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RESUMEN

TITULO: EVALUACION DE UN RECUBRIMIENTO VITROCERAMICO DEL SISTEMA
Si0,-P,05-Ca0-Na,0 OBTENIDO MEDIANTE MICROOXIDACION POR PLASMA
QUIMICO Y TRATAMIENTO TERMICO.

AUTOR: ANDREA DEL PILAR CABEZAS LEON.”

PALABRAS CLAVES: biomineralizacion, materiales vitroceramicos, EIE, Voltametria ciclica

DESCRIPCION DEL CONTENIDO:

Materiales vitroceramicos son estructuras microcristalinas obtenidas a partir de un vidrio por
tratamiento térmico, con el fin de cristalizar, aproximadamente, el 90% de la masa vitrea, el
objetivo del tratamiento térmico es producir el crecimiento de determinadas fases cristalinas
que quedan inmersas en la matriz vitrea residual siendo el SiO,, el formador de red. Los
vitroceramicos poseen la caracteristica comin de generar una capa de hidroxiapatita
equivalente, desde el punto de vista quimico y estructural, al mineral bioldgico del hueso. En
el campo de los biomateriales, estos vitroceramicos poseen excelentes propiedades en
comparacion con las ceramicas tradicionales y se sintetizan con la esperanza de mejorar las
pobres propiedades mecanicas de los vidrios, sus precursores.

Recubrimientos cristalinos biocompatibles de SiO,-P,05-Ca0-Na,O (vitroceramicos) sobre la
aleacion Ti6Al4V fueron obtenidos mediante anodizado por plasma quimico y por
tratamientos térmicos. Los recubrimientos vitroceramicos obtenidos fueron evaluados por
medio de la técnica de Espectroscopia de Impedancia Electroquimica (EIE) en un fluido
fisioldégico simulado (SBF). Estudios de biomineralizacion en SBF A 0, 7, 14, 21 y 28 dias
fueron realizados a la mejor respuesta electroquimica obtenida. En estos estudios se
evaluaron las posibles reacciones de interaccion de los compuestos de fosfato de calcio del
SBF y los compuestos de la superficie del recubrimiento en oxidorreducciéon por medio de la
técnica de voltametria ciclica, de igual forma se evalu6é la cristalinidad, composicion y
morfologia de los recubrimientos vitroceramicos obtenidos a partir de tratamiento térmico,
por medio de DRX, FT-IR, SEM-EDS.

" Trabajo de Grado
" Facultad de Ingenierias Fisico-Quimicas. Escuela de Ingenieria Quimica.
Director: M. Sc Custodio Vasquez Quintero. Codirector: M. Sc. Hugo Armando Estupifian



ABSTRACT

TITLE: EVALUATION OF A VITROCERAMIC COATING OF THE SYSTEM SIO,-P,05-CaO-
Na,O OBTAINED BY MICRO OXIDATION BY CHEMIC PLASMA AND HEAT TREATMENT .

AUTHOR: ANDREA DEL PILAR CABEZAS LEON.”

KEYWORDS: Biomineralization, ceramic materials, EIS, Cyclic voltammetry

DESCRIPTION

Vitroceramics materials are microcrystallines structures obtained from glass by heat
treatment, with the purpose to crystallize, approximately 90% of the vitreous mass, the
objective of the heart treatment is to produce the growth of determine crystalline phases that
stay immerse in the residual vitreous matrix being the SiO,, the one who forms the mesh.
The vitroceramics materials have the common characteristic to generate a hydroxyapatite
layer, equivalent, from the chemical and structural point of view, to the biological minerals
from the bone. In the biomaterials field, this vitroceramics have some excellent properties in
comparison with the traditional ceramics, and are synthesized trying to improve the poor
mechanical properties of the glasses, where they come from crystalline coating
biocompatible of SiO,-P,05-CaO-Na,O (vitroceramics ) over alloy Ti6Al4V were obtained by
anodization by chemical plasma and by thermal treatment. The vitroceramic coating obtained
were evaluated by the electrochemist impedance spectroscopy (EIS) in a simulated
physiological fluid.(SBF). Biomineralization studies in SBF at 0, 7, 14, 21, 28 days were made
at the best electrochemical response obtained. In this studies were evaluated the possible
interaction reactions of the compounds of phosphate and calcium from SBF and the
compounds of the coating surface in oxide reduction by the cyclic voltimetric technique, at the
same way it was evaluated the crystallinity, composition and morphology of the vitroceramic
coatings obtained by the heat treatment by the DRX, FT-IR, SEM-EDS.

" Degre Project
 Physical — Chemical Engineeries Faculty, Chemical Engineeries Director: Custodio
Vasquez Quintero. M. Sc. Codirector: Hugo Armando Estupifian M.Sc.



1. INTRODUCCION

Los defectos 6seos son problemas que se presentan frecuentemente, motivo
por el cual se utilizan distintas técnicas quirurgicas y una amplia gama de
materiales de sustitucion 6sea; estos materiales deben ser biocompatibles y
tienen que favorecer una respuesta en el tejido Oseo, tener buenas
propiedades mecanicas y ser reabsorbibles a mediano plazo. Durante el
ultimo tercio del siglo XX, los biomateriales eran esencialmente materiales
industriales seleccionados con el criterio de que fueran capaces de cumplir
ciertos requisitos de aceptabilidad biolégica. Sin embargo, hoy en dia
muchos biomateriales son disefiados, sintetizados y procesados con el unico
fin de tener una aplicacion en el campo médico. Un material bioactivo al
entrar en contacto con los fluidos fisiolégicos de un organismo, no es
rechazado y por el contrario desarrolla una capa superficial que es
compatible con los tejidos vivos [1], Por esta razon son ampliamente usados
en la reparacion y sustitucion de estructuras biologicas deterioradas,
cumpliendo una funcién interfacial entre el tejido vivo y el implante ortopédico
[2].

En esta investigacion se propuso obtener recubrimientos con alto grado de
cristalinidad, de caracter biocompatible y del sistema SiO,-P,05-CaO-Na,O
(vitroceramicos) a partir de tratamientos térmicos, con el fin de determinar su
estabilidad, su velocidad de degradacion y biomineralizacion por inmersion
mediante el estudio de sus propiedades electroquimicas por la técnica de
espectroscopia de impedancia electroquimica EIE y voltametria ciclica en un
fluido fisiolégico SBF. De igual forma se evaludé la presencia de compuestos
cristalinos por DRX, la composicién y presencia de grupos funcionales por

FT-IR, y EDS vy la morfologia por microscopia electronica de barrido SEM.



2. MARCO TEORICO

2.1. BIOMATERIALES

Son materiales que estan disefiados para interactuar con sistemas biolégicos
con el fin de restaurar o sustituir algun tejido, érgano funcién del cuerpo. Por
tal motivo es necesario que sea resistente a la corrosion, que tenga
propiedades mecanicas adecuadas para la aplicacion para la cual se
requiere y principalmente, que sea biocompatible tanto quimica como

biolégica y mecanicamente [3].

2.1.1. Ceramicas cristalinas bioactivas. Estos biomateriales ceramicos se
unen al tejido 6seo por fijacidn bioactiva, enlazando directamente con el
hueso sin interposicion de tejido fibroso en su union. A este grupo de
ceramicas pertenecen dos representantes principales que corresponden a los

vidrios bioactivos y las vitroceramicas.

2.1.1.1. Vidrios bioactivos. Son biomateriales capaces de establecer
enlaces quimicos con los ambientes fisiolégicos donde son implantados.
Desde el punto de vista de su microestructura, los vidrios bioactivos
corresponden a sélidos amorfos, es decir, a materiales poseedores de un
elevado desorden estructural, determinado por la carencia de una
periodicidad atomica tridimensional [4; 5]. La composicion de los vidrios
bioactivos es fundamental para permitir el enlace con los tejidos del receptor,
ya que diferentes estudios han mostrado que la adhesién a éstos es posible
con materiales que contienen dioxido de silicio (SiOz), pentdxido de fésforo
(P20s), 6xido disddico (NaxO) y oxido calcico (CaO), en proporciones bien

definidas.



2.1.1.2. Vitrocerdmicos. Los materiales ceramicos han adquirido
recientemente una gran importancia como candidatos para la fabricacion de
implantes. Uno de los principales dentro de esta categoria son los
vitroceramicos basados en SiO; - CaO -NayO - P,0s5 y algunos en MgO y
K20. Estos son obtenidos a partir de tratamientos térmicos adecuados en un
vidrio enriquecido en silicio y fosfato de calcio, con el objeto de producir
determinadas fases cristalinas inmersas en una matriz vitrea residual. [6]. La
bioactividad de estos recubrimientos vitroceramicos esta dada por una serie
de reacciones superficiales que involucran: intercambio de iones alcalinos,
rompimiento de enlaces Si-O-Si y generacion de grupos silanoles (Si-OH),
regeneracion de la capa superficial de silice, precipitacion de iones calcio y
fosfato en la superficie, cristalizacion de una capa de hidroxiapatita y

finalmente unién al tejido vivo [7].

2.2. ANODIZADO POR MEDIO DE UN PLASMA QUIMICO (APQ)

El proceso de anodizado por plasma quimico puede llevarse a cabo a
voltajes que sobrepasen el limite dieléctrico de la capa de 6xido, obtenida
normalmente bajo la aplicacién de una carga galvanostatica. Esta técnica es
conocida también como oxidacién por microarco o de chispa [8,9]. Mas
especificamente consiste en una anodizacion a alto voltaje en una solucién
electrolitica, cuyos iones quedan incorporados en la capa de Oxido como
consecuencia de un proceso de fusion o plasma gaseoso en la superficie. La
alta temperatura es generada por la produccion al azar de chispas originadas
durante el proceso por la ruptura dieléctrica de la capa de o6xido. Los
recubrimientos obtenidos por esta técnica poseen buenas propiedades
mecanicas y quimicas asi como un grado de microporosidad considerable
[10].



2.3. IMPORTANCIA DE LA CRISTALINIDAD EN UN BIOMATERIAL

La bioactividad es una propiedad fundamental en los materiales utilizados
para aplicaciones ortopédicas y dentales. Algunos investigadores han
sugerido evaluarla sumergiendo el material estudiado en un Fluido
Fisiologico Simulado (SBF) [11, 12]. Se considera que aquel material que
forma apatita en la interfase SBF-recubrimiento, también puede hacerlo en

un cuerpo vivo y puede enlazar el tejido 6seo a través de la apatita.

Kokubo y col., consideraron que los grupos silanol formados en la superficie
del vitroceramico son los responsables de la formacion de la capa de
hidroxiapatita, al proporcionar sitios favorables para su nucleacion y
crecimiento. Su hipotesis la sustentan en el siguiente mecanismo de
formacion de la capa de hidroxiapatita sobre el vitroceramico: los iones calcio
se disuelven desde la superficie del vitroceramico incrementando el producto
de actividad i6nica de la apatita en suero fisiologico artificial, mientras que la
silice  hidratada en la superficie del vitroceramico proporciona sitios

favorables para la nucleacién de la hidroxiapatita [13].

2.4. TRATAMIENTOS DE CRISTALIZACION

2.4.1. Tratamiento térmico. EI tratamiento térmico consiste en el
calentamiento lento de la muestra hasta llegar a una temperatura constante
durante un tiempo determinado para permitir que ocurran cambios de fase u
ordenamiento atéomico [3]. Generalmente el tratamiento térmico se lleva a
cabo en hornos o muflas con o sin atmodsfera [14, 15]. Se requiere emplear
una rampa de calentamiento lenta, para impedir al maximo, la acumulacion
de esfuerzos residuales en la superficie del material y asi evitar la ruptura del
mismo por las diferencia entre los coeficientes de dilatacion térmica entre el

metal y el recubrimiento [16].



2.5. CARACTERIZACION ELECTROQUIMICA

2.5.1. Espectroscopia de impedancia electroquimica (EIE). Esta técnica
consiste en la aplicaciéon de un potencial eléctrico de frecuencia variable al
material estudiado y en la medicién en el campo complejo de la intensidad de
corriente resultante. A partir de las mediciones de desfase y de la amplitud de
la corriente resultante, es posible obtener la impedancia de transferencia
electroquimica, en forma de numero complejo, del cual pueden ser
separadas, las componentes real e imaginaria mediante un analisis
matematico adecuado. La interpretacion de los resultados experimentales, en
términos de los parametros de corrosion, requiere del uso de una analogia,
entre el sistema material-medio estudiado y un circuito con elementos
resistivos o capacitivos eléctricos, en este orden de ideas, existe una amplia
variedad de modelos con circuitos equivalentes que permiten simular
diferentes comportamientos electroquimicos de manera aproximada en
superficies de biomateriales. En estos analisis, un parametro importante es la
resistencia a la polarizacion Rp, ya que este valor representa de forma

indirecta, la velocidad de degradacion de un material. [17, 18].

2.5.2. Técnica de Voltametria Ciclica (VC). Es una técnica electroquimica
de microelectrdlisis, que se basa en la respuesta corriente-potencial de un
electrodo polarizable en la solucion que se analiza. Permite estudiar los
cambios de corriente, como una funcion del potencial aplicado a través de la
celda electrolitica. Ademas es ampliamente usada para adquirir informacién
cualitativa sobre las reacciones electroquimicas, identificacion de reacciones
en los electrodos y el numero de electrones transferidos en una oxidacion o
reduccion; ademas proporciona informacién sobre la termodinamica de los
procesos redox, la cinética de las reacciones, y los procesos de adsorcion.
[19]



3. DESARROLLO EXPERIMENTAL

En la figura 1 se muestra la metodologia experimental de esta investigacion.
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Figura 1. Esquema de la metodologia experimental



3.1. REVISION CLASIFICACION Y ANALISIS BIBLIOGRAFICO

Se llevé a cabo una busqueda de informacion de diferentes fuentes tales
como: Bases de datos internacionales en Internet, Bases de datos de acceso
en la Universidad Industrial de Santander, Proyectos y trabajos de grado

relacionados.

3.2. SELECCION DE LAS VARIABLES DEL PROCESO

Las variables del proceso se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Variables del proceso de tratamiento térmico

VARIABLES INDEPENDIENTES RANGOS DE TRABAJO VARIABLE
RESPUESTA
TEMPERATURA (°C) 400 600 800 RESISTENCIA A LA
TIEMPO DE RESIDENCIA (h) 1 2 3 POLARIZACION

Un procedimiento para obtener un recubrimiento del sistema SiO,-P,05-CaO-
Na O fue realizado APQ a 4 minutos, 300 mA y 350rpm de agitacién del
electrolito de anodizado, en un electrolito compuesto por los reactivos que se
encuentran en el anexo B el cual se modificé con la adicion de 0,1 M de

silicato de calcio, disefio de experimentos (disefio 3%), (Anexo C).

3.3. PUESTA A PUNTO DE LAS TECNICAS Y EQUIPOS DE
EXPERIMENTACION Y EVALUACION

3.3.1. Técnicas de evaluacion: Espectroscopia de impedancia

electroquimica (EIE), Voltametria ciclica

3.3.2. Técnicas de caracterizacion aplicadas: Difraccion de Rayos X:
Analisis de composicién de las fases cristalinas depositadas; SEM — EDS

(Microscopia Electronica de Barrido, Espectrometria de Energia Dispersa):



Morfologia del recubrimiento, analisis elemental de las fases; FT-IR (Analisis
de infrarrojo por Transformada de Fourier): Determinacién de grupos
funcionales sobre la superficie del recubrimiento (Caracterizacion de

compuestos no cristalinos).

3.3.3 Equipos utilizados. Plancha de calentamiento con agitacién
magnética, balanza, Celda de acero inoxidable, Fuente de potencia
galvanostatica/potenciostatica de 2.5 A y 500V de corriente directa, Electrodo
de referencia de calomel saturado, Electrodo auxiliar de grafito, Celda plana,
Potenciostato/Galvanostato tipo Gamry, Horno tubular, Microscopio

electronico de barrido con sonda EDS, Difractémetro.
3.4. PREPARACION DEL SUSTRATO METALICO

Se utilizaron probetas de Ti6AI4V de forma cilindrica con 12 mm de diametro
(aproximadamente 3.016 cm? de area expuesta) y de 2 mm de espesor,
sometidas a las siguientes etapas de preparacion:

El pulido de las probetas se realizé6 en humedo sobre papel abrasivo desde
#180 hasta #600, luego se sometieron en un bano ultrasénico con alcohol
industrial por 15 minutos a 40°C para eliminar impurezas. Por ultimo éstas
fueron secadas con aire frio en flujo laminar. Luego las probetas fueron
guardadas en bolsas de polietileno con cierre hermético que sirvieron como

cubierta protectora.
3.5. OBTENCION DEL BIOVIDRIO POR APQ

Se utilizé un volumen aproximado de 300 ml de electrolito de trabajo en una
celda de acero inoxidable, la cual sirvié también como catodo en el proceso.
Se sumergié completamente la probeta con la ayuda de un soporte del
mismo material. (Anexo D) Se ajustaron los parametros de operacion en la

fuente de potencia galvanostatica/potenciostatica, de acuerdo con la



condicibn de obtencion deseada. EI proceso se llevdo a cabo
galvanostaticamente y se registré6 cada 10 segundos el cambid en el voltaje

hasta que el sistema se estabilizé a la corriente de trabajo.

3.6. OBTENCION DE LOS VITROCERAMICOS MEDIANTE TRATAMIENTO
TERMICO

Los recubrimientos de naturaleza vitroceramica se obtuvieron mediante
tratamientos térmicos en un horno tubular (Anexo E). Las probetas con
recubrimientos enriquecidos con compuestos de fosfato, calcio y silicio, se
sometieron al tratamiento térmico sobre una rejilla metalica con el fin de
exponer las dos caras de las probetas al ambiente del tratamiento. El
calentamiento se llevo a cabo a una velocidad de 10°C/min, hasta llegar a la
temperatura de sostenimiento, la cual se mantuvo durante el tiempo de

trabajo.

3.7. EVALUACION ELECTROQUIMICA DE LOS VITROCERAMICOS

3.7.1. Preparacion del electrolito para las pruebas de EIE. Con el objetivo
de simular las especies idnicas del fluido corporal humano, se preparé un
fluido fisiologico simulado (SBF) descrito por Kokubo [20], con el fin de
someter las muestras a la caracterizacion electroquimica. La solucion se

mantuvo a una temperatura de 37° C con un pH de 7.25. (Anexo F)

3.7.2. Evaluacién electroquimica. La caracterizacién electroquimica se
llevé a cabo por medio de la técnica de espectroscopia de impedancia
electroquimica (EIS) en un Potenciostato/Galvanostato tipo Gamry (Anexo
G), bajo la aplicacion de una onda de potencial sinusoidal de 30 mV, con un
tiempo de estabilizacion de la celda electroquimica de 15 minutos, un rango

de frecuencia entre 100.000 - 0.01 Hz y una densidad de datos de 7 puntos



por década de frecuencia. Los diagramas de Bode y Nyquist obtenidos
mediante las pruebas de EIE, permitieron el calculo de las resistencias a la
transferencia de carga (Resistencia a la polarizacion) de cada recubrimiento
analizado. Estos valores fueron introducidos en un software estadistico con el
objetivo de evaluar la influencia de cada una de las variables independientes

seleccionadas sobre la variable respuesta.

3.8. BIOMINERALIZACION DE LA MEJOR CONDICION DE
TRATAMIENTO TERMICO EN FLUIDO CORPORAL SIMULADO (SBF)

Las muestras tratadas térmicamente a la mejor condicion, fueron sometidas a
inmersion en 15 ml de fluido corporal simulado SBF, por un tiempo de 7, 14,
21, y 28 dias [21, 22], Las muestras se mantuvieron a un temperatura de
37°C en un bafio termostatazo, (Anexo H). La técnica de espectroscopia de
impedancia electroquimica fue usada para la investigacién de nucleacién y
crecimiento de la apatita a diferentes tiempos de inmersion en la solucién

SBF sobre las muestras tratadas térmicamente.

3.9. ANALISIS DE PROCESO DE OXIDO-REDUCCION DURANTE LA
BIOMINERALIZACION MEDIANTE VOLTAMETRIA CICLICA

Este estudio se llevé a cabo usando la técnica de voltametria ciclica bajo las
siguientes condiciones (Anexo G), Rango de potencial -1.8 - 0.5V, velocidad
de barrido para estudio de éxido- reduccién 10 mV/s, aplicacion de 15 ciclos,

con pruebas de EIE cada 5 ciclos.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. ANALISIS ELECTROQUIMICO DE LOS RECUBRIMIENTOS
OBTENIDOS DEL SISTEMA SiO,-P,0s5-CaO-Na,O CON TRATAMIENTO
TERMICO

Se aplico la técnica de Espectroscopia de Impedancia Electroquimica EIE,
con el fin de determinar la resistencia a la polarizacion de los recubrimientos
vitroceramicos, a las diferentes condiciones de obtencion del disefo
preliminar. Se representa, en forma general, en la Figura 2, la respuesta del
comportamiento electroquimico de un sistema sustrato recubrimiento en
diagramas de Bode y Nyquist para las muestras con tratamiento térmico de
600°C a diferentes tiempos de obtencion y con el blanco (sin tratamiento
térmico), para la correspondiente comparacion. Los diagramas de las demas
pruebas realizadas se encuentran en el (Anexo |)

Log Z Vs Log F

Angulo Fase Vs Log Frecuencia
® SINT.T

7 © 1Hora
6 A 2 Horas

. @ 3 Horas 70
5 4 e ®SINTT

-60 I aane W7 g s f. ¢ 1Hora
4 -50 o°~ S ..‘AA A2 Horas
3 . --‘:"'-‘.‘__ 40 o'. y A @ 3Horas
""n'.'.{' oy B o
2+ bae 23 -30 . o
°°°. ‘."Mf °°:h

1 20 73 %0
0 ‘ K 0 2 4 6

2 0 2 4 6 0 L

Log Frecuencia (Hz) Log Frecuencia (Hz)

Figura 2. Log |Z| Vs. Log Frecuencia (izquierda) y Angulo de fase Vs. Log Frecuencia

(derecha)
Para un mejor analisis de los diagramas de Bode, se plante6 subdividirlos en

tres zonas: altas [10°-10° Hz], medias [10%-10" Hz] y bajas [10°-1072 Hz]

frecuencias.
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En la Figura 2, se identifican dos constantes de tiempo (11, 1;), a los
diferentes tiempos de obtencién del recubrimiento vitroceramico. En los
espectros mostrados en los diagramas de Bode a alta frecuencia, se observa
una constante de tiempo (117), con cambios de pendiente de la grafica de
angulo de fase con respecto al logaritmo de frecuencia, En los espectros de 1
y 2 horas le corresponde una pendiente de -0.7, con un maximo angulo de
fase, este valor es propio de comportamientos capacitivos. En el perfil de 3
horas se presenta una pendiente de -0.4, con un angulo de fase pequefio, lo
cual es propio de un comportamiento resistivo, L6 que indica la posible
presencia de una superficie heterogénea del recubrimiento vitroceramico. A
media frecuencia se detectd una constante de tiempo (1.V7), en los perfiles
de 1y 3 horas. En el caso de 1 hora, se puede observar un angulo de fase
en este rango de frecuencia, pequefio, lo cual corresponde a un
comportamiento resistivo. En el perfil de 3 horas se observa el maximo
angulo de fase, en la cual la pendiente es cercana a -1 lo que corresponde a
un comportamiento capacitivo de los electrodos, describiendo las
propiedades dieléctricas cercanas a la superficie. En estos perfiles se aprecia
la aparicion de una capa fina y homogénea de TiO,. Mientras en el perfil de 2
horas no se detecta la presencia de una constante en este rango de
frecuencia. En este mismo caso y a baja frecuencia, se puede observar una

constante de tiempo (1°F)

en el espectro obtenido de la muestra sin
tratamiento térmico y la de 2 horas, en las cuales se detecta los procesos de
transferencia de carga electronica, procesos de transferencia de masa y
relajacion de otros procesos que tienen lugar en la interface entre la pelicula

y el electrolito [23].

Se propuso un modelo de circuito equivalente para ajustar los resultados
obtenidos del analisis de los espectros de impedancia, cuyos elementos
resistivos y capacitivos representan el comportamiento electroquimico del

recubrimiento obtenido. Cada constante de tiempo representa un sistema
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RC. A alta frecuencias y en serie con la resistencia a la solucién (Rs), el

sistema RC representa los procesos de electrodo de la doble capa en la

interface recubrimiento-electrolito. Este sistema esta en paralelo con un

sistema de capacitancia y resistencia correspondiente a los procesos de

electrodo de la doble capa metal-recubrimiento.

Figura 3. Circuito equivalente que representa el comportamiento electroquimico del
recubrimiento

En la Tabla 2 se presenta los valores de resistencia y capacitancia de los

recubrimientos vitroceramicos obtenidos, calculados a partir del modelo

propuesto de la Fig. 3.

Tabla 2 Valores de Resistencia, capacitancia del recubrimiento vitroceramico a 600°C

con diferentes tiempos de tratamiento

T (horas) Rc Externa Rc interna C externa | Cinterna (F)
Rs (ohm) Rp (ohm)
(ohm) (ohm) (F)
0 3370,273 273009,422 | 1106772,647 4,08E-06
1 83,153 1721,225 47273,950 624053,677 | 4,03E-07 4.67E-06
2 169,287 1517,372 176986,328 | 434368,907 | 2,93E-05 3,14E-06
3 305,054 1094,636 31403,056 189477,019 | 4,24E-05 1,18E-05

4.2. ANALISIS ESTADISTICO

Utilizando un paquete estadistico y asumiendo, como variable respuesta, la

Rp, se realizé el analisis de los datos obtenidos en el disefio experimental,

este analisis fue representado mediante un diagrama de pareto, en él cual
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se puede apreciar el efecto de las variables independientes del tratamiento

térmico sobre la variable respuesta seleccionada.

Gréfico de Pareto estandarizado para Rp

ATiempo =+
-
B

«| I

0 2 4 6 8
Efectos estandarizados

Figura 4. Diagrama de Pareto

En la Figura 4 se puede apreciar que la variable de mayor influencia sobre la
variable respuesta seleccionada, fue el tiempo de tratamiento térmico y la de
menor influencia fue la temperatura de tratamiento térmico. Sin embargo a
menor tiempo de tratamiento se present6 la mayor Rp, tal como se observa

en el Anexo J.

4.3. ESTUDIOS DE BIOMINERALIZACION POR INMERSION EN FLUIDO
FISIOLOGICO SIMULADO.

Para simular la bioactividad del recubrimiento obtenido en los posibles
procesos de biomineralizacidén con el cuerpo humano, o en otras palabras, la
capacidad de formar una capa de fosfato de calcio sobre su superficie o
incrementar la cantidad de los ya presentes, se realizaron ensayos de EIE y
voltametria ciclica a las muestras sumergidas en SBF a 0, 7, 14, 21 y 28 dias
de inmersion. Los ensayos se realizaron a una temperatura de 37°C
utilizando el método de preparacion de SBF descrito por Kokubo (Anexo E).
Para el proceso de biomineralizacion se escogio la mejor condicion de Rp de
las muestras obtenidas en el tratamiento térmico. La voltametria ciclica fue
realizada para evaluar las posibles reacciones de oxido reduccion del

sistema.
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Log Z vs Log F
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Figura 5. Espectros de Impedancia para los diferentes tiempos de biomineralizacion.
Log |Z| vs. Log Frecuencia (izquierda) y Angulo de fase Vs. Log Frecuencia (derecha)

En la Figura 5 se observan a diferentes tiempos de biomineralizacion, 2
constantes de tiempo (t1, 72), en los espectros de Bode mostrados las
pendientes presentan valores por debajo de -0.5, lo cual es propio de
comportamientos resistivos. En la zona de frecuencia media, se puede
observar una constante de tiempo en los diferentes espectros, con
pendientes superiores a -0.5 esto corresponde a un comportamiento mas
capacitivo, propio de una capa compacta con un angulo de fase elevado. A
bajas frecuencias se puede observar una constante de tiempo, desde la
region de media frecuencia indicando procesos de transferencia en la
interface pelicula-metal. Se puede concluir que el sistema pasa de un
comportamiento resistivo a capacitivo en todos los perfiles de tiempo de
biomineralizacion, disminuyendo el modulo de impedancia a mayores
tiempos de biomineralizacion, el cual es menor que el correspondiente al de
600-1hora. Estas diferencias son debidas a un probable incremento en la
transferencia de masa por disolucién de borde, haciendo referencia a las
porosidades y a la atenuacion de las lineas de rompimiento dieléctrico, las
cuales permiten con mayor facilidad el paso del electrolito al interior del

recubrimiento, formando ademas sitios activos en el interior o en la superficie
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metalica. Los valores de pendiente cercanos a -0.5, evidencian, un posible
mecanismo de difusion en el interior de los poros.

El circuito equivalente de la figura 6 consta de tres elementos (una Rs y dos
RC) los cuales se encuentran en serie entre si, el externo o de altas
frecuencias, esta asociado a los procesos capacitivos y resistivos del estrato
irregular de fosfato de calcio producido en la biomineralizacion y el interno,
representa el comportamiento electroquimico del estrato compacto del

recubrimiento.

Ti6Al4V Poros Recubrimiento APQ T.T.

Capa biomineralizada
|

/A

Capa Interna Capa Externa

Figura 6. Circuito equivalente que representa el comportamiento de la muestra con
tratamiento térmico a diferentes tiempos de Biomineralizaciéon en SBF.

En la Tabla 3 se presenta los valores de resistencia y capacitancia de los
recubrimientos vitroceramicos a diferentes tiempos de biomineralizacion

obtenidos, calculados a partir del modelo propuesto de la Fig. 6.

Tabla 3 Valores de Resistencia, capacitancia del recubrimiento vitroceramico a
diferentes tiempos de biomineralizacion

T (dias) Rc Externa Rc interna C externa Cinterna
Rs (ohm) Rp (ohm)
(ohm) (ohm) F (F)

83,153 1721,225 47273,950 48995.175 4,03E-07 4.67E-06

55.953 360.525 66951.949 67312.474 3.18E-07 1.71E-06

14 47.373 153.625 7532.851 7686.476 1.44E-06 7.18E-06

21 34.399 57.388 1957.513 2014.901 2.00E-06 1.13E-04
28 37.173 135.566 9667.438 9803.004 1.63E-06 6.14E-05

En la Figura 7 se observan los efectos de la biomineralizacion de los

recubrimientos vitroceramicos expuestos a inmersion a diferentes tiempos.
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La resistencia a la polarizacion para estos recubrimientos vari6 a lo largo del
tiempo, inicia con un aumento del Rp, asociado a un proceso de
compactacion de la capa, asi como a un proceso de adsorcion de iones
calcio y fosfato, seguido de una disminucion del Rp asociada a disolucion,
posteriormente ésta aumentd y las capacitancias disminuyeron, indicando

que el proceso de adsorcion es continuo donde las reacciones no son

Efectos de la capa biomineralizada
Capa recubrimiento APQ con T.T

8,00E+04 2,50E-06
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— 6,00E+04 2,008-06 @ L 1,006-04
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a 1,00E-06 © & = 4,00E+04 L 5,00E-05 £ E
= 2 o g EE
2,00E+04 500607 O & L 2,50E-05 § £
S 2,00E+04 | 8
0,00E+00 0,00E+00  0,00E+00
0 10 20 30 0,00E+00 -2,50E-05
0 10 20 30

Tiempo (dias) (dins)
Tiempo (dias

homogéneas a lo largo de la superficie del recubrimiento, tal como se
corrobora con las micrografias de SEM.

Figura 7. Efectos de la capa a diferentes tiempos de biomineralizacién, Rp Vs. tiempo;
capacitancia capainterna Vs. Tiempo

4.4, MECANISMO DE ADSORCION EN LA BIOMINERALIZACION

Las reacciones entre el material bioactivo y el tejido, permite el desarrollo de
capas ricas en SiO,, Ca y P. La capa rica en silice se debe al intercambio
entre los iones alcalinos del vidrio o vitroceramica, (Na*, K* 6 Ca**, Mg®*) que
se intercambian con los iones de hidrégeno (H* o H3O") provenientes del
fluido simulado del cuerpo (SBF), este intercambio es facil ya que los iones
alcalinos no son formadores de la red vitrea, ellos sélo la modifican, se puede

representar de la siguiente forma:

Si-0-Na*+H* + OH- Si- OH"+ Na*+ OH )
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Es importante mencionar que durante este intercambio, el resto de los
componentes del recubrimiento vitroceramico no se ven afectados. Luego
hay una disolucién interfacial de la red, que provoca la ruptura de los enlaces
Si-O-Si, creandose enlaces del tipo silanol (Si-OH), en la superficie del
material en contacto con la solucion SBF. Ocurriendo arreglos por
policondensacion de los grupos silanol vecinos, resultando en una capa rica
en silicio, de gel de silice, caracteristica de los materiales bioactivos.

o (©) O

\ \ \
i-OH+HO-‘Si—O_’ O—Sfi—o—‘Si—O+H20
o o o (2)

O -

O—un—0

Como principal efecto de la inmersion del material vitreo en solucién
fisiologica SBF, fue un intercambio idnico en la superficie del material, lo que
dié paso a la migracion de iones Ca®" y PO4*" a través del la capa rica en
silicio, desde el interior del recubrimiento vitroceramico hacia la zona mas
externa de la capa [7], para formar apatita, que posteriormente se convirtid
en hidroxiapatita (HAP).

4.5. ESTUDIO DE LAS REACCIONES DE OXIDO REDUCCION

Por medio de la técnica de voltametria ciclica, a partir de un potencial de
barrido se pudo observar procesos donde ocurren reacciones quimicas
asociados a la transferencia de carga y transferencia de masa, los cuales se

identifican en el voltagrama.

Corriente Vs. Potencial Corriente Vs. Potencial
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9 0,0002 -
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Corriente Vs. Potencial
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-0,0012
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Figura 8. Voltagramas de la muestra con biomineralizacion 14 dias a) 5 ciclos b) 10

ciclos y c) 15 ciclos

En el barrido anddico que se aplicé (-1.8 a -0.5V), se observa un pico de

oxidacién a -1.4V, indicando posiblemente, la reaccion del silicio de la capa,

con los hidroxidos del electrolito. Se observa que en todos los casos y a partir

del tercer ciclo, este pico desaparece, indicando que ha sucedido la reaccién

de calcificacién y fosfatacion.

En el diagrama de la Figura 8 se observa una disminucion en el valor de la

resistencia a la polarizacion respecto al perfil de ciclos, mostrando que la

voltametria ciclica evidencia el grado de reversibilidad de la biomineralizacion

en el recubrimiento.

Log FrecuenciaVs Log Modulo

5,000 1

4,000

3.000 O ciclos
) o 5ciclos
~~~~~

LRy A 10 ciclos
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0,000 T T T |
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Figura 9. Diagrama de Bode de la muestra con biomineralizacién a condiciéon de 14
dias, pararepresentar la resistencia de transferencia de carga después de 0, 5, 10, 15

ciclos
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4.6. CARACTERIZACION MORFOLOGICA

4.6.1. Andlisis por SEM y EDS. Se realizé6 un estudio por microscopia
electrénica de barrido y microanalisis (SEM/EDS) de las diferentes muestras

compactas antes y después del tratamiento térmico, obteniéndose las

micrograficas mostradas en la figura 9.

X750 20 i o | B

-

Figura 10. Micrografias SEM a) sin tratamiento térmico, b) 600°C-1 hora, c) 600°C-2
horas, d) 600°C-3 horas
En la figura 9 se aprecia que todas las muestras presentaron una estructura
porosa, lo cual puede favorecer la oseointegracion del implante con el hueso.
La muestra tratada a 600°C, 1 hora, permite ver claramente la formacién de
estructuras aciculares en forma de cristales en la superficie, evidenciandose
el posible crecimiento de fases cristalinas en la matriz vitrea residual, siendo
la de SiO, el formador de red, la morfologia superficial del vitroceramico,
permanece firmemente sujeto al substrato de titanio, lo que manifiesta la
buena adhesion entre el recubrimiento y el substrato lo que hace atractiva la
HAP producida para su uso como biomaterial en implantes 6seos. Mientras
en las muestras tratadas a 600°C, 2 y 3 horas, no se observan las formas
aciculares anteriores, por consiguiente se puede concluir que al aumentar la
temperatura hay una transformacion de fase sobre la superficie. La Figura 8

muestra el espectro EDS para la muestra tratada a 600°C y 1 hora.
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Figura 11. Espectro EDS del recubrimiento obtenido por APQ tratado a 600°Cy 1 hora

Mediante el analisis de los espectros de EDS de la Figura 11 se encontré que
los cristales que se observaron en la micrografia SEM correspondiente a esta
muestra, poseen una relacion Ca/P 1.6. Esta relacién es cercana a la
hidroxiapatita lo que indica que a estas condiciones de tratamiento térmico y
tiempo de residencia formaron hidroxiapatita cristalina. De igual manera se
puede observar en el espectro los altos porcentajes de oxigeno, Ti y Si, los
cuales, permanecen en forma de TiO2 y SiOs.

4.6.2. Analisis por DRX. El analisis cualitativo de las fases presentes en las
muestras se realizé mediante comparacion de los perfiles observados en la
Figura 12 con los perfiles de difraccion reportados en la base de datos PDF-2

del International Centre for Diffraction Data (ICDD).
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Figura 12. Perfiles DRX de los recubrimientos tratados a 600°C y diferentes tiempos. a)
Blanco b) 1 horac) 2 horas d) 3horas.
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Se observa la presencia de compuestos cristalinos de anatasa, perovskita e

hidroxiapatita, asi como la presencia de Na,Ca,SizOq

4.6.3. Andlisis por espectroscopia de infrarrojo. Se realizaron analisis de
espectroscopia de infrarrojo para las muestras tratadas térmicamente a las
condiciones de 600°C con diferentes tiempos de obtencion, con la finalidad
de observar la presencia de especies presentes sobre la superficie de la
muestra, y se realiz6 una comparacién con la muestra sin tratamiento

térmico.

En la figura 13 se presenta el espectro FTIR de las muestras tratadas
térmicamente y el blanco, los resultados mostraron que las tres muestras
presentan los mismos picos de absorcion en comparacién con el blanco.
Bandas de estiramiento a 1082 cm™ que corresponde al enlace (O-Si-O)
correspondiente al grupo SiO,, solapadas con el enlace P-O correspondiente
al grupo PO4, Bandas de flexion a 470 cm™ de enlace iénico Si-O, Bandas
de intensidad media 3500 cm-' correspondientes a las bandas de vibracion
de alargamiento del enlace O-H del grupo OH", Bandas de flexion a 470 cm™
que corresponde al enlace P-O, Frecuencia de 970 cm™ corresponde al
grupo HPO4.

| sin tratamiento térmico
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Figura 13. Espectros comparativos de FTIR de las muestras con tratamiento térmico y
el blanco

22



4.6.4. Andlisis por SEM-EDS después de la biomineralizacion

X750 200um

x5000 5m ¥ 5 ) Lk X5000 5 pm

w

Figura 14. Micrografias SEM biomineralizacién por inmersion a la mejor condicién de
tratamiento térmico. a) 7 dias, b) 14 dias, c) 21 dias, d) 28 dias.
En la Figura 14, se puede observar las morfologias realizadas a las muestras
de biomineralizacién, en la muestra de 14 dias se puede apreciar un
crecimiento de una capa en la superficie de la probeta tratada térmicamente,
en la que se detecta la presencia de Ca, P, O, sin la presencia de Si, Na,
esto puede deberse a que la capa formada, debido a su espesor y densidad,
ha cubierto totalmente la superficie. Esto se pudo corroborar en el analisis
mediante los espectros de EDS Figura 15 donde la relacién de Ca/P es 1.67.
Mientras en la muestra de 21 y 28 dias se observo una superficie porosa,
trascurrido el tiempo de inmersion disminuyd la capa de apatita debido
probablemente a una disolucién de especies de la superficie de la muestra.
En el espectro de EDS de la Figura 15, se aprecia la presencia de Ca, P, O,
Si, Na, Ti, Al y V, difiriendo entre 14 y 28 dias al proceso reversible de

formacion de la capa de silanol y de reaccién del calcio con esta.

Ca
Ti
=]
Si

a) b) Ca
o Ca P )
Ca o & Ca W

Ca Ti

- : - : - > = i T —— ; T . e T
1 2 3 4 2 3 4 S

T
1

Figura 15. Espectro EDS del recubrimiento tratado por biomineralizacién, a) 14 dias,
b) 28 dias
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4.7. DISCUSION

El recubrimiento que presenté mayor cristalinidad fue el correspondiente a la
muestra tratada térmicamente a 600°C y 1 hora. Este mismo recubrimiento
presentd el valor mas alto de resistencia a la transferencia de carga en el
analisis electroquimico. Se confirmé con los resultados obtenidos en el
analisis por SEM-EDS y DRX, presentan cristales de HAP y compuestos de
silice en la superficie de la muestra tratada térmicamente. Por infrarrojo se
corroboro las bandas caracteristicas de enlace Si-O-Si que corresponde al
grupo SiOy, el cual es el formador de la red vitrea, y el enlace P-O que
corresponde al grupo PO,4. Con el estudio de bimineralizacion se encontrd
que la muestra con un tiempo de inmersién de 14 dias formo una capa de
hidroxiapatita en la superficie del recubrimiento aumentando la relacion Ca/P
con respecto a la muestra tratada térmicamente esto se confirmé con SEM-
EDS. De la misma forma a 21 y 28 dias se evidencio el proceso reversible de
formacion de la capa enriquecida en silanol, corroborando, lo observado en

los diagramas de voltametria ciclica.
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5. CONCLUSIONES

Mediante los tratamientos térmicos de cristalizacion en los recubrimientos
obtenidos, se desarrollaron claramente cristales de interés en la superficie,
los cuales, son estequiométricamente mas estables que los compuestos de
fosfato de calcio y son empleados como biomateriales por su bajo nivel de

reaccion adversa con las células del cuerpo humano.

Mediante un software estadistico se establecié que la variable de mayor
influencia, fue el tiempo de tratamiento térmico sobre la variable respuesta

utilizada, y la de menor influencia fue la temperatura de tratamiento térmico.

La muestra tratada térmicamente presento una relacion Ca/P 1.6, esto
debido a los grupos silanol formados en la superficie del recubrimiento, estos
son los responsables de la formacién de la capa de hidroxiapatita cristalina,

al proporcionar sitios favorables para su nucleacién y crecimiento.

Los resultados de SEM y de DRX mostraron una mayor cristalinidad de los
recubrimientos tipo APQ en la muestra tratada a 600°C, con un tiempo de
residencia de 1 hora. La presencia de estos cristales en la superficie se debe

a la formacion de hidroxiapatita.

En el proceso de biomineralizacién, se pudd apreciar un crecimiento de una
capa en la superficie del recubrimiento vitroceramico con tiempo de
inmersion de 14 dias, en la que se detectd la presencia de Ca, P, O, esto
puede deberse a que la capa formada, debido a su espesor y densidad,

cubrié totalmente la superficie.
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ANEXOS



ANEXO A. TITANIO Y SUS ALEACIONES

Los implantes de titanio y de sus aleaciones, en particular Ti6AI4V, poseen
en sus superficies una capa de oxido de titanio cuyas propiedades estan
estrechamente relacionadas con la biocompatibilidad. Asi, para mejorar la
osteointegracion del titanio, la modificacion de la superficie del implante

parece inevitable.

El titanio y sus aleaciones son metales muy utilizados como biomateriales, en
particular para la sustitucion de tejidos duros. Se explica por la buena
biocompatibilidad del titanio. Sin embargo existen materiales implantables
cuya osteointegracion es mejor a la del titanio, por ejemplo el biovidrio [23] o
materiales a base de fosfato y calcio (CaP). Sin embargo para aplicaciones
donde se requiere una cierta resistencia mecanica los metales son mas

adecuados.

El logro de una oseointegracion rapida y estable entre el implante y los
tejidos Oseos es el objetivo principal en el desarrollo de implantes. Siendo
que las propiedades de superficie y su composicién quimica tienen un papel
critico en una buena osteointegracion, la investigacion trata de modificar
superficies de titanio y mejorar su biocompatibilidad. Varias estrategias han

sido probadas para recubrir superficies de titanio con materiales de tipo CaP.

Las aleaciones de titanio tienen como principal objetivo mejorar las
propiedades mecanicas del material manteniendo una buena resistencia a la
corrosion. Ademas su empleo en la fabricacion de implantes quirdrgicos

requiere la obtencién de unas buenas caracteristicas de biocompatibilidad.

Entre los principales materiales empleados en el campo de los biomateriales

cabe destacar el titanio comercialmente puro, si bien su utilizacion esta

30



restringida como consecuencia de sus limitadas propiedades mecanicas. En
aquellos casos en que se requieran unas buenas caracteristicas mecanicas,

se esta empleando la aleacion ti6al4v.

ALEACION TIGAL4V

Una de las aleaciones mas utilizadas en la fabricacion de implantes para
soporte de carga es la aleacion Ti6Al4V o ASTM F136 ya que es resistente a
la corrosion a temperaturas altas y moderadas y tiene un médulo de
elasticidad y densidad bajos con respecto a otros metales, lo que le permite
presentar un comportamiento mecanico semejante al del hueso y asi
mantener un equilibrio de cargas entre el hueso y el implante [24]. Ademas
es biocompatible y es capaz de integrarse con los huesos vy tejidos. Estas
caracteristicas se requieren de un material para poder estar en contacto
continuo con el hueso y otros tejidos del cuerpo humano. La composicion
tipica de la aleacién de Ti6Al4V se muestra en la tabla A.1

Tabla A.1. Composicion quimica del Ti6Al4V

Cc Fe N H 0] Al \ Ti

Composicion (%) 0.08 0.25 0.05 0.012 0.13 | 5.5-6.5 | 3.5-4.5 | Balance
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ANEXO B. PREPARACION DE LA SOLUCION ELECTROLITICA DE
ANODIZADO

El papel del calcio di-hidrogeno fosfato es traer calcio y fosforo, el acetato de
calcio y el silicato de calcio aporta solo calcio. Asi el electrolito consiste en
una solucion acuosa de fosfato, calcio y silicio, este ultimo bajo forma
acomplejada debido a la adicion de Na; (EDTA) ((Naz (EDTA) es Nax.HxY
con Y= [2(00C) NCH2CH2N (COO),]* ). La acomplejacién de Ca?* para
formar [Ca.Y]* tiene 2 consecuencias: primero aumentar la solubilidad de Ca
para evitar la precipitacion de CaP cuando la concentracién de Ca es
elevada. Segundo, los cationes Ca?* se convierten en aniones [CaY]* que
son atraidos (al lugar de ser repelidos como iones Ca**) por el electrodo de
titanio cargado positivamente durante la APQ (Anodic Spark Deposition). En
efecto, debido a sus cargas positivas los iones calcio estan rechazados por
las cargas positivas de la superficie de titanio polarizada anodicamente, lo
que tiene por efecto de reducir la incorporacién del calcio en el recubrimiento.
Al contrario, los aniones fosfato y silicato son atraidos por el sustrato de Ti
polarizado positivamente y se incorporan a una tasa mas elevada. La

reaccion de formacion del complejo [CaY]? es la siguiente [ec. 3]
Ca2+ + H2Y2- « [CaY2-] + 2H+ [ec. 3]
Cuando se aumenta el pH, la reaccion precedente se desplaza hacia la

derecha. Sin embargo a los pH estudiados la variacion en el equilibrio de la

[ec. 3] es poco significativo
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Tabla A.2. Reactivos parala preparacion de electrolito de trabajo

REACTIVOS CONCENTRACION
(GL)
Galcio bis- (dl-hidrdgeno-fosfato)-monohicratado 6.
(Ca(H,P0,),H,0)
Acetato de calcio-X hidratado 12.76
(Ca(CH,C00),’XH,0)
Acido eflen-diamino-etra-acético Sal disddica 44 67
dinidratada (Na,EDTA)
Slicato de Calcio (CaSi0,) 0.1
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ANEXO C. MATRIZ DE EXPERIMENTOS

Tabla A.3. Matriz de experimentos

ENSAYO

TEMPERATURA
(°C)

TIEMPO (h)
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400

400

600

800

400

600

800

Ol N]J]OO|JOW | ]|WIDN

600

-
o

400

-_—
N

800

N IN|IDN|W

34




ANEXO D. MONTAJE DEL PROCESO DE ANODIZADO POR PLASMA
QUIMICO (APQ)

Figura A.1. Equipos y montaje utilizados para el proceso de APQ

Plancha con
agitacion
magnética

Fuente DC

Celda de acero inoxidable  Bafo electrolitico
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ANEXO E. EQUIPO UTILIZADO PARA LOS TRATAMIENTOS TERMICOS

Figura A.2. Horno tubular
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ANEXO F. PREPARACION DEL ELECTROLITO PARA LA
CARACTERIZACION ELECTROQUIMICA

Preparacion del SBF

El SBF es una solucion meta estable que contiene iones de calcio y fosforo

saturados con respecto a la apatita, esta es preparada de la siguiente

manera:

(a) Limpieza

Limpiar todas las botellas, beakers, etc. Con HCI diluido, agente
esterilizante y agua destilada.

Sumergir los recipientes anteriores en HCI diluido por varias horas,
retirarlas de la solucion y enguajar con agua.

Sumergir los recipientes en un agente esterilizante toda la noche.
Retirarlos del mismo y lavar con agua destilada.

Lavar los recipientes con agua ionizada varias veces y taparlos con una
pelicula. Las botellas no necesitan secarse, si se considera necesario

secar a 50°C.

(b) Disolucion de los reactivos

Colocar 750 ml de agua destilada en un beaker de 1000 ml
(preferiblemente de polietileno). Mantener agitacion con un agitador
magneético, asi como mantener la temperatura a 36.5 °C. El beaker es
preferible colocarlo en un lugar limpia para evitar que se ensucie con
polvo.

Adicionar cada reactivo de acuerdo a la tabla A.1 al agua hasta el reactivo
No 8, uno por uno hasta que cada reactivo se disuelva completamente.

La adicién del reactivo No 9 se adiciona en cantidades menores a 1 g

para evitar un incremento localizado del pH.
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(c) Ajuste del pH

Calibrar el pH-metro con una solucién Buffer Standard.Después de
adicionar el reactivo No 9 ajustar la temperatura a 36.5 °C en este punto
el pH debe estar alrededor de 7.5. Con una solucién 1 M de HCL ajustar
elpHa7.2507.4.

Después de ajustado el pH transferir la solucion a un balon aforado de
1000 ml, lavando el beaker con agua destilada varias veces y adicionar
la solucion al frasco.

Adicionar agua ultra pura a la solucion ajustando el volumen a 1000 ml
y agitar muy bien. Mantener la solucion en el frasco a temperatura

ambiente hasta que la temperatura baje a 20 °C y agitar muy bien.

(d) Almacenamiento

Lavar la botella de polietileno con un poco de soluciéon al menos tres
veces. Transferir la solucion a esta botella.

Almacenar la botella en un refrigerador a temperaturas de 5 a 10°C.

(e) Notas

Para examinar la estabilidad de la solucion. Ponga 50 ml de solucién en
una botella de poliestireno a 36.5 °C. después de 2 a 3 dias verifique
que tanto se ha precipitado. Si existe alguna precipitacion no usar la
solucion.

Los frascos donde existe precipitacion no deben usarse para futuros
experimentos, por que algunos fosfatos de calcio pueden adherirse a las
paredes. Una precipitacion de fosfatos de calcio induce formacion de

hidroxiapatita en la solucién por ende se precipitara.
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Tabla A.4. Reactivos para la preparacion de SBF (pH 7.25, 1 L).

Orden Reactivo Cantidad
#1 NaCl 7.996 g
#2 NaHCO3 0.350 g
#3 KCl 0.224 g
#4 K2HPO4.3H20 0.228 ¢
#5 MgClI2.6H20 0.305¢g
#6 1 kmol/m3 HCI 40 cm3
#7 CaCl2 0.278 g
#8 Na2S04 0.0714g
#9 (CH20H) 50012 6.057 g

#10 1 kmol/m3 HCI ajustar el pH
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ANEXO G. PROTOCOLO PARA EL EQUIPO GAMRY.

Antes de realizar cualquier ensayo electroquimico en el equipo GAMRY, es
necesario poner a punto el equipo; por esta razéon de debe encender por lo

menos 30 minutos antes de su uso.

Las conexiones entre el equipo y la celda electrolitica deben ir ajustadas de

la siguiente manera:

Conexion verde Electrodo de trabajo

Conexién Azul Electrodo de trabajo

Conexién Blanca Electrodo de referencia, Electrodo de calomel saturado (SCE).
Conexién roja Contraelectrodo, Grafito.

Conexién negra Polo a tierra.

La continuidad entre las conexiones para un buen funcionamiento del equipo
fue considerado un parametro importante para el desarrollo de los ensayos.
Se midié el potencial entre el electrodo de trabajo y el electrodo de
referencia. Se ingreso al software Gamry Framework. Este software permite
determinar velocidades de corrosion mediante técnicas de corriente alterna
(CA) y corriente directa (CD).

Se hizo necesario verificar la estabilidad del potencial de corrosion. Este se
verific6 con el objetivo de mirar la estabilidad de sistema para asi continuar

con el desarrollo de las técnicas requeridas.
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Esquema del montaje utilizado para la caracterizacion electroquimica

Figura A.3. Potenciostato-galvanostato tipo Gamry
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Figura A.4. Montaje en la celda plana
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ANEXO H. EQUIPO UTILIZADO PARA LA BIOMINERALIZACION POR
INMERSION.

Figura A.5. Bafio termostatado

Figura A.6. Inmersién de probetas en SBF
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ANEXO |. DATOS OBTENIDOS MEDIANTE EIS

Figura A.7.

Diagramas de Bode de

las muestras analizadas

termicamente
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Figura A.8. Diagramas de Bode y Nyquist de las muestras después de
biomineralizacidon
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ANEXO J. ANALISIS ESTADISTICO

Figura A.9. Graficos de Efectos principales y de interaccion para Rp

Crafico de la interaccion para Rp

Grafico de Efectos principal (1o000g) 3
(x1oooo%ra ico de Efectos principales para Rp o ersrad000

52F 3 Fefmperatura=800,0 3

47k 3 ]

a2F 3 é— Temperatura=8D,0
o IE ] 2 E

RF /\ 1 1 E

21k 4

»E E 0 Temperatura=4aD,0

1,0 30 4000 800,0 1,0 o 3,0

Andlisis de la Varianza para Rp
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado medio F-Ratio P-
Valor
A:Tiempo 1,2799E11 1 1,2799E11 38,76 0,0016
B:Temperatura 1,8224E10 1 1,8224E10 5,562 0,0656
AB 2,3514E10 1 2,3514E10 7,12 10,0444
BB 1,62094E10 1 1,62094E10 491 0,0776
Bloques 1,36329E10 1 1,36329E10 413 0,0979
Error Total 1,65105E10 5 3,30209E9
Total (corr.) 2,28157E11 10

R-cuadrado = 92,7635 por ciento
R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 87,9392 por ciento
Error Estandar de Est. = 57463,8

Error absoluto de la media = 31577,9
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Estadistico Durbin-Watson = 2,31864 (P=0,2753)
Autocorrelacion residual Lag 1 = -0,163886

El StatAdvisor

La tabla de ANOVA divide la variabilidad en Rp en distintos segmentos
separados para cada uno de los efectos. Después pruebe la significacion
estadistica de cada efecto comparando la media al cuadrado contra una
estimacion del error experimental. En este caso, 2 de los efectos tienen los
p-valores inferiores a 0,05, indicando que son significativamente diferentes
de cero al 95,0% de nivel de confianza.

El estadistico R-cuadrado indica que el modelo asi ajustado explica el
92,7635% de la variabilidad en Rp. El estadistico R-cuadrado ajustado, el
cual es mas adecuado para la comparacion de numeros diferentes de
variables independientes, es 87,9392%. EIl error estandar de la estimacién
muestra la desviacién normal de los residuos para ser 57463,8. EIl error
absoluto de la media (MAE) de 31577,9 es el promedio del valor de los
residuos. El estadistico Durbin-Watson (DW) examina los residuos para
determinar si hay cualquier correlacion significativa basada en el orden en el
que se suceden en el fichero de datos. Puesto que el p-valor es superior a

0.05, no hay indicios de correlacion de serie en los residuos.

El StatAdvisor

Esta tabla muestra la combinacién de niveles de factores que maximizar Rp
por encima de la region indicada. Utilice el cuadro de dialogo Opciones del
Andlisis para indicar la regidén en la que se realizara la optimizacion. Puede
determinar el valor de uno o mas factores para una constante fijando los

limites inferior y superior en ese valor.
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Coef. De regresion para Rp

Constante =166830,0
A:Tiempo = -376068,0
B:Temperatura =2172,71
AB = 383,357
BB = -2,25065

El StatAdvisor

Esta ventana muestra la ecuacién de la regresion que se ajustado a los

datos. La ecuacion del modelo ajustado es

Rp = 166830,0 - 376068,0*Tiempo + 2172,71*Temperatura +
383,357*Tiempo*Temperatura - 2,25065*Temperatura”2

Siendo los valores de las variables especificados en sus unidades originales.

Respuesta Optimizada

Meta: maximizar Rp

Valor Optimo = 516494,0

Factor Inferior Mayor Optimo
Tiempo 1,0 3,0 1,0
Temperatura 400,0 800,0 600,0
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