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RESUMEN

TITULO: ESTUDIO DE LA BIOACTIVIDAD DE RECUBRIMIENTOS DE
POLICAPROLACTONA / QUITOSANO / BIOVIDRIO Y SU INFLUENCIA EN EL
COMPORTAMIENTO ELECTROQUIMICO DEL ACERO INOXIDABLE AISI SAE
316L"

AUTORES: PRADA RAMIREZ, OSCAR MAURICIO y
BRICENO APARICIO, ROLANDO ANTONIO™

PALABRAS CLAVE: Biovidrio 45S5, policaprolactona, quitosano, apatitas, AISI SAE 316L

DESCRIPCION: Se obtuvieron recubrimientos hibridos de policaprolactona / quitosano / biovidrio
sobre sustratos de acero AISI SAE 316L por medio de la técnica de dip-coating, estos se
compararon con recubrimientos individuales de policaprolactona/quitosano y biovidrio 45S5
obtenidos por la misma técnica, el biovidrio se sintetiz6 por medio del proceso sol —gel, se estudié
los cambios en la morfologia superficial y la capacidad para formar apatitas de los 3 tipos de
recubrimientos en un fluido corporal simulado SBF a 36.5 °C por periodos de 7, 15 y 30 dias, por
medio de microscopia electronica de barrido SEM y EDS. El comportamiento electroquimico del
acero recubierto con los 3 tipos de materiales se estudié por medio de resistencia a la polarizacion
lineal, curvas de polarizacion potenciodinamica y espectroscopia de impedancia electroquimica EIS,
el estudio revela la formacion de fosfatos de calcio y una morfologia relativamente homogénea en
los recubrimientos hibridos, el andlisis estadistico del aumento en el potencial de picadura del
acero con el recubrimiento hibrido policaprolactona / quitosano / biovidrio comprob6 una diferencia
significativa con respecto al acero recubierto con los demés recubrimientos y al acero desnudo, lo
cual indica una mayor proteccién del material frente a la corrosion localizada, estas caracteristicas
hacen atractivo un estudio mas amplio de este material y su aplicacién como biomaterial.

Este trabajo sirve como base para futuras investigaciones en el campo de los biomateriales, en
especial en el area de los recubrimientos hibridos entre polimeros biodegradables y ceramicos
bioactivos, con aplicacién en implantes biomédicos, con el propdsito de mejorar la interaccion
implante - hueso, y la resistencia a la corrosion de las prétesis metalicas.

* Trabajo de grado

™ Facultad de Ingenierias Fisico-Quimicas. Escuela de Ingenieria Metallrgica y Ciencia de
Materiales. Director. PhD. Dario Yesid Pefia Ballesteros. Codirector. Ing. Jhon Harrison Sierra
Uribe
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ABSTRACT

TITLE: STUDY OF BIOACTIVITY OF COATINGS POLYCAPROLACTONE / CHITOSAN /
BIOGLASS AND ITS INFLUENCE ON ELECTROCHEMICAL BEHAVIOR OF
STAINLESS STEEL AISI 316L SAE”

AUTHORS: PRADA RAMIREZ, OSCAR MAURICIO y
BRICENO APARICIO, ROLANDO ANTONIO™

KEYWORDS: Bioglass 45S5, polycaprolactone, chitosan, apatites, AISI SAE 316L

DESCRIPTION: Hybrid coatings polycaprolactone / chitosan / bioglass on AISI SAE 316L steel
substrates were obtained by the dip-coating technique, these coatings were compared to individual
polycaprolactone / chitosan and 45s5 bioglass obtained by the same technique, bioglass was
synthesized by the sol-gel process, we studied changes in the surface morphology and the ability to
form apatite of the 3 types of coatings in simulated body fluid sbf at 36.5 ° ¢ for periods of 7, 15 and
30 days, through scanning electron microscopy SEM and EDS. the electrochemical behavior of the
coated steel with the 3 types of materials was studied by linear polarization resistance,
potentiodynamic polarization curves and electrochemical impedance spectroscopy EIS, the study
reveals the formation of calcium phosphate and a relatively homogeneous morphology in hybrid
coatings, statistical analysis of the increase in steel pitting potential with hybrid coating
polycaprolactone / chitosan / bioglass found a significant difference from steel coated with other
coatings and bare steel, indicating increased material protection against localized corrosion, these
features make further study of this material and its application as biomaterial attractive.

This work serves as the basis for future research in the field of biomaterials, especially in the area
of hybrid coatings between biodegradable polymers and bioactive ceramics, with application in
biomedical implants, in order to improve interaction implant - bone, and corrosion resistance of
metal prostheses.

* Degree Work
™ Physicochemical Engineering Faculty. School of Metallurgical Engineering and Materials Science.
Director. PhD. Dario Yesid Pefia Ballesteros. Codirector. Ing. Jhon Harrison Sierra Uribe
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INTRODUCCION

Para reducir el tiempo de recuperacion de pacientes con lesiones o enfermedades
cronicas se han realizado extensas investigaciones en el campo de los
biomateriales, es asi que se han desarrollado elementos que suplan necesidades
estéticas y de reemplazo de tejidos, siendo estos Ultimos quienes desempefian un
papel importante, debido a que facilitan la recuperacion del paciente, lo que a su

vez mejora las condiciones psicolégicas del mismo [1].

En el &rea de los biomateriales se destacan aquellos materiales que reemplazan al
tejido 0seo, ya que en el cuerpo, son los que estan constantemente bajo carga.
Los materiales que reemplazan al hueso deben cumplir con propiedades similares
de resistencia, densidad, ductilidad, transferencia de carga y calor. En donde los
materiales metalicos se destacan por cumplir con la mayoria de requerimientos

para tal servicio.

Materiales metalicos empleados en implantes ortopédicos, tales como el acero
inoxidable 316L, las aleaciones Cr-Co, el titanio y sus aleaciones, deben atender a
factores de biocompatibilidad, bioactividad y biofuncionalidad [2]. Sin embargo,
estos al ser introducidos sin ningun tipo de proteccion en el cuerpo humano,
interactdan con el fluido corporal, liberando iones Fe+2, Fe+3, Cr+2, Cr+3, Co+2,
Co+3, produciendo efectos adversos tales como ataxia, hemocromatosis,
incorrecto metabolismo de la glucosa, policitemia, nefritis y neuritis, impidiendo la
correcta integracion con moléculas biologicas e inhibiendo la regeneracion del

tejido 6seo [3].
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Historicamente los materiales mas usado en implantes 6seos han sido los aceros
inoxidables de grado quirdrgico, como el 316L, los cuales han variado hasta
disminuir su porcentaje de carbono a cantidades menores a 0.03%, promoviendo
la proteccion frente a la corrosion en el fluido corporal, sin embargo los aceros
inoxidables presentan problemas relacionados con la corrosion por picadura y
rendija, lo que limita su aplicacion a implantes temporales. Para mejorar su tiempo
de servicio, se ha propuesto depositar recubrimientos bioactivos que mejoren la

resistencia frente a la corrosion y biocompatibilidad. [3].

Algunos de los recubrimientos desarrollados son de fosfato de calcio o biovidrio,
en donde se destacan los ultimos, debido a su cinética de disolucion lo que
permite crecimiento de hueso de forma mas rapida. En el biovidrio al romperse los
enlaces siloxano y al formarse puentes de oxigeno no enlazante, tiene la
capacidad de hacer crecer el fosfato de calcio hidroxiapatita sobre la superficie
del implante, generando asi un enlace con el hueso. El biovidrio puede ser
sintetizado por los métodos de fusién en estado sélido y el proceso sol-gel. Sin
embargo, si la adherencia del biovidrio al implante no es buena, se produce su

desprendimiento, reduciendo su caracter protector [4, 5, 6].

Otro tipo de recubrimientos protectores son los poliméricos, tales como el
quitosano y la policaprolactona [7], el primero es uno de los polimeros mas
resistentes mecanicamente, se degrada con rapidez en el cuerpo y no es toéxico,
[8,9]. Mientras que el segundo es de lenta degradacion y tiende a conformar matriz

extracelular.

Estudios han demostrado que los anteriores polimeros forman una capa

homogénea y poco porosa que sigue la morfologia del sustrato metalico, esto los
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hace ideales para que funcionen como inhibidores de corrosion, ademas estos
polimeros pueden utilizarse para aumentar la adherencia de recubrimientos

bioceramicos mejorando asi la bioactividad de los implantes metalicos [10, 11].

Teniendo en cuenta lo anterior, en la presente investigacion se desarrollaron
recubrimientos de policaprolactona / quitosano, biovidrio y policaprolactona /
quitosano / biovidrio sobre sustratos de acero inoxidable 316L, empleando el
proceso de sol-gel y la técnica dip-coating. Con el fin de determinar la capacidad
de precipitacién de fosfatos de calcio sobre los recubrimientos, se estudi6é los
cambios en su morfologia por medio de SEM- EDS después de la inmersion de los
sustratos en un fluido corporal simulado (SBF) durante 7, 15 y 30 dias, el caracter
protector de los recubrimientos se compar6 por medio de las técnicas de
resistencia a la polarizacion lineal, polarizacion potenciodinamica y
espectroscopia de impedancia electroqguimica. Con la obtencion de los
recubrimientos hibridos, se espera mejorar la respuesta para la formacion de

apatitas sobre los sustratos metalicos y su resistencia a la corrosion.
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1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Estudiar la bioactividad de recubrimientos de policaprolactona / quitosano /
biovidrio y su influencia en el comportamiento electroquimico del acero inoxidable
AISI SAE 316L.

1.1.1 Objetivos especificos

- Desarrollar recubrimientos de policaprolactona / quitosano / biovidrio sobre acero

inoxidable AISI SAE 316L empleando el proceso sol-gel y la técnica dip-coating.

- Determinar la biactividad de los recubrimiento policaprolactona / quitosano /

biovidrio mediante su exposicién al fluido corporal simulado (SBF).

- Evaluar las propiedades electroquimicas del acero inoxidable AISI SAE 316L
recubierto con el biomaterial policaprolactona / quitosano / biovidrio mediante las
técnicas electroquimicas polarizacion potenciodinamica, resistencia a la

polarizacion lineal y espectroscopia de impedancia electroquimica.
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2. FUNDAMENTOS TEORICOS

Los biomateriales o materiales biomédicos, se definen por consenso general como
aguellos materiales naturales o sintéticos utilizados para remplazar, mejorar o
recuperar tejidos de un sistema vivo, un biomaterial se caracteriza frente a otros
materiales por su capacidad de permanecer en un medio biologico sin alterar el

entorno de forma perjudicial o sufrir dafios en este proceso [12].

El tejido corporal mas afectado con el paso de los afios por descalcificacion,
enfermedades o por traumatismos es el tejido éseo, el cual en muchos casos debe
ser reemplazado parcial o totalmente, por esto es apropiado encontrar materiales
con caracteristicas similares a las del hueso, para tal fin son usados metales como
el acero inoxidable AISI SAE 316 L, debido a su bajo costo, facilidad de

fabricacion y sus propiedades mecanicas [13].

El acero inoxidable 316L al tener un bajo contenido de carbono, presenta una
mejor resistencia a la corrosion en ambientes salinos, sin embargo, debido a las
condiciones agresivas del cuerpo humano, el acero inoxidable 316L puede liberar
iones producto de la corrosién [14], tal como el cromo trivalente (Cr3+) el cual es
considerado toxico y mutagénico, o el Ni+2 que es calificado como elemento
cancerigeno [15], lo que sumado al rechazo por parte del paciente, provoca que
aproximadamente la mitad de las protesis fallen entre los 10 y los 25 afios de uso,
requiriendose intervenciones quirdrgicas para ser removidas, lo que implica

costos adicionales para los pacientes [16].
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En este sentido se hace indispensable aplicar al acero 316L un recubrimiento que
funcione no solo para la proteccion del sustrato metalico sino que presente
propiedades bioactivas que le permitan adherirse al tejido 6seo del paciente [17].
Por lo tanto diferentes recubrimientos ceramicos se han desarrollado durante en
los dltimos afios, los cuales tienen como propésito aumentar la bioactividad de las
protesis, puesto que poseen bioestabilidad o son reabsorbidos en el tiempo por el
cuerpo, mejorando la adherencia de la protesis al hueso, y evitan la corrosion de la

pieza metalica [18].

Algunos trabajos han sido desarrollados para la proteccién del acero inoxidable
316L, tal como el realizado por A. Balamurugan y col., en 2003 [19]. En donde se
usaron recubrimientos de zirconia para la proteccion del acero 316L en pruebas de
degradacion en fluido corporal simulado. De los ensayos se establecié que los
recubrimientos presentaron baja adherencia al sustrato. En 2005 los mismos
autores desarrollaron recubrimientos de TiO2 sobre 316L, estableciendo que estos
presentaron mayor adhesién, mejorandose la resistencia a la corrosion

homogénea de la pieza metélica [20].

Otro estudios sobre recubrimientos de silice con composiciones de 100% y 80%
de SiO2 sobre acero inox 316L, desarrollados por U. Vijayalakshmi y Col. en 2007
[21], mediante la técnica de recubrimiento rotativo, Luego de ser caracterizados
usando las técnicas de polarizacion ciclica en solucién Ringer, mostro mejoras en
comportamiento frente a la corrosion del acero, el analisis de la liberacion de iones
metalicos a partir de plasma de acoplamiento inductivo ICP sugiere que los
revestimientos sol-gel actian como una capa protectora, por lo tanto reducen la

liberacién de iones metalicos, disminuyendo asi la posibilidad de biotoxicidad [22].
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Por otro lado se ha encontrado que los biovidrios presentan mayor velocidad de
mineralizacion del hueso en comparacion con los fosfatos de calcio, se debe a que
la red tridimensional, formada por tetraedros de [SiO4]4-, la cual no es cristalina
debido a la presencia de cationes como fosforo, sodio o calcio, que actian como
inclusiones, causando la ruptura de enlaces siloxano (Si-O-Si) [23], formandose
asi puentes de oxigeno no enlazados lo cual le permite una alta solubilidad con los
iones Ca2+. La disolucion de iones Si, Ca y P permite la posterior precipitacion de
fosfatos de calcio tal como la hidroxiapatita, mejorando asi la bioactividad de las

protesis [24].

Uno de los trabajos realizados con biovidrios fue desarrollado por M.H. Fathi y col,
quienes recubrieron sustratos de acero inoxidable 316L con una capa de biovidrio
45S5 obtenido por el proceso sol-gel. Se emplearon mediciones de
espectroscopia Infrarroja con Transformada de Furier (FTIR), las cuales fueron
usadas para determinar la formacion de una capa homogénea de apatitas sobre el
recubrimiento.  Mientras que mediante mediciones de polarizacién
potenciodindmica, establecieron que fue mejorada la resistencia a la corrosién del

acero [25].

Los biovidrios pueden ser obtenidos mediante dos rutas de sintesis, la primera
consiste en la fusion en estado solido, que implica llevar 6xidos como el SiO2 y el
CaO hasta su punto de fusién en crisoles de platino a temperaturas de alrededor
de los 1300 °C, lo que requiere una gran inversion, tanto de equipos como de
tiempo y energia [26]. Mientras que la segunda es un método mas reciente
llamado sol-gel, el cual se basa en la quimica, donde se obtiene a partir de
precursores quimicos, a temperatura ambiente, un sol (dispersién de particulas
coloidales en un liquido), el sol por medio de reacciones de hidrolisis y poli
condensacion genera una red porosa interconectada denominada gel [27].
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El proceso sol-gel produce biovidrio con mayor area superficial, porosidad y
solubilidad, lo cual es esencial para una alta bioactividad. Los biovidrios pueden
ser preparados con diferentes composiciones, usando el sistema ternario CaO-
Si02-P205, en donde se destaca el biovidrio 45S5, el cual tiene el mayor indice
de bioactividad, ademas de responder positivamente tanto al tejido éseo como al
tejido blando, sin producir inflamacion o encapsulacion fibrosa [28]. Aunque los
biovidrios son atractivos para mejorar la bioactividad de los implantes
metalicos, en ocasiones no los protegen frente a la corrosion, debido a su grado

de porosidad.

Estudios sobre recubrimientos ceramicos hibridos han presentado buenos
resultados de bioactividad, dado que permiten la formacion de una capa de
hidroxiapatita cuando estan en contacto con el fluido corporal. Ejemplo de ello son
los recubrimientos doble capa de silicio-biovidrio desarrollados por
S.Porhashem vy col. [29], obtenidos por el proceso sol-gel y depositados sobre
acero inoxidable 316L. Los analisis por SEM-EDS permitieron establecer una
superficie libre de grietas, sobre la cual se precipita hidroxiapatita. Mientras que
las mediciones de polarizacién potenciodinamica permitieron establecer que hay

un incremento en la resistencia a la corrosion del sustrato metalico.

Algunos biopolimeros son usados como alternativa a los biocerdmicos, debido a
su mayor homogeneidad, baja porosidad y mejores propiedades mecanicas;
dentro de los cuales se destacan el quitosano y la policaprolactona. El quitosano
proviene de la desacetilizacion de la quitina, la cual es extraida principalmente de
crustaceos, camarones y cangrejos marinos, el quitosano es soluble en medios
acuosos acidos [30]. El quitosano es utilizado como biomaterial debido a sus
excelentes propiedades bioldgicas, biodegradacion enzimatica no toxica,
caracteristicas inmunoldgicas, antibacterianas y de reparacion de tejidos [31].
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Por su parte la policaprolactona (PCL) es un poliéster alifatico semi-cristalino,
flexible, facil de procesar, no es toxico ni inflamatorio y es compatible con los
tejidos vivos. Posee una alta biocompatibilidad con el cuerpo humano por su
capacidad de formar matriz extracelular, a medida que se descompone el polimero
es reabsorbido por las células; sin embargo este biopolimero es perjudicado por
su alta hidrofobicidad y una lenta velocidad degradativa que reducen su respuesta
bioactiva [32].

La mezcla de quitosano y policaprolactona genera una mejora en las propiedades
mecanicas del quitosano en medios acuosos, mientras que se aumenta la
respuesta biolégica de la policaprolactona, estas propiedades son facilmente

controlables modificando la composicion de las mezclas [33].

Un ejemplo de la union de los anteriores polimeros fue desarrollado por Andrés F.
Quintero quien género y evalué superficies de policaprolactona — quitosano para
determinar la mejor combinacion de los dos polimeros biodegradables.
Encontrando los mejores resultados de resistencia a la corrosion y precipitacion de
fosfatos sobre la aleacion Ti6Al4V con una relacion de 50% w/w de ambos

polimeros [10].

La investigacién desarrollada por Ying Wan en 2009 [34], sobre las propiedades
fisicoquimicas y mecanicas de membranas de policaprolactona/quitosano en
diferentes proporciones, usando técnicas como FTIR y TGA, establecio las bases
para estudios posteriores en el uso de mezclas de estos materiales, y los

pardmetros Optimos para la elaboracion de las mezclas poliméricas.
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En la busqueda de combinar las propiedades de materiales poliméricos y
cerdmicos, Mathew Peter y col. en 2010 desarrollaron un nanocompuesto con
matriz de quitosano y particulas diseminadas de Biovidrio, su caracterizacion
demostré que este nano compuesto no presentaba toxicidad, ademas presentaba

alta bioactiviad y un comportamiento de biocompatibilidad [35].

F. Pishbin y col. En 2011 y Mehrad Mehdipour y col. en 2012 generaron
recubrimientos hibridos quitosan-biovidrio [36, 37] por medio de la técnica de
deposicion electroforética sobre sustratos metalicos. De los anteriores trabajos se
encontr6 que los materiales sintetizados (quitosano Yy biovidrio) tienen
mecanismos diferentes de deposicion por lo que las cantidades obtenidas sobre el
sustrato no son homogéneas y difieren entre ellas, lo que afecta la bioactividad del
material y sus propiedades mecanicas.

Otros trabajos han combinado las propiedades de la policaprolactona y el
biovidrio, tal como hizo Fabbri Paola y col., y V. Cannillo y col. [38, 39], quienes
desarrollaron por separado andamios compuestos de mezclas de policaprolactona
con biovidrio 45S5 para regeneracion 6sea. La caracterizacion microestructural,
mecanica y biologica de los andamios, demostré la formacion de una matriz
porosa ideal para la regeneracion ésea y la vascularizacion, ademas encontraron
que las propiedades mecéanicas de la policaprolactona no eran alteradas al

adicionar la particulas del biovidrio.

Trabajos recientes estan encaminados al uso combinado de materiales
poliméricos y ceramicas en recubrimientos con propésitos biomédicos, como el de
Nida Igbal y Col. en 2012 [40], quienes obtuvieron recubrimientos hibridos de
polivinilo alcohol (PVA) e hidroxiapatita, homogéneos y sin presencia de grietas,
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usando la técnica de deposicion electroforética sobre sustratos de acero
inoxidable 316L. Asi mismo en 2015 Dolly Diaz y Col. [41], desarrollaron
recubrimientos de PEG — quitosano — hidroxiapatita usado la técnica dip-coating.
Los resultados confirmaron la formacion de hidroxiapatita sobre la superficie de los
recubrimientos después de 5 dias de exposicion en HBSS, ademas con el uso
de técnicas electroquimicas determinaron que la relacion con mejores

caracteristicas protectoras, era 50:50 de PEG:quitosano.

Hoy en dia las investigaciones se han enfocado en el desarrollo de materiales
hibridos organicos/inorganicos con propiedades mecéanicas apropiadas para el
remplazo éseo, y que conserven la bioactividad propia de los vidrios bioactivos
[45].
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3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Para el desarrollo experimental del presente proyecto de investigacion se utilizaron
los reactivos mostrados en el anexo A y los equipos del anexo B. En la figural se
presenta la metodologia experimental, la cual se compone de 6 etapas como se

presenta a continuacion.

Figura 1. Diagrama de flujo de la metodologia experimental seguida.
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3.1 REVISION BIBLIOGRAFICA

Para el desarrollo del presente proyecto de investigacion, se analizd, comparé e
interpret6d informacion de diferentes libros, tesis de grado, articulos cientificos y

sitios web correspondientes a los temas tratados a lo largo del trabajo.

3.2 PREPARACION DE SOLES DE BIOVIDRIO

Los soles de biovidrio 45% SiO,, 50% CaO y 5% P,0s (45S5) fueron preparados
modificando el procedimiento propuesto en trabajos anteriores [42-45].
Obteniéndose soles estables, sin presencia de precipitados como se observa en la
figura 2. Para su sintesis se usaron los precursores Tetraetilortosilicato (TEOS),
Nitrato de Calcio Tetrahidratado (Ca(NO3), H,O) y Trietil Fosfito (TEP), ademas se
utilizé acido nitrico (HNO3) como catalizador y agua como solvente, la relacién
molar entre los diferentes precursores: TEOS:H,O:HNO3;:Ca(NO3), H,O:TEP fue
de 1:12,34:0,43:1,11:0,11, el procedimiento completo empleado en la sintesis del

sol es presentada en el anexo D.

Figura 2. Sol de biovidrio 45S5




3.2.1 Preparacion de polvos de biovidrio. Con el fin de obtener un recubrimiento
hibrido homogéneo se prepararon polvos de biovidrio a partir del sol obtenido con
la metodologia previamente explicada, se dejo gelificar el sol a temperatura
ambiente durante 24 horas. Posteriormente se fragmenté y se llevo a una estufa a
70 °C dejandose durante media hora para eliminar cualquier rastro de solvente,
seguidamente se secO a 120 °C durante media hora. Finalmente se sinterizé en
una mufla a 700 ° C por 1 hora (ver figura 3 a), se dej6 enfriar y se macerd en un
montero de porcelana para obtener particulas pasantes de la malla ASTM # 270,

tamafo de particula <63 um (ver figura 3 b) [25].

Figura 3. Polvos de biovidrio: a) sinterizados, b) molienda

3.3 PREPARACION DE LA SOLUCION POLIMERICA POLICAPROLACTONA /
QUITOSANO

Se obtuvo una solucién polimérica policaprolactona / quitosano a partir de
soluciones individuales de policaprolactona y quitosano siguiendo la metodologia
de un trabajo anterior [10] (ver tabla 1). Se inici6 disolviendo 0.2 gramos de
policaprolactona en 66.667 ml de acido acético glacial, mientras que 0.2 gramos

de quitosano se disolvieron en 20 ml de &acido acético 5 M, finalmente se
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mezclaron las dos soluciones para obtener Unica solucion cuya relacion fue de

50/50 de policaprolactona / quitosano (figura 4). Después de mezclar las dos

soluciones se obtuvo un volumen final de 88.667 ml, porcentaje de acido acético

de 77.6% y un pH de 1.427. El procedimiento completo es explicado en el anexo

E.

Tabla 1. Composiciones de las soluciones poliméricas preparadas.

Solucion quitosano

Solucion policaprolactona

Volumen | Cantidad _ Volumen _ )
» ) Concentracion | Cantidad | Concentracion
solucién | quitosano solucién
[Yow/V] PCL [gr] [Yowi/v]
[ml] [or] [ml]
20 0.2 1 66.667 0.2 0.3

Relacion

policaprolactona
/quitosano

w/w

Figura 4. Solucién 50/50 policaprolactona/quitosano

~ REWCION 50/50
Plicagolactona/Qutosano.
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3.4 OBTENCION DE LOS RECUBRIMIENTOS

3.4.1 Preparacion de los sustratos. Los bio-recubrimientos se depositaron sobre
sustratos de acero inoxidable AISI SAE 316L con geometria de 25 mm x 25 mm x3
mm. Previamente los sustratos se sometieron a un tratamiento superficial de
desbaste con papeles abrasivos de SiC con tamafios de grano 80, 120, 180, 240
[46]. Posteriormente, se limpiaron en un bafio ultrasénico empleando etanol y
acetona durante 30 minutos a 25 °C, y se secaron en aire caliente, el equipo
utilizado para la obtencion de todos los recubrimientos se presenta en el anexo C.

3.4.2 Recubrimientos de biovidrio. Mediante la técnica dip-coating se deposité
una capa homogénea del sol de biovidrio sobre sustratos de acero inoxidable
316L, el cual previamente se dejo gelificar durante 5 horas a temperatura
ambiente para aumentar asi su viscosidad y mejorar la adherencia del
recubrimiento, los recubrimientos se realizaron con un equipo inmersor a una
velocidad de inmersion/extraccion de 5 cm/min. Con el fin de densificar el
recubrimiento se secé a temperatura ambiente por 24 horas y se sinterizo a 700
°C por 2 horas a una rata de calentamiento de 5 °C/min [42], los recubrimientos de
biovidrio obtenidos se presentan en la figura 5.

Figura 5. Recubrimiento de biovidrio 45S5 sobre acero 316L
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3.4.3 Recubrimientos de policaprolactona/quitosano. Se depositaron tres
capas de policaprolactona/quitosano sobre sustratos de acero inoxidable 316L
usando la técnica dip-coating, a una velocidad inmersion/extraccion de 5 cm/min,
luego de cada inmersion la capa depositada se sec6 por 30 minutos en una estufa
a 60 °C y se enfri6 a temperatura ambiente durante otro 30 minutos antes de
aplicar la siguiente capa [10], los recubrimientos obtenidos son presentados en la
figura 6.

Figura 6. Recubrimientos de policaprolactona/quitosano sobre acero 316L

3.4.4 Recubrimientos de policaprolactona/quitosano/biovidrio. Se prepar6 un
sol de biovidrio con la metodologia explicada anteriormente (ver numeral 3.1),
posteriormente se le agrego 2 % W/V del polvo de biovidrio previamente obtenido

(ver numeral 1.1), y se agito a 800 rpm por 30 minutos para homogenizarlo.

Los sustratos de acero inoxidable 316 L se recubrieron primero con 3 capas de la
solucién policaprolactona/quitosano usando la técnica dip-coating, posteriormente
se depositd una capa de la mezcla polvos de biovidrio/sol biovidrio sobre la capa
de polimero, esta ultima capa se seco durante 24 horas a temperatura ambiente y
luego a 100 °C por 2 horas [34], obteniendo asi los recubrimientos mostrados en la
figura 7.
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Figura 7. Recubrimientos de policaprolactona/quitosano/biovidrio sobre acero
316L

3.5 ESTUDIO DE LA PRECIPITACION DE FOSFATOS DE CALCIO

Con el fin de evaluar la capacidad para precipitar fosfatos de calcio de los
diferentes  recubrimientos de  biovidrio, policaprolactona/quitosano vy
policaprolactona/quitosano/biovidrio, fueron sumergidos en 45 ml de fluido
corporal simulado (SBF) propuesto por Kokubo [47], durante periodos de 7, 15y
30 dias. Para los ensayos se empled un bafio termostatado a una temperatura de
36,5 °C. Al finalizar los periodos de inmersién, los sustratos fueron retirados de la
solucibn SBF y lavados con agua ultra pura, finalmente se dejaron secar a

temperatura ambiente.

La capacidad para precipitar fosfatos de calcio fue caracterizada mediante
microscopia electrénica de barrido (SEM), para observar los cambios morfolégicos
en la superficie para los diferentes tiempos de inmersion y, mediante
espectroscopia de energia dispersa (EDS), se caracteriz6 los cambios en
composicién quimica, todo con la finalidad de develar la formacién de apatitas.

35



3.6 CARACTERIZACION ELECTROQUIMICA DE LOS RECUBRIMIENTOS

Las pruebas fueron llevadas a cabo con un potenciostato GAMRY 600, usando
una celda de tres electrodos, en donde se us6 un electrodo de Ag/AgCl como
electrodo de referencia, una barra de grafito como contra-electrodo y los sustratos
con y sin recubrimientos como electrodo de trabajo, asi mismo se empled una
incubadora para mantener la temperatura de la solucion a 36.5 °C durante cada
prueba.

Se caracteriz6 electroquimicamente los diferentes recubrimientos soportados
sobre el acero inoxidable AISI SAE 316L, con base a las normas ASTM G102-89
[48], mediante de las técnicas de resistencia a la polarizacion lineal, en donde las
condiciones del ensayo fueron un barrido de potencial de £0.02V desde el OCP
con una velocidad de barrido de 0.5 mV/s. También fue usada la técnica de
polarizacion potenciodindmica en donde las condiciones del ensayo fueron un
barrido de potencial en el rango de -0.5 a 1.2 V vs OCP, con una velocidad de
barrido de 0.5 mV/s. Finalmente se uso la técnica espectroscopia de impedancia
electroquimica (EIS) realizando un barrido de frecuencia de 100000 a 0.01 Hz,
cuya amplitud de la sefial de perturbacion fue de 10mV. El montaje completo es

mostrado en el anexo F.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 CARACTERIZACION DEL SUSTRATO METALICO

Para el presente trabajo de investigacion se utiliz6 como sustrato base laminas de
acero inoxidable AISI SAE 316L, las cuales se caracterizaron para comprobar que
cumplian con las condiciones microestructurales y composicionales tipicas de esta
aleacion. Lo anterior fue usado para conocer la morfologia superficial del acero sin

recubrimiento, sirviendo como referencia de comparacion con los recubrimientos.

4.1.1 Analisis metalografico. Se revelo la microestructura del sustrato de acero
AISI SAE 316L mediante un ataque electroquimico, descrito en la norma ASTM
E407-07 [49], usando como electrolito una solucién de acido oxalico al 10% y un
voltaje de 3V, aplicado durante 3 minutos, las micrografias fueron tomadas con un
microscopio optico (OLYPUS GX71).

En la figura 8 se presentan las micrografias correspondientes a la microestructura
del acero inoxidable AISI SAE 316L. El cual esta conformado de granos de
austenita con limites de grano rectos, la cual corresponde a la microestructura

caracteristica de esta aleacion [50].
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Figura 8. Microestructura acero inoxidable AISI SEA 316L: a) 100X, b) 200X, c)
500X, d) 1000X

4.1.2 Andlisis SEM-EDS del acero AISI SAE 316L. En la figura 9 se presenta un
espectro EDS para el acero inoxidable sin recubrimiento el cual es usado para
comparar la composicién del acero con lo sefialado en la literatura. Los valores
registrados en la tabla 2, corresponden a un promedio de diferentes mediciones de
la composicibn semi cuantitativa de la superficie, la cual concuerda con lo

reportado para el acero inoxidable 316L [13].
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Figura 9. a) fotomicrografia SEM acero 316L, b) espectro EDS acero 316L.
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4.2 ESTUDIO DE LA PRECIPITACION DE FOSFATOS DE CALCIO

En la figura 10 son presentadas las fotomicrografias a 5000 aumentos del acero
inoxidable AISI SAE 316L con los diferentes recubrimientos inmersos en SBF
durante 7, 15 y 30 dias. Sobre los recubrimientos de policrapolactona/quitosano
(P/Q), para los diferentes tiempos de inmersion, no fue posible determinar la
presencia de precipitados correspondientes al fosfato de calcio. Ademas es
posible evidenciar para todos los tiempos de inmersion el rayado producto de
la preparacion metalogréfica, en donde permite establecer que los
recubrimientos P/Q no presentan comportamiento para la precipitacion de

fosfatos de calcio alguno.
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Para los recubrimientos de biovidrio se observan algunas zonas descubiertas que
corresponden al sustrato metélico, debido al agrietamiento y desprendimiento de
la pelicula, ocasionado posiblemente por la diferencia en los coeficientes de
expansion térmica entre el recubrimiento ceramico (14E-6 °C-1) [56] y el sustrato
metélico (18,54E-6 °C-1) [57] durante el proceso de sinterizacién. Luego de su
inmersion durante 7, 15 y 30 dias fue posible determinar que hay un aumento en
el desprendimiento del recubrimiento de biovidrio, ademas la pelicula restante
que queda sobre la superficie interactia con el fludo SBF, formando

precipitados que posiblemente corresponden a apatitas [23, 25].

Los recubrimientos mixtos policabrolactona/quitosano/biovidrio (P/Q/B), son mas
homogéneos en comparacion a los recubrimientos de biovidrio (B). En donde se
evidencia menor agrietamiento, esto atribuido a la menor temperatura utilizada
para la densificacion del recubrimiento o a la interaccion entre la capa polimérica
y la capa de biovidrio [29]. Luego de su inmersién en SBF durante 7, 15 y 30 dias
no se evidencio desprendimiento del recubrimiento. Para los diferentes periodos
de exposicibn se evidencia la presencia de precipitados globulares en la
superficie, los cuales producen cambios morfolégicos notorios. Esto permite
considerar la formacion de apatitas, como también es usado para establecer la

capacidad que tiene el material para la precipitacion de apatitas.
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Figura 10. Fotomicrografias SEM de los recubrimientos de a) P/Q, b) By ¢) P/Q/B
para los tiempos de inmersion de 0, 7, 15 y 30 dias en SBF.

a) P/IQ b) B c) P/Q/B
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En la figura 11. Se presenta el espectro EDS para el recubrimiento de
policaprolactona/quitosano. En estos se evidencia que no hay la presencia de
picos correspondientes a calcio o fosforo, por lo que se puede decir que estos
recubrimientos tienen un comportamiento desfavorable para la formacion de
apatitas como se habia indicado con anterioridad, ademas no se presentan
cambios significativos en las intensidades de los picos de los diferentes elementos
para 7, 15 y 30 dias de inmersion, lo que indica que el recubrimiento permanece

estable en el fluido corporal simulado.

Figura 11. Espectros EDS para recubrimientos de policaprolactona/quitosano para
los tiempos de inmersion de a) 0, b) 7, ¢) 15 y d) 30 dias en el fluido corporal
simulado SBF.
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En la figura 12 se presentan los espectros EDS para los recubrimientos de
biovidrio. En donde se observa una disminucion en la intensidad del pico de calcio
entre los 0 y 7 dias, lo que puede estar relacionado con la disolucion del
recubrimiento en el fluido corporal simulado. El aumento en la intensidad de los
picos para los elementos quimicos caracteristicos del sustrato de acero 316L
luego 30 dias puede estar relacionado con el desprendimiento del recubrimiento

observado en la figura 10.

Figura 12. Espectros EDS para recubrimientos de biovidrio para los tiempos de

inmersion de a) 0, b) 7, ¢) 15 y d) 30 dias en el fluido corporal simulado SBF.
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La baja intensidad de los picos de los elementos caracteristicos del acero 316L
observado en los espectros EDS de la figura 13, sugiere que el material hibrido
policaprolactona/quitosano/biovidrio cubre de manera mas homogénea el sustrato
metalico, en comparacion con los de biovidrio, ver figura 12. La disminucion de
intensidad del pico de calcio entre los 0 y 7 dias puede estar relacionado con la
disolucion del recubrimiento en el fluido corporal simulado, ademas el aumento
progresivo de la intensidad de los picos de calcio y fosforo para 15 y 30 dias de
inmersion en SBF son usados para indicar la formacion de fosfatos de calcio,

similar a lo reportado [51, 10].

Figura 13. Espectros EDS para recubrimientos de policaprolactona/quitosano/
biovidrio para los tiempos de inmersién de a) 0, b) 7, ¢) 15 y d) 30 dias en el fluido

corporal simulado SBF.
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Los recubrimientos de biovidrio (B) y policaprolactona/quitosano/biovidrio (P/Q/B)
mostraron una disminucion drastica en la relaciéon Ca/P (tabla 4) después de 7
dias inmersion en SBF, indicando la disolucion del recubrimiento bioactivo en el
fluido corporal simulado. Para los 7 dias de inmersion de los recubrimientos
anteriormente mencionados, las relaciones Ca/P corresponden a la posible
formacién de los fosfatos de calcio: fosfato dicalcico (CaHPO4) y fosfato

monocalcico anhidro (Ca(H2P04)2) respectivamente [51].

La disolucién del recubrimiento permite la saturacién de la solucién con iones
calcio y fosforo, lo que posteriormente permite la precipitacion del fosfato de calcio
sobre la superficie de los recubrimientos, lo que puede explicar el aumento
progresivo de la relacion Ca/P entre los 15 y 30 dias de inmersién. Para los quince
dias se pudo presentar en ambos recubrimientos fosfato octocalcico
(Ca8H2(P0O4)6-5H20), ya que la relacion Ca/P es similar a la reportada por la
literatura para este tipo de fosfato [49]. Para los 30 dias segun la relacién Ca/P
posiblemente se depositd fosfato tetracalcico (Cad4(P0O4)2) sobre los sustratos
recubiertos con biovidrio y fosfato tricalcico alfa o beta sobre el recubrimiento de

policaprolacotona/quitosano/biovidrio [51].

Tabla 3. Relacion Ca/P de los diferentes recubrimientos a 0, 7, 15, 30 dias de

inmersion en SBF, obtenida por medio de EDS.

0 dias 7 dias 15 dias 30 dias
P/Q - - - -
B 97 1.224 1.467 2.059
P/Q/B 80.875 0.779 1.331 1.427
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4.3 CARACTERIZACION ELECTROQUIMICA

A continuacion se presentan los resultados de la caracterizacion electroquimica
para los diferentes recubrimientos a diferentes dias de exposicion en SBF, con
diferentes técnicas que tienen como propoésito analizar la influencia de los
diferentes recubrimientos sobre la resistencia a la corrosion del acero inoxidable
AISI SAE 316L

4.3.1 Resistencia a la polarizacion lineal (RPL). En la figura 14 se presentan las
curvas de resistencia a la polarizacion lineal (RPL) para sustratos de acero
inoxidable AISI SAE 316L con y sin recubrimiento, para antes de inmersion en
SBF. En donde se evidencia que los diferentes recubrimientos presentaron
potenciales a circuito abierto (PCA) menos negativos que el sustrato desnudo.
Adicional hay un desplazamiento hacia potenciales mas nobles, lo que serviria
para indicar la proteccion del metal. De los resultados es posible indicar que el
recubrimiento de policaprolactona/quitosano (P/Q) fue quien le brindo mayor
proteccion al acero, al presentar el mayor valor de resistencia a la polarizacion
(5,56E+05), ver tabla 4. Mientras que el biovidrio (B) por el contrario presento un
menor valor de Rp (1,49E+05), indicando que es menor la proteccién del acero,
debido a su baja homogeneidad. De los recubrimientos de
policaprolactona/quitosano/biovidrio (P/Q/B) se puede decir que presentaron un
comportamiento de proteccion intermedio en comparaciéon a los anteriormente

descritos.

46



Figura 14. Curvas de resistencia a la polarizacion lineal para los recubrimientos

originales.
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En la figura 15 se presentan las curvas RPL para el acero inoxidable AISI SAE
316L con y sin recubrimiento luego de 7 dias de exposicion al fluido SBF. En
donde se observa que decaen en potenciales los recubrimientos B y P/Q/B hacia
una zona un poco mas activa, reflejando el comportamiento de disolucion
presentado, mientras que los recubrimientos de P/Q presentan una leve variacion
en los valores de Rp en comparacion a la muestras sin inmersion.
Comportamiento que puede ser corroborado mediante los valores de Rp
registrados en la tabla 4, en donde se puede determinar que para el tiempo de 7
dias de exposicion hay decaimiento en la proteccién del acero inoxidable 316L
para todos los recubrimientos. Sin embargo, sigue ocurriendo proteccion por parte
de los recubrimientos de P/Q y P/Q/B al seguir presentando mayores valores de
Rp en comparacion al acero desnudo. Por el contrario el biovidrio sigue
decayendo en valores de Rp en comparacion a la muestra sin inmersion,
mostrando incluso menor Rp que el acero, lo que indica la menor protecciéon del

acero frente al SBF.
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Figura 15. Curvas de resistencia a la polarizacion lineal para los recubrimientos

luego de su inmersién en SBF 7 dias.
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En la figura 16 son presentados los resultados de las mediciones de resistencia a
la polarizacién lineal para el acero inoxidable AISI SAE 316L con y sin
recubrimiento luego de 15 dias de exposicion al fluido SBF. En esta se muestra
que los recubrimientos de P/Q/B y B decaen a valores de potencial mas negativos,
incrementando su comportamiento degradativo en la region activa. Mientras que el
recubrimiento de P/Q sigue sin variar su valor de PCA. De los valores de
resistencia a la polarizacién (Rp) registrados en la tabla 4, podemos decir que al
compararlos con el del acero desnudo, los recubrimientos de P/Q y P/Q/B son los
que conservan la proteccién del acero. Mientras que para los recubrimientos de B
y para la aleacion se observa un leve incremento en los valores de Rp, no
obstante las peliculas de B siguen sin proteger al acero para un tiempo de

inmersion de 15 dias.
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Figura 16. Curvas de resistencia a la polarizacion lineal para los recubrimientos

luego de su inmersién en SBF 15 dias.
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En la figura 17 se presenta la comparacion de comportamiento a la polarizacion
lineal para el acero inoxidable AISI SAE 316L con y sin recubrimiento luego de 30
dias de exposicion al fluido SBF. En donde se evidencia que los recubrimientos de
B son los que presentan un decaimiento drastico en los valores de potencial,
haciéndose mas negativos, incrementando su comportamiento degradativo en la
region activa. Mientras que los recubrimientos de P/Q, P/Q/B y la aleacion
desnuda conservan valores de potencial cercanos a los registrados para 15 dias.
De los valores de resistencia a la polarizacion (Rp) registrados en la tabla 4,
podemos decir que al compararlos con el del acero desnudo y con muestras para
7 y 15 dias, los recubrimientos de P/Q y P/Q/B presentaron un aumento en los
valores de Rp, lo que brinda proteccién del acero inoxidable AISI SAE 316L.
Mientras que contintda el decaimiento en Rp para la muestra de B, lo que indicaria
disolucién constante durante todo el tiempo de ensayo, reflejado en la menor

proteccion del acero para 30 dias de exposicion en SBF.
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Figura 17. Curvas de resistencia a la polarizacion lineal para los recubrimientos

luego de su inmersion en SBF 30 dias.
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Tabla 4. Valores de Rp (Ohm-cm?) para los diferentes recubrimientos después de

su inmersion en SBF durante O, 7, 15, 30 dias

Rp (Ohm-cm?)

Muestra

0D 7D 15D 30D
BLANCO 1,52E+05 | 2,55E+05 | 1,58E+05 | 2,55E+05
P/Q 5,56E+05 | 4,08E+05 | 2,98E+05 | 3,54E+05
B 1,49E+05 | 1,36E+05 | 1,48E+05 | 9,28E+04
P/Q/B 4,45E+05 | 4,34E+05 | 2,48E+05 | 3,30E+05

En la figura 18 son presentados los valores de la resistencia a la polarizacion (Rp)
del acero inoxidable AIS SAE 316L con y sin recubrimiento, para los ensayos de
sin y con inmersion en SBF durante 7, 15, 30 dias. En donde se observa que para
todos los tiempos de exposicion los recubrimientos de policaprolactona / quitosano
(P/Q) y policaprolactona / quitosano / biovidrio (P/Q/B) obtuvieron los mayores

valores de Rp, por lo tanto es de esperarse que estos recubrimientos disminuyan
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la velocidad de corrosién del sustrato metalico. Por el contrario para todos los
tiempos de exposicién en SBF los recubrimientos de biovidrio (B) presentaron los
menores valores de Rp, debido a su disolucién y desprendimiento, como ya habia
sido descrito mediante la caracterizacion de bioactividad, lo que indicaria la menor

proteccion del acero, comportamiento similar a lo ya estudiado anteriormente [42].

Figura 18. Valores de Rp (Ohm-cm?) para los diferentes recubrimientos.
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4.3.2 Polarizacion potenciodinamica. En la figura 19 se presentan las curvas de
polarizacion potenciodinamica para sustratos de acero AISI SAE 316L sin
recubrimiento, para antes de inmersion en SBF y para luego de 7, 15 y 30 dias de
inmersion en SBF. En donde se muestra un aumento en los potenciales de
corrosion y los potenciales de picadura de los sustratos con inmersion en
comparacion a los sustratos si inmersion. Mientras que las densidades de
corriente de los sustratos luego de inmersion fueron menores a la presentada por

el acero sin inmersién, lo que serviria para indicar la posible formacion de una
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pelicula pasiva de Oxido sobre la superficie de los sustratos después de la
exposicién al SBF. Los valores de potencial de corrosion y potencial de picadura
obtenidos concuerdan con los valores reportados para el acero 316L en solucién

SBF [51].

Figura 19. Curvas de polarizacion potenciodindmica para el acero AISI/SAE 316L
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En la figura 20 son presentadas los resultados de polarizacion potenciodinamica
para sustratos de acero inoxidable AISI SAE 316L con y sin recubrimiento, para
antes de inmersion en SBF, donde se observa que los diferentes sustratos
recubiertos presentaron potenciales de corrosién menos negativos con respecto al
sustrato desnudo, lo que concuerda con los resultados de PCA obtenidos de la
prueba de RPL, ver figura 14. Ademas los valores de densidad de corriente se
desplazaron a valores menores, sugiriendo que los recubrimientos tienen un

caracter protector frente a la corrosion del acero.
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El recubrimiento de policaprolactona/quitosano/biovidrio (P/Q/B) fue el que
presento el mayor valor de potencial de picadura (1049.5 mV) en comparacion con
el potencial de picadura del sustrato desnudo (301.95 mV), superandolo por mas
de 700 mV, ademas el recubrimiento P/Q/B presenta una zona pasiva mas amplia
comparada con los otros recubrimientos y los sustratos de acero inoxidable
desnudos. El recubrimiento de policaprolactona/quitosano (P/Q) también presento
un valor superior de potencial de picadura con respecto a los sustratos sin
recubrimiento (448.35 mV), disminuyendo la posibilidad de que se presente
corrosion localizada en el acero 316L, debido a la homogeneidad de los

recubrimientos.

El recubrimiento de biovidrio (B) Presento menor valor de potencial de picadura
(218.4 mV) en comparacion con el sustrato desnudo, lo que puede deberse a la
presencia de grietas y falta de homogeneidad que produce zonas en donde el
acero estd en contacto directo con la solucién y presenta un comportamiento
anoddico que facilita la corrosion localizada. Los parametros electroquimicos
obtenidos mediante esta prueba son resumidos en la tabla 5.
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Figura 20. Curvas de polarizacion potenciodinamica para los recubrimientos

originales.
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Las tablas 5, resumen los parametros electroquimicos obtenidos con las pruebas
de polarizacion potenciodinamica para los sustratos con y sin recubrimientos,
antes de exposicion al SBF. En donde se evidencia que antes de la inmersion en
SBF los diferentes recubrimientos presentaron menores velocidades de corrosion
en comparaciéon a los sustratos desnudos, siendo el recubrimiento de P/Q el que
presento el menor valor (1,66E-05 mpy), indicando que presenta un mayor

caracter protector frente a la corrosion.
Tabla 5. Parametros electroquimicos de los recubrimientos originales.

E corr Ba Bc Rp | corr V corr E pic
(mV) (mV/dec) (mV/dec) (WA/cm?) (mpy) (mV)

(Ohm-
cm®)
BLANCO -293,43 52,65 -39,00 1,34E+04 1,67E-03 7,10E-04 301,95

P/Q OD -216,60 155,80 -76,90 1,32E+06 3,89E-05 1,66E-05 448,35

BOD | -14838 | 182,30 | -79,60 |33gE+05| L1.64E-04 | 6,95E-05 | 214

P/Q/BOD | -111,96 | 12320 | -80,40 |1 (03g+06| 474E-05 | 2,02E-05 | 10495
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En la figura 21 se presentan las curvas de polarizacion potenciodinAmica para
sustratos de acero inoxidable AISI SAE 316L con y sin recubrimiento luego de 7
dias de exposicion al fluido SBF. Esta muestra un comportamiento similar al
obtenido antes de la inmersién en SBF para los recubrimientos de P/Q y P/Q/B,
estos recubrimientos presentaron potenciales de corrosiébn y potenciales de
picadura mayores al sustrato de acero desnudo (ver tabla 6), lo que indica que
conservan su caracter protector frente a la corrosién después de su exposicion en
SBF.

El recubrimiento de B presenta un decaimiento en el potencial de corrosion hacia
una zona un poco mMAas activa, y mayores densidades de corriente que los
sustratos de acero desnudo desnudos, reflejando el comportamiento de disolucion
presentado. Los pardmetros electroquimicos derivados de esta prueba son

resumidos en la tabla 6.

Figura 21. Curvas de polarizacion potenciodinamica para los recubrimientos luego

de su inmersion en SBF 7 dias.
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Luego de la inmersion en SBF por 7 dias, se evidencio un ligero aumento en las
velocidades de corrosion de los sustratos con los tres tipos de recubrimientos,
siendo mas evidente que el recubrimiento de B fue el que presento valores mas

cercanos a los sustratos de acero desnudo (ver tabla 6).

Tabla 6. Parametros electroquimicos para los recubrimientos luego de su

inmersion en SBF durante 7 dias.

E corr
(mV)

V corr E pic
(mV/dec) (mpy) (mV)

BLANCO | -206,75 295,95 -222,70 3,90E+05 3,26E-04 1,39E-04 349,65

PIQ7D | 5221 | 931,95 | -906,40 |553E+06| 8.3LE-05 | 3,53E-05 | 45335

B 7D 74,39 | 37525 | -348,75 | 6,19E+05 | 2,92E:04 | 1.24E-04 | 227 7

P/Q/B 7D 2,60 962,65 -899,30 3,30E+06 1,41E-04 | 5,98E-05 984.8

En la figura 22 se presentan las curvas de polarizacion potenciodinamica para
sustratos de acero inoxidable AISI SAE 316L con y sin recubrimiento luego de 15
dias de exposicion al fluido SBF. En donde se evidencia un comportamiento
similar al obtenido para 7 dias de inmersion en SBF para los recubrimientos de
P/Q y P/Q/B, que presentaron potenciales de corrosion y potenciales de picadura

superiores al acero desnudo (ver tabla 7).

El recubrimiento P/Q/B presenta menores densidades de corriente a altos
potenciales, y una zona pasiva mas amplia, lo que indica que conservan su
caracter protector después de la exposiciéon al SBF. Mientras que el recubrimiento
de B presenta un decaimiento en el potencial de corrosion hacia una zona mas

activa, y mayores densidades de corriente que los sustratos desnudos, atribuido al
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desprendimiento parcial del recubrimiento. Los pardmetros electroquimicos

obtenidos mediante esta prueba son resumidos en la tabla 7.

Figura 22. Curvas de polarizacion potenciodinamica para los recubrimientos luego

de su inmersién en SBF 15 dias.
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Luego de la inmersion en SBF por 15 dias, se observdé un comportamiento similar
al obtenido para 7 dias de inmersién, evidencidndose un ligero aumento en las
velocidades de corrosion de los sustratos con los tres tipos de recubrimientos,
siendo el recubrimiento de P/Q el que presento menores valores de velocidad de

corrosion (7,39E-04 mpy). (ver tabla 7).
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Tabla 7. Parametros electroquimicos para los recubrimientos luego de su
inmersion en SBF durante 15 dias.

E corr ¢F:] Bc Rp i corr V corr E pic

OB (wAcmd)  mpy) (V)

(mV) (mV/dec) (mV/dec)
BLANCO | -235,45 | 549,35 -512,85 | 4 60E+05 | S,76E-04 | 2,45E-04 | 465 85

P/Q 15D -27,68 692,55 -719,80 2 03E+06 1,74E-04 7,39E-05 618,5

B15D | -162,13 | 24530 | -249,65 | geE+05| 433E-04 | 1,84E-04 | 21995

P/Q/B 15D | -68,02 247,95 -250,00 4,96E+05 2,51E-04 | 8,69E-05 939,85

En la figura 23 son presentados los resultados de polarizacion potenciodinamica
para sustratos de acero inoxidable AISI SAE 316L con y sin recubrimiento luego
de 30 dias de exposicion al fluido SBF. En donde se evidencia que los
recubrimientos de B son los que presentan un decaimiento drastico en los valores
de potencial, haciéndose mas negativos, lo que concuerda con los resultados de
RPL para el mismo tiempo de inmersion, ver figura 17.

Mientras que los recubrimientos de P/Q y P/Q/B conservan zonas pasivas mas
amplias comparadas con los sustratos de acero inoxidable, asi mismo los
potenciales de corrosion para estos recubrimientos presentan valores superiores
al acero desnudo, manteniendo su caracter protector (ver tabla 8). De los valores
de potencial de picadura, podemos decir que al compararlos con el del acero
desnudo, son mayores, siendo el recubrimiento de P/Q/B el de mayor valor
(895.85 mV), indicando que este tipo de recubrimiento disminuye la posibilidad de
ocurra corrosion por picadura en el acero después de su exposicién al SBF. Los

parametros electroquimicos derivados de esta prueba son resumidos en la tabla 8.
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Figura 23. Curvas de polarizacion potenciodinamica para los recubrimientos luego

de su inmersién en SBF 30 dias.
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Luego de la inmersién por 30 dias en el SBF, los recubrimientos de P/Q y P/Q/B
conservaron su caracter protector, debido a que sus velocidades de corrosion se
mantuvieron por debajo de los valores obtenidos para los sustratos desnudos.
Mientras que el recubrimiento de B presento velocidades de corrosion (2,25E-04
mpy) mayores a la del sustrato desnudo, atribuido a la disolucién del recubrimiento
en el fluido corporal simulado, lo que genera zonas activas sobre la superficie del

acero aumentando su velocidad de corrosion.
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Tabla 8. Parametros electroquimicos para los

inmersion en SBF durante 30 dias.

recubrimientos luego de su

E corr ¢F:] Bc Rp i corr V corr

MmV)  (mVidec) (mVidec) (Sr?]'z‘;' (WAlcm?)  (mpy)
BLANCO | -218,85 | 552,90 | -531,95 |5gop+05| 466E-04 | 1,98E-04 | 7168
P/Q30D | -111,62 | 1457,00 | -1341,30 | 495406 | 1.41E-04 | 599E-05 | go0 g
B30D | -202,97 | 133,30 | -132,70 |1 .6E+05| 5.28E-04 | 2,25E-04 | 3905
P/Q/B 30D | -141,36 | 931,90 | -859,00 |5 (2E+0s | 221E-04 | 9,38E-05 | g5 g5

Los valores de las velocidades de corrosién para el acero inoxidable AISI SAE
316L con y sin recubrimiento, para antes de inmersion y luego de 7, 15 y 30 dias
de exposicion en SBF, son mostrados en la figura 24. Donde se puede observar
gue antes de la inmersion en SBF los diferentes recubrimientos disminuyes la
velocidad de corrosion del acero 316L, siendo el recubrimiento de P/Q el que
presenta

los menores valores de velocidad de corrosion, gracias a la

homogeneidad de este tipo de recubrimientos.

Después de la exposicion en SBF por periodos de 7, 15 y 30 dias, el recubrimiento
de P/Q presento las menores velocidades de corrosién en comparacion a los otros
recubrimientos y a los sustratos de acero desnudo. Mientras que los
recubrimientos de B presentaron valores de velocidad de corrosion similares a los
sustratos desnudos para para todos los tiempos de inmersion en SBF. El
recubrimiento de P/Q/B mostro un comportamiento intermedio entre los
recubrimientos de P/Q y B, con valores de velocidad de corrosion cercanos a los

presentados por el recubrimiento de P/Q.
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Figura 24. Valores de velocidad de corrosibn (mpy) para los diferentes

recubrimientos.
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4.3.3 Espectroscopia de impedancia electroquimica. Las curvas de Nyquist
para sustratos de acero inoxidable AISI SAE 316L con y sin recubrimiento, para
antes de inmersién en SBF y luego de 7, 15 y 30 dias pueden observarse en la
figura 25. En Donde es posible observar que los recubrimientos poliméricos de
P/Q presentan una mayor resistencia a la transferencia de carga, para todos los
tiempos de inmersién, en comparacién con los demas recubrimientos y al acero
desnudo, debido posiblemente a la homogeneidad del recubrimiento y a su

estabilidad en el fluido corporal simulado.

Los recubrimientos de B presentaron menor impedancia para todos los tiempos de
estudio, indicando que presenta mayor resistencia a la transferencia de carga y
por lo tanto mayor degradacion en el fluido SBF. Lo que puede deberse a la
reactividad, presencia de defectos e irregularidades superficiales del
recubrimiento, como ya habian sido discutidos anteriormente en pruebas de

bioactividad y mediciones electroquimicas.
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Las peliculas mixtas de P/Q/B mostraron un comportamiento intermedio entre los
recubrimientos P/Q y B, antes de su inmersion en SBF (figura 25 (a)) presentaron
un comportamiento similar al B, lo que puede deberse a que este constituye la
capa externa del recubrimiento. Después de 30 dias de inmersion (figura 25(d)) se
acerca al comportamiento presentado por los recubrimiento P/Q, en donde su baja
reactividad con el fluido corporal funciona como barrera a la transferencia de
carga, por lo tanto se disminuye la degradacion del acero en el SBF. Por otro lado
la formacion de fosfatos de calcio en los poros o defectos del recubrimiento
también funciona como barrera a la transferencia de carga, lo que ayudaria a la
proteccion del metal.

Figura 25. Diagramas de Nyquist para los diferentes recubrimientos luego de su
inmersion en SBF durante a) 0 dias, b) 7 dias, c) 15 dias, d) 30 dias.
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En la figura 26 son presentados los diagramas de Bode angulo de fase versus el
logaritmo de la frecuencia e impedancia real versus logaritmo de la frecuencia
para el acero desnudo con y sin recubrimiento para los diferentes tiempos de

exposicion al fluido SBF.

En la figura 26 (a) se presenta el diagrama de Bode angulo de fase versus el
logaritmo de la frecuencia para los recubrimientos antes de su inmersion en SBF,
en donde se observa para los recubrimientos de B y P/Q/B la presencia de dos
constantes de tiempo correspondientes a cada domo registrado. Es evidente que
es mayor el comportamiento resistivo del metal en comparacién a la resistencia de
poro correspondiente al recubrimiento. Ademas la constante de tiempo para los
recubrimientos de P/Q se extiende para la mayoria de frecuencias, atribuido al
caracter capacitivo de la pelicula polimérica. Para los mismos diagramas de la
figura 26 (a). se establecié que para el acero desnudo la constante de tiempo
asociada al domo registrado no tiene variacion significativa de los angulos de fase,
lo que se puede asociar a su estabilidad en SBF, concordando con lo que ya habia
sido discutido en las mediciones de las anteriores técnicas electroquimicas.

Después de 7 y 15 dias de inmersién el recubrimiento de P/Q/B, ver figura 26 (c) y
(e), presento una sola constante de tiempo, la cual esta presente para un mayor
rango de frecuencias en comparacion a la muestra sin inmersion en SBF (figura 26
(a)). Ademas el angulo de fase correspondiente a la constante de fase aumenta, lo
que indicaria un aumento en la proteccion del acero, relacionado con lo
anteriormente descrito a la formacion de fosfatos de calcio sobre la superficie,

como también ha sido reportado en la literatura [56].
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El recubrimiento de B para todos los tiempos de inmersion, ver figura 26 (c), (e) y
(9), presento dos constantes de tiempo, una relacionada a la resistencia del metal
y la otra a la resistencia del recubrimiento. Es evidente que al aumentar el tiempo
de inmersion y mas notorio a los 30 dias el angulo de fase del domo relacionado
con el recubrimiento decae en valores, indicando la disolucion de las peliculas.
Este comportamiento expresa la baja proteccion de los recubrimientos de B, como

ya habia sido discutido.

Los recubrimientos de P/Q luego de 15 y 30 dias de inmersién en SBF, ver figura
26 (e) y (g), no presentaron cambios significativos en los angulos de fase, lo que
indicaria su baja reactividad con el medio. Ademas los valores de angulo de fase
de ~80 °, indicaria el comportamiento capacitivo de los recubrimientos, brindando
proteccion del acero inoxidable AISI SAE 316L, lo que se puede relacionar con un
comportamiento inhibidor de la degradacion del metal como ha sido sugerido en la
literatura [57].

Figura 26. Diagramas de Bode para los diferentes recubrimientos luego de su
inmersion en SBF durante (a, b) 0 dias, (c, d) 7 dias, (e, f) 15 dias, (g, h) 30 dias.

100 1000000

—BLANCO|
——P/QOD
100000 -3 - B 0D
——P/Q/B OD|

10000

1000

Z real (Ohm)

100

Angulo de fase (°)

T T T T 1 T T T T T 1
0,01 01 1 10 100 1000 10000 100000 0,01 0.1 1 10 100 1000 10000 100000

Log f (Hz) Log f (Hz)

64



Angulo de fase (°)

Angulo de fase (°)

Angulo de fase (°)

100

80

60

40 4

20

——BLANCO
——P/IQ7D
—B7D

[=——PIQ/B 7D

0,01

100

80

60

40

20

01

T T
| 10 100

Log f (Hz)

e

T T J
1000 10000 100000

——BLANCO
——P/Q 15D
——B 15D

——P/Q/B 15D

100

80

60

40

20

T T T

1 10 100
Log f (Hz)

g

ey 7
1000 10000 100000

——BLANCO
——P/Q30D
——B 30D
——PIQ/B 30D

0,01

0,1

LR e e

1 10 100
Log f (Hz)

T

T

1000 10000 100000

Z real (Ohm)

Z real (Ohm)

Z real (Ohm)

65

1000000
100000 -
10000
1000
100
10
1 T T T T T |
0,01 0,1 1 10 100 1000 10000 100000
Log f (Hz)
1000000 —_—
——BLANCO
—P/Q 15D
100000 —B 15D
-~ P/Q/B 15D
10000
1000
100
10
1 L
0,01 0,1 1 10 100 1000 10000 100000
Log f (Hz)

h

[ S

A e
0,01 0,1 1 10 100 1000 10000 100000
Log f (Hz)



4.3.4 Anédlisis estadistico

Mediante el uso del paquete estadistico STATGRAPHICS Centurion XVL.I, se
evalué la diferencia estadistica entre los valores de potencial de picadura y
velocidad de corrosion, obtenidos para diferentes recubrimientos y tiempos de

inmersion.

4.3.4.1 Analisis de varianza (ANOVA) para la velocidad de corrosion. En la
tabla 9 se presentan los resultados del analisis de varianza multifactorial ANOVA
para la velocidad de corrosion del acero inoxidable AISI SAE 316L, con y sin
recubrimiento para antes de inmersion y luego de 7, 15y 30 dias de exposicion en
SBF. En la tabla se descompone la variabilidad de la velocidad de corrosion en
contribuciones de varios factores, en donde la contribucion de cada uno es
independiente de los demés. La significancia estadistica, valor-P, no fue menor
gue 0.05 para los diferentes factores, en donde se puede decir que ninguno de los
factores o interacciones tiene un efecto significativo estadisticamente sobre la

velocidad de corrosién, pudiéndose corroborar con el valor de 95% de confianza.

Tabla 9. Analisis de Varianza (ANOVA) para la velocidad de corrosién.

Suma de Cuadrado
FHUIELE Cuadrados el Medio
EFECTOS
PRINCIPALES
A:Tiempo 5,24405E-8 3 1,74802E-8 0,27 0,8426

B:Tipo de recubrimiento 3,82093E-7 3 1,27364E-7 2,00 0,1542

INTERACCIONES

AB 3,95991E-7 9 4,3999E-8 0,69 0,7070

RESIDUOS 0,00000101732 | 16 | 6,35825E-8

TOTAL (CORREGIDO) | 0,00000184784 | 31
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Los resultados del procedimiento de comparacion multiple de las velocidades de
corrosion del acero AISI SAE 316L, con y sin recubrimiento para antes de
inmersion y luego de 7, 15 y 30 dias de exposicion en SBF, pueden observarse en
la tabla 10 y en la figura 27. Los valores de la tabla se usan para conocer si hay
diferencias significativas entre las medias, estableciéndose las diferencias entre
cada par de medias. El Unico par que presento una diferencia estadisticamente
significativa fue el sustrato de acero desnudo comparado con el sustrato con
recubrimiento de P/Q, con un nivel del 95,0% de confianza. Esto ultimo puede
deberse a la homogeneidad del recubrimiento polimérico que le brinda un caracter
protector. El método empleado para discriminar entre las diferencias de las medias

aritméticas es el procedimiento de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher.

Tabla 10. Pruebas de Multiple Rangos para la velocidad de corrosién por tipo de

recubrimiento

BLANCO - P/Q * 0,00027648 0,000267274
BLANCO - B 0,000172284 0,000267274
BLANCO - P/Q/B 0,000257714 0,000267274
P/Q-B -0,000104196 0,000267274

P/Q - P/Q/B -0,0000187663 | 0,000267274

B - P/Q/B 0,0000854297 | 0,000267274
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Figura 27. Gréfico de interaccion entre factores para la velocidad de corrosion

Interacciones y 95,0% de Fisher LSD
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4.3.4.2 Andlisis de varianza (ANOVA) del potencial de picadura. En la tabla 10
se presentan los resultados del andlisis de varianza multifactorial ANOVA para el
potencial de picadura del acero inoxidable AISI SAE 316L, con y sin recubrimiento
para antes de inmersion y luego de 7, 15 y 30 dias de inmersion en SBF. La
significancia estadistica, valores-P, para los dos factores (tiempo de exposicion y
tipo de recubrimiento) y la interaccién entre los factores, fueron menores que 0,05,
en donde se puede decir que estos factores tienen un efecto estadisticamente
significativo sobre E picadura, pudiéndose corroborar con el 95,0 % de confianza.
Lo anterior indica que los diferentes recubrimientos desplazaron de manera
significativa los valores de potencial de picadura del acero inoxidable 316L, para
todos los tiempos de exposicion al SBF.
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Tabla 11. Andlisis de Varianza (ANOVA) para el potencial de picadura.

Suma de Cuadrado

Cuadrados GL Medio Razon-F Valor-P
EFECTOS
PRINCIPALES
A:Tiempo 219420, 3 73140,0 9,61 0,0007
B:Tipo de recubrimiento 2,12096E6 3 706988, 92,94 |1,4E-10
INTERACCIONES
AB 241841, 9 26871,2 3,53 0,0135
RESIDUOS 121716, 16 7607,24
TOTAL (CORREGIDO) 2,70394E6 gill

En la tabla 12 y en la figura 28 se presentan los resultados del procedimiento de
comparacion multiple del potencial de picadura del acero AISI SAE 316L, con y sin
recubrimiento para antes de inmersién y luego de 7, 15 y 30 dias de inmersion en
SBF. Todos los pares comparados mostraron diferencias estadisticamente
significativas, con un nivel del 95,0% de confianza. El recubrimiento que presento
mayor diferencia en sus valores de potencial de picadura fue el de P/Q/B (508,9
mV) comparado con el sustrato de acero desnudo, indicando que fue el que brindo
mayor proteccion al sustrato metdlico frente a la corrosion por picado. Esto ultimo
puede deberse a la homogeneidad de este tipo de recubrimiento y la precipitacion
de fosfatos de calcio sobre su superficie.

Tabla 12. Pruebas de Multiple Rangos para el potencial picadura por tipo de

recubrimiento

Contraste \ Sig. Diferencia  +/- Limites
BLANCO - P/Q * -126,712 92,4487
BLANCO - B * 195,925 92,4487
BLANCO - P/Q/B * -508,937 92,4487
P/Q-B * 322,638 92,4487
P/Q - P/Q/B * -382,225 92,4487
B - P/Q/B * -704,862 92,4487

69




Figura 28. Grafico de interaccién entre factores para E picadura.
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5. CONCLUSIONES

Se encontré que los recubrimientos de P/Q son los que mayor homogeneidad
presentaron, con bajo agrietamiento y desprendimiento en comparacion a los
recubrimientos de B, quienes presentaron el mayor dafio. Mientras que los
recubrimientos de P/Q/B presentaron caracteristicas intermedias, mas parecidas a

las presenciadas en los de P/Q.

De los analisis EDS para los recubrimientos de P/Q/B se puede concluir que se
presento la formacion de fosfatos de calcio sobre la superficie, correspondiente al
fosfato tricalcico cuya relacion Ca/P obtenida fue de 1,427. Mientras que el
recubrimiento de B presento una relacion Ca/P de 2,059 correspondiente al fosfato
tetracélcico. Ademas, a partir del mismo andlisis se encontr6 que los
recubrimientos de P/Q no presentan formacion de fosfatos de calcio, lo que indica

la baja induccion a la formacién de apatitas.

Del estudio electroquimico, se puede concluir que el recubrimiento mixto de P/Q/B
desplazo significativamente el potencial de picadura del sustrato de acero
inoxidable 316L, ademas disminuye la velocidad de corrosién del mismo. A partir
del mismo analisis se encontré que los recubrimientos de B no protegen a los
sustratos de acero inoxidable 316L de la corrosién por picadura, e inclusive
pueden aumentar la velocidad de corrosion de este acero en exposicion al SBF.
Mientras que el recubrimiento de P/Q presento las menores velocidades de
corrosion, y potenciales de picadura mayores en comparaciéon con el acero
inoxidable 316L desnudo.
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6. RECOMENDACIONES

Se recomienda sinterizar a diferentes temperaturas los recubrimientos de P/Q/B,
con la finalidad de encontrar una temperatura a la cual se puede densificar los
recubrimientos, disminuyendo el desprendimiento y agrietamiento, lo que mejore la

deposicion del fosfato de calcio hidroxiapatita.

Llevar a cabo un estudio del comportamiento de los recubrimientos P/Q/B en
cultivos celulares, con soluciones proteinicas o in vivo para determinar la

respuesta y la toxicidad de los recubrimientos.
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ANEXOS

Anexo A. Reactivos utilizados.

Reactivo Formula quimica Especificacion
Tetraetilortosilicato Si(OC2Hs)4 98% ( Aldrich)
Trieltil Fosfito (CoHs0)3P 98% (Alfa Aesar)
pirato dratagg calcio -4 NO,), 4H,0 99% (Merck)
Agua des ionizada H.O Lab. GIC

Alcohol puro CH3CH,OH 96% (Lab. Leon)
Agua ultra pura H.O Lab. Quimica Pura
Cloruro de sodio NacCl 99.5 % (Merck)
Bicarbonato de sodio NaHCO3; 99.7 % (Merck)
]'?Oisfaf:tasm hidrogeno »11p0o, 3H,0 98 % (Carlo Erba)
Cloruro de Magnesio MgCl, 6H,0 99 % (Carlo Erba)
Acido clorhidrico HCI 37.5 % (Merck)
Cloruro de Calcio CaCl2 98 % (Merck)
Sulfato de Sodio Na,SO4 99 % (Merck)
TRIS

g—(;i)droximetiIAminometa H,NC(CH,0H)3 Analitico (Merck)
Acido acético glacial CH3COOH 100 % (Merck)
Acido nitrico HNO3 65 % (Merck)
Policaprolactona (CeH1002)n I(\;Ib\éir(igg?OOO)
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Anexo B. Equipos utilizados.

Equipo Uso
Plancha de agitacion con

. Preparacion de SBF
calentamiento

Preparacién de los soles de Biovidrio
y las soluciones poliméricas
PH-metro Medicién del pH de las soluciones
Caracterizacién microestructural del
acero AlISI 316L

Bafo ultrasénico Limpieza de los sustratos metalicos

Equipo de inmersion-extraccion
“DIP-COATER?” version 3.0

Plancha de solo agitacion

microscopio optico OLYPUS Gx71

Obtencion de los recubrimientos

Control de temperatura de los

Bafo termostatado memmert recubrimientos durante la inmersion
en SBF
Mufla Carbolite CWF 1200
Microscopio electronico de barrido Caracterizacion morfologica y
FEI. Quanta FEG 650 guimica de los recubrimientos
Potenciostato GAMRY Ref.: 600 Pruebas electroquimicas

Anexo C. Montaje para la obtencion de los recubrimientos por Dip — Coating
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Anexo D. Procedimiento para la preparacion del sol de biovidrio.

Agua desionizada

HNO;

Nitrato de Calcio
Tetrahidratado

TEOS

5 minutos @

45 minutos

Sol listo para gelificar

60 minutos
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Agua desionizada

Acido acético

5 minutos

Quitosano

~— |
~ |~
v
1100 rpm 1
v%

Acido acético

30 minutos

Policaprolactona

~
Y L~

\ 4 \ 4

__ 1100 rpm 1

120 minutos

N— VS

Anexo E. Procedimiento para la preparacion de la solucion polimérica.
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Anexo F. montaje utilizado para las pruebas electroquimicas.

Contra-electrodo
de Grafito

Electrodo de
referencia

Conexioén electrodo
de trabaio
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