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RESUMEN

TITULO: INFLUENCIA DEL pH DE LOS SOLES DE HIDROXIAPATITA/TIO, SOBRE LAS
CARACTERISTICAS BIOACTIVAS DE LOS RECUBRIMIENTOS OBTENIDOS A PARTIR DE
DICHOS SOLES. *

AUTORES: NINO ZAMBRANO Eileen Rocio; MARTINEZ SUAREZ, Ana Carolina. **

PALABRAS CLAVE: Hidroxiapatita, TiO,, Biorecubrimientos, pH, Sol-Gel, Dip-Coating, bioactividad.

DESCRIPCION: En el presente trabajo se obtuvieron soles de hidroxiapatita/TiO, sintetizados a pH
acido y bésico, con el fin de estudiar la influencia del pH en las caracteristicas bioactivas de los
recubrimientos obtenidos a partir de dichos soles. De los cuales se obtuvieron polvos, con el
objetivo de analizar por FT-IR y DRX el efecto del pH en los cambios quimicos y cristalograficos
después del proceso térmico. Por su parte, los recubrimientos fueron desarrollados sobre acero
inoxidable AISI-SAE 316L, mediante las técnicas Sol-gel y Dip-coating y se realizaron estudios de
bioactividad y electroquimicos a través de andlisis SEM, EDX, espectroscopia de absorcién
atomica, pH, Tafel y resistencia la polarizacion lineal. Asi mismo, en el estudio de bioactividad, y
mediante FT-IR, se analizaron los cambios quimicos en los polvos obtenidos, después estar en
contacto con el SBF. Los resultados demostraron que los grupos hidroxilo en la superficie de los
biomateriales juegan un papel clave en el crecimiento de apatitas sobre ellos. Por esto, los
materiales sintetizados en medio basico fueron mas bioactivos. De los estudios de bioactividad y
pruebas electroquimicas, se evidencid la viabilidad de sintetizar recubrimientos de
hidroxiapatita/TiO, en medio basico sobre acero inoxidable 316L, aunque presentan bioactividad
retardada, mantienen la resistencia a la corrosion y mejoran las propiedades mecanicas con
respeto a los recubrimientos puros. Por lo tanto, son una alternativa prometedora para el
recubrimiento de implantes ortopédicos.

*Trabajo de Grado

**Facultad de Ingenierias Fisico-quimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Directora Ph.D Elcy
Maria Cérdoba Tuta
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ABSTRACT

TITLE: THE INFLUENCE OF pH ON THE SOLS OF HIDROXIAPATITA/TIO, ON THE BIOACTIVE
CHARACTERISTICS OF COATINGS OBTAINED FROM THESE SOLES *

AUTHORS: NINO ZAMBRANO Eileen Rocio; MARTINEZ SUAREZ, Ana Carolina. **

KEY WORDS: Hydroxyapatite, TiO,, biocoatings, pH, Sol-Gel, Dip-Coating, bioactivity.

DESCRIPTION: In this work were obtained soles of hydroxyapatite/TiO, synthesized acid and basic
pH, in order to study the influence of pH in the bioactive characteristics of the coatings obtained
from such soles. Of which were obtained powders, with the aim of analyzing by FT-IR and DRX the
effect of pH in chemical changes and crystallography after the thermal process. For its part, the
coatings were developed on stainless steel AISI-SAE 316L, through techniques sol-gel and Dip-
coating and studies were made of bioactivity and electrochemical through analysis SEM, EDX,
atomic absorption spectroscopy, pH, Tafel and resistance the linear polarization. Likewise, in the
study of bioactivity, and by FT-IR, analyzed the changes in chemical powders obtained, after being
in contact with the SBF. The results showed that the hydroxyl groups on the surface of biomaterials
play a key role in the growth of apatites on them. For this reason, the synthesized materials in basic
medium were more bioactive. Of the studies of bioactivity and electrochemical tests revealed the
feasibility of synthesize coatings of hydroxyapatite/TiO, in basic medium on 316L stainless steel,
even though they are delayed bioactivity, maintain the resistance to corrosion and improve the
mechanical properties with respect to the pure coatings. Therefore, are a promising alternative for
the coating of orthopedic implants.

* Research work

**Physical-chemical Engineering College. Chemical Engineering Department. Advisor Ph.D Elcy
Maria Cérdoba Tuta
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INTRODUCCION

La hidroxiapatita (Cayo(PO4)s(OH)2) es un compuesto inorganico, con gran similitud fisico
guimica al tejido 6seo, se comporta como una estructura osteoconductiva, que permite
ser invadida por tejido conectivo proveniente del hueso circundante para posteriormente
osificarse, es decir que posee gran facilidad de enlazarse con los tejidos vivos 0seos del
cuerpo humano . Esta capacidad de osteointegracion, hace que la hidroxiapatita sea un
biomaterial ampliamente utilizado en el recubrimiento de implantes metalicos, protesis

faciales, dentales, ortopédicas, entre otros.

Recientemente, se han reportado estudios enfocados en el desarrollo de peliculas
compuestas de materiales que al combinarse mejoran sus propiedades, como los
recubrimientos de HAP reforzado con TiO, que mostraron buena actividad biologica y
mayor resistencia mecanica en comparacion a las peliculas de HA pura ?3. La técnica
sol-gel, ha sido desarrollada para la sintesis de peliculas delgadas, ya que permite un
mejor control de la microestructura de las peliculas, promueve la reduccion de la
temperatura de sinterizacion y requiere un menor costo ¥, En este proceso la forma en
gue las reacciones quimicas son catalizadas determina, hasta cierto punto, el tipo de
estructura que se obtendra debido a que las reacciones de hidrdlisis y policondensacion
dependen fuertemente de si el sistema es sintetizado en medio &cido o basico .. En este
sentido, se hace interesante estudiar las condiciones de pH, que aceleren el proceso de
formacion de apatitas sobre los recubrimientos para lograr una adecuada fijacion del
implante al tejido 6seo, especialmente en las primeras etapas de recuperacion de los

pacientes.

Teniendo en cuenta lo anterior y pensando en obtener un recubrimiento ceramico
bioactivo y con adecuada resistencia mecanica, en el presente proyecto se desarrollaron
biorecubrimientos en el sistema TiO./HAP tanto en medio acido como basico, sobre

acero quirargico AlSI 316L.
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1. OBJETIVOS

1.1. OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto del pH de los soles de Hidroxiapatita/TiO, en las caracteristicas

bioactivas de los biorecubrimientos obtenidos a partir de dichos soles.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Desarrollar recubrimientos de Hidroxiapatita/TiO, por medio del método sol-gel y la

técnica dip-coating a partir de soles precursores acidos y basicos.

» Caracterizar morfologica, quimica y electroguimicamente los recubrimientos

desarrollados.

» Evaluar la bioactividad in vitro de los recubrimientos en una solucion fisiologica

simulada.

18



2. FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1. BIOMATERIALES

Los biomateriales se pueden definir como aquellos materiales destinados a estar en
contacto con sistemas bioldgicos con la finalidad de evaluar, tratar, aumentar o
reemplazar algun tejido, érgano o funcion del cuerpo  Tales materiales pueden tener
diferentes naturalezas como metales y sus aleaciones, polimeros naturales y sintéticos,
ceramicos y materiales compuestos. Estos biomateriales deben poseer la capacidad
para responder en forma adecuada en el tejido aplicado (biocompatibilidad), resistencia a

la corrosion y propiedades mecanicas especificas para su uso.

Entre los materiales de uso ortopédico, los aceros inoxidables austeniticos como el AlSI
316L son de amplio uso, principalmente por ser biotolerables y poseer buenas
propiedades mecanicas. A pesar de ello, estos materiales metélicos presentan
limitaciones como la degradacion in situ y la necesidad de cementacion o fijacion externa
[, La fijacién del implante metalico mediante el empleo de cementos poliméricos, los
cuales polimerizan durante la intervencion quirdrgica, presenta el problema de que a
veces la polimerizacién no es completa, lo que conlleva a que una cantidad apreciable
del monémero de partida quede en forma de mondmero libre . Este material sin
polimerizar puede interactuar con los tejidos vecinos e incluso entrar en la corriente
sanguinea, generando asi reacciones alérgicas en el organismo. Otra desventaja de la
cementacion es que la reaccion de polimerizacion es fuertemente exotérmica por lo que
el tejido 6seo de la interfaz que esta en contacto directo con el cemento puede alcanzar
los 70 °C 0 mas. La exposicion del tejido 6seo a tales temperaturas produce la muerte

celular y finalmente la necrosis.

Una opcion para disminuir estas limitaciones de los implantes cementados es la
aplicacion de recubrimientos ceramicos bioactivos, los cuales son biocompatibles,

mejoran la resistencia a la corrosion y, lo mas importante tienen la capacidad de formar
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enlaces quimicos entre el material y el tejido activo 6seo, promoviendo el crecimiento de

hueso nuevo ©1,

2.1.1. Cerdmica bioactiva: Hidroxiapatita (HAP)
La Hidroxiapatita (HAP) es un fosfato de calcio con una composicion quimica (Cajo

(PO4)s (OH),) muy similar a la del hueso humano, lo cual la hace biocompatible con los
tejidos vivos. Es la cerdmica mas empleada para usos médicos debido a que es estable

quimicamente, no es toxica, promueve la osteoconduccion y la bioactividad .

La hidroxiapatita es el fosfato de calcio menos soluble, se caracteriza por ser un material
rigido, facil de adaptar a los defectos éseos. Sin embargo, es fragil por naturaleza, por
esta razén no es empleada en situaciones de carga y su uso en la reconstruccion ésea
se ha destinado principalmente a recubrir a otros materiales con mejores propiedades
mecanicas como los metales ** ™. De igual forma, la fuerza de unién de la capa delgada
de HAP sobre el sustrato metalico es limitada. Con el fin de mejorar la adherencia de la
pelicula, diversas investigaciones se han enfocado a la sintesis de bioceramicos mixtos
de HAP con otro material, tal como el TiO,. Encontrandose que con ello no solo se
mejora la fuerza de adherencia entre el recubrimiento y el sustrato, sino que también se

incrementa la biocompatibilidad, bioactividad y la resistencia a la corrosion 2.

2.1.2. Oxido de titanio

El oxido de titanio se encuentra en diferentes minerales: Rutilo, anatasa, brookita,
octahedrita, ilmenita; en los cuales posee diferentes estructuras y proporciones. Es un
material ligero, fuerte, estable quimicamente, no toxico, no absorbible, altamente

resistente a la corrosion.

Las peliculas de diéxido de titanio son adecuadas para fines meédicos gracias a sus

propiedades de hemocompatibilidad, resistencia mecanica y resistencia a la corrosion

B3 Asi mismo, muchas investigaciones han demostrado que el TiO, posee buena

biompatibilidad y bioactividad. De hecho, la bioactividad esta estrechamente relacionada

con la existencia de hidréxido de titanio en la superficie 2.
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2.2. PROCESO SOL-GEL Y CONFORMACION DE PELICULAS POR LA TECNICA
DIP COATING

El método sol-gel implica la transicion del sistema de un liquido (sol) hasta una fase
gelatinosa (gel), la cual es observada cuando la viscosidad se incrementa notoriamente
sobre lo normal. Este cambio de fase comienza con una solucion sobresaturada de una
sal generalmente inorganica (sol), que presenta reacciones simultaneas de hidrdlisis y
condensacion, para transformarse finalmente en una fase liquida que esta atrapada e

inmovilizada por la sélida (gel).

El proceso sol-gel es una ruta quimica que permite fabricar materiales de diversas formas
fisicas tales como polvos ultrafinos, monodispersos, piezas monoliticas, recubrimientos y
fibras de forma relativamente sencilla. Este método de sintesis involucra procesos a baja

temperatura y la obtencion de materiales de alta pureza y homogeneidad ™.

Para preparar las peliculas directamente del estado viscoso sin secar y sin sinterizar es
utilizada la técnica Dip-Coating. Esta técnica consiste en una deposicion de una solucién
precursora por inmersion y extraccion del substrato a velocidad constante, temperatura
controlada y a condiciones atmosféricas, con el fin de obtener un recubrimiento uniforme.
La técnica dip-coating es un proceso continuo que consta de 4 diferentes etapas ™.
Como se observa en la Figura 1(a), inicia con la introduccion del substrato en el sol
viscoso, luego se extrae el sustrato del sol, formandose asi una capa superficial,
posteriormente se presenta la gelificacion de la capa por evaporacion del solvente y por

altimo se drena el exceso de gel.
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Figura 1. Etapas de la técnica Dip-coating (a) y el desarrollo del recubrimiento durante la etapa de
extraccion (b).
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En la etapa de extraccion (figura 1 (b)), el espesor de la pelicula (h) es definido
principalmente por la velocidad con la que sale el sustrato del sol, por el contenido se
solidos y viscosidad del liquido. El recubrimiento resultante tiene que ser densificado por

tratamiento térmico y la temperatura de densificacion es funcion de la composicion.

22



3. DESARROLLO EXPERIMENTAL

3.1. REACTIVOS Y EQUIPOS

Para el desarrollo de esta investigacion se emplearon los siguientes reactivos:
Tetraisopropoxido de titanio, Isopropanol, Trietil fosfito (TEP), Acero AISI-SAE 316L
(probetas), Hidroxido de amonio, Cloruro de sodio, Bicarbonato de Sodio, Cloruro de
potasio, Di potasio hidrégeno Fosfato, Cloruro de magnesio, Acido clorhidrico, Cloruro de
calcio, Sulfato de sodio, TRIS Hidroximetil aminometano. En el anexo A se presentan las
especificaciones de cada reactivo. De manera similar, en el anexo B se muestran los

equipos utilizados.

3.2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

La investigacion fue desarrollada en tres etapas (figura 2), descritas a continuacion:

Figura 2. Etapas del procedimiento experimental

N
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ETAPA |. PREPARACION DE SOLES Y POLVOS DE HAP, TiO, y HAP/TIO;

3.2.1. Desarrollo de soles y polvos de HAP

En la sintesis del sol de hidroxiapatita en medio basico (HB) por el método sol gel se
siguié el procedimiento desarrollado por Jiwen Wang y Leon Shaw ®. Los precursores
fueron nitrato de calcio tetrahidratado y trietil fosfito, con los cuales se realizaron
soluciones de Ca 2M en etanol y de P en etanol-agua (relacion molar 6:1). Después se
mezclaron estequiométricamente con una relacién molar Ca/P de 1,67. El pH durante la
reaccion se conservo en el rango de 8-9, por la adicion de NH,OH. De manera similar, se
llevé a cabo la sintesis del sol de hidroxiapatita en medio acido (HA), pero manteniendo
el pH de reaccion entre 2-3, sin la adicion de NH,OH. A continuacién, se dejé afiejar a
50°C por 20 horas con el fin de aumentar la viscosidad.

Posteriormente del afiejamiento, alicuotas de hidroxiapatita basica (HB) y hidroxiapatita
acida (HA) se secaron para obtener xerogeles. Estos xerogeles fueron calcinados a 500

°C durante 1 hora para formar polvos de HAP (Ver anexo C).

3.2.2. Preparacion de soles y polvos de TiO,

Para preparar el sol de TiO, en medio béasico (TB) se siguid el procedimiento
experimental desarrollado en una tesis anterior ™", manteniendo el pH de reaccién en un
rango de 7-8. La metodologia de sintesis fue analoga para el sol de TiO, en medio &cido
(TA), pero obteniendo un pH de 4-5, sin la adicion NH4OH.

Después de preparados los soles a diferente pH, éstos se secaron para obtener los
xerogeles, los cuales se calcinaron a 500 °C con una velocidad de 5 °C/min por 1 hora

(Ver anexo D).

3.2.3. Preparacion de soles y polvos mixtos de TiO,/HAP

Los soles mixtos se obtuvieron a partir de la mezcla de los soles estables de TiO,y HAP
(relacion molar 1:1), con igual pH: TiO, basico/HAP basico (TB/HB) y TiO, acido/HA acido
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(TA/HA). Una alicuota de cada sol fue secado para formar los xerogeles, que

posteriormente se calcinaron a 500 °C por 1 hora (Ver anexo E).

Todos los polvos fueron caracterizados quimica y mineralégicamente por Espectroscopia
de infrarrojo (FT-IR) y Difraccion de rayos X (DRX).

ETAPA 1l. DESARROLLO DE LOS RECUBRIMIENTOS MIXTOS

3.2.4. Desarrollo de los recubrimientos sobre los sustratos metalicos

Se emplearon como sustratos probetas de acero quirdrgico AISI-SAE 316L con
dimensiones de 25*15*3 mm, las cuales fueron desbastadas con papel abrasivo nimero
80, 120, 150, 240, 320. A continuacion, se limpiaron con etanol y acetona en un bafio

ultrasénico y se dejaron secar a temperatura ambiente.

A partir de los soles anteriormente preparados, se conformaron los recubrimientos por la
técnica dip-coating, donde empleando un equipo inmersor cada probeta se sumergié y

se extrajo del sol con una velocidad constante (6 cm/min).

Finalmente, las peliculas se dejaron secar por 24 horas a temperatura ambiente y se

sinterizaron a 500 °C durante 1 hora, utilizando una rampa de calentamiento de 5 °C/min.
ETAPA lll. CARACTERIZACION DE LOS RECUBRIMIENTOS

3.2.5. Evaluacion de la bioactividad de los recubrimientos

Para el estudio de bioactividad in vitro de los recubrimientos se prepar6 un fluido corporal
simulado (SBF) siguiendo el procedimiento propuesto por Kokubo ™. El SBF es una
solucion saturada cuya concentracion idnica y pH son semejantes a los caracteristicos

del plasma sanguineo humano como se observa en el anexo F.

Las probetas recubiertas se sumergieron en el SBF, del tal forma que el recubrimiento
permanecié totalmente en contacto con el fluido. Los recipientes que contenian las

muestras fueron depositadas en un bafo de agua termostatado Memmert, manteniendo
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la temperatura del fluido a 36,5 °C, semejante a la temperatura del cuerpo humano (Ver

anexo G).

Las probetas se conservaron inmersas en el SBF por 8 dias, durante este periodo se
tomaron alicuotas a diferentes periodos de tiempo 0, 2, 6, 24, 48, 96 y 192 horas. Con el
analisis de alicuotas del SBF tomadas a tales tiempos, se evalud la evolucion de la
concentracién de Ca®*y del pH en el SBF, con ayuda de la técnica de Espectroscopia de
Absorcién Atomica.

3.2.6. Evaluacion de la morfologia y composicién quimica de los recubrimientos

Se establecieron los cambios morfoldgicos de los diferentes recubrimientos, ocurridos
durante su inmersion en SBF con ayuda de la técnica de Microscopia Electrénica de
Barrido (SEM). Adicionalmente, y con ayuda de los microanalisis EDX, se determinaron

algunas diferencias composicionales de los recubrimientos.

3.2.7. Caracterizacion electroquimica de los recubrimientos

Para determinar el caracter protector de las peliculas y la reactividad en presencia del
SBF, se obtuvieron las curvas de polarizacion potencio-dinamica (Tafel). Igualmente se
utilizé la técnica de resistencia a la polarizacion lineal (LPR), utilizando como electrolito la

solucién SBF.

Se empleé el equipo IMPEDANCE MEASUREMENT UNIT IM6 de la ZHANER
ELECTRIK para realizar las curvas Tafel y el SOLARTRON 1280 (Ver anexo H). El
montaje comprendié tres electrodos: el electrodo de trabajo que fueron las probetas
recubiertas, el electrodo de referencia fue Ag/AgCl y el electrodo auxiliar de grafito de alta
densidad. La velocidad de corrosion fue calculada de acuerdo con la norma ASTM

G102-89¥ que se presenta en el anexo |.
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4. RESULTADOS Y ANALISIS

4.1. CARACTERIZACION QUIMICA Y MINERALOGICA DE LOS POLVOS DE HAP,
TiOy, Y TiOo/HAP OBTENIDOS A pH ACIDO Y BASICO.

4.1.1. Espectroscopia Infrarroja
En la figura 3 se presentan los espectros IR para los polvos cerdmicos de HAP, TiO, y

TiO./HAP, sintetizados a pH acido y basico.

Figura 3. Espectros FT-IR de los polvos de: (a) HA; (b) HB; (c) TA; (d) TB; (e) TA/HAy (f) TB/HB.
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El espectro FT-IR del polvo HA se muestra en la figura 3(a). En el espectro se observan
las bandas caracteristicas de v, PO,* a 472 cm™, v4,PO,* a 601-565 cm™, v, PO,* a 965-
955 cm™ y v3 PO,¥ a 1100 y 1000 cm™. Las bandas a 475 cm™ y 3450 cm™ se atribuyen

a los grupos OH !

. Las Unicas bandas distintas respecto a la hidroxiapatita
estequiométrica se encuentran a 1210 cm™ correspondiente al modo de deformacion
Sor del HPO4,Z y a 1133 cm™ (hombro débil), que compone la vibracién vs PO,*. En la
literatura autores como CHEN J. y col. reportan que, este espectro infrarrojo como
hidroxiapatita **), es decir que a pH &cido se favorece la formacién de dicho fosfato méas
que de la hidroxiapatita carbonatada 2.

En el espectros FT-IR de los polvos de HB (figura 3(b)), se identificaron las bandas: v,
PO,* a 465 cm™, v4PO,* a 601-565 cm™, v PO,* a los 965 cm™ y v3 PO, > a 1100 y 1000
cm™. Asi mismo se presentan los grupos OH a 632, 3450 y 3571 cm™. Aunado a esto se
identificaron las bandas pertenecientes al grupo carbonato: v.COs> a 875 cm™ y vsCOs”
a 1465- 1415 cm™ . Esto indica la sustitucion parcial de PO,> por COs? en la estructura
cristalina del bioceramico. La presencia del grupo carbonato es explicado por el pH
basico del sol precursor, en el cual se favorece su formacion a partir del CO, disuelto:

CO, + OH — HCO5 (1)
HCO; + OH — COs* + H,0 2)

Trabajos anteriores reportan que estos espectros son caracteristicos de la hidroxiapatita

carbonatada tipo B .

Por otra parte, al comparar los espectros de HA y HB (ver figura 3(a) y 3(b)), son
evidentes las diferencias de los modos de vibracién en el grupo PO,*, como: v, que solo
se distingue en HA; v,y v, en las cuales las vibraciones son mas intensas en HA que
HB, y el modo vs, que son mas intensas para HB y con mayor amplitud para HA. Las
bandas para los grupos OH’, se presentan en HA a 475 cm™ y 632 cm™ en HB. Por su
parte, en HB se observan las bandas de COs*. Tales diferencias podrian indicar la
formacion de diferentes tipos de fosfatos de calcio en las muestras HA y HB, originados
por el diferente pH de sintesis.
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Por su parte, los espectros FT-IR de las muestras de TiO; (figuras 3(c) y 3(d)) presentan
las bandas caracteristicas de este material: Las bandas a 900-400 cm™ corresponden a
los enlaces Ti-O y Ti-O-Ti, mientras que aquellas a 3400 cm™ pertenecen a los grupos
OH'. Por su parte, la banda localizada a 1650 cm™ es asignada a los protones de agua
adsorbida ?”. No obstante, al comparar los espectros de TAy TB, se observa que, en TA
se presenta una banda de baja intensidad en torno a 1050 cm™ debida al enlace Ti-O-C
(ver figura 3(c))*?. Asi mismo, la banda de los enlaces Ti-O y Ti-O-Ti a 900-400 cm* fue
mas amplia e intensa en TA que TB. De acuerdo con Nagarajan y col. ® el
ensanchamiento de esta banda esta relacionada con la incorporacion de carbono o de

grupos hidroxilo en el enlace Ti-O.

En cuanto a los polvos del composite TiO,/HAP, los espectros FT-IR respectivos (figuras
3(e) y 3(f), presentan bandas similares a las encontradas en las muestras de TiO,y HAP
puras. De esta manera en la muestra TA/HA se identifican las bandas: de los enlaces Ti-
Oy Ti-O-Ti a 900-400 cm™*?®: v3 PO,* a 1100-1000 cm™; vsCO5> a 1465- 1415 cm™y de
los grupos OH" a 3450 cm™. Las Unicas bandas distintas respecto a la las muestras puras
se encuentran a 1632-1400 cm™ que indican la existencia de una fase Ca-O en los
polvos . Del mismo modo, los polvos de TB/HB presentan las bandas
correspondientes a los grupos fosfatos e hidroxilo alrededor de la regién de 1000 y 3450
cm™ respectivamente. La banda hidroxilo a 3450 cm™ no presenté cambios drasticos en
la posicién del pico con respecto a las muestras. Las bandas v, PO,> se muestran con
dos picos a 565 y 600 cm™, mientras las bandas v; PO,* ubicada alrededor de 1000 cm™
aparece como un pico con menor definicion que la HAP pura. También, se identificaron
la banda vsCO3> a 1450 cm™.

Sin embargo, se evidencian claras diferencias entre aquellos polvos obtenidos a pH
acido (TA/HA) y los obtenidos a pH bésico (TB/HB). La bandas de los enlaces Ti-O-Tiy
Ti-O en la regién de 700-500 cm™ se presentan en TA/HA, pero la resolucién se reduce
en la muestra TB/HB con una disminucion en el area del pico. La presencia de los grupos

fosfatos vz PO,> alrededor de 1000 cm™ se encuentra en ambas muestras, pero es
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menor su resolucion en TA/HA , en el caso de la banda v, PO43' en torno a 600 cm™* solo
se identifica en TB/HB. En cuanto a las bandas de vsCOs* alrededor de 1400 cm™ se
presenta con mayor intensidad en TA/HA que en TB/HB. En TA/HA aparecieron picos de
una fase Ca-O. La banda correspondiente a los grupos hidroxilo en 3600-3400 cm™ se
presentan en ambas muestras, pero con mayor resolucion en TA/HA. En general, se
aprecia una disminucion en la resolucion de las bandas en los polvos sintetizados en
medio acido (TA/HA) que en medio basico (TB/HB). De lo anterior se puede concluir que
el pH afecta la forma en que se ordenan o combinan los componentes HAP y TiO, en el
composite HAP/TIO,. En este sentido, se infiere que en medio acido se presenta una
combinacién de los componentes HAP y TiO,, es decir iones de una fase se incorporan
dentro de la estructura de la otra y posiblemente llevando a la formacion de una tercera
fase. Por el contrario, en medio basico, la alta resolucion de las bandas caracteristicas de
las dos fases, indicaria la ausencia de una unién quimica entre ellas, es decir la

separacion fisica de las dos fases.

4.1.2. Difraccion de rayos X
En la figura 4 se aprecian los difractogramas de los diferentes polvos ceramicos. En

cuanto a las muestras de hidroxiapatita, segtin la base de datos MINCRYST ¥" todos los
picos presentes en los difractogramas corresponden a dicho biomaterial (HAP). Por tal
motivo, las diferencias encontradas en los espectros FT-IR entre las muestras HA y HB

podrian deberse a diferencias en el grado de cristalinidad.

Tampoco se aprecian diferencias importantes entre los difractogramas de las muestras
de TiO,. Como era de esperarse por la temperatura de calcinacién de las muestras
(500°C), la anatasa fue la Unica fase cristalina identificada en los difractogramas.

A diferencia de los ceramicos puros, son evidentes las diferencias entre los
difractogramas de los composites de HAP/TIO,. Estos materiales presentan alto grado de
amorficidad, tanto asi que no es posible identificar fase cristalina alguna en la muestra
sintetizada en medio acido (TA/HA). Por su parte la muestra TB/HB, aungque es mucho

menos cristalina que las puras, en su difractograma es posible identificar las fases
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anatasa e hidroxiapatita, lo cual concuerda con lo inferido del espectro FT-IR de esta

muestra, es decir la presencia de los dos compuestos precursores del composite.

Figura 4. Difractogramas de los polvos ceramicos sintetizados.
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4.2. CONFORMACION Y EVALUACION DE LA MORFOLOGIA Y COMPOSICION
QUIMICA DE LAS PELICULAS

4.2.1. Conformacién de las peliculas a partir de los soles

En la figura 5 se presentan los soles de TiO,, HAP y TiO,/ HAP obtenidos a condiciones
de pH é&cido y basico. Se observé que los soles preparados en medio &acido fueron
homogéneos, sin precipitados o separacion de fases, lo que indicé que son estables con
el tiempo. Sin embargo la estabilidad de los soles basicos dependi6é de la cantidad de
NH;OH adicionado. De manera que, para basificar los soles de HAP y TiO, fueron
necesarios 5 mL y 2 mL de NH,OH respectivamente. La mezcla de estos soles (TB/HB)

resultd también estable (ver anexo J).
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Figura 5. Apariencia de los soles estables de TiO,, HAP y TiO,/ HAP a pH &cido y bésico.

Sol TiO, Sol TiO, Sol HAP Sol HAP TiO,/HAP TiO/HAP
acido basico acido basico acido basico
pH: 4-5 pH:7-8 pH: 2-3 pH: 8-9 pH: 3-4 pH: 8-9

4.2.2. Morfologiay composicion de los recubrimientos

En la figura 6 se presentan las micrografias SEM de los recubrimientos, junto con sus
espectros EDX. Se observan claras diferencias en cuanto a la morfologia de las mismas:
Las peliculas de TiO, (figuras 6(a) y 6(b)) presentan el agrietamiento tipico debido a la
contraccion de los recubrimientos durante la etapa de sinterizacion . En cuanto, a los
recubrimientos de HA (figura 6(c)), éstos son lisos y densos, aunque con algunos
defectos de conformado. Por el contrario, las peliculas HB presentan una superficie
rugosa y porosa. Teniendo en cuenta los analisis composicionales semicuantitativos,
obtenidos por la técnica EDX para los recubrimientos de hidroxiapatita (HAP), se puede
inferir que el medio acido o basico del sol influye en el tipo de fosfato de calcio formado.
En este sentido, la sintesis de HAP en medio acido, favorece realmente la formacion de
un fosfato de calcio deficiente en calcio con respecto a la relacién teérica Ca/P de la HAP
(1,67), siendo dicha relacion de 1,49 aproximadamente. Este bajo valor de la relacion
Ca/P seguramente esta relacionado con la incompleta cristalizacion de la HAP. Por su
parte a pH bésico la hidroxiapatita parece estar empobrecida en fésforo (relacion Ca/P =
2,03 aproximadamente), lo cual tiene sentido teniendo en cuenta que su espectro FT-IR
evidencio la presencia del grupo carbonato en dicha muestra, y este grupo comunmente

reemplaza al fosfato en la hidroxiapatita.
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Figura 6. Micrografias SEM y espectros EDX de los recubrimientos: (a) TA; (b) TB; (c) HA, (d)
HB; (e) TA/HAYy (f) TB/HB.
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Con respecto a las peliculas mixtas, los composites de HAP/TIO, parecen revelar
separacion de fases: El recubrimiento TA/HA (figura 6(e)) presenté una fase mayoritaria
(matriz) dentro de la cual esta contenida la fase minoritaria. De acuerdo con los
microanalisis EDX, la matriz esta enriquecida en calcio y titanio (relacion molar Ca/Ti=
1,12), por lo que su cristalizacion (a mayores temperaturas) seguramente generaria
titanato de calcio. Por su parte, la fase minoritaria contiene fosforo y calcio, pero por la
alta relacion Ca/P = 2,81, se podria decir que dicha muestra esta empobrecida en
fosforo, lo cual concuerda con los resultados de espectroscopia de infrarrojo, los cuales
evidenciaron la sustitucién parcial de los grupos fosfato por los carbonato (ver apartado
4.1).
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Finalmente, las micrografias SEM del recubrimiento mixto TB/HB (figura 6(f)) muestran
claramente la separacion completa de dos fases: una continua (fondo) sobre la cual
aparecen abundantes precipitados. Estos resultados corroboran lo inferido de los
espectros de infrarrojo en el sentido de que en medio basico se presenta separacion
fisica de las fases presentes (HAP y TiO,).

4.3 EVALUACION DE LA BIOACTIVIDAD DE LOS RECUBRIMIENTOS

En la figura 7 se presentan las curvas de concentracién de Ca* en el SBF vs tiempo de
inmersion de las probetas. En todos los casos, se observa inicialmente una disminucion
de la concentracién de calcio en el SBF, debido a la precipitacién de iones Ca™ por
atraccion con la superficie de los recubrimientos cargados negativamente %, A partir de
la sexta hora de inmersién, la concentracién de Ca®" aumenta por la disolucién de los
recubrimientos en SBF, alcanzando su valor médximo a las 48 horas. El orden de
solubilidad es: HB >TA/HA >HA >TB/HB >TA >TB. Cabe destacar gue los recubrimientos
de TiO, tienen baja solubilidad debido a que no poseen calcio en su estructura para

donar al medio.

Figura 7. Concentracion de calcio disuelto en la solucion SBF vs Tiempo de inmersion
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Después de las 48 horas, la concentracién de Ca®" disminuye, lo que indica su
precipitacion. La sobresaturacion en calcio de la solucion favorece el crecimiento de

apatitas sobre la superficie del biomaterial, de acuerdo con la siguiente reaccion 5%

10Ca* +(6—x)PO,* +20H "~ +xCO,” <> Ca,,(PO, ), . (CO,) (OH), (3)

Por lo tanto, la formacién de apatitas es producto de la reaccion reversible de disolucion-
precipitacion en la capa superficial de los recubrimientos con hidroxiapatita al estar en
contacto con el SBF Y. La direccion de la reaccion (3) es determinada por la diferencia
entre la concentracion de la solucion (C) y la concentracion en equilibrio (C.). En las
primeras etapas C.>C, entonces es dominante la disolucion. Sin embargo, C se

incrementa con la disolucién hasta que C > C.. presentandose la precipitacion 32

Por su lado, el mecanismo de formacion de apatitas en los recubrimientos de TiO;
consiste en una precipitacion inicial de iones de calcio del SBF, que son atraidos por la
carga negativa en la superficie del TiO,. Posteriormente, el titanato de calcio formado en
la superficie del recubrimiento se combina con los iones de fosfato, para formar nucleos
de apatita. Con el aumento del tiempo de inmersion, una gran cantidad de iones de calcio
y fosfato son atraidos por el recubrimiento de TiO, para formar precipitados de apatitas,

los cuales pueden incorporar otros iones como los de carbonato, sodio y magnesio .

En la figura 8 se observa que en las primeras horas de inmersion el pH del SBF
aumenta, debido a la liberacion de iones OH™ al medio a consecuencia de la disolucion
de los recubrimientos (reaccién 3, hacia la izquierda) o por reacciones entre los iones del
medio, por ejemplo ®*:

(CH,0H)3CNH, + H,0 - (CH,0H);" + OH~ (4)
En este proceso el pH aumenta hasta su valor maximo a las 48 horas de inmersion, al
igual que la concentracién de calcio. Posteriormente el pH disminuye como consecuencia

del consumo de iones OH"y Ca®* para la formacién de apatitas ¥ (reaccién 3, hacia la

derecha).
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Figura 8. Evolucion del pH del SBF vs el tiempo de inmersién.
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De acuerdo con la evolucion de la concentracion de Ca®* y del pH en el SBF, se podria
concluir que todos los recubrimientos son bioactivos en mayor o menor grado. No
obstante, al cabo de 8 dias de inmersion, el recubrimiento de hidroxiapatita sintetizada en
medio &cido (HA) presentd una concentracion de Ca*" en el SBF mayor a la inicial, es
decir que en dicho recubrimiento prevalecio la etapa de su disolucion mas que la de

crecimiento de apatitas.

En la figura 9 se comparan las micrografias SEM de los recubrimientos antes y después
de su inmersion en SBF. Después de 192 horas (8 dias) de inmersion en SBF, los
cambios morfolégicos de las peliculas son evidentes debido a la presencia de apatitas en
su superficie. Unicamente la pelicula de HA carece de apatitas (fig. 9 (c)), confirmando lo

inferido anteriormente de las curvas de concentracion de calcio en el SBF.

Las peliculas de TiO, son bioactivas en mayor o menor medida, como lo reportan Yang y
col B4, De manera que, los recubrimientos TiO; sintetizados en medio acido (TA) (figura
9(a)), presentan abundantes granulos de apatitas en la superficie, sin embargo, no
recubren la totalidad de tal superficie. Mientras que, el recubrimiento de TiO, sintetizado

en medio basico (TB) presenta una capa de apatitas que lo recubre completamente, tal

36



como se muestra en la figura 9(b), lo cual demuestra que el caracter bioactivo del TiO,
aumenta con el aumento de pH del sol precursor. Algunos estudios * reportaron que
una superficie cargada negativamente con los grupos funcionales fue efectiva para la
formacion de apatita en el sustrato. De manera que, esta densidad de carga negativa en
la superficie de peliculas de TiO, aument6 con el aumento de pH. Por lo tanto, la alta
bioactividad de la pelicula de TiO, obtenida a pH basico (TB) con respecto a la obtenida
a pH é&cido (TA), puede ser atribuida a la carga negativa en esta superficie del

recubrimiento.

De acuerdo con los microanalisis EDX, las apatitas formadas tienen baja relacion molar
Ca/P con respecto al de hidroxiapatita (1,67), que para los recubrimientos TA'y TB fueron
de 1,29 y 1,18 respectivamente. Este tipo de apatita es normalmente encontrada en los
estudios de bioactividad, donde relacion Ca/P del fosfato de calcio aumenta con el

tiempo de inmersién hasta llegar a la de la hidroxiapatita =

El efecto del pH sobre la bioactividad de los materiales sintetizados es mucho mas
marcado en el caso de la hidroxiapatita, dado que aquella sintetizada en medio acido
resultd bioinerte, pues no se observa formacion de apatitas sobre su superficie (figura
9(c)) luego de su inmersion en SBF. Por su parte, la sintetizada en medio basico es
altamente bioactiva, encontrandose la formacién de una capa nueva de apatitas que
recubre la pelicula original (figura 9(d)). Tal diferencia concuerda con lo inferido de las
curvas de bioactividad, donde se observa una baja disolucion de la muestra HA, caso
contrario ocurrié con la muestra HB, y como ya se ha dicho el crecimiento de apatitas
depende de la saturacion del SBF en contacto con el biomaterial.

Los analisis EDX del precipitado formado sobre la muestra bioactiva HB, sefialan la

formacion de apatita, con relacion Ca/P (1,31).

37



Figura 9. Micrografias SEM antes y después de 8 dias de inmersién en SBF de las peliculas de
(@) TA; (b) TB; (c) HA; (d) HB; (e) TA/HAy (f) TB/HB.
Antes de Inmersién (0 horas) Desnués de Inmersién (192 horas)
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