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RESUMEN

TITULO: REFORZAMIENTO DE ESPUMAS DE CARBON VITREO UTILIZANDO
RECUBRIMIENTOS DE BIOVIDRIO FABRICADOS POR EL METODO SOL-GEL!

AUTORES: Diego Manuel Nifio Rodriguez?

PALABRAS CLAVE: Carbon vitreo Reticulado, biovidrio, método sol-gel,
recubrimiento.

DESCRIPCION:

Espumas de carbon vitreo reticulado han sido estudiadas recientemente para su
uso en aplicaciones biomédicas. En la presente investigacion se desarrollé una
metodologia para recubrir las espumas CVR con biovidrio con composiciones de
65% SiO2, 5% P20s5 y 30% CaO y 45% SiO2, 5% P20s, y 50% CaO. Dichos
recubrimientos de biovidrio fueron caracterizados y estudiados en sus propiedades
morfolégicas por medio de Microscopia éptica confocal y Microscopia electrénica
de barrido (SEM). Los conjuntos CVR/biovidrio fueron evaluados en su resistencia
a la compresiéon y en la capacidad de formacién de apatitas mediante ensayos in
vitro a diferentes tiempos de inmersion y posteriormente un analisis de
Espectroscopia de Dispersion de Energia Rayos X (EDS) se realizé a fin de evaluar
la capacidad de formacion de apatitas de dichos recubrimientos. Los resultados
evidencian la deposicion exitosa del biovidrio sobre la superficie de las espumas,
por su parte, el estudio de la morfologia del recubrimiento mostré una relacién entre
la composicion del biovidrio y la morfologia final del recubrimiento. Los resultados
de las pruebas mecénicas indicaron que no hubo diferencias significativas en
términos de resistencia a la compresién, y que, por lo tanto, los recubrimientos de
biovidrio no tuvieron un efecto reforzador en las espumas CVR. Por otra parte, los
ensayos in vitro mostraron que la reactividad de los recubrimientos de biovidrio en
medios acuosos esta estrechamente relacionada con la composicion de los mismos.
En dichos ensayos in vitro no se observo la formacién de apatitas, sin embargo, esto
no es evidencia de la bioinactividad de los recubrimientos sintetizados en la
presente investigacion.

! Trabajo de grado
2 Facultad de ingenierias fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Directores: Ph.D. Elcy Maria
Cérdoba Tuta, Ph.D. Viviana Raquel Gliza Arguello.
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ABSTRACT

TITTLE: REINFORCEMENT OF VITREOUS CARBON FOAMS USING SOL-GEL
DERIVED BIOGLASS AS A COATING?

AUTORS: Diego Manuel Nifio Rodriguez*
KEYWORDS: Reticulated vitreous carbon, bioglass, sol-gel method, coating.
DESCRIPTION:

Reticulated vitreous carbon foams (RVC) have been recently studied for biomedical
applications. In this work, a process to coat RVC foams with bioglass (compositions:
65% SiO2, 5% P205 and 30% CaO; 45% SiO2, 5% P205, and 50% CaO) was
developed. The structure of the coating was analyzed through confocal microscopy
and scanning electron microscopy (SEM). The mechanical properties and
morphology of the RVC/bioglass composites were evaluated. The ability to form an
apatite layer on the surface of the coatings was also tested through energy
dispersive X-ray spectroscopy (EDS), after immersion in phosphate buffered saline
(PBS). The results showed that bioglass coatings were successfully deposited on
the surface of the foams. Moreover, a relationship between bioglass composition
and the morphology of the coated RVC was observed. In term of compressive
strength, mechanical tests indicated that there were no significant differences,
relative to the uncoated RVC foams. Therefore, the bioglass coating did not have a
reinforcing effect on the RVC foams. On the other hand, in vitro tests showed that
the reactivity of the bioglass coatings in aqueous media was closely related to their
individual composition. Although there was no evidence of apatite formation, further
studies concerning the use of different physiological solutions are needed in order
to fully assess the bioactivity of the synthesized coatings.

8 Undergraduate thesis
4 Physical-Chemical Engineering Faculty. Chemical Engineering Department. Advisors: Ph.D. Elcy
Maria Cérdoba Tuta, Ph.D. Viviana Raquel Giiza Argiello
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INTRODUCCION

La ingenieria de tejidos es un area de la biomedicina que se enfoca principalmente
en la creacion de 6rganos y regeneracion de tejido celular a fin de remediar defectos
causados por enfermedades degenerativas, cancer o lesiones. Con el propdsito de
crear ambientes que promuevan la regeneracion celular, uno de los campos
fundamentales en la ingenieria de tejidos es el desarrollo de materiales que sirvan
de soporte para la creacion de nuevo tejido con propiedades similares a las del tejido

natural.

En este sentido, se han estudiado diferentes biomateriales para la regeneracion de
tejidos como hueso, cartilago, piel y vasos sanguineos [1-3]. Especificamente,
investigaciones en ingenieria de tejido 6seo han reportado el desarrollo de matrices
porosas tridimensionales con base en materiales ceramicos [4] y poliméricos [5],
principalmente. Actualmente, la investigacion en este campo apunta a la busqueda
de nuevos materiales que mejoren no solo las propiedades mecanicas sino también

biolégicas de dichas matrices.

En este contexto, las espumas de carbdn vitreo reticulado (CVR) han emergido
como una interesante alternativa, ya que recientes estudios como el de Czarneckiy
colaboradores [6], han demostrado que las espumas CVR proporcionan un soporte
poroso, interconectado y apto para el crecimiento celular. Adicionalmente, los
estudios in vivo que Evora y colaboradores [7] realizaron en conejos, indicaron que
las espumas CVR pueden ser implantadas generando minima respuesta
inmunoldgica en el tejido huésped. Con base en esto, y en el hecho de que las
espumas CVR han sido tradicionalmente fabricadas para aplicaciones industriales
no relacionadas con la medicina (aplicaciones aeroespaciales y electroquimicas,
principalmente), vale la pena explorar diferentes rutas que puedan mejorar sus
propiedades biomateriales. Por ejemplo, un aspecto que requiere mejora son las
propiedades mecanicas de las espumas CVR, ya que éstas son muy inferiores a las

del hueso natural. Esto podria solucionarse con la infiltracion de la espuma con una

16



fase biodegradable que le provea mayor estabilidad estructural mientras se
regenera el defecto. Por otra parte, se encuentra la capacidad de dichas espumas
de interactuar biolégicamente con el tejido alrededor del implante, asi que el uso de
recubrimientos bioactivos como el biovidrio podria ayudar a fortalecer la capacidad

de las espumas CVR para promover la regeneracion de tejido éseo.

Desde su descubrimiento en 1969 por Hench y colaboradores, el biovidrio se ha
estudiado extensivamente gracias a su capacidad de interactuar con el tejido vivo y
se ha establecido como un material altamente bioactivo y biocompatible lo cual ha
permitido su uso comercial de manera satisfactoria en implantes dentales y
ortopédicos, principalmente para recubrir vastagos femorales. Por otra parte,
Marghussian y colaboradores [8] estudiaron el efecto del cambio en la composicién
de silicio en las propiedades mecénicas de discos de biovidrio, concluyendo que la
resistencia a la compresion aumentaba al incrementar el contenido de SiO2 en el
biovidrio. Por lo tanto, el uso de recubrimientos de biovidrio sobre espumas CVR
podria mejorar las propiedades mecanicas de éstas, ademas de facilitar la

osteoconduccién y posterior osteointegracion de espumas CVR implantadas.

Por otro lado, un vidrio que se considere bioactivo debe crear un ambiente
compatible para la osteogénesis, por medio de su interface mineral desarrollando
una union natural entre el tejido vivo y el material. Este proceso es conocido como
enlace bioactivo, el cual esta integrado por una serie de reacciones que se llevan a
cabo en la superficie del material. La primera fase de dicho proceso es la formacién
de una capa de hidroxiapatita carbonatada (HCA, por sus siglas en inglés), la cual
no depende de la presencia de tejido, es decir, de una prueba in vivo [9]. A menudo
los estudios in vivo son dificiles de interpretar debido a la complejidad de las
respuestas biolégicas que se observan. Por esto, los estudios in vitro proveen
acercamiento inicial al comportamiento del material y ayudan a predecir el
desemperio de éstos en estudios in vivo. En conclusion, para que un material sea
bioactivo en ensayos in vivo, éste debe tener la habilidad de inducir la formacién de

apatitas en su superficie en ensayos in vitro [10].
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En ese sentido, la presente propuesta apunta a evaluar el efecto de la composicion
y viscosidad del sol precursor en las propiedades mecéanicas y morfolégicas de
espumas de carboén vitreo reforzadas con recubrimientos de biovidrio fabricados por
sol-gel. Los objetivos especificos de esta investigacion son:

e Desarrollar una metodologia para recubrir espumas de carbon vitreo utilizando

soles de biovidrio de viscosidad variable.

e Determinar las propiedades mecanicas y morfolégicas de las espumas de

carbén reforzadas con los recubrimientos de biovidrio.

e Evaluar la capacidad de formacion de apatitas de los diferentes recubrimientos

después de 7, 14 y 21 dias de inmersién en solucidn fisiolégica simulada.
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1. DESCRIPCION METODOLOGICA

El presente trabajo de investigacion se desarroll6 en 4 etapas, las cuales se
resumen en el Anexo A, mientras que los reactivos utilizados se muestran en el
Anexo B. Cada una de las etapas experimentales se describe detalladamente a

continuacion.

1.1. PRUEBAS PRELIMINARES

Para esta investigacion se eligio trabajar con dos composiciones de biovidrio de
porcentaje molar: 65% SiO2, 5% P20s5 y 30% CaO (identificada como 65% SiOz2), y
45% SiO2, 5% P20s, y 50% CaO (identificada como 45% SiO2). Las espumas CVR
se obtuvieron de ERG Aerospace (Duocel®, USA), y fueron discos de 10 mm de
diametro, 5 mm de altura y 20 poros por pulgada (20 PPI, por sus siglas en inglés,

ver Figura 1).

Figura 1. Espuma de Carbén Vitreo Reticulado (CVR).

1.1.1. Desarrollo de una metodologia para preparar soles precursores de
biovidrio por el método sol-gel. En el anexo C se especifica detalladamente las
dos metodologias utilizadas para preparar soles precursores de biovidrio de 45%
SiO2 y 65% SiO2. Dicha metodologia se baso en el procedimiento de un trabajo de

grado anterior [11].
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1.1.2. Sintesis de polvos de biovidrio El xerogel obtenido después del
calentamiento en bafio Maria, fue sometido a un proceso de molienda en un
mortero y luego fue sinterizado en una mufla marca Vulcan modelo 3-550 con un
sistema de control integrado a 700 °C con una rampa de calentamiento de 3

°C/min y 60 min de sostenimiento.

1.1.3. Caracterizacion quimica por Fluorescencia de Rayos X. Luego de
obtener los polvos de biovidrio por molienda con mortero, éstos fueron
caracterizados por medio de la técnica de Fluorescencia de Rayos X en un
espectrémetro secuencial Fluorescencia de Rayos X de longitud de onda dispersiva
de 4 kW marca Bruker modelo S8 TIGER, mediante el método QUANT-EXPRESS

en el rango de sodio (Na) Uranio (U).

1.2.  ANALISIS DE LA VISCOSIDAD

En esta etapa de la experimentacion se fijaron las variables de viscosidad y numero
de capas depositadas en la muestra para cada composicion (65% SiOzy 45% SiO2).
Esto se realiz6 por medio de una curva de gelificacion que muestra el
comportamiento de la viscosidad de los soles en funcion del tiempo de

calentamiento a 60°C en bafio Maria.

1.2.1. Desarrollo de la metodologia para recubrir las espumas CVR. La
metodologia utilizada para recubrir las espumas CVR se desarroll6 con base en el
procedimiento realizado por Boccaccini [12]. Para retirar el exceso de sol dentro de
la estructura porosa de la espuma, se utilizé un soplador de aire y un tubo de
polipropileno con una malla (Ver Figura 2) en el extremo para asegurar que la
espuma CVR se mantuviera estatica. La metodologia para recubrir las espumas

CVR se especifica detalladamente en el Anexo D.
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1.2.2. Obtencion de la curva de gelificacién. La curva de gelificacion se obtuvo
midiendo la viscosidad de los soles a diferentes tiempos de calentamiento. La
determinacién de la viscosidad de las soluciones afiejadas se realizo utilizando un
viscosimetro marca Brookfield modelo DV Ill. Tomando tres medidas de viscosidad
y calculando el promedio entre dichas mediciones. Esto se hizo con el fin de obtener
informacion del punto de gelificacion de cada espécimen y tener una base para
escoger las viscosidades para recubrir las espumas CVR.

Figura 2. Tubo de polipropileno utilizado para remover el exceso de sol
precursor de biovidrio. (a) vista superior, (b) vista frontal

@) (b)

1.2.3. Sintesis de recubrimientos de biovidrio. Para obtener los recubrimientos
de biovidrio, las muestras recubiertas con sol afiejado fueron calcinadas a 700 °C,
a una velocidad de calentamiento de 3 °C/min y 1 hora de sostenimiento. Se utiliz6
un horno tubular marca Dietert Ditroit para hacer la calcinacion bajo atmosfera de
nitrogeno a 0.15 mL/min evitando la descomposicion de las espumas de carbon en

presencia de oxigeno.
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1.2.4. Pruebas para escoger las viscosidades de los soles precursores. Se
realizaron pruebas de recubrimiento con soles de viscosidades de 3,5y 10 cP, y se
evalu6 la morfologia de la capa de biovidrio depositada. Se escogieron las dos
viscosidades que mas favorecieron la homogeneidad del recubrimiento resultante.
Adicionalmente, se realizaron recubrimientos de 2 y 3 capas con soles de 5 cP con
el objetivo de estudiar el efecto de la deposicion de varias capas en la morfologia
del recubrimiento de biovidrio. En los Anexos E y F se presentan el disefio
experimental de dichas pruebas y la metodologia usada para recubrir espumas CVR

con mas de una capa, respectivamente.

1.3. OBTENCION DE RECUBRIMIENTOS DE BIOVIDRIO

En esta etapa experimental se recubrieron espumas CVR con soles de biovidrio de
diferentes composiciones (65% SiO2 y 45% SiO2) y viscosidades (5y 10 cP). En el
Anexo G se presenta el disefio experimental de esta prueba. Los ensayos se
realizaron por cuadruplicado para cada combinacion de variables independientes.
A partir de esta etapa todos los recubrimientos mencionados se realizaron con 1

capa depositada de sol precursor de biovidrio.

1.3.1. Pretratamiento de las espumas CVR. El pretratamiento con etanol de las
espumas CVR, segun Boccaccini [12], favorece su hidrofilicidad y promueve la
infiltracion del sol dentro de la espuma, lo cual se refleja en la homogeneidad del
recubrimiento. Por consiguiente, en esta primera etapa de preparacién de
recubrimientos se evalud cualitativamente el efecto del pretratamiento de las
espumas con agua y etanol en la calidad de los recubrimientos de composicion 45%
SiO2 a 5 cP depositados. En el Anexo H se presenta el disefio experimental de esta
prueba, cada combinacibn de variables independientes se realiz6 por
cuadruplicado. En el Anexo | se presenta detalladamente la metodologia del

pretratamiento con mezclas agua/etanol.
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1.3.2. Evaluacion delaresistenciaalacompresion. Losensayos de resistencia
a la compresion de las espumas CVR recubiertas con biovidrio se llevaron a cabo
en una maquina universal de ensayos (Tinius Olsen). Dichas pruebas se realizaron
a una velocidad de deformacion de 0.05 mm/s, y 3 mm de distancia total recorrida,
utilizando las muestras fabricadas en la etapa 3 de esta investigacion. Estas
pruebas mecéanicas también fueron realizadas para las muestras sometidas a las
pruebas in vitro. La muestra control consisti6 en espumas CVR sometidas a
sinterizacion a 700 °C, pero sin recubrimiento de biovidrio. Cada prueba de

evaluacion de resistencia a la compresion se realizé por cuadruplicado.

1.4. CAPACIDAD DE FORMACION DE APATITAS

En esta etapa de la investigacion se evalu6 la capacidad de formacion de apatitas
de las espumas CVR recubiertas. Con este fin, se fijo la viscosidad de los soles
precursores a 5 cP, ya que esta viscosidad mostré6 mejor morfologia y
homogeneidad en los recubrimientos respecto a los recubrimientos preparados con

soles de viscosidad 10 cP.

1.4.1. Pruebas de reactividad in vitro en solucién PBS. Para las pruebas in vitro
las muestras fueron colocadas en platos de 12 pozos y sumergidas en 3 mL de
solucion salina tamponada de fosfato salino (PBS, por sus siglas en inglés) durante
7, 14 y 21 dias a 37°C en el horno marca Binder con sistema de control de
temperatura, con cambios de PBS cada 2 dias, con el fin de simular los procesos
de intercambio y circulacion de fluidos que ocurren naturalmente en el cuerpo. En
el Anexo J se presenta el disefio experimental de esta prueba. Para evaluar la
presencia de apatitas en las muestras expuestas a solucion PBS, se empled
Microscopia Electrénica de Barrido (SEM) y la técnica auxiliar de Espectroscopia de
Dispersion de Energia Rayos X (EDS).

23



2. RESULTADOS

2.1. ANALISIS ELEMENTAL DE LOS POLVOS DE BIOVIDRIO

Los resultados del andlisis FRX para los dos tipos de biovidrio se muestran en la
Tabla 1. Tal como se puede observar, las composiciones reales de los biovidrios
fueron cercanas a las composiciones tedricas esperadas de SiO2 y CaO, aunque
las composiciones de P20s estuvieron altamente desviadas. Como posibles fuentes
de error en estos resultados, podrian considerarse: ligeras imprecisiones a la hora
de afiadir los reactivos (por ejemplo, exactitud de las pipetas usadas para medir los
reactivos, y el error asociado con el operario que realiza dicha medicion), asi como
también potenciales interferencias con el equipo de FRX, especialmente para la
medicion de P20s.

Tabla 1. Analisis FRX de los polvos de biovidrio de 45 % SiO2 y 65% SiOa.

Tipo de Biovidrio Compo-sicic')n Composicion % Error
tedrica real

45% SiO2 42,75% SiO2 5,0 %

45 %SiO:2 50% CaO 50,12% CaO 0,24%

5% P20s 6,97% P20s 39,4 %

65 % SiO2 62,44% SiO2 3,94 %

65 %SiO2 30% CaO 29,71% CaO 0,97 %

5% P20s 7,67% P20s 53,4 %

2.2. DESARROLLO DE UNA METODOLOGIA PARA RECUBRIR ESPUMAS
DE CARBON VITREO UTILIZANDO SOLES DE BIOVIDRIO.

Dado que las espumas CVR carecian de un lugar de agarre resistente que
permitiera sumergir y extraer la espuma en los soles a velocidad y posicién
controladas, la técnica dip-coating no pudo ser empleada. En cambio, se utilizé una

metodologia basada en el procedimiento propuesto por Boccaccini (Anexo D) [12].
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Para tal fin se establecieron en primer lugar curvas de gelificacion de los soles de
biovidrio para determinar viscosidades adecuadas para recubrir las espumas.

2.2.1. Curvas de gelificacion de los soles. Como se puede observar en la Figura
3, el sol de 65 % SiO2 alcanz6 el punto de gel al cabo de 5 h y 30 min de
envejecimiento al bafio Maria, tiempo en donde termina el proceso de
policondensacion, pasando el sol de un estado liquido a un estado semisolido. Por
su parte, el sol de 45 % SiO2 alcanzo el punto de gel aproximadamente después de
6 h y 15 min de calentamiento, mostrando una menor velocidad de gelificacién que
la de los soles de 65 % SiO-. Esto indicé que los procesos de hidrélisis ocurrieron a
una menor tasa en el sol de 45 % SiOz, lo cual fue posiblemente causado por una

baja concentracion del precursor de silice que actia como agente reticulante [13].

Figura 3. Curvas de viscosidad vs tiempo de calentamiento a 60 °C. (a) Sol
de 65% SiO2 (b) Sol de 45% SiO-.
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Se eligieron entonces dos viscosidades de trabajo: 5y 10 cP (ver Cuadro 1). A su
vez, se fij6 el numero de capas a soOlo una por recubrimiento, debido a que la
deposicion de mas de una capa de sol en la muestra ocasionaba defectos
morfolégicos en el recubrimiento (mayor propagacién de grietas y menor adhesién

del recubrimiento, ver Anexo K).

Cuadro 1. Tiempos de afiejamiento para las viscosidades de 5y 10 cP.

5cP 10 cP
45% SiO2, 5% P20s y 50% _ _
5hy51min 6 hy 20 min
CaO
65% SiO2, 5% P205y 30% _ _
5hy 3 min 5hy17 min
CaO

2.2.2. PRETRATAMIENTO DE LA ESPUMA CVR

En la Figura 4 se observa que, los defectos y grietas aparecen en los recubrimientos
independientemente del pretratamiento implementado. Los recubrimientos de
biovidrio de las muestras que no fueron previamente tratadas con etanol, en cierta
medida, resultaron con mas defectos (Figura 4 (c) y (d)) comparadas con los
recubrimientos de las espumas sometidas a pretratamiento de etanol/agua (Figura
4 (a) y (b)). Se concluye que, el pretratamiento de las espumas de CVR con etanol
o etanol/agua, tiene un efecto en la morfologia final del recubrimiento, mejorando la
calidad de la capa depositada y disminuyendo la cantidad del biovidrio que no se

adhiere a los reticulos de la espuma.
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Figura 4. Micrografias de los conjuntos Biovidrio 45% SiO2/CVR con
diferentes pretratamientos. (a) Pretratamiento etanol/agua, (50x. (b)
Pretratamiento etanol/agua (100x). (c) Sin pretratamiento, 50x. (d) Sin
pretratamiento (100x).

2.3. DETERMINACION DE LAS PROPIEDADES MECANICAS Y
MORFOLOGICAS DE LAS ESPUMAS DE CARBON RECUBIERTAS CON
BIOVIDRIO.

2.3.1. Micrografias. Las Figura 6 muestra micrografias de las espumas recubiertas
con los soles de biovidrio de diferente composicién y viscosidad. Todas las muestras
fueron calcinadas a 700 °C. En aquellas que recibieron recubrimiento, se puede
apreciar la presencia de una capa fina de biovidrio que recubre la mayor parte de
los reticulos de cada espuma.

Al comparar las imégenes, se observa una diferencia en el color de los

recubrimientos. Esto se debe principalmente a la variacion en la composicion de
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CaO de los dos biovidrios estudiados, ya que el recubrimiento de 45 % SiO2 posee
un 20 % mas de CaO que el recubrimiento de 65 % SiOz, y, por lo tanto, el primero

tomé un color blanco, y el segundo aparecié mas translacido.

Por otra parte, morfologicamente, la estructura de todos los recubrimientos se
presenta como capas discontinuas, resultado del agrietamiento ocurrido durante el
proceso de calcinacion. El sol depositado sobre la superficie de las espumas pasa
a ser un xerogel una vez secado, y el tratamiento térmico de éste a 700 °C permite
la densificacion del recubrimiento. Durante esta sinterizacion, el gel poroso pasa a
tener una estructura densa de vidrio a medida que los poros son eliminados [14].
Los estudios realizados por Hashmi comprueban este fenomeno. En dichos
experimentos, se analizo la densificacion de polvos de biovidrio al ser sometidos a
una temperatura de 700 °C. Como resultado, se observo un notable encogimiento
en el tamafio de las muestras calcinadas y un aumento de la densidad de éstas (ver
Figura 5) [15].

Figura 5. Efecto de la calcinacion en la densidad del biovidrio sinterizado.
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Fuente: HASHMI, Muhammad Usman, et al. Effect of sintering time on
crystallization, densification and in-vitro characteristics of bioactive glass ceramics.

En International Journal of Engineering Science and Innovative Technology. 2014,
Vol. 3, p. 368-377.
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Figura 6. Micrografias de espumas de CVR. (a) 50X; (b) 100X.

65% SIO, (5 cP) 45% SiO, (10¢P) 45% SIiO, (5 cP) Sin recubrimiento

65% SO, (10 ¢P)

En este mismo sentido, los estudios realizados por Kokuza [16,17] sugieren que el
agrietamiento en la capa de biovidrio depende del espesor de dicha capa y de la
rampa de calcinacion. Tales estudios declararon que el agrietamiento iniciaba a

temperaturas altas cuando las capas se calcinaban con una alta rampa de
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calcinacion. Dicho estudio también revelé que al disminuir la rampa de calcinacion

las capas mas gruesas se agrietaban a temperaturas bajas.

Con base en esta informacion, se deduce que la homogeneidad en los
recubrimientos de biovidrio obtenidos en la presente investigacion pudo haber sido
afectada por la rampa de calcinacion usada, al igual que por la posible liberacién
brusca de solventes y volatilizacion de material durante la calcinacion. Finalmente,
al comparar los recubrimientos obtenidos a partir de soles con viscosidad de 5 cP,
se observa que éstos presentaron una estructura mas uniforme que aquellos

obtenidos de soles con viscosidad de 10 cP.

2.3.2. Test mecanico. En la Figura 7 se muestran los resultados de los ensayos
de compresion. Dichos resultados se analizaron por el método de Weibull y
posteriormente se realiz6 una prueba de Kruskal-Wallis para comprobar si hubo o
no diferencias significativas en resistencia a la compresiéon de las diferentes

muestras.

Se realizaron cuatro mediciones de resistencia a la compresion para cada
espécimen (ver Anexo L); la media de cada espécimen fue calculada utilizando una
distribuciéon de Weibull, ya que, el comportamiento mecénico de espumas fragiles
como las espumas CVR puede estar estrechamente relacionado con factores
experimentales como el &area superficial o el volumen de los puntales, las
condiciones de frontera de la muestra y la distribucion aleatoria de defectos dentro
de la estructura de la espuma. Por esta razon, estadisticamente, las mediciones de
estos materiales no toman una distribuciébn normal en donde los datos estan

centrados en un valor promedio [18,19].
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Figura 7. Resistencia a la compresion de espumas CVR recubiertas.
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La prueba de Kruskal-Wallis es un método no paramétrico, es decir, ho asume
normalidad en los datos. Dicha prueba se utiliza para probar la existencia de
diferencias significativas entre las diferentes muestras [20]. Al llevar a cabo la
prueba de Kruskal-Wallis con un nivel de significancia de 0.05, se comprobé que no
hubo diferencias significativas en términos de resistencia a la compresion, y que,
por lo tanto, los recubrimientos de biovidrio no tuvieron un efecto reforzador en las

espumas CVR, los resultados de dicha prueba se presentan en el anexo M.

2.4. PRUEBAS IN VITRO

Para los ensayos de capacidad de formacién de apatitas, espumas CVR recubiertas
con soles de viscosidad de 5 cP fueron inmersas en PBS a 37 °C por 7, 14y 21
dias. Una vez concluidos los ensayos, las muestras fueron analizadas utilizando

SEM, EDS y ensayos de resistencia a la compresion.
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2.4.1. Ensayos de resistencia ala compresion. En la Figura 8 se presentan los
resultados de resistencia a la compresion de las espumas CVR recubiertas y
sometidas a inmersion en solucion PBS. Se utilizo la distribucion de Weibull para
determinar las medias de los valores y con una prueba de la prueba Kruskal-Wallis
se determind que los recubrimientos de biovidrio no tuvieron un efecto significativo
en las propiedades mecéanicas de las espumas CVR. Sin embargo, dicho efecto
reforzador fue reportado por Boccaccini y colaboradores [21] en estudios realizados
utilizando suturas poliméricas biodegradables. Dichos autores encontraron que la
presencia de recubrimiento de biovidrio resulté en un aumento en la resistencia a la
tension de las suturas, estos recubrimientos fueron depositados uniformemente a lo
largo de la muestra aplicando presion sobre las suturas y una capa de polvo de
biovidrio. Asi, obteniendo recubrimientos uniformes y homogéneos sobre la sutura.
En ese sentido, es probable que el efecto reforzador de las capas de biovidrio no se
observé en la actual investigacion debido a la estructura agrietada y poco uniforme

de los recubrimientos.

Por otro lado, las imagenes obtenidas por microscopia éptica confocal (ver figura 6),
soportan los resultados obtenidos en las pruebas mecénicas. La estructura
agrietada de los recubrimientos les impide a éstos ofrecer una resistencia
significativa a la carga. Tal efecto de aumento en la resistencia a la compresion se
evidencié en el estudio de Zreigat y colaboradores, en el cual se sintetizaron
recubrimientos homogéneos de biovidrio sobre andamios de fosfato tricélcico [22].
La homogeneidad de los recubrimientos en dicho estudio se puede atribuir a la
buena afinidad del conjunto fosfato tricalcico/biovidrio en términos de adherencia

del recubrimiento.
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Figura 8. Resistencia a la compresion de espumas CVR recubiertas, después
de varios dias de inmersion en PBS.
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2.4.2. Microscopiaelectrénicade barrido. En las Figura 9 se presentan imagenes
SEM de espumas CVR recubiertas antes de inmersion en PBS. Se puede apreciar
que la capa de biovidrio de 45 % SiO:2 (Figura 9 (a)) presenta una estructura mas
porosa que la de la capa de biovidrio de 65 % SiO2 (Figura 9 (b)). También, se puede
observar que el grosor de la capa de biovidrio de 65% SiO2 (Figura 9 (c)) estuvo
alrededor de los 5 um, mientras que la capa de 45% SiO2 (Figura 9 (d)) tuvo
aproximadamente 14 pm de espesor. Es evidente la relacion que existe entre la

composicion del biovidrio sinterizado y la morfologia final del recubrimiento.
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Figura 9. Micrografias SEM de los recubrimientos de biovidrio antes de
inmersion en PBS. (a) 45% SiO2 (b) 65% SiOz (c) Grosor de la capa de 45% SiO:2
(d) Grosor de la capa de 65% SiO:..

——»5193 ym

—* 5040 pm

Estos resultados son coherentes con el estudio de Elgayar [23], el cual indicé que
un incremento en la concentracion de silicio en vidrios bioactivos causa un
incremento en la conectividad de la red y la reduccion de oxigenos no enlazantes,
obteniendo asi un biovidrio mas denso. Asi mismo, Tilocca [24] utilizd una
simulacién de dinamica molecular para demostrar que, al aumentar la cantidad de
silicio en los biovidrios la conectividad de la red del ceramico aumenta y, por lo tanto,
bajos contenidos de silicio resultan en una mayor cantidad de modificadores de red

causando poca conectividad entre los atomos de silicio (Figura 10).
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Figura 10. Estructura de biovidrios. (a) 65% SiO2 (b) 35% SiO2. Los recuadros
en la parte superior muestran lared de silicato, mientras que atomos de calcio
(celeste) y fosforo (amarillo) se muestran en los recuadros de la parte inferior.

(@) (b)

Fuente: TILOCCA, Antonio. Models of structure, dynamics and reactivity of

bioglasses: a review. En: Journal of Material Chemistry. 2010, Vol. 20, p. 6853.

La Figura 11 muestra imagenes SEM de espumas CVR recubiertas obtenidas luego
de su inmersion en el fluido fisiolégico simulado. Se puede observar que después
de 7 dias de inmersion, el recubrimiento de 45% SiO:2 (Figura 11(a)) se disolvi
parcialmente en la solucién salina tamponada con fosfato. Por su parte, el
recubrimiento de 65% SiO2 (Figura 11 (b)) presenté una mayor disolucion, lo cual
fue evidenciado por el menor nimero de fragmentos de biovidrio encontrados (ver
Figura 12). Andlogamente, se encontraron depdésitos de cristales de sal (indicadas

con una flecha roja) en la superficie de la muestra.
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Figura 11. Micrografias a 800 aumentos de recubrimientos de biovidrio a
diferentes tiempos de inmersion de PBS: (a) 45% SiOz, 7 dias. (b) 65% SiOz,
7 dias. (c) 45% SiOz, 14 dias. (d) 65% SiO2, 14 dias. Micrografias con 100
aumentos: (e) 45% SiO2, 7 dias. (f) 65% SiO2, 7 dias.

8 B
K e e
s R

36



Por otra parte, en los ensayos de 14 dias, se observa una disminucién en la cantidad
del biovidrio de 45% SiO2 (Figura 11 (c)) debido a la disolucion de éste. También,
se observa el aumento de la presencia de los cristales de sal en la muestra
recubierta con biovidrio 65% SiO2 (Figura 11 (d)). En la Figura 12 se presenta la
micrografia para el ensayo de 21 dias, en éste, no se pudo identificar recubrimientos
de biovidrio, sin embargo, se observa una cantidad considerable de sal depositada
en toda la superficie de la espuma. En la presente prueba de microscopia, se pudo

observar que los recubrimientos no presentaron formacion de apatitas.

Figura 1612. Recubrimiento de biovidrio pasados 21 dias en PBS.

Fuente: Universidad Industrial de Santander, Laboratorio de Microscopia. Equipo

microscopio electronico de barrido.
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2.4.3. Espectroscopia de dispersion de energia de rayos X. En la Figura 13 se
presentan los resultados EDS obtenidos para los recubrimientos inmersos en PBS
por 7 y 14 dias, comparados con los analisis del recubrimiento original (O dias de
inmersion).

Figura 2093. Espectros EDS de los recubrimientos de biovidrio. (a) 45% SiOz,
0 dias. (b) 65% SiOz, 0 dias. (c) 45% SiOz, 7 dias. (d) 65% SiOz, 7 dias. (e) 45%
SiO2, 14 dias. (f) 65% SiO2, 14 dias.
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El comportamiento de disolucion y precipitacion de los elementos presentes en los
recubrimientos puede explicarse haciendo referencia a la conectividad de la red de
silicato (Figura 10). Un valor bajo en la conectividad de la red de silicato denota una
estructura fragmentada, en otras palabras, la poca conectividad en la red de silicato
genera una mayor liberacion de iones de silicio a la solucién. En este caso, debido
a que se deben romper los enlaces Si-O-Si, la disolucion del silicato conlleva un
menor costo energético, comparado con una estructura con mayor conectividad de
la red, en donde la red de silicato estéa estrechamente enlazada entre si, formando

anillos de diferentes tamafios [13,24].

Con lo anterior, se entiende que la disolucion del silicio presente en el recubrimiento
de 45% SiO2 (Figura 13 (c)) se debe a la baja conectividad de la red de silicato y a
la alta presencia de modificadores de red, comparado con el de 65% SiO:2 (Figura
13 (d)) que no presenta cambio en la cantidad de silicio después de 7 dias inmerso
en PBS. Por otra parte, la formaciéon de una capa rica en fosforo y calcio en la
muestra de 45% SiOzrefleja la precipitacion de iones de fosforo de la solucién. Dicho
proceso de adsorcion de iones es una fase previa a la formacién de la capa de
apatitas que se considera como una correlacién de la bioactividad del material en

soluciones fisiolégicas [25].

En los ensayos de 14 dias, parece que el recubrimiento de 65% SiO2 se disolvid
completamente (Figura 13 (f)), y se observo la formacion de cristales de cloruro de
sodio en la superficie. Para el recubrimiento de 45% SiO2 (Figura 13 (e)) se observa
un aumento en la cantidad de calcio en la superficie, evidencia del proceso de

remineralizacion después de los 7 dias.

En estudios anteriores, se ha comprobado la capacidad de formacién de apatitas de
los vidrios sintetizados en la presente investigacion [26-27]. Sin embargo, dichos

estudios utilizaron solucion fisiolégica simulada (SBF, por sus siglas en inglés), cuyo
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contenido i6nico es similar al del plasma sanguineo [28]. Por su parte, el PBS es
una soluciodn fisiolégica simulado altamente estable, la cual es utilizada ampliamente
en cultivo celular in vitro dada su naturaleza isoténica, ademés de proveer una
eficiente regulacion del pH en ensayos biologicos. La investigacion de Fagerlund
compara el comportamiento del SBF y el PBS en ensayos in vitro con biovidrio,
concluyendo que cada tipo de solucion tiene un efecto diferente en variables
experimentales como el pH y la concentracion de iones en la solucion, los cuales a
su vez afectan las cinéticas de reaccion [29]. Por tal razén, se recomienda para
futuros experimentos, estudiar la capacidad de formacion de apatitas de los
materiales estudiados bajo inmersién en SBF.

Para concluir, la ausencia de una capa de apatitas en las espumas CVR recubiertas
no demuestra la bioinactividad de los recubrimientos de biovidrio sintetizados. Por
otra parte, se observé la precipitacion de una capa de calcio-fosfato para el
recubrimiento de 45% SiOz culminados 14 dias de ensayo in vitro, evidencia de una
interaccidn con la solucion, la cual podria considerarse como la fase inicial en el
proceso de formacion de apatitas, a partir de lo reportado por Wanpeng vy
colaboradores [9].
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3. CONCLUSIONES

En la presente investigacion se evaluo el efecto de la composicion y viscosidad del
sol precursor en las propiedades mecanicas y morfolégicas de espumas de carbén
vitreo reforzadas con recubrimientos de biovidrio fabricados por sol-gel.

Se comprob6 mediante microscopia que la metodologia desarrollada para recubrir
espumas CVR permitié la deposicion de capas de biovidrio por el método sol-gel.

En términos de morfologia, los recubrimientos sintetizados presentaron defectos
causados por el proceso de densificacion del xerogel depositado. Ademas, se
determind que la viscosidad de 5 cP del sol precursor resulté en recubrimientos de
biovidrio mas homogéneos. Ademds, los anadlisis SEM indicaron que el
recubrimiento de 65% SiO2 predomino una estructura compacta de red de silicatos
altamente interconectados, mientras que las capas de 45% SiO2 presentaron una
estructura porosa y menos densa debido a la alta presencia de modificadores de

red (iones de calcio).

En términos de propiedades estructurales, no hubo un cambio significativo en los
valores de resistencia a la compresién de las diferentes muestras. Por tal razén, se
concluye que los recubrimientos sintetizados no aportan un soporte ideal a la
estructura reticulada de la espuma, debido a la naturaleza agrietada de dichos

recubrimientos.

Los estudios in vitro de habilidad de formacién de apatitas determinaron la ausencia
de éstas, resultado atribuible al efecto de la solucién salina tamponada de fosfato
utilizada. Sin embargo, se determin0 la reactividad de los recubrimientos en solucién

acuosa, propiedad fundamental de un material bioactivo.
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4. RECOMENDACIONES

Se recomienda estudiar la capacidad de formacion de apatitas de dichos
recubrimientos con otro tipo de solucion fisiolégica simulada.
Se recomienda mejorar la metodologia para recubrir espumas de carbén a

fin de obtener recubrimientos morfolégicamente homogéneos.
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ANEXOS

Anexo A. Etapas de la investigacion.

1>, Eo-m;ogc%n-da l;o;id-rioT - '; Etapa 1. Pruebas preliminares. 1,

I
______________ Caracterizacion de polvos de biovidrio.

I'+ T afiejamiento = 60°C

\ T calcinacion = 700°C
65% Si02, 5% P205y 30% CaO |--»| Desarmollo de la metodologia para | 1, 3o

| 45%Si02, 5% P205y 50% Ca0 | | Sntetizar polvosdebiovidrio. I'+ 1 hora de sostenimiento

+ Espumasde CVR de 20 PPI

I'. Viscosidades: 3, 5 y 10 cP | Etapa 2. Analisis de viscosidad. '+ Operaciénen horno !
+ Numerode capas: 1,2y 3 '-----, Anadlisis del tiempo de calentamiento en I tubular con atmosferade :
capas depositadas de sol I .. la viscosidad del sol. I nitrégeno. I _
- _- - o oo o-o-ooooro-o L Desarrollo de una metodologia para . Flujo de N2 = 0,15 L/min | Variables — — .
« \iscosidad I, recubrir las espumas de CVR. : I de entrada
* Micrografia éptica confocal I N .
----------------------------------------- Parametros
-------------- , | Etapa3.obtenciénde recubrimientos de * 1capadepositada | Analisis a
| + Viscosidad:5y 10 cP Biovidrio.

I
I « Composicion: I Analisis del efecto de la viscosidad, la composicion y
65% SiO2, 5% P205y 30% Ca0 [--* el tipo de pretratamiento, en la morfologia y
45% Si02, 5% P205y 50%Ca0 | | propiedades mecanicas del recubrimiento.
I

I+ Viscosidad: 5 cP

I
I« Composicién: | — —
| 65% Si02, 5% P205y 30% CaO I Etapad4. Analisis de bioactividad.

| 45% Si02, 5% P205y 50% CaO - | Analisis del efecto dela composicién en la bioactividad del

I -
» Diasen el ensayoinvitro: 7,14, | " recypr_lmlento: . .y . .
I 21 dias | |Anélisis de la influencia de la composicidny viscosidadenla

e e e e e e e — = a | resistenciaa la compresion.
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Anexo B. Reactivos utilizados.

Si(OCzHs)2

98% (Aldrich)

(CH3CH20)3P(0O)-

98% (Alfa Aesar)

Ca(NO3)2 * 4H20

99% (Panreac)

H20

Parque Guatiguara

CH3CH20H

99% (Merck)

HNO3

65% (Merck)

Cloruro de Potasio,

Estreptomicina

Tampon de Fosfato y (Sigma)
Cloruro de Sodio.
Penicilinay _
(Gibco)
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Anexo C. Metodologia para preparar soles de biovidrio por el método sol-gel.

e Sol precursor de biovidrio 65% SiO2, 5% P20sy 30% CaO:

Agua Destilada (10,2 ml) | TEP (1,2 ml) 1Iw_lnlirram;: Enlleai (;Zlme; « | gua Destiada (45,8 ) |_
Acido Nitrico (0,15 ml) efrahidratado ( a)
TEOS (10,2 mi)
150
mlnutos minutos

Recubrir @ <" 30 minutos ‘ Bafio Maria a 60 °C ‘

e Sol precursor de biovidrio 45% SiO2, 5% P20s y 50% CaO:

Agua Destilada (7,1 mly | TEP (1,2 ml) :'llltrfhﬁ 321 c;;m.% » | gua Destiada (503 ) l_
Acido Nitrico (0,11 ml) efrahidratado ( a)
TEOS (7 ml)
150
mmutos rminutos

Recubrir < somnuos | | Bafio Maria a 60 °C |

ko




Anexo D. Metodologia para recubrir las espumas de carbon vitreo reticulado.

Secar a temperatura
ambiente por 10 minutos

&

|

Pretratamiento con etanol por
15 minutes

Anexo E. Disefios experimentales de los estudios de la influencia de la
viscosidad y el nUumero de capas depositadas sobre la morfologia de los

recubrimientos de biovidrio.

e Disefio experimental del estudio de la influencia de la viscosidad sobre la
morfologia de los recubrimientos de biovidrio de 1 capa.

Sumergir en sol por 15
minutos aire.

Retirar el exceso de sol con

Secar a temperatura
ambiente por 24 horas

e Calidad morfol6gica del

recubrimiento.

e Homogeneidad del
recubrimiento.

e Cantidad de defectos en

65% SiO2, | 45% SiO,
Composicién del Biovidrio 5% Ca0Oy | 5% CaOy
30% P20s 50% P20s
Viscosidad del sol
- 3cP 5¢cP 10 cP
precursor de Biovidrio
Capas de sol depositadas 1 capa

recubrimiento.
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o Disefio experimental del estudio de la influencia de la deposicion de varias

capas de sol en la morfologia de los recubrimientos de biovidrio.

65% SiO., 45% SiOy,
Composicién del Biovidrio 5% CaOy 5% CaOy
30% P-0s 50% P20s

NuUmero de capas

: 2 capas 3 capas
depositadas
Viscosidad del sol
- 5 cP
precursor de Biovidrio

Calidad morfologica del
recubrimiento.
Homogeneidad del
recubrimiento.

e Cantidad de defectos

del recubrimiento.

Anexo F. Metodologia para recubrir las espumas de carbdn vitreo reticulado

con varias capas.

i

Pretratamiento con etanol por
15 minutos

Secar a temperatura
ambiente por 10 minutos

Secar a temperatura
ambiente por 24 horas
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Sumergir en sol por 15
minutos

Retfirar el exceso de sol con
aire.

4

Sumergir en el sol
por 10 segundos

Secar a temperatura
ambiente por 60 minutos




Anexo G. Disefio experimental para el estudio del efecto del recubrimiento de

las espumas CVR con biovidrio en las propiedades mecanicas del sistema
CVR/biovidrio.

y 30% CaO

65% SiO2, 5% P20s

45% SiO2, 5% P20s
y 50% CaO ¢ Resistencia ala

5cP

10 cP

compresion.

Anexo H. Disefio experimental para el estudio del efecto del pretratamiento

utilizado en la morfologia de los recubrimientos de biovidrio

45% SiO2, 5% P20s y 50% CaO

Agua/Etanol

Sin

pretratamiento

Calidad morfologica del

recubrimiento.
Homogeneidad del
recubrimiento.

Cantidad de defectos del
recubrimiento.
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Anexo |. Pretratamiento de etanol/agua para las espumas de CVR.

Sumergir en etanol 100% por
24 horas

Sumergir en solucion 70%
etanol 30% agua por 2 horas

etanol 50% agua 2 horas

Sumergir en solucion 50%

<

Secar a temperatura
ambiente por 2 horas

Sumergir en agua 100% 17
horas

Anexo J. Disefio experimental de la prueba in vitro en solucién PBS.

NUmero de dias en solucion 7 dias 14 dias | 21 dias
PBS
65% SiO,, 5% | 45% SiO,, 5%
Composicién del Biovidrio P20sy 30% P.0s y 50%
CaO CaO
Viscosidad del sol precursor 5c¢cP

e Composicion

elemental de los
recubrimientos.
¢ Resistencia ala
compresion.
e Capacidad de
formacion de

apatitas.
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Sumergir en solucion 20%
etanol 80% agua 2 horas




Anexo K. Micrografias de los recubrimientos con 1, 2 y 3 capas de sol

depositadas.
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Anexo L. Histogramas de los datos de resistencia a la compresion

65 % SiO, (5 cP)

Frecuencia
H

0 T ]
0,07 0,08 0,09 0,1 0,11 0,12 0,13
Resistencia a la compresion (MPa)
65 % SiO, (10 cP)
2 -

Frecuencia
(SN

0,09 0,1 0,11 0,12 0,13 0,14 0,15 0,16
Resistencia a la compresion (MPa)
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Frecuencia

Sin capa

0,09 0,1 0,11 0,12 0,13 0,14 0,15
Resistencia a la compresion (MPa)

Frecuencia

45 % Si0, (5 cP)

0,07 0,08 0,09 0,1 0,11 0,12
Resistencia a la Compresiéon (MPa)
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Frecuencia

45 % Si0, (10 cP)

0,07 0,08 0,09 0,1 0,11 0,12
Resistencia a la compresion (MPa)
65 % SiO, (7 dias)

G
o
g
=]
o]
(i

0,08 0,09 0,1 0,11 0,12 0,13

Resistencia a la compresion (MPa)
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65 % SiO, (14 dias)

Resistencia a la compresion (MPa)

2 -
«
o
o
s 1 -
[S]
o
LL
0 - T T
0,06 0,07 0,08 0,09 0,1 0,11 0,12
Resistencia a la compresién (MPa)
65 % SiO2 (21 dias)
2,5 -
2 -
S 15
c
(5
>
&
T 17
0,5
0
0,08 0,09 0,1 0,11 0,12 0,13 0,14
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Frecuencia

45 % SiO2 (7 dias)

A_HA

0,11 0,12 0,13
ReS|stenC|a ala comrpesién (MPa)

Frecuencia

45 % SiO2 (14 dias)

i

0,08

0,11 0,12 0,13 0,14 0,1
ReS|stenC|a alacompresion (MPa)
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Frecuencia

0,11

45 % SiO2 (21 dias)

0,12 0,09
Resistencia a la compresién (MPa)

0,1
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Anexo M. Resultados de las pruebas estadisticas de Kruskal-Wallis

e Muestras CVR recubiertas con biovidrio a diferente composicién y viscosidad
del sol

- Kruskal-Wallis ANOVA (07/24/2077 15:11:51)
- Notes |
L ¥-Function | Kruskal-Wallis ANOVA
UserMame DIEGOD

Time | 07242017 15:11:51
Data Filter | Mo

+ Input Data d
= Descriptive Statistics |
N Min 01 Median 02 Max

"F5% S5cp” 4 00732 007878 0,0955 | 010262 0,105
"65% 10cp” 4| 00955 0,0855 01114 | 014403 0,1496
"SR* 4 00955 0,0855 | 010025 012892 | 01369
“45% 5cp” 4 00732 007637 009545 0,108 0,105
“45% 10cp” 4 00732 007378 00855 | 011222 01178
- Ranks |
M Mean Rank = 3Sum Rank
"65% 5 cp” 4 8,375 3358
"65% 10 cp” 4 13,75 55
“SRT 4 12,625 50,5
"45% 5 cp” 4 8,75 35
"45% 10 cp™ 4 g 36

- Test Statistics |
Chi-Square = DF | Prob=Chi-Square

307285 4 0,54571
MNull Hypothesis: The samples come from the same population.
Alternative Hypothesis: The samples come from different populations.

: Atthe 0.1 level, the populations are NOT =significanthy different.
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e Muestras CVR recubiertas con biovidrio sometidas a ensayos in vitro

= Kruskal-Wallis ANOVA (07/24/2017 17:20:58)
- Notes R
L ¥-Function | Kruskal-Wallis AMOVA
Lser Mame DIEGD

Time 072402017 17:20:58
Data Filter Mo

+ Input Data |
- Descriptive Statistics |
M Min a1 Median a3 Max

"B5% Si07d” 4 00859 0,0883 010665 0,12483 01273
"§5% Si0 144" 4| 00637 | 007403 01114 01178 01178
"65% Si0 214" 4 00859 009068 0105 012892 0,1369

“45% 5i07d" 4 00849 009313 012255 014055 0,14496
"45% Si0 14d” 4 0,108 01082 01178 0,14165 0,1496
"45% Si0 2147 4 0,105 0,105 0,105 0,1146 01178

- Ranks |
M Mean Rank = Sum Rank

"65% Si0 74T 4 11,25 45
"65% Si0 14d” 4 10,5 42
"65% Si0 21d” 4 10,875 435

"45% Si07dY 4 15,375 615
"45% Si0 14d” 4 16,25 65
"48% Si0 21d” 4 10,75 43

- Test Statistics |
Chi-Square  DF | Prob=Chi-Square
2,82765 5 0, 72654

Mull Hypothesis: The samples come from the same population.
Alternative Hypothesis: The samples come from different populations.

. At the 0.05 level, the populations are NOT zignificanthy different.
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