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1 Resumen

La utilizacién del magnesio y sus aleaciones como potenciales implantes temporarios ha sido
ampliamente analizada. Sin embargo, la rdpida velocidad de degradacidn del magnesio en el medio
fisiolégico ha traido dificultades a la hora de aplicar estos materiales terapéuticamente. En este
trabajo se analizé el comportamiento de la aleacién AZ91 con un tratamiento superficial de
anodizado para su posible utilizacién como implante temporario. Dicho tratamiento, se realizé con
el objetivo de disminuir la velocidad de disolucidn inicial de la aleacién y obtener un aumento en la
bioactividad inicial. La morfologia y rugosidad superficial fueron analizadas mediante SEM y ensayos
de rugosidad, mientras que la liberacién inicial de hidrégeno gaseoso al medio fue analizada
mediante una técnica de procesamiento de imdagenes digital complementada con la obtencion de
curvas potenciodindmicas en los primeros momentos de inmersién de la muestra en solucidn
fisioldgica simulada (SBF). La caracterizacion in vitro consistié en la inmersidn de muestras con y sin
tratamiento de anodizado durante uno, siete y treinta dias en SBF a 37°C, seguido de un andlisis de
los depdsitos mediante espectroscopia Raman. La caracterizacion electrodinamica fue realizada
mediante las técnicas de espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS) y la obtencién de curvas

de polarizacion.

En el andlisis a tiempos iniciales de inmersidn, se presentd una disminucién en el volumen de
hidrégeno liberado al medio en las muestras anodizadas con respecto a las muestras sin
tratamiento. Asimismo, en los estudios de caracterizacion superficial se hallaron depdsitos de
fosfatos a tiempos menores de inmersidon para las muestras anodizadas. En cuanto al
comportamiento electroquimico, no se observaron diferencias entre las muestras con y sin

tratamiento previo.



2 Objetivos

El objetivo general de este proyecto es estudiar el comportamiento in vitro de un tratamiento de
anodizado sobre aleacién de magnesio AZ91 en medio fisioldgico simulado, para su posible

utilizacién como implante temporario.
Como objetivos particulares se plantea:

e Caracterizar in vitro la disolucidn y generacion de subproductos de degradacién de la
aleacién AZ91 con terminacidn superficial pulida, en SBF.

e Generar 6xidos por anodizado sobre muestras planas de magnesio AZ91.

e Caracterizar in vitro las peliculas superficiales generadas por anodizado mediante ensayos
de bioactividad.

e Analizar la resistencia a la corrosién del sistema modificado, mediante ensayos tipicos de
corrosidn: curvas potenciodindmicas, espectroscopia de impedancia electroquimica en SBF

y a diferentes tiempos de inmersidn.



3 Introduccion

Para disefiar un material cuya funcidn es sustituir con éxito el tejido de un organismo vivo, se debe
considerar la estructura jerarquica del mismo!. La matriz dsea posee componentes organicos e

inorgdnicos que contribuyen por partes casi iguales al peso seco.

El tejido dseo puede describirse como un material compuesto, formado por fibras de colageno
resistentes y flexibles, reforzadas con nano cristales de fosfatos. Las proteinas de colageno de
aproximadamente 200 nm de longitud y 2-3 mm de didametro se auto ensamblan formando
estructuras fibrosas de aproximadamente 500 nm de didametro. En el agrupamiento, las fibras de
coldgeno dejan espacios que son ocupados por monocristales de 10-20 nm de longitud y 2-3 nm de
diametro de mineral hidroxiapatita. La hidroxiapatita (HAP) es un cerdmico parcial o totalmente
cristalino, formado por atomos de calcio, fésforo, e hidrégeno, de acuerdo con la férmula

Ca,0(P04)¢(0OH),. La misma es la encargada de otorgar dureza a la matriz del hueso?.

Cuando se presenta un dafio en un hueso, es necesaria la utilizacién de prétesis ortopédicas para

cumplir con la funcidn de sostén de la estructura dsea durante la recuperacion del mismo.

3.1 Materiales para implantes

Los materiales para implantes pueden ser de diversos tipos: metalicos, ceramicos, poliméricos,
compuestos. Su eleccion dependera de la aplicacion que se le quiera dar, del paciente, de la
disponibilidad en el mercado, entre otros factores. Los materiales a utilizar deben cumplir con la
condicidn de biocompatibilidad, que se define formalmente como la habilidad de un material de
obtener una respuesta bioldgica apropiada para una aplicaciéon determinada en el cuerpo3. De alli
se desprende que no todos los materiales pueden ser bioldgicamente apropiados para todas las
aplicaciones médicas. Todos los biomateriales utilizados como reemplazo de tejido duro o blando

deben satisfacer los siguientes requerimientos®:

— Biocompatibilidad: baja toxicidad intrinseca, reactividad con macromoléculas o
reacciones inflamatorias.
— Bio-funcionalidad: por ejemplo, cumplir con los requisitos mecanicos adecuados a

la aplicacion.



— Poseer resistencia a la corrosién o degradacién adecuada para mantener las
propiedades mecanicas.

— Bioadhesidn: la unién quimica, electroestatica, mecanica o una combinacién de las
anteriores entre la prétesis y el tejido circundante debe mantenerse luego de un
apropiado proceso de curacion.

— Prevencién de adhesién bacteriana.

Los materiales para implantes intracorpéreos se pueden clasificar en “permanentes” o
“temporarios” en funcién de cudnto tiempo permanecen en el cuerpo. En el caso de los implantes
permanentes, se utilizan principalmente para el sistema musculo-esquelético, lentes intraoculares,

miembros artificiales unidos permanentemente e implantes dentales.

La utilizacidn de implantes biodegradables es una de las areas en desarrollo mas importantes de la
medicina®. Un implante biodegradable puede disolverse y absorberse gradualmente luego de la
implantacion. Utilizar materiales que se degradan en el entorno fisioldgico elimina la necesidad de
una segunda cirugia para remover el implante, lo cual es un gran beneficio en términos de reduccion

de morbilidad asociada a una intervencién quirdrgica y a su vez una disminucién de gastos en salud.

En el caso particular de los implantes temporarios para aplicaciones ortopédicas, ademas de la
biocompatibilidad, es necesario el cumplimiento de otras dos condiciones presentadas a

continuacion:

i- Estabilidad adecuada durante el proceso de curaciéon de la fractura. Se requiere que el
material posea la resistencia mecanica suficiente para mantener la estructura de la
pieza fracturada hasta que se lleve a cabo la formacién del callo o la cura de la fractura

ii- Degradacién del implante y regeneracion completa de la estructura ésea en el lapso de
doce a quince meses. Es necesaria una moderada y homogénea degradacion en

equilibrio con el proceso de curacion ésea.

3.1.1 Metales para aplicaciones biomédicas

Los metales son materiales inorgdnicos que poseen enlaces metdlicos no direccionales con
electrones de alta movilidad. Ademas de su capacidad para conducir electricidad, los metales son

resistentes a la traccidn y ala compresidn y pueden ser procesados en formas complejas con relativa



facilidad. Los implantes a base de metales se utilizan principalmente ya sea para la sustitucién total
de articulaciones como la cadera, la rodilla o el hombro, como para la fijacidon de fracturas en forma
de clavos, tornillos o stents. Ademads, en el campo de la cirugia odontoldgica se utiliza el titanio como

placas y tornillos para la fijaciédn de coronas dentales®.

Los metales son los mds adecuados para aquellas aplicaciones en donde el material es sometido a
cargas, debido a que poseen una buena combinacién de resistencia mecanica y a la fractura. Sin
embargo, la mayoria de las aleaciones metalicas quirldrgicas convencionales son sensibles a la
corrosidn, generando productos que pueden ser considerados potencialmente peligrosos para el

cuerpo humano.

En el desarrollo de este trabajo se analizara la utilizacién de una aleacién de magnesio para ser

utilizada como material para implantes temporarios para protesis ortopédicas.

3.1.2 Corrosion implantes metalicos

La corrosidn es un proceso electroquimico destructivo resultado de la reaccidon entre un metal o una
aleacion metdlica y el ambiente. Durante este proceso se vuelve al metal a su estado

termodinamicamente mas estable.

Todo proceso de corrosién involucra la trasferencia de carga eléctrica entre dos electrodos en
contacto con soluciones conductoras. El proceso consta de una reaccién de oxidacion, en el anodo,
y una reaccién de reduccién, en el cadtodo, involucrando transferencia de carga de electrones y
dando lugar a la degradacion del metal que se comporta como anodo. Dicha degradacidn ocurre en
la superficie del metal, liberando iones del metal en un estado de oxidacidn mayor, y liberando
electrones al seno del metal, que migran a la superficie donde reaccionan con especies en el
electrolito (por ejemplo, la reduccion de H+ o de H,0). En las Eq. 1 y 2 se presentan como ejemplo
la oxidacién de un metal M en un medio acido y la correspondiente reduccidon de protones. Un

esquema de este proceso se presenta en la Figura 1.
M - M*™ 4+ ne~ Reaccién anddica (Eq. 1)

nH* + ne™ —» H, Reaccién catddica (Eq.2)



HCI solution

Metal
M

Figura 1. Diagrama de disolucién del metal M en un medio acido.

En un electrolito acuoso la superficie del metal alcanza un potencial Ecorr o potencial mixto, que
depende de la habilidad y la velocidad con la que los electrones pueden ser intercambiados por las
reacciones catddicas y anddicas. A medida que el potencial aumenta de Ecorr a un potencial mayor,
la velocidad de corrosién generalmente aumenta ya que el mismo crece como fuerza impulsora de
la corrosidn. Muchos metales presentan una zona de pasivacién luego de alcanzado un determinado
potencial (Ep) donde el dxido formado en la superficie del material actia como una barrera a la
reaccién anddica. Dependiendo del potencial o del poder oxidante de la solucién una aleacién puede
existir en el estado pasivo por encima de Epp o en el estado activo debajo de la misma. En la Figura
2 se puede observar el comportamiento tipico de un metal M que presenta pasivacion en un

determinado medio corrosivo’.
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Figura 2. Curva de polarizacion tipica de un metal M en un medio corrosivo.

3.1.3 Magnesio como biomaterial

El uso de aleaciones de magnesio como prétesis biodegradable inicié al poco tiempo del
descubrimiento del magnesio elemental por Sir Davy en 1808. A partir de ello, se realizaron cirugias
para tratar diversos tipos de fracturas hasta mitad del siglo XIX, donde debido a efectos adversos
generados por la falta de control en la liberacién de hidrégeno durante la degradacion de las
protesis, no hubo mas reportes de su uso en implantes ortopédicos. A partir del 2010 con el
desarrollo de la tecnologia de aleaciones y modificacién superficial resurgio el interés en la

aplicacién del Mg como implante biodegradable®.

Una de las principales ventajas del Mg es que la liberacién del mismo durante la degradacion no
generaria efectos adversos en el paciente, por el contrario, un déficit de magnesio esta asociado

con la aparicién de osteoporosis.

Por otra parte, su bajo peso y densidad le otorgan propiedades mecanicas muy similares a las del
hueso humano como se presenta en la Tabla 1. El mdédulo eldstico del magnesio es cercano al del

hueso lo que representa una ventaja respecto a otros materiales metalicos utilizados como
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implantes. Esto se debe a que evita el lamado stress shielding, es decir, la diferencia entre mddulos
elasticos de la prétesis y el hueso que hace que la carga sea absorbida por el material, impidiendo
la remodelacién del hueso®. Ademas, el magnesio se une fuertemente a los fosfatos, por lo que

influencia en la deposicidn de la hidroxiapatita incentivando la formacion de tejido éseo?®.

Propiedad Magnesio Hueso natural
Densidad(g/cm?3 ) 1.74-2.0 1.8-2.1
Madulo Elastico, E (GPa) 41-45 3-20
Tension de fluencia en
65-100 130-180
compresion (MPa)
Tenacidad a la fractura
15-40 3-6
(MPam'/2)

Tabla 1. Propiedades del Magnesio y del hueso natural.

En ambientes fisioldgicos, el magnesio y sus aleaciones se degradan de acuerdo a las siguientes

reacciones:

e Reaccién anddica: Mg —» Mg?* +2e~  (Ec.3)
e Reaccidn catddica: 2H,0 + 2e™ - H, T +20H~  (Ec.4)
e Formacién de producto de corrosién: Mg?t + 20H~ —» Mg(OH), (Ec.5)

Como puede observarse en la reaccién catddica, uno de los productos de corrosién que se libera en
el medio es hidrégeno gaseoso. Una produccién elevada de dicho gas en un corto periodo de tiempo
conlleva a inflamaciéon y dolor en la zona de implantacidn, ya que el cuerpo humano no puede

absorber o metabolizar el H, generado si su concentracién es mayor que 0.01 mL cm™ por dia*™.

Se ha demostrado que, a una baja concentracion, los productos de degradacion del Mg no tienen
efectos adversos sobre la viabilidad de los osteoblastos. Por otro lado, también se determind, que
cambios en el pH local pueden influenciar negativamente la viabilidad de las células, lo cual es una

desventaja ya que existe un aumento del pH asociado a la disolucién de Mg*2. Sin embargo, se ha

12



proporcionado evidencia preliminar de que el Mg podria eliminar las condiciones fisiopatoldgicas
asociadas con la lesion producida durante la intervencidn quirurgica si la tasa de degradacion del
implante se controla adecuadamente. Es asi que, controlando la concentracién extracelular de Mg?*
y por lo tanto el pH local dentro del tejido y la acumulacion de gas hidrégeno, ambos criticos para
la bioactividad y biocompatibilidad del implante, se puede lograr el uso exitoso de Mg como material

biodegradable. 13

La velocidad de disolucién de las aleaciones de magnesio puede ser potencialmente controlada por
cambios en la metalurgia, la microestructura y los tratamientos de superficie. Una de las

herramientas para mejorar la resistencia del magnesio es el uso de aleantes en la composicién.

3.1.3.1 Aleacion de magnesio AZ91D

En el desarrollo del presente trabajo se utilizara aleacidon de magnesio AZ91D. Las iniciales de esta
aleacidn corresponden a sus dos principales aleantes: 9% en peso de Al y 1% en peso de Zn.
Generalmente se agrega la letra mayuscula D al final del nombre para identificar la composicion de
la aleacion como la registrada en ASTM, la cual presenta una microestructura compuesta
mayoritariamente por fase alfa (matriz de Mg metadlico) y puede presentar un porcentaje de fase
beta (intermetdlico Mgi,Al1,). En estas aleaciones, el aluminio se agrega con el objetivo de mejorar
la respuesta a la corrosidon al actuar como elemento pasivante y de aumentar la colabilidad y
resistencia mecanica de la aleacidon*. Puede encontrarse tanto en solucidn sdlida en la matriz, como
en forma de precipitado en la fase Mgis7Al12. En ambas formas puede disminuir la velocidad de
corrosién de la aleacidn, y esto dependera de la proporcién, tamafio y distribucién de cada fase?®,°.
El Zn, en cambio, se agrega para incrementar la tolerancia y reducir los efectos de las impurezas, en
el caso de que el limite de tolerancia se haya superado. También se encuentra presente en solucion
sélida en a, y de existir, en B’. Luego, la distribucidn de los elementos de aleacién presentes y la
microestructura resultante en la elacidn, influencian la resistencia a la corrosién y morfologia de la

misma?®.

La seleccién de elementos de aleacién en aleaciones biodegradables de magnesio debe tener en
cuenta su biocompatibilidad acompafiado de una mejora en sus propiedades mecanicas. La adicion
de elementos de aleacién puede mejorar la resistencia del magnesio en términos de endurecimiento

por solucidn sdlida y refinamiento de grano.
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3.2 Anodizado

El anodizado es un proceso electrolitico que puede producir una pelicula de 6xido estable y
protector con espesor ajustable de nanémetros a micrémetros en varios metales incluido el
magnesio y sus aleaciones. En una celda electrolitica se genera corriente directa mediante una
fuente de poder que proporciona corriente uniforme desde el anodo metilico (electrodo de trabajo)
hasta el catodo (contraelectrodo), que inicia el crecimiento de una capa de 6xido en la superficie del
metal'®,?’. Este proceso puede ser a corriente constante o a potencial constante, en este trabajo se

utilizé este ultimo.

El proceso de anodizado se realiza tanto para controlar la velocidad de corrosion del material como
para modificar las propiedades superficiales del mismo, modificandose su rugosidad, topografia,

composicion superficial y mojabilidad de la superficie.

El comportamiento durante el anodizado del magnesio y sus aleaciones y las caracteristicas del film
resultante son fuertemente influenciados por los parametros de proceso: magnitud del voltaje y

corriente aplicados, la duracién, el electrolito, temperatura, etc?!

Cuanto menor cantidad de defectos presentes en el recubrimiento, mejor serd la resistencia a la
corrosidn. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que siempre existen defectos en el 6xido ya sea por
separacion de fases metallrgicas, por pre-tratamientos mecdnicos, por la geometria de la pieza o
por la estructura porosa inherente del proceso de anodizado. En la Figura 3 se presenta un esquema

de la microestructura de un recubrimiento realizado mediante anodizado y su versién simplificada.

""1 6 0 | Anodizado |4 ﬁ‘ A e ' ﬁodizado

anodizado

Figura 3. Esquema de la microestructura de un recubrimiento realizado mediante anodizado (a) y su version
simplificada (b) (Blawert, Dietzel, Ghali, Song “Anodizing tratments for magnesium alloys and their effect on corroion
resistance in various eniroments” Advanced engineering materials, 2006).
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Estos defectos presentes en la microestructura del anodizado, pueden dar lugar a corrosién

localizada en la superficie del substrato?2.

3.3 Técnicas de caracterizacion

A continuacion, se presentan aquellas técnicas principales utilizadas para la caracterizacion de las

muestras estudiadas en el presente trabajo.

3.3.1 Perfilometria y rugosidad

Todas las superficies reales, por mas perfectas que sean, presentan particularidades que son marca
del método empleado para su obtencién, por ejemplo: torneado, fresado, rectificado, etc. Las
superficies se presentan como un conjunto de irregularidades con espaciamiento regular o irregular
qgue tienden a formar un patréon o textura que forman la topografia de un material. Dicha
caracteristica es un factor muy importante con influencia sobre la morfologia, auto-orientacién y
proliferacion de las células en torno al biomaterial. Las superficies rugosas, texturadas o porosas
pueden estimular la adhesion celular y la formacion de matriz extracelular, asi como también
disponen de mayor superficie para la adhesidn de proteinas?®. Es por ello de vital importancia tener

conocimiento de la perfilometria y rugosidad de la superficie en estudio.

El equipo mas utilizado para medir topografia superficial es el rugosimetro, cuyo principio de

funcionamiento esta esquematizado en la siguiente figura.
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Figura 4. Principio funcionamiento rugosimetro.

Sobre una base se coloca un dispositivo de nivelacidn/sujecidn/alineacién sobre el que se coloca la
pieza a medir, un palpador con una punta cdnica con un radio esférico muy pequefio recorre una
corta distancia sobre la que se desea medir la rugosidad, el palpador es movido por el dispositivo
de alimentacién que estd montado sobre una columna. Mediante un transductor estos movimientos

verticales son convertidos en una sefial eléctrica que se amplifica y se ven plasmados en un grafico.
Dos parametros muy utilizados para la medicion de la rugosidad son Ra y Rz.

El pardmetro Ra también conocido como rugosidad media aritmética, estd definido como la media
aritmética de los valores absolutos de las coordenadas de los puntos del perfil de rugosidad en

relacién a la linea media dentro de la longitud de medicién Lm como se muestra en la Figura 5:
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As = Areas superiores EAS _ ZAi

Al = Areas inferiores
Ag= Area total A= EAS + EAi

Figura 5. Obtencion del parametro Ra.

El pardmetro Ra es muy utilizado cuando es necesario el control de la rugosidad dada la facilidad de
obtencidn del resultado, sin embargo, no define la forma de la irregularidad de un perfil, de esa
forma se pueden obtener un valor de Ra practicamente igual para superficies con procesos de
acabado diferentes. Es por ello que utilizan también otros pardmetros como son la rugosidad parcial

y la rugosidad media.

La rugosidad parcial (Zi) es igual a la suma de las ordenadas (en valor absoluto) de los puntos mas
alejados de la linea media dentro de cada médulo como se muestra en la figura. En la representacion
grafica del perfil, esquematizada en la Figura 6, este valor corresponde a la distancia entre los
puntos maximo y minimo del perfil dentro del recorrido correspondiente a cada mddulo de

medicidn Le.

Iv Sxle =Im
it

Figura 6. Obtencion del parametro Z.
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La rugosidad media (Rz) es la media aritmética de los valores de rugosidad parcial Zi

correspondientes a cada uno de los cinco mddulos integrantes de la longitud de medicién.

El gran interés que se tiene en el conocimiento de la rugosidad superficial radica en el hecho de que
esta influye en la interaccidon que el implante posee con el tejido dseo, pero fundamentalmente,
porque afecta la capacidad que tiene la apatita para formarse sobre el material en estudio. Ademas,
la topografia de la superficie de un implante es un factor muy importante con influencia directa

sobre la morfologia, auto-orientacién y proliferacion de las células en torno al biomaterial?.

3.3.2 Procesamiento digital de imagenes

Se utilizaron técnicas de procesamiento digital de imagenes con el soporte del Laboratorio de
Procesamiento Digital de imdagenes del ICYTE-CONICET-UNMdP, para cuantificar el volumen de

burbujas que se desprenden de una superficie durante un lapso de tiempo.

Para la obtencién de los pardmetros sobre la secuencia de imagenes binarias que contienen las
siluetas, se lleva a cabo un seguimiento de objetos a través del tiempo. Los objetos a seguir se
modelan como puntos a través del calculo de su centroide; no se considera su apariencia respecto
a descriptores de brillo y textura local, sino que se monitorean sus caracteristicas cinematicas como
su posicidn y velocidad. Tras la ocurrencia del primer desplazamiento significativo del centroide de
cada burbuja respecto de su posicién inicial, se considera que la burbuja se desprendié del metal y
se mide en el instante previo las caracteristicas geométricas de la burbuja, principalmente su radio.
Los datos obtenidos para todas las burbujas se almacenan en registros y al terminar el video se
calculan los valores promedio para las medidas de interés: radio, area de la silueta, volumen de las

burbujas y cantidad de burbujas por unidad de tiempo.

3.3.3 Espectroscopia Raman

La espectroscopia Raman es una técnica fotdnica de alta resolucion que se basa en el principio de
gue ocurre un cambio en la longitud de onda de la luz cuando el haz de luz es desviado por
moléculas. Se trata de una técnica de caracterizacién superficial no destructiva donde se obtiene

informacién acerca de los compuestos presentes.
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El espectro Raman se obtiene irradiando una muestra con una potente fuente laser de radiacion
monocromatica visible, ultravioleta o infrarroja y con un espectrometro adecuado que registra la
radiacion dispersada. Para que una radiacion sea activa en el efecto Raman debe cambiar la
polarizabilidad de la molécula. Es decir, la nube electrdnica de la molécula debe deformarse mas
facilmente en un extremo que en el otro durante la vibracién o la rotacion. Los cambios de
frecuencia en la luz dispersada son caracteristicos del material analizado e independiente de la

frecuencia de la luz incidente. Los modos de vibracién de las moléculas orgdnicas e inorganicas

ocurren en un rango de 4000 — 100 cm ™~ 125,

Esta técnica permite la caracterizacion de los compuestos presentes en las muestras, permitiendo

la identificacién de indicadores de bioactividad (ej. hidroxiapatita).

3.3.4 Microscopia electronica de barrido (SEM)

La microscopia electrénica de barrido (Scanning Electron Microscopy, SEM) consiste en la
aceleracion de un haz de electrones procedentes de un filamento, el cual es localizado mediante
lentes electromagnéticas hacia una muestra. De la interaccidén que se produce entre los electrones
con el objeto de estudio, se desprenden una serie de sefiales que son recogidas y amplificadas,

permitiendo obtener informacién morfolégica de la muestra®®.

Es una técnica que aporta imagenes de gran resolucién y por lo tanto permite la observacidn de los

detalles de la superficie de la muestra.

3.3.5 Ensayos electroquimicos

3.3.5.1 Espectroscopia de impedancia electroguimica

La técnica de espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS), es un método electroquimico
utilizado en estudios de corrosidn. Se trata de un ensayo no destructivo si se lleva a cabo en el
entorno del potencial de corrosidn. El principio de su funcionamiento se basa en la respuesta del

potencial a pequefios cambios de amplitud de potencial a una amplitud de frecuencia muy variable.

La respuesta de la corriente dependiente del tiempo I(t) de la superficie de un electrodo frente a un
potencial variable V(t) puede expresarse como una impedancia dependiente de la frecuencia

angular Z(w).
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Z(w) = V(1) /(1)

Donde,

V(t) = Vo sen(wt)

I(t) = lo sen (wt + 0)

0 = dngulo de fase entre V(t) y I(t).

La impedancia Z(w) puede expresarse en términos de real Z’'(w) e imaginaria Z"'(w), cuyo

comportamiento se ve en los graficos obtenidos mediante esta técnica:

Grafico de Bode: representan médulo de la impedancia (|Z|) vs logaritmo de la frecuencia (log f) y

el angulo de fase (0) vs log f.

Grafico de Nyquist: es en el plano complejo y corresponde a graficar la opuesta de la componente

imaginaria de la impedancia total (-Z") vs la componente real de la impedancia total (Z').

En la Figura 7 se presentan representaciones esquematicas de dichos graficos.

0 10! 0w w' 102 10* 0
Frequency (Hz)

Frequency (Hz)

Figura 7. Representaciones de graficos de Nyquist (izquierda) y de Bode (derecha).
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En el caso de los estudios de corrosidon que utilizan EIS, los espectros de impedancia obtenidos
suelen ser analizados mediante circuitos eléctricos equivalentes compuestos por componentes tales
como resistencias (R), capacitancias (C), inductancias (L), etc, que deben correlacionarse con el
sistema fisico bajo estudio. Estos circuitos son denominados “circuitos eléctricos equivalentes” y de
ellos se obtienen valores de diferentes parametros eléctricos. Dichos valores son utilizados para
obtener informacién de mecanismos de corrosién y caracterizar las peliculas formadas sobre los

materiales.

En el grafico de Nyquist se presenta un semicirculo con frecuencia creciente en el sentido contrario
a las agujas del reloj. A frecuencias muy elevadas la componente imaginaria desaparece y deja solo
la resistencia a la solucidn. Asi también, a frecuencias muy bajas, la resistencia que queda es la

resistencia a la polarizacién. Al mismo tiempo, el grafico de Bode presenta resultados andlogos?’.

La interpretacidon de los datos experimentales de los espectros de impedancia con un modelo
eléctrico que describe la interface metal/recubrimiento, permite un mejor entendimiento del
deterioro que sufren los sistemas bajo analisis. Los elementos presentes en los circuitos eléctricos
equivalentes propuestos para modelar las impedancias deben estar en concordancia con los
eventos fisicos que pudieran tener lugar. De todas las combinaciones de elementos posibles, se
selecciona la mas simple que permita explicar el paso de corriente existente desde el electrolito
hacia el metal base. Con este objetivo, se utilizan elementos de fase constante (CPE por sus siglas
en inglés) en lugar de capacitancias en los casos en los que los valores de dngulo de fase (8) adopta
valores diferentes a -90°. La impedancia para el elemento CPE, llamada Zcpe, puede escribirse

como?®:

1
Zcpg = QW) (Ec.6)

Donde Q (pseudocapacitancia) y a son los parametros del CPE, independientes de la frecuencia, i es

la densidad de corriente y w la frecuencia.

El CPE es, en general, atribuido a la reactividad y/o inhomogeneidad superficial, rugosidad o
geometria del tipo fractal, porosidad del electrodo y a distribuciones de corriente y potencial

asociadas con la geometria del electrodo?. Como Q no puede representar la capacitancia cuando
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a<1, puede relacionarse con la capacidad efectiva (Ceff) del recubrimiento analizado, aplicando una

distribucion superficial de elementos que conllevan a la siguiente ecuacién®:

—-a

Rsol.Rrec
) a  (Ec.7)

Rsol+Rrec

eff—Q(

Donde Rso. es la resistencia de la solucién del medio empleado como electrolito y Rrec es la

resistencia del recubrimiento.

3.3.5.1.1 Test Kramers-Kronig linear

El analisis de Kramers-Kronig genera un grafico del residuo entre la parte real y la parte imaginaria
de laimpedancia obtenida experimentalmente. Las relaciones de Kramers-Kronig estudian la validez

de las medidas de impedancia (EIS).

La teoria de transformacidn de K-K afirma que los datos reales e imaginarios de impedancia deben
contener la misma informacion. Los valores imaginarios, pueden obtenerse de los reales, y los
valores reales pueden obtenerse de los imaginarios mediante la transformacién de Kramers-Kronig

como se muestra en el siguiente esquema®

- K-K

z &\\q___’ Transform z .-_-' ‘_\
| log(w) log(w)
r*l Nz

—
Trﬂnsfc.u'm rl_\\.‘:

logiw) leg (w)

Figura 8. Esquema de transformacion Kramers-Kronig.

El espectro transformado final, debe ser idéntico al original. Si los espectros no son iguales, esto

sugiere un problema con los datos originales.
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3.3.5.2  Curvas de polarizacion

Un material conductor en un electrolito adquiere un potencial de corrosién o potencial mixto una
vez que se estabiliza, y en su superficie coexisten las reacciones anddicas y catddicas. Sin embargo,
las corrientes asociadas a estas reacciones son exactamente iguales en magnitud pero de sentido
inverso, por lo que no hay una corriente neta que medir ya que la velocidad de oxidacion es igual a
la velocidad de reduccién. Para poder realizar una curva de polarizacién se aplica un sobrepotencial
positivo o negativo respecto al potencial de corrosion, y una de las reacciones se ve favorecida
frente a la otra. En las curvas obtenidas mediante polarizaciéon potenciodinamica se registra la
respuesta de la corriente en funcidn del potencial aplicado. El ensayo comienza barriendo el
potencial lentamente a potenciales menores al Ecorr. Y luego, a potenciales mayores a la Ecorr se
obtiene una polarizacién anddica, es decir que se corroe el sustrato. Por ultimo, al alcanzar un
determinado valor limite de potencial, el barrido se invierte. Los resultados obtenidos se grafican
como potencial (E, V) vs la densidad de corriente (en escala logaritmica, en A/cm?) como puede

observarse en la Figura 2.

Las curvas de polarizacién obtenidas mediante este ensayo aportan informacién acerca del proceso
de corrosiéon en una condicion simulada que puede correlacionarse con el comportamiento

electroquimico que tendra el material in vivo. La técnica es una técnica destructiva.
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4  Experimental

4.1 Materiales y soluciones

4.1.1 Sustrato

Se utilizd una aleacion de magnesio AZ91D en forma de chapas de 0,8 cm por 2,5 cm de area
rectangular. El proveedor de la aleacidn fue Shaanxi, China. En la Tabla 2, se presenta la composicion

quimica de la aleacion.

Elemento Mg Al Zn Mn Ni Fe

Valores en % p/p 89.663 9 1 0.33 0.002 0.005

Tabla 2. Composicion quimica aleacién magnesio AZ91D.

En la Figura 9 se muestra la geometria utilizada.

Figura 9. Geometria de Magnesio AZ91 utilizada.

Para tener una superficie repetitiva y homogénea se procedié a lijar las muestras con papeles
abrasivos, aumentando la graduacion del medio agresivo desde una lija de SiC de granulometria 400
al agua, luego una de 600, 1000 y 1200 siempre teniendo en cuenta el cambio de orientacién a 90
grados en cada cambio de lija. Este tratamiento se realizé para retirar el éxido formado previo a la
recepcion del material y obtener sustratos con una rugosidad uniforme. Luego se procedio a limpiar

la muestra con agua y se colocd en el contacto de la celda de anodizado para iniciar el proceso.
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4.1.1.1 Anodizado

Durante el proceso de anodizado se utilizd una celda de polietileno (Figura 10) de dos electrodos:
un contra-electrodo de platino y la aleacién de magnesio como electrodo de trabajo, conectado a

una fuente CONSORT modelo ev 231.

Para este estudio se utilizé como electrolito una solucién de KOH 5mol/L a un potencial constante
de 5 V durante 40 minutos. Para llegar a definir estos pardmetros, se analizaron diferentes
electrolitos (NaOH y KOH) asi como también diferentes tiempos de anodizado y potenciales (3 y 5

V).

Figura 10. Celda utilizada para la realizacion del anodizado.

Finalmente, una vez efectuado el anodizado, el sustrato fue retirado con una pinza y lavado con

etanol para ser posteriormente secado con flujo de aire caliente.

4.1.2  Solucidn fisioldgica simulada (SBF)

La Solucion Fisiolégica Simulada (Simulated Body Fluid, en inglés, SBF) consiste en una solucién con
una concentracién de iones inorganicos similar a la del plasma humano como puede apreciarse en
la Tabla 3. Para realizar los ensayos de inmersién en este trabajo se utilizd la versién revisada de la

SBF32,
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Medio /| Nat K* Mg2*t | ca?t a HCO3 | HPO;™ | SO3
Conc. lones

Plasma 142.0 5.0 1.5 2.5 103.0 27.0 1.0 0.5
humano

SBF 142.0 5.0 1.5 2.5 103.0 4.2 1.0 0.5

Tabla 3. Concentracion de iones en plasma humano y en SBF.

Para preparar 1L de SBF se utilizé agua de ionizada como solvente y se agregaron los reactivos
(presentados en la Tabla 4) en un matraz aforado, agitdndolo de manera que no se formen

precipitados.

NaCl Kl caCl, | MgCl,.6H,0 | K,HPO, NaCOs TRIS *

8.053 g 0.224g 0.278g 0.305g 0.174 g 0.353g 6.057 g

*TRIS: Hidroximetilaminometano (CH;OH);CNH,,

Tabla 4. Reactivos utilizados en preparacion de SBF.

Por ultimo, se utilizd HCl concentrado para ajustar el pH entre 7.25 y 7.35. La SBF debid ser

preservada en una botella de vidrio dentro de la heladera.

4.2 Caracterizacion de las muestras

En esta seccidn se detallaran los parametros utilizados para la caracterizacion electroquimica, de

superficie de bioactividad y morfolégica de las muestras desnudas y anodizadas.

4.2.1 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Se tomaron imagenes de las muestras con y sin anodizado mediante la técnica de Microscopia
Electronica de Barrido (SEM) con un microscopio JEOL JSM-6460LV (Japdn) para observar la

superficie de las muestras y cambio con el anodizado
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4.2.2 Perfilometriay rugosidad

La textura superficial fue registrada mediante un rugosimetro de marca Taylor Hobson de 25 mm
de longitud de exploracién. Con la utilizacién de este equipo se pudo apreciar rdpidamente el efecto

que generd el anodizado en la superficie del sustrato.

4.2.3 Procesamiento digital de imagenes

Para la obtencion de imagenes durante la inmersion del sustrato en SBF se utilizé un sistema como

el que muestra en la Figura 11.

En primer lugar, se procede a la filmacién de la superficie del material al momento de su inmersiéon

en solucidn fisioldgica simulada utilizando una camara de alta precision.

Posteriormente, se utiliza un software apropiado donde cada imagen es procesada mediante
técnicas de morfologia matematica en niveles de gris para resaltar las burbujas. Luego, se aplica una
umbralizaciéon para obtener las siluetas de las burbujas y se refina la deteccién aplicando

operaciones de morfologia matematica binaria.
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Figura 11. Disposicion de elementos en la toma de imagenes para procesamiento digital.

La disposicion de los elementos utilizada permitié obtener el aumento deseado para el correcto

procesamiento digital posterior de las imagenes.

En la Figura 12, se presenta una captura del software utilizado para la determinacién cuantitativa

del volumen de burbujas de hidrégeno liberados para un drea determinada.
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Figura 12. Captura del software utilizado.

A partir de la delimitacidn de dreas en funcidn de variables como forma, contraste claro-oscuro se

obtuvieron las siguientes variables a cada tiempo:

e Volumen de burbujas presente: hace referencia al volumen de burbujas presente en el drea
en estudio en el instante que se toma la medicién.

e Tasa de liberacidn: este pardmetro corresponde al volumen de burbujas que deja de estar
en el drea en estudio con respecto al tiempo anterior.

e Volumen liberado: corresponde a la tasa de liberacion total de burbujas hasta el tiempo

determinado.

4.2.4 Curvas potenciodinamicas

Complementariamente al analisis digital de imdagenes, se realizaron ensayos para la obtencidn de
curvas potenciodindmicas en muestras desnudas y anodizadas (tres en total), sin tiempo previo de
inmersion en SBF, con el objetivo de analizar el comportamiento electroquimico del sustrato en el
primer instante en contacto con la soluciéon. Luego de una estabilizacién del potencial de corrosiéon
de 60 segundos para cada muestra, se obtuvieron las curvas de potenciodinamicas con una
velocidad de barrido de 2 mV/s comenzando a un potencial 0.5 V por debajo del Potencial de

corrosion hasta un potencial final de -2V.

29



4.3 Estudios in vitro

Para determinar las propiedades de corrosiéon de los sistemas se realizaron ensayos electroquimicos

de inmersién en SBF luego de diferentes tiempos de inmersion.

Debe tenerse en cuenta que los ensayos in vitro debieron realizarse luego de como minimo un dia
de inmersidn en SBF dado que en trabajos previos de grupo®? se midio la estabilidad de la aleacién
AZ91 en soluciones fisioldgicas simuladas y se llegd a la conclusién que luego de veinticuatro horas

de inmersidn el potencial de equilibrio era estable.

4.3.1 Ensayo de bioactividad in vitro

Para analizar la bioactividad in vitro se procedié a poner en inmersién en SBF muestras desnudas y
anodizadas por uno, siete y treinta dias dentro de la estufa a 37°C (para simular las condiciones del
cuerpo humano). Este ensayo se realizd por cuadriplicado para cada condicion. Estas muestras
fueron utilizadas para ensayos electroquimicos y para analisis de los productos de degradacidn y
depdsitos por Microscopia Raman, y se compararon con los resultados obtenidos para el material

sin inmersién cuando correspondia.

Para la realizaciéon de este ensayo se siguid el protocolo establecido por Kokubo?® donde se
especifica el volumen necesario de SBF en ml para el drea de las muestras en mm?segun la siguiente

ecuacion:

Vs=Sa/10

Donde Vs es el volumen de SBF en mly Sa es el drea aparente de la muestra (mm?). En este caso se

utilizé un volumen de 80mL (conservativo).

En el caso de las muestras desnudas se sumergio la totalidad de la muestra en la SBF como se
muestra en la Figura 13. Para las muestras anodizadas se mantuvo en inmersion la parte anodizada

de la muestra.
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Figura 13. Muestra desnuda (izquierda) y anodizada (derecha) en inmersion en SBF.

4.3.2 Microscopia — Espectroscopia Raman

Mediante esta técnica pudieron identificarse las diferentes fases presentes en el sustrato desnudo
y luego del anodizado. Ademas, se analizd la presencia de productos de degradacion luego de la

inmersion en medio fisioldgico y la aparicion de depdsitos de hidroxiapatita.

Para dicho analisis se utilizé un equipo Reflex confocal (Renishaw RM 2000, UK). El laser con el que
se contd fue de 785 nm, potencias de 1, 5y 10 % y un aumento de 50x. El barrido se realizé desde

100 cm™ hasta 1400 cm™.

4.3.3 Ensayos electroquimicos

Para la realizacién de los ensayos electroquimicos se utilizé la unidad electroquimica Gamry
Reference 600 Potenciostat/Galvanostat/ZRA (Gamry Instruments, USA) y una celda de polietileno
con un electrodo de referencia calomel saturado (ECS) en KCl., un contraelectrodo de platinoy como

electrodo de trabajo el material a analizar.
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Previamente al inicio del ensayo se procedié a desoxigenar la SBF mediante el burbujeo durante 10
minutos con nitrégeno gaseoso, con el objetivo lograr una concentracién de oxigeno semejante ala

del plasma humano.

Aligual que los ensayos de inmersidn, todos los ensayos electroquimicos se realizaron con inmersion
de las muestras en SBF y por cuadruplicado, con el objetivo de verificar reproducibilidad de las

condiciones a cada tiempo de inmersién.

En la Figura 14 se puede observar la disposicidn de la celda de trabajo utilizada.

Se registraron potenciales de circuito abierto durante 1200 segundos para registrar la estabilidad
en el mismo. A continuacion, se realizaron ensayos de espectroscopia de impedancia electroquimica
y finalmente se realizé una polarizacién potenciodinamica, luego de 600 segundos de registro del

potencial entre ensayos.

Figura 14. Celda utilizada para ensayos electroquimicos.
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4.3.3.1 Espectroscopia de impedancia electroquimica

En este trabajo el barrido de frecuencias utilizado fue de una frecuencia inicial de 2000 Hz a una
frecuencia final de 0.025 Hz, modulando el potencial a +10 mV rms en torno al potencial de

corrosion. Se tomaron 10 puntos por década.

4.3.3.2  Polarizacion potenciodindmica

Se realizd la curva de polarizacion barriendo el potencial a una velocidad de barrido de 1mV/s,
comenzando a 0.15 mV por debajo del potencial de corrosion (curva catddica) y alcanzando un
potencial 0.5 mV mayor que el potencial de corrosidn (curva anddica) para luego regresar al

potencial de corrosion y dar por finalizado el ensayo.
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5 Analisis de resultados y discusion

5.1 Caracterizacion superficial

511 SEM

Para la caracterizacidn de la superficie se tomaron imdagenes de la misma desnuda y anodizada
(Figura 15) a distintos aumentos con un microscopio electrénico de barrido. En todos los casos se

utilizaron muestras sin inmersion en SBF.

Desnudo Anodizado

X100

X188 188xm 19 /38 SEI

X168 108 mm

X1000

[——
1850y

Figura 15. Imagenes SEM para: a) muestra AZ91 desnuda con zoom x100 b) muestra AZ91 desnuda con zoom x1000
c) muestra anodizada con zoom x100 d) muestra anodizada con zoom x1000.
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En las fotografias correspondientes a las muestras desnudas (a) y b)) pueden observarse las lineas
de pulido y el sentido de las mismas. Luego del tratamiento de anodizado la superficie de la aleacion
de magnesio AZ91 (figuras c) y d)) se encuentra cubierta de capas de éxido en forma de micro
|aminas. Puede observarse una superficie completamente cubierta y con una morfologia bastante

regular Puede observarse también como se presentan grietas y fisuras en la pelicula formada.

5.1.2 Rugosidad

En las Figuras 16 y 17 se pueden observar los perfiles de rugosidad para las muestras desnuda y
anodizada, sin inmersién en SBF. En todos los casos, se sustrajo una linea de base para compensar

el efecto de la inclinaciéon o alabeo del sustrato.
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Figura 16. Perfil de rugosidad del AZ91 desnudo sin inmersién en SBF.
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Figura 17. Perfil de rugosidad del AZ91 anodizado sin inmersién en SBF.

En la Tabla 5 se presentan los resultados obtenidos para los pardmetros de rugosidad obtenidos

para la muestra desnuda y la anodizada.
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Ra (um) Rz (um)

Mg desnudo 0.17 +- 0.05 1.23

Mg anodizado 0.88 +- 0.01 4.75 + 0.02

Tabla 5. Parametros de rugosidad.

Teniendo en cuenta el rango de valores de Ra esperados segun bibliografia se llega a los siguientes

resultados3*:

e Los valores de Ra de la aleaciéon de magnesio desnuda (0.172 um) corresponden con el
intervalo de valores esperados para un pulido liso (0.1-0.4) um.

e Los valores de Ra esperados segun bibliografia para la muestra anodizada, son de
aproximadamente 0.8 um, que se asimila al valor obtenido en este trabajo para el Mg
anodizado (0.88 um). Los valores de Ra hallados para las muestras anodizadas demuestran

gue hay un aumento significativo de la rugosidad media luego del tratamiento.

Por su parte, los valores obtenidos de Rz (que se define como la diferencia entre los 5 puntos mas
altos y los 5 puntos de mayor profundidad), son mayores para las muestras anodizadas que para las
desnudas, esto puede corresponderse con el hecho de que la morfologia del dxido es en forma de
laminas superpuestas, por lo que se produce una mayor distancia entre las alturas mayores y los
puntos de mayor profundidad que en el caso del magnesio desnudo, donde este pardmetro es

propio del pulido realizado a las muestras.

5.1.3 Procesamiento digital de imagenes

Pararealizar una medida indirecta de la degradacién de las muestras ensayadas, se midié la cantidad
de hidrégeno gaseoso desprendido por la reaccidn catédica producto de la reduccién del agua.
Existen diferentes métodos planteados en bibliografia para analizar la liberacién de H, los cuales
estan relacionados con la captura del gas y la medida de su volumen o la presion que se genera al

recolectarlo3?,3¢ 37,

El método que proponemos en este proyecto estd basado en el analisis de imagenes (videos) donde

se sucede la generacidony liberacion de burbujas de gas en la superficie del material a analizar (tanto
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AZ91 desnudo como anodizado). Dicho analisis se realiza mediante programas realizados ad hoc por

el Laboratorio de Procesamiento Digital de Imagenes, del ICYTE.

Para un primer analisis de los resultados obtenidos mediante el uso del programa, se seleccionaron
los primeros 20 segundos de inmersién de una muestra desnuda y una anodizada. Dicha seleccion
se debe a que los primeros segundos de inmersién son los mas criticos en cuanto al volumen de
hidrégeno liberado. Dado que las areas utilizadas por el software para la cuantificacidon de volumen
de hidrégeno liberado fueron diferentes para cada caso, se procedio a dividir el mismo por el area
seleccionada, dando como resultado el volumen de hidrégeno liberado por unidad de area en
centimetros cuadrados, permitiendo asi, la comparacidn entre las distintas muestras analizadas. En
la Tabla 6 se presentan los resultados promedio y finales para una muestra desnuda y una anodizada

a los mismos tiempos de inmersién en SBF.

Tasa de liberacién promedio ,
. m
( n;l ) Volumen liberado (W)
cme x s
Muestra desnuda 1.04E-03 2.09E-02
Muestra anodizada 6.70E-05 1.35E-03

Tabla 6. Valores de liberacion de H, obtenidos para muestra desnuda y anodizada.

Se puede observar que tanto la tasa de liberacién promedio como el volumen total liberado de
hidrégeno gaseoso es aproximadamente 15 veces mayor en el caso de la muestra desnuda que en
la muestra anodizada. Esta primera aproximacion a los resultados, es un fiel reflejo de lo que sucede
a lo largo del tiempo de muestra utilizado para estas areas seleccionadas. En la Figura 18, pueden
observarse los valores de volumen de hidrégeno liberado acumulado en el tiempo para las muestras

desnuda y anodizada.
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Figura 18. Volumen de H; liberado en funcién del tiempo para la muestra desnuda y anodizada.

Asumiendo un porcentaje aproximado de defectos del 0.5% del drea de la muestra anodizada, se
procedid a analizar un area de defecto en particular, para tener conocimiento de la liberacién de
hidrégeno en dicha zona. Para ello, se selecciond un drea de 0.0094 cm? en el rango de los 43 a los

63 segundos de inmersidn de la muestra en solucidn con la presencia de un defecto y se obtuvo un

valor de tasa de liberacion promedio de 6.38E-04 ";l En la Tabla 7 se muestra una captura de los

cme *s

videos utilizados para cada muestra por el software para la cuantificacién de H (g).

38



Area seleccionada (cm?)

0.0197 0.0094

Muestra desnuda Muestra anodizada Muestra anodizada - Defecto

Tabla 7. Capturas de los videos utilizados para la cuantificacion de H(g).

En la Tabla 8 se presenta el calculo de la tasa de liberaciéon promedio para el area en inmersion total
de la muestra desnuda y de la muestra anodizada, teniendo en cuenta su correspondiente

porcentaje de defectos aproximado.

Desnudo Anodizado

Tasa de liberacion promedio (mTl) 4.31E-03 2.90E-04

Tabla 8. Tasa de liberacion promedio muestra desnuda y anodizada.

Queda en evidencia que la tasa de liberacién total de hidrégeno gaseoso para el drea en inmersion
en SBF es aproximadamente 14 veces mayor en el caso de la muestra desnuda con respecto a la

anodizada, aun considerando los defectos presentes en la muestra tratada.

Complementariamente, se obtuvieron curvas potenciodindmicas de una muestra anodizada y una
muestra desnuda presentadas en la Figura 19. Dichos ensayos fueron realizados en SBF y a tiempos
iniciales de inmersién. Esto quiere decir que no se dejaron las muestras en inmersién en SBF a

temperatura corporal, sino que se analizaron ni bien se sometieron a lainmersion. Puede observarse
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que los valores de densidad de corriente son menores para las muestras anodizadas, esto puede
atribuirse a un efecto de reduccidn del drea expuesta, ya que la capa generada por el tratamiento
de anodizado actiia como barrera para la difusion de agua, oxigeno y/o iones desde la solucion al
sustrato. A su vez, la muestra desnuda presenta un potencial de corrosién mayor y una pendiente

en la curva catddica (asociada a la velocidad de liberacién de hidrégeno gaseoso al medio) mayor.
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Figura 19. Curvas potenciodindmicas — Muestra desnuda y anodizada en SBF sin inmersion previa.

5.2 Estudios in vitro de inmersion prolongada

5.2.1 Analisis visual

En la Tabla 9 se presentan fotografias de fragmentos (1.5 x 0.8 cm) de las probetas desnudas y

anodizadas sin inmersién previa y luego de uno, siete y treinta dias de inmersién en SBF.
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Dias de inmersion en SBF

Tratamiento

de la probeta

Desnuda

Anodizada

Tabla 9. Probetas desnudas y anodizadas luego de inmersion en SBF.

A tiempo cero, es decir, antes de poner la muestra en inmersidn, puede observarse la capa de 6xido
existente sobre el sustrato en las muestras anodizadas, dando lugar a una zona oscura y opaca
propia del d6xido a diferencia del caso desnudo, donde la muestra se observa con el brillo

caracteristico del magnesio pulido.

Luego de un dia de inmersion en SBF, se puede observar en la muestra desnuda una degradacién
predominante del lado derecho, mientras que en la parte que estuvo en inmersion de la muestra
anodizada, la degradacidn se presenta de forma mas uniforme a lo largo de la superficie, pero con

menor intensidad.

Una vez alcanzados los siete dias de inmersién, se puede apreciar una degradacion general en
ambos casos. En la muestra anodizada, la capa de éxido sigue estando presente, pero con corrosién

general en toda el drea.

A los treinta dias de inmersién, ambas muestras presentan gran cantidad de material perdido,

disminuyendo la integridad de la pieza.
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5.2.2 Espectroscopia Raman

Las muestras fueron estudiadas por espectroscopia Raman para analizar la composicidon de los

compuestos superficiales antes y después de la inmersién en SBF.

Intensidad (u.a.)
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Figura 20. Espectros Raman de muestra de AZ91 con y sin anodizado previo, sin inmersién en SBF.

En la Figura 20 se muestran los espectros Raman de la muestra de AZ91 pulida y la comparacion con
la anodizada, sin inmersién en SBF. Pueden verse claramente los picos intensos a bajas longitudes
de onda, relacionados con las vibraciones de la red metélica del Mg (117 y 139 cm™) y con las
vibraciones de los enlaces Mg-0O (225 cm™). En la muestra anodizada se presentan picos nuevos muy
nitidos, que evidencian la formacién de hidréxidos de Mg (445 cm™) e hidroxitalcitas (compuestos
de Mgy Al) en la banda de 542cm™ 38, También se presentan carbonatos presumiblemente de Mg

en la banda de 1083 cm™.

Cuando se compara el material sin anodizar y el anodizado separadamente a diferentes tiempos de
inmersion en SBF, se detecta la generacion de hidréxidos, fosfatos y carbonatos, provenientes de la

solucion fisioldgica simulada (Figuras 21y 22).En la Figura 21 se muestran los espectros obtenidos
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para las muestras de AZ91D sin anodizar con diferentes tiempos de inmersién: sin inmersién y a
tiempos de uno, siete y treinta dias en SBF, mientras que en la Figura 22 se presentan los espectros
Raman obtenidos para las muestras de AZ91D anodizadas, sin inmersion y a tiempos de uno, siete
y treinta dias en SBF. En ambos casos, se puede notar la presencia de ciertas bandas caracteristicas
entre las que se destaca la banda ubicada entre 115-380 cm™ atribuida al magnesio metélico (Mg°)
de las aleaciones estudiadas y otra banda con centro en 450 cm™ relacionada con la presencia de
Mg(OH), generado por el avance de la degradacion de la aleacion en contacto con soluciones
acuosas. En las muestras anodizadas a uno y siete dias de inmersién, se observaron diferentes
morfologias en la superficie por lo que se tomaron dos zonas diferentes de medicién para cada
condicién (a) y b)). Se distinguen fosfatos relacionados con fosfatos de magnesio en ambos tiempos
de inmersidn. Dichos fosfatos también se encuentran en las muestras sin anodizar luego de un dia
de inmersién. La presencia de fosfatos relacionados con la apatita, alrededor de los 960 cm™ se da
a los 7 dias en las muestras sin anodizar y luego de 1 dia en las muestras anodizadas, mostrando

relativa reactividad y tendencia a la oseoinduccién en las muestras anodizadas.

AZ91 AZ91 anodizado
1d 7d Asignacion
od 1d 7d 30d od 30d
a b a b
119 | 117 | 117 117 118 117 117 117 Mg metalico
136 | 138 141 132 138 136 137 139 137 Mg metalico
223 | 230 221 223 227 223 230 223 235 Vibraciones Mg-O
419 | 419 Mg-OH
455 447 | 460 454 443 Mg-OH
547 547 | 542 550 Mg-Al-OH
962 962 960 -PO4 en apatita
-PO4 en fosfatos de
980 976 981 980 981
Mg
1064 | 1059 1060 -CO;

Tabla 10. Asignacion picos presentes en espectroscopia Raman para muestras de AZ91 desnuda y anodizada a
distintos tiempos de inmersién en SBF.

43



120000

110000

100000 -

90000

Intensidad (ua)

50000

40000 -

30000

80000

70000

60000 —

AZ91_0dias
L
\ . WVWNM il Tak
T T P WJ,M W

980

o
et ki 4 A
Wt Mgl M

AZ91_1dia

AZ91_7dias

547

976

419
AZ91_30 dias

T
200

T

T

T T T T T

1000 1200

T T

T T
400 600 800 1400

Corrimiento Raman (cm™)

Figura 21. Espectros Raman de muestras desnudas de magnesio AZ91D sin inmersion, y a tiempos de inmersion de

uno, siete y treinta dias en SBF.
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Figura 22. Espectros Raman de muestras anodizadas de magnesio AZ91D sin inmersidn, y a tiempos de inmersién de
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5.2.3 Espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS)

En primer lugar, se implementd la relaciéon de Kramers Kronig a los resultados obtenidos los ensayos

de EIS para analizar la validez de los mismos.

En la Figura 23 se presenta la aproximacion relizada por Kramers Kronig para una muestra desnuda
luego de un dia de inmersién en SBF. La misma, consiste en una aproximacion a los diagramas de
bode y Nyquist, mientras que en la Figura 24 se presenta el calculo del error residual obtenido a

cada frecuencia.

Potentiostatic EIS

10.00*

100.0 ohm

0.000°

-10.00*

Zmad (ohm)
() 2udz - 2A.

-2000°

10.00 ohm ! E!
10.00 iz 100.0 itz 1.000 Hz 10.00 Hz 100.0 Hz 1.000 khz 10.00 iz 100.0 iz

Freg (Hz)
-+ ZCURVE (MgDes_1D_EIS dta) — Fit 1 [Kramers-ronig] —+ Y2 - ZCURVE (MgDes_1D_EIS dta) Y2 - Fit 1 [Kramers-ironig]

30.00 ohm

20.00 ohm

10.00 ohm

-Zimag (ohm)

0.000 ohm

-10.00 ohm
20.00 ohm 70.00 chm

Zreal (ohm)

~e- ZCURVE (MgDes_1D_EIS.dta) — Fit 1 [Kramers-Kronig]

Figura 23. Aproximacion de graficos de Bode (superior) y de Nyquist (inferior) realizada mediante Kramers-Kronig.
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Kramers-Kronig Fractional Residual Errors
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Figura 24. Error residual de aproximacion Kramers-Kronig.

Puede observarse que en el rango de frecuencias menores a 1Hz no se cumple la relacion de Kramers
Kronig dando lugar a que no se cumpla con alguna de las condiciones (linealidad, causalidad,
estabilidad) que se deben dar para que los datos de impedancia sean consistentes. En general, las
desviaciones en las bajas frecuencias se deben a comportamientos no estacionarios que violan la
causalidad. Se presenta entonces, la imposibilidad de ajustar las curvas obtenidas con un circuito
equivalente representativo de la condicidn superficial y de los procesos de corrosion que se llevan
a cabo en la totalidad de rango de frecuencias ensayado. Se puede sin embargo realizar un analisis
cualitativo de los procesos o fendmenos que se lleva a cabo en la interfase del material a estudiar.
En la Figura 25 se presentan las curvas de Nyquist y Bode para la la aleacién desnuda y anodizada
luego de uno y siete dias de inmersidn y anodizada luego de treinta dias de inmersidn. No se tuvo
en cuenta ninguna curva de muestras desnudas a treinta dias de inmersion ya que dado el gran
deteriorio de las probetas, se obtuvieron resultados poco coherentes debido al cambio significativo

del area de las mismas.
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Puede observarse que entre las muestras anodizadas y desnudas a luego de un dia de inmersién no
se observan diferencias considerables en cuanto a la resistencia total del sistema. Esto se puede
inferir extrapolando a frecuencia cero el grafico de Bode de Modulo de la impedancia /Z/ vs
frecuencia. En el caso de las muestras en inmersién durante siete dias, se presenta una resistencia
mayor en las muestras anodizadas con respecto a las desnudas. A treinta dias de inmersidn, la

muestra anodizada presenta valores mayores de resistencia que el resto de las muestras.
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Figura 25. Diagrama de Nyquist (a) y Bode (b) para muestras desnudas y anodizadas luego de uno, siete y treinta dias
de inmersion.
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En todos los casos, Rs (resistencia de la solucidn) es aproximadamente igual para todas muestras,
mientras que la resistencia a la polarizacién es muy cercana en el caso de las muestras a 24 horas
de inmersién, tanto desnudas como anodizadas. En el caso de las muestras luego de siete dias de
inmersidn, se observa que los valores de resistencia son mayores en el caso de la muestra anodizada,
y presentan una resistencia mayor en comparacion a las muestras luego de un dia de inmersion. Por
otro lado, la muestra anodizada luego de 30 dias de inmersion presenta una resistencia aun mayor

que el resto de las muestras analizadas.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos mediante la aproximacion de Kramers-Kronig se
procedid a ajustar los resultados hasta una frecuencia minima de 1Hz, con el objetivo de analizar las

caracteristicas de la capa de d6xido formada. En la Figura 26 se presenta el circuito utilizado:

Rs CPE
— AN >
Rp

Figura 26. Circuito equivalente utilizado.

Para poder analizar una correlaciéon con parametros fisicos de los recubrimientos o depdsitos en la
superficie del material analizado, se evalua la capacidad efectiva del recubrimiento u éxido. En la
Figura 27 se muestran los valores de Ceff obtenidos para las muestras desnudas y muestras
anodizadas luego de uno, siete y treinta dias de inmersidn en solucién fisioldgica, utilizando para el
calculo de Ceff la Ec.7 a partir de modelado de los resultados de alta frecuencia con el circuito
equivalente presentado en la Figura 26. Si bien se observan cambios en los valores obtenidos, los
resultados no presentan una diferencia significativa entre las muestras desnudas y anodizadas, ni
se observan diferencias a los distintos tiempos de inmersidn, ya que los valores estan dentro del
mismo orden de magnitud. Esto puede deberse a que luego de las 24 horas de inmersién, no se
presentan cambios en la capacidad del recubrimiento realizado mediante el anodizado con respecto
a la capa de éxido protector propia de la aleacion formada durante el proceso de disolucién en

contacto con la solucién fisioldgica.
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Figura 27. Capacidad efectiva de las muestras bajo analisis.

5.2.4 Polarizacion potenciodinamica

En las Figuras 28, 29 y 30 se presentan las curvas potenciodindmicas obtenidas para uno, siete y
treinta dias de inmersién, teniendo en cuenta que se presenta aquella mas representativa de cada
grupo considerando la repetitividad de resultados en las cuatro réplicas realizadas para cada

condicion.

49



-1.0

*  Anod_1dia
114 - AZ91_1dia

-1.2 4

-1.3 1

1.4

E (V vs Ref)

1.5 L R S e ok x T

-1.6 1

-1.7 4

1E-6 1E-5 1E-4 1E-3 0.01
| (A/lcm?)

Figura 28. Curvas potenciodinamicas para la aleacidon desnuda y anodizada luego de un dia de inmersion.
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Figura 29. Curvas potenciodindmicas para la aleacion desnuda y anodizada luego de siete dias de inmersion.
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Figura 30. Curvas potenciodindmicas para la aleaciéon desnuda y anodizada luego de treinta dias de inmersion.

Para todos los tiempos de inmersion analizados se observa que las muestras presentan valores

similares tanto de densidad de corriente como se potencial de corrosidn ya sean desnudas o

anodizadas.

Estos resultados estan en concordancia con los obtenidos en los ensayos de liberacion de hidrégeno,
donde se pudo constatar que el mayor volumen de gas se produce en el primer momento de
inmersién de la muestra en solucién, es decir, que, pasadas las 24 horas de inmersién ya no se

observan grandes diferencias en la resistencia a la corrosiéon de las muestras desnudas y anodizadas.
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Figura 31. Curvas potenciodinamicas para la aleacion desnuda luego de uno, siete y treinta dias de inmersion.
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Figura 32. Curvas potenciodindamicas para la aleacion anodizada luego de uno, siete y treinta dias de inmersion.

En la Figura 31 se muestran las curvas de polarizacién para las muestras sin tratamiento de

anodizado luego de uno, siete y treinta dias de inmersidn, mientras que en la Figura 32 se muestran
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las curvas de polarizacidn, para los mismos tiempos de inmersion, de las muestras anodizadas. En
el caso de las muestras sin tratamiento previo, se presenta una mayor disminucién en la liberacién
de hidrégeno gaseoso en el tiempo (al verse un cambio en la curva catddica de la aleacion AZ91 a
diferentes tiempos) y una disminucién en la velocidad de disolucién, que no se observa en las
muestras anodizadas. Para las muestras anodizadas puede observarse una disminucién del
deterioro y formacion de depdsitos superficiales luego de la inmersién. Mas notoriamente
observado luego de treinta dias de inmersidn, dado que la curva anddica presenta densidades de

corriente mas pequefias a igual potencial aplicado.

5.3 Discusion final

El analisis del procesamiento digital de imagenes acompafiado por las curvas potenciodindmicas
mostré una marcada disminucién del volumen de hidrégeno gaseoso liberado al medio a tiempos
iniciales de inmersién en solucidn fisioldgica de la aleacion anodizada respecto a la sin anodizar. Sin
embargo, los resultados de los estudios in vitro, realizados a diferentes tiempos de inmersiéon en SBF
no evidencian una mejora sustancial en cuanto a las propiedades electroquimicas entre las muestras
desnudasy anodizadas luego de un dia de inmersidn ya que ambas condiciones tienden a equiparase
luego de lainmersidn en solucidn acuosa. Aun asi, la presencia temprana de fosfatos en las muestras
anodizadas luego de un dia de inmersién proporcionaria una mejora en la bioactividad, generando

puntos tempranos de deposicion de apatita y posible oseointegracion in vivo.

Es necesario entonces, analizar la posibilidad de reemplazar el proceso de anodizado con un
tratamiento de la muestra desnuda simplemente sumergida en un medio acuoso durante 24 h de
forma tal que forme una capa de éxido, previo a la implantacién. De esta manera, no seria necesaria
la realizacion de un tratamiento de anodizado para disminuir el volumen inicial de hidrégeno

liberado.
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6 Analisis econdmico

Se realizé un andlisis econdmico con el objetivo de estudiar la posible insercién de tornillos de

magnesio AZ91 con proceso de anodizado en el mercado mundial actual. Para ello, se consideré al

producto competencia tornillos degradables “High quality ACL screw” (ASSURER, India) con un costo

sin importacion entre 85 y 100 ddlares por pieza.

Para la realizacion del calculo del costo de tornillos de aleacidn de magnesio AZ91 con anodizado,

se tuvo en cuenta la inversion inicial como el costo de los equipos de maquinado de alta precisién,

el costo de la celda de electroforesis (anodizado) y un porcentaje extra para poner en marcha el

proceso de produccién.

En la Tabla 11 se presentan los costos calculados para una produccién de 200 piezas diarias, en

ddlares por afio, teniendo en cuenta un desperdicio de material durante el torneado del 30% de la

materia prima.

Inversion inicial

618000 USD/afio

Costos de materias primas

9100 USD/afio

Costos de mano de obra (4 operarios)

48000 USD/afio

Costos de supervision (1 supervisor)

18000 USD/afio

Costos de servicios

24000 USD/afio

Costos de mantenimiento

6000 USD/afio

Costos de suministros

4635 USD/afio

Gastos de laboratorio

4800 USD/afio
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Costos por depreciacion (a 5 aiios de inicio de

494400 USD/afio
produccidn)

Costos de impuestos 9270 USD/afio

Costos de seguros 4635 USD/afo

Costos de administracion 14400 USD/afio
Costo total anual 637240 USD/afio

Tabla 11. Costos estimados para la produccion anual de tornillos de AZ91 con anodizado.

Teniendo en cuenta la cantidad de unidades producidas en un afio, se obtuvo el costo por unidad
de tornillo de aleacién con el tratamiento de anodizado en 12.25 USD. Este resultado, en
comparacién con el rango de valores de precios para tornillos degradables (aprox. 95 USD), ubica a
las protesis de AZ91 anodizadas en una buena posicidon en el mercado mundial de las prétesis

degradables.
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7 Conclusiones

De este trabajo pueden resumirse los siguientes resultados:

e Fue posible obtener un recubrimiento realizado mediante la técnica de anodizado con KOH.

e Las técnicas de caracterizacién superficial, SEM y rugosidad, permitieron analizar la
estructura del anodizado en la superficie de la aleacién.

e El uso de un software de cuantificacion de burbujas liberadas permitié verificar la gran
disminucion del volumen de hidrégeno gaseoso liberado para las muestras anodizadas en
comparacion con las desnudas.

e De los ensayos electroquimicos realizados a distintos tiempos de inmersién pudo concluirse
gue pasadas las 24 horas de inmersidon no se observan diferencias radicales en el

comportamiento frente a la corrosién entre muestras desnudas y anodizadas en SBF.

Se puede concluir que el tratamiento de anodizado para la aleacién de magnesio AZ91 que fue
realizado en este proyecto, es efectivo como barrera para la liberacidn excesiva de hidrégeno
gaseoso en estadios tempranos de inmersién (primeros minutos), y permite la nucleacion y
deposicion de fosfatos a las 24hs de inmersién en SBF. Sin embargo, luego de ese periodo, su
resistencia a la corrosidon se iguala con la del material desnudo, permitiendo la disolucion en el
tiempo. También seria factible econdmicamente su produccién ya que resulta competitivo su costo

con el de los tornillos degradables del mercado.
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8 Trabajo a futuro

Con base en los resultados obtenidos, quedan abiertos los siguientes temas a seguir desarrollando:

57

Determinar el espesor de la capa de dxido generada durante el proceso de anodizado
mediante SEM.

Estudiar los depdsitos presentes en las muestras desnudas y anodizadas antes y después de
la inmersidn en solucidn fisiolégica mediante DRX.

Estudiar la adhesidn y resistencia mecanica del 6xido generado por anodizado.

Realizar ensayos de adhesion y proliferacion celular.

Estudiar el proceso de anodizado y todas las caracteristicas superficiales de las peliculas en
tornillos de AZ91.

Realizar test in vivo para analizar degradacidn y oseointegracion.
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