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RESUMEN

En el disefio de biomateriales se ha buscado optimizar la sintesis de nanoestructuras sobre implantes metélicos con el fin de
mejorar el anclaje entre el hueso y el metal, para lo cual se han aplicado diversas técnicas que permiten tener un control sobre
el crecimiento y dimensiones de la capa de 6xido metalico. Para el desarrollo del presente trabajo, se estudié la morfologia de
capas nanoestructuradas de TiO, anodizadas en dos pasos, empleando Glicerol y Etilenglicol como solventes organicos, y
porcentajes de agua de 2 'y 20%. Se realiz6 un disefio experimental para determinar el efecto de la composicion del electrolito
sobre la sintesis de nanoestructuras de TiO3; posteriormente, las capas anddicas se caracterizaron por MEB y EDS; también
se evalu6 su respuesta frente a la mojabilidad mediante mediciones de angulo de contacto y energia superficial, para asi
determinar su aplicabilidad como material biomédico. Como resultado, se observd que la variacién del solvente da lugar a la
formacion de capas de TiO, nanoporosas y nanotubulares, debido a la diferencia de viscosidades y a su naturaleza
polialcohdlica; asi mismo, el aumento en el contenido de agua favorecio el incremento en el didmetro de las nanoestructuras,
influyendo a su vez, en la respuesta a la mojabilidad (un mayor didmetro induce un mayor mojado de superficie). Resultando
como mejor condicion, la muestra anodizada en dos pasos con Etilenglicol + 20% H»0 + 0,35% NH4F, ya que arrojé valores
aceptados para la aplicacion como biomaterial.

Palabras claves: Angulo de contacto, anodizacion en dos pasos, energia superficial, nanoporos/nanotubos de TiO,, solvente
organico.

Effect of organic solvent and percentage of water in the electrolyte of the second stage of electrochemical
anodization, on the morphology and wettability of TiO2 nanotubes for biomedical applications

ABSTRACT

In the design of biomaterials, it has been sought to optimize the synthesis of nanostructures on metallic implants in order to
improve the anchorage between the bone and the metal, for which various techniques have been applied that allow control
over the growth and dimensions of the metal oxide layer. For the development of this work, the morphology of TiO;
nanostructured layers anodized in two-steps was studied, using Glycerol and Ethylene Glycol as organic solvents, and water
percentages of 2 and 20%. An experimental design was carried out to determine the effect of the electrolyte composition on
the synthesis of TiO, nanostructures; subsequently, the anodic layers were characterized by SEM and EDS; its response to
wettability was also evaluated by contact angle and surface energy measurements, and thus determine its applicability as a
biomedical material. As a result, it was observed that the variation of the solvent gives rise to the formation of nanoporous
and nanotubular TiO; layers, due to the difference in viscosity and its polyalcoholic nature; likewise, the increase in the water
content favored the increase in the diameter of the nanostructures, influencing, in turn, the response to wettability (a larger
diameter induces a greater surface wetting). The best condition in which acceptable values were obtained for its use as a
biomedical material was the sample anodized in two-steps with Ethylene Glycol + 20% H,0 + 0.35% NH4F.

Keywords: Contact angle; two-step anodization; surface energy; TiO, nanoporous/nanotubular; organic solvents.

INTRODUCCION los implantes médicos, con el fin de mejorar y aumentar las
Uno de los puntos de mayor interés en los que se ha interacciones entre el implante y el medio bioldgico.
centrado la investigaciéon en el area de disefio de Particularmente, una superficie de 6xido tubular y porosa a
biomateriales ha sido la optimizacion de las superficies de escala nanométrica en los implantes de titanio ha llamado
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la atencion de los investigadores debido a que dicha capa
proporciona mayores sitios de union para los receptores de
las membranas celulares, mejorando asi, las etapas de
adhesion, proliferacion y diferenciacion de las células [1].
Una de las técnicas mas utilizadas para la fabricacién de
peliculas nanotubulares de diéxido de titanio (TiO-) ha sido
la anodizacion electroquimica, ya que permite tener un
control sobre los parametros morfométricos de la capa
anddica [2]. Sin embargo, de acuerdo a revisiones
bibliograficas, se puede encontrar que dichas matrices
nanotubulares de TiO; han presentado una amplia variacion
en el tamafio de la boca de los nanotubos, ademas de
geometrias irregulares y una mala alineacion de la matriz
[3]; estas variaciones podrian interferir en los eventos
bioldgicos, tales como: procesos de osteointegracion (es
decir, afectar la etapa de unién e integracion entre el tejido
vivo y el implante), en la carga y descarga de farmacos, el
uso de la matriz como un biosensor, entre otros [4]. Para
solventar esta situacién, se ha buscado poner en practica los
métodos de nanoimpresion, siendo uno de ellos el
anodizado en dos pasos. Esta alternativa permite fabricar
peliculas de TiO2 nanotubulares més ordenadas a partir de
un patrén de nanoporos, y de esta manera tener un mejor
control sobre el crecimiento, el didmetro y la geometria de
los nanotubos, ademas de minimizar la posibilidad de que
los nanotubos crezcan de forma aleatoria y agrupados [3,
5]. Ahora bien, la modificacién superficial en el proceso de
anodizado implica estudiar de qué manera podria verse
afectada la pelicula de oxido al variar los pardmetros de
estudio. Es a partir de este punto que surge el interés de esta
investigacion, conocer cémo influye el tipo de electrolito
utilizado en la segunda etapa del anodizado (empleando dos
tipos de solventes organicos: Glicerol (C3HgOs) vy
Etilenglicol (C.HsO,), y distintos porcentajes de agua)
sobre la morfologia y la formacidn de la capa de TiOa.

Por otra parte, hay que tener en cuenta que, al aplicar
tratamientos de modificacion superficial a nivel
nanométrico, también se veran afectadas las propiedades de

superficie tales como: la rugosidad, energia superficial y
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composicién quimica, teniendo, por consiguiente, un efecto
sobre la fuerza de unién y cantidad de proteinas que se
adhieren a la superficie [6].

Por tal motivo, en el presente trabajo, ademas de aplicar la
novedosa técnica de anodizacion electroquimica de dos
pasos para obtener nanotubos mas ordenados, también se
realizan estudios de mojabilidad mediante la medicion del
angulo de contacto y de energia superficial, con el objetivo
de determinar el grado de adsorcion que puedan tener las

capas de TiO; anodizadas.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion Metalogréfica.

Se utilizaron muestras de Ti6AIl4V, las cuales fueron
deshastadas con papel de lija de SiC de grano 80, 180, 240,
320, 400 y 600 grit, realizando una limpieza en ultrasonido
con agua destilada entre cada etapa de lijado. Una vez
preparadas, se decaparon utilizando el reactivo Kroll’s (2%
HF + 20% HNO3; + 78% H,0) con un tiempo de inmersion
de 30 segundos. A continuacién, fueron lavadas con
abundante agua destilada para eliminar los restos de
Kroll’s, y con etanol para desengrasar la superficie.

Finalmente, las muestras fueron secadas con aire caliente.

Anodizacién Electroquimica.

Se emple6é un montaje convencional cuya celda consistié
en un vaso de precipitado de tefl6n, con dos electrodos,
donde la muestra de Ti6Al4V era el anodo, y una varilla de
platino (Pt) era el catodo, ubicados con una separacion de
1 cm, y conectados, a su vez, a una fuente de poder (figura
1); todos los ensayos se realizaron a temperatura ambiente.

En la tabla 1 se presenta la clasificacion de las condiciones.

Fig. 1. Montaje para la anodizacion electroquimica.
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Tabla 1. Clasificacion de las condiciones de estudio.

Condicidn de Estudio Clasificacion
Anodizada en un paso (muestra blanco) Gli+24,5
Anodizada en primer paso (patrén de nanoporos) Etg+3
Anodizada en dos pasos con Glicerol + 2% H20 Gli+2
Anodizada en dos pasos con Glicerol + 20% H,0 Gli+20
Anodizada en dos pasos con Etilenglicol + 2% H,0 Etg+2
Anodizada en dos pasos con Etilenglicol + 20% H,0 Etg+20

La muestra identificada como “blanco” se anodiz6
utilizando un electrolito a base de Glicerol + 0,5% NH4F +
24,5% H,0, durante 60 minutos a 20 V. Seguidamente, se
lavé con abundante agua destilada, y se llevé a una limpieza
en ultrasonido con Carbonato de Sodio (Na,COs) durante
15 minutos, para neutralizar los iones fluoruro; luego, se
realiz6 una segunda limpieza en ultrasonido con agua
destilada por 10 minutos, y, finalmente, se rocid con etanol

y se dejo secar al aire.

Para los anodizados en dos pasos se aplico el siguiente
procedimiento: las muestras de titanio fueron anodizadas
utilizando una solucién compuesta por Etilenglicol + 0,5%
de NH4F + 3% de H,O, durante 15 minutos, a 60 V (figura
2a). Pasado ese tiempo, las muestras se limpiaron con agua
destilada durante 15 minutos en ultrasonido para
desprender la capa de nanotubos de TiO, formada (figura
2b), dejando la superficie del metal expuesta (figura 2c).
Los parametros de trabajo utilizados para esta primera

etapa estan basados en revisiones bibliogréficas [7, 8, 9].

(a)

a

b |

(b)'

v

Fig. 2. Primer paso de anodizado de las muestras de Ti6Al4V (Pretratamiento): (a) apariencia de la muestra de Ti6Al4V
luego de ser anodizada en primer paso; (b) desprendimiento de la capa de TiO, anodizada, mediante un bafio ultrasénico
con agua destilada; (c) apariencia de la muestra de Ti6AI4V luego de la remocion de la capa de TiO».

Las probetas de titanio pretratadas se sometieron a un
segundo proceso de oxidacidon anddica, utilizando dos
solventes organicos y dos porcentajes de agua, a 30 V y
durante 60 minutos. Tras culminar el proceso, se realizd el
lavado de las probetas con agua destilada y secado al aire.
Los estudios morfologicos y composicionales de las
muestras anodizadas en uno y dos pasos, se llevaron a cabo
utilizando el Microscopio Electronico de Barrido (MEB)
JEOL JSM-6390, modelo 7582 con Espectrometro de
Rayos X por Energia Dispersada (EDS) incorporado.

Ensayos de Mojabilidad.

Se empled la técnica de la gota sésil, en la que se
depositaron gotas de agua destilada sobre la superficie de
las muestras. El volumen de la gota fue de 5 pL, y en total
se realizaron ocho (8) ensayos de gota sésil para cada
condicién, efectuando tomas de video durante la deposicion
del liquido. El ensayo se realiz6 por duplicado para obtener

un resultado exacto de los valores de angulo de contacto.
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Célculo de la Energia Superficial.

Se empled la ecuacion de Owens-Wendt (1), para la cual se
requiri6 medir el angulo de contacto con al menos dos
liquidos patrén, siendo estos el agua destilada y el
Etilenglicol; esta seleccion se realiz6 basandose en estudios

previos [10].

yi(1+cos(9)) _ p \/E d
——= Vs x| = |+ Vs 1)

Donde: y, es la energia superficial del liquido, y& es la
componente dispersiva del liquido, y; es la componente
polar del liquido, y& es la componente dispersiva del
solido, y es lacomponente polar del sélido y 6 es el angulo
de contacto. La energia superficial total del solido se
obtiene con la sumatoria de las componentes dispersiva y
polar (es decir, v, = y& + y). En la tabla 2 se presentan

las propiedades de los liquidos patrén utilizados.

Tabla 2. Caracteristicas de los liquidos patron.

p d
PO Y Yi Y
Liquidos | ym?) | maimy) | (mdim?)
Agua
destilada 51,0 218 28
Etilenglicol 19,0 29,0 48,0
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RESULTADOS Y DISCUSION

Paradmetros operativos para la segunda etapa del
anodizado.

En la tabla 3 se describen los parametros operativos acorde
a la revision bibliografica, que corresponden a la segunda

etapa del anodizado electroquimico en dos pasos.

Tabla 3. Parametros operativos para la segunda etapa
del anodizado.

Parametros Condiciones
Distancia Anodo - Catodo 1cm
Edad del Electrolito <24h
Porcentaje de NH4F 0,35%
. 2%
Porcentaje de H,O
20%
) Glicerol
Tipo de solvente - .
Etilenglicol
Temperatura del electrolito Ambiente
Tiempo 1 hora
Voltaje 30V

Caracterizacion Optica de las superficies de Ti6AI4V
anodizadas.
En la figura 3 se presentan las imagenes Opticas de las

piezas anodizadas en uno y dos pasos bajo las diferentes

condiciones de estudio.

Fig. 3. Imégenes Opticas de las muestras anodizadas: a) en un paso; b) en dos pasos con Glicerol + 2% H,O; c) en dos pasos
con Glicerol + 20% H,0; d) en dos pasos con Etilenglicol + 2% H0; e) en dos pasos con Etilenglicol + 20% H-0.
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En ellas se puede observar la formacion de una capa
coloreada sobre la superficie de la aleacion. La muestra
anodizada con Glicerol en un paso (figura 3a), adopt6 un
color principalmente verde con algunas zonas rosadas. En
los anodizados en dos pasos, para la condicion Gli+2
(figura 3b) se puede apreciar una capa de tono grisaceo con
reflejos rosados y verdes; para la condicion Gli+20 (figura
3c), la capa presenta un color amarillo oscuro. Mientras
que, utilizando el segundo solvente (Etilenglicol), la
condicién Etg+2 (figura 3d) adquiri6 una coloracion entre
amarillo y gris opaco, y para la condicion Etg+20 (figura
3e) la capa present6 una coloracién amarilla similar a la
condicion Gli+20. Estos resultados coincidieron con los
reportados en la bibliografia [11]. Cabe mencionar que, esta
variacién de coloracion de las capas se atribuye al
fendmeno de interferencia de la luz que se refleja tanto en
la superficie metalica como en la capa de dxido, haciendo
que un determinado color (o colores) se intensifique o bien,
no sea visible. El resultado dependera del espesor de la capa
de 6xido [12].

Caracterizacion de la muestra anodizada en un paso:
Gli+24,5 (muestra blanco).

En la figura 4a se presenta la imagen obtenida por MEB (a
X100000) de la muestra anodizada en un paso con Glicerol
+0,5% NH4F + 24,5% de H,0. Se observa la formacion de
una capa nanotubular uniforme, con espacios
intertubulares, y cuya forma en la boca de los nanotubos es
cuasi-circular. En la figura 4b se expone el espectro y los
porcentajes de elementos detectados por la técnica de
analisis de Espectroscopia de Rayos X por Energia
Dispersada (EDS), en donde se observa que los elementos
gue se encuentran en mayor proporcion son el titanio (Ti) y
el oxigeno (O) con 69,02% y 23,75%, respectivamente, los
cuales constituyen la capa de éxido. La presencia de
aluminio (Al) y de vanadio (V) detectados en menor
proporciébn en un porcentaje de 3,34% y 3,89%,
respectivamente, corresponden a los otros elementos
presentes en la aleacion Ti6AI4V.
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30kV X100,000 0.1pm 0070 27/0CT/21

Spectrum 1

Element | Weight%  Atomic%

OK 23.75 47.49

AlK 334 3.97

TiIK 69.02 46.10

VK 3.89 2.44

P
Full Scale 2070 cts Cursor: 0.000 rev_Totals 100.00

Fig. 4. a) Imagen obtenida por MEB de la condicién
Gli+24,5; b) Analisis EDS de la capa nanotubular bajo
la condicion Gli+24,5

Caracterizacion del patrén de nanoporos.

En la figura 5 se muestra la micrografia obtenida por MEB
del patron de nanoporos resultante luego de la limpieza por
bafio ultrasonico (condicién Etg+3). Con esta imagen se
confirma que la técnica de vibracién ultrasénica remueve
la capa de TiO, nanotubular formada en la primera etapa
del anodizado. Se puede observar que, la formacion de los

nanoporos tuvo lugar en la mayor parte de la superficie.

1um 0088 27/0CT/21

Fig. 5. Imagen obtenida por MEB de la condicién
Etg+3 luego de la remocion de la capa de TiO; en
ultrasonido, a X10000.
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En la figura 6 se presenta el patron de nanoporos con una
mayor magnificacion (a X50000). En ella se puede apreciar
que el patron tiene una apariencia similar a la de un panal
de abeja (en inglés “honeycomb”) en el que los nanoporos

presentan una forma cuasi-hexagonal.

30kv  X50,000 0.5pm 0094 27/0CT/21

Fig. 6. Imagen obtenida por MEB de la condicion
Etg+3 luego de la remocion de la capa de TiO2 en
ultrasonido, a X50000.

La etapa de desprendimiento de la pelicula de TiO;
anodizada dejo expuesta a la superficie metélica, tal como
lo demuestra el anélisis EDS (figura 7), en el que se
comprob6 que las especies quimicas presentes

corresponden exactamente a las que constituyen la aleacién

30kV  X10,000 1pm 0004 27/0CT/21
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de estudio, siendo el Ti el que se encuentra en mayor
proporcién con un 89,36%, seguido del Al con un 6,42% y

finalmente el V con un 4,22%.

i Weight%  Atomic%
6.42 10.68
89.36 8533
422 379
2 100.00
Full Scale 1262 cts Cursor: 0.000 keV,

Fig. 7. Analisis EDS del patrén de nanoporos anodizado
bajo la condicién de Etg+3

Caracterizacion de las muestras anodizadas en dos pasos:
Gli+2y Gli+20.

En la figura 8a se presenta la imagen obtenida por MEB (a
X10000) de la muestra anodizada en el segundo paso para
la condicion Gli+2. Se aprecia la formacion de una pelicula
nanoporosa de TiO, ordenada y uniforme; ademads, se
observa que la capa se formé sobre toda la superficie de
estudio. Mientras que, en la figura 8b, con una
magnificacion de X100000, se puede detallar que la
morfologia resultante de la condicién Gli+2 es de tipo
“panal de abeja”, en la cual los poros presentan una forma
hexagonal, coincidiendo con los resultados obtenidos en

otras investigaciones [5].

o

30kVv  X100,000 0.1pm 0015 27/0CT/21

Fig. 8. Imagen obtenida por MEB de la muestra anodizada bajo la condicidn Gli+2: a) a X10000; b) a X100000.

La figura 9a presenta la micrografia obtenida por MEB (a

X25000) de la muestra anodizada en dos pasos para la

condicion Gli+20. Se puede observar la formacion parcial

de la capa nanoporosa sobre el Ti6AI4V, producto de la

56



Octavé, et al.

disolucién de la fase B. La fase B estd enriquecida con V, y
sus 6xidos presentan poca estabilidad en comparacion con
la fase a (rica en Al), por lo cual tienden a ser atacados
preferencialmente [13]. En la figura 9b se expone la imagen
obtenida por MEB de la muestra anodizada bajo la
condicion Gli+20, con un aumento de X100000. En este

caso, la apariencia de la capa de 6xido es descrita por varios

30kv  X25,000 1um 0029 27/0CT/21
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autores como “raiz de loto” (en inglés lotus-root-shaped).
Algunos poros presentan formas de pentagonos, hexagonos
y otros cuasi-circulares. También se detalla la formacion de
la segunda pelicula de 6xido nanoestructurada dentro de los
nanoporos, considerandose esto como un indicativo de que

hubo una falla en el efecto guia del patrén de nanoporos del

primer paso.

30kV X100,000 0.1pm 0026 27/0CT/21

Fig. 9. Imagen obtenida por MEB de la muestra anodizada bajo la condicion Gli+20: a) a X25000; b) a X100000.

El analisis EDS de la muestra anodizada bajo la condicion
Gli+2 se muestra en la figura 10a, en la cual se detectaron
Ti y O como elementos principales por ser los que
constituyen la capa de 6xido, con porcentajes de 65,32% y

26,24%, respectivamente; y el Al y VV en menor proporcion

Spectrum 1

1 2 4 6 g 10 12 14 16 18 20
Full Scale 2250 cts Cursor: 0.000 keV,

Element | Weight% Atomic%

oK 26.24 50.62
AlK 4.07 4.65
TiK 65.32 42.08
VK 4.36 2.64

Totals 100.00

con 4,07% y 4,36%, respectivamente, como elementos que
conforman la aleacion. Mientras que, el porcentaje de
elementos resultantes para la condicion Gli+20 se expone
en la figura 10b, con valores de 64,95% de Ti, 28,07% de
0, 3,52% de Al y 3,46% de V.

Spectrum 1

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Full Scale 1240 cts Cursor: 0.000 kev

Element | Weight%  Atomic%

oK 28.07 53.02
ALK 3.52 3.95
TiK 64.95 40.98
VK 3.46 2.05

Totals 100.00

Fig. 10. Andlisis EDS de la capa nanoporosa anodizada: a) bajo la condicién de Gli+2; b) bajo la condicion de Gli+20.
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Caracterizacion de las muestras anodizadas en dos pasos:
Etg+2 y Etg+20.

En la figura 11a se presenta la micrografia obtenida por
MEB (a X25000) de la muestra anodizada en dos pasos
para la condicién Etg+2, en la cual se puede notar la
formacion de una pelicula nanoporosa, asi como también,
regiones libres de capa nanoestructurada; dichas zonas
corresponden a la disolucion de la fase P, como se
menciond anteriormente.

En la figura 11b se detalla la superficie anodizada con
Etg+2, a una mayor magnificacién (X100000). En ella se

puede notar que la morfologia obtenida es similar a la de la

fer
30kV  X25,000 1pm 0040 27/0CT/21
Fig. 11. Imagen obtenida por MEB de la muestra anodizada bajo la condicion Etg+2: a) a X25000; b) a X100000.

La falla en el efecto guia del patron de nanoporos, que se
pudo apreciar en las condiciones Gli+20 y Etg+2 se puede
atribuir a la diferencia de voltajes manejados entre el primer
y segundo anodizado [8, 14].

Existe una relacion de proporcionalidad entre el voltaje y
espesor de la capa de Oxido. Al trabajar con voltajes
menores al del primer paso del anodizado, la capa compacta
que se crea al iniciar el segundo paso sera mas delgada, lo
que provocara que la presion que la pelicula de 6xido ejerza
sobre las burbujas de oxigeno sea menor, por consiguiente,
habra un mayor ndmero de burbujas de oxigeno que
migraran hacia la pelicula de TiO,, y que comenzardn a
nuclear y formar “embriones de poros” en el interior de un

nanoporo (teoria del molde de burbuja de oxigeno) [14]. A
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condiciéon Gli+20, donde se puede observar poros con
formas pentagonal, hexagonal (algunos ligeramente
distorsionados) y poros irregulares. También, se detalla la
formacion de una segunda pelicula de 6xido
nanoestructurada dentro de los nanoporos (identificados
con las flechas amarillas); al igual que en la condicion
Gli+20, en ésta se puede notar que las nanoestructuras del
interior no coinciden con las dejadas por el patron de
nanoporos del primer paso. Este tipo de morfologia bajo
condiciones similares ha sido reportado por otros autores
[8, 9].

&

30kV X100,000 0.1pm 0037 27/0CT/21

partir de este punto, el 6xido comenzara a fluir a lo largo de
las burbujas, provocando la ruptura superficial y dando
lugar a la caracteristica forma del nanotubo [8, 9].
Simultaneamente, ocurrira la disoluciéon quimica en la
superficie de los nanoporos y nanotubos, y en las paredes
internas por parte de los iones H* y F.

En la figura 12a, se presenta la imagen obtenida por MEB
(a X25000) de la muestra anodizada en dos pasos para la
condicién Etg+20; en este caso se observa la formacién de
una pelicula de TiO; nanotubular, cubriendo la mayor parte
de la superficie metalica, y sin dejar rastro alguno de la capa
nanoporosa del primer paso. De igual manera, se puede
notar las regiones donde no se visualiza capa

nanoestructurada, producto de la disolucion localizada de

58



Octavé, et al.

la fase B. Por otro lado, en la figura 12b, con una mayor
magnificacion (X100000), se puede detallar que dicha capa
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nanotubular se caracteriza por ser uniforme y presentar

espacios intertubulares (sefialado con flechas rojas).

ML T el
30kV X100,000 0.1um 0062 27/0CT/21

Fig. 12. Imagen obtenida por MEB de la muestra anodizada bajo la condicién Etg+20: a) a X25000; b) a X100000.

Los resultados del analisis composicional arrojados por el
EDS de las condiciones Etg+2 y Etg+20, se exponen en las
figuras 13a y 13b, respectivamente. En el primer

tratamiento, se observa que el Ti se encuentra presente en

Spectrum 1

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Full Scale 1240 cts Cursor: 0.000 kev

Element | Weight%  Atomic%

oK 34.98 60.32
ALK 324 3.34
TiK 29.11 34.39
VK 268 1.47

Totals 100.00

un 59,11%, seguido del O con un 34,98%, luego el Al con
3,24% y finalmente el V con un 2,68%.

Mientras que, en el segundo caso, el Ti se encuentra en
64,58%, el O en 30,00%, el Alen 3,37% y el V en 2,05%.

Spectrum 1

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Full Scale 2070 cts Cursor: 0.000 kev

Element | Weight%  Atomic%

oK 30.00 55.34
AlK 3.37 3.68
TiK 64.58 38.79
VK 2.09 1.19

Totals 100.00

Fig. 13. Analisis EDS de: a) la capa nanoporosa anodizada bajo la condicién de Etg+2; b) la capa nanotubular anodizada
bajo la condicion de Etg+20.

Como se pudo notar, bajo las condiciones Gli+2, Gli+20 y
Etg+2 se obtuvieron capas nanoporosas, donde los poros
conservaron una geometria (cuasi) hexagonal; pues bien,
dicha capa nanoporosa corresponde al patron de nanoporos
creados en el primer paso de anodizado, mostrando una

buena resistencia a la disolucién, sirviendo, ademas, como

una pelicula protectora ante el agrupamiento de los nuevos
nanotubos que se forman debajo de la misma [5]. En la
tabla 4 se agrupan las dimensiones morfolégicas de las
capas nanoestructuradas de TiO, de cada condicion de
estudio.
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Tabla 4. Parametros morfolégicos en funcién de las condiciones de estudio.

& 250
X10,000 1pm 27/0CT/21

X100,000 0.1pm 0015 27/0CTi21

27/0CTi21

Condicion de Estudio Nanoporos Nanotubos Imagen por MEB
: AV

Di: 88,19 + 11,26

Gli+24,5 — De: 134,04 £ 17,58
E: 45,85+ 19,40

Etg+3 Di: 139,87 + 20,54 —

Gli+2 — Di: 147,59 + 16,00

Gli+20 Di: 149,13 + 34,26 Di: 62,33+ 12,42

Etg+2 Di: 176,97 + 26,78 Di: 46,59 + 7,44
Di: 97,26 + 14,01

Etg+20 — De: 141,17 £ 19,26
E: 43,91+ 14,29

Di: didmetro interno; D.: didmetro externo; E: espesor de pared.

De la tabla 4 se puede observar que, el porcentaje de agua
en la solucién y el didmetro de los nanoporos/nanotubos
son directamente proporcionales. Ademas, tuvo lugar el

crecimiento de una nueva pelicula nanotubular durante el

segundo anodizado, tal como se pudo evidenciar en la
condicion Gli+20 (donde se crearon nanotubos con
didmetros de 62,33 nm) y en la condicion de Etg+2 (donde

se formaron nanotubos con didmetros de 46,59 nm). La
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adicion de agua al electrolito aumenta la difusion de las
especies ionicas (H* y F) al proporcionar un medio en el
cual estas se puedan disolver y movilizar facilmente,
provocando la expansion en el didmetro de las
nanoestructuras [15].

Con el aumento del contenido de agua en la condicion de
Etg+20, ademéas de incrementar el didmetro de los
nanotubos respecto a la condicion de Etg+2, se logré
disolver la pelicula nanoporosa superficial, revelando asi la

matriz nanotubular de TiO,.

Planteamiento del mecanismo de reaccidn de los diferentes
anodizados.

La variacién en las morfologias de las capas de TiO; se
puede explicar en funcion de las propiedades de los
solventes organicos, en conjunto con los modelos de
disolucién quimica, molde de Burbuja de Oxigeno y de
Flujo Plastico.

El tipo de solvente (Glicerol y Etilenglicol) influy6 sobre la
morfologia y dimensiones de los nanoporos/nanotubos. Al
iniciar la segunda etapa de anodizado, primeramente, se
forma una capa de Oxido barrera debajo del patron de
nanoporos [9, 14]. Una vez formada, comienza la
formacion de embriones (los cuales dardn origen a los
nanotubos), y la disolucién de la capa de TiO, La
velocidad de estos procesos pudo haber sido afectada por
las propiedades del electrolito [7, 16, 17]. A continuacion,
se presentan los mecanismos que pudieron haber tenido
lugar durante los diferentes tratamientos de anodizado.
Para el anodizado bajo la condicién Gli+2, se cree que el
espesor de la capa de éxido no llegé a alcanzar el valor
critico a partir del cual se comenzarian a formar las
burbujas de oxigeno en su interior, debido a la alta
viscosidad del Glicerol (934 cP, a 25°C), la cual ralentiza
la movilidad de los iones H*, OH y de los iones F,
teniendo, por consiguiente, un efecto “desacelerador” sobre
los procesos de disolucién quimica y oxidacion; este hecho
se explica por la relacion de Stokes-Einstein, en la que se

describe que la difusién de especies ionicas a través de un
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fluido es inversamente proporcional a la viscosidad del
fluido [18].

Esta propiedad del solvente también podria explicar la poca
diferencia observada en el diametro de los nanoporos
obtenidos bajo las condiciones de Gli+2 (147,59 nm) y de
Gli+20 (149,13 nm), puesto que la viscosidad del solvente
restringia la accion de los iones H* y F. En cuanto a la
muestra anodizada con el solvente Etilenglicol, para la
condicién Etg+2, éste posee una menor viscosidad (16 cP,
a 25°C) respecto al Glicerol, lo que facilito el transporte de
especies ionicas, y condujo tanto al crecimiento de nuevos
nanotubos en el interior de los nanoporos de la superficie
metalica como al aumento en el diametro de los nanoporos
de la capa de 6xido (alcanzando valores de 176,97 nm).
Cabe destacar que, ademas de la combinacién de solventes
organicos con altas viscosidades y bajo porcentaje de agua,
es posible que el contenido de NH4F empleado en la
soluciébn no haya sido suficiente para disolver
completamente las paredes de la capa nanoporosa
superficial de las condiciones Gli+20 y Etg+2. Asi mismo,
este hecho explicaria la poca solubilidad de la capa anddica
observada en la condicion Gli+2 y que permitié que ésta
creciera sobre toda la superficie sin sufrir una disolucion
quimica (o una minima disolucion).

Finalmente, para la condicién Etg+20, se presume que el
aumento en el contenido de agua en el medio lo hizo méas
agresivo (disminuyendo la viscosidad) y facilitando el
transporte de las especies idnicas. De igual forma, durante
el crecimiento de la pelicula nanoestructurada bajo esta
condicion tuvo lugar el aumento del espesor de la capa de
TiO, tipo barrera debajo de los nanoporos, seguido del
efecto de molde de burbuja para dar lugar a la creacion de
los nuevos nanotubos mientras que, gradualmente, se iba
disolviendo la capa nanoporosa por efecto del ataque
quimico.

Por otra parte, también es posible que la difusion de iones
en este tipo de electrolitos haya sido lenta debido a la
naturaleza polialcohdlica del Glicerol y del Etilenglicol

[19]. A continuacion, se presenta el posible mecanismo de
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reaccion que pudo haber tenido lugar en los dos tipos de
electrolitos empleados para la anodizacién. Primeramente,
el NH4F se disuelve en H;0, haciendo que el pH de la

disolucién disminuya un poco (ecuacion 2).

NHF + H,0 & HF + NHOH @

Seguidamente, ocurre la reaccion del tipo “sustitucion
nucleofilica”, en la cual el grupo hidroxilo (OH", presente
en el solvente organico) se protona con el ion hidronio (H*,
proveniente del HF), el cual es desplazado como H,0 por

el ion F* (ecuaciones 3y 4).

o)
ee (&)

.e /)\\\ .e

i
2
)
Q@;
2

©)

R—'(|)'—H $ M 4 l/ W R—F: 4+ 20,0 (4)

Las ecuaciones (5) y (6) representan las interacciones
quimicas finales entre las moléculas de Glicerol y de

Etilenglicol con iones F, respectivamente.

GLICEROL +F

CH,—OH CH,—F
| |

(H—0H + 3HF & CH-F + 3H,0 (5
| |

CH, —OH CH,—F
ETILENGLICOL +F

CHZ_OH CHz_F

| + WMF & | + M0 (6)
CH, —OH CH,—F
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En base a lo descrito anteriormente, se puede considerar la
condicién Etg+20 como la condicién que cumple con las
caracteristicas y rangos establecidos (pelicula nanotubular,
con diametros entre 30 — 100 nm) para garantizar un
proceso de osteointegracion efectivo, tal como lo describen

los autores [13].

Influencia de la morfologia de los nanotubos de TiO sobre
la mojabilidad de la superficie.

Con el fin de determinar si existian o no diferencias
significativas entre los angulos de contacto izquierdo y
derecho de cada gota, se realizd una prueba T de Student
para muestras emparejadas, trabajando con un nivel de
confianza del 95%.

Los resultados indicaron que no se encontraron diferencias
significativas entre ambos angulos para cada par de
muestras ensayadas bajo las condiciones de Gli+24,5,
Gli+2, Gli+20 y Etg+20 (p > 0,05); mientras que con el
tratamiento Etg+2 solo un par mostré tener diferencias
significativas (p < 0,05), siendo éste, el par 1.

Las variaciones resultantes entre los angulos pueden
deberse a que, al tratarse de un sistema manual, pueda haber
ligeros movimientos o desviaciones de la micropipeta
durante la deposicion, asi como también, por efectos en la
asimetria de la aguja y la gota [20]. Considerando que los
angulos pertenecen a la misma gota, se trabaj6 con la media
de ambos angulos para el anélisis e interpretacion de los
resultados posteriores.

En la tabla 5 se presentan los valores de &ngulo de contacto

(AC®) de las diferentes condiciones de anodizado.

Tabla 5. Angulos de contacto (AC®) para cada
condicion de estudio.

Condicion de Estudio AC®
Gli+24,5 21°
Gli+2 55°
Gli+20 37°
Etg+2 47°
Etg+20 30°
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Los resultados presentados en la tabla 5 se obtuvieron luego
de haber aplicado una prueba T de Student para muestras
independientes, para evaluar si existian o no diferencias
significativas entre los dngulos de contacto de cada muestra
tratada con diferentes condiciones de anodizado.

De acuerdo con los resultados obtenidos por esta prueba, se
obtuvo que las muestras anodizadas bajo las condiciones
Gli+24,5; Gli+2 y Etg+20 no mostraron diferencias
significativas entre las medias de los &ngulos de cada
muestra (p > 0,05), por lo cual se trabaj6 con la media de
ambas muestras. Por otra parte, las anodizadas bajo las
condiciones Gli+20 y Etg+2 si presentaron diferencias
significativas (p < 0,05); en este caso, se seleccionaron
aquellas que presentaran la menor desviacion estandar.
Como se pudo notar, en la segunda etapa del anodizado
mientras mayor es el contenido de agua en la disolucion, el
angulo de contacto tiende a disminuir, debido al incremento
en el diametro de los nanotubos; adicionalmente, la
formacion de espacios intertubulares permitié una facil
penetracion del agua a través de la pelicula nanotubular
[15]. Este comportamiento se demostrd con los valores de
&ngulo de contacto de los 4 tratamientos de anodizado en
dos pasos, destacandose la condicion de Etg+20, al ser ésta
la que present6 un mejor mojado, seguido de las
condiciones Gli+20 y Etg+2. Sin embargo, para la
condicion de Gli+2, a pesar de haber alcanzado el mayor
valor en diametro (147,59 nm), fue la que present6 el mayor
a4ngulo de contacto (es decir, un caricter menos
hidrofilico); es posible que, ademés del tamafio del
didmetro, existan otros aspectos interfiriendo en el mojado
de la superficie, como por ejemplo la longitud de las
nanoestructuras formadas [21].

Por otra parte, a pesar de que los resultados de angulo de
contacto indican que las superficies anodizadas en uno y
dos pasos presentan un comportamiento hidrofilico (ya que
0 <90°), en el caso de las condiciones Gli+2, Gli+20, Etg+2
y Etg+20 (anodizadas en dos pasos), se observa que no

hubo una mejora respecto a la condicion Gli+24,5
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(anodizado en un paso), siendo ésta la que obtuvo el menor
angulo de contacto (21°).

El mojado parcial de las superficies que se observo en las
muestras anodizadas en dos pasos describe un
comportamiento intermedio entre los estados de Wenzel y
Cassie-Baxter [6, 22]

Esta diferencia de mojabilidad entre las muestras
anodizadas en uno y en dos pasos también se puede
explicar, por una parte, a que existen diferencias en la
quimica de la superficie [13], y, por otra parte, a la
fotosensibilidad de la capa de TiO: [6, 23]; en este sentido,
cuando la superficie de TiO> (la cual consiste en puentes de
0xigeno) es expuesta a la luz, se crean defectos en la capa
de oxido (vacancias de oxigeno), convirtiendo el Ti** en
Ti**, los cuales reaccionaran con el agua formando grupos
con tendencia hidrofilica. No obstante, para el caso de la
presente investigacion, una vez que las muestras fueron
anodizadas en dos pasos, estas se almacenaron en la
oscuridad, provocando que los grupos hidroxilo

quimisorbidos se reemplazaran con oxigeno del aire.

Efecto de la morfologia nanoestructurada de TiO; sobre la
variacion de la energia superficial.

Las propiedades de una superficie como lo son
mojabilidad, rugosidad, composiciéon quimica y energia
superficial estan relacionadas entre ellas [6]. Aunque las
mediciones de mojabilidad suelen ser suficientes, en
ocasiones se requiere de un conocimiento cuantitativo de la
energia superficial (y,), la cual no es mas que el resultado
directo de las interacciones moleculares entre el liquido y
el sélido. En base a ello, se determind la energia superficial
de las 5 condiciones de estudio, aplicando nuevamente el
método de gota sésil, utilizando como segundo liquido de
ensayo Etilenglicol y empleando la ecuacién de Owens-
Wendt.

En la tabla 6 se exponen los resultados de la energia
superficial de los diferentes tratamientos de anodizado. La
energia superficial refleja el estado de desequilibrio entre

las interacciones moleculares que ocurren en la interfaz
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entre dos superficies (como la interfaz liquido-sélido).
Como se puede notar, en la tabla 6 la muestra Gli+24,5
obtuvo el mayor valor de energia superficial, siendo éste de
81,17 mJ/m2. Por otra parte, dentro de las muestras
anodizadas en dos pasos, las condiciones Etg+20 y Gli+20
fueron las que obtuvieron los valores de energia superficial
mas alta, alcanzandose los 76,68 mJ/m?2 y 70,78 mJ/m?,
respectivamente. Las muestras anodizadas con Etg+2 y
Gli+2 obtuvieron los valores mas bajos: 58,29 mJ/m? y
45,19 mJ/m?, respectivamente. Los resultados de energia
superficial concuerdan con los obtenidos en otras

investigaciones [6, 10].

Tabla 6. Energia superficial de las diferentes
condiciones de estudio.

Condicidn de Estudio Ener%ﬁjfrgg)mc'al
Gli+24,5 81,17
Gli+2 45,19
Gli+20 70,78
Etg+2 58,29
Etg+20 76,68

La variacion de los resultados obtenidos en la energia
superficial se puede deber a la quimica de la superficie. En
este sentido, ésta determina cuales grupos funcionales estan
disponibles para la interaccion con las biomoléculas;
dependiendo del tipo de especies disponibles y de su
exposicion, las biomoléculas pueden tener diferentes
afinidades sobre varias superficies, y al alterar los grupos
funcionales presentes en la superficie, se veran afectados la
mojabilidad y la energia superficial [24]. En este sentido,
durante el anodizado ademas de formarse el compuesto de
TiO,, se pueden incorporar moléculas de OH" a la capa de
6xido (que provengan de los solventes orgéanicos utilizados:
Glicerol y Etilenglicol) [21]. Tanto este grupo funcional
como el compuesto de TiO; presentan un caracter polar, los
cuales tenderan a reaccionar con el agua (es decir, tendran
afinidad por ella), formando el grupo Ti-OH (estos, a su
vez, serviran de puntos de anclaje para los iones calcio,

favoreciendo la formacion del hueso) [6].
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Sin embargo, es evidente la formacion de una capa de 6xido
sobre la superficie del titanio bajo las 5 condiciones de
estudio, es por ello que la diferencia de energias
superficiales se puede deber, ademas, por otros aspectos,
como lo es la topografia superficial. La modificacion
superficial a escala nanométrica, particularmente, una
pelicula de tipo nanotubular, incrementa los contactos
locales entre las células y los implantes, influyendo a su vez
en la adhesion y proliferacién de los osteoblastos, y en el
crecimiento del hueso. De esta manera, la morfologia
nanotubular de la condicién Etg+20 favoreci6 el aumento
en la energia superficial debido al incremento en el area real
(esto es considerando el 4rea tanto externa como interna de
los nanotubos), en comparacion con las condiciones
restantes en las que se presume que la capa nanoporosa que
se encontraba en la parte superior de los nanotubos actuaba
como una barrera ante el mojado de superficies, lo que
reducia el &rea de contacto real del sélido.

Tomando en cuenta que diversos autores han encontrado
que las superficies hidrofilicas tienden a mejorar las
primeras etapas de adhesion, proliferacidn, diferenciacion
y mineralizacion celular (en comparacion con las
superficies hidrofébicas) [24], se puede considerar que
dentro de los anodizados en dos pasos, la muestra Etg+20
es la condicién adecuada para aplicaciones biomédicas
debido a que present6 el mayor valor de energia superficial
(y = 76,68 mJ/m?), lo cual fue evidente al haber alcanzado
el menor valor de 4ngulo de contacto (30°, presentando un
caracter mas hidrofilico), atribuido a su morfologia
nanotubular (sin la presencia de una capa porosa sobre la
superficie que interfiera en el mojado de superficie), asi
como también, por ser sido la muestra que presento el

mayor valor de diametro (Di = 97,26 nm).

CONCLUSIONES

Los parametros operativos para la segunda etapa del
anodizado en dos pasos se fijaron en 1 hora, 30 V' y 0,35%
de NH.F, empleadndose como solventes organicos: Glicerol

y Etilenglicol, con porcentajes de agua de 2 'y 20%.
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Se obtuvieron peliculas nanoporosas y nanotubulares de
TiO2, cuyos diametros internos variaron entre 46,59 -
176,97 nm. Estas morfologias se atribuyen a la diferencia
de viscosidad de los solventes y a la naturaleza
polialcohdlica del Glicerol y del Etilenglicol, inhibiendo asi
la accién por parte de los iones F-. Adicionalmente, el
aumento en el contenido de agua es directamente
proporcional al diametro de los nanoporos y nanotubos, ya
que se favorece la movilidad de las especies ionicas en la
solucion.

La modificacion de la capa nanoestructurada de TiO;
mediante el anodizado en dos pasos y la variacién en la
composicion del electrolito, condujo a la obtencion de
valores de angulo de contacto de 55°, 37°, 47° y 30° para
las condiciones Gli+2, Gli+20, Etg+2 y Etg+20,
respectivamente; mientras que, para la muestra Gli+24,5
(anodizado en un paso), alcanzé el valor de 21°. EI mojado
parcial en las muestras anodizadas en la segunda etapa se
explica por la diferencia en la quimica de la superficie y la
hidrofobicidad inducida de las muestras tras ser
almacenadas en la oscuridad luego del anodizado.

En los anodizados en dos pasos, se obtuvieron valores de
energia superficial de 76,68 mJ/m?, 70,78 mJ/m?, 58,29
mJ/m?y 45,19 mJ/m?, para las condiciones Etg+20, Gli+20,
Etg+2 y Gli+2, respectivamente. Y para la muestra
anodizada en un paso se obtuvo un valor de 81,17 mJ/m?
(condicién Gli+24,5). La variacion en los parametros de
anodizado tiene un efecto sobre la morfologia de la pelicula
nanoporosa/nanotubular, influyendo sobre la respuesta de
los liquidos que se depositan sobre la superficie, asi como
también, sobre la energia superficial al incorporar grupos y
compuestos polares, e incrementando el area de contacto
real.

La muestra que se espera que tenga un mejor
comportamiento para la adhesion y proliferacion celular, es
la tratada bajo la condicién Etg+20, anodizada con
Etilenglicol + 0,35% NH4F + 20% H,0, ya que para ésta se
alcanz6 el menor angulo de contacto, y, por consiguiente,

el mayor valor de energia superficial, lo cual pudo deberse
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a la morfologia nanotubular (sin la presencia de una capa
nanoporosa en la parte superior de los nanotubos) y al

diametro final de las nanoestructuras.
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