
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El flior también es de origen diagenético (ignorando los estandares de agua potable fluorada)
(Parker and Toots 1970). El estroncio, por el contrario, viene de la dieta, y es un indicador
comun y bien investigado de los habitos alimentarios (Parker and Toots 1970). Los elementos
se pueden incorporar al hueso a través de huecos y fisuras en el hueso, o dentro de la propia
matriz de apatita. Los vacios resultantes de la descomposicion del componente organico
también pueden convertirse en lleno de impurezas en el suelo, especialmente materiales ricos
en carbonatos. Hierro y manganeso, los compuestos se encuentran alrededor de los canales
de Havers y los osteocitos. Estos dos elementos también son responsables de las manchas
en la superficie 6sea (Rogoz et al. 2012).
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El hueso es un material importante en la comprension e interpretacion de la arqueologia,
sitios y conjuntos, ya que puede identificar entornos antiguos, paleodieta, métodos de
herramienta haciendo, enfermedades antiguas y causas de muerte. Los huesos proporcionan
la mayor cantidad de informacion cuando estan intactos, cuando se pueden medir y examinar
la superficie en busca de marcas de dientes y cortes, desgaste, signos de crecimiento o
enfermedad, y evidencia de corte y pulido (Koob 1984). El numero y tipo de huesos, asi como
su tamarfio y forma, y cualquier caracteristica de la superficie puede indicar depredacion, caza,
reelaboracion u otra evidencia arqueoldgica importante (Child 1995). La preservacion del
hueso puede verse afectada a través de muchas vias complejas que incluyen coccion,
descortezado y reelaboracion, asi como por exposicion y entierro (Hedges 2002).

1.3 Consolidacion 6sea: agentes y métodos

Los huesos de contexto arqueoldgico deben ser lo suficientemente fuertes como para
manipularlos y almacenarlos sin dafarlos y, a menudo, los huesos son grandes. La cantidad
de material 6seo que se extrae de los sitios de excavacion requieren ser consolidados para
su manipulacién (Koob 1984). Los consolidantes utilizados en el material 6seo arqueologico
desde principios del siglo XX incluyen casi todos los adhesivos conocidos en el campo de la
conservacion, goma laca, resinas, colas de gelatina, proteina y ceras, no obstante, este tipo
de consolidantes organicos fueron reemplazados por polimeros sintéticos a medida que se
desarrollaron.

Actualmente, los consolidantes utilizados para el hueso arqueoldgico suelen estar basados
en polimeros en soluciones, emulsiones o dispersiones coloidales acuosas o disolventes
(Johonson 1994; Chadefaux et al. 2008). Un consolidante popular para huesos es el Acrysol
WS-24 y su equivalente britanico Primal WS-24, que es una dispersion coloidal acrilica que
tiene un pH cercano al neutro y ha demostrado ser bastante estable en el tiempo. El Paraloid
B-72, un copolimero de metacrilato de metilo/acrilato de etilo, es el otro consolidante mas
utilizado por arqueologos y conservadores, no obstante, debe evitarse su uso con materiales
humedos, debido a su escasa compatibilidad con el agua, pero para material seco ha
mostrado buenas propiedades de trabajo y envejecimiento (Koob 1984). Una de las
caracteristicas de los consolidantes poliméricos reside en que cambian significativamente el
comportamiento fisicoquimico y la textura del material original. Los consolidantes poliméricos
también son detectables e identificables usando Espectroscopia Infrarroja por Transformada
de Fourier (FTIR) y otras técnicas espectroscopicas (Chadefaux et al. 2008). Sin embargo,
todavia existen algunos desafios en los polimeros de uso comun en la actualidad. La alta tasa
de evaporacion de la mayoria de los solventes puede conducir a una baja penetracion del
agente consolidante. Ademas, muchos consolidantes a base de polimeros contienen altos
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niveles de plastificantes y emulsionantes, a menudo patentados (Koob 1984). Actualmente
se estan diversificando los materiales a emplear en la consolidacion dsea, por lo que se han
establecido dos grandes grupos para clasificarlos: los consolidantes organicos y los
consolidantes inorganicos.

1.3.1 Consolidantes organicos

El hueso arqueoldgico se ha conservado a menudo en el campo y laboratorio mediante el uso
de polimeros organicos. Los polimeros son moléculas muy largas formadas por cientos a
millones de grupos de moléculas mas pequefas llamadas monémeros (Horie 2010). El
polimero organico trabaja para preservar el hueso deteriorado consolidando la estructura
dentro de una red de moléculas del polimero. La consolidacion puede devolver resistencia
estructural al material fragil y deteriorado.

Los mondmeros de partida pueden tener la misma férmula o no, obteniéndose en el primer
caso los homopolimeros y en el segundo los copolimeros. A su vez los polimeros organicos
estan condicionados por su estructura que pueden ser lineal o reticular tridimensional. Las
cadenas lineales constan de cientos de atomos de carbdn (C) unidos entre si y al mismo
tiempo ligados a otros atomos de 6xigeno, hidrogeno o nitrégeno (O, H, N), produciendo en
algunos casos ramificaciones en la cadena. Las moléculas se van entrecruzando por
policondensacion o evaporacion del disolvente, presentando un estado desordenado en el
consolidante o sélo parcialmente ordenado (Johhnson 1994).

Las moléculas organicas pueden absorber la energia térmica, debilitdandose los enlaces entre
ellas y moviéndose independientemente. Al aplicar calor a estas resinas termoplasticas, se
puede observar que, si la temperatura es lo suficientemente elevadas, esta energia puede
romper los enlaces entre las macromoléculas. Igualmente, estas resinas pueden soportar
esfuerzos apreciables, este ultimo aspecto muy interesante, dado que este tipo de resinas
puede absorber movimientos, vibraciones y cargas una vez puestas en obra. Este tipo de
compuestos se vienen empleando desde la antigiiedad, distintas referencias del uso de estos
materiales se pueden encontrar en la literatura arqueologica (Horie 2010).

Ha habido un cambio gradual en los tipos de consolidantes que han utilizado los arqueologos,
a principios de siglo XIX comunmente se usaban ceras y este material fue recomendado por
el Museo Britanico, otros consolidantes naturales como goma laca, dammar, gelatina, agar o
diversas soluciones como cola de pescado y pegamento animal. La mayoria de estos
materiales naturales sélo penetra pobremente en la estructura 6sea y también ocasiona
detalles oscuros de la superficie, algunos de estos polimeros naturales pueden encogerse
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drasticamente con la edad ocasionando tensiones internas dentro del hueso que pueden
derivar en la ruptura de la superficie del hueso (Johhnson 1994).

Haciendo un recorrido histérico, se pueden encontrar innumerables productos poliméricos
destinados a la consolidacion: resinas de nitrato de celulosa, resinas de acetato de polivinilo,
emulsiones de acetato de polivinilo, emulsiones acrilicas, resinas acrilicas, etc. (Horie 2010).
El consolidante organico mas destacado es la resina acrilica conocida como Paraloid B-72®
o Acryloid B-72®, por ser sin lugar a duda la mas utilizada desde su aparicion hasta la
actualidad. Esto se debe a su supuesta buena estabilidad y a su mayor reversibilidad en
comparacién con otros productos. El uso de esta resina queda referenciado en numerosas
publicaciones y por ello es practicamente la primera y mejor opcion considerada en la mayoria
de los casos (Lopez-Polin 2012; Johnson 1994; Bisulca et al. 2009; Masetti-Bitelli 2002).

1.3.2 Consolidantes inorganicos

Una posible alternativa eficaz a los polimeros organicos es el empleo de consolidantes
inorganicos en hueso y material fosil. Algunos consolidantes inorganicos basados en
alcoxidos de silicio (TEOS) han sido empleados (Bisulca et al. 2009; Zarraga et al. 2002), asi
como consolidantes a base de metasilicatos solubles (Thorn 2012). Sin embargo, se
requieren mas estudios para conocer los efectos de estos consolidantes a largo plazo.

Por otra parte, se han probado otras alternativas de consolidantes a base de compuestos
inorganicos como dispersiones de particulas coloidales que incluyen hidréxido de calcio
(Ca(OH),) (Warren 1999; Hansen et al. 2003; Chelazzi et al. 2013), hidréxido de magnesio
(Mg(OH),) (Baglioni and Giorgi 2006), fosfato de calcio (Cas(PO4),) (Matteini et al. 2011) y
silice (SiO) (Oh et al. 1999).

Estos consolidantes han proporcionado una cohesion efectiva a las matrices en polvo; sin
embargo, plantearon algunos desafios causados por su inestabilidad a diferentes pH,
toxicidad (caso de (Ba(OH).) (Giorgi et al. 2010), asi como incompatibilidad de la estructura
cristalina y una pobre penetracion.

Estudios posteriores principalmente para la consolidacion en sustratos porosos han
demostrado un potencial considerable para desarrollar un consolidante mas eficiente,
proporcionando rigidez y resistencia mediante la imitacion biologica del crecimiento de
hidroxiapatita (HAP), el principal componente mineraldgico de los dientes y la matriz 6sea
con la férmula general Ca(POs)sX2, donde X generalmente se representa el ion fluor
(fluorapatita), hidroxilo (hidroxilapatita) o cloro (clorapatita) (Posner 1969; Brown and

19



Constantz 1994; North et al. 2016; Matteini et al. 2011; Sassoni et. al. 2011; Yang et al. 2016).
Ademas de restaurar la integridad mecéanica de materiales porosos con la hidroxiapatita se
han demostrado propiedades protectoras (Polikreti and Maniatis 2003; Sassoni et al. 2011).

Estas aplicaciones preliminares de conservacion, junto con importantes investigaciones
fundamentales sobre la precipitacion de HAP para aplicaciones de bioingenieria y biomédicas
para la reconstruccion dental y la regeneracion dsea (Kikuchi et al. 2004; Nayar et al. 2005;
Ngiam et al. 2005) ofrecen una gran promesa en el uso de HAP como agente consolidante
para huesos arqueoldgicos y otros materiales similares. Se han empleado disoluciones de
fosfato acido de amonio ((NH4),HPO4), como precursor de hidroxiapatita (Caio(PQO4)s(OH).),
para consolidar huesos (Sassoni et al. 2016). Otros trabajos han estudiado diversos fosfatos
amoniacales como formadores de consolidantes, usando fosfato acido de amonio (NH4),HPO4
y fosfato basico de amonio (NH4)sP0.) junto con un precursor de calcio con el objetivo de
formar hidroxiapatita, en ambos métodos se detectaron particulas de hidroxiapatita tras el
tratamiento.

1.4 Sistemas de aplicacion de consolidantes

Dada la problematica existente en la degradacion de los huesos paleontolégicos, los
profesionales de la restauracion buscaron diversas opciones a fin de conferirle estabilidad
mecanica a materiales ceramicos y huesos provenientes de sitios arqueoldgicos (Doehne and
Price 2010). Independientemente del consolidante usado, los tratamientos se aplican
mediante alguna de las siguientes técnicas de aplicacion, dependiendo del sustrato (figura
1.5), existen los procedimientos de pincelado (brushing), absorcion capilar (capillary
absorption), inmersion (immersion), inmersion al vacio (immersion using vacuum), rociado
(spraying), impregnacion con cataplasma, papeta (poultice) o percolacién e inyeccion
(injection).

Investigadores (Ferreira and Delgado 2008) han estudiado la influencia de la técnica de
aplicaciéon comparando tres consolidantes aplicados en cuatro superficies porosas, las
técnicas de aplicacion estudiadas fueron el pincelado, la absorcion por capilaridad y la
inmersion. La conclusion basicamente ha sido que la técnica de aplicacion juega un papel
relativamente poco importante comparado con el rol del material consolidante empleado.
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Figura 1.5 Esquema de las técnicas de aplicacion de los tratamientos consolidantes (Garcia-Fortes &
Flos-Travieso 2008).

En otro estudio (Doehne and Price 2010) utilizaron tres consolidantes diferentes: silicato de
etilo (Tegovakon V), resina acrilica (Paraloid B72) y resina epoxy (EP 2101) sobre un mismo
substrato, llegando a la conclusion de que la efectividad de la consolidacion depende
principalmente del tipo de consolidante incorporado al sustrato, y, por lo tanto, la técnica de
aplicacion juega un papel secundario. No obstante, otros grupos de investigadores (Franzoni
et al. 2015) han estudiado la influencia de la técnica de aplicacion en un solo tipo de
tratamiento consolidante para superficies dseas. Dicho grupo, compard el pincelado, la
inmersidn y la impregnacion con cataplasmas de pulpa de celulosa.

En todos los casos lograron penetraciones del consolidante y un aumento de las propiedades
mecanicas del sustrato. No obstante, los resultados reportados indican que la aplicacion del
tratamiento por inmersion dio los mejores resultados: aumento de la resistencia a la traccion
(tensile strength), la resistencia a la abrasion y redujo la porosidad. Por consiguiente, dicho
trabajo recomienda el emplear una sola técnica de aplicacion para evaluar diferentes
materiales consolidantes, a fin de evitar posibles errores en los valores experimentales.

21



Capitulo 2. Materiales, técnicas de caracterizacion y métodos de
obtencion de consolidantes para hueso arqueoldgico

2.1 Metodologia experimental

La presente seccion cubre la metodologia experimental y el disefio de consolidantes utilizados
en esta investigacion. Para probar el desarrollo y la evaluacion de particulas en presencia de
colageno hidrolizado como agente de consolidacion para huesos y otras matrices
arqueologicas similares, los ensayos experimentales de laboratorio se llevaron a cabo
mediante la aplicacion de nanoparticulas de hidréxido de calcio Ca(OH), y 6xido de zinc (Zn0)
en una solucién de colageno hidrolizado (CH) comparandolo con otros agentes consolidantes
utilizados en el area de conservacion, como son las resinas acrilicas y nitrocelulésicas.

Todos los analisis se llevaron a cabo en probetas de hueso maquinadas y degradadas
artificialmente y los resultados fueron evaluados utilizando diferentes técnicas y métodos
analiticos sensibles desde el punto de vista estructural y composicional para corroborar la
efectividad de los tratamientos de consolidacion. La caracterizacion del hueso, las particulas
obtenidas en la sintesis Ca(OH). y las particulas de dxido de zinc ZnO se realizaron por medio
de difraccion de rayos X (DRX), microscopia electronica de barrido (MEB), microscopia optica
(MO), microscopia electronica de transmision (TEM), analisis termogravimétrico (ATG) y
espectrometria infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR). Para conocer la efectividad de
los tratamientos se caracterizaron las propiedades mecéanicas por medio de ensayos de
compresion con el fin de obtener la resistencia del material 6seo.

2.2 Materiales y precursores
2.2.1 Material 6seo

Para alcanzar los objetivos anteriormente mencionados, se eligieron diferentes materiales los
cuales se expone a continuacion: se requirieron tres tipos de materiales 6seos para este
estudio, segun el tipo de ensayo a realizar: i) hueso fresco para conocer las caracteristicas
fisicas y quimicas de éste antes de su procesamiento; ii) muestras de hueso arqueologico
para analizar su morfologia, tipo de tejido, asi como la porosidad promedio que presenta este
material, y iii) hueso artificialmente degradado o también denominado hueso arqueoldgico
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sintético, para la aplicacion de los sistemas de consolidacion y evaluar la resistencia mecanica
posterior a los tratamientos.

El material arqueoldgico estudiado son fragmentos (figura 2.1) pertenecientes a diferentes
estructuras 6seas (hueso compacto y hueso trabecular) todas ellas procedentes de la especie
bovidae, originarias del sitio arqueolégico de Cedral, San Luis Potosi. Este material nos
permite representar los diversos tipos de deterioros presentes en el hueso de contexto
arqueoldgico. Por su naturaleza historica, los analisis en este material no fueron invasivos o
destructivos, consistieron en evaluar la cantidad y tipo de tejido presente, asi como su
porosidad. El hueso fresco y degradado para la implementacion de este estudio, se decidio
extraer de la caja toracica de res doméstica (Bos primigenius Taurus) especificamente de las
costillas debido a sus caracteristicas ya que presenta estructura 6seo trabecular y cortical.

i

Figura 2.1 Muestras de material 6seo arqueoldgico evaluado.

2.2.2 Probetas de hueso

Para llevar a cabo la parte experimental de este estudio se plante6 obtener multiples probetas
individuales de las piezas 6seas provenientes de la caja toracica de res, a fin de tener un
numero apreciable de muestras tanto de referencia como para consolidacion, a fin de que
posteriormente se pudiesen realizar los anélisis y ensayos pertinentes.
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Para la elaboracion de las probetas de hueso, piezas cortadas del hueso de la caja toracica
de res fueron sometidas a distintos tratamientos quimicos (figura 2.2) con el propoésito de
eliminar la materia organica pasando por un proceso inicial de descarnado, calentamiento en
agua destilada hirviendo por 3 horas y posteriormente una inmersion en peroxido de
hidrogeno (H20, al 30%) a 40°C por 2 horas (Brzezinska et al. 2015).

Agua destilada ..
o Inmersion en H,0,
Hueso fresco —> Descarnado —> (100°C)
2 horas
3 horas
\/
Secado ——>  Corte de probetas —— Calcinacion

Figura 2.2 Metodologia para la elaboracion de probetas de huesos.

Una vez efectuada la eliminaciéon de la materia organica por estos tratamientos, se dejaron
secar las muestras a temperatura ambiente por un lapso de 72 horas. Una vez eliminada la
materia organica mayor se examind cada fragmento de material 6seo y se determiné que
intervalos ofrecian homogeneidad para obtener una morfologia y tamafio comparable. Por lo
cual las dimensiones de las muestras fueron determinadas por la region anatémica de la que
se extrajo (costilla), con las siguientes medidas: 10 x 10 x 20 mm (la relacion del hueso
cortical en cada probeta fue de paredes de 2 mm por cada lateral y 6 mm de hueso
trabecular). A continuacion, mediante grafito y un vernier se ha medido y marcado cada
probeta para proceder a cortar.

Los cortes de las probetas se han realizado con las dimensiones especificadas anteriormente
con una microcortadora LECO VC-50 con disco diamantado, herramienta que ofrece gran
precision y control, ademas de velocidad regulable. Finalmente, al material 6seo seleccionado
ya tratado quimicamente, maquinado y cortado se le realiz6 diferentes tratamientos de
calcinaciéon en una mufla a 250°C, 500°C, 650°C y 800°C, durante 2 horas en atmosfera de
aire con el fin de reducir significativamente el contenido de colageno y aumentar la porosidad
en el sustrato 6seo (Khoo et al. 2015).
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2.3 Materiales consolidantes

Para la realizacion de los ensayos mecanicos, se requiere de la realizacion de varias pruebas
con diferentes productos consolidantes, esto con el objetivo de poder comparar el efecto que
cada uno de estos tiene en la resistencia mecanica que se alcanza al emplearlos como
consolidantes. Aunado a lo anterior, se estudiaron diferentes agentes consolidantes que son
empleados rutinariamente en hueso arqueolégico. Como se menciond anteriormente, los
materiales consolidantes se clasifican a grandes rasgos en organicos e inorganicos. Dentro
de los tratamientos tradicionales organicos, se selecciond una resina sintética acrilica
conocida comercialmente como Paraloid B-72, una resina a base de nitrato de celulosa
conocida comercialmente como Durofix, ambas por ubicarse entre los consolidantes mas
empleados en el mundo de la restauracion de huesos y fosiles (Johnson 1994; Selwitz 1988;
Koob 1984; Horie 2010). Ademas, en este trabajo se propone el empleo de otro compuesto
organico, el colageno hidrolizado, que podria ser empleado como material consolidante al
percolar en forma liquida dentro de la estructura porosa del hueso.

Por otra parte, dentro del grupo de consolidantes inorganicos se seleccion6 el hidroxido de
calcio Ca(OH), en forma de nanoparticulas, las cuales se han empleado de forma
aparentemente satisfactoria sobre hueso (Gomez-Ortiz ef al. 2014; Chelazzi et al. 2013), asi
como nanoparticulas de oOxido de zinc ZnO, compuesto ampliamente conocido por sus
propiedades antimicrobianas y que, hasta donde se tiene conocimiento, nunca ha sido
utilizado en consolidacion de hueso arqueoldgico.

Por consiguiente, en este trabajo se estudiaron los siguientes agentes consolidantes:
nitrocelulosa, paraloid B72, colageno hidrolizado, Ca(OH),, ZnO y las combinaciones de
resinas organicas/particulas inorganicas. Estos consolidantes fueron aplicados de la misma
manera a probetas idénticas de hueso sintético artificial y evaluadas por ensayos de
compresion, con la finalidad de evaluar su efecto en la resistencia mecanica final del material.

2.3.1 Descripcion de los consolidantes organicos empleados

2.3.1a Paraloid B72
El Paraloid B72 es una resina acrilica sélida formada por un copolimero de monémeros de

metacrilato de etilo y acrilato de metilo (ME/AM) en proporcion 70/30 introducido como
Perspex por ICl en el afio 1930, que posteriormente lo comercializ6 R6hm and Hass, una filial
dependiente de Dow Chemical. En los afios 70s y posteriores, se modificd su composicién
original que consistia en un 68% de etil acrilato y un 32% de metil acrilato, a un 70% de etil
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metacrilato y un 30% de metil acrilato. Esta resina acrilica es soluble en cetonas, éteres,
ésteres e hidrocarburos aromaticos (Koob 1986). Su temperatura de transicion vitrea (T,) es
de 40°C, temperatura por arriba de la cual este material polimérico pasa a su region plastica,
transformandose de un material rigido con cierta dureza, a un material elastomérico
deformable (Carraher 2018).

2.3.1b Nitrato de celulosa
Polimero semisintético que resulta de la esterificacion de la celulosa de origen vegetal

mediante una mezcla de acido sulfurico y acido nitrico. Los nitratos de celulosa fueron
descubiertos a principios del siglo XIX'y, pronto, fueron empleados como barnices (mezclado
con alcohol y éter, conocido como colodién), como aglutinantes y adhesivos (por ejemplo,
con la denominacion comercial de Durofix y el Imedio®), asi como un producto semi
transparente conocidos con el nombre comercial de Celuloide®. Desde los afios sesenta se
extendid su uso como un adhesivo para huesos y ceramica, y también se sugiri6 como un
consolidante dseo disuelto con acetona (Aubier 1996; Selwitz 1988). No obstante, se
reconocio la inestabilidad de los adhesivos de nitrato de celulosa en arqueologia (Johnson
1994) sefial6 que los compuestos de celuloide "se vuelven quebradizos y amarillentos”.

Por lo cual su uso ha sido reemplazado por otras resinas sintéticas mas estables, sin
embargo, debido a su facil disponibilidad, capacidad de trabajo y su familiaridad, el nitrato de
celulosa (especialmente Duco Cemento) sigue utilizandose cominmente como adhesivo; y
estas caracteristicas probablemente también lo recomienden para uso continuado como un
consolidante por los arquedlogos, cuando otros materiales no estan disponibles. La
descomposicion del polimero da como resultado fragilidad y encogimiento, asi como un
amarilleo severo (Aubier 1996; Selwitz 1988; Johnson 1994).

2.3.1c Colageno hidrolizado Shaum
El colageno es una proteina formada principalmente por el aminoacido glicina (33%), prolina
e hidroxiprolina (22%) en una triple hélice que esta formada por tres cadenas o. Se han
identificado casi 28 tipos de colageno, pero el colageno tipo | es el mas comun en la piel, los
huesos, los dientes, los tendones, los ligamentos y otros los drganos. Los colagenos son
diferentes segun su composicion de cadena a, dependiendo de la repeticion y longitud los
aminoacidos (Fratzi 2008; Gelse 2003).
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En la figura 2.3 se puede ver que la desnaturalizacion del colageno nativo, el cual produce
tres cadenas o en forma aleatoria en espiral, se puede observar que mediante tratamiento de
hidrolisis el colageno separa las cadenas y se compone de pequefios péptidos con bajo peso
molecular 3-6 KDa. Su solubilidad y actividad funcional (antioxidante, antimicrobiana) estan
relacionadas con el tipo y grado de hidrdlisis, asi como con el tipo de enzima utilizada en el
proceso (Fratzi 2008).

Péptidos de bajo
peso molecular

Triple hélice Desnaturalizacién

Figura 2.3 Desnaturalizacion
del colageno nativo en
pequefnos péptidos de bajo
peso molecular (Ledn-Lopez et
al. 2019).

La composicién y el grado de hidrélisis del colageno son factores que aumentan las
propiedades funcionales como la capacidad antioxidante y la actividad antimicrobiana,
ademas, exhibe menor viscosidad en solucion acuosa, olor neutro, incoloridad, transparencia,
emulsificacién y estabilizacion, formacion de pelicula, humectabilidad, solubilidad, y
compresibilidad en polvo (Fratzi 2008). Estads propiedades le confieren al CH mejores
propiedades como consolidante que el colageno nativo, que presenta un alto grado de ataque
bioldgico y amarillamiento de superficie (Johnson, 1994).

2.3.2 Descripcion de los consolidantes inorganicos empleados

En lo que respecta a la fabricacion de particulas, la sintesis de nanoparticulas de sustancias
inorganicas se fundamenta en una estrategia enfocada a lograr una mayor reactividad y
profundidad de penetracion del consolidante en el material 6seo. Las técnicas de obtencion
de nanoparticulas pueden ser divididas en dos grandes grupos: los métodos fisicos y los
métodos quimicos.
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2.3.2a Técnicas de Preparacion Fisicas

Los procesos fisicos mas frecuentes para la obtencion de nanoparticulas consisten en la
disgregacion del material inorganico mediante molienda, produciendo una disminucion del
tamaro original de particula hasta obtener la reduccion de tamario y llegar a particulas mas
pequefias, denominandose a estos procesos con el término anglosajon de fop-down o break-
down process. Estos métodos permiten obtener grandes cantidades de particulas, pero estan
limitados ya que el tamafio de las particulas obtenidas no suele ser inferior a unos varios
micrometros (West 1998).

Asi mismo, los métodos de disgregacion por molienda conducen inevitablemente a la
contaminacion del producto final por el desgaste del mismo material empleado para moler.
Otra técnica fisica de obtencion de particulas inorganicas en el rango de cientos de
nandémetros radica en la técnica de evaporacion-condensacion, la cual se fundamenta en
evaporar/oxidar/condensar sélidos con elevadas presiones de vapor a relativamente bajas
temperaturas (Honig and Rao 1981).

Este tipo de método es mucho mas eficiente que el de molienda para la obtenciéon de
nanoparticulas, pero se requiere de infraestructura mucho mas compleja y costosa.
Precisamente el dxido de zinc ZnO es uno de los compuestos que se obtienen de manera
industrial con tamario de particula nanométrica por medio de esta técnica.

2.3.2b Técnicas de Preparacion Quimicas

Estas técnicas de preparacion consisten en la sintesis quimica de compuestos mediante
reacciones de precipitacion. En general, estos procesos se conocen como bottom-up, y en
ellos, las particulas van creciendo mediante el proceso de nucleacion-crecimiento en fase
liquida al ir afadiendo atomos al germen cristalizado, llegandose a un tamafo que depende
de condiciones como concentracion, temperatura, fuerza i6nica, pH, estados de oxidacion,
etc. (West 1998; Ashby et. al. 2009).
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El Ca(OH). puede ser sintetizado, como se muestra en la tabla 2.1, mediante reacciones en
fase heterogénea y reacciones en fase homogénea, tanto en agua como en disolventes no
acuosos (Baglioni y Giorgi 2006).

TABLA 2.1 SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE Ca(OH),

Referencia Reactivo Concentracion = T (°C) Tamaiio (nm)
Ambrosi et al. NaOH 0.2a08M 60-90 200 - 500 nma 90 °C
(2001) CaCly2H;0 0.1a04M 600-1200 nm a 60 °
Giorgi et al. CaCly No Indicada 80-90 50-300 nm
(2005) NaOH
Daniele et al. CaCl, 0.3M 90 50-600 nm
(2008) NaOH 0.6 M
Daniele and NaOH 0.6 90 100-800 nm
Taglieri (2012) CaCl, 0.3

En el caso de reacciones en fase homogénea, las sales de calcio son las mas utilizadas en la
literatura cientifica para preparar nanoparticulas, empleando tanto el CaCl, anhidro como el
cloruro de calcio hidratado (CaCl,-2H.0) a pH muy altos, no obstante, nitratos, percloratos y
acetatos de calcio son también empleados como precursores del id6n calcio. En su mayor
parte, la literatura cientifica se centra en los procesos anteriores y sus variaciones, aunque
también han sido descritas reacciones en condiciones extremas de calcio metalico en plasma
de hidrégeno para obtener Ca(OH), (Liu et al. 2010).

2.4 Técnicas y Métodos para la caracterizacion de los materiales

Para el desarrollo del presente trabajo, distintas técnicas de caracterizacion de materiales
fueron aplicadas para conocer propiedades fisicas, quimicas y mecanicas de los materiales
empleados. La caracterizacion del hueso, las particulas obtenidas en la sintesis Ca(OH).y las
particulas de 6xido de zinc ZnO0, la hidroxiapatita Cas(PQ.);0H presente en hueso, se realizaron
por medio de técnicas instrumentales como difraccion de rayos X (DRX), microscopia dptica
(MO), microscopia electronica de barrido (MEB), microscopia electronica de transmision
(MET), anélisis termogravimétrico (ATG) y espectrometria infrarroja con transformada de
Fourier (FT-IR).
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2.4.1 Difraccion de Rayos X (DRX)

La Difraccion de Rayos X (DRX) es una técnica que es efectiva para determinar la estructura
cristalina de los soélidos y, por consecuencia, es posible identificar los compuestos quimicos
asociados a tal estructura previo conocimiento de su composicion quimica (Cullity 1978). En
esta investigacion, los materiales caracterizados por DRX fueron las particulas de hidroxido
de calcio Ca(OH),, oxido de zinc (Zn0O) y la hidroxiapatita del hueso a distintas temperaturas.
Todas las mediciones se realizaron con material en polvo y en un difractometro BRUKER D8
Advance (radiacion Cuk,, A = 0.15405973 nm) con los siguientes parametros de operacion:
monocromador de Ni, voltaje de excitacion de 40 kV, paso angular de 0.01°, tiempo de
integracion o recoleccion de datos de 1 segundo por paso angular y un barrido en 26 de 5°
a 65°. Los resultados generalmente se reportaran como una grafica de intensidad de energia
difractada en funcién de la posicion angular entre el haz incidente de rayos X y el difractado
(angulo de difraccion 28).

2.4.2 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

Las mediciones de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier se llevaron a cabo
utilizando un espectrémetro Perkin-EImer Spectrum en el rango de 4000-400 cm™. Los
parametros de operacion empleados fueron los siguientes: rango espectral de 4000 a 400
cm-', resolucion espectral de 18 cm-', nimero de escaneos por espectro 25, método de
medicion por reflectancia difusa. Los especimenes para analizar se prepararon por la técnica
de dilucion, la cual consiste en moler finamente la muestra junto con KBr, mezclandolos en
una proporcién de aproximadamente 5 % muestra 'y 95 % KBr (Larkin 2011).

2.4.3 Analisis Termo Gravimétrico (ATG) con Analisis térmico diferencial (ATD)

El analisis termogravimétrico (ATG) es una técnica que determina la variacion de la masa de
la muestra en funcién de la temperatura de calentamiento con el fin de analizar la
descomposicion y la estabilidad térmica de un material. El analisis térmico diferencial (ATD),
mide la diferencia de temperatura entre la muestra y un material de referencia (sujetos a la
misma variacion de temperatura en una atmdsfera controlada) por la presencia de reacciones
en la muestra a estudiar. La técnica detecta cambios como consecuencia de eventos
endotérmicos o exotérmicos hasta cierto limite de deteccion para muestras en estado solido
(Brown 2004).
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En esta investigacion se realizé el ATG/ATD del polvo de hueso, con el fin de identificar sus
eventos térmicos principales, conocer su estabilidad térmica en funcion de la temperatura en
un ambiente oxidante, asi como evaluar las reacciones que se efectuaron al incrementar la
temperatura en la hidroxiapatita que esta contenida en el material 6seo. En este caso, las
condiciones de operacién consistieron en utilizar una atmdsfera de aire seco a un flujo de 40
ml/min, con una velocidad de calentamiento de 10 °C/min utilizando en todos los casos
crisoles empleados fueron de alumina Al,Os.

2.4.4 Microscopia Electronica de Barrio (MEB)

La Microscopia Electronica de Barrido (MEB), puede examinar la estructura microscépica de
un material y obtener informacién de su composicion quimica por medio de espectroscopia
de Energia Dispersiva de rayos X (EDX) (Yang 2008). En esta investigacion, se utilizd un
equipo MEB JEOL-SEM-6610LV a 20kV con filamento de tungsteno que opera por emision
termoidnica, lo cual conduce a una limitada resolucion lo que hace imposible la observacion
de las particulas nanométricas de dxido de zinc (Zn0), pero permite analizar la morfologia y
el tamarfio de la particula de hidréxido de calcio Ca(OH), y del material 6seo. No obstante, su
limitada resolucion espacial, permite realizar el anlisis por EDX en todos los materiales.

2.4.5 Microscopia Electronica de Transmision (MET)

La Microscopia Electronica de Transmision (MET) al acelerar electrones a muy altos
potenciales, puede alcanzar una resolucién del orden de 0.1 nm (Yang 2008), por lo cual, en
esta investigacion se utilizé para determinar el tamafio de las nanoparticulas de Ca(OH). y
Zn0, empleandose un JEOL-200-CX a un voltaje de operacién de 80 keV, obteniéndose
imagenes solamente en campo claro.

2.4.6 Microscopia optica

La microscopia Optica se realiz6 en un microscopio de la marca Olympus empleando la técnica
de campo claro. Actualmente los microscopios épticos tienen acoplada una camara externa
digital que permite la captura de las imagenes (Wayne 2009). Posteriormente, se realiza el
analisis de la fotografia por medio de algun software de tratamiento de imagen, en el presente
caso se efectud la cuantificacion de la porosidad por medio del software ImageJ, por el
método de diferencia de contraste.
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2.4.7 Propiedades mecanicas

Para evaluar las propiedades mecanicas del hueso y de las probetas consolidadas, se
realizaron ensayos de compresion uniaxial en las muestras que fueron sometidas a los
diferentes tratamientos con el fin de evaluar el efecto del consolidante en la resistencia
mecanica. El ensayo de compresion uniaxial es uno de los procedimientos mas ampliamente
usados en el campo de materiales ceramicos (Pelleg 2013).

La técnica se fundamenta en la aplicacion de una fuerza sobre una seccion de area constante,
la cual se aplica de forma uniaxial para ir midiendo la deformacion inducida en el material a
evaluar. En este caso, se utilizd una maquina universal marca Physical Test Solutions, modelo
FMC y los parametros de operacion que se emplearon fueron con una celda de carga de 20
kN, con una velocidad de cabezal de 0.01 mm/min y frecuencia de recoleccion de datos de
0.5 Hz.

2.5 Tratamientos de consolidacion

Los procedimientos de consolidacion se elaboraron después de caracterizar los materiales y
precursores y tomando en cuenta ciertas consideraciones. Los consolidantes organicos se
encuentran en fase liquida, por lo que la preparacion de consolidantes organicos conduce a
soluciones con diferentes concentraciones: 3, 5, 10 y 15% (en peso), puesto que
normalmente son los porcentajes a los que se usan estos agentes poliméricos.

Los porcentajes mas bajos (3 y 5%) generalmente se emplean para funciones de
consolidacion y los mas elevados (10 y 15%) para funciones adhesivas. El Paraloid B72 y la
nitrocelulosa fueron disueltos en acetona en 3 y 15% (peso), y dichas soluciones fueron
aplicadas como tratamientos de consolidacion. Mientras que para el colageno hidrolizado
Schaum, dicho compuesto se disolvié en agua desionizada al 10% (peso) y asi se aplicé el
correspondiente tratamiento de consolidacion.

En el caso de los agentes inorganicos, se prepararon las nanoparticulas de Ca(OH), por
precipitacién quimica. Las particulas nanométricas de ZnO fueron adquiridas a una empresa
nacional. Cada una de estas particulas fue dispersada en 5 g/L de una soluci6n agualiso-
propanol (50:50) para ser aplicadas cada composicién como tratamiento. Posteriormente se
elaboré la formulacion propuesta por el consolidante organico a base de colageno hidrolizado
junto con la correspondiente carga de nanoparticulas de Ca(OH). y ZnO.
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En cuanto a la técnica de aplicacion, los consolidantes organicos fueron aplicados sobre las
probetas de hueso por medio de impregnacion con pincel, ya que se encuentran en fase
liquida.

En lo referente a los agentes inorganicos, el procedimiento de aplicacién fue modificado
ligeramente y se emple6 la técnica de inyeccion de las dispersiones consolidantes,
indicandose en la tabla 2.2 los tratamientos realizados. Una vez aplicado el tratamiento, las
probetas se dejaron secar a temperatura ambiente (25°C) por un lapso de 72 horas, para
posteriormente ser ensayadas en compresion.

TABLA 2.2 TRATAMIENTOS DE CONSOLIDACION

CONSOLIDANTE

TIPO COMPOSICION CONCENTRACION (%)
Nitrocelulosa (NC-b) 3 (NC-a) 15
’ Paraloid B72 (72-b) 3 (72-a) 15
ORGANICO
Colageno hidrolizado Schaum® (CO-b) 3 (CO-a) 10
Ca(OH), 5
INORGANICO  ZnO 5
Ca(OH), + ZnO 25+25
COMPUESTO  Colageno + Ca(OH), + ZnO 10+25+25

NC-b: nitrocelulosa baja concentracion. NC-a: nitrocelulosa alta concentracion. 72b: paraloid baja
concentracion. 72a: paraloid alta concentracion. CO-a: colageno alta concentracion. CO-b: colageno
baja concentracion.
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Capitulo 3. Analisis y discusion sobre el comportamiento mecanico de los
huesos consolidados

3.1 Composicion y propiedades del material 6seo

Como se mencion6 en el capitulo anterior, es de gran relevancia el conocer y tener bien
caracterizados los materiales de base, a fin de poder entender el efecto de algunos
parametros y llegar a resultados representativos.

3.1.1 Analisis por Difraccion de Rayos X (DRX)

En la figura 3.1 se muestra el patron de difraccion de rayos X (DRX) obtenido de la muestra
de polvo de hueso tratado quimicamente pero previo al tratamiento de calcinacion. Los
principales picos identificados a partir del patrén DRX fueron indexados a las familias de
planos cristalograficos (111), (002), (210), (211), (300), (301), (310), (311), (222), (312),
(213), (321) y (004), lo cual indica la presencia de la fase cristalina hexagonal con grupo
espacial P63/m correspondiente a la hidroxiapatita Cas(PO4)sOH (JCPDS tarjeta No. 00-009-
432). No obstante, el patrén de difraccion presenta pico ensanchados y superpuestos que
sugieren una mala cristalizacion (Sa et al. 2017). Por lo general, la cristalinidad de un sélido
esta relacionada con el grado de ordenamiento de largo alcance, los esfuerzos internos
existentes, asi como del tamario de los cristales que estén conformando el material. En el
caso de la hidroxiapatita, se ha tratado de establecer un indice de cristalinidad (IC) a fin de
tener un indicador cuantitativo de la cristalinidad del material y que represente el grado de
ordenamiento en el cristal. De acuerdo con varios autores (Chukhchin et al. 2016; Hing et al.
1999), un procedimiento para evaluar el grado de cristalinidad de la hidroxiapatita (HAP)
consiste en evaluar el grado de traslape existente entre los picos asociados a familias de
planos cercanos, en este caso las familias de planos (211), (112) y (300) ubicados a valores
de 20 en 31.90 °, 32.18° y 32.71° como se muestra en la figura 3.2. La altura del pico mas
alto (211) se mide a partir de una linea de base establecida entre 30 y 38 ° del angulo 28 y
las alturas de los otros picos se miden desde la parte superior del pico correspondiente y el
"valle" separandolo del préximo pico. Entonces, el valor del indice de cristalinidad (IC)orx viene
dado por la ecuacion (Sa et al. 2017):

a(112) + b(300) + ¢(202)
h(211) (3.1)

(CDprx =

Se ha reportado que el indice de cristalinidad IC calculado por DRX para una HAP sintética
bien cristalizada puede fluctuar aproximadamente entre 0.7 y 1.1 (Person et al. 1995). En el
caso del hueso tratado quimicamente se observa que el indice de cristalinidad (IC) es de 0.11,
por lo que, en este caso la hidroxiapatita que conforma al hueso presenta una estructura
cristalina con un apreciable grado de desorden estructural. Actualmente esta bien
documentado el hecho de que la hidroxiapatita de hueso fresco presenta generalmente
desorden estructural, mientras que la de hueso arqueologico estd mejor cristalizada
(Bartsiokas and Middleton 1992).

34



1400

| Hueso
1200 = Temperatura Ambiente
] 8
—
S 1000 =
€ ] e
3
S 800~
et
C -
(@]
O 600
© ]
S
o L
%)) o —~
= %) S &8
(] N~ ™
= S = ® & = S
- %) i ~ o ™ )
) s 8 g 2

0 —rtr + I+ 1+ T+ Tt ‘*r T T T T T 7 T

20 25 30 3 40 45 50 55 60 65 70
Angulo de difraccién (20)

Figura 3.1 Patrén DRX del hueso después del tratamiento con H.0, a temperatura
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3.1.2. Analisis Infrarrojo por Transformada de Fourier (FT-IR)

Dado que las fases organicas presentes en el tejido 6seo practicamente no difractan, se
procedié al analisis del mismo hueso (tratado quimicamente pero no térmicamente) por
medio de espectroscopia infrarrojo a fin de determinar, la presencia de colageno en hueso
cortical y trabecular. Considerando que el colageno estd conformado de cadenas de
aminoacidos, las cuales estan constituidos por acido carboxilicos y grupos aminos, la
presencia de las correspondientes bandas de absorcidon son una evidencia de la existencia
de colageno en la estructura del tejido 6seo. En la figura 3.3, se muestra el correspondiente
espectro infrarrojo, en donde se pueden apreciar las bandas de absorcion presentes en la
muestra. Como se puede apreciar en dicho espectro, se encuentran bandas a 3600-3287
cm™' que son atribuidas a las vibraciones de estiramiento de los grupos OH que conforman
los aminoacidos del colageno, asi como los grupos OH asociados con la hidroxiapatita
(Cas(OH)(PO4)s). En lo concerniente a las bandas a 2925, 2853 y 1746 cm-', estos eventos
estan relacionadas con los modos vibracionales de los grupos carboxilicos que conforman
al colageno (Riaz et al. 2018). Por otra parte, las vibraciones presentes a 1648, 1530 y
13273 cm™, corresponden a los enlaces N-H de los aminoacidos. La banda a 609 cm-
generalmente se les atribuye a las vibraciones de flexion del enlace Ca-O, asi como las
bandas que se presentan alrededor de 900-1200 cm se asignan a las vibraciones de P-0
presentes en los grupos fosfatos, los cuales indican la presencia de hidroxiapatita (Shi et
al. 2018).
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Figura 3.3 Espectro FTIR del hueso después del tratamiento con H,0. a temperatura ambiente.
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3.1.3 Analisis del comportamiento mecanico

En este caso una vez mas, se procedid a evaluar el comportamiento mecanico del hueso
tratado quimicamente pero antes de someterlo al tratamiento de calcinacion. Para lograr esto,
se procedido a someter en ensayos de compresion uniaxial muestras maquinadas con las
dimensiones antes indicadas (10 x10 x 20 mm). Para esto, se procedié con una serie que
tuviese 100 % en volumen de tejido cortical y luego con otra serie que contuviese 80% en
volumen de tejido trabecular y 20 % en volumen de tejido cortical, tal y como se muestra en
la figura 3.4, ambas muestras tratadas quimica, pero no térmicamente. Esta ultima muestra
se escogio de tal manera dado que, es extremadamente complicado maquinar muestras con
solamente tejido trabecular. Ambas series fueron ensayadas con la misma celda de carga (20
kN) y con la misma velocidad de cabezal (0.1 mm/min).

M.
o & 4
'
- 4
L (Rl AW
a b
110 100
1004 Hueso Cortical Smax = 98 MPa 80% Hueso Trabecular/20% Hueso Cortical
- 90_
g 90 D‘? 80
= | =
£ 80 S
c
O 70+ \S
L 60 o
Q Q 504
€ _
S 50 g
O O 404
o 40 °
N N
& 304 5 304 Omax = 23.8 MPa
2 2
) 20_
& 204 &
10 10 -
0 T T T T T T T T 0 T T T T T T T T T T
00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 1.75 2.00 2.25 2.50 2.75
Deformacién (%) Deformacion (%)
c d

Figura 3.4 Fotografias de las muestras (a) Hueso cortical y (b) 80% en volumen de hueso trabecular y
20% en volumen de hueso cortical. (c) Curva Esfuerzo-Deformacion del ensayo de compresion de la
muestra de hueso trabecular y (d) Curva Esfuerzo-Deformacidn del ensayo de compresion de la muestra
de hueso 80%trabecular/20%cortical.
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De acuerdo con la mecanica de materiales compuestos, para solidos conformados por dos
fases, existen una diversidad de ecuaciones para describir el esfuerzo a la deformacion en
términos de como estén distribuidas las respectivas fases, asi como de sus correspondientes
propiedades mecanicas. Para el caso mas simple de distribucion de dos fases diferentes,
existen ecuaciones para describir su comportamiento mecanico y estan representadas por
las correspondientes ecuaciones de Voigt y Reuss (Ward and Sweeney 2013; Aboudi et al.
2013. De acuerdo con los modelos de Voigt (a) y de Reuss (b) con sus respectivas ecuaciones
las cuales se muestran en la figura 3.5 con sus respectivas geometrias. En donde os es el
esfuerzo a la ruptura del sélido compuesto, o: es el esfuerzo a la ruptura de la fase c (en este
caso tejido cortical), oz es el esfuerzo a la ruptura de la fase t (en este caso tejido trabecular),
Xc Y Xt son las correspondientes fracciones en volumen de cada una de las fases (Ward and
Sweeney 2013).

05 = X0, + x;0¢  (3.2) i _Xe + Xt (3.3)
os O, O
Modelo de Voigt a Modelo de Reuss b

Figura 3.5 Representacion de la distribucion de dos fases en un solido compuesto de acuerdo con
los modelos de Voigt (a) y de Reuss (b) (Ward and Sweeney 2013).

De la prueba de compresion realizada a la probeta con 100% de tejido cortical de la figura
3.4a se concluye que, para este caso o tiene un valor de 98 MPa. Empleando la ecuacion de
Voigt (3.1) y tomando en cuenta que en la prueba de compresidn de la probeta 80% volumen
trabecular y 20% volumen cortical, el valor obtenido en la figura 3.4b para oz es de 23.8 MPa,
despejando el valor de o, se obtiene que un material conformado por solamente hueso
trabecular tendria un valor de esfuerzo de ruptura de solamente 5.3 MPa. Estudios realizados
en tejido exclusivamente trabecular humano, dependiendo de diferentes factores y zonas,
han reportado valores para el esfuerzo a la ruptura en compresion que puede llegar a variar
entre 2y 9 MPa (Misch et al. 1999). Por otra parte, estudios equivalentes realizados en tejido
exclusivamente cortical, han reportado en compresion valores de esfuerzo a la ruptura que
varian entre 80 y 200 MPa (Hernandez et al. 2001). Por lo tanto, los valores aqui reportados
empleando la configuracion de Voigt para el esfuerzo de ruptura en compresién de 98 y 5
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MPa en tejido cortical y trabecular, son representativos de los valores reportados para estos
tejidos en la literatura y avalan las mediciones de resistencia a la compresion efectuadas en
esta investigacion.

3.2 Efecto del tratamiento térmico en material dseo

Para proceder a evaluar el efecto del tratamiento térmico posterior al tratamiento quimico que
se les realizd a las probetas de hueso, se emplearon varias técnicas de analisis como el
analisis termogravimétrico (ATG), el andlisis térmico diferencial (ATD), el tratamiento de
imagenes para determinar porosidad, asi como comportamiento mecanico. La finalidad
consistio en obtener informacion para fabricar un hueso sintético arqueologico que emulase
al hueso real de origen antropoldgico.

3.2.1 Anélisis térmicos

Los termogramas obtenidos de las muestras éseas tratadas quimicamente se pueden
apreciar en la figura 3.6. Como se puede apreciar en la figura 3.6a en donde se presenta una
curva termogravimétrica, se presentan tres etapas sucesivas de pérdida de masa: una zona
1 por debajo de 200 °C que corresponde a pérdida de agua y se atribuye a la deshidratacion
del hueso. Una zona 2 entre 200 y 400 °C que corresponde a una pérdida de peso asociada
a la combustion de los componentes amino del colageno del hueso, tomando una coloracién
café el hueso (K. Haberko et al. 2006; Etok et al. 2007).
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Figura 3.6 (a) Andlisis termogravimétrico del hueso tratado quimicamente. (b) Anélisis térmico
diferencial del mismo material.
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Posteriormente una zona 3 entre 400 y 620 °C causada principalmente por la liberacion de
CO; proveniente de los grupos carboxilicos (Landi 2003). de la red de apatita, debido a la
descomposicion de carbonatos. Por encima de 620 °C en la zona 4, la variacion de peso no
es significativa. Los resultados del analisis térmico diferencial que se muestran en la figura
3.6b, corroboran lo anterior.

El pico endotérmico a 107 °C sugiere pérdida de agua, y los picos exotérmicos a 335y
440 °C indican la oxidacion o combustion de materia organica. El pico exotérmico que se
aprecia a 680°C esta asociado con la cristalizacion de la hidroxiapatita presente en el hueso
aunado al proceso de sinterizado. De acuerdo con los resultados por ATG y ATD reportados
en la literatura (Figueiredo et. al. 2010), a temperaturas inferiores de 600 °C, las muestras de
hueso aun estan compuestas de carbdn dentro de la estructura de la hidroxiapatita, lo cual le
confiere una coloracion gris al material.

Los resultados anteriores junto con la informacion de la literatura condujeron a seleccionar
un conjunto de temperaturas de calcinacion: 250, 500, 600 y 800 °C. A fin de evidenciar los
eventos que acontecen en el tejido dseo durante la calcinacion, la figura 3.7 muestra el tejido
en las diferentes zonas de reaccion.

Figura 3.7 Probetas de material 6seo tratadas a térmicamente de izquierda a derecha 25°C, 250°C,
500°C, 650°C y 850°C a) hueso trabecular con paredes corticales b) hueso cortical.

La figura 3.7a corresponde a las muestras de hueso trabecular tratadas a las distintas
temperaturas y con el testigo a temperatura ambiente (25°C). El hueso tratado a 250 °C
presenta un color marrén en las paredes laterales y en el interior se aprecia una tonalidad
oscura debido al contenido de materia organica que aun se conserva, lo cual se acentua
cuando la combustion no ha sido completa por falta de oxigeno, lo que origina residuos
carbonosos de color negro (Khoo 2015. A 500°C las muestras presentan un color gris en el
100% de los casos y los huesos sometidos a 650°C tendieron a presentar un color gris
equivalente, pero se empieza a observar una mayor cantidad de fisuras resultado del
desprendimiento de gas durante la combustion. A 850 °C el hueso se vuelve blanco, resultado
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de la combustion de toda la materia organica como lo sugieren los resultados de la figura
3.6. A esta temperatura, solamente hay hidroxiapatita en donde la densidad y tamario de los
poros aumenta, lo que conduce a una reduccion significativa de la resistencia mecanica del
tejido trabecular. En el caso del hueso cortical figura 3.7b se observa un comportamiento
similar, pero a 850°C el hueso cortical presenta un comportamiento distinto, la exposicién a
altas temperaturas conduce a que ya no exista agua ni material organico, que conlleva a un
proceso de sinterizado y contraccion del tejido éseo.

3.2.2 Analisis de porosidad

Se analizo la topografia de superficie de las muestras 6seas tratadas térmicamente mediante
las técnicas de microscopia Optica (MO) y microscopia electronica de barrido (MEB). En la
figura 3.8 se observa la porosidad obtenida posterior a un tratamiento de calcinacion a
500 °C en el sistema dseo cortical y trabecular. EI hueso cortical posterior al tratamiento
térmico muestra defectos minimos, en donde solo son apreciables algunos microporos de 5
a 10 um, asi como la presencia de micro fisuras en el rango de 10 um de ancho por varios
cientos de um de largo. Por otra parte, en el caso de hueso trabecular, se corrobora como el
tratamiento térmico a dicha temperatura ha eliminado la materia organica, dejando una matriz
con poros interconectados de diferentes tamafios, los cuales fluctian entre 0.25 a 1.5 mm
de diametro, los poros presentan algunas interconexiones fragmentadas, indudablemente por
la pérdida de materia organica por el tratamiento térmico. Las fotografias de la figura 3.8
dejan en claro que la problematica a resolver para recuperar la estabilidad mecéanica del hueso
radica en el tejido trabecular, en donde los defectos son del orden milimétrico.

B Spot Magq
K60 278

tratamiento quimico y calcinacién a 500 °C.
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De lo anterior, se puede inferir que el tejido dseo trabecular es el mas afectado en los
procesos de degradacion artificial, y este mismo efecto repercute en la integridad de los
huesos arqueoldgicos deteriorados por la intemperie y el tiempo. Con la finalidad de encontrar
la temperatura mas adecuada y que condujese a una porosidad equivalente a la del hueso de
procedencia arqueoldgica, se procedioé a determinar la fraccion de porosidad de muestras
tratadas a diferentes temperaturas.

Las fotografias de la superficie de las muestras calcinadas fueron tratadas digitalmente por
medio de un software de tratamiento de imagenes denominado ImageJ. Dicho software
permite determinar el porcentaje de porosidad existente al calcular el cociente de superficie
de poros presente por unidad de superficie de imagen.

Para la determinacion del tamario de poro se tomaron microfotografias a varios aumentos
y se procesaron en el software. El tamafio de poro se definid por contraste de color y se
realiz6 en los rangos de temperatura seleccionados (figura 3.9) y se compard con
muestras de contexto arqueol6gico como se observa en dicha figura.

La figura 3.9a representa una muestra de hueso arqueoldgico real, en donde el analisis
de imagen sugiere que en esta se encuentra en el rango de 40 a 50% de porosidad. En
esta misma figura, se observa que la fraccion de porosidad de la muestra calcinada a baja
temperatura, 250 °C (figura 3.9b) es inferior a la del hueso arqueoldgico, y en contraste, la
fraccion de porosidad en la muestra calcinada a alta temperatura, 850 °C (figura 3.9¢e) resulta
muy superior a la que presenta el hueso arqueoldgico. Como resultado de los analisis
efectuados en las fotografias, en la grafica que se presenta en la figura 3.9f se puede observar
como varia la porosidad en términos de la temperatura de calcinacion.

Por consiguiente, la seleccion de la temperatura de calcinacion de las probetas se realizd
apoyandose en este analisis, comprobando que el porcentaje mas proximo a la porosidad de
especimenes arqueologicos estaba ubicado en el rango de 500°C a 650 °C. No obstante,
imagenes fotograficas como la mostrada en la figura 3.8, indicaron que, a mayor temperatura,
la densidad de micro fisuras aumentaba, razén por la que finalmente se escogid la
temperatura de 500 °C como tratamiento térmico para la fabricacion de las probetas de hueso
sintético arqueologico.
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Figura 3.9 Fotografias obtenidas antes y después del contraste por andlisis de imagen de (a) Hueso
arqueoldgico, (b) Hueso tratado a 250 °C, (c) Hueso tratado a 500 °C, (d) Hueso tratado a 650 °C,
(e) Hueso tratado a 850 °C y (f) gréafica de la variacién del porcentaje de poros en funcién de la
temperatura.

3.2.3 Comportamiento mecanico del material dseo

Después de los tratamientos térmicos, las probetas de hueso fueron evaluadas en
compresion a las diferentes temperaturas de calcinacion seleccionadas. Como se muestra en
la figura 3.10, una vez mas, con la finalidad de poder comparar ensayos mecanicos, se
mantuvo la misma geometria. De manera analoga al hueso fresco, se prepararon probetas
con hueso cortical y probetas con la misma relacion 20% volumen cortical/80% volumen
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trabecular para calcular la resistencia del tejido trabecular en compresion uniaxial, esto con
la finalidad de poder aplicar la ecuacion de Voigt. En la figura 3.10b se muestra la
representacion idealizada de la distribucion de Voigt para las muestras con relacion
20%cortical/80%trabecular, en donde a representa la fase trabecular y b la fase cortical de las
muestras de hueso, permitiendo asi estimar la resistencia mecanica en funcion del contenido
volumétrico de cada una de estas fases.

¥ L
L,
a % '

Figura 3.10 (a) Fotografia de una probeta calcinada a 500°C con 20%cortical/80%trabecular, (b)
Representacion idealizada de la distribucion de Voigt.
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Figura 3.11 Curvas Esfuerzo-Deformacion del ensayo en compresion uniaxial de la muestra (a)
hueso 100% cortical calcinado a 500 °C y (b) hueso 80%trabecular/20%cortical calcinado a 500 °C.
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De forma tal, que se obtuvieron las curvas de esfuerzo-deformacion en compresion uniaxial
para las muestras calcinadas de 100% hueso cortical y de las muestras con la relacion 20%
volumen hueso cortical y 80% volumen hueso trabecular. Como se puede constatar en la
figura 3.11, en donde se muestran las curvas de esfuerzo-deformacion para dos muestras
calcinadas a 500 °C, una 100 % hueso cortical y la otra 80% trabecular/ 20% cortical, la
resistencia mecanica de ambos tipos de tejidos se reduce apreciablemente si se compara con
las respectivas muestras sin calcinar cuyas curvas de esfuerzo-deformacion fueron
mostradas en la figura 3.4.

A partir de curvas de esfuerzo-deformacion realizadas en muestras calcinadas en las
diferentes zonas de temperaturas encontradas por anélisis térmico (figura 3.6), se puede
conocer la dependencia del esfuerzo de ruptura en términos de la temperatura de calcinacion
tanto para el tejido cortical como para el tejido trabecular. En la figura 3.12 se grafican los
valores promedios de los resultados experimentales obtenidos del esfuerzo de ruptura en
compresion para el hueso 100% cortical y el hueso 20% cortical/80% trabecular calcinados a
las distintas temperaturas seleccionadas.
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Figura 3.12 Valores del esfuerzo de ruptura obtenido de curvas esfuerzo-deformacion de las
muestras calcinadas a diferentes temperaturas.

Se puede observar que, en ambos casos la resistencia a la compresion del tejido 6seo se ve
afectado por la temperatura de calcinacion, No obstante, el tejido cortical a 500 °C aun
presenta una resistencia a la ruptura de 22 MPa, valor equivalente al de concreto de calidad
media. Sin embargo, se calcula de acuerdo con la ecuacion de Voigt el limite a la ruptura que
presentaria el tejido puramente trabecular, tomando en cuenta que la muestra compuesta de
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80% trabecular/20% cortical tiene un limite de ruptura de 4.6 MPa, entonces el valor calculado
para el tejido puramente trabecular a 500 °C seria de solamente 0.8 MPa. Esto sugiere, que
un hueso trabecular arqueoldgico con una porosidad del 45 %, resulta ser un material fragil
dado que su componente principal, tejido trabecular, presenta un limite de ruptura en
compresion de aproximadamente 1 MPa. Los resultados aqui obtenidos, indican claramente
que el tejido cortical no representa un handicap en el manejo del hueso arqueoldgico, por lo
que resulta practicamente inutil avocarse a tratar de eliminar las micro fisuras presentes en
este. Por el contrario, toda la problematica en la restauracion de un hueso arqueoldgico radica
en eliminar en la medida de lo posible la porosidad, ya que es este componente es el que
conduce a los bajos valores de ruptura que presenta el tejido trabecular y, por ende, el hueso
arqueologico. Una vez establecido el origen de la fragilidad del tejido 6seo arqueoldgico, se
procedié a fijar las condiciones mediante las cuales se podia obtener un material dseo
sintético que emulase al hueso encontrado en los sitios arqueoldgicos. Dado que la mayor
similitud en porosidad y morfologia al hueso arqueoldgico fue a la obtenida con las probetas
tratadas quimicamente y calcinadas a 500°C, a las cuales denominamos hueso arqueologico
sintético, se procedid a obtener las correspondientes curvas de esfuerzo-deformacién en
compresion a fin de evaluar los tratamientos de consolidacion. Como se puede apreciar, en
este estudio se establecié un estandar de hueso sintético arqueoldgico, cuyas propiedades
mecanicas se establecieron de manera sistematica y permite definirlo como referencia con
respecto al cual comparar los diferentes tratamientos de consolidacion.

3.3 Sintesis y caracterizacion de los componentes consolidantes

En la presente seccion, se describe la sintesis del hidroxido de calcio Ca(OH). nanométrico,
asi como la caracterizacion del 6xido de zinc (ZnO) nanométrico industrial y del colageno
hidrolizado comercial, todos estos compuestos empleados en formulaciones aplicadas en el
hueso sintético arqueoldgico como consolidantes.

3.3.1. Particulas nanométricas de Ca(OH);

Como ha sido reportado en la literatura, existe una amplia gama de procedimientos para
obtener particulas de hidroxido de calcio (Nanni and Dei 2003; Taglieri et al. 2013; Taglieri et
al. 2014; Kumar et al. 2020). En el presente trabajo, las particulas se obtuvieron mediante un
proceso de precipitacion quimica, mezclando mediante bombas peristélticas a flujos iguales
de 10 ml/min, soluciones acuosas de hidréxido de sodio (NaOH) 0.5 M y cloruro de calcio
(CaCly) 0.25 M, los dos grados reactivos (Sigma-Aldrich) y cuyas soluciones acuosas fueron
mantenidas a una temperatura de 90° C.
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Las condiciones de concentracion, temperatura, pH y mezclado lento tendieron a favorecer
la velocidad de nucleacion del Ca(OH). con respecto al crecimiento de las particulas,
promoviendo la precipitacion de particulas de hidroxido de calcio nanométricas, segun la
siguiente reaccion:

CaCl, + 2NaOH — Ca(OH), + 2NaCl (3.4)
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Figura 3.13 (a) Patron de difraccion del hidréxido de calcio Ca(OH),. (b) Patrén de difraccion de la
region empleada para calcular el tamafio de particula por medio de la ecuacion de Scherrer. (¢)
Imagen por microscopia electrénica de barrido del Ca(OH), y (d) Espectro FTIR del mismo.

La fase, pureza y tamafio de cristalito de las nanoparticulas de Ca(OH). sintetizadas fueron
evaluadas por DRX. La figura 3.13 muestra claramente que todos los picos presentes se
pueden indexar unicamente a las familias de planos cristalograficos del hidréxido de calcio,
acorde con la tarjeta JCPDF 00-001-1079 que corresponde a una estructura hexagonal con
parametros de red a = 0.3593 nm y ¢ = 0.4909 nm. No se pudieron evidenciar picos que
pudiesen estar asociados a otros compuestos provenientes de los mismos precursores, por
lo que se puede considerar que el Ca(OH), obtenido, de tener impurezas, estas deben de
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estar por debajo del 1.5% que generalmente es el limite de deteccion de la técnica de DRX.
Por otra parte, considerando que la distancia interplanar para el caso de una estructura
hexagonal viene dada por la ecuacion (Cullity 1978):

dz 3 c2?

1  4(h®>+ hk +k? [?
)7

(3.5)
y junto con la ecuacion de Bragg:
2dpjy Sin Opgy = A
(3.6)

Se pueden determinar los pardmetros de red del Ca(OH). sintetizado. El procedimiento
consiste en tomar todas las familias de planos con indices de Miller de la forma (00I), a fin
de extrapolar el valor del parametro c. Desafortunadamente, el unico pico que cumple en el
rango angular empleado es el (001) que se presenta a 20 = 17.9705°. Realizando los célculos
correspondientes con los datos de la figura 3.13a, encontramos para nuestro caso un
parametro de red ¢ = 0.4932 nm. Por otra parte, tomando la familia de planos con indices de
Miller de la forma (k00) y realizando los calculos se obtiene en este caso un parametro de
red a = 0.3579 nm. Como se puede constatar, el hidroxido de calcio obtenido presenta
parametros de red similares a los reportados por otros autores. Basado en el ancho de los
picos difractados (110) y (111) mostrados en la figura 3.13b, se determind por medio de la
ecuacion de Scherrer (Cullity 1978):

- KA
~ Bcos6

(3.7)

que el tamafio promedio de particula o cristalito, para este caso deberia estar en
aproximadamente 95 nm. Imagenes obtenidas por MEB (figura 3.13c), indican que el tamafio
de particula del hidréxido de calcio se fluctia en el rango de 200 a 700 nm, por lo que el valor
encontrado por DRX corresponde al tamafio de grano que conforma las particulas. Asi mismo,
se observa que las particulas quedan aglomeradas formando grumos de unos 5 a 10 um.
Por otra parte, el correspondiente espectro infrarrojo FT-IR del Ca(OH). sintetizado se
muestra en la figura 3.13d. La banda de absorcion observada a 3647 cm™ esta asociada al
modo de estiramiento de los grupos O-H del hidroxido.
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Las bandas de absorcion a 1428, 1080 y 873 cm-' se asignan a diferentes modos de vibracion
del enlace Ca-O (Buchanan et al. 1963; Lagarde et al. 1973, Salvadori and Dei 2001). Junto a
lo anterior, se observan pequefias bandas de absorcién en el rango de 2352 cm™' que podrian
estar asociadas al grupo COs* resultado de la carbonatacion por la presencia de acido
carbonico (H2COs) en el agua empleada.

3.3.2. Particulas nanométricas de ZnO

El 6xido de zinc que mayormente se fabrica en el mundo es el que emplea el proceso
indirecto o francés, en el cual zinc metalico es llevado al estado liquido en un crisol de grafito
y vaporizado a temperaturas superiores a los 907°C (tipicamente cercanas a los 1000°C). El
vapor de zinc reacciona con el oxigeno del aire para formar el ZnO (Kotodziejczak and
Jesionowski 2014).

Las particulas de 6xido de zinc son transportadas a un ducto de enfriamiento y recolectadas
en filtros. Este método indirecto se popularizd gracias a LeClaire (Francia) en 1844 y por ello
es comunmente conocido como el proceso francés. El producto normalmente consiste en
particulas de 6xido de zinc aglomeradas con un tamafio promedio de 0.1 micrometros.

En la figura 3.14a se muestra una imagen obtenida por MET del 6xido de zinc del proceso
francés producido por la empresa Zinc Nacional S. A. (99.8%), en donde se puede apreciar
que las particulas estan ligeramente aglomeradas y presentan un tamafio medio de particula
de 105 nm.

La figura 3.14b muestra el correspondiente patron de DRX de la muestra de particulas de
oxido de zinc (Zn0). Como se puede apreciar claramente, todos los picos presentes se
pueden indexar unicamente a las familias de planos cristalograficos del 6xido de zinc, acorde
con la tarjeta PDF 01-089-1397 que corresponde a una estructura hexagonal con parametros
de red a = 0.32498 nm y ¢ = 0.52066 nm.

Empleando la ecuacion de distancia interplanar para una estructura hexagonal dada por (3.5),
la ecuacion de Bragg (3.6) asi como la ecuacion de Scherrer (3.7), se obtiene que el 6xido
de zinc presenta las siguientes caracteristicas: a = 0.3253 nm, ¢ = 0.5213 nm y un tamario
promedio de particula de 115 nm.
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Figura 3.14 (a) Fotografia obtenida por microscopia electronica de transmisién del ZnO empleado. (b)
Patrén de difraccion de rayos-x del 6xido de zinc nanométrico.
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Con la finalidad de determinar posibles impurezas, se procedié a realizar un analisis del 6xido
de zinc (Zn0) por medio de espectroscopia infrarroja FT-IR, el cual se muestra en la figura
3.15, correspondiendo a las frecuencias de vibracion del Oxido de zinc comunmente
reportadas en la literatura (Senthilkumar et al. 2009; Salvati et al. 2011). La ausencia de
bandas sugiere que, de haber impurezas, estas se encuentran por debajo del limite de
deteccion de la técnica.
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3.3.3 Colageno hidrolizado

El colageno hidrolizado que se utilizé en el presente trabajo fue producido por la empresa
Shaum Suplementos Alimenticios S. A. (99.5%). En la figura 3.16a se muestra que dicho
producto consta de particulas con morfologia semiesférica, las cuales presentan un diametro
promedio de aproximadamente 25 um. El patron DRX de colageno hidrolizado muestra el
caracteristico patron amorfo de falta de ordenamiento de largo alcance y exhibe dos anchos
picos, uno alrededor de 22° y otro pico de difraccion alrededor de 40° (figura 3.16b), lo que
indica que la muestra de colageno no tiene estructura cristalina (Sun et al. 2018).
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Figura 3.16 (a) Imagen por MEB de las particulas de colageno hidrolizado. (b) Patron de difraccion
del mismo colageno hidrolizado.

Como en todos los otros compuestos, se procedié a la caracterizacion por medio de
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR) del colageno hidrolizado
comercial. Como se puede apreciar en la figura 3.17, el espectro muestra la presencia de
bandas de absorcion en el intervalo de 3600 a 2800 cm™, las cuales estan asociadas a los
modos de vibracion del enlace N-H de los grupos amino asi como los enlaces C-OH de los
grupos carboxilicos en el rango de 2846 y 2919 cm™, tal y como se menciono6 en la figura 3.3
de la seccion 3.1.2 del presente capitulo para el colageno normal. No obstante, en este caso
las bandas no son tan intensas ya que las cadenas de los aminoacidos que constituyen al
colageno natural han sido recortadas por el proceso de hidrolizado (Ledn-L6pez et al. 2019).

Por otra parte, en la figura 3.17 se observa en la region de 1250 a 1700 cm™ se observan las
bandas de absorcién asociadas en 1445, 1543 y 1658 cm™' a los grupos aminos (Zhang, et.
al. 2009). No obstante, las condiciones de obtencion del colageno hidrolizado son factores
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que determinan las caracteristicas finales del producto, lo cual ocasiona la variacion en la
intensidad de las bandas, no obstante, ocurren también en este caso las vibraciones
frecuentemente atribuidas a los aminoacidos que conforman al colageno (Gorlov et al. 2018).
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Figura 3.17 Espectro infrarrojo FT-IR del colageno hidrolizado.

3.4 Analisis del proceso de consolidacion

En el desarrollo de las etapas anteriores, como consecuencia del proceso de anélisis en tejido
0seo, la informacion adquirida referente al comportamiento mecanico de cada una de los
componentes presentes, trabecular y cortical, asi como la evolucion de la fraccion de
porosidad presente y la dependencia de estas caracteristicas en términos del tratamiento
térmico, se logro converger en un estandar 6seo, el hueso sintético arqueoldgico, el cual
opera como material estandar a fin de poder comparar cualquier proceso de consolidacién
de manera cuantitativa. Por ende, a fin de verificar la efectividad de los diferentes compuestos
de consolidacion, se procedio a realizar andlisis de porosidad, asi como ensayos mecanicos
en compresion uniaxial en probetas de dimensiones constantes y distribucion de tejidos
iguales, a las cuales se les aplicaron los diferentes compuestos con la finalidad de conocer
su efecto en la resistencia mecanica del hueso sintético arqueoldgico. La técnica consistio en
determinar la carga aplicada sobre la muestra hasta llegar a la ruptura del material, mediante
el empleo de una maquina de ensayo universal. Todas las muestras se sometieron a la prueba
usando una celda de carga maxima de 20 kN a una velocidad constante de cabezal de 0.1
mm/min. Microscopia digital dptica y electrénica de barrido se utilizaron para observar la
superficie y la penetracion de los consolidantes en las muestras.

52



3.4.1 Consolidantes organicos tradicionales

En el presente trabajo de investigacion, como ya se menciond con anterioridad, se
seleccionaron dos sistemas poliméricos de amplio uso en el campo de la restauracion de
hueso arqueologico. Los sistemas seleccionados fueron el Paraloid B72 como representante
de las resinas acrilicas y el otro, fue el Durofix como representante de las resinas de nitrato
de celulosa. Se debe tener en mente que estos sistemas sirven como referencia para
comparar cualquier otro material consolidante que se quiera desarrollar.

3.4.1a Analisis de porosidad

En lo concerniente al Paraloid B72 ®, se procedio a determinar por microscopia electronica
y Optica el grado de incorporacion que presentaba esta resina al ser aplicada en dos
concentraciones diferentes, lo cual se muestra en la figura 3.18. En general, a bajas
concentraciones se observa una porosidad superficial practicamente similar antes y después
de su empleo en la consolidacion, por lo que el cambio en la porosidad es bajo y no satura
los poros ni fisuras del tejido trabecular, tal y como se aprecia en la figura 3.18a. Al
incrementar la concentracion al 15% (figura 3.18b), se puede apreciar en la superficie una
tonalidad diferente en una fraccion apreciable de poros, lo cual corresponde a la presencia
de la resina en el tejido trabecular. Sin embargo, a esta concentracion empieza a presentarse
una capa brillante sobre la superficie de la muestra, que de acuerdo con los canones de la
conservacion no es lo mas deseable.
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Figura 3.18 Imagenes por MEB de (a) Paraloid B72 al 3%, (b) Paraloid B72 al 15 %, Las flechas
indican la presencia de la resina polimérica en cuestion.
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Por otra parte, las muestras tratadas de forma analoga con nitrocelulosa muestran un
comportamiento ligeramente diferente. En la figura 3.19a se muestra una imagen de la
superficie cuando se afiade resina al 3% de concentracion como tratamiento de consolidacion.
La resina forma una pelicula en la superficie la cual percola muy poco, como se puede
observar al realizarse un corte transversal (figura 3.19a). En este caso, la penetracion
promedio fue de aproximadamente 0.75 mm. Al aplicar la resina de nitrocelulosa a una
concentracion del 15% (figura 3.19b), se observa un comportamiento similar al que se
observo en el caso de baja concentracion. La penetracion a esta concentracion fue
ligeramente superior, promediando un valor de aproximadamente 1.2 mm. Aunado a lo
anterior, las muestras tratadas con nitrocelulosa muestran un color superficial amarillento al
utilizarse de forma concentrada, por lo cual no es aceptable para el tratamiento de artefactos
0seos reales como se ha reportado en la literatura.

a N = o
Figura 3.19 Iméagenes por MEB de (a) nitrocelulosa al 3%, (b) nitrocelulosa al 15 %, Las flechas
indican la presencia de la resina polimérica en cuestion.
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3.4.1b Analisis mecanico

De los resultados mostrados en la figura 3.11, se tiene que el hueso sintético arqueoldgico
(conformado por 80% volumen de trabecular y 20% volumen de cortical) obtenido por
tratamiento térmico a 500 °C, presenta en compresion un esfuerzo de ruptura de 4.6 MPa.
Comparando el comportamiento mecanico del hueso sintético con el de las muestras que se
les ha aplicado el proceso de consolidacion, en funcién de los resultados que se obtengan se
puede establecer si realmente las resinas poliméricas operan 0 no como consolidantes. En la
figura 3.20 se muestran las correspondientes curvas de esfuerzo-deformacion obtenidas de
las probetas de hueso sintético consolidadas con las resinas en cuestion. Se puede observar
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en la figura 3.20a, que para el caso del hueso sintético consolidado con Paraloid B72 a baja
concentracion (3.0%), el esfuerzo de ruptura es de 5.6 MPa, mientras que para alta
concentracion (15%) el esfuerzo de ruptura alcanza un apreciable valor de 12.4 MPa. El
ensayo mecanico realizado en compresion uniaxial conduce a concluir que esta resina
polimérica conduce a que el hueso sintético consolidado presente un mejor comportamiento
mecanico que el testigo de hueso arqueoldgico sintético, si solo si, se aplica a
concentraciones apreciables, de lo contrario no es tan relevante su efecto. En cierta medida,
los resultados obtenidos por MEB de la porosidad cuando se aplica la resina (figura 3.18)
indican en conjunto con la prueba de compresion que, introducir una fase con un médulo de
Young mayor al del aire en los poros, contribuye apreciablemente en la resistencia mecanica
del material 6seo. En lo referente a la consolidacion del hueso sintético con la resina
nitrocelulosa, se observa el mismo comportamiento como se puede apreciar en la figura
3.20b.
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Figura 3.20 Curvas Esfuerzo-Deformacion del ensayo en compresion uniaxial de las muestras (a)
hueso sintético consolidado con resina Paraloid y (b) hueso sintético consolidado con resina de
nitrocelulosa.

La nitrocelulosa a baja concentracién (3.0%) el hueso sintético consolidado con esta conduce
a un esfuerzo de ruptura es de 5.8 MPa, el cual es practicamente equivalente al valor de 4.6
MPa que presenta el hueso sintético sin consolidar. Por otra parte, el hueso sintético
consolidado con la nitrocelulosa concentrada (15%) conduce a un esfuerzo de ruptura de 9.3
MPa, valor apreciablemente superior al del testigo. Por lo tanto, los resultados sugieren que
el empleo de resinas poliméricas diluidas es una practica no muy util desde el punto de vista
de mejorar las propiedades mecanicas de los huesos arqueoldgicos. Asi mismo, las imagenes
por MEB de la porosidad cuando se aplica la resina nitrocelulosa (figura 3.19) corroboran la
importancia de introducir una fase con un médulo de Young elevado en los poros del tejido
trabecular.
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3.4.2 Consolidante a base de colageno hidrolizado

Actualmente esta bien establecido la posibilidad de obtener geles a partir del procesamiento
de ciertas proteinas y aminoacidos naturales. En funcion de ciertas condiciones como
temperatura, pH, concentracion, etc., los hidrogeles formados pueden conducir a la
generacion de redes tridimensionales (Joly-Duhamel et al. 2002: Correa-Moraes et al. 2013).
A continuacion, se presentan resultados preliminares del empleo de colageno hidrolizado
como medio para consolidar el hueso sintético.

3.4.2a Analisis de porosidad

En lo concerniente al empleo del colageno hidrolizado como medio para consolidar hueso
sintético, el principal problema radica en encontrar las condiciones de gelacion. Se busco
proceder de manera analoga con el procedimiento realizado con las resinas poliméricas, pero
en este caso, a baja concentracion (3.0%) no se pudo detectar el colageno por contraste de
imagen en MEB y solo se pudo observar la gelacion del colageno hidrolizado a
concentraciones del 10%. Los resultados de porosidad sugieren que, para este valor de
concentracion, el colageno hidrolizado conduce a una reduccion significativa en la porosidad,
por lo que se puede apreciar en la figura 3.21a obtenida por MEB. Ademas, el tratamiento por
medio del colageno hidrolizado no conduce a cambios aparentes en la coloracion de la
superficie, debido probablemente a las caracteristicas incoloras del colageno hidrolizado,
creando una capa compacta sobre la superficie con buena penetracién en los poros.
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Figura 3.21 (a) Imagen obtenida por MEB del colageno hidrolizado al 10% en hueso sintético. (b)
Curva de Esfuerzo-Deformacion del ensayo en compresion uniaxial del hueso sintético consolidado
con colageno hidrolizado.
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3.4.2b Analisis Mecanico

Aun cuando no se pudo observar por MEB el tratamiento de consolidacion a baja
concentracion de colageno, en lo referente a la consolidacion del hueso sintético con el
colageno se observa un comportamiento equivalente al que se observa con las resinas
poliméricas, como se puede apreciar en la figura 3.21b. Resulta interesante observar que el
hueso sintético consolidado con el colageno hidrolizado a baja concentracion practicamente
no induce ningun aumento en el limite de ruptura, dado el valor alcanzado de 4.9 MPa. Por
el contrario, una elevada concentracion de colageno hidrolizado (10%) conduce a un esfuerzo
de ruptura de 13.1 MPa, que corresponde a un valor apreciablemente superior al del hueso
sintético sin consolidar, pero de magnitud practicamente igual al que se obtiene con los
sistemas poliméricos concentrados. En la figura 3.22 se muestran los valores obtenidos para
el esfuerzo a la ruptura provenientes de las curvas de esfuerzo-deformacion de los diferentes
sistemas organicos de consolidacion en fase liquida que se trabajaron. Como se puede
apreciar en dicha figura, el valor del esfuerzo de ruptura del hueso sintético (HSA) tiene un
valor equivalente al que se obtiene al consolidarlo con una fase polimérica a baja
concentracion (NC-b nitrocelulosa baja concentracion, 72-b paraloid baja concentracion,
CO-b colageno baja concentra). Por el contrario, el valor del esfuerzo de ruptura que se
obtiene al consolidarlo con una fase polimérica a alta concentracion (NC-a, 72-a, CO-a) es
apreciablemente superior al hueso sintético (HSA). Este hecho conduce a que, al menos
tedricamente se pueda generalizar que cualquier sistema liquido que puede formar una red
tridimensional por medio de algin mecanismo de gelacién y/o polimerizacion, debe de
conducir a sistemas con un desempefio en la consolidacion de hueso poroso altamente
eficiente, si solo si, se emplean en las concentraciones adecuadas.
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3.4.3 Consolidantes inorganicos

En lo relacionado con el uso de compuestos inorganicos, ya se ha planteado en otras
investigaciones el uso de particulas y precursores inorganicos incluyen hidroxido de calcio
Ca(OH)., hidroxido de magnesio Mg(OH)., y sulfato de calcio (Baglioni & Giorgi, 2006; Liu et
al. 2021). El argumento enarbolado ha sido que son compuestos mas compatibles con la
quimica del componente principal del hueso, la hidroxiapatita. Sin embargo, los estudios han
comparador la capacidad de consolidar de dichos compuestos mediante ensayos de
microdureza, la cual es una prueba superficial que no tiene implicaciones reales en cuanto a
la estabilidad mecanica del material. A continuacion, se presentan los resultados porosidad y
resistencia mecanica obtenidos con el empleo de las nanoparticulas de Ca(OH). y ZnO en la
consolidacion de hueso sintético arqueologico.

3.4.3a Analisis de porosidad

Como se menciond en el capitulo 2, las particulas inorganicas fueron dispersadas en una
solucion de agua/alcohol isopropilico 1:1 y se dispusieron a una concentracion de 5% de
sélidos. Después del tratamiento de consolidacién con las nanoparticulas de Ca(OH),, se
procedié a observar el grado de penetracion en el tejido poroso. La figura 3.23a muestra una
fotografia por MEB en donde se observa una ligera penetracion de la suspension de hidroxido
de calcio en los poros del tejido trabecular (flechas verdes), pero no se observa que las
nanoparticulas sean capaces de rellenar los enormes poros de 1 a 2 mm de diametro.

Figura 3.23 (a) Imagen MEB del hueso sintético consolidado con nanoparticulas de Ca(OH).. (b)
Imagen obtenida por MEB del hueso sintético consolidado con nanoparticulas de ZnO.
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Ademas, a mayores amplificaciones no se observa que las nanoparticulas estén enlazadas al
material de hidroxiapatita que conforma el tejido trabecular, lo que sugiere que su capacidad
de consolidacion debe ser muy restringida. En lo que respecta a las nanoparticulas de 6xido
de zinc (Zn0), la figura 3.23b muestra una fotografia por MEB en donde se observa un
comportamiento analogo a las nanoparticulas de Ca(OH),. En este caso, existe una ligera
mayor penetracion de la suspension de nanoparticulas (flechas moradas), sugiriendo una
mejor distribucion de las particulas, pero tampoco se observa que las nanoparticulas de ZnO
sean capaces de ocluir los poros del tejido trabecular que varian entre 0.75 a 2 mm, ni se
observa que se formen enlaces entre las particulas y el substrato de hidroxiapatita.

3.4.3b Analisis mecanico

En lo que respecta al comportamiento mecanico del hueso sintético consolidado por medio
de las particulas nanométricas de Ca(OH). y ZnO, de acuerdo con el analisis de porosidad, al
no haberse ocluido los grandes poros, estos nanopolvos son de bajas expectativas de
consolidacion. En la figura 3.24a se presenta la curva esfuerzo-deformacion obtenida para el
caso del hueso sintético usando hidroxido de calcio como material para consolidar. Se puede
observar que el valor del esfuerzo de ruptura presenta un valor de 6.6 MPa, el cual es muy
cercano al valor de 4.6 MPa del hueso sintético sin tratar. En lo que concierne al 6xido de
zinc, en la figura 3.24b se presenta la correspondiente curva esfuerzo-deformacion obtenida
para el caso del hueso sintético usando 6xido de zinc nanomeétrico en este caso como material
para consolidar.

Se puede observar que el valor del esfuerzo de ruptura presenta un valor de 8.2 MPa, el cual
es ligeramente mayor al valor de 4.6 MPa del hueso sintético sin tratar. La diferencia
encontrada en el esfuerzo de ruptura entre el Ca(OH). y ZnO nanométricos probablemente
esté asociada a la diferencia de valores en mddulo de Young, en donde Ezo fluctua de 130 a
145 GPa y para Ecaon varia de 65 a 90 GPa (Fu et al. 2018; Manoharan et al. 2008).
Consecuentemente, si se pretende realizar un tratamiento de consolidacion, la seleccion de
un material con reducido médulo de Young es una mala seleccion desde el punto de vista de
comportamiento mecanico. Con la finalidad de saber si podria haber alguna sinergia por el
empleo de dos compuestos con diferentes tamafios de particulas, se realizaron pruebas de
consolidacion de hueso sintético con una mezcla 1:1 de Ca(OH), y ZnO nanométricos, cuya
curva de esfuerzo deformacion se muestra en la figura 3.24c, en donde no se aprecia mejora
alguna.
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En la figura 3.24d se muestran los valores de esfuerzo a la ruptura del hueso sintético
consolidado con las diferentes particulas nanométricas. Es evidente que la mejora es
practicamente irrelevante comparada con las dificultades existente en la sintesis de
nanoparticulas, sobre todo si se observan los valores obtenidos con las resinas poliméricas
mostrados en la figura 3.22.
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Figura 3.24 Curvas Esfuerzo-Deformacion de las muestras (a) hueso sintético consolidado con
nanoparticulas de Ca(OH),, (b) hueso sintético consolidado con nanoparticulas de ZnO. (c) hueso
sintético consolidado con nanoparticulas de Ca(OH),/ZnO. (d) Valores de esfuerzo a la ruptura
obtenidos de compresion uniaxial.
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3.4.4 Consolidantes colageno/nanoparticulas inorganicas

Es bien sabido en el campo de los materiales poliméricos, el hecho de que, teniendo una
matriz continua, existe la posibilidad de mejorar su comportamiento mecanico mediante la
introduccién de una segunda fase dispersa en esta, siempre y cuando el médulo elastico de
la fase dispersa sea mayor que el de la matriz (Nielsen and Landel 1993; Ward and Sweeney
2013).

Sin embargo, no se han reportado estudios formales sobre la incorporacion de sistemas
inorganicos en resinas con la finalidad de realizar el consolidado de hueso, existiendo reportes
de dudosa validez acerca del uso de particulas micrométricas de fosfato de calcio en resinas
acrilicas (Palazzo et al. 2015). Desafortunadamente, dicho trabajo ha sido realizado de manera
tan poco sistematica y en probetas de geometria tan mal controlada, que lamentablemente
no han llegado a resultados concluyentes y aceptables.

3.4.4a Analisis de porosidad

Manteniendo la misma linea de razonamiento que en todos los casos anteriores, se procedio
a incorporar las nanoparticulas de Ca(OH)»/ZnO en relacion 1:1 dispersas al 5.0% en la
suspension de colageno al 10% en agua, todo esto con la finalidad de evaluar como impactaba
dicha composicion en la porosidad del hueso sintético. En la figura 3.25a se muestra una
fotografia obtenida por MEB, en donde se aprecia como las nanoparticulas de Ca(OH)./Zn0O
en este caso han logrado ocluir la porosidad existente en el tejido trabecular del hueso
sintético, quedando aparentemente las particulas enlazadas entre si por la red tridimensional
conformada por el colageno.

Como se evidencia en la fotografia MEB a mayor magnificacion de la figura 3.25b, la imagen
sugiere que existe aglomeracion de las particulzs primarias de Ca(OH),/ZnO nanométricas,
formando conglomerados de 50 a 200 um que son capaces de mantenerse dentro de los
poros. La comprobacion de que son las particulas nanométricas las que conforman lo
conglomerados estd fundamentada en la presencia de zinc (Zn) en el correspondiente
espectro por dispersion de energia de rayos X (EDS) (figura 3.25c) obtenido de una micro
zona del poro.
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400um Electron Image 1

Figura 3.25 (a) Imagen obtenida por MEB del hueso sintético consolidado con nanoparticulas de
Ca(OH)./Zn0/Colageno, (b) magnificacion de la misma muestra y (c) espectro EDS correspondiente
a la zona magnificada.

3.4.4b Analisis mecanico

En lo que respecta al comportamiento mecanico del hueso sintético consolidado por medio
del sistema Ca(OH)./Zn0O/colageno-hidrolizado, de acuerdo con el andlisis de porosidad, la
presencia del material consolidante en los poros, sugiere bajo el concepto de materiales
compuestos, una alta expectativa para el proceso de consolidacion.

En la figura 3.26a se presenta la curva de esfuerzo-deformacion obtenida para el caso del
hueso sintético incorporando Ca(OH)./ZnO/Colageno como material para consolidar. Se
puede observar que el valor del esfuerzo de ruptura a partir de dicha curva presenta un valor
de 17.4 MPa, el cual es muy superior al valor de 4.6 MPa que presenta el hueso sintético sin
consolidar.
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A manera de comparacion, en la figura 3.26b se muestran los valores del esfuerzo de ruptura
del hueso sintético sin tratar y el del sistema Ca(OH)./Zn0O/Colageno, evidenciandose de
manera contundente la posibilidad de transformar un material poroso fragil en material
consolidado resistente a partir de una seleccion adecuada de componentes de refuerzo.
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Figura 3.26 (a) Curva Esfuerzo-Deformacion del ensayo en compresion uniaxial de la muestra hueso
sintético consolidado con nanoparticulas de Ca(OH)./ZnO/colageno. (b) Valores de esfuerzo a la
ruptura obtenidos a partir de las curvas de esfuerzo-deformacién. HSA: hueso sintético solo.
CO-a: hueso sintético con colageno. Co/HCa/ZnO: hueso con colageno y nanoparticulas de
Ca(OH)./Zn0.
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De los resultados preliminares obtenidos en la realizacion de este trabajo, se puede en
principio tratar de generalizar las deducciones presentadas en términos de la mecanica de
materiales compuestos, proponiendo una tendencia para el proceso de consolidacion de
hueso arqueoldgico como el que se presenta en la figura 3.27. Por lo valores encontrados
para la resistencia a la ruptura, el analisis de los datos sugiere que entre el hueso sin tratary
el hueso tratado con particulas nanométricas, ambos se comportan mecanicamente de
manera similar, por lo que resulta practicamente inservible su empleo como materiales
consolidantes. Por otra parte, se encontré que los sistemas liquidos que polimerizan o
presentan gelacion, si se les incorpora una segunda fase en forma de particulas reforzantes,
en dicha configuracion el tratamiento conduce a una importante consolidacion.
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Figura 3.27 Gréfica hipotética de la tendencia de la resistencia a la ruptura de hueso poroso en
funcion del arreglo empleado para su consolidacion, acorde a los resultados obtenidos en este
trabajo.
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CONCLUSIONES

En este estudio, se probaron nanoparticulas de Ca(OH). y ZnO en presencia de colageno
hidrolizado para ser empleados en artefactos 6seos, los resultados obtenidos muestran una
mejora apreciable después del tratamiento de consolidacion, apuntando a un método nuevo
y compatible que puede ser prometedor para la preservacion de hueso arqueologico.

Con la finalidad de evitar el manejo de hueso arqueologico real, en conjunto con otra
investigadora, se desarroll6 una metodologia para obtener hueso arqueoldgico sintético. Este
material presentd aproximadamente la misma fraccion en volumen de fase trabecular y
cortical, asi como el mismo porcentaje de porosidad en el tejido trabecular, que el que se
observa generalmente en el hueso arqueoldgico a restaurar.

El desarrollo de probetas con la misma fraccion de tejido cortical/tejido trabecular y con
porosidades equivalentes, permiti6 comparar cuantitativamente el uso de materiales que
actualmente se emplean para consolidar, con los nuevos materiales que se desarrollaron en
este trabajo se evaluaron la de porosidad, penetracion y propiedades mecanicas de las
probetas tratadas.

Los agentes organicos utilizados para la consolidacion de hueso arqueoldgico en el area de
conservacion estudiados en esta investigacion fueron el Paraloid B72® (resina base acrilatos)
y el Durofix (resina base nitrato de celulosa), al incorporarse en una concentracion de 3.0 %
su impacto en las propiedades mecanicas es reducida, conduciendo a un hueso consolidado
con una resistencia promedio a la ruptura de 6 MPa. Al emplear concentracion de 15 %, su
efecto en las propiedades mecanicas del hueso consolidado es significativa, conduciendo a
una resistencia promedio de 12 MPa. Para el colageno hidrolizado propuesto en este trabajo
para usarse como fase liquida llevada a la gelacion (10 %), se encontr6 un comportamiento
totalmente equivalente al que presentan las resinas poliméricas concentradas. Considerando
que el hueso de referencia sin tratar presenta una resistencia de 5 MPa, se concluye que las
resinas diluidas a baja concentracion tendran un cambio poco significativo en la resistencia,
pero aplicadas a concentraciones mayores, actuan eficientemente debido a que las resinas
polimerizan en el interior de los poros reforzando la estructura confiriendo dureza al tejido
0seo.

En lo concerniente a las nanoparticulas el analisis realizado indica que, ante una porosidad
con un tamafio promedio de poro de Tmm (1000 um o 10° nm) en el tejido trabecular, el uso
de nanoparticulas no contribuye en la consolidacion del material poroso. De forma tal que se
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encontr6 que el empleo de particulas nanomeétricas, sean de Ca(OH), o de ZnO, conduce su
empleo a una resistencia promedio a la ruptura de 7.5 MPa. Considerando una vez mas que
el hueso de referencia sin tratar presenta una resistencia de 5 MPa, se concluye que las
particulas inorganicas de tamafio nanométrico no confieren cambios considerables en las
propiedades mecanicas, dado que, solo se depositan sobre la superficie en el tejido cortical.

Por ultimo, la introduccién del concepto de matriz continta reforzada con particulas y llevada
a la practica con el sistema Ca(OH)./ZnO/Colageno-Hidrolizado dentro de los poros, los
resultados preliminares son prometedores. No obstante, por separado, cada uno de los
componentes no conduce a mejoras en el comportamiento mecanico del hueso sintético
poroso, pero en conjunto, el sistema conduce a un valor promedio de resistencia a la ruptura
de 17 MPa, valor que comparado con 5MPa del hueso de referencia sin tratar es mejor.
Evidentemente, se tendria que estudiar su degradacion y evolucion en funcion del paso del
tiempo antes de poder ser considerada su aplicacion en el campo de la restauracion, pero los
resultados sugieren que es una linea de trabajo que amerita dedicarle mas horas y recursos
para investigacion.
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