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RESUMEN

La presente tesis estudia la influencia en las propiedades morfoldgicas que aportan las soluciones
electroliticas acuosas base agua super oxidada (ASO) a bajas concentraciones de Fluoruro de Amonio
(NH4F) (<0.1%) disueltos en solucién; para la modificacion superficial de titanio puro comercial (Ti) y la
aleacidn de titanio-aluminio-vanadio (TisAlsV) por el método de anodizado electroquimico, buscando

desarrollar capas de nano-estructuras tubulares o nano-tubos (NTs) de éxidos de titanio (TiO.).

Las modificaciones superficiales de Ti y la aleacidn TisAlsV mediante métodos de anodizado
electroquimico para la generaciéon de nano-estructuras con TiO, requieren del control de pardmetros
clave para la obtencidon de caracteristicas morfoldgicas especificas deseadas, para nano-estructuras
tubulares o NTs, estas caracteristicas morfoldgicas son: didmetro interno y didmetro externo (espesor de
pared), longitud del NT y densidad de NTs por unidad de area. El correcto control en la generacidn de
estas caracteristicas morfoldgicas provee de cualidades especificas a las superficies modificadas

otorgando diversas propiedades que pueden ser utilizadas en distintas areas de aplicacién.

El ASO es utilizada ampliamente en la industria médica ya que posee excelentes propiedades como
antiséptico y desinfectante. El contenido de especies oxidantes como el Perdxido de Hidrogeno (H,03) y
otros radicales oxidantes formados de distintas especies de hipocloritos le otorgan propiedades que se
han reportado ser muy efectivas en el tratamiento de infecciones. El utilizar ASO dentro de la solucién
electrolitica tiene como objetivo primario el de reducir los tiempos de anodizado y las concentraciones de

fluoruros en la solucién en la formacion de capas de NT.

El objetivo particular es el de obtener NTs de TiO con caracteristicas especificas en los rangos de los 80 a
100 nano-metros (nm) en didmetro externo promedio, un espesor de pared de 5 a 20 nm, longitudes de
50 a 100 nm y densidades arriba del 90% por centimetro cuadrado (cm?) en rangos de tiempo cortos de 1
a 30 minutos con potenciales de 5 a 20 V y valores de corriente de 0.5 y 1 Amperes, estimando obtener

capas de NTs en los rangos de 1.25 a 1.75 gr.cm™.
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Lista de Simbolos.

Los textos especializados en un tema muchas veces fuerzan a que se utilicen subindices y
superindices, asi como también sufijos y prefijos o abreviaciones. A continuacidn presentamos de manera

breve y util una lista de los utilizados en la escritura de esta Tesis.

Ti Titanio puro comercial o Titanio grado 2 (99% pureza).
TisAlsV Aleacidn de Titanio-Aluminio-Vanadio.
ASO Agua Super Oxidada.

NH4F Fluoruro de Amonio.

NT Nano estructuras tubulares/Nano tubos.
TiO, Oxidos de Titanio.

H,0, Perdxido de Hidrogeno.

CONACyYT Centro Nacional de Ciencia y Tecnologia.
Al Aluminio.

Al,0; Oxidos de Aldmina.

HF Fluoruro de Hidrogeno.

KF Fluoruro de Potasio.

NaF Fluoruro de Sodio.

EG Etilenglicol.

FA Formaldehidos.

HCl Acido Clorhidrico.

nm Nano metros.

NaOH Hidrdxido de Sodio.

C Escala térmica, Celsius.

[(NaH4)2S04] Sulfato de amonio.

NaCl Cloruro de sodio.

SAEW Siglas en inglés: Strongly Acidic Electrolyzed Water.
AC Concentraciones de Cloro.

ORP Potencial de Oxido Reduccidn.

pH Acides.
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ppm Partes por millén.

AFM Siglas en inglés: Microscopia de Fuerza Atémica.
SEM Microscopia Electrénica de Barrido.

XRD Difraccién de Rayos X.

EDX Espectroscopia por dispersion de rayos X.
HOCI Acido Hipocloroso.

ocr Hipocloritos.

NaCl Cloruro de Sodio.

0, Oxigeno.

H, Hidrogeno.

Cl, Cloro.

H* Cationes de Hidrogeno.

*0,,HO, Cantidades correspondientes de superoxidos.
Os Ozono.

*QOCl, ¥*HO" Formas Activas de Especies de Oxigeno.

oM Oxidos Metalicos.

14



Capitulo 1. - Introduccion.

“Llegara una época en la que una investigacion diligente y prolongada sacara a la luz cosas que hoy estdn
ocultas. La vida de una sola persona, aunque estuviera toda ella dedicada a la ciencia, seria insuficiente
para investigar una materia tan vasta... Por lo tanto este conocimiento solo se podrd desarrollar a lo largo
de sucesivas edades. Llegard una época en la que nuestros descendientes se asombraran de que
ignordbamos cosas que para ellos son tan claras... Muchos son los descubrimientos reservados para las
épocas futuras, cuando se haya borrado el recuerdo de nosotros. Nuestro universo seria una cosa muy
limitada si no ofreciera a cada época algo que investigar... La naturaleza no revela sus misterios de una

vez y para siempre.”

SENECA, Cuestiones naturales, libro 7, siglo primero.

En las ultimas décadas el estudio, analisis, comprension, optimizacién de técnicas, métodos para
la generacién y manipulacién de nano-estructuras ordenadas con caracteristicas morfoldgicas especificas
ha venido creciendo gracias a los distintos avances de la tecnologia en sus diferentes disciplinas; este
crecimiento se debe al potencial que existe en un amplio nimero de aplicaciones, que exigen tanto

evolucién, como innovacién tecnoldgica.

Desde la antigliedad las nano-estructuras han otorgado propiedades Unicas a los distintos materiales que
las poseen, especialmente estas nano-estructuras han formado parte de la mayoria de las aleaciones de
metales ferrosos y no ferrosos que son sometidos a distintos métodos de manufactura. El estudio y
dominio de las técnicas para la generacidn de estas nano-estructuras con un orden controlado a voluntad
no se habia desarrollado en potencia debido a las dificultades y limitantes de la época en la observacion
y manipulacién a esta escala. Recordemos el significado de las escalas pequefias mas alla del centimetro
o el milimetro. Un nano-metro es: 10e?siendo el exponente el nimero de ceros después del punto, 0.000

000 001.
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Los primeros estudios sobre capas de dxidos organizadas con caracteristicas morfoldgicas especificas
fueron realizados sobre superficies de aluminio (Al), formando capas de d6xidos de Alumina (Al,O3) por
métodos de oxidacidn anddica. Los primeros reportes sobre estos estudios se pueden encontrar con
fechas de mas de 50 afos de antigiiedad (1960-1965) [1], Masuda y Fukuda [2] reportaron que bajo
condiciones especificas particulares se puede lograr el crecimiento de 6xidos porosos organizados y
distribuidos sobre la superficie del material. Este descubrimiento inicio una serie de investigaciones en el
tema que llevaron al descubrimiento de la variedad de nano-estructuras que conocemos hoy en dia en

distintos materiales y aleaciones.

Las principales razones en la utilizacion de los métodos electroquimicos de polarizacién anddica son
gracias a su relativa sencillez, bajo costo y efectividad, razones que han motivado los esfuerzos para aplicar
esta técnica en la modificacidn superficial de distintos materiales. Desde el redescubrimiento de las nano-
estructuras, especificamente los NTs de carbdn por lijima [3], se han venido desarrollando estudios en
otros materiales inorgdnicos, con especial interés en 6xidos o sulfatos metalicos, con la intension de
explorar sus propiedades especificas. Los primeros reportes donde se presentan arreglos de NTs de TiO;
por métodos de anodizado electroquimico sobre superficies de Ti en electrolitos acuosos con contenidos
de fluoruros de hidrogeno (HF), fueron reportados por Gong y colaboradores [4], considerados estos de
primera generacidn. La sintesis de nanotubos de segunda generacién son reportados por Cai y
colaboradores [5] ajustando el pH de los electrolitos acuosos base fluoruro de potasio (KF) y fluoruro
sédico (NaF) lograron reducir la disolucidon quimica de la capa de o6xido logrando incrementar las
longitudes de los NTs por varios micrones. Reportes utilizando electrolitos orgdnicos conteniendo
etilenglicol (EG) di-etilenglicol, formaldehidos (FA) y otros compuestos organicos en combinacion con
iones fluoruro de distintos compuestos en la solucién electrolitica, son considerados de tercera
generacion [6]. Allam y colaboradores fabricaron arreglos de NTs anodizando Ti utilizando especies sin
contenidos de fluoruros con electrolitos base acido clorhidrico (HCI) [7] y HCI en combinacién con H,0,

[8] llamados estos de cuarta generacion.
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El Ti y la aleacién TisAlsV son ampliamente utilizadas como bio-materiales, implantes dentales y
ortopédicos ya que ofrecen excelentes virtudes y propiedades, como su alta resistencia a la tensién, bio-
compatibilidad, baja toxicidad y una excelente resistencia a la corrosion favoreciendo su utilizacion en el
campo médico [9] [10] [11], siendo la aleacidon de TisAlsV la mas utilizada como bio-material, ya que esta
aleacidn ofrece propiedades quimicas, fisicas y mecanicas superiores a las del Ti [12]. De entre la mayoria
de los éxidos de transicion de metales, los TiO; son los mas estudiados (con mas de 40,000 publicaciones
en los ultimos 10 afios), lo que los convierte en uno de los compuestos inorgdnicos mas estudiados en el
campo de la ciencia de materiales. Diferentes estudios han demostrado que las propiedades de los TiO;
son amigables en su interaccidn con el medio ambiente, ademas de poseer propiedades anticorrosivas y

una excelente bio-compatibilidad [13]; favoreciendo el interés en el estudio de sus propiedades.

1.1  Nano-materiales.

Se considera nano-material, al compuesto cuyas dimensiones existen especificamente entre los
valores de 1 a 100 nano-metros (nm), y si al menos una de sus propiedades es Unica en diferencia con el
material base. Los nanomateriales se clasifican principalmente de acuerdo a sus caracteristicas
geométricas dimensionales en coordenadas espaciales X, Y y Z, y por su composicién quimica con
caracteristicas del material base [14]. Los nano-materiales han sido adoptados por nuestro lenguaje
tomando una definicién especifica refiriéndose: “a materiales solidos que en su interior o en su superficie
poseen estructuras a nano-escala” [15]. La clasificacién mas frecuentemente utilizada es la de dimensién
de orden cero, 0D (nano-punto), 1D (NT, nano-alambre, nano-cilindro), 2D (nano-lamina), y la clasificacion

3D que es el material base compuesto por nano-particulas [16].

Actualmente los nano-materiales se pueden encontrar en una gran variedad de formas incluyendo esferas
simétricas, tubos cilindricos, fibras o poros tubulares. Las formas alongadas de geometrias nano-tubulares
(tubos cilindricos), se define por la relacién que existe entre las dos dimensiones caracteristicas de la

estructura, en este caso en particular de forma de NT: el didametro y la longitud [15].
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1.2 Nano-tubos (NTs) de Diéxido de Titanio (TiOz).

Los NTs de TiO; se pueden describir como las particulas de TiO, en arreglos estructurados en una
direccién axial en particular, tomando forma cilindrica, donde los 4&tomos en uno o en sus dos extremos
cierran el tubo. De forma general esta caracteristica se encuentra mas comun mente con solo uno de sus
extremos cerrado, mientras el otro estd abierto. Estas morfologias maximizan el area superficial e
incrementan su rugosidad, efectos que contribuyen a cambios en las reacciones quimicas e interacciones
fisicas entre la superficie y el medio que lo rodea, revelando resultados novedosos entre estas

interacciones [13].

Es muy importante hacer mencién a la distincidon entre nano-poros y nano-tubos que se ha venido dando
en diferentes publicaciones sobre el tema [9] [17] [11] [18] [15] [19] [20], ya que muchos de los autores
intercambian estas palabras al concepto que las define siendo esta mecanica no estrictamente justificada

y se considerara pura semdantica.

Algunas de las dreas donde la aplicacidn de los TiO, han tenido un impacto significativo gracias a su
versatilidad, pero que no estan limitadas a, son: Industria energética, energia solar; se utilizan para la
mejora de la eficiencia de reacciones fotovoltaicas en paneles solares, industria electrénica; en el
desarrollo de super-capacitores y sensores; Industria ambiental, en los sistemas purificadores de agua
para la prevencion de contaminantes, bacterias y como purificadores de aire; industria médica;
dispositivos de liberacién de medicamentos controlados, membranas de bio-filtrado o filtrado molecular,
asi como en la regeneracion de células éseas y tejido [21]. Gracias a las multiples aplicaciones que estas
nano-estructuras pueden llegar a tener, los procesos para su fabricacién deben ser adecuados para su
reproduccidn y produccion a nivel industrial, por esto la gran importancia en la investigacion de métodos

simples, reproducibles y de bajo costo [15].
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1.3  Antecedentes y Revision de Literatura.

En las ultimas décadas se han logrado grandes avances y descubrimientos en el tema de los nano-
materiales, especificamente en el area de los TiO,, su preparacidn, sintesis, modificacidn y aplicacion es

de nuestro especial interés; el presente trabajo tiene el enfoque en el desarrollo de estos temas.

La Figura 1 muestra un esquema general aproximado de la cronologia de los distintos métodos utilizados

en la fabricacién de NT base TiO; de las ultimas décadas por distintas areas de investigacion.

1996 1999
Método de Tratamiento
templado hidrotermal
(] [l_l T LI 0l
1984 1998 2001
Anodizado Proceso Sol-gel Anodizado
electroquimico electroquimico

7 ; Caracteristicas de los
“

El proceso consta de muchos pasos y un

La morfologia de Los nanotubos puede cuidado especial tiene que ser tomado para Arreglo matricial
Templado ser controlada por el templado proteger la morfologia del tubo durante la (forma de polvo)
fabricacién

Alineacion directamente relacionada con La produccion en masa puede ser limitada Orden y orientacion de arreglo

Anodizado el sustrato metdlico para algunas recetas especificas matricial alineado
Posibilidad de aplicar en dreas grandes El equipo para morfologias especificas directamente sobre el
y variedad de formas (ej. implantes) puede ser costoso substrato metalico
Método sencillo con facilidad para Reaccidn experimental prolongada

Alineacion aleatoria
Dificultad para lograr un tamafio uniforme de (forma de polvo)
las estructuras nanotubulares

Hidrotermal incrementar los atributos de nanotubos
de titanio con otro dopaje, etc.

Figura 1. Cronologia de métodos de fabricacion de NT base TiO, [22].
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En 1972, Fujishima y Honda descubrieron el método de separacion foto-catalitica del agua sobre un
electrodo de TiO; bajo luz ultravioleta (UV) [19] [14]. Desde entonces se han hecho grandes intentos por
desarrollar distintos tipos de capaz de TiO,, por distintos métodos gracias a la gran versatilidad en distintas

areas de aplicacion.

Los primeros trabajos documentados sobre capas organizadas de TiO; fueron hechos a principio de los
90’s, cuando en 1991, Zwilling y colaboradores [23] [14] reportaron capas de NT de TiO; sobre la superficie
anodizada con electrolitos base fluoruro. Trabajos subsecuentes reportaron en 1999, la obtencién de
capas porosas de TiO; sintetizadas sobre laminas de Ti por el método de anodizado electroquimico en
soluciones electroliticas acidas con contenidos de acido fluorhidrico (HF) [24]. Desafortunadamente los
trabajos originales de estos autores no fueron propiamente referenciados. Sin embargo, estos primeros
trabajos hicieron que muchos otros investigadores pusieran especial atencion en este campo, ya que el
método de anodizado electroquimico abre muchos caminos para la generacién de nano-estructuras

compactas bien organizadas con distintas morfologias sobre superficies de distintos materiales [13].

Una década después Gong y colaboradores [25] lograron sintetizar arreglos de capas de NTs de TiO; bajo
el método de anodizado electroquimico sobre laminas de Ti utilizando electrolitos acuosos con contenidos
de HF disuelto en solucién, obteniendo estas capas de NT directamente sobre el sustrato de Ti, orientados
en la misma direccién perpendicular a la superficie del electrodo, formando arquitecturas tubulares muy

bien ordenadas [14].

En el 2001 Dawei Gong y colaboradores [26] fabricaron capas de NTs por el método de anodizado
electroquimico de laminas de titanio en soluciones acuosas conteniendo 0.5 a 3.5 % de agua en la solucion
con HF. Estos tubos estaban muy bien alineados y con una densidad por area uniforme sobre toda la
superficie. Con la seccién superior del tubo abierta y la seccidn inferior cerrada, formando una barrera
similar a la de los obtenidos en aleaciones de aluminio. El didmetro promedio de estos tubos se
encontraba en los rangos de los 25 a 65nm, lograndolos con el incremento del voltaje, mientras que la

longitud del NT se encontrd ser independiente del tiempo de anodizado [14].
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En el 2003 Oomman K. Varghese y colaboradores [27] utilizaron el método de anodizado electroquimico
variando el voltaje de forma lineal de 10 a 23 V, en rangos dependientes del tiempo de 0.43 a 2 V/min,
logrando capas cénicas de NTs con la seccidn superior cubierta. Esto se logrd sobre una lamina de Ti en
0.5% de HF, este método logro incrementar el didmetro del nanotubo de forma lineal a medida que el
voltaje se incrementaba, con resultados de NTs aproximadamente de 500 nm de longitud. La evidencia
provista por las imagenes obtenidas por microscopia electrénica de barrido del sustrato de Ti durante las
primeras etapas del proceso, llevaron a la propuesta de las variaciones del voltaje como mecanismos de

crecimiento de capas de o6xido [14].

En el 2005 Seung-Han y colaboradores [28] lograron sintetizar arreglos de NT de TiO, con soluciones
electroliticas base Hidroxido de Sodio (NaOH), esto con el propdsito de hacer la superficie bio-activa e
inducir el crecimiento de hidroxiapatita dentro de un ambiente de simulacién de fluidos del organismo
(solucion de Hanks). Las nano-estructuras asociadas podrian ser utilizadas en implantes ortopédicos y

dentales, asi como para algunas aplicaciones en sensores bioldgicos [14].

En el 2007 V. Vega y colaboradores [29] sintetizaron NTs de TiO, por métodos de anodizacidn
electroquimica con corriente directa, variando la influencia de la temperatura del medio durante la
anodizacion, variando los rangos de temperatura entre los valores de 2 C a 24 C, sobre la estructura y
morfologia de la formacién de la capa de éxido nano-porosa, asi como las concentraciones de contenidos
de HF en conjunto con otros acidos en la mezcla electrolitica; logrando obtener capas de NTs de TiO; en
los rangos de tamafio de didametro que van desde los 50 hasta los 100nm, con espesores de pared de 20-
60nm y 300nm de longitud, verticalmente orientados y distribuidos sobre el sustrato de Ti, paralelos y

alineados cada tubo de manera uniforme sobre la superficie de la muestra [14].
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En el 2008 Hua-Yan Si y colaboradores [30], presentaron estudios realizados sobre los efectos en la
morfologia de los éxidos al variar los voltajes anddicos. Las capas de NTs de TiO; sintetizados por métodos
de anodizado electroquimico utilizando electrolitos dcidos base HF y Cromo, mostraron un aumento en
su humectabilidad y su rugosidad con el incremento de los voltajes. Demostrando que el control del
crecimiento de la capa superficial se puede lograr gracias al control de la composicién quimica del
electrolito y el incremento en los voltajes de anodizado aumentando o disminuyendo la humectabilidad
de la capa de dxido. Estos estudios demostraron de manera directa la importancia en la estrategia al
momento de preparar capas de TiO, con caracteristicas especificas, enfatizando la importancia del
entendimiento de la relacién entre la morfologia deseada, las propiedades del electrolito, el voltaje

utilizado y la corriente que fluye a través de él. [14].

En el 2009 Michael y colaboradores [31] lograron sintetizar distintas capas de TiO, utilizando soluciones
de electrolitos acuosos libres de contenidos de HF, estos electrolitos estaban compuestos por 1% en
contenido de agua y Sulfato de Amonio [(NH4),SO4] mds 0.5% en contenido de agua de NH4F, utilizando

electrodo de platino como cdtodo en la celda electroquimica [14].

En el 2010 Hun Park y colaboradores [20] estudiaron las morfologias de los arreglos de NTs de TiO;
fabricados por el método de anodizado electroquimico con electrolitos organicos base EG con contenidos
de 0.3% de NH4F a una temperatura de 30 C. Su longitud, tamafio de poro, espesor de pared y didmetro
del NT, fueron evaluados por microscopia de emision de barrido de electrones, rayos X y espectroscopia

foto electrdnica [14].

En el 2011 S. Sreekantan y colaboradores [32] formaron capas de NTs de TiO; sobre laminas de Ti por el
método de anodizado electroquimico, con un arreglo estandar de 2 electrodos a bano de electrolito,
constituido por EG y 5% de NH4F en solucion. El pH de la solucidn era de aproximadamente de 7 y el voltaje
aplicado fue de 60 V. Las observaciones mostraron que tales condiciones en el proceso de anodizado
permitian que con solo la adicién de 1% de agua en solucidn era posible obtener capas de NTs de TiO;
perfectamente formados con una excelente densidad por cm? sobre la superficie del metal, con

dimensiones aproximadas de 18.5 micrometros de longitud [14].
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Estudios mas recientes confirman que los rangos especificos de tamafio de poro y longitud de NT otorgan
propiedades de bio-compatibilidad especificas en términos de su morfologia y topografia sobre las
superficies de Ti y aleaciones de titanio modificadas con TiO; por el método de anodizado electroquimico;
es de mucha importancia para el entendimiento de los procesos in vivo de los implantes las interacciones
con las células y tejidos del organismo, estos estudios han demostrado la gran importancia del tamafio de
poro y longitud de los NTs de TiO,, ya que estas caracteristicas afectan directamente la adhesién,
extension, crecimiento y diferenciacion de células [33]. Se ha demostrado que el tamafio de poro del NT
de TiO; que mas estimula el crecimiento celular se encuentra en los rangos de alrededor de los 80 nm,
mientras que tamafnos de poro de aproximadamente 100 nm llevan a incrementar drasticamente la

muerte de estas células debido a las caracteristicas especiales de la morfologia [15].

Es necesario incrementar el estudio de las estructuras de NTs de TiO, para su uso como materiales en
biotecnologia ya que se requiere de una mejor comprensiéon de las propiedades de toxicidad hacia las
células. Métodos en el mejoramiento en el relleno de los nano-poros con farmacos y con moléculas bio-
activas pueden proveer de informacidn significativa para el desarrollo de sistemas para su liberacién

controlada en organismos [17] [15].

1.4  Objetivos del Presente Trabajo de Investigacion.

Las superficies de materiales nano-estructurados pueden proveer propiedades fisicas y quimicas
gue asemejen la estructura nativa de un organismo vivo, ofreciendo un sustrato ideal para soportar la
regeneracién de tejido y otras células sobre su superficie, mientras ayuda a la disminucion de la viabilidad
bactericida ya que interfiere negativamente con las actividades metabdlicas y la integridad de membranas

de algunas bacterias [15].
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Uno de los factores principales en la falla clinica del implante es la integracidon incompleta con el hueso de
sus alrededores (6seo-integracion) y el cartilago con el material implantado [34].Las capas de NT de TiO;
formadas por métodos de anodizado electroquimico sobre Ti y la aleacidn TisAl.V han demostrado
mejorar la adhesion y funcionamiento de osteoblastos cuando se comparan con materiales no
anodizados. Sin embargo los implantes base Ti y aleaciones ocasionalmente pierden sujecién y fallan [35].
Motivo concluyente para investigar la modificacion superficial con nano-estructuras, buscando el
mejoramiento superficial de interface y de la éseo-integracion con el material implantado, disminuyendo

las posibilidades de falla a largo plazo [36].

El ASO es ampliamente recomendada para la esterilizacién y desinfeccion de implantes ortopédicos y
dentales ya que no altera el comportamiento de la superficie en contacto con las células de tejido vivo
[8], siendo la principal contribucién del presente trabajo de investigacién, el analisis de los efectos en el

uso de ASO como electrolito en la modificacién superficial de Tiy la aleacidn TicAlsV.

El objetivo particular es el de obtener NTs de TiO; con caracteristicas especificas en los rangos de los 80 a
100 nano-metros (nm) en didmetro externo promedio, un espesor de pared de 5 a 20 nm, longitudes de
50 a 100 nm y densidades arriba del 90% por centimetro cuadrado (cm?) 0 1.25-1.75 gr.cm, en rangos de
tiempo cortos de 1 a 30 minutos y potenciales de corriente entre los 5a20V a1, 5y 10 amperes [10].
Siendo este el primer estudio dirigido a la fabricacidn y caracterizaciéon de NTs sobre la superficie de Tiy
la aleacidon TisAl4V por el método de oxidacién anddica con electrolitos acuosos base ASO, siendo su
excelente bio-compatibilidad la propiedad clave de mayor interés para nuestro estudio [37]; con especial

interés en los siguientes puntos:

1. Promover el uso de electrolitos acuosos base ASO para la generacion de NTs de TiO,.

2. Reducir tiempos de anodizado de 5 a 30 minutos, gracias a las propiedades Unicas del ASO.

3. Proveer de capas anti-corrosivas de NTs de TiO, fuertemente adheridas a la superficie de la
aleacion TisAlsV utilizando electrolitos acuosos base ASO.

4. Formar capas de NTs de TiO; en los rangos de 80 a 100 nm de diametro para el posterior estudio
de sus propiedades bioldgicas por otras lineas de investigacién.

5. Reducir los contenidos de NH4F (<0.1%) en la solucidn acuosa electrolitica base ASO.
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Asi como investigar y documentar los efectos del cambio en los pardametros como; el tiempo, voltaje y
composicion del electrolito sobre el didmetro, longitud y la densidad por cm? de NTs de TiO,, con el apoyo
de tecnologias de ultima generacidn en microscopia de fuerza atdmica (AFM), microscopia electrénica de

barrido (SEM) y composicién quimica con espectroscopia por dispersidn de rayos X (EDX).

1.5 Organizacion de la Tesis.

La presente tesis estd dividida en 5 capitulos.

Capitulo 1. Presenta la revisién de la literatura de trabajos previos realizados sobre el tema, asi como los

objetivos de esta tesis.

Capitulo 2. Se enfoca en describir de forma general el método de anodizado electroquimico y los
mecanismos que gobiernan el crecimiento de las capas de Oxidos, se introducen las caracteristicas
generales, propiedades y composicidn del ASO comercial, asi como el método de electrolisis por corriente

directa.

Capitulo 3. Se detalla la sintesis de NTs de TiO, por el método de anodizado electroquimico sobre Tiy la
aleacion TicAlsV, se presenta el disefio de experimentos, el origen para las propuestas electroliticas base
agua super oxidada utilizadas, se discuten los parametros de control en los ensayos, se detallan los
instrumentos utilizados para la medicidn y evaluacién de los resultados obtenidos y se presentan las
herramientas disefiadas para la fabricacién de las nano-estructuras de TiO; y la fabricacion de ASO

utilizado en las soluciones propuestas.

Capitulo 4. Se detallan los experimentos realizados, la metodologia utilizada, y se analizan los resultados

obtenidos por la aportacién del ASO para la formacion de nano-estructuras.

Capitulo 5. Se presentan conclusiones, y se discute sobre la aplicacion, asi como trabajos futuros.
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Capitulo 2. Oxidacion Anddica o Anodizado Electroquimico.

“Lo conocido es finito, lo desconocido infinito; desde el punto de vista intelectual estamos en una pequefia
isla en medio de un océano ilimitable de inexplicabilidad. Nuestra tarea en cada generacion es recuperar
algo mds de tierra.”

T.H. Huxley, 1887.

La sintesis de nano-estructuras especialmente los NTs se pueden lograr por distintos métodos, la
técnica de oxidacion anddica o anodizado electroquimico es de nuestro especial interés ya que puede ser
utilizada para la modificacion superficial de distintos materiales ferrosos y no ferrosos, muy versatil, facil
de escalar, de un relativo bajo costo, permitiendo la formacién de capas de éxidos densas muy bien
definidas con el control adecuado de los parametros de anodizado y el tipo de aleacién a utilizar. La
comprension de los factores que afectan la mecanica de crecimiento de las capas de 6xido utilizando la
técnica de oxidacion anddica se describe en este capitulo, de igual manera se menciona la importancia de

las soluciones electroliticas y el uso de ASO en la formulacion de nuevas soluciones.

2.1  Anodizado Electroquimico.

La técnica de oxidacidon anddica o anodizado electroquimico consiste en exponer el metal a un
voltaje positivo en una configuracion electroquimica, donde el anodo (+) y el cdtodo (-) se encuentran
sumergidos en la solucién electrolitica; el metal a modificar es expuesto (en contacto con el electrolito) a
través del anodo positivo (+) a un determinado voltaje y corriente eléctrica; donde la reaccion
electroquimica de éxido reduccidn se inicia: M =2 M™ + n e’, como se muestra en la Figura 2. Del resultado
del fendmeno de éxido reduccidn se pueden producir tres posibles reacciones que son dependientes del
electrolito y de los pardmetros de anodizacidn existentes que gobiernan la mecanica de crecimiento de la

capa de oxido, estas reacciones son las siguientes:
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1. Los cationes del metal M™ se disuelven de manera continua en el electrolito, ocasionando

corrosién o electro-pulido.

2. Los cationes del metal M™ reaccionan con los iones del oxigeno 0% contenidos en el electrolito,
formando capas de éxido compactas (Oxidos Metdlicos, OM), siendo los OM no solubles en el

electrolito.

3. Bajo condiciones electroquimicas muy particulares, la formaciéon de la capa de éxido vy la
disolucién quimica inician simultdneamente generando una capa de dxido porosa. Sin embargo
bajo condiciones aun mas especificas se establece una situacion donde las capas de o6xido
comienzan a crecer de manera organizada o desorganizada (dependiendo de los parametros de
control) y durante este crecimiento los nano-poros, nano-capas de NTs y otras morfologias inician

su formacion.

@ @ @ Fuggte

Voltaje

Amperes Voltios

Fuente de 0o &
Corriente
AC
Anodo Cétodo @
% B2
¢e Amperimetro
QO OO0
¢
Formacidn de la capa de dxido [—
M — M + 2¢ e B e

M2 + H,0/0H —= M{OH,) = MO

Electrolito

Figura 2. Esquema general para el anodizado electroquimico.
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2.2 Mecanismos del Crecimiento de la Capa de Oxido.

Existen dos técnicas principales que pueden ser utilizadas durante el proceso de anodizado para
la formacidn de capas de NTs, una de estas técnicas se lleva acabo con la aplicacidon de rampas de voltaje,
otra es con la aplicacién de un voltaje constante. Estos voltajes varian de entre 1-60 V en electrolitos
acuosos, o hasta 150 V en electrolitos no acuosos. Las soluciones electroliticas indagadas por distintos
investigadores proponen un contenido de iones fluoruro disueltos en solucidn en los rangos de 0.05 - 0.5

M (0.1 - 1%) [38].

El crecimiento de la capa de 6xido una vez elegido el metal a anodizar, puede ser monitoreado llevando
un registro de las caracteristicas del electrolito, concentracion de componentes disueltos en él,
temperatura, pH, velocidades de agitacion (si aplica), control de los niveles de voltaje y corriente que pasa

a través de la muestra, asi como el tiempo de anodizado.

Sobre el dnodo, si el electrolito no contiene iones fluoruro, las capas de 6xido de TiO, formadas sobre la

superficie de Ti o TisAlsV son compactas y obedecen las siguientes ecuaciones:

M>M*+ze (0-1)
M= (z/2)H,0 > MO, +zH +z e (0-2)
M* = zH,0 > M(OH), + zH* (0-3)
M(OH); > MO, + (z/2) H.0 (0-4)

De forma simultanea una reaccién contraria en el catodo origina la evolucion de hidrogeno:

zH 0 +ze 2 (z/2)H, I + zOH (0-5)
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Este es el esquema clasico general de anodizacién donde se involucra la formacién de cationes Ti**, que
reaccionan con iones 0% creados por el campo asistido del H,O o los OH", de esta manera los cationes Ti**

y los iones O% migran a través de la superficie [38].

En el momento que inicia el crecimiento de la capa de éxido anddica, esta es determinada por el
transporte asistido de iones a través de la capa de 6xido y dependiendo del porcentaje de transporte de
las especies idnicas involucradas (Ti**, 0%) el crecimiento ocurre en cualquiera de las dos interfaces, oxido-
metal y oxido-electrolito. Bajo un voltaje constante U, el campo F=U/d baja constantemente,
disminuyendo las fuerzas de migracidn idnica (para estado sdlido), incrementando el espesor de la capa
de 6xido d. El resultado es una caida exponencial de la corriente anddica con el tiempo, hasta que los
efectos de campo se pierden, esto en el orden de kT. En este punto es cuando se puede concluir que se
ha logrado el madximo espesor de capa dependiente del voltaje. Para la mayoria de los metales de
transicidn este espesor final se encuentra dado por la ecuacién d=fU, donde f es el llamado factor del
oxido (tipicamente en el rango de 2 -4 nm V). La capa que crece en la interface oxido/electrolito consiste
de una capa de 6xido menos densa conteniendo oxy-hidroxidos [38] [39], mientras que la capa en la

interface metal-oxido consiste de capas densas y estables de TiO..

La presencia de fluoruros en el electrolito afecta los procesos de anodizacién, ya que estos forman
especies solubles en el agua [TiF¢]*. Por un lado los cationes Ti* son expulsados hacia la interface oxido-
electrolito, después de la migracién a través de la capa de 6xido y por otra parte el ataque quimico de la
recién formada capa de TiO,.

Ti* + 6F > [TiFe] (0-6)

TiO; + 6F "> [TiFs]> + 2H,0 (0-7)
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Dependiendo de la concentracién de fluoruro disuelto en la solucidn electrolitica, existen tres posibles

caracteristicas electroquimicas que pueden ser obtenidas [13] [40]:

1. Si el contenido de fluoruro es muy bajo (<= 0.05 % en contenido de agua), podemos observar
capaz de oxidos compactas y estables, similares a las encontradas en los electrolitos libres de

fluoruros; esto se logra anodizando el material a un voltaje superior a Up.

2. Si las concentraciones de contenidos de fluoruro en la solucion son mayores al 1%, no se
observara formacion de Oxidos, ya que todos los cationes Ti** que se forman reaccionan
inmediatamente con el fluoruro para formar [TiFs]* soluble, de esta manera la reaccidn debe ser

controlada por difusién de los [TiFs]* de la superficie y el electro-pulido ocurre [40].

3. Para concentraciones de fluoruro intermedias, existe una competencia entre la formacion del
oxido y la disolucidon de iones Ti** ocurre, de esta manera se comienza a observar la formacion de
nanotubos. Una curva tipica i-t (corriente vs tiempo) de condiciones que llevan a la formacién de

nanotubos se observa en Figura 3 [40].
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Corriente

_~Ti0, capa compacta

F=AUA

picos iniciales

Tio?

Figura 3. Curva Tipica Corriente vs Tiempo.

La grafica muestra un esquema tipico de corriente vs tiempo para la oxidacidn del Ti en electrolitos con o
sin iones F. Los diagramas a), b) y ¢) muestran la morfologia correspondiente a la formacién del
recubrimiento durante las diferentes etapas del proceso. Los esquemas de la derecha muestran los

detalles de la transportacién de los iones durante las fases b) y c) [15].
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La curva muestra tres escenarios:

) En el estado inicial de anodizado la curva esencialmente sigue el caso libre de fluoruros, donde
ciertas muestras de sustrato al ser removidas del electrolito dan como resultado una capa

compacta del éxido.

) En el segundo escenario al existir un incremento en la corriente, se inicia la formacién de
poros irregulares a nano-escala que penetran la capa de dxido original (la corriente aumenta

mientras el area reactiva se incrementa).

1)) En el tercer escenario la corriente baja de nuevo al momento en que las capas de nano-poros
o NTs se forman. Ciertas capas de 6xido (capas aleatorias o capas iniciales) se siguen formando
y se mantienen como restos que frecuentemente se depositan en la superficie o capa superior

cubriendo los NTs después de la anodizacion [40] [41].

Para las capas mencionadas en el paso lll, se han intentado distintos procedimientos para removerlas [41]
[42] [39], ya que interfieren en los procesos fisico-quimicos de transporte obstaculizando e interfiriendo
en el desarrollo del tamafio del NT [43] [44]. Después de que la auto-organizacién en las capas iniciales
del 6xido se realiza, el tamafio del NT continuda creciendo a una densidad de corriente preferentemente
estable. El crecimiento de la capa de dxido es determinado por los efectos de difusién [45] [46] es por
esto que la agitacidn, los efectos de la gravedad [47] y la viscosidad del electrolito influencian en la

constante de difusién, volviendo muy importante el control de estos pardmetros.

El rol principal de los fluoruros es el de mantener la base de la capa de éxido delgada [48] ya que las
primeras capas “imprimen” la morfologia de las subsecuentes capas de dxido, esto gracias a una inmediata
solvatacién de los cationes Ti** que estdn en contacto con la interface oxido electrolito. Otro factor
importante es que los iones fluoruro son muy pequefios y compiten con la migracién de los iones 0% a

través de la base del diéxido de TiO,.
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Las nano-capas que se forman en electrolitos conteniendo fluoruros, presentan una forma en “V” a través
de su espesor [39] [46] esto es debido a la mayor exposicién de las paredes superiores de los NTs ya que
estos estan mas en contacto con el electrolito conteniendo fluoruros (interface éxido-electrolito),
desgastando permanentemente las paredes de los NTs durante el proceso de formacién de la capa de
Oxido. Siendo esta parte externa tipicamente densa y la parte interna formada por distintos agregados en
su contenido. De forma general la Figura 4 muestra la distribucion de la composicion de los NTs en la parte

superior (interface éxido-electrolito), la parte central y su base (interface 6xido-metal).

Ti0, compacto

la mayoria de
electrolitos
AU
t=25nm/N xU
Nanotubos Ti0, autoorganizados
AU

electrolitos que contienen
F (condiciones dptimas)

Figura 4. Distribucién de la Composicion de los NT.
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2.3 Factores que afectan la geometria y la composicion.

Dependiendo del tipo de electrolito que se utilice, existen factores que afectan la geometria y la
composicion de las nano-estructuras, de manera general una vez definido el electrolito se ha encontrado
que el tiempo de anodizado define la longitud del NT, como se ha descrito anteriormente, el didmetro del
NT esta controlado de manera lineal por el voltaje que se aplicay la corriente que fluye a través de él tiene
efectos sobre el espesor de pared en la formacién de NT [49] [50] [48] [51]. Conforme el anodizado ocurre,
se generan productos derivados de la reaccién, que con el tiempo cambian la conductividad del electrolito
[52], limitando el paso de la corriente, dando como resultado variaciones en los didmetros de los NTs en
tiempos mas largos de anodizado. Es muy importante mencionar que para condiciones de crecimiento
acelerado de capas de éxido, estén presentes condiciones éptimas de crecimiento (aleacién-electrolito-

voltaje-corriente-temperatura-tiempo-agitacion).

Estudios en soluciones electroliticas organicas, como las compuestas por etilenglicol, glicerol, o liquidos
idnicos a bajos contenidos de agua disuelta en solucién, han demostrado formar nano-estructuras donde
su composiciéon y morfologia presentan diferencias significativas al ser comparadas con las nano-
estructuras formadas en electrolitos acuosos, produciendo NTs largos, con diametros grandes arriba de

los 700 nm y una morfologia homogénea en las paredes de los NTs [53] [54].

El contenido de agua disuelta en el electrolito afecta la tasa de crecimiento y la velocidad de la disolucién

guimica de los NTs de dos formas:

1. Elagua disuelta en el electrolito es requerida para la formacién del 6xido base de los NTs.

2. Aceleraladisolucién de la capa de NTs en la interface 6xido-electrolito, sobre todo si los fluoruros

de metal formados son solubles en agua.
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Otras observaciones que se reportan frecuentemente en electrolitos con bajos contenidos de agua, es la
caracteristica particular del suave acabado superficial de las paredes que forman los NTs, [55] [48] [56]
[57]; en contraste, los electrolitos con altos contenidos de agua, muestran ondulaciones sobre la
superficie de los NTs. La razon aparente de este efecto es la capa enriquecida con fluoruros entre los
tubos, mostrando un aumento en la rapidez de disolucién quimica con respecto a la velocidad de
crecimiento del sustrato subyacente; es por esto que estos estudios concluyen que las ondulaciones sobre
las paredes de los NTs se pueden atribuir a la fluctuacion continua del comportamiento activo y pasivo de

las regiones frontera de las capas de éxido [58].

Otro de los métodos para la generaciéon de NTs puede ser bajo condiciones galvanoestaticas es decir,
manteniendo la corriente de anodizacidén constante [59]. Sin embargo, esta técnica tiene el inconveniente
qgue el voltaje puede cambiar con el tiempo y de esta manera perder principalmente el control del
crecimiento del didmetro del NT. Los trabajos realizados por Taveira y colaboradores [59] muestran que
el anodizado bajo corriente constante, en efecto muestra fluctuaciones en el voltaje, razén por la cual el
NT continda creciendo hasta un voltaje critico, ocasionando un desprendimiento de esta capa e
inmediatamente después es reemplazada por una nueva que toma su lugar. La técnica utilizando rampas
alternadas de voltaje [60], no muestran resultados con una desviacion significativa sobre las realizadas a

voltaje constante [38].

En los distintos estudios de los métodos de anodizacién electroquimica [61] [46] [38] se ha observado y
reportado que para la generacion de capas de NTs de dxidos en distintos metales el factor clave para la
generacion de estas morfologias es la concentracién de H,0 en la solucidn. Estos estudios se han ampliado
para ver los efectos de las concentraciones de H,0 para la generacion de NTs de TiO; en electrolitos no-
acuosos y han demostrado que el efecto de campo ocasionado por el voltaje es el factor principal debido
a la movilidad de los iones fluoruro disueltos en solucion [62] [57] [63]. Si el voltaje es disminuido durante
la anodizacion, el crecimiento del tubo se detendra o se reducira drasticamente, debido a las fuerzas de
campo a través de la base de la capa de dxido, volviéndose estas fuerzas muy bajas para mantener el

crecimiento [38].
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Los mas altos niveles de ordenamiento de capas de NTs de TiO, se han encontrado en electrolitos no-
acuosos, como el glicerol o el etilenglicol. Los electrolitos organicos base etilenglicol han demostrado que
bajo condiciones dptimas de electrolito y voltaje [64] [39], se logran capas de NTs con un muy buen
ordenamiento, mostrando que para la creacién de capas de 6éxidos ordenadas, se deben encontrar las
condiciones éptimas electroliticas, que consisten en obtener una formulacidn que nos permita lograr la
maxima corriente al menor voltaje que pueda aplicarse, evitando la disolucidn electrolitica (rompimiento

dieléctrico de la capa de 6xido).

2.3.1 Factores para Obtener Arreglos Nano-Tubulares.

La presencia de iones fluoruro disueltos en la solucion electrolitica es necesaria para la generacion
de capas ordenadas de TiO,, estas capas ordenadas dependeran principalmente de las variaciones en la
concentracién de fluoruros en la solucidn y la cantidad de H,0, asi como las condiciones de voltaje,
corriente y tiempo. La agitacion magnética provee de una densidad de corriente local uniforme asi como
de condiciones de temperatura mads apropiadas sobre la superficie del anodo y es sugerida durante los

experimentos.

El control adecuado de estos factores afectan los mecanismos de crecimiento de la capa de éxido, al inicio
de este proceso el grabado electroquimico domina y las primeras capas de dxido se forman con la ayuda
del campo eléctrico, el 6xido comienza a crecer sobre su superficie, donde los iones 0% provenientes del
H.0 migran a través de la capa de 6xido y reaccionan en la interface metal-6xido, mientras que los cationes
de Ti* son expulsados de la interface metal-6xido a la interface metal-electrolito, como lo explica la

siguiente ecuacion [65] [14]:

Ti + 2H,0 > TiO, + 4H + de” (0-8)
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De esta forma los iones fluoruro en el electrolito ayudan a la formacién de los NTs sobre la superficie del
Ti. Sin iones fluoruro F, el campo eléctrico se reduce mientras el éxido continua creciendo, lo que lleva a

una caida exponencial de la corriente como se muestra en la Figura 5 [14] [66].

(a) (b) (c)

Escalamiento

oo o o= o -
- - -

F o s o o

Oxido ~
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—.__Metal
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Figura 5. Diagrama esquematico de la evolucion de nanotubos (TiO:) en anodizacion.

(a) Formacion de la capa de dxido; (b) formacién de poros en la capa de dxido; (c) escalamiento, formacién
entre poros; (d) crecimiento de los poros y escalamiento; (e) matriz de nanotubos (TiO2) completamente

desarrollados.

De esta forma los cationes Ti* son expulsados para formar una capa de precipitado de Ti(OH)«Oy. Todas
estas condiciones retardan la formacidn de la capa de éxido. La presencia de los iones F en la solucidn

electrolitica otorga diferentes mecanismos que gobiernan la disolucién de los TiO; de la siguiente manera:

TiO, + 6F = [TiFs]* + 0, (0-9)

37



Esta disolucidn lleva a la formacion aleatoria de poros, que con las condiciones apropiadas, contintdan
creciendo conforme a los pardmetros de formacién de la capa de éxido, ocasionando un incremento en
el drea activa para la formacion de mds éxido llevando a un incremento en la corriente. De esta forma los
cationes de Ti** que interactdan con la interface 6xido-electrolito reaccionan con los iones F~ para formar

especies solubles de TiF¢*, como se muestra a continuacion:

Ti** + 6F- > [TiFe]* (0-10)

Conforme el tiempo transcurre los poros contindan creciendo, y bajo condiciones estables comparten
cantidades similares de la corriente disponible esparciéndose de forma uniforme. El espesor y
profundidad de los poros continua creciendo hasta formar los NTs, esto ocurre solo cuando la tasa de
crecimiento de la capa de éxido en la interface metal-oxido es mayor que la disolucién en la interface
oxido-electrolito. El espesor de la capa de dxido, o longitud del NT se detiene cuando las tasas de

crecimiento y disolucién se igualan [67].

2.3.2 El Potencial en el Anodizado Electroquimico.

Las nano-estructuras pueden ser logradas solo en un rango especifico de potencial anddico (una
vez teniendo definido los parametros del electrolito). Si el voltaje es muy bajo los mecanismos de
formacidn o gravado inicial de la capa de dxido en la interface éxido-electrolito no logran el transporte
necesario de especies idnicas en las capas iniciales o base de la capa de 6xido en la interface oxido-metal,
dando como resultado la formacién de poros que no pueden crecer y dar forma a las nano-estructuras.
Por otra parte siendo el voltaje muy alto, las tasas de los mecanismos de crecimiento de las capas de
Oxidos son muy altos con respecto a las tasas de la disolucidon quimica, formando con rapidez las capas de
Oxidos iniciales compactos y estables en conjunto con la impresidn inicial porosa, retardando el desarrollo

de los NT [65].
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2.3.3 Composicion Quimica del Electrolito.

La composicion quimica del electrolito es crucial para la formacién de nano-estructuras,
especialmente en la formacién de NTs de TiO,. Su influencia depende primordialmente del incremento en
la concentracidn de iones F, ya que los NTs no pueden formarse si la disolucion quimica es muy alta o
muy baja, solo ciertas concentraciones de iones F pueden favorecer la formacion de NTs. La bibliografia
sugiere concentraciones en los rangos de 0.05 a 0.3 % de iones F* en contenido disuelto en la solucién
electrolitica [14] [68]. La viscosidad del electrolito es otro factor importante que influencia la generacion
de NTs, en electrolitos acuosos esta viscosidad se incrementa o disminuye segin el porcentaje de
contenido de agua disuelto en la solucidn electrolitica, siendo los de mayor contenido de agua disuelta en

solucion los de menor viscosidad.

2.3.4 Temperatura del Electrolito.

Los efectos de la temperatura en electrolito tienen cierta influencia en la formacién de la capa de
6xidos, para la formacién de NTs de TiO; se ha observado que el incremento en la temperatura del
electrolito ocasiona una disminucién en la longitud y espesor de las paredes del NT [18]. Esto quiere decir
qgue incrementando la temperatura del electrolito, se incrementa la disolucién quimica de la capa de
oxido, reduciendo o limitando la longitud y el espesor de pared del NT. Por otra parte disminuyendo la
temperatura del electrolito se obtienen NTs de TiO, con mayores longitudes y espesores de pared,
concluyendo que una baja temperatura ayuda a mejorar estos pardmetros morfoldgicos. Sin embargo,
una temperatura muy baja lleva a que los éxidos saturen los espacios entre NTs dando una apariencia de

nano-poros hexagonal al acabado superficial [68].
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2.3.5 Efectos de la Distancia entre el Anodo y el Catodo.

El proceso de anodizado electroquimico involucra la interaccidon de 2 electrodos; el dnodo y el
catodo, sumergidos en una solucién electrolitica. Este arreglo es necesario para el intercambio de iones
entre los electrodos y la distancia entre los electrodos afecta la densidad de corriente. Los experimentos
muestran claramente como la densidad de corriente en estado estable disminuye gradualmente si la
distancia entre los electrodos aumenta, de igual manera la fuerza del campo eléctrico disminuye, ya que
estd ligada a la caida de la resistencia. Los incrementos en la separacién de los electrodos originan una
disminucién en el movimiento de la cantidad de iones en el anodo ya que el campo eléctrico no es lo

suficientemente fuerte debido a la distancia [14].

La separacion de los electrodos es una variable que depende del tipo de catodo que se elija, el tamafio
del area a anodizar, de las propiedades del electrolito y del tipo de arreglo o configuracién en la celda

electroquimica.

2.4  Agua Super Oxidada (ASO).

El agua super oxidada (ASO) es ampliamente conocida por su gran variedad de propiedades no
toxicas, anti-bacteriales, desinfectantes e incluso terapéuticas. Es utilizada para el tratamiento de
distintos padecimientos y su utilizacién es muy diversa, desde métodos intravenosos, por aspersion, oral,
y cutdnea, solo por mencionar algunos. Se puede utilizar desde el tratamiento de heridas hasta incluso

para la mejora del funcionamiento del sistema inmunoldgico [37].

Las bondades del ASO se atribuyen principalmente al balance en la mezcla quimica que posee y sus
especies oxidantes, que incluyen algunos acidos hipoclorosos (HOCI), hipocloritos (OCl', NaClO), oxigeno
disuelto (0,), gases hidrégeno (H.) y cloro (Cl,), peréxido de hidrégeno (H,0,), cationes hidrégeno (H),
cantidades correspondientes de superoxidos (*O,, HO3), ozono (Os), entre otras formas activas de
especies de oxigeno (*OCI, *HO") [69]. Razones principales para su utilizacién como base en la generacion
de electrolitos acuosos para estudios sobre sus propiedades e influencia en la generacién de nano-

estructuras.
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2.3.1 Electrolisis en Soluciones Salinas.

La electrdlisis es la base para la generacién de ASO y es considerado un método relativamente
simple y de bajo costo, utilizando soluciones salinas o soluciones con mayores concentraciones de soluto
en el medio externo salino (NaCl y H,0) [69] que otorga propiedades anti-bacterianas compatibles con
organismos al modificar la composicién quimica de la solucidn. Algunos ejemplos son: la produccién de
agua clorada, blanqueadores y perdxidos de hidrégeno. De forma general la electrdlisis se puede describir
como el uso de métodos que consisten en exponer soluciones salinas al paso de corriente, utilizando
barreras selectivas de iones entre arreglos de electrodos con el objetivo de separar eficientemente

moléculas especificas y eliminar subproductos no deseados [69].

El ASO es considerada una solucién ideal en su uso como desinfectante, ya que ha demostrado ser muy
efectiva en la descontaminacidn de organismos patdgenos, siendo su composicién ligeramente acida, (pH
5.0-6.5) es ideal para su utilizaciéon en organismos vivos, es amigable con el medio ambiente y puede
controlar o prevenir una amplia gama de bacterias e infecciones virales [37]. Algunos de los parametros
ideales encontrados en ASO comercial son: 250 mg/L de concentracion de cloro disuelto en solucion,
niveles de pH 6.19, y un potencial de 6xido reduccidn (ORP) de 974 mV, dando una efectividad del 100%
al ser utilizado como desinfectante de materiales sélidos, siendo su efectividad superior a la de cloros

disueltos en solucién (1:1000 vol/vol) [15] [37].

Algunas de las excelentes propiedades anteriormente descritas, hacen que la utilizacion de ASO para la
generacién de electrolitos acuosos en la modificaciéon superficial con nano-estructuras, sobre Ti y la
aleacién TigAlsV por los métodos de oxidacidn anddica sea de especial interés, la evaluacion de las
morfologias de las superficies modificadas y el aporte a las propiedades quimicas de estos electrolitos es
el objetivo principal del presente trabajo de investigacidén, y como posible resultado incrementar las
propiedades de bio-compatibilidad de las nano-estructuras formadas sobre las superficies modificadas las

cuales seran desarrolladas por otras lineas de investigacion.
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Capitulo 3. Sintesis de NTs de TiO: por Métodos de Anodizado
Electroquimico.

“La esencia de la ciencia es que se autocorrige.”

COSMQS, Carl Sagan, 1980

El presente capitulo centra la informacién del trabajo experimental, las mediciones y evaluaciones
realizadas, el disefio y fabricacidén de los instrumentos y herramientas utilizados para la generacion de
ASO y en la utilizacidon del método de anodizado electroquimico, los pardmetros de control seleccionados
durante el proceso de anodizacion anddica para la formacion de capas de nano-estructuras de TiO; en las
diferentes condiciones de voltaje, tiempo, solucion electrolitica, temperatura, acabado superficial,
agitacién y tipo de aleacidn. Se justifica la seleccién de los disefios experimentales, se detalla el desarrollo
del ASO y de los electrolitos base ASO a diferentes concentraciones de etilenglicol y NH4F. La preparacion
y tratamientos previos de las muestras de Ti y TisAl4V, asi como los instrumentos de medicidn para el

andlisis de resultados.

3.1 Seleccion del Método para el Disefio Experimental.

El disefio de experimentos (DOE) tiene la finalidad de explicar los efectos de las variables de
entrada (factores) sobre nuestras variables de salida (respuestas) resumiendo las distintas series de
corridas en las que se realizan los cambios deliberados de entrada. Con la finalidad de que los datos
obtenidos se analicen he identifiquen las condiciones del proceso y los componentes que influyen en los
resultados de salida, para determinar cual es la configuracién mads dptima de estos factores para una

mejor obtencién de los resultados propuestos.

Existen diferentes tipos de disefios experimentales: disefios factoriales, disefios de superficie de
respuesta, disefios de mezcla y disefios de Taguchi. Debido a las caracteristicas de la presente
investigacion el método experimental que mas se adecua a nuestras presentes necesidades es el método

Taguchi ya que este incluye disefios de 2, 3, 4 y 5 niveles, asi como disefios de niveles mixtos.
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3.1.2 Disefio Experimental Metodologia Taguchi.

Los experimentos fueron disefiados utilizando la metodologia Taguchi también llamada arreglos
ortogonales, ya que estos permiten elegir el proceso que funciona con mayor consistencia durante la
experimentacion; reconociendo que no todos los factores que causan variabilidad seran controlados. A
los factores que no se pueden controlar se les llama factores de ruido [70]. Esta metodologia intenta
identificar factores controlables (factores de control) que minimizan el efecto de los factores de ruido.
Durante el experimento, se manipularon los factores de ruido para hacer que la variabilidad nos permita
determinar la configuracion éptima de los factores de control para que nuestro proceso sea robusto ante
la variacion causada por los factores de ruido. Ofreciéndonos una respuesta de salida mas confiable y

consistente, independientemente del entorno en el que se utilice.

El proceso se inicia identificando y definiendo los factores de control y ruido:

1. Definicidon de Factores de Ruido:

I. Temperatura (Temperatura Ambiente).
Il. Error de Equipo (Fuente de Poder 50 — 100 mV).

2. Definicién Factores de Respuesta:

A. Diametro del Nanotubo (Y1).
B. Longitud del Nanotubo (Y2).
C. Espesor de Pared (Y3).

D. Densidad de Nanotubos por area (Y4).

Una vez que fueron identificados estos factores varios disefios de experimentos con combinaciones
individuales fueron realizados, cada uno de estos se explicara y presentara de forma independiente en su

respectiva seccion en el capitulo 0.
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3.2 Reactivos para la Generacién de Electrolitos Base ASO.
Los tres reactivos principales utilizados para la generacion de los electrolitos acuosos utilizados en la

experimentacion son:

- Etilenglicol (C;He0,)
- Fluoruro de Amonio (NH4F)

- ASO nivel comercial Microdacyn60.

La composicién general del ASO nivel comercial Microdacyn® tiene las siguientes caracteristicas [71]:

Tabla 1. Composicion del agua stper oxidada Microdacyn®.

Compuesto Composicion (%Agua/Agua) Composicion (mg/L)
Hipo clorito de Sodio 0.00357 35.7
Acido hipocloroso (HCIO) 0.00252 25.2
Cloruro de Sodio (NaCl) 0.011055 110.6
Agua super oxidada 99.98 999.8

*Con un pH de 6.2-7.8, potencial oxido reduccién >800 mV y una osmolaridad de 13mOsm/kg.

La composicién del ASO nivel comercial Microdacyn60® utilizada en los experimentos tiene las siguientes

caracteristicas:

Tabla 2. Composicion del agua super oxidada comercial (Microdacyn60°®).

Composicidn

Sodio<55ppm Cloro <80ppm
HCIO H.0>
ClOo O3
Clz 02

*Combinados estos iones no son mas de 55ppm.
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Tabla 3. Valores del agua super oxidada comercial (Microdacyn60®).

Nomenclatura Valor Unidad
Potencial Oxido Reduccion (ORP) 1.1 \Y
Cloro Disponible (AC) 20<AC<60 ppm
NaCl (Cloruro de Sodio) 0.1 % x Litro
pH <2.7

3.3 Instrumentos Utilizados en la Caracterizacion de las Mediciones.

Como se menciond en la seccion 3.1.2 hay cuatro factores de respuesta principales en las mediciones
de los ensayos electroquimicos de anodizado sobre las muestras de Ti y la aleacién TisAl,V, que son: 1-
diametro del nanotubo, 2- longitud del nanotubo, 3- espesor de pared y 4- densidad de nanotubos por

area. Los instrumentos utilizados para la medicion de estas caracteristicas son:

e Microscopia electrdnica de barrido (SEM)
o  Microscopia de fuerza atomica (AFM).

e Espectroscopia por dispersion de rayos X (EDX)

En los ensayos de electrolisis por corriente directa para la generacién de ASO se utilizaron:

e Medidor de Acidez (pH).
e Medidor de particulas (ppm).

e Medidor del potencial oxido reduccion (ORP).
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2.3.2 Microscopia de Fuerza Atémica (AFM).

Las mediciones fueron realizadas utilizando microscopia de fuerza atémica (AFM) Newport XY
Translation Stage Modelo 401, Figura 6. La mecanica del funcionamiento general del AFM consiste de una
punta afilada en cantiléver que se utiliza para escanear la superficie de la muestra. Esta punta esta hecha
principalmente de silicio con un radio de curvatura de la punta en la escala nano-métrica. Cuando la punta
se acerca a la superficie de la muestra, las fuerzas que estan entre la punta y la muestra conducen a una

deflexién de acuerdo con la ley de Hooke, como se muestra en la Figura 7.

Figura 6. Microscopio de fuerza atémica (AFM).
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Las fuerzas que se miden en el AFM incluyen la fuerza mecanica de contacto, fuerzas de Van der Waals,
fuerzas de capilaridad, fuerza de enlaces quimicos, fuerzas electrostaticas, etc. Ademas de estas fuerzas
adicionalmente se pueden medir de manera simultanea otras fuerzas esto gracias al uso de puntas
especiales, pero esto es dependiente del tipo de AFM y las configuraciones que este permita. De manera
general la deflexion del sensor se mide en un punto gracias a un laser reflejado desde la superficie superior
del sensor en cantiléver hasta un arreglo de fotodiodos. Otros métodos que se utilizan son el
interferémetro dptico, sensor capacitivo o cantiléver AFM piezo-resistivo. Los sensores fabricados con
elementos piezo-resistivos actian como una galga extensiometrica a deformaciéon usando el puente
Wheatstone en el arreglo del circuito eléctrico que mide la resistencia eléctrica como deformacién en
cantiléver o deflexion, aun a pesar de ser que el arreglo de puente de Wheatstone es muy preciso este

método no es tan sensible como la deflexién por laser o con el uso del interferémetro.

Sensores de

retroalimentacion o
respuesta

Fotodiodo

Superficie de la
muestra

Cantilever y Punta

Escaner PZT

Figura 7. Diagrama esquematico de la microscopia de fuerza atémica (AFM).
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El uso del microscopio de fuerza atdmica es utilizado en nuestra investigacion para examinar
principalmente rugosidad o factores de aspereza de las superficies del TiO, asi como algunas de las
caracteristicas principales del NT, como: didmetro, espesor de pared, longitud, y densidad de NT por cm?,
sin embargo estas ultimas cuatro caracteristicas son mejor apreciadas utilizando la técnica de microscopia

electrénica de barrido (SEM).

2.3.3 Microscopia Electrénica de Barrido (SEM).

El método de microscopia electrdnica de barrido (SEM) es ampliamente utilizado en distintos métodos
de analisis, ya que es una técnica muy poderosa en la produccidon de imagenes de alta resolucién gracias
a las interacciones que se pueden realizar entre los electrones y la materia sujeta a estudio, algunos de
estos métodos de andlisis pueden ser: estudios morfolédgicos o de superficie, andlisis micro-estructurales
y nano-estructurales (dependiendo de la resolucion del microscopio), andlisis de componentes o
elementos de composicion (equipado con el detector de energia/ dispersor de ondas de rayos X, o EDX),
compuestos quimicos, mapeos elemental, entre otros. Estudio realizado con el modelo de Orsay Physics,

como se muestra en la Figura 8.

Figura 8. Microscopio Electrénico de Barrido (SEM).
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3.4 Diagrama de Procesos para la Sintesis de Nano-Estructuras de TiOx.

A continuacidn la Figura 9 se muestra el diagrama de flujo general del proceso realizado para la

sintesis de capas de nano-estructuras de TiO,, por el método de anodizado electroquimico.

v v
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Bafio: Limpiador TSP-FP Acetona Desengrasado
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Pistola de Aire Caliente Secado

Soluciones Electroliticas Acuosas

Proceso de Anodizado Base ASO

Bano: Agua Des-ionizada 10min

AFM
Caracterizacion SEM
TEM

ST

Figura 9. Diagrama de flujo general.



3.5 Configuracién para el Proceso de Anodizado Electroquimico.

La Figura 10 muestra un esquema del arreglo utilizado para la realizacion de los experimentos
utilizando la técnica de anodizado electroquimico. El anodo o metal a anodizar, es conectado a una fuente
de poder en la terminal positiva (+), y el catodo a la terminal negativa (-), para el anodizado de Ti y la

aleacion de TisAlsV. La fuente de poder es necesaria para forzar el proceso de corrosion asistida,

(anodizado).

Fuente
) o @

Voltaje

Amperes Voltios
00 1)

Fuente de
Corriente
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Anodo Cétodo
(+) (-) @
i @ @ Amperimetro

QOO0

v

Contra Electrodo:

Electrodo de Trabajo o Malla de Platino (Pt)

Muestra de Ti o TIBAI4V -
® = = &

/ -
Lamina de Aluminio ) / .
V -

Figura 10. Esquema Detallado del Arreglo Electroquimico.
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3.5.1 Disefio de Celda Electroquimica para el Proceso de Anodizado.

El disefio de la celda utilizada para el método de polarizaciéon anddica fue disefiado de acuerdo a
la celda estandar CFD-13 Coating Flat Cell de Scribner y Asociados Inc. adecuada para nuestras
necesidades particulares de configuracion con la intension de agilizar la manipulacion de las muestras. Los
componentes principales de esta celda son el electrodo de trabajo (dnodo) y contra electrodo (catodo).

Las caracteristicas generales del disefio se describen en la Figura 11.

a) b)

Figura 11. Celda Electroquimica Modificada.

a) Explosidn de componentes de la Celda, b) Celda ensamblada, c) Propuesta final.
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La celda consta de tres componentes principales fabricados de acrilico, los tornillos, tuercas y rondanas

seleccionados para su ensamble son de acero inoxidable.

El electrodo de trabajo entra en contacto con el electrolito a través de un orificio que se encuentra ubicado
en el fondo del componente cilindrico que contiene al electrolito y de donde se sujeta el contra electrodo
de Platino (Pt), una placa de aluminio de 6 mm de espesor se encuentra ubicado entre el electrodo de
trabajo y el contra electrodo para cerrar el circuito y permitir el paso del flujo de corriente con un orificio
escalonado especialmente colocado para ensamblar con las muestras de Ti y la aleacidon T¢Al:V evitando
movimientos excesivos después del montaje y controlar de manera precisa las superficies de contacto
entre el anodo, el catodo y el electrolito, de esta manera solo la superficie de la muestra de Ti o TigAl4V
de 1 cm? queda en contacto con el electrolito. La superficie expuesta consta de un sello de plastico

impermeable para evitar fugas del electrolito.

La malla de platino (Pt) o contra electrodo es utilizada debido a sus propiedades inertes contra las
soluciones electroliticas utilizadas durante el proceso de anodizado electroquimico, debido a las
caracteristicas de la celda electroquimica, la distancia entre ambos electrodos es de 2 cm. La Figura 12
muestra la configuracién final de la celda descrita asi como una escala en centimetros que permite

conocer algunas de sus dimensiones basicas.
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Figura 12. Celda Electroquimica para Anodizado.

a) y b) Vistas superiores, c) Vista frontal, d) Vista en isométrico.
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3.5.2. Disefio de Celda para el Proceso de Electrélisis por Corriente Directa.

La electrdlisis por corriente directa se realiza gracias a dos membranas de poliéster (Anicénica y
Catidnica) ubicadas entre electrodos de titanio platinado y la solucidn salina, H,O con contenidos de NaCl
(Cloruro de Sodio), el voltaje se aplica a los electrodos de titanio platinado forzando el intercambio idnico,
ocasionando que del lado del anodo se comiencen a elevar los niveles en contenidos de O, y Cl,, y del lado
del catodo se concentran grandes cantidades de H; [37]. El agua electrolizada altamente acida (SAEW de
sus siglas en inglés o ASO agua super oxidada como la hemos estado llamando en el presente trabajo de
investigacion) es generada en el lado del dnodo. La ASO es definida si cumple con los siguientes
parametros minimos: niveles de pH menores a 2.7, potenciales de éxido reduccién (ORP) mayoresa 1.1V

y concentraciones de cloruro (AC) entre 20-60 ppm [37].

La Figura 13 muestra el esquema general para la generacién de ASO. Los parametros utilizados de voltaje,

y contenidos de NaCl en solucidn seran descritos con mayor detalle mas adelante. [37]

Cdatodo —

+ Anodo |

AsO

Membranas

Figura 13. Electrdlisis por Corriente Directa, Esquema General.
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En el dnodo el proceso de intercambio idnico eleva los niveles en contenidos de O, y Cl, como lo describen

las siguientes ecuaciones:

H,0 > % 0, + 2H* + 2e (0-1)
2CI >Cly + 2¢ (0-2)
Cly(aq) + H20 €—>HCIO + HCl (0-3)

Mientras que del lado del cdtodo se concentran grandes cantidades de H,:

H,0 +2e > % H, + OH (0-4)

Las distintas propuestas de estos aparatos fueron disefiados y fabricados con la intension de encontrar
una configuracion 6ptima para la fabricacion de la celda que se utiliza en el proceso de electrolisis por
corriente directa para la generacién de ASO bajo condiciones especificas en el laboratorio respetando los
parametros descritos en la Tabla 3 para valores del ASO comercial (Microdacyn60®). Posteriormente el
ASO obtenida es utilizada como uno de los componentes principales en la generacion de los electrolitos

acuosos en los ensayos electroquimicos para la generacion de capas de NT de TiO..
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3.5.3. Prototipo 1: Celda para Electrdlisis por Corriente Directa.

El esquema y prototipo 1 se presenta en la Figura 14.

a) - Paredes de frontera
Paredes divisorias
/ %
/ Espacios para electrodos
y membranas
o

Tanques para la
solucion electrolitica

Orificios para ajustes y

ensamble

Figura 14. Prototipo 1: Celda Electroquimica para Electrdlisis por Corriente Directa.

a) Esquema general, b) Propuesta final.
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El prototipo 1 mostrado en la Figura 14 muestra el arreglo general de la celda, fabricada de acrilico, consta
de 3 estaciones cilindricas las cuales permiten el almacenamiento de la solucién salina con una capacidad
de 1.3 litros por estacién y una capacidad total de 3.9 litros, estas tres estaciones estan divididas por
paredes que ubican en una posicién ideal los electrodos de Ti platinado y las membranas de poliéster para
el anodo y el catodo. Bombas y mangueras para la agitacién de la solucién son colocadas entre las
estaciones (no mostradas en la Figura 14) asi como llaves para la salida y entrada de flujo. La Figura 15
muestra la celda en su configuracién final utilizada en el proceso de electrdlisis por corriente directa

utilizando este prototipo.

Figura 15. Prototipo 1: Configuracion Final.
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3.5.4. Prototipo 2: Celda para Electrélisis por Corriente Directa.

El esquema del prototipo 2 se presenta en la Figura 16.Esta configuracién pretende una mayor
rapidez en la manipulacién de las soluciones salinas asi como el poder tener un mejor acceso durante el
monitoreo de sus propiedades durante el proceso de electrolisis por corriente directa. Las cdmaras estan
separadas por paredes de acrilico que no permiten filtraciones gracias a un arreglo donde la membranay
el electrodo de titanio platinado quedan oprimidos sellando los compartimientos por la presion

distribuida ejercidas por las paredes entre las cdmaras y sellos de neopreno.

a) b)

c) d)

Figura 16. Prototipo 2: Celda Electroquimica para Electrdlisis por Corriente Directa.
a) Vista en explosién de componentes principales, b) Vista de ensamble, c) Vista de componentes de

paredes divisoras, d) Vista de paredes ensambladas.
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La fotografia de la Figura 17 muestra el prototipo 2 de la celda electroquimica utilizada para la electrélisis

por corriente directa para la generacion de ASO.

Figura 17. Prototipo 2: Celda Electroquimica para Electrdlisis por Corriente Directa.
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3.5.5. Prototipo 3: Celda para Electrdlisis por Corriente Directa.

El esquema del prototipo 3 se presenta en la Figura 18, basandonos en el prototipo 2 esta nueva
configuracion esta disefiada con compartimientos individuales, las membranas de poliéster y el electrodo
de titanio platinado quedan oprimidos entre las paredes individuales de cada compartimiento unidas por
tornillos de acero inoxidable ejerciendo fuerzas de comprension distribuidas sobre el perimetro de

interface entre los compartimientos sellando y aislando las soluciones.

a)

b)

Figura 18. Prototipo 3: Celda Electroquimica para Electrdlisis por Corriente Directa.

a) Vista en explosidon de componentes principales, b) Vista de ensamble, c) Propuesta final.
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El esquema de la Figura 19 muestra las caracteristicas fisicas y dimensiones basicas del arreglo final de la

celda para la generacién de ASO.

a)
i d @ @
{ ®
{ ® ®
0 9 mi
E— [l ? ) .
| f L ILA
Q) ) | 5
Vista Frontal Vista Lateral
b)

Figura 19. Caracteristicas Fisicas del Arreglo Final de la Celda para la Generacién de ASO.

a) Vistas frontales y laterales con dimensiones basicas, b) Vista de ensamble final en isométrico.
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El esquema de la Figura 20 muestra el diagrama detallado del arreglo definitivo de la celda para la

generacién de ASO.

Fuente
de
Voltaje
Fuente de
Corriente
AC

Anodo
(+)

Amperimetro

ORP PPM  pH

Figura 20. Diagrama Detallado para la Generacion de ASO.
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La fotografia de la Figura 21 muestra la celda electroquimica utilizada para la electrélisis por corriente

directa para la generacion de ASO.

Figura 21. Prototipo 3: Celda Electroquimica para Electrdlisis por Corriente Directa.
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3.6 Preparacion de las Muestras de Ti y TicAl4V.

Los experimentos de anodizado fueron realizados utilizando muestras de titanio con una
composicion nominal de 99% Ti (Titanio Grado 2) y la aleacién TisAlsV (Titanio-Aluminio-Vanadio). Las
superficies de analisis para las muestras fueron extraidas de barras en frio para la aleacién Ti Grado 2 y la
aleacidn TisAl4V, adicionalmente se obtuvieron muestras de una placa para la aleacidn TisAl,V y de ldminas
respectivamente para ambas aleaciones; obteniendo cupones con una superficie nominal promedio de
1.3 cm?, con un espesor promedio de 2 mm para los cupones extraidos de la barray la placa, asi como un
espesor promedio menor a 0.25 mm para los cupones obtenidos de la ldmina, con un drea expuesta de

aproximadamente 1 cm? para la celda electroquimica descrita en la Figura 22.

Figura 22. Material base muestras de Ti y TicAlsV.

a) Barra Ti Grado 2 y Aleacion de TicAlsV, b) Placa aleacion TisAlsV, ¢) Laminas de Ti y TisAlV
respectivamente, d) Cupones de Tiy TicAlsV de 1.3 cm? y 2 mm de espesor.
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3.6.1 Tratamientos Previos y Posteriores de las Muestras de Ti y TisAl4V.

El tratamiento previo al anodizado de las muestras utilizadas se realizé6 de acuerdo al estandar
ASTM G1-81 (Preparacién, Limpieza y Evaluacidon de Especimenes en Corrosién). De manera general el

proceso se describe a continuacidn.

Las muestras previamente cortadas se desengrasan en un recipiente con acetona en bafio ultrasénico por
10 minutos, la superficie de las muestras se desbastan con papel lija de carburo de silicio iniciando con
una rugosidad de 100 y reduciéndola en intervalos comerciales conocidos, ejemplo: 120, 150, 180, 200,
respectivamente hasta llegar a una rugosidad de 2000. Posteriormente se pule con alimina de 0.005
micras hasta obtener un acabado espejo. Después de que el proceso de pulido mecdnico fue completado
el proceso de enjuague, desengrasado y bafio ultrasénico se repite con la intencién de eliminar cualquier
residuo que pudiera contaminar la superficie generado durante el pulido. Una vez anodizada cada una de
las muestras se bafan en el ultrasénico con agua desionizada por 10 minutos para intentar remover
cualquier residuo no deseado de la superficie de la capa de dxido recién formada, posteriormente son

secadas con aire, el proceso se ilustra en el diagrama de flujo de la Figura 9.

3.6.2 Preparacion de las capas de TiOz.

Una vez que las muestras de Ti o la aleacién de TisAlsV estan preparadas, se coloca sobre la placa
de aluminio (electrodo de trabajo), y utilizando la celda electroquimica descrita en el capitulo 3.5.1 se
coloca en posicion el contra-electrodo de platino, se vierte dentro de la celda el electrolito acuoso a
temperatura ambiente (25 C), y se procede al anodizado. Los experimentos se realizaron por triplicado, la
variabilidad de las condiciones y parametros establecidos de cada uno de los procesos de anodizado para
su estudio se describen respectivamente de manera individual en cada seccion en su apartado

correspondiente en el capitulo 0.
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Capitulo 4. Experimentos y Analisis de Resultados.

“Decir que cada especie de cosa esta dotada de una cualidad especifica oculta por la cual actua y produce

efectos manifiestos, equivale a no decir nada; pero derivar de los fendmenos dos o tres principios generales

de movimiento, y acto seguido explicar de qué modo se deduce de estos principios manifiestos las
. . s s ”

propiedades y las acciones de todas las cosas corpdreas, seria dar un gran paso.

Isaac Newton, Optica.

El presente capitulo muestra los resultados obtenidos en la caracterizacién de superficies de NT
de TiO; utilizando el método de anodizacién electroquimica. Los diferentes pardmetros utilizados
derivados de los diseios de experimentos, voltaje, corriente, tiempo, formulacién electrolitica y tipo de

aleacion seran explicados a detalle en este capitulo en su respectiva seccién.

4.1 Panorama General de Experimentacién.

Las principales contribuciones del presente estudio son el de reducir los tiempos de anodizado en la
sintesis de NT que actualmente envuelven tiempos superiores a los 30 minutos, los rangos propuestos
son de: 20, 10 y 5 minutos. Los potenciales aplicados generalmente se encuentran entre los valores o
incrementos lineales constantes entre los 60 y 20 V, en este sentido se proponen potenciales constantes
o incrementos lineales entre los valores de 5 a 30 V, los potenciales propuestos se basan en las
caracteristicas Unicas que el ASO puede otorgar en la formacidn, arreglo y propiedades fisicas de los NT
de TiO; sobre la superficie, es importante definir la composicidn del electrolito, las variaciones en los
porcentajes de contenidos de ASO vy etilenglicol en la solucién con especial interés en la obtencién de

capas de NT de TiO, manteniendo concentraciones bajas en contenidos de NH4F (<0.1%M).
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4.2 Disefio de Experimentos para Soluciones Electroliticas y Resultados Previos.
A continuacién se muestran los parametros base para el estudio de las soluciones electroliticas para

cada 100 ml de solucidon, las combinaciones propuestas derivadas del disefio de experimentos y los

estudios previos realizados, los detalles de estos estudios previos se muestran en la referencia: [15].

4.2.1 Soluciones Electroliticas Acuosas Base ASO.

El disefio de experimentos fue utilizando la metodologia Taguchi para 10 factores a 3 niveles y se

muestra a continuacion en la Tabla 4 [15].

Tabla 4. Definicidn de niveles y factores [15].

Factor | Variable Definicidn Nivel 1 | Nivel 2 | Nivel 3
1 A % de Etilenglicol-Agua Super Oxidada (ml) 50-50 25-75 0-100
2 B Tiempo (min) 5 10 20
3 C Soluto (gr) 0.25 0.5 0.75
4 D Voltaje (V) 20 40 60
5 AB
6 BC
7 BD Interacciones entre factores independientes
8 AC
9 CcD
10 AD

El resultado del disefio de experimentos propone las soluciones de la Tabla 5, y el arreglo mostrado
en la Tabla 6 muestra las interacciones a los distintos niveles para cada factor independiente. La Tabla 5
muestra las soluciones propuestas en este estudio y de las cuales se desprenden las soluciones utilizadas

en la presente investigacion.
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Tabla 5. Tabla de Soluciones Propuestas [15].

Solucion | Soluto | Etilenglicol | ASO
NH4F (ml) (ml)

(sr)
1 0.25 50 50
2 0.5 50 50
3 0.75 50 50
4 0.75 25 75
5 0.25 25 75
6 0.50 25 75
7 0.50 0 100
8 0.75 0 100
9 0.25 0 100

4.2.2 Resultados Experimentales Previos.

Los resultados que se muestran a continuacion son el resumen del analisis presentado en la referencia
[15], resultados base y continuacidon del presente estudio. Definidos los factores dependientes e
independientes de las soluciones electroliticas utilizando la metodologia Taguchi se propone un arreglo
L27 para 10 factores a 3 niveles, con un factor de respuesta (nanotubos) y se realizan los ensayos

electroquimicos como lo muestra la Tabla 6 para a aleacion TisAl4V.

El analisis estadistico (media de los efectos principales e interaccidén de las medias) se realizé utilizando la
herramienta MiIniTAB 14, la Tabla 7 y Tabla 8 muestra los resultados graficos obtenidos de los
experimentos electroquimicos propuestos en la Tabla 6 para la obtencidn de capas de TiO, con NT y define
las soluciones electroliticas optimas que son utilizadas en el presente estudio para la modificaciones

superficial del Tiy la aleacién TisAl,V, mostradas en la Tabla 10 y Tabla 11.
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Tabla 6. Factores dependientes e independientes, arreglo L27 para 10 factores 3 niveles [15].

Numero A B D C Y1
Relacién Tiempo de Voltaje | Soluto
Experimento | Muestra | Solucion E-ASO Anodizado Nanotubos
(mi) (min) (V) (gr)

1 M1 1 50E-50ASO 5 min 20V | 0.25¢g Si
2 M2 2 50E-50ASO 5 min 40V 05¢g No
3 M3 3 50E-50ASO 5 min 60V | 0.75¢g No
4 M4 3 50E-50ASO 10 min 40V | 0.75¢g No
5 M5 1 50E-50ASO 10 min 60V | 0.25¢g No
6 M6 2 50E-50ASO 10 min 20V 05¢g Si
7 M7 2 50E-50ASO 20 min 60V 05¢g No
8 M8 3 50E-50ASO 20 min 20V | 0.75¢ Si
9 M9 1 50E-50ASO 20 min 40V | 0.25¢g No
10 M10 4 25E-75AS0 5 min 40V | 0.75¢g No
11 M11 5 25E-75AS0 5 min 60V | 0.25¢g No
12 M12 6 25E-75AS0 5 min 20V 05¢g Si
13 M13 6 25E-75AS0 10 min 60V 05¢g No
14 M14 4 25E-75AS0O 10 min 20V 0.75¢g Si
15 M15 5 25E-75AS0O 10 min 40V 0.25¢g No
16 M16 5 25E-75AS0O 20 min 20V 0.25¢g Si
17 M17 6 25E-75AS0O 20 min 40V 05¢g No
18 M18 4 25E-75AS0 20 min 60V | 0.75¢g No
19 M19 7 OE-100ASO 5 min 60V 05¢g No
20 M20 8 OE-100ASO 5 min 20V | 0.75¢ No
21 M21 9 OE-100ASO 5 min 40V | 0.25¢g No
22 M22 9 OE-100ASO 10 min 20V | 0.25¢ No
23 M23 7 OE-100ASO 10 min 40V 05¢g No
24 M24 8 OE-100ASO 10 min 60V 0.75g No
25 M25 8 OE-100ASO 20 min 40V 0.75g No
26 M26 9 OE-100ASO 20 min 60V | 0.25¢g No
27 M27 7 OE-100ASO 20 min 20V 05¢g No
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Tabla 7. Media de los efectos principales para la obtencién de NT.

Main Effects Plot (data means) for Nanotubos
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20V 40V 60 V 0.25¢ 05g 0.75 g

Bajo el Unico factor de respuesta para estos experimentos, el lograr capas NTs de TiO; bajo las condiciones
antes sefalas, el analisis de los efectos principales nos indica que para las soluciones electroliticas en
concentraciones de 25E-75A y 50E-50A, a potenciales de 20 V, es como se logran obtener resultados
favorables para la obtencidn de estas capas. Independientemente del tiempo y la cantidad de soluto

disuelto en la solucion.
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Tabla 8. Interacciones de las medias para la obtencién de NT.

Interaction Plot (data means) for Nanotubos
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Las interacciones de la medias nos confirman lo anteriormente expuesto y nos ofrecen mayor informacion
respecto a las combinaciones de las variables para la obtencidn de resultados favorables. Las soluciones
electroliticas que contienen proporciones en los rangos de 25E75A y 50E-50A, a potenciales de 20V, y
dependiendo el tipo de solucién electrolitica los rangos de tiempo son los propuestos de 5 a 20 min e

independientes para el tipo de solucion.
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Tabla 9. Grafica de probabilidad para la obtencion de NT.

Probability Plot of Nanotubos
Normal - 95% CI

99

Mean 0.2222
StDev  0.4237
N 27
AD 6.721
P-Value <0.005
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La grafica de probabilidad nos muestra el valor de la media y la desviacién estandar para estos
experimentos, asi como nos indica la probabilidad de ocurrencia para el total de los 27 experimentos
realizados. Valores no significativos debido a la naturaleza de los resultados de estos experimentos. Los
valores de los analisis estadisticos seran analizados e interpretados en un mayor detalle en el capitulo

4.11.

De estos analisis se resume en la Tabla 10 los resultados dptimos y se listan los experimentos para la

obtencidn de capas de NT de TiO, asi como las soluciones en la Tabla 11.
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Tabla 10. Resumen de ensayos Optimos para la obtencion de NT.

Numero A B D C Y1
Relacién Tiempo de Voltaje | Soluto
Experimento | Muestra | Solucion E-ASO Anodizado Nanotubos
(mi) (min) (V) (gr)

1 M1 1 50E-50ASO 5 min 20V | 0.25¢g Si
6 M6 2 50E-50ASO 10 min 20V 05¢g Si
8 M8 3 50E-50ASO 20 min 20V | 0.75¢ Si
12 M12 6 25E-75AS0 5 min 20V 05¢g Si
14 M14 4 25E-75AS0O 10 min 20V 0.75¢g Si
16 M16 5 25E-75AS0O 20 min 20V 0.25¢g Si

Tabla 11. Soluciones dptimas para la obtencidn de NT utilizando ASO.

Solucion Soluto NH,4F Etilenglicol | ASO
(gr) (ml) (ml)

1 0.25 50 50

2 0.5 50 50

3 0.75 50 50

4 0.75 25 75

5 0.25 25 75

6 0.50 25 75

De los resultados mostrados en Tabla 10 se concluyen las soluciones a estudiar y quedan definidos los

parametros dptimos para la obtencidn de capas de NT de TiO; en la aleacidn TisAl4V. De estas soluciones

y parametros se derivaran nuevos experimentos que evaluaran la obtencion de capas de TiO; paraTiy la

aleacion TigAlsV, asi como la creacién en el laboratorio y utilizacion de ASO para las soluciones

electroliticas definidas en la Tabla 11, y base de los siguientes experimentos.
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4.3 Anodizacion Electroquimica: Efectos de la Variacion en el Tiempo, TisAl4V.

La Tabla 12 muestra el resumen general de los experimentos realizados por triplicado con variacion
en el tiempo, voltaje y solucion electrolitica constante, para la aleacidén TisAlsV. Los resultados por
espectroscopia por difraccidon de rayos X o XPS indican claramente que la formaciéon de la capa de éxido
estd compuesta principalmente por Ti. Los resultados obtenidos por microscopia electrénica de barrido o
SEM indican que la formacidn de la capa de TiO; que se forma en los primeros minutos del proceso Figura
23 (1 min) logra imprimir sobre la superficie de la capa de éxido las primeras lineas que promueve el
crecimiento de nano-estructuras tubulares, logrando en los siguientes minutos (5 min) crear capas de
nano-poros o NT, como se muestra en la Figura 24. Sin embargo, con el incremento del espesor de la capa
de 6xido se origina la caida de corriente, ocasionando que la disolucién quimica de la capa de éxido tenga
mayor influencia en los minutos restantes Figura 25 (10 min) logrando diluir la nano-estructura antes de
su consolidacién, solo dejando ver la impresién de las primeras capas donde se logra apreciar incrementos
en formacidn tubular, pero que debido al corto periodo de tiempo esta no logra formase en su totalidad.
Este comportamiento puede atribuirse a la concentracion de NH4F en la solucidn electrolitica 50E-50ASO,
gue para tiempos cortos (T<10 min) se estarian sugiriendo menores concentraciones de NH4F (NH4F<0.5)
disuelto en solucién, mismos que han demostrado tener mejores resultados. Debido a la resolucién de las
imagenes estos resultados no se consideran concluyentes para las condiciones dadas y se realizan otros

estudios, presentados en el 4.4.

Tabla 12. Experimentos: variacion en el tiempo.

Numero A B Y1
Tiempo de .
M Vol
Experimento u estra Solucion | Anodizado oltaje Nanotubos
TisAlsV . (V)
(min)

1 M1 2 5 min 20V No
M2 2 10 min 20V Si
3 M3 2 20 min 20V No
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Tabla 13. Muestra 1: variacidén en el tiempo.

Aleacion: TisAl,V B C Y1
Tiempo de | Voltaje
Experimento | Muestra | Solucién | Anodizado (V) Nanotubos
(min)
1 M1 2 1 20 No

- Lt
9 5000

Figura 23. Muestra M1, aleacidn TigAlsV, solucion 2, 1 min a 20V (SEM y EDX).
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Tabla 14. Muestra 2: variacidén en el tiempo.

Aleacion: TisAlsV B C Y1
Tiempo de | Voltaje
Experimento | Muestra | Solucién | Anodizado (V) Nanotubos
(min)
2 M2 2 5 20 Si

Tyt UMM

b 1077
Lviv 821

Figura 24. Muestra M2, aleacion TigAlsV, solucion 2, 5min a 20V (SEM y EDX).
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Tabla 15. Muestra 3: variacidén en el tiempo.

Aleacion: TisAlsV B C Y1
Tiempo de | Voltaje
Experimento | Muestra | Solucién | Anodizado (V) Nanotubos
(min)
3 M3 2 10 20 No

e

£

5|

[0 D 1500 a7 3000 sm T30 &0 k00

Figura 25. Muestra M3, aleacidn TigAl,V, solucion 2, 10min a 20V (SEM y EDX).
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4.4 Anodizacion Electroquimica: Parametros Constantes Tiy TisAl4V.

Los siguientes experimentos evallan el anodizado electroquimico sobre Ti y la aleacion TigAlsV a

parametros constantes como lo sugieren los resultados del experimento 2 de la Tabla 12, potencial 20 V,

tiempo 10 min, solucién electrolitica 2, para la obtencién de capas de NT de TiO,, cada uno de estos

experimentos se realizé por triplicado.

Tabla 16. Muestra 4: condiciones constantes (TisAlsV).

Aleacion: TisAl,V B C Y1 Y2 Y3 Y4
Tiempo de | Voltaje | Diametros | Longitud | Espesor | Densidad

Experimento | Muestra | Solucién | Anodizado (V) de los del de de
(min) Nanotubos | Nanotubo | Pared | Nanotubos

(nm) (nm) (nm) (gr.cm?3)

4 M4 2 10 20 100 460 12 1.5

SElI 15kV

x15,000 1pm

.

AceV” SputMa%r
0Ky 40 20000
r 3 g

SEl 15kV

x50,000 0.5um

Figura 26. Muestra M4, aleacion TigAlsV, solucion 2, 10min a 20V (SEM).
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Tabla 17. Muestra 5: condiciones constantes (Ti).

Aleacion: Ti B C Y1 Y2 Y3 Y4
Tiempo de | Voltaje | Diametros | Longitud | Espesor | Densidad

Experimento | Muestra | Solucién | Anodizado (V) de los del de de
(min) Nanotubos | Nanotubo | Pared | Nanotubos

(nm) (nm) (nm) (gr.cm?3)

5 M5 2 10 20 100 460 12 15

e e

2

'
| 3

ST

0.0kv 30 160000xSE 10.1 T99

Figura 27. Muestra M5, aleacion Ti, solucién 2, 10min a 20V (SEM).
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Los estudios de los resultados obtenidos por SEM muestran didmetros promedio de nanotubos en el rango
de los 90-100 nm, con espesores de pared de 10-12nm y longitudes promedio de NT de 450 a 500 nm. La
densidad de NT se midié directamente de la capa de TiO,, obteniendo resultados entre los valores
promedio de 1.5 a 1.65 gr.cm®. Los resultados son muy similares para Tiy la aleacidn TisAlsV, confirmando

la obtencion de NT de TiO, con estos pardametros.

4.4.1 Resultados por Microscopia de Fuerza Atémica (AFM).

200

100

Figura 28. Muestra M4, aleacion TigAl,V, rugosidad promedio 200 a 300 nm (AFM).
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Figura 29. Muestra M5, aleacion Ti, rugosidad promedio 200 a 300 nm (AFM).

La microscopia de fuerza atdmica o AFM muestra resultados en los valores promedio de la rugosidad de
la superficie medidos de ambas muestran en los rangos de los 200 a 300 nm, confirmando los valores
obtenidos por SEM. La Figura 28 nos muestra la topografia y las dimensiones medidas para la muestra de
TisAlsV y la Figura 29 para la muestra de Ti. Ambas microscopias fueron realizadas sobre las superficies

anodizadas con los parametros descritos en la Tabla 16 y Tabla 17 respectivamente.
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4.5 Anodizacion Electroquimica: Variabilidad Electrolitica Ti y TisAl4V.

Los experimentos realizados y descritos en la seccién 4.2 muestran resultados claros sobre las
soluciones electroliticas dptimas para la generacidon de capas de NT de TiO; en los rangos propuestos,
ahora en esta seccién evaluaremos algunos de estos resultados obtenidos variando los pardmetros en el
contenido de soluto en las soluciones electroquimicas asi como el uso de ASO y agua desionizada para la
anodizacion de la aleacion TigAl4V, buscando conocer la influencia de la variacidén en las concentraciones
de soluto en solucidn asi como la aportacidén o variabilidad que tiene del uso de soluciones base ASO o

agua desionizada, utilizando tiempos cortos de 5 min.

Tabla 18. Soluciones electroliticas variabilidad de parametros.

Solucién Soluto NH,4F Etilenglicol | ASO Agua
(gr) (ml) (ml) | Desionizada
(mi)
2 0.5 50 50 0
10 0.5 50 0 50
11 0 0 50 0
12 0 50 50 0
13 0 0 0 50

Para las soluciones descritas en la Tabla 18 se realizaron anodizados con diferentes valores de potencial,
estos valores seran descritos en cada una de las tablas correspondientes para cada anodizado. Cada

experimento se realizé por triplicado. Los resultados son como se explican a continuacién.
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Tabla 19. Muestra 6: variabilidad de parametros (TisAl4V).

Aleacion: TisAl,V B C Y1
Tiempo de | Voltaje
Experimento | Muestra | Solucién | Anodizado (V) Nanotubos
(min)
6 M6 2 5 5 Si

SEl 15kV x30,000 0.5pm SEl 15kV x12,000 1pm
1I-UABC 1I-UABC

SEl 15kV x50,000 0.5pum

SEI 15kvV - x50,000 0.5pm
1I-UABC II-UABC

Figura 30. Muestra M6, aleacion TigAl,V, solucion 2, 5min a 5V (SEM).
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Figura 31. Muestra M6, aleacion TisAlsV, solucidn 2, 5min a 5V (EDX).

La solucién 2 definida en la Tabla 11 y Tabla 18 muestra un comportamiento muy consistente en las
propiedades que otorga a la modificacidn superficial de la aleacién TisAlsV, aun con la variacion en el
voltaje y la reduccién en el tiempo de anodizado, confirmando su optimo desempefio al momento de
buscar obtener capas de TiO; con NT con didmetros en el rango de los 100 nm. La evaluacidn por XPS

muestra claramente la composicion de la capa de TiO; confirmando su composicién quimica.
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Tabla 20. Muestra 7: variabilidad de parametros (TisAl4V).

Aleacion: TisAl,V B C Y1
Tiempo de | Voltaje
Experimento | Muestra | Solucién | Anodizado (V) Nanotubos
(min)
7 M7 10 5 5 Si

SEl 15kV
1I-UABC

SEI 15kV
1I-UABC

x30,000

x50,000 0.5um

SEl 15kV
1I-UABC

16KV
II-UABC

SEI

Figura 32. Muestra M7, aleacidn Ti6alsV, solucion 10, 5min a 5V (SEM).
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Figura 33. Muestra M7, aleacion TisAlsV, solucion 10, 5min a 5V (EDX).

La solucion 10 definida en la Tabla 18 muestra un comportamiento muy similar en las propiedades que
otorga a la modificacién superficial de la aleacion TisAlsV con respecto a la solucion 2, a condiciones
idénticas de potencial y tiempo de anodizado, confirmando lo reportado en la literatura para soluciones
de tercera generacidn utilizando agua desionizada al momento de buscar obtener capas de TiO, con NT
con didmetros en el rango de los 100 nm. La evaluacién por XPS muestra claramente la composicion de la

capa de TiO, confirmando su composicién quimica principalmente compuesta por Ti.
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Tabla 21. Muestra 8: variabilidad de parametros (TisAl4V).

Aleacion: TisAl,V B C Y1
Tiempo de | Voltaje
Experimento | Muestra | Solucién | Anodizado (V) Nanotubos
(min)
8 M8 11 5 5 No

SElI 15kV
II-UABC

SEl _ 15kV
II-UABC

5um

Figura 34. Muestra M8, aleacion Ti6alsV, solucion 11, 5min a 5V (SEM).
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Figura 35. Muestra M8, aleacion TisAlsV, solucion 11, 5min a 5V (EDX).

La solucion 11 definida en la Tabla 18 muestra la formacién de capas de 6xido de apariencia laminar
homogénea compacta sobre la superficie de la muestra, confirmado con los incrementos en el porcentaje
de O, de la misma forma podemos observar claramente algunas de las lineas generadas por el proceso de
pulido al momento de trabajar las muestras, y asi como algunos de los otros constituyentes propios de la
aleacion, como lo indica la evaluacion de la composicidn quimica en estos puntos utilizando EDX,
confirmando la presencia de Ti y Al sobre la capa de TiO,. Los tiempos cortos y la falta de iones fluoruro
en la solucion son los principales factores por los cuales se atribuyen a estas capas de TiO, estas

morfologias, confirmando la necesidad de la presencia de iones fluoruro en la solucidn electrolitica.
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Tabla 22. Muestra 9: variabilidad de parametros (TisAl4V).

Aleacion: TisAl,V B C Y1
Tiempo de | Voltaje
Experimento | Muestra | Solucién | Anodizado (V) Nanotubos
(min)
9 M9 12 5 5 No

SElI 15kV
II-UABC

SEl 15kV
II-UABC

x25,000

1um

Figura 36. Muestra M9, aleacion Ti6alsV, solucion 12, 5min a 5V (SEM).
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Figura 1- 37. Muestra M9, aleacion TisAlsV, solucién 12, 5min a 5V (EDX).

La solucién 12 definida en la Tabla 18 muestra la formacidn de capas de 6xido de apariencia homogénea
compacta sobre la superficie de la muestra, también se pueden observar algunos de los otros
constituyentes propios de la aleacidn sobre la superficie después de la evaluacion quimica utilizando EDX.
Se puede confirmar a Ti como el principal constituyente de la capa de éxido. Los tiempos cortos y la falta
de iones fluoruro en la solucidn a pesar de la adicién de Etilenglicol como surfactante es el principal factor
por el cual la capa de TiO, muestra esta morfologia, confirmando una vez mas la necesidad de la presencia

de iones fluoruro, contrariamente de las propiedades que le otorga el ASO a la solucién electrolitica.
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Tabla 23. Muestra 10: variabilidad de parametros (TiAl,V).

Aleacion: TisAl,V B C Y1
Tiempo de | Voltaje
Experimento | Muestra | Solucién | Anodizado (V) Nanotubos
(min)
10 M10 13 5 5 No

SEl 15kV
1I-UABC

SEI 16kV
H-UABC

Figura 38. Muestra M10, aleacion Ti6alsV, solucién 13, 5min a 5V (SEM).
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Figura 39. Muestra M10, aleacion TisAlsV, solucién 13, 5min a 5V (EDX).

La solucién 13 definida en la Tabla 18 muestra la formacién de capas de 6xido donde los primeros picos
comienzan a aparecer sobre la superficie propia de la aleacidon TisAl;V, de apariencia homogénea un poco
menos compacta a las anteriores sin ninguna morfologia en particular, como cuando es expuesta a un
ambiente altamente corrosivo. La evaluacidon de la composicién quimica utilizando EDX, confirma los
principales constituyentes de la capa de éxido, Ti y Al. Los tiempos cortos y la falta de iones fluoruro asi
como un surfactante como el etilenglicol en la solucion son los principales factores por el cual se forma
esta capa de TiO;, confirmando asi la necesidad de la presencia de iones fluoruro en la solucion

electrolitica.
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El resumen de los resultados obtenidos de los experimentos con las soluciones descritas en la Tabla 18 se
presenta en la Tabla 24. Estos valores confirman la necesidad de la utilizaciéon de iones fluoruro en la

solucidn electrolitica para la generacion de capaz de NT de TiO,.

Tabla 24. Resultados en la variabilidad de parametros (TisAlsV).

Aleacion: TisAl,V B C Y1
Tiempo de | Voltaje
Experimento | Muestra | Solucién | Anodizado (V) Nanotubos
(min)
6 M6 2 5 5 Si
7 M7 10 5 5 Si
8 M8 11 5 5 No
9 Y] 12 5 5 No
10 M10 13 5 5 No

4.6 Anodizacion Electroquimica: Variabilidad en Tiempos Cortos, Ti y TicAl4V.

La variacién en el tiempo ha demostrado ser el factor de mayor influencia en la longitud de los NT
formados en la capa de 6xido con las soluciones que han confirmado resultados positivos en la obtencidn
de capas de NT de TiO,. Sin embargo la evaluacion del comportamiento de la capa de TiO; en sus inicios
es de vital importancia, por este motivo evaluaremos para el Ti distintos niveles de tiempo, reduciéndolos
a valores entre los 10 segundos y los 3 minutos para la solucion 2 definida en la Tabla 11, asi como su

comparacion superficial de una muestra en blanco.

Se incluyé en la evaluacidon superficial la aleacion TisAlsV con la solucidn 2 en tiempos de 10min a
potenciales de 20V, como lo muestra en resumen en la Tabla 25. Todos los experimentos fueron

realizados por triplicado.
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Tabla 25. Variabilidad en el Tiempo Ti y TisAl4V.

B C Y1 Y2
Tiempo de | Voltaje Diametros de
Experimento | Muestra | Solucién | Material | Anodizado (V) Nanotubos | los Nanotubos
(min) (nm)
11 M11 2 TicAlsV 10 20 Si 70-90
12 M12 2 Ti 0.17 20 No -
13 M13 2 Ti 0.5 20 No -
14 M14 2 Ti 1 20 No -
15 M15 2 Ti 2 20 No -
16 M16 2 Ti 3 20 No -
17 mM17 Blanco Ti Blanco Blanco Blanco Blanco

Tabla 26. Muestra 11: variabilidad en el Tiempo (TisAlsV).

Aleacion: TisAl,V B C Y1 Y2
Tiempo de | Voltaje Diametros

Experimento | Muestra | Solucion | Anodizado (V) Nanotubos de los
(min) Nanotubos

(nm)

11 M11 2 10 20 Si 70-90

SEI 20kV x10,000 1pm x40,000 0.5pm
II-UABC II-UABC

Figura 1- 40. Muestra M11, aleacion Ti6alsV, solucion 2, 10min a 20V (SEM).
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Figura 1- 41. Muestra M11, aleacion TisAl4V, solucién 2, 10min a 20V (EDX).

Las caracteristicas morfoldgicas para las superficies utilizando la aleacidn TisAl,V para los pardmetros
descritos en la Tabla 27 muestran resultados que confirman lo obtenido en el apartado 4.4. El analisis por

EDX muestra los constituyentes principales de la capa de éxido Ti,Al y V componentes de la propia

aleacion.
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Tabla 27. Muestra 12: variabilidad en el Tiempo (Ti).

Aleacion: Ti B C Y1 Y2
Tiempo de | Voltaje Diametros

Experimento | Muestra | Solucién | Anodizado (V) Nanotubos de los
(min) Nanotubos

(nm)

12 M12 2 0.17 20 No -

SEl 20kV
II-UABC

SEI 20kV
II-UABC

x2,500

X25,000

10pm

Figura 1- 42. Muestra M12, Ti, soluciéon 2, 0.17 min a 20V (SEM).
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Figura 1- 43. Muestra M12, Ti, solucién 2, 0.17min a 20V (EDX).

Las imagenes por SEM de la Figura 1- 42 muestran la superficie modificada para los parametros descritos
en la Tabla 27, 10seg a 20V. Estas imagenes muestran los inicios en la formacion de la capa de dxido,
siendo de manera aleatoria rapidamente al contacto con el medio electrolitico la capa de éxido inicia su
formacidn, en la imagen se pueden apreciar puntos con concentraciones de Ti sobre toda la superficie de

la capa de dxido formada, tal y como lo confirma el analisis por EDX.
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Tabla 28. Muestra 13: variabilidad en el Tiempo (Ti).

Aleacién: Ti B C Y1 Y2
Tiempo de | Voltaje Diametros

Experimento | Muestra | Solucién | Anodizado (V) Nanotubos de los
(min) Nanotubos

(nm)

13 M13 2 0.5 20 No -

SEl 20kV
1I-UABC

SEl _ 20kV
II-UABC

x3,500

S5um

Figura 1- 44. Muestra M13, Ti, solucién 2, 0.5min a 20V (SEM).
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Figura 1- 45. Muestra M13, Ti, solucion 2, 0.5min a 20V (EDX).

Las imagenes de la Figura 1- 44 (SEM) muestran la superficie modificada para los parametros descritos en
la Tabla 28, 30seg a 20V. Estas imagenes muestran (en continuidad con el experimento anterior) como la
formacion de la capa de 6xido de manera acelerada y aleatoria en contacto con el medio electrolitico
sigue su desarrollo, con una apariencia esponjosa pero compacta con puntos aleatorios con
concentraciones de Ti sobre toda la superficie de la capa de dxido, el andlisis por EDX muestra las
caracteristicas del constituyente principal del éxido, Ti. Tambien se puede observar presencia de iones F
en los pliegues, lo que sugiere que en las primeras fases la formacién de NTs se origina en puntos

localizados, como picaduras de forma homogénea.
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Tabla 29. Muestra 14: variabilidad en el Tiempo (Ti).

Aleacion: Ti B C Y1 Y2
Tiempo de | Voltaje Diametros

Experimento | Muestra | Solucién | Anodizado (V) Nanotubos de los
(min) Nanotubos

(nm)

14 M14 2 1 20 No -

SEl 20kV
1I-UABC

SEl _ 20kV
II-UABC

x33,000

X20,000

0.5um

1pm

Figura 1- 46. Muestra M14, Ti, solucion 2, 1min a 20V (SEM).
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Figura 1- 47. Muestra M14, Ti, solucion 2, 1min a 20V (EDX).

Las imagenes de la Figura 1- 46 (SEM) muestran la evolucién de la superficie modificada para los
parametros descritos en la Tabla 29, 1min a 20V. La capa de 6xido luce mucho mas homogénea y las
primeras impresiones de poros pueden ser observadas sobre la superficie, el andlisis por EDX muestra las

caracteristicas del constituyente principal del 6xido, Ti.
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Tabla 30. Muestra 15: variabilidad en el Tiempo (Ti).

Aleacién: Ti B C Y1 Y2
Tiempo de | Voltaje Diametros

Experimento | Muestra | Solucién | Anodizado (V) Nanotubos de los
(min) Nanotubos

(nm)

15 M15 2 2 20 No -

B
A 3 =
SEI 20kV
II-UABC

SEl _ 20kV
II-FUABC

x45,000

x15,000

Figura 1- 48. Muestra M15, Ti, solucién 2, 2min a 20V (SEM).
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Figura 1- 49. Muestra M15, Ti, solucion 2, 2min a 20V (EDX).

Las imagenes de la Figura 1- 48 (SEM) muestran el crecimiento de la capa de éxido, y como continua con
las impresiones de las primeras estructuras en forma de NT o nano-poros, mismas que se “imprimen” en
estas primeras capas y dan forma mds adelante a las nano estructuras en forma de NT bien definidas. El
crecimiento de la capa de 6xido estd en un proceso de disolucidn y formacidn simultdnea y al ser esta
capa aun muy delgada a un potencial constante de 20V, la caida de corriente es en base al incremento de
la capa de dxido, por este motivo es su apariencia irregular en algunas secciones de la superficie. El andlisis

por EDX muestra las caracteristicas del constituyente principal del 6xido, Ti.
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Tabla 31. Muestra 16: variabilidad en el Tiempo (Ti).

Aleacion: Ti B C Y1 Y2
Tiempo de | Voltaje Diametros

Experimento | Muestra | Solucién | Anodizado (V) Nanotubos de los
(min) Nanotubos

(nm)

16 M16 2 3 20 No -

SElI 15kV
1I-UABC

SElI 15kV
1I-UABC

x40,000

’ ’
r
x30,000

0.5um

Figura 1- 50. Muestra M16, Ti, solucion 2, 3min a 20V (SEM).
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Tabla 32. Muestra 17: variabilidad en el Tiempo (Ti).

Aleacion: Ti B C Y1 Y2
Tiempo de | Voltaje Diametros

Experimento | Muestra | Solucién | Anodizado (V) Nanotubos de los
(min) Nanotubos

(nm)

17 M17 2 3 20 No -

SEl _ 20kV X20,000 1um
II-UABC

001

600.0—

500.0—
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Figura 1- 51. Muestra M17, Ti, blanco (SEM y EDX).
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Las fotografias por SEM mostradas en la Figura 1- 50 muestran mas claramente como la capa de 6xido
comienza a formar los nano-poros en los rangos de los 40 a 60 nm mismos que dan origen a los NT, estas
primeras capas irregulares compactas van dando origen a las nano-estructuras y como se ha demostrado
anteriormente los primeros NT pueden ser observados a los 5min de anodizado bajo los pardmetros y

condiciones sugeridos en la Tabla 11 para las solucione electroliticas.

La Figura 1- 51 muestra el andlisis por SEM y EDX sobre la superficie de Ti (blanco) sin anodizar mostrando

las caracteristicas propias del metal y la apariencia de la capa de dxido natural.

4.7 Electrolisis por Corriente Directa: Generacion de ASO en Laboratorio.

Los experimentos realizados muestran resultados muy favorables con el uso de ASO comercial en la
solucidn electrolitica para la generacion de nano-estructuras de TiO,. A continuacidén se presentan los
distintos experimentos realizados para generar ASO en el laboratorio bajo condiciones relativamente
simples y de bajo costo, para su posterior utilizacion como componente principal de las formulaciones

electroliticas [37].

Utilizando el procedimiento descrito en el apartado 3.5.2 y la celda para electrolisis por corriente directa
mostrada en el apartado 3.5.5 se procedid a la realizacién de ASO. En un inicio se buscé alcanzar los
parametros comerciales descritos en el apartado 3.2, Tabla 3 para el agua Microdacyn60®. Una vez
logrados estos valores se realizé el DOE descrito en la Tabla 33 para conocer la influencia en la variacién
del tiempo, el uso de membranas de poliéster de diferente espesor asi como la variacién en la distancia

entre estas y de los electrodos.
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Tabla 33. Definicion de niveles y factores para la electrolisis por corriente directa.

Factor Variable Definicién Nivel 1 Nivel 2
1 A Membrana de Poliéster (mm) 1 2
2 B Distancia entre Electrodos (mm) 101 68
3 C Tiempo 15 90
4 D Potencial 12 30
5 AB
6 BC
7 BD . . .

3 AC Interacciones entre factores independientes
9 CD
10 AD

Tabla 34. Factores dependientes e independientes, arreglo L12 para 10 factores a 2 niveles.

A B o D
Membrana | Distancia
Experimento de entre Tiempo Potencial
Poliéster Electrodos (min) (V)
(mm) (mm)

1 1 101 15 12
2 1 101 15 12
3 1 101 90 30
4 1 68 15 30
5 1 68 90 12
6 1 68 90 30
7 2 101 90 30
8 2 101 90 12
9 2 101 15 30
10 2 68 90 12
11 2 68 15 30
12 2 68 15 12
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Los valores comerciales mostrados en la Tabla 3 se buscan lograr con los siguientes parametros: Utilizando
agua desionizada y agregando 0.1 % de NaCl, mezclar hasta diluir perfectamente, vertiendo hasta su
capacidad mdaxima la solucién previamente descrita se llenan los compartimientos de la celda buscando
cubrir por completo los electrodos y las membranas de poliéster. La capacidad total de la celda 11.1 litros,
3.7 litros para la parte anidnica (dnodo o parte acida) y 3.7 litros para la parte catidénica (catodo o lado
alcalino), con 3.7 litros para la parte neutra o de intercambio idnico con una distancia entre membranas

de 101mm, como lo muestra el prototipo de la Figura 17.

A un potencial de 12V se inicid la electrdlisis y se comenzé con el monitoreo de las propiedades en los
distintos 3 compartimientos de la celda, potencial oxido reduccién (ORP), pH y particulas por millén (ppm).
Durante los primeros 15min se manejé un potencial constante a 12V, logrando los valores descritos en la

Tabla 35.

Tabla 35. Valores del ASO Casero (15min).

Nomenclatura Catidnica Neutra Anidnica
Potencial Oxido Reduccién (ORP) (mV) 170 743 295
Particulas totales (ppm) 732 761 846
Tiempo (min) 15 15 15
pH 7.2 5.5 4.3
Potencial (V) 12 12 12
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Los valores obtenidos a los 15 min a un potencial de 12 V estaban aun por debajo de los valores buscados,
se continud con el proceso de electrélisis con la intencion de conocer el tiempo maximo requerido para
alcanzar estos valores dptimos, con una distancia entre membranas y electrodos de 101 mm a un

potencial de 12 V. Los cambios en los valores monitoreados son como se describen a continuacidn en la

Tabla 36, Tabla 37 y Tabla 38.

Tabla 36. Valores de ASO de Laboratorio (30min).

Nomenclatura Catidnica Neutra Anidnica
Potencial Oxido Reduccién (ORP) (mV) -250 550 543
Particulas totales (ppm) 745 975 975
Tiempo (min) 30 30 30
pH 8.0 6.5 3.9
Potencial (V) 12
Tabla 37. Valores de ASO de Laboratorio (45min).
Nomenclatura Catidnica Neutra Anidnica
Potencial Oxido Reduccién (ORP) en mV -430 750 645
Particulas totales (ppm) 864 100 100
Tiempo (min) 45 45 45
pH 9.3 4.5 3.2
Potencial (V) 12
Tabla 38. Valores de ASO de Laboratorio (60min).
Nomenclatura Catidnica Neutra Anidnica
Potencial Oxido Reduccién (ORP) en mV -508 597 694
Particulas totales (ppm) 846 114 108
Tiempo (min) 60 60 60
pH 10.2 3.4 3.1
Potencial (V) 12

Los valores alcanzados para el lado anidnico después de 60min de electrdlisis por corriente directa son los

descritos en la Tabla 38, estos valores son comparados con los valores esperados de la Tabla 3, y aparecen

en resumen en la Tabla 39.
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Tabla 39. Valores Medidos vs Valores Esperados (Potencial 12V - Tiempo 60min).

Nomenclatura Aniodnica Anidnica
Obtenidos Esperados

Potencial Oxido Reduccion (ORP) en V 694 1100
Particulas totales (ppm) 108 20<AC<60

pH 3.1 <2.7

Los valores obtenidos en esta iteracién estan cercanos a los valores esperados, sin embargo la caida de
potencial debido a la distancia entre las membranas y los electrodos es un factor muy importante para
alcanzar los valores buscados. Las siguientes repeticiones seran reduciendo la distancia entre los
electrodos y membranas de 101 a 68 mm, la Figura 20 muestra la configuracion final 68 mm de distancia
entre membranas con una capacidad de 1 litro para esta seccién de la celda. Para esta iteracién el valor
del potencial se fue incrementando en rampas de voltaje en los valores 12, 15y 30 V, asi como los valores

obtenidos en un tiempo total de 90 min, como se describen en la Tabla 40

Tabla 40. Valores Medidos vs Valores Esperados (Potencial Rampas 12, 15 y 30V - Tiempo 90min).

Nomenclatura Aniodnica Aniodnica
Obtenidos Esperados
Potencial Oxido Reduccién (ORP) en V 1080 1100
Particulas totales (ppm) 2000 20<AC<60
pH 3.55 <2.7

El experimento se llevd a cabo sin rampas de voltaje a un potencial de 30 V durante 90 min, obteniendo

valores muy similares mostrados en la Tabla 41.

Tabla 41. Valores Medidos vs Valores Esperados (Potencial 30V - Tiempo 90min).

Nomenclatura Aniodnica Anidnica
Obtenidos Esperados

Potencial Oxido Reduccién (ORP) en V 1071 1100
Particulas totales (ppm) - 20<AC<60

pH 3.57 <2.7
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Siendo los valores de ppm medidos en totales, no directos en concentraciones de cloro (AC) para las
soluciones obtenidas y reportadas en las tablas anteriores, los Unicos pardmetros comparables de las
tablas para valores medidos contra valores esperados son el ORP y el pH, de estos resultados se realizan

los siguientes experimentos como lo sugerido en la Tabla 34.

A una proporcién de 1% de NaCl en solucién y membrana de 1 mm de espesor, a potencial constante de

30V a tiempos de 60 y 90 min.

Tabla 42. Valores Medidos vs Valores Esperados (Potencial 30V — Tiempo 60 y 90min).

Nomenclatura Aniodnica Aniodnica Aniodnica
Obtenidos Esperados Esperados
Potencial Oxido Reduccién (ORP) en V 508 1080 1100
Particulas totales (ppm) 846 2000 20<AC<60
pH 3.40 3.55 <2.7
Tiempo (min) 60 90 10

Los valores de la Tabla 43 fueron tomados 24 hr después de la electrélisis por corriente directa, para la
solucidn anidnica a 90 min, para evaluar la degradacion de los valores y la influencia que puede tener en

las soluciones finales.

Tabla 43. Valores Medidos al Dia Siguiente (24hr - Potencial 30V - Tiempo 90min).

Nomenclatura Aniodnica
Obtenidos
Potencial Oxido Reduccién (ORP) en V 524
Particulas totales (ppm) 2000
pH 3.58
Tiempo (min) 90
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De los experimentos mostrados en la Tabla 43 se realizaron las mezclas sugeridas por la literatura [37],
de estas mezclas surgen los valores mostrados en la Tabla 44 para las soluciones anidnica y catidnica

respectivamente.

Tabla 44. Mezclas (Proporcién A1000/C800 y A650/C900).

Nomenclatura Mezcla Mezcla
(A1000/C800) | (A650/C900)
Potencial Oxido Reduccién (ORP) en V 733.3 239.1
Particulas totales (ppm) 682 864
pH 7.08 12.44

Utilizando membranas con 2 mm de espesor a un potencial de 30 V durante 90 min, se obtuvieron los

resultados mostrados en la Tabla 45, experimentos realizados por triplicado.

Tabla 45. Valores Medidos (Potencial 30V - Tiempo 90min).

Nomenclatura Anidnica Anidnica Aniodnica
Obtenidos Obtenidos Obtenidos
(1) (2) (3)
Potencial Oxido Reduccién (ORP) en V 925 932 1081
Particulas totales (ppm) 1390 1380 1490
pH 2.58 2.62 1.40
Tiempo (min) 90

Utilizando membranas con 2 mm de espesor a un potencial de 30 V durante 30 min, se obtuvieron los

resultados mostrados en la Tabla 46 , experimentos realizados por triplicado.

Tabla 46. Valores Medidos (Potencial 30V - Tiempo 30min).

Nomenclatura Aniodnica Aniodnica Aniodnica
Obtenidos Obtenidos Obtenidos
(2) (2) (3)
Potencial Oxido Reduccién (ORP) en V 1032 1050 1042
Particulas totales (ppm) 959 975 960
pH 2.60 2.64 2.57
Tiempo (min) 30
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Utilizando membranas con 2 mm de espesor a un potencial de 30 V durante 20 min, se obtuvieron los

resultados mostrados en la Tabla 47, experimentos realizados por triplicado.

Tabla 47. Valores Medidos (Potencial 30V - Tiempo 20min).

Nomenclatura Aniodnica Anidnica Aniodnica
Obtenidos Obtenidos Obtenidos
(1) (2) (3)
Potencial Oxido Reduccion (ORP) en V 1134 1102 1120
Particulas totales (ppm) 1225 1257 1219
pH 2.00 2.08 2.12
Tiempo (min) 20

Utilizando membranas con 2 mm de espesor a un potencial de 30 V durante 10 min, se obtuvieron los

resultados mostrados en la Tabla 48, experimentos realizados por triplicado.

Tabla 48. Valores Medidos (Potencial 30V - Tiempo 10min).

Nomenclatura Aniodnica Aniodnica Anidnica
Obtenidos Obtenidos Obtenidos
(2) (2) (3)
Potencial Oxido Reduccién (ORP) en V 1000 991 1007
Particulas totales (ppm) 904 902 1490
pH 2.70 2.72 2.65
Tiempo (min) 10

Los experimentos de electrdlisis por corriente directa para la generacidon de ASO en laboratorio mostrados
en la Tabla 48 nos arrojan resultados muy favorables con valores como los sugeridos por la literatura [37],
para distancias cortas entre membranas para valores de 68 mm o menores, a potenciales en los rangos
de los 30V, en tiempos de 10 min, para membranas de 2 mm de espesor. Estas soluciones serdn utilizadas
justo después del momento de ser creadas para la formulacién de los electrolitos acuosos base ASO para
los siguiente ensayos electroquimicos, con la intensidn de generar capas de NT de TiO; sobre la superficie

de Tiy la aleacion TisAl4V.
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4.8 Modificacion Superficial con Electrolitos ASO de Laboratorio.

Los siguientes ensayos fueron realizados con soluciones electroliticas base ASO realizadas en el
laboratorio a las condiciones previamente identificadas como éptimas e identificadas en la Tabla 11 para
la generacion de capas de NT de TiO,, sobre la aleacidon TisAl4V. Las condiciones y parametros especificos

de cada ensayo seran especificadas en su respectiva seccion.

49  Soluciones Electroliticas Utilizando ASO de Laboratorio.

La Tabla 49 muestra las soluciones electroliticas utilizadas para los siguientes ensayos electroquimicos
derivados de la Tabla 5, dos de las soluciones identificadas como soluciones éptimas previamente
utilizadas son nuevamente formuladas con ASO de laboratorio, asi como la solucién 10 como nueva
propuesta electrolitica. El resumen general de las condiciones y resultados obtenidos de estos ensayos,
se muestran en la Tabla 50. En la seccién 4.10 se muestran los ensayos y resultados obtenidos para cada

caso, habiendo sido todos estos realizados por triplicado.

Tabla 49. Tabla de Soluciones Propuestas para ASO Laboratorio.

Soluto ASO
Solucién Etilenglicol (ml) | Laboratorio
NH.F (gr)
(ml)
2 0.50 50 50
6 0.50 25 75
10 0.50 75 25

La solucion electrolitica 10 evaluara la utilizacién de una mayor cantidad de surfactante (Etilenglicol),
aumentando asi la viscosidad del electrolito y su humectabilidad para el estudio de los efectos sobre la

superficie.
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Tabla 50. Resumen General de Resultados: Soluciones con ASO de Laboratorio.

Aleacion: TisAl,V B C Y1 Y2 Y3 Y4
. Diametro | Longitud | Espesor | Densidad
Tiempo de .
Experimento | Muestra | Solucién | Anodizado Voltaje de los del de de
. (V) Nanotubos | Nanotubo | Pared | Nanotubos
(min) 3
(nm) (nm) (nm) (gr.cm?)

18 M18 2 10 20 49 367 8 1.25
19 M19 2 10 20 100 370 10 1.52
20 M20 2 5 20 80 260 8 1.67
21 M21 6 5 20 70 250 9 1.61
22 M22 6 10 20 65 330 8 1.61
23 M23 6 20 15 70 450 9 1.59
24 M24 6 20 20 80 480 10 1.57
25 M25 6 20 10 60 380 6 1.60
26 M26 6 10 10 62 250 5 1.62
27 M27 6 15 5 11 270 2 1.58
28 M28 6 15 10 20 310 5 1.57
29 M29 6 10 15 37 275 6 1.59
30 M30 6 20 5 10 250 2 1.61
31 M31 6 20 15 80 400 8 1.64
32 mM32 Blanco

33 M33 10 20 20 100 480 12 1.59
34 M34 10 20/5 15-20 60 380 8 1.63
35 M35 10 20/5 10-15 60 350 8 1.62
36 M36 10 20/10 15-20 85 395 13 1.65
37 M37 10 20/10 10-15 65 385 11 1.58
38 M38 10 40 20 115 490 15 1.62
39 M39 10 40 15 100 470 12 1.61
40 M40 10 60 20 105 540 15 1.62
41 M41 10 60 15 95 510 11 1.67
42 M42 10 60/10 15-20 80 520 13 1.64
43 M43 10 60/10 10-15 70 470 11 1.63
44 M44 10 40/10 10-15 65 400 13 1.58
45 M45 10 40/10 15-20 100 420 20 1.62
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4.10 Anodizados con Soluciones Electroliticas Utilizando ASO de Laboratorio.

Tabla 51. Muestra M18: Resultados Electroquimicos con Solucién ASO de Laboratorio.

Aleacion: TisAl,V B C Y1 Y2 Y3 Y4
. Diametro | Longitud | Espesor | Densidad
Tiempo de .
Experimento | Muestra | Solucion | Anodizado Voltaje de los del de de
P . (V) Nanotubos | Nanotubo | Pared | Nanotubos
(min) 3
(nm) (nm) (nm) (gr.cm?)
18 M18 2 10 20 49 367 8 1.25
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Figura 52. Muestra M18, TiAlsV, solucién 2, 10min a 20V (SEM).
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El acabado superficial de la muestra M18 fue realizado hasta la hoja de carburo de silicio nimero 1200,
otorgandole un acabado superficial con una rugosidad mucho mayor, algunas de las lineas del acabado

son visibles, en la muestra.

Al final del anodizado la muestra fue bafiada a chorro de agua desionizada como parte del proceso
estdndar que se estuvo realizando para cada una de las muestras, aunado a esto la pieza fue sometida a
un proceso de sonicado a 30Mhz por 10min con acetona, con la intensidn de obtener una capa superficial
libre de impurezas o depdsitos generaros por el proceso de anodizado. Debido a la utilizacidn de este
proceso es posible observar de forma muy clara rompimientos de la capa limite sobre la superficie de NT
en algunas zonas. Por este motivo se estudiara en futuros ensayos la utilizacion del proceso de sonicado

a tiempos mas cortos con la intencion de reducir el riesgo de corrosion por cavitacién.

Para la muestra M19 el acabado superficial fue tipo espejo con alimina de 0.005micras, utilizando las

mismas condiciones para el anodizado de la muestra M18 como se muestra la Tabla 52 se procedié a

modificar la superficie. Una vez finalizado el anodizado se sometié la muestra al bafio de agua desionizada
y al proceso de sonicado con acetona a 30Mhz por 5min para remover las impurezas de la superficie,

reduciendo el tiempo para evitar el riesgo de corrosidon por cavitacion.

La Figura 53, muestra resultados como los obtenidos previamente para la muestra M18, solo que las
caracteristicas generales para la muestra M19 respecto al didmetro del NT es mas homogénea
encontrando diametros de 100nm, en contraste con la muestra M18 donde se pudieron observar zonas
con didametros de NT de hasta 45nm. Esta reduccion en el didametro del nanotubo se le puede atribuir al
acabado superficial, siendo este de una mayor rugosidad la densidad del potencial no se distribuye de
manera tan uniforme como en el caso de las superficies pulidas acabado espejo [21]. La reduccién en el
tiempo de sonicado reduce considerablemente los problemas de cavitacién, sin embargo estos contintdan

a un presente. La Tabla 52 muestra las condiciones generales del proceso para esta muestra.
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Tabla 52. Muestra M19: Resultados Electroquimicos con Solucién ASO de Laboratorio.

Aleacion: TisAl,V B C Y1 Y2 Y3 Y4
. Diametro | Longitud | Espesor | Densidad
Tiempo de .

Experimento | Muestra | Solucion | Anodizado Voltaje de los del de de
P . (V) Nanotubos | Nanotubo | Pared | Nanotubos
(min) 3

(nm) (nm) (nm) (gr.cm?)

19 M19 2 10 20 100 370 10 1.52

SEM HV: 10.0 KV
View field: 692 pm
SEM MAG: 300 x

Vi

SEM HV: 10.0 kV
View field: 5.19 pm
SEM MAG: 40.0 kx

WD: 9.63 mm
Det: SE
Date(m/dly): 02/25/16

N
WD: 9.42 mm
Det: SE

Date(m/dly): 02/25/16

| | | | Lrra3TESCAN

200 pm

Insituto de Ingenieria UABC

.

h. _ }
LYRA3 TESCAN

Insituto de Ingenieria UABC

SEM HV: 10.0 kV
View field: 10.4 pm
SEM MAG: 20.0 kx

SEM HV: 10.0 kV
View field: 2.08 ym
SEM MAG: 100 kx

Figura 53. Muestra M19, Ti¢AlsV, solucion 2, 10min a 20V (SEM).
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Roughness Measurements
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Figura 54. Muestra M19, TiAl,V, solucién 2, 10min a 20V (AFM).

El analisis superficial de la muestra M19 por AFM nos confirma los resultados obtenidos por SEM para la

longitud promedio de los NT y la rugosidad promedio de la superficie modificada.
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Tabla 53. Muestra M20: Resultados Electroquimicos con Solucién ASO de Laboratorio.

Aleacion: TigAl,V B C Y1 Y2 Y3 Y4
. Diametro | Longitud | Espesor | Densidad
Tiempo de .
Experimento | Muestra | Solucion | Anodizado Voltaje de los del de de
P . (V) Nanotubos | Nanotubo | Pared | Nanotubos
(min) 3
(nm) (nm) (nm) (gr.cm?)
20 M20 2 5 20 80 260 8 1.67

SEM HV: 10.0 kV
View field: 14.1 mm
SEM MAG: 15 x

SEM HV: 10.0 kV
View field: 10.4 pm
SEM MAG: 20.0 kx

WD: 25.00 mm
Det: SE
Date(m/dly): 05/31/16

WD: 9.01 hm
Det: SE

Date(m/dly): 05/31/16

| |

2mm

LYRA3 TESCAN

Insituto de Ingenieria UABC

Insituto de Ingenieria UABC

SEM HV: 10.0 kV
View field: 41.5 pm
SEM MAG: 5.00 kx

e

SEM HV: 10.0 kV
View field: 2.08 ym
SEM MAG: 100 kx

Figura 55. Muestra M20, TisAl,V, solucién 2, 5min a 20V (SEM).
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Tabla 54. Muestra M21: Resultados Electroquimicos con Solucién ASO de Laboratorio.

Aleacion: TigAl,V B C Y1 Y2 Y3 Y4
. Diametro | Longitud | Espesor | Densidad
Tiempo de .
Experimento | Muestra | Solucion | Anodizado Voltaje de los del de de
P . (V) Nanotubos | Nanotubo | Pared | Nanotubos
(min) 3
(nm) (nm) (nm) (gr.cm?)
21 mM21 5 20 70 250 9 1.61

SEM HV: 10.0 kV
View field: 14.1 mm
SEM MAG: 15 x

SEM HV: 10.0 kV
View field: 4.15 pm
SEM MAG: 50.0 kx

WD: 25.00 mm
Det: SE
Date(m/dly): 05/31/16

PR R

WD: 8.98 mm
Det: SE
Date(m/dly): 05/31/16

LYRA3 TESCAN

Insituto de Ingenieria UABC

>SEM HV: 10.0 kV
View field: 41.5 pm
SEM MAG: 5.00 kx

Yt &
SEM HV: 10.0 kV
View field: 2.08 pm
SEM MAG: 100 kx

Figura 56. Muestra M21, Ti¢Al,V, solucion 6, 5min a 20V (SEM).
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Figura 57. Muestra M21, Ti¢Al,V, solucién 6, 5min a 20V (AFM).
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Tabla 55. Muestra M22: Resultados Electroquimicos con Solucién ASO de Laboratorio.

Aleacion: TisAl,V B C Y1 Y2 Y3 Y4
. Diametro | Longitud | Espesor | Densidad
Tiempo de .
Experimento | Muestra | Solucion | Anodizado Voltaje de los del de de
P . (V) Nanotubos | Nanotubo | Pared | Nanotubos
(min) 3
(nm) (nm) (nm) (gr.cm?)
22 M22 6 10 20 65 330 8 1.61

SEM HV: 10.0 kV
SEM MAG: 2.00 kx

SEM HV: 10.0 kV
SEM MAG: 50.0 kx

Det: InBeam SE
WD: 4.62 mm

Det: InBeam SE
WD: 4.62 mm

N

20 ym

Instituto de Ingenieria UABC

[ A
1pm

Instituto de Ingenieria UABC

LYRA3 TESCAN

LYRA3 TESCAN

SEM HV: 10.0 kV
SEM MAG: 15.0 kx

SEM HV: 10.0 kV
SEM MAG: 100 kx

Figura 58. Muestra M22, Ti¢Al,V, solucién 6, 10min a 20V (SEM).
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Det: InBeam SE
WD: 4.62 mm

Det: InBeam SE
WD: 4.62 mm

I

5 pym

LYRA3 TESCAN|

Instituto de Ingenieria UABC

Lot

500 nm

LYRAS3 TESCAN

Instituto de Ingenieria UABC



Tabla 56. Muestra M23: Resultados Electroquimicos con Solucién ASO de Laboratorio.

Aleacion: TisAl,V B C Y1 Y2 Y3 Y4
. Diametro | Longitud | Espesor | Densidad
Tiempo de .

Experimento | Muestra | Solucion | Anodizado Voltaje de los del de de
P . (V) Nanotubos | Nanotubo | Pared | Nanotubos
(min) 3

(nm) (nm) (nm) (gr.cm?)

23 mM23 6 20 15 70 450 9 1.59

SEM HV: 10.0 kV
SEM MAG: 2.00 kx

P e |

SEM HV: 10.0 kV
SEM MAG: 50.0 kx

Det: InBeam SE

WD: 7.44 mm

20 pym

Det: InBeam SE || | |

WD: 7.44 mm

1um

Lt

LYRA3 TESCAN

Instituto de Ingenieria UABC

LYRA3 TESCAN|

Instituto de Ingenieria UABC

SEM HV: 10.0 kV
SEM MAG: 15.0 kx

| | { L
SEM HV: 10.0 kV
SEM MAG: 100 kx

Figura 59. Muestra M23, TigAl,V, solucién 6, 20min a 15V (SEM).
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Det: InBeam SE
WD: 7.44 mm

o L

Det: InBeam SE 1]

WD: 7.44 mm

500 nm

LYRA3 TESCAN|

Instituto de Ingenieria UABC




Tabla 57. Muestra M24: Resultados Electroquimicos con Solucién ASO de Laboratorio.

Aleacion: TisAl,V B C Y1 Y2 Y3 Y4
. Diametro | Longitud | Espesor | Densidad
Tiempo de .

Experimento | Muestra | Solucion | Anodizado Voltaje de los del de de
P . (V) Nanotubos | Nanotubo | Pared | Nanotubos
(min) 3

(nm) (nm) (nm) (gr.cm?)

24 M24 6 20 20 80 480 10 1.57

SEM HV: 10.0 kV
SEM MAG: 2.00 kx

Det: InBeam SE
WD: 7.55 mm

, S N

o "‘/

SEM HV: 10.0 kV
SEM MAG: 50.0 kx

S

20 ym

Det: InBeam SE
WD: 7.55 mm

‘

LYRAS3 TESCAN|

Instituto de Ingenieria UABC

LYRA3 TESCAN|

Instituto de Ingenieria UABC

SEM HV: 10.0 kV
SEM MAG: 15.0 kx

)

§

SEM HV: 10.0 kV
SEM MAG: 100.0 kx

Figura 60. Muestra M24, TicAlsV, solucién 6, 20min a 20V (SEM).
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Det: InBeam SE
WD: 7.55 mm

¥

LU

5 um

LYRA3 TESCAN

Instituto de Ingenieria UABC

Det: InBeam SE | |

WD: 7.55 mm

500 nm

LYRA3 TESCAN|

Instituto de Ingenieria UABC



Tabla 58. Muestra M25: Resultados Electroquimicos con Solucién ASO de Laboratorio.

Aleacion: TisAl,V B C Y1 Y2 Y3 Y4
. Diametro | Longitud | Espesor | Densidad
Tiempo de .

Experimento | Muestra | Solucion | Anodizado Voltaje de los del de de
P . (V) Nanotubos | Nanotubo | Pared | Nanotubos
(min) 3

(nm) (nm) (nm) (gr.cm?)

25 M25 6 20 10 60 380 6 1.60

SEM HV: 10.0 kV Det: InBeam SE || LYRA3 TESCAN SEM HV: 10.0 kV Det: InBeam SE | | LYRA3 TESCAN

SEM MAG: 2.00 kx WD: 7.57 mm 20 ym SEM MAG: 15.0 kx WD: 7.57 mm 5um
Instituto de Ingenieria UABC Instituto de Ingenieria UABC

LYRA3 TESCAN SEM HV: 10.0 kV Det: InBeam SE ||| | LYRA3 TESCAN

SEM HV: 10.0 kV Det: InBeam SE | ||

SEM MAG: 50.0 kx WD: 7.57 mm 1um SEM MAG: 100 kx WD: 7.57 mm 500 nm

Instituto de Ingenieria UABC Instituto de Ingenieria UABC

Figura 61. Muestra M25, TigAlsV, solucién 6, 20min a 10V (SEM).
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Tabla 59. Muestra M26: Resultados Electroquimicos con Solucién ASO de Laboratorio.

Aleacion: TisAl,V B C Y1 Y2 Y3 Y4
. Diametro | Longitud | Espesor | Densidad
Tiempo de .

Experimento | Muestra | Solucion | Anodizado Voltaje de los del de de
P . (V) Nanotubos | Nanotubo | Pared | Nanotubos
(min) 3

(nm) (nm) (nm) (gr.cm?)

26 M26 6 10 10 62 250 5 1.62

SEM HV: 10.0 kV Det: InBeam SE | LYRA3 TESCAN| SEM HV: 10.0 kV Det: InBeam SE | LYRA3 TESCAN

SEM MAG: 2.00 kx WD: 7.07 mm 20 pm SEM MAG: 15.0 kx WD: 7.07 mm
Instituto de Ingenieria UABC Instituto de Ingenieria UABC

¥

SEM HV: 10.0 kV Det: InBeam SE | LYRA3 TESCAN SEM HV: 10.0 kV Det: InBeam SE LYRA3 TESCAN|

SEM MAG: 50.0 kx WD: 7.07 mm 1um SEM MAG: 100 kx WD: 7.07 mm 500 nm
Instituto de Ingenieria UABC Instituto de Ingenieria UABC

Figura 62. Muestra M26, TicAlsV, solucion 6, 10min a 10V (SEM).
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Tabla 60. Muestra M27: Resultados Electroquimicos con Solucién ASO de Laboratorio.

Aleacion: TisAl,V B C Y1 Y2 Y3 Y4
. Diametro | Longitud | Espesor | Densidad
Tiempo de .
Experimento | Muestra | Solucion | Anodizado Voltaje de los del de de
P . (V) Nanotubos | Nanotubo | Pared | Nanotubos
(min) 3
(nm) (nm) (nm) (gr.cm?)
27 mM27 6 15 5 11 270 2 1.58

SEM HV: 10.0 kV Det: InBeam SE | LYRA3 TESCAN SEM HV: 10.0 kV Det: InBeam SE | | LYRA3 TESCAN
SEM MAG: 2.00 kx WD: 6.81 mm 20 pm SEM MAG: 15.0 kx WD: 6.81 mm
Instituto de Ingenieria UABC Instituto de Ingenieria UABC

. ¥ . -~ i »
SEM HV: 10.0 kV Det: InBeam SE 1 LYRA3 TESCAN SEM HV: 10.0 kV (111 LYRA3 TESCAN
SEM MAG: 50.0 kx WD: 6.81 mm 1pm SEM MAG: 100 kx WD: 6.81 mm 500 nm
Instituto de Ingenieria UABC Instituto de Ingenieria UABC

Figura 63. Muestra M27, Ti¢Al,V, solucion 6, 15min a 5V (SEM).
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Tabla 61. Muestra M28: Resultados Electroquimicos con Solucién ASO de Laboratorio.

Aleacion: TisAl,V B C Y1 Y2 Y3 Y4
. Diametro | Longitud | Espesor | Densidad
Tiempo de .

Experimento | Muestra | Solucion | Anodizado Voltaje de los del de de
P . (V) Nanotubos | Nanotubo | Pared | Nanotubos
(min) 3

(nm) (nm) (nm) (gr.cm?)

28 M28 6 15 10 20 310 5 1.57

SEM HV: 10.0 kV Det: InBeam SE | LYRA3 TESCAN SEM HV: 10.0 kV Det: InBeam SE | 1| | LYRA3 TESCAN|

SEM MAG: 2.00 kx WD: 6.64 mm 20 ym SEM MAG: 15.0 kx WD: 6.64 mm 5pum
Instituto de Ingenieria UABC Instituto de Ingenieria UABC

SEM HV: 10.0 kV Det: InBeam SE LYRA3 TESCAN SEM HV: 10.0 kV Det: InBeam SE | | LYRA3 TESCAN

SEM MAG: 50.0 kx WD: 6.64 mm SEM MAG: 100 kx WD: 6

S 0
Instituto de Ingenieria UABC Sz @ = nstituto de Ingenieria UABC

Figura 64. Muestra M28, Ti¢Al,V, solucion 6, 15min a 10V (SEM).
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Tabla 62. Muestra M29: Resultados Electroquimicos con Solucién ASO de Laboratorio.

Aleacion: TisAl,V B C Y1 Y2 Y3 Y4
. Diametro | Longitud | Espesor | Densidad
Tiempo de .

Experimento | Muestra | Solucion | Anodizado Voltaje de los del de de
P . (V) Nanotubos | Nanotubo | Pared | Nanotubos
(min) 3

(nm) (nm) (nm) (gr.cm?)

29 M29 6 10 15 37 275 6 1.59

\

SEM HV: 10.0 kV Det: InBeam SE AR LYRA3 TESCAN SEM HV: 10.0 kV Det: InBeam SE LYRA3 TESCAN
SEM MAG: 2.00 kx WD: 6.41 mm 20 pm SEM MAG: 15.0 kx WD: 6.41 mm
Instituto de Ingenieria UABC Instituto de Ingenieria UABC

SEM HV: 10.0 kV Det: InBeam SE | | | LYRA3 TESCAN| SEM HV: 10.0 kV Det: InBeam SE | | 1] LYRA3 TESCAN
SEM MAG: 50.0 kx WD: 6.41 mm 1pm SEM MAG: 100.0 kx WD: 6.41 mm 500 nm
Instituto de Ingenieria UABC Instituto de Ingenieria UABC

Figura 65. Muestra M29, TicAlsV, solucién 6, 15min a 10V (SEM).
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Tabla 63. Muestra M30: Resultados Electroquimicos con Solucién ASO de Laboratorio.

Aleacion: TisAl,V B C Y1 Y2 Y3 Y4
. Diametro | Longitud | Espesor | Densidad
Tiempo de .
Experimento | Muestra | Solucion | Anodizado Voltaje de los del de de
P . (V) Nanotubos | Nanotubo | Pared | Nanotubos
(min) 3
(nm) (nm) (nm) (gr.cm?)
30 M30 6 20 5 10 250 2 1.61

U v i
SEM HV: 10.0 kV Det: InBeam SE | || LYRA3 TESCAN| SEM HV: 10.0 kV Det: InBeam SE | | | LYRA3 TESCAN

SEM MAG: 2.00 kx WD: 8.60 mm 20 ym SEM MAG: 15.0 kx WD: 8.60 mm
Instituto de Ingenieria UABC Instituto de Ingenieria UABC

SEM HV: 10.0 kV Det: InBeam SE RN LYRA3 TESCAN SEM HV: 10.0 kV Det: InBeam SE 11 LYRA3 TESCAN|

SEM MAG: 50.0 kx WD: 8.60 mm 1um SEM MAG: 100 kx WD: 8.60 mm 500 nm
Instituto de Ingenieria UABC Instituto de Ingenieria UABC

Figura 66. Muestra M30, Ti¢Al,V, solucion 6, 20min a 5V (SEM).
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Tabla 64. Muestra M31: Resultados Electroquimicos con Solucién ASO de Laboratorio.

Aleacion: TisAl,V B C Y1 Y2 Y3 Y4
. Diametro | Longitud | Espesor | Densidad
Tiempo de .

Experimento | Muestra | Solucion | Anodizado Voltaje de los del de de
P . (V) Nanotubos | Nanotubo | Pared | Nanotubos
(min) 3

(nm) (nm) (nm) (gr.cm?)

31 M31 6 20 15 80 400 8 1.64

N/ f
SEM HV: 10.0 kV Det: SE [111] LYRA3 TESCAN SEM HV: 10.0 kV Det: SE || | LYRA3 TESCAN
SEM MAG: 2.00 kx WD: 9.06 mm 20 ym SEM MAG: 15.0 kx WD: 9.1 mm 5um
Instituto de Ingenieria UABC Instituto de Ingenieria UABC

\

SEM HV: 10.0 kV Det: SE LYRA3 TESCANJll SEM HV: 10.0kV Det: SE LI LYRA3 TESCAN

SEM MAG: 50.0 kx WD: 9.11 mm 1pm SEM MAG: 100.0 kx WD: 9.12 mm 500 nm
Instituto de Ingenieria UABC Instituto de Ingenieria UABC

Figura 67. Muestra M31, Ti¢Al,V, solucién 6, 20min a 15V (SEM).
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Tabla 65. Muestra M32: Blanco TisAl4V.

Aleacion: TigAl,V
Experimento | Muestra Blanco
32 M32

SEM HV: 10.0 kV Det: SE | LYRA3 TESCAN

SEM MAG: 100 x WD: 9.06 mm 500 ym
Instituto de Ingenieria UABC

SEM HV: 10.0 kV Det: SE | | [ ||| LYRA3 TESCAN

SEM MAG: 500 x WD: 9.06 mm 100 ym

Instituto de Ingenieria UABC

Figura 68. Muestra M32, TisAl,V, Blanco (SEM).
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Roughness Measurements

Average Height =65.14nm

Mean Deviation(Ra) =19.03nm

RMS Deviation{Variance) =36.14nm

Image Resolution = 300

e
NN T e S
25 50% Cursor Dimensions
Contrast g Z Color i .
= = Horizontal Distance 1.426pm
- Vertical Distance 11.76nm

381.0nm

Figura 69. Muestra M32, TisAl,V, Blanco (AFM).
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Angle 89.63 deg.

Horizontal Distance 1.426pm
Vertical Distance 21.10nm
Angle 89.15 deg.

Horizontal Distance 1.421pm
Vertical Distance 9.162nm
Angle 89.63 deg.




Tabla 66. Muestra M30: Resultados Electroquimicos con Solucién ASO de Laboratorio.

Aleacion: TisAl,V B C Y1 Y2 Y3 Y4
. Diametro | Longitud | Espesor | Densidad
Tiempo de .
Experimento | Muestra | Solucion | Anodizado Voltaje de los del de de
P . (V) Nanotubos | Nanotubo | Pared | Nanotubos
(min) 3
(nm) (nm) (nm) (gr.cm?)
33 M33 10 20 20 100 480 12 1.59

4 X 5 » E ™ NN
SEM HV: 10.0 kV Det: SE I | LYRA3 TESCAN SEM HV: 10.0 kV Det: SE
SEM MAG: 2.00 kx WD: 8.98 mm 20 pm SEM MAG: 15.0 kx WD: 8.98 mm
Instituto de Ingenleria UABC

V.Th,'=12,73 nm

- WTh: =42.26 nm

SWTH =8292 hny
WS, =%2 87.nm

1 AVagh. =1249 nm

tder, T
104 .34 nm

Quter diaj
diameler
m

W3 7

N2 e She §

5 O 1Y 3.}

A { Py Wy ST ' >

SEM HV: 10.0 k Det: InBeam SE | | | || SEM HV: 10.0 kV Lipplyng LYRA3 TESCAN
SEM MAG: 50.0 kx WD: 6.19 mm 1pm SEM MAG: 100 kx WD: 8.97 mm 500 nm
Instituto de Ingenleria UABC Instituto de Ingenlerla UABC

Figura 70. Muestra M33, TigAl,V, solucién 10, 20min a 20V (SEM).
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Tabla 67. Muestra M34: Resultados Electroquimicos con Solucién ASO de Laboratorio.

Aleacion: TisAl,V B C Y1 Y2 Y3 Y4
. Diametro | Longitud | Espesor | Densidad
Tiempo de .
Experimento | Muestra | Solucion | Anodizado Voltaje de los del de de
P . (V) Nanotubos | Nanotubo | Pared | Nanotubos
(min) 3
(nm) (nm) (nm) (gr.cm?)
34 M34 10 20/5 15-20 60 380 8 1.63

»
. L
¥ o
%, vy
L)

SEM HV: 10.0 kV Det: SE | | LYRA3 TESCAN|

SEM MAG: 2.00 kx WD: 9.00 mm 20 pm

SEM HV: 10.0 kV Det: SE
SEM MAG: 15.0 kx WD: 9.00 mm
Instituto de Ingenlerla UABC

' 1 WiTh = 7.930m
Wb 8.70 pm .

' W Th =81 nmi e WG L B om

FWTH = 8.1 am

Y

b

SEM HV: 10.0 KV Det: SE Lol LYRA3 TESCAN

SEM MAG: §0.0 kx WD: 9.00 mm 1pm

SEM HV: 10.0 kV Det: Sé LYRA3 TESCAN
SEM MAG: 100 kx WD: 9.00 mm

Instituto de Ingenlerla UABC Instituto de Ingenlerla UABC

Figura 71. Muestra M34, TisAl,V, solucién 10, 20/5min a 15-20V (SEM).
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Tabla 68. Muestra M35: Resultados Electroquimicos con Solucién ASO de Laboratorio.

Aleacion: TisAl,V B C Y1 Y2 Y3 Y4
. Diametro | Longitud | Espesor | Densidad
Tiempo de .
Experimento | Muestra | Solucion | Anodizado Voltaje de los del de de
P . (V) Nanotubos | Nanotubo | Pared | Nanotubos
(min) 3
(nm) (nm) (nm) (gr.cm?)
35 M35 10 20/5 10-15 60 350 8 1.62

Y 3

b ‘\
SEM HV: 10.0 kV Det: SE
SEM MAG: 15.0 kx WD: 9.00 mm

SEM HV: 10.0 kV Det: SE [ | LYRA3 TESCAN
SEM MAG: 2.00 kx WD: 9.00 mm 20 pm
Instituto de Ingenlerla UABC

L WiTh, 7.3 0m
UWThs B0 ping ;

bW Th =841 nn ; 1 \WERki= 8 o

FACTH = 8.1 am L

'
k OuteRdiametey !
vl = At 130

lameter

>y - b
¢ X 4 oy ;
SEM HV: 10.0 KV Det: SE Ll g

SEM MAG: 50.0 kx WD: 9.00 mm 1pm

SEM HV: 10.0 kV Det: SE LYRA3 TESCAN
SEM MAG: 100 kx WD: 9.00 mm

Instituto de Ingenlerla UABC

Instituto de Ingenleria UABC

Figura 72. Muestra M35, TisAl,V, solucién 10, 20/5min a 10-15V (SEM).
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Tabla 69. Muestra M36: Resultados Electroquimicos con Solucién ASO de Laboratorio.

Aleacion: TisAl,V B C Y1 Y2 Y3 Y4
. Diametro | Longitud | Espesor | Densidad
Tiempo de .
Experimento | Muestra | Solucion | Anodizado Voltaje de los del de de
P . (V) Nanotubos | Nanotubo | Pared | Nanotubos
(min) 3
(nm) (nm) (nm) (gr.cm?)
36 M36 10 20/10 15-20 85 395 13 1.65

SEM HV: 10.0 kV
SEM MAG: 2.00 kx

SEM HV: 10.0 kV
SEM MAG: §0.0 kx

Det: SE

WD: 9.00 mm 20 pm

Det: SE
WD: 9.00 mm

| |

LYRA3 TESCAN

Instituto de Ingenleria UABC

"

LYRA3 TESCAN

Instituto de Ingenleria UABC

) &

SEM HV: 10.0 kV
SEM MAG: 15.0 kx

Det: SE

WD: 9.00 mm

3

{nivh. 41370 i

C ) WTHE="3.18 nm

B g g -
W.Th/= 1208'nm

¥ «

i ’
WA =13.45nm

SEM HV: 10.0 kV
SEM MAG: 100 kx

Det: SE

WD: 9.00 mm

Figura 73. Muestra M36, TisAl,V, solucién 10, 20/10min a 15-20V (SEM).
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T dlameter
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4=8147nm

LYRA3 TESCAN
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Tabla 70. Muestra M37: Resultados Electroquimicos con Solucién ASO de Laboratorio.

Aleacion: TisAl,V B C Y1 Y2 Y3 Y4
. Diametro | Longitud | Espesor | Densidad
Tiempo de .
Experimento | Muestra | Solucion | Anodizado Voltaje de los del de de
P . (V) Nanotubos | Nanotubo | Pared | Nanotubos
(min) 3
(nm) (nm) (nm) (gr.cm?)
37 mM37 10 20/10 10-15 65 385 11 1.58

SEM HV: 10.0 kV
SEM MAG: 2.00 kx

SEM HV: 10.0 kV
SEM MAG: 50.0 kx

Det: SE

WD: 9.00 mm

WD: 9.00 mm

1pm

X'k

LYRA3 TESCAN

Instituto de Ingenlerla UABC

7’

SEM HV: 10.0 kV
SEM MAG: 15.0 kx

Det: SE
WD: 9.00 mm

W.Ih.=8.11 nm

= 10.81 npv
i

W.Th = gle8 i, (Th! S 10,87

W, Th!=%2:80 nm
%ol

~ Qlter digmeter

ter diameten
0pm

¢ 4
Det: SE
WD: 9.00 mm

SEM HV: 10.0 kV
SEM MAG: 100 kx

LYRA3 TESCAN

Instituto de Ingenlerla UABC

Figura 74. Muestra M37, TisAl,V, solucién 10, 20/10min a 10-15V (SEM).
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Tabla 71. Muestra M38: Resultados Electroquimicos con Solucién ASO de Laboratorio.

Aleacion: TisAl,V B C Y1 Y2 Y3 Y4
. Diametro | Longitud | Espesor | Densidad
Tiempo de .
Experimento | Muestra | Solucion | Anodizado Voltaje de los del de de
P . (V) Nanotubos | Nanotubo | Pared | Nanotubos
(min) 3
(nm) (nm) (nm) (gr.cm?)
38 M38 10 40 20 115 490 15 1.62

SEM HV: 10.0 kV
SEM MAG: 2.00 kx

SEM HV: 10.0 kV
SEM MAG: 50.0 kx

Det: SE

WD: 8.98 mm

Det: SE

WD: 8.98 mm

i

20 pm

LYRA3 TESCAN|

Instituto de Ingenlerla UABC

1pm
Instituto de Ingenlerla UABC

i&
SEM HV: 10.0 kV
SEM MAG: 15.0 kx

 Det:SE
WD: 8.98 mm

WLTh: = 15.34nm

WIh, =15.06 nm
|

.. Cuterdiameter
| %+ d=114.28 nm

W.Thy=17.47 nm

QOuterdiameter
d =112 0m

Lopvalyng LYRA3 TESCAN

500 nm

SEM HV: 10.0 kV

SEM MAG: 100 kx WD: 8.98 mm

Instituto de Ingenlerla UABC

Figura 75. Muestra M38, Ti¢Al,V, solucién 10, 40min a 20V (SEM).
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Tabla 72. Muestra M39: Resultados Electroquimicos con Solucién ASO de Laboratorio.

Aleacion: TisAl,V B C Y1 Y2 Y3 Y4
. Diametro | Longitud | Espesor | Densidad
Tiempo de .
Experimento | Muestra | Solucion | Anodizado Voltaje de los del de de
P . (V) Nanotubos | Nanotubo | Pared | Nanotubos
(min) 3
(nm) (nm) (nm) (gr.cm?)
39 M39 10 40 15 100 470 12 1.61

SEM HV: 10.0 kV Det: SE LYRA3 TESCAN SEM HV: 10.0 kV Det: SE | LYRA3 TESCAN
SEM MAG: 2.00 kx WD: 9.00 mm SEM MAG: 15.0 kx WD: 9.00 mm 5 pm
Instituto de Ingenlerla UABC Instituto de Ingenlerla UABC

SEM HV: 10.0 kV Det: SE LYRA3 TESCAN| SEM HV: 10.0 kV Det: SE | | LYRA3 TESCAN
SEM MAG: 50.0 kx WD: 9.00 mm SEM MAG: 100 kx WD: 9.00 mm
Instituto de Ingenlerla UABC Instituto de Ingenleria UABC

Figura 76. Muestra M39, Ti¢Al,V, solucién 10, 40min a 15V (SEM).

141



Tabla 73. Muestra M40: Resultados Electroquimicos con Solucién ASO de Laboratorio.

Aleacion: TisAl,V B C Y1 Y2 Y3 Y4
. Diametro | Longitud | Espesor | Densidad
Tiempo de .
Experimento | Muestra | Solucion | Anodizado Voltaje de los del de de
P . (V) Nanotubos | Nanotubo | Pared | Nanotubos
(min) 3
(nm) (nm) (nm) (gr.cm?)
40 M40 10 60 20 105 540 15 1.62

SEM HV: 10.0 kV Det: SE | | LYRA3 TESCAN| SEM HV: 10.0 kV Det: SE
SEM MAG: 2.00 kx WD: 9.01 mm 20 pm SEM MAG: 15.0 kx WD: 8.01 mm
Instituto de Ingenlerla UABC

J

\
W.TH =1547nm

|

L WTh = 1550 nim

WThy=44.1% ny

W.Th. £ 1745 nm

=.15.04nm

1

SEM HV: 10.0 kV Det: SE | | | LYRA3 TESCAN SEM HV: 10.0 kV Det: SE | R | LYRA3 TESCAN
SEM MAG: §0.0 kx WD: 9.01 mm 1pm SEM MAG: 100 kx WD: 9.01 mm 500 nm
Instituto de Ingenlerla UABC Instituto de Ingenlerla UABC

Figura 77. Muestra M40, Ti¢Al,V, solucién 10, 60min a 20V (SEM).
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Tabla 74. Muestra M41: Resultados Electroquimicos con Solucién ASO de Laboratorio.

Aleacion: TisAl,V B C Y1 Y2 Y3 Y4
. Diametro | Longitud | Espesor | Densidad
Tiempo de .
Experimento | Muestra | Solucion | Anodizado Voltaje de los del de de
P . (V) Nanotubos | Nanotubo | Pared | Nanotubos
(min) 3
(nm) (nm) (nm) (gr.cm?)
41 M41 10 60 15 95 510 11 1.67

g Wi . 3
SEM HV: 10.0 kV Det: SE | LYRA3 TESCAN SEM HV: 10.0 kV Det: SE
SEM MAG: 2.00 kx WD: 9.00 mm 20 pm SEM MAG: 15.0 kx WD: 9.01 mm
Instituto de Ingenlerla UABC

Al
*
/ TH, = 1020nnt

Y

’r
~
“ W.Th, 21178 npn «'w

| W.Th, = 12716 nin
{
L)
' Outer diambter ’ WTh, =44403 nh
T 30=8504nm

€s

d=94.03 om

SEM HV: 10.0 kV Det: SE LYRA3 TESCAN SEM HV: 10.0 kV Det: SE ] P | LYRA3 TESCAN
SEM MAG: §0.0 kx WD: 9.00 mm SEM MAG: 100 kx WD: .00 mm 500 nm
Instituto de Ingenlerla UABC Instituto de Ingenlerla UABC

Figura 78. Muestra M41, Ti¢Al,V, solucién 10, 60min a 15V (SEM).
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Tabla 75. Muestra M42: Resultados Electroquimicos con Solucién ASO de Laboratorio.

Aleacion: TisAl,V B C Y1 Y2 Y3 Y4
. Diametro | Longitud | Espesor | Densidad
Tiempo de .
Experimento | Muestra | Solucion | Anodizado Voltaje de los del de de
P . (V) Nanotubos | Nanotubo | Pared | Nanotubos
(min) 3
(nm) (nm) (nm) (gr.cm?)
42 M42 10 60/10 15-20 80 520 13 1.64

SEM HV: 10.0 kV
SEM MAG: 2.00 kx

* SEM HV: 10.0 kV
SEM MAG: 50.0 kx

Det: SE

WD: 9.00 mm

i

20 pm

Det: SE

WD: 9.00 mm

|
1pm

»

LYRA3 TESCAN

Instituto de Ingenlerla UABC

| LYRA3 TESCAN

Instituto de Ingenlerla UABC

a

SEM HV: 10.0 kV
SEM MAG: 15.0 kx

Det: SE
WD: 9.00 mm

uter diameter
0.48 nm

~ SEM HV: 10.0 kV
SEM MAG: 108 kx

LYRA3 TESCAN

WD: 9.01 mm 500 nm

Instituto de Ingenlerla UABC

Figura 79. Muestra M42, TisAl,V, solucién 10, 60/10min a 15-20V (SEM).
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Tabla 76. Muestra M43: Resultados Electroquimicos con Solucién ASO de Laboratorio.

Aleacion: TisAl,V B C Y1 Y2 Y3 Y4
. Diametro | Longitud | Espesor | Densidad
Tiempo de .
Experimento | Muestra | Solucion | Anodizado Voltaje de los del de de
P . (V) Nanotubos | Nanotubo | Pared | Nanotubos
(min) 3
(nm) (nm) (nm) (gr.cm?)
43 M43 10 60/10 10-15 70 470 11 1.63

SEM HV: 10.0 kV Det: SE | LYRA3 TESCAN SEM HV: 10.0 kV Det: SE LYRA3 TESCAN
SEM MAG: 2.00 kx WD: 9.01 mm 20 pm SEM MAG: 15.0 kx WD: 9.01 mm
Instituto de Ingenlerla UABC Instituto de Ingenlerla UABC

W.Th, = 44.28 nm

QOuter glameter
4.26 nom W.Th. = 1161 im

W.Th.= 11,47 pm
diameter

WATh = 12.16 nm

Quter diameter;
d=7742nm Y L W.Th =12:45 nm

lameter

i

SEM HV: 10.0 kV Det: SE LYRA3 TESCAN SEM HV: 10.0 kV Det: SE | LYRA3 TESCAN
SEM MAG: 50.0 kx WD: 9.01 mm SEM MAG: 100 kx WD: 9.01 mm
Instituto de Ingenlerla UABC Instituto de Ingenleria UABC

Figura 80. Muestra M43, TisAl,V, solucién 10, 60/10min a 10-15V (SEM).
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Tabla 77. Muestra M44: Resultados Electroquimicos con Solucién ASO de Laboratorio.

Aleacion: TisAl,V B C Y1 Y2 Y3 Y4
. Diametro | Longitud | Espesor | Densidad
Tiempo de .
Experimento | Muestra | Solucion | Anodizado Voltaje de los del de de
P . (V) Nanotubos | Nanotubo | Pared | Nanotubos
(min) 3
(nm) (nm) (nm) (gr.cm?)
44 M44 10 40/10 10-15 65 400 13 1.58

SEM HV: 10.0 kV Det: SE

SEM MAG: 2.00 kx

.

SEM HV: 10.0 kV
SEM MAG: 50.0 kx

Det: SE

WD: 9.00 mm

WD: 9.00 mm

|

20 pm

|||\

1pm

LYRA3 TESCAN

Instituto de Ingenlerla UABC

| LYRA3 TESCAN

Instituto de Ingenlerla UABC

Det: SE
WD: 9.00 mm

SEM HV: 10.0 kV

SEM MAG: 15.0 kx 5pm

W.Th. = 11,36 nm

W.Th. = 44.02 nm

| |

LYRA3 TESCAN

Instituto de Ingenlerla UABC

Outer diameter

< d=60.44 am

[ 8

W.Th.= 11.08 nm

W.Th. =11.99 hm

.
SEM HV: 10.0 kV
SEM MAG: 100.0 kx

Det: SE
WD: 9.00 mm

Figura 81. Muestra M44, TisAl,V, solucién 10, 40/10min a 10-15V (SEM).
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Tabla 78. Muestra M45: Resultados Electroquimicos con Solucién ASO de Laboratorio.

Aleacion: TisAl,V B C Y1 Y2 Y3 Y4
. Diametro | Longitud | Espesor | Densidad
Tiempo de .
Experimento | Muestra | Solucion | Anodizado Voltaje de los del de de
P . (V) Nanotubos | Nanotubo | Pared | Nanotubos
(min) 3
(nm) (nm) (nm) (gr.cm?)
45 M45 10 40/10 15-20 100 420 20 1.62

SEM HV: 10.0 kV
SEM MAG: 2.00 kx

SEM HV: 10.0 kV
SEM MAG: §0.0 kx

Det: SE

WD: 9.1 mm

Det: SE

WD: 9.10 mm

l |

20 pm

| L1
1pm

v

LYRA3 TESCAN

Instituto de Ingenlerla UABC

LYRA3 TESCAN

Instituto de Ingenlerla UABC

e

L
SEM HV: 10.0 KV
SEM MAG: 15.0 kx

L
SEM HV: 10.0 kV
SEM MAG: 100.0 kx

Det: SE
WD: 8.10 mm

Quter diamates
d =85.63nh1 ¢ ¢

diametet
oM

Figura 82. Muestra M45, TisAl,V, solucién 10, 40/10min a 15-20V (SEM).
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4.11 Analisis de Resultados Electroquimicos con ASO de Laboratorio.

El resumen de la Tabla 50 muestra los resultados obtenidos de los ensayos electroquimicos realizados
con electrolitos base ASO de laboratorio. A continuacidn se muestran los andlisis utilizando la herramienta
MitiTAB14® para conocer las interacciones entre los efectos principales, los factores de ruido y respuesta,

las interacciones de medias, asi como la varianza, la media y la desviacién estandar de los resultados

obtenidos.
Tabla 79. Media de efectos principales experimentos con ASO de Laboratorio.
Main Effects Plot (data means) for Means
Solucién Tiempo

160

140

120 /

107 ’\/ /\/
[)]
& 804
Q
E T T T T T T T T T
w 2 6 10 5 10 15 20 40 60
£ Voltaje
S 160 !
=

140

120 —

100

80 |
T T T T
5 10 15 20

La grafica mostrada en la Tabla 79 de efectos principales, examina las diferencias entre las medias de nivel
para los factores utilizados durante los experimentos, la grafica muestra la media de la respuesta para
cada nivel de factor conectados por las lineas, que identifican los efectos principales que afectan las
respuestas de nuestros experimentos. Las interacciones de las medias, solucién, tiempo y voltaje nos
muestran resultados favorables para todos los experimentos. Mientras mas inclinada es la pendiente de

la linea, mayor es la magnitud del efecto principal.
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Mean of SN ratios

Tabla 80. Media de efectos principales sefial/ruido experimentos con ASO de Laboratorio.

Main Effects Plot (data means) for SN ratios

Solucidn

Tiempo

-3.0
-3.6-

N N

4.2-
-4.8-
-5.4-

N~
~

2 6 10

Voltaje

-3.0
-3.6-

/

4.2-
4.8-
-5.4-

5 10 15 20

Signal-to-noise: Nominal is best (10*Log(Ybar**2/s**2))

La grafica mostrada en la Tabla 80 de las relaciones sefial/ruido (S/N) proveen una medida de la robustez
contra los factores de control, con la intension de identificar los que minimicen el efecto de los factores
de ruido y reducir la variabilidad de la respuesta, mostrando los valores que mas afectan la calidad de
nuestra respuesta segun la media de los efectos principales. Para las distintas soluciones, los rangos de

tiempo y de voltaje, los valores mas altos de estas relaciones nos indican la configuracién de los factores

de control que minimizan los efectos de los factores de ruido.
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Como nuestros factores dependen del nivel de otros factores, las graficas de interaccidon nos permiten
visualizar las interacciones, las lineas paralelas nos indican la no interaccidn entre los factores. Mientras
mayor sea la diferencia en la pendiente entre las lineas, mayor es el grado de interaccidon Hay que recordar

gue estas graficas no nos indican si la interaccion es estadisticamente significativa.

Tabla 81. Interacciones de medias: diametro, experimentos con ASO de laboratorio.

Interaction Plot (data means) for Diametro

5 10 15 20 40 60 5 10 15 20
| 1

L 100 Solucidn
—— 2
— .- 6
Solucién " - 50
| |
- 0 =
| iempo
« . [0 :
A — - 10
A
/l_,.-'r e 15
Tiem S -50 |—A— 20
L / R 40
r/ —4— 60
re
-0
Voltaje

La grafica de la Tabla 81 nos muestra las interacciones del didmetro con la solucién, el tiempo y el voltaje,
indicandonos que para el diametro la solucidn y el tiempo son las interacciones de mayor influencia en el

didmetro del NT.
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Tabla 82. Interacciones medias: longitud, experimentos de ASO de laboratorio.

Interaction Plot (data means) for Longitud

Solucion

La grafica de la Tabla 82 nos muestra las interacciones de la longitud con la solucion, el tiempo y el voltaje,
indicandonos que para el didmetro los tres factores, la solucién, el tiempo y el voltaje influencian la

longitud del nanotubo sin embargo el tiempo y el voltaje son las interacciones que tienen una mayor

5 10 15 20 40 60 5 10 15 20
| | 1 1 | 1 1 1 1 |
~ 500
4 - 400
/ o
- —a
., - .
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.
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A ~ 400
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/ L
/! - 300
re - " *
Voltaje

influencia para la longitud del NT.
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Tabla 83. Interacciones de medias: espesor de pared, experimentos con ASO de laboratorio.

Solucion

Interaction Plot (data means) for Espesor

5 10 15 20 40 60 5 10 15 20
| | | 1 | 1 | | 1 |
Solucién
- 15 |—&— 2
— - 6
10
. - 10
.n/". . a .
= ., p
; A -5
o )
[
Tiempo
L {5 |—&— 5
e . 10
Tiempo AT —A— ig
AT 5 | <4 60
&
Voltaje

La grafica de la Tabla 83 nos muestra las interacciones del espesor con la solucidn, el tiempo y el voltaje,

indicandonos que la solucién con el tiempo son las interacciones que mas influencian tiene sobre el

espesor del NT.
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Tabla 84. Interacciones de medias: densidad, experimentos con ASO de laboratorio.

Interaction Plot (data means) for Densidad

5 10 15 20 40 60 5 10 i5 20
1 1 1 1 1

Solucién
—— 2
i - B —m——— M-~ g 16 |_g— 6
" 10
Solucién L 15
. 4
-1.4
- Tiempo
4 —— 5
A T a-—A | 4p - 10
15
Tiempo S I S
L —4— 60
- 1.4
Voltaje

La grafica de la Tabla 84 nos muestra las interacciones que mas afectan a la densidad de los NTs con la
solucion, el tiempo y el voltaje, indicdndonos que la solucidn con el voltaje son las interacciones de mayor

influencia.
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El analisis de medias fue realizado para probar la igualdad de las medias de los resultados. Las siguientes
graficas muestran cada una de las medias de los niveles de factor, la media general y los limites de
decisién. Los puntos que se encuentran fuera de los limites de decisidon, muestran la evidencia de que la

medie de los niveles para cada factor que estd representada por ese punto es significativamente diferente

de la media general.

Tabla 85. Analisis de Medias: Diametro, experimentos con ASO de laboratorio.

Diametro
Alpha = 0.05

140

120

1004 =

| R JHI_ [ | J

il { 44.6

Diametro

20+

123456 7 8 910111213 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
Sample

Tabla 86. Analisis de Medias: Longitud, experimentos con ASO de laboratorio.

Longitud
Alpha = 0.05
600
500
]
]
- » 1 4472
3
"é 4007 ! . ! 1 387.1
£ 3 - ‘ . .
= L]
. 327.0
300+
[ ] [ ]
200_| T T T T T T

123456 7 8 91011121314 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
Sample
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Tabla 87. Analisis de Medias: Espesor, experimentos con ASO de laboratorio.

Espesor
Alpha = 0.05
25
20- -
19.00
15
I o]
§' 10 L I T T T T 9.56
wl

0+ 0.11

—
[
w -
.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
Sample

La grafica mostrada en la Tabla 85, Tabla 86 y Tabla 87, nos muestran los efectos de interaccién para el
diametro, la longitud y el espesor, respectivamente, encontrando los efectos claramente fuera de los
limites de decisidn para el didmetro y la longitud, lo que significa una evidencia clara de la interaccién
entre el diametro y la longitud de las muestras, en cambio para el espesor los resultados indican muy poca

relevancia entre las interacciones.
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El andlisis de varianza se utiliza para determinar si las medias son diferentes, comparando la varianza entre
las medias de los grupos y la varianza dentro de los grupos para determinar con que grupos se obtienen

mejores resultados.

Tabla 88.Varianza: Diametro, experimentos con ASO de laboratorio.

Diametro Varianza
Solucién Tiempo Voltaje

5 5 204 Bartlett's Test
10 204 Test Statistic ~ 4.02
5 20 P-Value 0.674
10 Levene's Test
10 ég e Test Statistic  1.23
7 P-Value 0.375
6 5
15 104
5 -
104
20 15 &
204
154 &—
20 20 e
10 40 g o
15
£l 20 o

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000
95% Bonferroni Confidence Intervals for StDevs

Tabla 89. Varianza: Longitud, experimentos con ASO de laboratorio.

Longitud Varianza
Solucién Tiempo Voltaje
5 20+

2 Bartlett's Test
10 20 o= Test Statistic ~ 5.26
5 20| P-Value 0.511
104 Levene's Test
10 %g: Test Statistic  0.39
P-Value 0.869
6 15 13 ]
54
0 27,
20
154 »
20 20 +—
0 4w 21
15
60 204 o

0 2000 4000 6000 8000 10000 12000
95% Bonferroni Confidence Intervals for StDevs
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Tabla 90. Varianza: Espesor, experimentos con ASO de laboratorio.

Solucion Tiempo Voltaje

5

2
10

5

10

6 15
20

20

10 40
60

Espesor Varianza
20+ Bartlett's Test
207 &— Test Statistic ~ 3.19
204 P-Value 0.785
104 Levene's Test
ég ] Test Statistic  0.99
P-Value 0.484
5
10 -
54
10
154 &——
204
15 o 4
204 &
151 &
20 o

15
20 &———————————
0 100 200 300 400 500 600 700 800

959% Bonferroni Confidence Intervals for StDevs

Tabla 91. Varianza: Densidad, experimentos con ASO de laboratorio.

Densidad Varianza

Solucién Tiempo Voltaje

5
10
5

2

10

6 15

20

20
10 40

60

20+

Bartlett's Test
20 o Test Statistic  9.28
20 | P-Value 0.098
10 Levene's Test
;g 5 Test Statistic  30.47
7 P-Value 0.000
5 e -]
104
]
10+
1541 »
20+
154 &——
204 =
154 »
20+
15
204 &—

0 10 20 30 40
95% Bonferroni Confidence Intervals for StDevs

Utilizando el método de comparaciones multiples, la grafica mostrada en la Error! Reference source not

found., Tabla 89, Tabla 90 y Tabla 91 nos indican respectivamente los grupos con mayores influencias

sobre los resultados que afectan al didmetro, la longitud, el espesor de pared y la densidad del NT para

cada uno de los experimentos realizados.
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Las graficas de probabilidad nos muestran la evaluacién del ajuste de la distribucion de los datos,
estimando los porcentajes y comparando las diferentes distribuciones de las muestras, graficando los
valores de cada una de las observaciones en comparacion con su probabilidad acumulada estimada,
trasformado las escalas de manera que la distribucién ajustada forma una linea recta ajustada, mostrando
los intervalos de confianza de aproximadamente 95% para los porcentajes, en forma de puntos de la
distribucién ajustada. Las siguientes graficas mostradas en la Tabla 92, Tabla 93, Tabla 94, y Tabla 95,
presentan las estimaciones de los pardametros de distribucién junto con el estadistico de Anderson-

Darling, y el valor de p, para la evaluacion del ajuste de distribucion de los datos.

Tabla 92. Probabilidad: Didmetro, experimentos con ASO de laboratorio.

Probability Plot of Diametro
Normal - 95% CI

99 >
/ A Mean 70.15
JSoe S StDev  27.49
95 s N 27
- SN AD  0.619
4 P-Value 0.096
80 -
70
£ 60
Q
% 50
D 40+
30+
20
g
10 »
5 P
/// . ///
s // //
1 T z I’ T T T T T T
0 25 50 75 100 125 150 175
Diametro

Media de los valores obtenidos para el didmetro 70.15, desviacidon estandar 27.49 para un valor de p

mayor a 0.05, a un valor de AD bajo, ajustandose bien los datos a la muestra.
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Tabla 93. Probabilidad: Longitud, experimentos con ASO de laboratorio.

Probability Plot of Longitud
Normal - 95% CI
99

Mean 387.1
So. ' StDev  90.59
95 i : N 27
. AD 0457
= A A P-Value 0.245
80 s
% al e
§ 50+ f.
@ 40
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10+ s
54 .
.
11— T : T T T T T
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Longitud

La media de los valores obtenidos para la longitud es de 387.1, la desviacion estandar 90.59 para un valor

de p mayor a 0.05, a un valor de AD bajo, ajustandose bien los datos a la muestra.

Tabla 94. Probabilidad: Didmetro, experimentos con ASO de laboratorio.

Probability Plot of Espesor
Normal - 95% CI
99

; Mean 9.556
- StDev  4.013
95 ! g N 27
AD 0300
S Puyas P-Value 0.556
80 H
70 - |
60 ¥

- |
504 -

40 3
30 ) )
.

20+ 4

Percent

»
10 - L]

Espesor

La media de los valores obtenidos para el espesor de pared es de 9.56, la desviacion estandar 4.01 para

un valor de p mayor a 0.05, a un valor de AD bajo, ajustandose bien los datos a la muestra.
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Tabla 95. Probabilidad: Densidad, experimentos con ASO de laboratorio.

Probability Plot of Densidad
Normal - 95% CI
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95 g N 27
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La media de los valores obtenidos para la densidad es de 1.596, la desviacién estandar 0.076 para un valor

de p menor al 0.05, a un valor de AD bajo, ajustandose muy bien los datos a la muestra.

Los puntos de los datos para las graficas mostradas en la Tabla 92, Tabla 93, Tabla 94, y Tabla 95, nos
indican que los datos siguen aproximadamente una linea recta, ajustandose lo mejor posible a los datos
de la muestra, pudiendo interpretar los porcentajes basados en la linea recta mostrada para cada uno de
los factores de respuesta diametro, longitud, espesor y densidad. Entre mas pequefio es el valor de p
mejor es la confiabilidad para la estimacidn de porcentajes en base a la recta. La desviacién estdndar nos
muestra la medida del valor de la dispersion de los datos con respecto a la media, mientras mayor sea la
desviacidon estdndar mayor serd la dispersién de los datos ayudandonos a estimar el valor para la

estimacion de la variacion general del proceso.
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Capitulo 5. Conclusiones y Trabajos Futuros.

“No nos preguntamos qué propdsito util hay en el canto de los pdjaros, cantar es su deseo desde que
fueron creados para cantar. Del mismo modo no debemos preguntarnos por qué la mente humana se
preocupa por penetrar los secretos de los cielos... La diversidad de los fendmenos de la Naturaleza es tan
grande y los tesoros que en cierran los cielos tan ricos, precisamente para que la mente del hombre nunca
se encuentre carente de su alimento bdsico.”

Johannes Kepler, Mysterium Cosmographicum.

El analisis estadistico y la Tabla 50 resumen los resultados de los ensayos electroquimicos
utilizando ASO, otorgando una guia general de reproducibilidad de estos experimentos para la posterior
evaluacidn de sus caracteristicas por otras lineas de investigacion respecto a los efectos que pueden tener
segln su aplicacion. De esta manera se demuestra la viabilidad de utilizar electrolitos acuosos base ASO

de laboratorio mediante métodos de anodizacidn para la obtencién de capas de NT de TiO..

Comparando las dimensiones de los NT a diferentes tiempos, se concluye que la variacién en el tiempo

provoca cambios en el tamafio de didmetro y espesor de pared.

En el caso de la longitud, se concluye que el tiempo de anodizacién incrementa significativamente la
longitud del tubo. Como demuestran los andlisis por AFM, la rugosidad promedio aumenta mientras el

tiempo de anodizado se incrementa, logrando con el tiempo una superficie uniforme.

Los resultados sugieren que para un crecimiento organizado de NT, los mejores resultados se logran
obtener a potenciales de entre 15 y 20V, sin embargo estos dependen del tamafio de morfologia que se

busca. Estos resultados nos confirman los resultados obtenidos por otros investigadores del tema.
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Los resultados indican que la formacidn de capas de NTs organizados y uniformes de diferentes didametros
se logra gracias al balance de la variacién del potencial, el paso del voltaje y el paso de corriente, ligado

todo esto a la formulacién electrolitica.

Los resultados de estos experimentos y anadlisis nos sugieren que el electrolito base ASO en sus diferentes
formulaciones aqui propuestas permite el crecimiento de una variedad muy alta de didmetros y longitudes
de nanotubos. Los resultados, concluyen que la formacién de nanotubos es muy sensible al voltaje y la
corriente para las formulaciones electroliticas aqui propuestas, pudiendo sintetizar NTs de TiO, en rangos

pequeiios de potencial.

Los resultados por AFM, confirma que la topografia del TiO, varia con los cambios de voltaje debido al
efecto de la razén de cambio en el incremento del espesor de la capa de dxido afectando directamente la

razén del ataque quimico.

Los incrementos en las magnitudes del voltaje aplicado causa incrementos en el diametro de los poros y

el espesor de las paredes

Durante el proceso de anodizado es muy comun observar que ciertas capas de dxido se siguen formando
y se mantienen como remanentes sobre la superficie de la capa superior del sustrato cubriendo los NT
después del anodizado, y los esfuerzos por removerla utilizando bafios de agua desionizada y procesos de
sonicado ayudan a retirar algunos de estos remanentes, sin embargo es de especial cuidado el tiempo que

dura en este proceso debido al riesgo potencial que existe en promover corrosién por cavitacion.

También se concluye que el utilizar rampas de voltaje alternadas no influye de manera significativa sobre
las morfologias, obteniendo resultados muy similares a los realizados a voltaje constante, sin embargo se
ha documentado por otros investigadores que pueden lograrse incrementos de la rugosidad de las

paredes del NT.
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Las condiciones dptimas electroliticas consisten en obtener una formulacién que nos permita lograr la
madxima corriente al menor voltaje, evitando el rompimiento dieléctrico de la capa de dxido, esto estd

ligado directamente al tipo de morfologia y tamafio

Para trabajos futuros se sugiere continuar con la variacidon en incrementos de contenidos de etilenglicol
disuelto en la solucién ya que estos aumentan la humectabilidad y los experimentos demostraron que
este aumento ayuda a la formacidn de las capas de dxido. El aumento de la corriente demostrd causar
efectos en el espesor de pared de los NTs, se sugiere realizar experimentos entre los valores de 1 a 2
amperes con la intensién de conocer los efectos que puede llegar a tener estas magnitudes de amperaje
en los espesores de pared, manejando tiempos cortos en intervalos de 1 a 10min, a valores de voltajes

entre los rangos de 1y 10V, en soluciones con contenidos mayores de etilenglicol.
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Amorphous titanium dioxide (TiO,) nanotubes (NTs) on Ti6Al4V alloy were synthesized by anodization using a
commercially available super-oxidized water (SOW). The NT surfaces were sterilized by ultraviolet (UV) irradi-
ation and disinfected using SOW. The adhesion and cellular morphology of pig periosteal osteoblast (PPO) cells
and the behavior of Staphylococcus aureus (S. aureus) cultured on the sterilized and disinfected surfaces were
investigated. A non-anodized Ti6Al4V disc sterilized by UV irradiation (without SOW) was used as control. The
results of this study reveal that the adhesion, morphology and filopodia development of PPO cells in NTs are
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without altering osteoblast behavior while decreasing bacterial viability.
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1. Introduction

Titanium (Ti) and Ti-based alloys are among the most widely used
clinical materials for orthopedic and dental implants [1], due to their
mechanical strength, light weight, corrosion resistance by the formation
of a protective TiO, layer, and biocompatibility [1,2]. However, bacterial
adhesion on the implant surface is a complication that can critically
affect the success of biomaterials due to the ability of bacteria to form
biofilms which lead to implant failure [3-5]. To address these problems,
this study considers NTs produced by anodization, as they can be
synthesized with controlled order, improved corrosion resistance, in-
creased surface roughness, a lower water contact angle, and excellent
biocompatibility compared to non-modified Ti surfaces [2,6,7]. It has
also been suggested that a 70-100 nm NT diameter promotes alkaline
phosphatase activity levels and increased calcium deposition compared
to non-anodized Ti and smaller NT diameters [8], information that
propose 80 nm NTs as a bone forming-functional coating. On the other
hand, Ercan et al., reported decreased Staphylococcus aureus viability
on amorphous 80 nm NTs after comparing to minor diameter NTs (20,
40 and 60 nm) and non-anodized Ti [9]. Likewise, Arenas et al.,

* Corresponding author.
E-mail address: benval@uabc.edu.mx (B. Valdez-Salas).

http://dx.doi.org/10.1016/j.msec.2015.11.042
0928-4931/© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

described that amorphous 100 nm NTs built on Ti6Al4V by anodization
promotes superior antibacterial effects against S. aureus after comparing
to non-anodized Ti6Al4V [10]. As well, they suggested a reduced coloni-
zation rate of a clinically S. aureus strain (isolated from an infected hip
prosthesis) cultured on NT surfaces after comparing to 20 nm diameter
TiO, nanopores and non-anodized Ti6Al4V [10]. Moreover, in a recent
study we observed an elevated and sustained antibacterial performance
against S. aureus for up to 5 days on amorphous 80 nm NTs fabricated on
Ti6Al4V using SOW for anodization, but not for surface disinfection [11].
This information advocates the use of 80-100 nm NTs as an appropriate
antibacterial nanostructured coating.

Sterilization is defined as a process that completely eradicates or
destroys bacterial life, being widely performed by physical or chemical
processes [12], and has been reported to play an important role in the
biological behavior (e.g. cellular adhesion or bacterial viability) of im-
plant surfaces [2,13-15], especially Ti. In recent studies autoclaving
has commonly been used as a sterilizing technique for Ti surfaces [2],
but autoclaving has shown that is capable to reduced hydrophilicity of
Ti surfaces through the deposition of hydrophobic contaminants on
the material surface [13], resulting in reduced cytocompatibility.
Furthermore, sterilization by autoclaving has led to significantly
decreased MG63 human osteoblast and MC3T3-E1 mouse osteoblast re-
sponses on NTs and non-anodized Ti [13,16]. Moreover, Kummer et al.,
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suggested increased S. aureus growth on 80 and 20 nm diameter NTs
and on non-anodized Ti surfaces sterilized by autoclaving, compared
to ethanol and UV sterilization methods [2].

SOW is an electrolyzed water that contains oxidizing species such as
H,0,, oxidizing radical (i.e. hypochlorous species) an chlorine mole-
cules like hypochlorite [17,18]. It has been widely used as a disinfectant
for medical instruments and inanimate surfaces [17]. Furthermore, it
has been reported to be effective in the treatment of infectious diseases
such as skin defects or ulcers, peritonitis and intraperitoneal abscesses
[17,19], suggesting that SOW acts as a potent antibacterial agent with
a broad-spectrum antibacterial efficacy [20]. In this manner, it has
been proposed that SOW works destroying the covalent bonds of the
nucleic acid chains, as well as the protein chains in Escherichia coli
(E. coli) JM109 [21,22]. Moreover, an AFM study showed that SOW in
contact with E. coli for 30 s was able to induced cellular swelling and
at the end of 5 min of exposure it was observed that the cells were
completely destroyed [23]. These data suggested that SOW acts as an
antibacterial agent that negatively interferes with the metabolic activity
and membrane integrity of bacteria. On the other hand, SOW has also
been recommended for handwashing by medical personnel [17],
being proposed as a non-cytotoxic substance. However, the promising
effects of SOW as a disinfectant agent have not been investigated on
nanostructured Ti. On the basis of the above it is hypothesized that
Ti6Al4V NT surfaces sterilized with UV and disinfected by SOW rinsing
will offer lower bacterial viability without altering osteoblast adhesion
and morphology.

The present study evaluates for the first time the bacterial behavior
of 80 nm TiO, NTs on Ti6Al4V alloy sterilized by UV and disinfected
using a commercially available super-oxidized solution. Osteoblast be-
havior is explored by evaluating cell adhesion, cellular morphology
and the formation of filopodias, as well as cytoplasmic stress fibers.
The surface morphology of the material was analyzed by field emission
scanning electron microscopy (FE-SEM), the chemical composition by

energy dispersive X-ray spectroscopy (EDX), and the surface roughness
by atomic force microscopy (AFM). S. aureus viability on the surfaces
was assessed by colony-forming unit (CFU) calculation and bacteria
morphology was analyzed using scanning electron microscopy (SEM).
Osteoblast behavior was also examined by SEM and fluorescence
microscopy.

2. Materials and methods
2.1. Synthesis of NTs

NTs were synthetized as described in a previous study [24]. Discs of
Ti6AI4V (ASTM F-136; Supra Alloys Inc., Camarillo, CA, USA) with
150 mm diameter and 5 mm thickness were polished using SiC emery
paper (100 to 2000 grit) and 1-um alumina to achieve a mirror finish.
The discs were then mounted on a special flat 125 mL cell and electro-
lytically anodized using Microdacyn 60® super-oxidized water (Oculus
Technologies, Guadalajara, JAL, MEX) at pH 6.8, containing 10 mg/L of
NH4F (Sigma-Aldrich, USA) and 100 mg/L NaCl (Sigma-Aldrich, USA).
A 20V potential was applied using a DC power supply for 5 min and a
platinum mesh as counter electrode. The process was carried out at
room temperature (defined here as RT). Finally, the discs were cleaned
in an ultrasonic bath with distilled water for 5 min to eliminate residues
of fluoride salts [25], rinsed with isopropyl alcohol, and dried in a desic-
cator for 12 h. All experimental substrates were sterilized by UV irradi-
ation (285 nm UVB light source) for 30 min on each side [2,13].In order
to systematically evaluate the effect of SOW rinsing, an anodized-
Ti6AI4V NTs and non-anodized Ti6Al4V materials (namely here as
NT-SOW and Ti6AI4V-SOW respectively) were disinfected by immer-
sion in 20 mL of SOW for 1 h and finally dried at RT before use. A
non-anodized Ti6AI4V alloy disc (denoted here as Ti6Al4V) was used
as control. Finally, an anodized-Ti6Al4V NT (NT) surface was used as a
negative control.

Fig. 1. FE-SEM micrographs of the experimental surfaces cleaned by SOW: (a) anodized Ti6Al4V alloy illustrating the presence of NTs. (b) Ti6Al4V surface showing a flat surface. (c) A

cross-section view of NTs.
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Table 1

Elemental composition percentages of the experimental surfaces.
Sample C (%) V (%) Al (%) Ti (%) 0 (%) F (%)
Anodized NT-SOW 4.61 — 4.06 68.10 20.32 2.91
Anodized NTs 5.19 - 4.80 61.50 24.00 4.51
Ti6AI4V-SOW 0.97 4.11 6.26 88.66 - -
Ti6Al4V 3.40 3.43 6.06 87.11 - -

2.2. Surface characterization

The structural morphology of the sample surfaces were character-
ized by FE-SEM (Tescan LYRA 3, Brno Czech Republic), taking images
at a 20 kV accelerating voltage. The chemical composition of the alloy
surface was assessed by EDX (Tescan LYRA 3, Brno Czech Republic)
using a silicon drift detector coupled to the FE-SEM.

An AFM (Quesant Q-Scope 350, AMBIOS, Agura Hills, CA, USA) was
used to measure the surface roughness of the experimental substrates.
The process was performed at RT using an anti-acoustic box to prevent
noise, which can affect the measurements. Topographic images were
obtained operating at a scan rate of 1 Hz. A 40-pum X-Y and 4-um Z scan-
ner equipped with silicon tips and 10 nm tip curvature was used. The
experiment scan surface area was 1 um?. The root mean square (RMS)
is provided in order to quantitatively compare the roughness between
NTs and Ti6Al4V surfaces.

2.3. Osteoblast culture and characterization on the materials

For these studies, PPO cells were isolated from pig femur periosteal
bone [24]. The cells were cultured in DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle's Medium/Ham's F-12, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) supple-
mented with 10% fetal bovine serum (FBS; Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA) and a volume fraction of 1% penicillin-streptomycin (PS;
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) at 37 °C in 5% CO-. Each experimental
sample (NT-SOW, NTs, Ti6Al4V-SOW and Ti6Al4V control surface)
was placed in an individual well of a 12-well polystyrene plate. The
cells were seeded using 1 mL of medium containing a concentration of
2 x 10* cells per mL onto the materials and stored in a CO, chamber
for the experimental time [8,24].

In order to count adhered osteoblasts on the experimental samples,
DAPI staining was performed. At 4, 12 and 24 h after culturing, the cells
on the substrates were washed three times in phosphate-buffered sa-
line (1x PBS) solution to remove non-adhered cells. The remaining
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Fig. 3. Number of adhered PPO cells on the biomaterial surfaces as a function of time.
Values are mean + SD, N = 3.*, ** and *** denote differences between NT-SOW and NT
groups versus Ti6Al4V-SOW and Ti6Al4V control surfaces after 4 h, 12 h and 24 h of incu-
bation respectively. # indicates significant differences for NT-SOW and NT substrates at
24 h after comparing to all the experimental materials cultured at4 h and 12 h.

cells were fixed in 4% paraformaldehyde (indicated here as PA) in 1x
PBS for 30 min at RT. Once fixed, the cells were stained with 4',6'-
diamidino-2-phenylindole (DAPI; Molecular Probes, Carlsbad, CA,
USA) in 1x PBS and incubated for 5 min at RT, and then washed three
times with 1x PBS [26]. Finally, the samples were inverted onto cover-
slips with a fluorescence mounting medium (DAKO, Agilent Technolo-
gies, Carpinteria, CA, USA), visualized, photographed and counted in
five random fields using a blue filter by a fluorescence microscope
(Axio Observer Al, Carl Zeiss, Thornwood, NY, USA).

In contemplation to analyze the formation of cellular stress fibers on
the disinfected materials, cytoskeletal actin immunofluorescence was
performed after 24 h of culture on the NT-SOW and Ti6Al4V-SOW sub-
strates. The samples were initially washed three times with 1x PBS and
fixed with PA for 30 min at RT. Once fixed, they were again washed
three times with 1x PBS. To permeabilize the cells, 0.1% Triton X-100
in 1x PBS solution was added for 20 min. The cells were washed three
times with 1x PBS and the samples were incubated for 1 h at RT in bo-
vine serum albumin (BSA) blocking solution (1% BSA/1x PBS) and
washed with 1x PBS. Next, the cells were incubated with Alexa Fluor
488 phalloidin (1:100; Invitrogen, USA) in blocking solution and
incubated for 1 h. The cells were again washed three times and counter-
stained with DAPI for 10 min at RT. Finally the specimens were inverted
onto coverslips with a fluorescence mounting medium, examined and
photographed using a green (actin) and blue (DAPI) filter by means of
a fluorescence microscope [27].

To characterize cell morphology a SEM (JSM-6010LA, JEOL, Tokyo,
Japan) analysis was carried out as described by others [8,24]. After
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Fig. 2. AFM micrographs of the disinfected Ti6Al4V surfaces: (a) Ti6Al4V surface with anodized NTs showing a rougher surface. (b) Ti6AI4V surface representing a smooth and flat surface.
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Fig. 4. Fluorescence detection of F-actin in PPO cells cultured on the disinfected experimental materials for 24 h: (a) NT-SOW illustrating spreaded cells with and organized and aligned
cytoskeleton, with the evident presence of cytoplasm stress fibers (pointed arrows). (b) Ti6Al4V-SOW surface showing an elongated cellular morphology without the presence of

cytoplasm stress fibers. Scale bars are 50 um.

24 h of seeding, cells on the experimental specimens (NT-SOW and
Ti6Al4V-SOW) were washed twice with 1x PBS and fixed with 5% w/v
glutaraldehyde (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) in PBS for 2 h.
After fixation they were washed three times with 1x PBS (10 min
each). The cells were then dehydrated in grade series of ethanol (50,
70,90 and 100%) for 30 min at each concentration. Finally, the samples
were sputter-coated with gold (10 nm gold layer) for 8 s. The morphol-
ogy of the adhered osteoblasts was observed using a SEM at 5 kV
accelerating voltage.

24. Bacterial culture and characterization

For bacterial growth experiments, S. aureus (Strain American Type
Cell Culture Collection 25923, American Type Culture Collection,
Manassas, VA, USA) was used. For the preparation of the inoculums,
the strain was freshly grown overnight on tryptic soy agar (TSA) plates
(Beckton Dickinson, Sparks, Maryland, USA). Discrete colonies were
obtained from TSA plates and suspended in tryptic soy broth (TSB) to
an optical density (0.D.) of 0.3, pH 7.0; assessed using a spectrophotom-
eter (LAMBDA 25, Perkin Elmer, Connecticut, USA).

For the determination of viable cells on the samples, 100 pL of
S. aureus suspension containing approximately 1 x 107 CFU/mL (0.D.
0.3) plus 100 L of fresh TSB was used to cover the surface of the mate-
rial. This inoculum was incubated on the specimens for 4 and 24 h at 37 °C
in a static model. After the corresponding incubation times, the specimens
were rinsed twice with 1x PBS to remove any unbounded cells. The
substrates were transferred into sterile conical tubes (Falcon, BD Biosci-
ences, Franklin Lakes, NJ, USA) with 5 mL of fresh TSB medium. The
tubes were placed in an ultrasonic bath and sonicated for 15 min at
120 W to release the attached cells from the biomaterial. This process
has been reported in previous studies to completely remove adhered
cells [28,29]. The materials were then removed and the remaining sus-
pensions were diluted with 1x PBS and cultured at 37 °C for 24 h in TSA
plates. Bacterial viability was assessed by CFU counting on TSA plates.
The above procedure was performed 20 times for each material [29].

In order to determine the bacterial density and morphology after
24 h of incubation, the disinfected samples were prepared for SEM anal-
ysis according to the following procedure; the discs were rinsed in 1x
PBS to wash away non-adhered bacteria and then fixed with 2.5%
glutaraldehyde for 2 h at 25 °C. Next, the samples were washed three
times with 1x PBS (10 min each wash), dehydrated in a graded series

Fig. 5. SEM micrographs of osteoblasts on Ti6Al4V-SOW and NT-SOW at 24 h of culture. (a) NT-SOW surface illustrating an elongated and pronounced filopodia adhered on the substrate.
(b) Ti6AI4V-SOW showing lower spreaded filopodias. (¢) Higher magnification denoting a thicker filopodia anchored to the NT-SOW (white arrows) and the deposition of ECM. (d) High
magnification of Ti6AI4V-SOW surface indicating a translucent adhered filopodia (blue arrows). Scale bars for a and b are 10 pum, for c and d are 1 um. (For interpretation of the references to

color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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Fig. 6. Viability evaluation of S. aureus cultured on the surface specimens after 4 and 24 h of
incubation: The bar graphs show the mean + SD error bars, N = 3, * and ** illustrate sig-
nificance between NT-SOW and NTs at 4 h and 24 h respectively. @ and @@ denote signif-
icance between NT-SOW and NT group surfaces when comparing them to Ti6AI4V-SOW
and Ti6AIl4V after 4 h and 24 h of culture respectively. Next, # indicates statistical differ-
ence between Ti6Al4V-SOW and Ti6Al4V control surface at 4 h of bacterial growth. Finally,
$ expresses divergence among Ti6AI4V-SOW at 4 h and Ti6Al4V at 24 h of colonization.

of ethanol solutions (50, 60, 70, 80, 90 and 100% v/v), and finally
sputter-coated with 10-nm gold for the analysis.

2.5. Statistical analysis

At least three independent experiments were performed, each in
triplicate. For the microscopic analysis, at least five random fields
were analyzed for each experimental group. Numerical data were ana-
lyzed using GraphPad Prism 6 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA,
USA). The significance of differences between group means was deter-
mined using two-tailed unpaired Student's t-test or one-way ANOVA
followed by Tukey's multiple comparisons test when appropriate. A
P < 0.05 was considered statistically significant.

3. Results and discussion

The surface morphologies of the experimental materials are present-
ed in Fig. 1. Interestingly, Fig. 1a shows FE-SEM micrographs of the an-
odized NTs, indicating the presence of a nanotubular and uniformly
distributed layer over the alloy surface as previously reported [24]. In
contrast, Fig. 1b suggests a smooth and flat surface with no evidence
of nanostructured morphology, as expected [30]. Fig. 1c offers a cross-
section view of the NTs. The NT diameter was estimated to be 80 nm
and the length 400 nm.

The chemical composition of the material surfaces is compared in
Table 1. The difference between the experimental samples consists of
an increased oxygen content (24%) on the NTs and NT-SOW (20.3%)
surface and the presence of trace amounts of fluoride (4.51 and 2.91%,
respectively) due to anodization, information that strongly suggests
the formation of a thick nanostructured layer which is not present on

the Ti6AI4V-SOW and Ti6Al4V control surface, in agreement with
other studies [24,25,31,32]. Indeed, this information advocates that
SOW rinsing may not negatively disturb the chemical properties of the
nanostructured surface.

Surface roughness represents an important parameter in the biolog-
ical behavior of nanostructured surfaces [33]. Interestingly, it has been
widely reported that rougher surfaces may potentially increase cellular
adhesion while promoting osteoblast functionality, so attention has
been paid to the surface topography of the experimental materials
(Fig. 2). Fig. 2a indicates an increased surface roughness (9.19 +
0.22 nm) on anodized NTs, as denoted by the increased formation of
highly ordered nanostructured dots, data which correlates with the
nanotubular morphology illustrated by FE-SEM images (Fig. 1a). The
Ti6Al4V control surface topography is presented in Fig. 2b, indicating a
flat and smooth surface (3.71 + 0.68 nm) as expected, results that are
in concordance with the nanotextured and flat surfaces reported in
the literature [2,24,25,31,32].

Fig. 3 depicts the cell adhesion process of the PPO cells stained with
DAPI on the experimental materials. The cellular adhesion process on
the NT and NT-SOW surface increases dramatically with each incuba-
tion time (4 h, 12 h and 24 h) compared to the Ti6Al4V-SOW and
Ti6Al4V control surface groups. Moreover, a cellular proliferation
trend over the NT-SOW and NT surface could be elicited after analyzing
with ANOVA (at each culture time), as a similar tendency was denoted
on the Ti6AI4V-SOW and Ti6Al4V control surface, though with im-
proved differences on the NT-SOW surface, suggesting that SOW disin-
fection may not disrupt the osteoblast adhesion process [7,8,31].
Interestingly, increased adhesion and proliferation of primary pig
osteoblast cultured on anodized NT surfaces sterilized with UV was
evidenced in a previous study [24]. Similarly, Zhao et al. suggested
increased primary rat osteoblast adhesion and proliferation on anodized
NTs sterilized with UV and ethanol versus an autoclaving process and
polished Ti [13]. This trend was explained by the author as being due
to the formation of abundant Ti-OH functional groups [34] and the
removal of surface hydrophobic contaminants, especially hydrocarbons,
by the UV irradiation [34,35]. They also reported increased surface ener-
gy for NTs and polished Ti surfaces sterilized by means of UV and etha-
nol, whereas the autoclaving process did not influence the surface
energy [13]. This finding is in agreement with a recent study that
described increased surface energy and MG63 osteoblast adhesion on
Mg and MgCa alloys sterilized by means of ethanol immersion [12].
According to the aforementioned reports, our results suggest a similar
trend to these previously reported, but more studies regarding the
chemical behavior of the nanostructured surface after SOW disinfection
as well as comparison with different sterilization techniques will be
required in order to elucidate these trends.

Cytoskeletal actin organization and cell morphology were also ana-
lyzed by means of fluorescence microscopy, showing remarkable differ-
ences between the disinfected substrates, as depicted in Fig. 4. Initially,
PPO cells cultured on the NT-SOW surfaces (Fig. 4a) showed an

Fig. 7. SEM micrographs of adhered bacteria on the SOW-treated surfaces at 24 h of incubation: (a) Bacteria observed on the NT-SOW surface, illustrating a spherical morphology.
(b) Bacteria adhered on the Ti6AI4V-SOW substrate, showing an evident biofilm formation. Denoted similar cell morphology on both experimental substrates.
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organized and aligned actin assembly as well as an increased arrange-
ment of criss-cross pattern stress fibers within the cell body (pointed
arrows); trends that are in agreement with previous results regarding
the configuration of osteoblast cells cultured on nanostructured titani-
um surfaces [27,36]. These patterns have been closely associated to an
increased expression of extracellular proteins such as fibronectin and
vinculin present in osteoblasts cultured on nanostructured surfaces, as
well as the increased surface roughness provided by NTs (see Fig. 2),
data that may explain the aligned and ordered cellular morphology
and the increased formation of stress fibers observed on our NT surfaces
[27,36,37]. The development of stress fibers is intimately associated to
cellular movement such as cell locomotion, organelle movements and
changes in cell shape [36]. Interestingly, the increased formation of
stress fibers has been closely associated to osteogenesis and hydroxyap-
atite biomineralization processes [27,38], suggesting that SOW disinfec-
tion may not disrupt long-term osteoblast maturation on NT surfaces.
When comparing the aforementioned trends with the Ti6AI4V-SOW
(Fig. 4b), we detected increased cellular elongation and reduced
stress fiber formations, which may suggest poorer cellular adhesion,
supporting the cellular adhesion results that were previously discussed
(see Fig. 3). Moreover, after comparing the SOW and control groups, we
did not find significant differences, information that supports the above
discussed finds.

It has been reported that cellular migration is closely associated to
two cytoplasmic protrusions, lamellipodia and filopodia [39]. Filopodia
is widely known to play an important role in cellular adhesion. Thus,
in order to elucidate filopodia development on the SOW-treated exper-
imental surfaces, SEM analysis was performed (Fig. 5). After 24 h, cells
cultured on the NT-SOW surfaces elicited an elongated filopodia
(Fig. 5a), compared to a smaller and thinner filopodia observed on the
Ti6Al4V-SOW surface (Fig. 5b). Higher magnification of the cells con-
firmed the formation of a thicker anchored filopodia (white arrows)
and increased ECM deposition around filopodia on the NT-SOW as
depicted in Fig. 5c. Osteoblast filopodia anchored to NT surfaces has
been associated with increased alkaline phosphatase activity and a
greater secretion of Ca and P [7,8,27], which may suggest that thicker
filopodia could promote improved functionality and thus that SOW
disinfection may not disturb bone maturation. Furthermore, this
information supports the increased stress fiber developed within the os-
teoblasts cultured on the NT surfaces as described above (see Fig. 4). The
Ti6Al4V-SOW surface presented a thinner and translucent filopodia
(blue arrows) without evident deposition of ECM as illustrated in
Fig. 5d. Likewise, after comparing SOW and control surfaces we did
not detect substantial differences among them, information that
correlates the F-actin results.

It has been widely reported that the first hours after biomaterial im-
plantation are crucial due to the risk of bacterial contamination on the
implant surface by biofilm formation [3,4]. Therefore, S. aureus viability
on the samples was analyzed and is shown in Fig. 6. At 4 h of bacterial
culture, the NT-SOW and NT surfaces illustrated an 81.46% and 47.5%
(P <0.05) decrease in viable bacteria compared to the Ti6AI4V control
surface. Furthermore, the NT-SOW displayed 64.7% (P < 0.05) reduction
in healthy bacteria when correlating to the NT surface at 4 h of incuba-
tion. After 24 h the NT-SOW and NT surfaces continued to show lower
bacterial viability (69 and 40% respectively) in comparison to the
Ti6AI4V control surface cultured for 4 h and a similar tendency was
observed for Ti6Al4V-SOW at 4 h. Likewise, a significant difference
was appreciated after measuring NT-SOW and NTs versus Ti6Al4V-
SOW and Ti6AlI4V at 24 h of bacterial colonization. An increased bacte-
rial number was observed between the NT-SOW and NT surfaces after
4 h and 24 h of culture, but these differences were not statistically
different. In fact, a higher number of live bacteria were determined
after analyzing the Ti6A14V-SOW and Ti6Al4V control surfaces at 4
and 24 h of incubation compared to the NT-SOW and NT materials at
4 h and 24 h. After 24 h of incubation an increased number of viable bac-
teria i.e. 18% was calculated on the Ti6AI4V control surface compared to

the same one at 4 h. In summary, a smaller number of live bacteria is ob-
served on the NTs disinfected by SOW rinsing, while the Ti6Al4V control
surface as well as Ti6Al4V-SOW yielded bacterial growth. These trends
could be explained by the chemical modification of the surface due to
the presence of fluoride on the NT surface after anodization. Anodiza-
tion was carried out by immersion in NH4F and the application of volt-
age on Ti, resulting in a greatly increased fluorine content on the
anodized surfaces, basically due to the presence of TiFg~ species [9].
Moreover, the aforementioned trends are in concordance to Ercan
et al., who reported a high number of dead S. aureus after 1 h of incuba-
tion on nanotubular TiO, [9]. Furthermore, Arenas et al. described in-
creased antibacterial properties of anodized NTs with a high
percentage of fluoride against clinical strains of S. aureus and Staphylo-
coccus epidermidis (S. epidermidis) compared to conventional non-
modified Ti and NTs with a lower fluoride content [5], data that are in
agreement with the decreased bacterial viability reported here. The
sterilization process may also count as another variable to explain the
abovementioned results. For instance, Puckett et al. suggested an in-
creased percentage of S. aureus, S. epidermidis and Pseudomona
aeroginosa (P. aeroginosa) on nanotubular Ti manufactured by anodiza-
tion using fluoride and autoclaving as sterilization [40]. In contrast, Lin
et al. reported decreased S. aureus viability in vitro and in vivo on anod-
ized 80 nm diameter NTs and on NTs loaded with gentamicin
manufactured using fluoride and sterilized with UV in comparison to a
conventional non-anodized Ti surface [41]. Similarly, Zhang et al.
suggested decreased viability of S. aureus in vitro and in vivo on sintered
nanotubular Ti with no presence of fluoride and NTs loaded with vanco-
mycin but sterilized using ethylene oxide [42]. Additionally, the
presence of SOW species used for NT preparation as well for surface
cleaning on the nanostructured material may synergistically contribut-
ed to the increased antibacterial effects observed on NT-SOW, possibly
due to the alteration of bacterial DNA and by the destruction of bacterial
membrane [21,43]. In the present study, decreased viable bacteria has
been elucidated on NT surfaces sterilized by means of UV and
disinfected using SOW, following a similar tendency as reported by
others [2,14,41]. These results may suggest the combination of UV and
SOW as a novel protocol for sterilization and disinfection of nanostruc-
tured Ti surfaces.

Finally, Fig. 7 showed the S. aureus morphology on the experimental
materials (NT-SOW and Ti6Al4V-SOW) incubated for 24 h. In Fig. 7a the
presence of S. aureus is detected on the NT surface, denoting a spherical
morphology. Similarly, Fig. 7b illustrates the presence of S. aureus on
Ti6AI4V-SOW, indicating a similar spherical morphology. However, a
high number of adhered bacteria were observed on the Ti6Al4V-SOW,
supporting the bacterial viability information. These results are in con-
cordance with Ercan et al., who reported a similar S. aureus morphology
on anodized NT and Ti6Al4V surfaces [32]. Additionally, no significant
differences on bacterial morphology were detected between the control
and disinfected surfaces, data that suggest that SOW may act inhibiting
S. aureus adhesion.

To the best of our knowledge this is the first study regarding the use
of UV and SOW for Ti sterilization and disinfection. Nonetheless, we rec-
ommend the evaluation of more NT diameters, and the comparison of
different sterilization techniques. Furthermore, the chemical composi-
tion of the NTs after SOW disinfection should be assessed using different
analytical methods in order to elucidate more precisely the mechanisms
involved in the aforementioned results. Further studies focused on
in vivo behavior are recommended.

4. Conclusions

SOW has been widely used for cleaning and disinfecting medical in-
strumentation. This study has shown reduced bacterial viability for NTs
sterilized and disinfected by means of UV and SOW without disrupting
osteoblast adhesion and morphology in comparison with an anodized
Ti6Al4V alloy and a non-anodized Ti6Al4V surface. These results suggest
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that SOW could potentially be used as a disinfecting agent for nanostruc-
tured implant biomaterials without compromising their performance.
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Abstract: Titanium (Ti) and its alloys are amongst the most commonly-used biomaterials
in orthopedic and dental applications. The Ti-aluminum-vanadium alloy (Ti6Al4V) is
widely used as a biomaterial for these applications by virtue of its favorable properties,
such as high tensile strength, good biocompatibility and excellent corrosion resistance.
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TiO2 nanotube (NTs) layers formed by anodization on Ti6Al4V alloy have been shown
to improve osteoblast adhesion and function when compared to non-anodized material.
In his study, NTs were grown on a Ti6Al4V alloy by anodic oxidation for 5 min using a
super-oxidative aqueous solution, and their in vifro biocompatibility was investigated in
pig periosteal osteoblasts and cartilage chondrocytes. Scanning electron microscopy
(SEM), energy dispersion X-ray analysis (EDX) and atomic force microscopy (AFM) were
used to characterize the materials. Cell morphology was analyzed by SEM and AFM. Cell
viability was examined by fluorescence microscopy. Cell adhesion was evaluated by nuclei
staining and cell number quantification by fluorescence microscopy. The average diameter
of the NTs was 80 nm. The results demonstrate improved cell adhesion and viability at
Day 1 and Day 3 of cell growth on the nanostructured material as compared to the
non-anodized alloy. In conclusion, this study evidences the suitability of NTs grown on
Ti6Al4V alloy using a super-oxidative water and a short anodization process to enhance
the adhesion and viability of osteoblasts and chondrocytes. The results warrant further
investigation for its use as medical implant materials.

Keywords: titanium; TiO> nanotubes; chondrocyte; osteoblasts; adhesion; tissue engineering

1. Introduction

An imperative goal in bone and cartilage regeneration is the refinement of biomaterials with
physicochemical and biological properties that better resemble the native architecture of human tissues
to regenerate. Thus far, Ti and its alloys have frequently been used for dental and orthopedic implants
because they offer good biocompatibility, low toxicity, corrosion resistance and favorable mechanical
properties [1-8]. In this regard, the Ti6Al4V alloy offers superior physical and mechanical properties
than commercially pure Ti (Cp-Ti), as well as excellent biocompatibility [9]. However, Ti- and its
alloy-based implants occasionally loosen and fail [10]. Some of the factors that appear to lead to
clinical failure are incomplete integration of the surrounding bone (i.e., osseointegration) and cartilage
with the material implanted [11,12]. Interestingly, it has been suggested that by improving the
osseointegration on the material, long-term implant failures will decrease [13]. The manipulation of
cell-surface material interactions can have a profound effect in osseointegration. To enhance this
process, several techniques focused on the biomaterial surface have been investigated, such as grit
blasting, acid etching, anodic oxidation, molecule immobilization, sol-gel and calcium phosphate
coating [3,14-19]. It is well known that anodic oxidation has been shown to provide a strong adherence
of an NTs layer to the material surface [20,21], increasing material corrosion resistance [22-24],
surface area [25-27] and, more importantly, bone growth [25] and cartilage adhesion [22].

Various studies suggest that nanostructured biomaterials may provide physical/chemical properties
that resemble the native bone structure and, thus, may offer ideal substrates to support bone
regeneration [28]. It is worth noting that the NTs’ diameter on the material surface has a significant
effect on bone and cartilage integration [8,20,23]. For example, it has been reported that cultured
preosteoblasts on NTs with a 70-100 nm diameter elicit good cell adhesion and selective
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differentiation into osteoblast-like cells when compared to smaller NTs (~30 nm) [29]. Moreover, NTs
of 70-100 nm in diameter exhibit higher alkaline phosphatase activity levels, suggesting greater
bone-forming ability with a superior filopodia elongation than smaller NTs [30]. Filopodia are highly
dynamic structures containing actin filaments [31]. They play an important role in osteoblasts adhesion
and act as a sensory organelle for cellular spreading and actin polymerization [32,33]. Nonetheless,
previous reports suggest that the anodization process using fluoride as an electrolyte to obtain NTs of
80—-100 nm diameter requires periods of 1 h [34,35] and perhaps 2 h [20]. According to this fact,
we hypothesize that using a fluoride solution dissolved in super-oxidative water will accelerate the
fabrication of NTs, which, in turn, will positively impact adhesion, proliferation and viability of
primary osteoblasts and chondrocytes.

To our knowledge, this is the first study aimed at fabricating and characterizing NTs on the
Ti6Al4V surface by anodic oxidation using a novel short process constituted by a commercial
super-oxidative water used for medical instrument disinfection [36,37], containing ammonium
fluoride, and studying its biological effects on primary pig periosteal osteoblast (PPO) and elastic
cartilage pig chondrocytes (PCC). Cell morphology was examined by SEM and AFM. Cell adhesion
and viability were evaluated by means of fluorescence microscopy.

2. Results
2.1. Surface Characterization
2.1.1. SEM Material Characterization

The non-anodized Ti6Al4V alloy surface features are displayed in Figure la, which shows,
as expected, the smooth texture of the material. Following electrolytic anodization, a nanotubular and
uniformly distributed layer was formed over the Ti6Al4V alloy surface, as noted by SEM examination
(Figure 1b). The estimated diameter of the nanotubes was between 80 and 90 nm.

Figure 1. SEM micrographs of the experimental Ti6Al4V alloys. (a) Non-anodized flat
Ti6Al4V alloy; (b) anodized Ti6Al4V alloy with NTs.
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2.1.2. Chemical Composition

Chemical composition analysis suggests that NTs formed on the anodized Ti6Al4V alloy due to the
presence of increased oxygen content compared to the non-anodized alloy (Table 1). There is some
contamination of fluoride in the anodized alloy due to the electrolytes used for anodization.

Table 1. Surface elemental compositions.

Sample C (%) N(%) Al(%)  Ti(%) 0 (%) F (%)
Anodized Ti6Al4V 3.9 - 5.40 61.91 25.51 3.28
Non-anodized Ti6A14V 3.45 3.38 6.06 87.11 ; ;

2.1.3. Surface Roughness

Representative AFM images of non-anodized and anodized Ti6Al4V alloys are shown in Figure 2.
Non-anodized alloys show a flat and smooth surface compared to the anodize alloys (Figure 2a).
Unfortunately, tube mouths could not be resolved, due to convolution with the probe tips used,
which were not ultra-sharp; however, anodized alloy surfaces show increased roughness (Figure 2b),

which is clearly associated with the tubular porous surface (represented by spots).

55i,7nm

1.0pm 2.0pum 3.0um 4.0pm 5.0pm

Figure 2. AFM micrographs of the Ti6Al4V alloy surface. (a) Non-anodized Ti6Al4V alloy,
showing a smooth surface; (b) anodized Ti6Al4V alloy, showing a rougher surface.
The scan area is 25 um?. The color bar represents the surface height.
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2.2. Biological Activity
2.2.1. Biocompatibility Assay

PPO and PCC cellular viability was evaluated by using a live/dead staining kit (Figure 3).
Representative fluorescence images of PCC cells grown on non-anodized and anodized alloy sheets for
three days are shown in Figure 3a,b, respectively. After one and three days of PCC cell growth on
anodized alloy, an increased percentage of live cells was observed when compared to the non-anodized
alloy (Figure 3b,c). Moreover, in the non-anodized alloy, after three days of PCC cell growth, a lower
number of live cells compared to the anodized alloy was observed, suggesting cell toxicity (Figure 3c).
Significant differences were observed at Day 1 and 3 in the anodized alloy, suggesting greater PCC
proliferation. Representative images of PPO cells after three days of growth on non-anodized and
anodized alloys are shown in Figure 3d,e, respectively. The quantification of live PPO cells (Figure 3f)
indicates a higher number of live PPO cells on the anodized alloy at both days as compared to the
non-anodized material. Moreover, differences were observed in the live PPO cell percentage within the
anodized alloy groups at Day 1 and Day 3, as observed for PCC analysis. In addition, the dead PPO
cell number was increased on the non-anodized alloy compared to the anodized material, as observed

in Figure 3d.

T

2 8 & 8
.

Live cell (% of Control) o
2
2

o
Anodized alloy P 1 Day 3

B8 Non-anadized
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5004
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200+
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Day 1 Day3
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Figure 3. Live/dead staining of pig periosteal osteoblast (PPO) and pig cartilage
chondrocytes (PCC) cells on the samples. (a) PCC cells on non-anodized Ti6Al4V alloy;
(b) PCC cells on anodized Ti6Al14V alloy; (¢) cell counting of live PCC cells; (d) PPO on
the non-anodized Ti6Al4V alloy; (e) PPO on anodized Ti6Al4V alloy; (f) cell counting of
live PPO cells. (Values are the mean = SD, n = 3; * p < 0.05 and * p < 0.05, significantly
different from non-anodized Ti6Al4V at Day 1 of cell growth; ** p < 0.05 and * p < 0.05,
significantly different from non-anodized Ti6Al4V at Day 3 of cell growth; *** p < 0.05
and " p < 0.05, significantly different from anodized Ti6Al4V at Day 3. All the images
are the same magnification. The bar is 100 um).



Materials 2015, 8 872

2.2.2. Cell Adhesion

The cell adhesion results of PPO grown on non-anodized and anodized Ti6Al4V alloys are
illustrated in Figure 4a. The data show increased PPO cell number on the anodized alloy compared to
the non-anodized material at both days of culture. Figure 4b indicates the PCC cell number at 2 h and
4 h of cell growth on the non-anodized and anodized alloys. The data show an increased cell adhesion
on the anodized material at both times of culture when compared to the non-anodized alloy.

a
&g 25000 Anodized alloy
S Ea Non-anodized
2 20000+ alloy

[}

o
‘:ﬂ" 15000+
& 10000
o

£ 50004

[}
L
o 0
) 0

b Incubation time (h)
€ 25000~ e o
S . |
2 20000~

8
E 150004 T
3 10000{ NN
o \

S 50004 \ \
s LD N
<

2 4

Incubation time (h)

Figure 4. Cell counting using nuclei (DAPI) staining for PPO and PCC cells. (a) PPO and
(b) PCC adhesion. (Values are the mean + SD, n = 3; * p < 0.05 and * p < 0.05,
significantly different from non-anodized Ti6Al4V alloy at 2 h of cell growth; * p < 0.05
and ** p < 0.05, significantly different from non-anodized Ti6Al4V at 4 h of cell growth;
### p < 0.05 and *** p < 0.05, significantly different from anodized Ti6Al4V at 4 h).

2.2.3. Cell Morphology by SEM

Figure 5 shows images of PPO cells at three days grown on non-anodized and anodized Ti6Al4V
alloys. On the non-anodized alloy, PPO cells show a flatter appearance, elongated spread
(which denotes a fibroblast like shape) (Figure 5b) and lower intercellular connections compared to
cells on the nanostructured Ti6Al4V material (Figure 5a). Moreover, the anodized material enhanced the
osteoblast-like morphology, which indicates a greater number of cellular interconnections, and
anchored filopodia to the material surface (Figure 5c). Additionally, the filopodia morphology
observed on the anodized alloy had a very dense fibril-type form, which was lacking in cells grown on
the non-anodized alloy (Figure 5d). The PCC morphology analyzed after three days in culture on the
alloys is presented in Figure 6. On the anodized material, PCC cells (Figure 6a) present a greater
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number of intercellular connections and an elongated filopodia formation compared to the
non-anodized material (Figure 6b). Moreover, at higher magnification, cell bodies can be observed
with an increased number of cellular filopodia anchored to the nanostructured material surface
(Figure 6¢) vs. the translucent and thinner filopodia present on the non-anodized material (Figure 6d).
Interestingly, on the non-anodized and anodized alloy, a similar cellular polygonal shape is observed,
although the cell density is higher on the nanostructured surface material.

Figure 5. SEM micrographs of PPO cells at Day 3 of cell growth on the Ti6Al4V alloys.
(a) PPO on anodized Ti6Al4V alloy; (b) PPO on non-anodized Ti6Al4V alloy; (¢) PPO on
anodized Ti6Al4V alloy (high magnification); (d) PPO on the non-anodized Ti6Al4V alloy
(high magnification). White arrows denote filopodia.
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Figure 6. SEM images of PCC cell at Day 3 of cell growth on the Ti6Al4V alloys.
(a) PCC on anodized Ti6Al4V alloy; (b) PCC on the non-anodized Ti6Al4V alloy;
(¢) PCC on anodized Ti6Al4V alloy (high magnification); (d) PCC on the non-anodized
Ti6Al14V alloy (high magnification). White arrows denote filopodia.

2.2.4. Cell Morphology by AFM

The PPO and PCC cell morphology after three days in culture on the anodized alloys are displayed
in Figure 7. PPO cells cultured on the nanostructured material show the evident formation of filopodia
(green dotted arrow) anchored to the material surface (Figure 7a), which indicates an evident
morphological modification that denotes a fibril-type form (associated with cellular filopodia)
compared to the uniform tubular porous (white dotted circles). Figure 7b shows morphological
alterations, suggesting a monolayer-like morphology (blue dotted arrow) around the material surface.
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74
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Figure 7. AFM micrographs for PPO and PCC cells at Day 3 of cell growth on anodized
Ti6Al4V alloy. (a) PPO; (b) PCC. (The green dashed arrow indicates cellular filopodia; the
blue dashed arrow indicates monolayer-like morphology; circles represent the NTs’ surface).

3. Discussion

Enhancing tissue development around grafts is a process that involves adhesion, proliferation,
secretion of extracellular matrix (ECM) proteins and mineralization for bone formation [5]. It is well
known that the interaction between cells in our body and the ECM is necessary for optimal cell
function and support [25]. Interestingly, this communication between the cells and the ECM is
suggested to potentially occur at a nanoscale level. Indeed, nanostructured surface materials have been
suggested to impact cell physiology in the same manner as the natural ECM [38]. Specifically, various
studies have reported that nanostructured surface modifications on Ti and its alloys exhibit enhanced
effects on cell adhesion, proliferation and bone formation, which, as a consequence, results in
good osseointegration [39,40].

Thus far, Ti has been the most studied biomaterial with surface modifications, specifically NTs’
effects on osteoblast cell biology in vitro. However, the effects of NTs on Ti6Al4V alloy built by
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anodization using a commercial super-oxidative water with fluoride have not been investigated. Using
this novel electrolyte allows us to obtain 80 nm NTs with just only 5 min of anodization (Figure 1b)
with similar morphology as reported by Wang et al., who anodized for 1 h [34], and Narayanan et al.
for 2 h [20] with fluoride and deionized water as the electrolyte. Moreover, Yao et al. reported that
using 0.5% HF and 20 V, a nanotube-like structure appeared between 2 and 5 min of anodization and
was completely observed at 20 min [35], while here, we observed the NT’s morphology in 5 min,
probably due to the presence of the oxidative components that, with fluoride, synergistically act,
promoting a faster oxidation, which leads to a nanostructured morphology.

In a recent study, Stan et al. suggested that NTs on Ti6Al4V alloy enhanced G292 osteoblast cell
growth when compared to anodized Ti6Al7NbD alloy [41]. Likewise, in another study, Saharudin et al.
suggested that NTs on Ti6Al4V alloy increased PA6 cell adhesion and viability when compared to
the non-anodized material [42]. Therefore, considering the aforementioned enhanced cellular
response on nanostructured Ti6Al4V alloy and the improved corrosion resistance, as well as wear
resistance, we investigated the biological effects that our NTs grown on Ti6Al4V alloy have on cell
adhesion and viability.

In agreement with the aforementioned studies on nanostructured Ti6Al4V alloy, we have evidenced
that our NTs enhance PPO cell adhesion. Importantly, osteoblast cell adhesion on the material surface
is necessary for promote bone building [38]. However, adhered cells on the material surface do not
suffice as a good indication of proper osseointegration; also, viable osteoblasts are necessary to sustain
the functionality during regeneration and eventually integrate into the host tissue [43]. Indeed,
our results also suggest increased osteoblast cell viability at one day and three days of culture on the
anodized alloy compared to the non-anodized material, suggesting a higher number of osteoblasts
capable of interacting and perhaps integrating in the long term with the material. A possible
explanation for the increased osteoblast adhesion and viability is that NTs increase the surface area
and decreased the wettability [2,30,44], a property widely observed for NTs obtained by anodization,
which, in turn, may promote an elevated attachment of ions, small molecules and proteins, enhancing a
higher cell-cell interaction via ECM proteins and, thereby, anchoring a major number of cellular
filopodia to the nanostructured surface [29,45-47]. Filopodia act as a partial regulator of cell adhesion,
proliferation and cell-cell interactions [48] and have been associated with increased alkaline
phosphatase activity and a superior rate of Ca and P secreted by osteoblasts cultured on NTs, as reported
by others [30,49]. This notion is supported based on our findings that show a greater number of cellular
interconnections and a higher number of anchored cellular filopodia on the NTs (Figure Sa,c); whereas,
the osteoblasts grown on the non-anodized material have poor cellular interconnections, flat and spread
elongation, which denotes a fibroblast-like shape, decreased dissemination, and lack filopodia
propagation (Figure 5b,d), suggesting concordance with previous reports [30,38]. Besides, it is well
documented that NTs have increased surface roughness, a property observed in this study (Figure 2),
which elicits increased osteoblast adhesion, proliferation and a well-supported osteoblast-like
morphology, as reported in various studies [30,44,46].

During endochondral bone formation, chondrocytes promote mineralization, which, in turn, serves
as a template for bone deposition [50]. On the other hand, the inability of chondrocytes to adhere and
consequently create new cartilage tissue on the biomaterial used for regenerative purpose has remained a
considerable problem [51]. Despite the important role that chondrocytes have in bone and cartilage
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regeneration, only a few reports exist addressing this point in nanomaterial research. A study by Burns ef al.
reported the effects that nanotubular-anodized Ti has on human articular chondrocytes, whereby he
suggested increased cell adhesion at 4 h of cell culture on NTs [22]. Moreover, Brammer et al.
described enhanced glycosaminoglycan secretion, as well as increased collagen II transcription levels
for chondrocytes incubated on anodized Ti [23]. Here, we evidence not only increased chondrocyte
cell adhesion, but also cell viability at Day 1 and Day 3 of cell growth on anodized Ti6Al4V alloy.
Furthermore, a superior number of intercellular connections and filopodia are observed in chondrocytes
cultured on NTs (Figure 6a,b), while on non-anodized alloy, we found a flat cellular morphology and
decreased number of filopodia anchored to the material surface (Figure 6b,d), as suggested in earlier
studies [23,52].

It is worth noting that the dimension of anodized nanotubes varies between the scientific literature
and, so, the biological effects on cells. Brammer et al. suggested that NTs with a diameter between
70 and 100 nm evoke increased elongated MC3T3-E1 (mouse osteoblast) cellular morphology, nuclei
and alkaline phosphatase activity, suggesting greater bone-forming capability when compared to NTs
with smaller diameters [30]. Li et al. evidenced that 70 nm diameter NTs grown on Ti by anodic
oxidation enhanced MC3T3-E1 cell adhesion and proliferation at four and seven days of culture
compared to non-anodized and nanopore-based Ti [27]. Moreover, Smith et al. provided evidence that
NTs grown on Ti with an average diameter of 70-90 nm showed the highest human dermal fibroblasts
and human epidermal keratinocyte adhesion and viability at four days in culture when compared to
non-anodized Ti [53]. Our results provide further evidence that our 80 nm diameter NTs grown on
Ti6Al4V alloy have considerable beneficial effects on osteoblast cell adhesion and viability, when
compared to non-anodized alloy. Furthermore, our data suggest that our nanostructured surface
increases the chondrocyte cell adhesion, proliferation and viability. Overall, this study provides
evidence of anodic oxidation using super-oxidative water as a means to grow NTs on Ti6Al4V alloy
and its increased biocompatibility on chondrocyte and osteoblast cells. Nonetheless, more research is
needed in order to extrapolate these findings to in vivo experiments as a means to develop new
materials capable of supporting bone and cartilage growth.

4. Experimental Section
4.1. Synthesis of NTs

Discs of Ti6Al4V (ASTM F-136; Supra Alloys Inc., Camarillo, CA, USA) with a 1.5 cm? surface
area were polished using SiC emery paper (100 to 2000 grit) and 1 micron alumina for finishing.
Mirror finish disc surfaces were mounted in a special flat 125 mL cell and electrolytically anodized
using Microdacyn 60 super-oxidative water (Oculus Technologies, Guadalajara, JAL, Mexico) at
pH 6.8, containing 35.7 mg/L sodium hypochlorite (NaOCI), 25.2 mg/L hypochlorous acid (HCIO),
100 mg/L sodium chloride (NaCl) and 10 mg/L ammonium fluoride (NH4F Sigma Aldrich). A 20 V
potential was applied using a DC power supply for 5 minutes and a platinum mesh as the counter electrode.
The process was carried out at room temperature. Finally, the discs were cleaned in an ultrasonic bath
with distilled water for 5 minutes to eliminate residues of fluoride salts [35], rinsed with isopropyl
alcohol and dried in a desiccator for 12 h. Non-anodized Ti6Al4V alloy discs were used as a control.



Materials 2015, 8 878

4.2. Substrate Surface Characterization
4.2.1. SEM

The structural morphology of anodized and non-anodized Ti6Al4V alloy were examined by SEM
(JSM-6010LA, JEOL, Peabody, MD, USA); the images were taken at a 15 kV accelerating voltage.

4.2.2. EDX

Surface chemical compositions of anodized and non-anodized Ti6Al4V alloy were assessed using
EDX (JSM-6010LA, JEOL) with a Silicon Drift Detector, connected to the SEM.

4.2.3. AFM

AFM (Quesant Q-Scope 350, AMBIOS, Agura Hills, CA, USA) was used to evaluate the surface
roughness of the anodized and non-anodized Ti6Al4V alloy. The process was performed at room
temperature and ambient conditions; using an anti-acoustic box to prevent noises, which can affect
measurements. Topographic images were obtained by operating the instrument in the contact mode.
A 40-um X-Y and 4-um Z scanner equipped with silicon tips and 10 nm tip curvature were used.
The experiment scan area was 25 um?.

4.3. Biological Activity

4.3.1. Cell Culture

PPO cells were obtained from pig femur periosteal bone. PCC cells were isolated from pig cartilage
ear. The cells were cultured in DMEM-F12 (1:1) (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-Ham’s F-12,
Gibco-Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), supplemented with 10% FBS (fetal bovine serum,
Gibco-Invitrogen) and 1% penicillin/streptomycin (Gibco-Invitrogen) at 37 °C in 5% CO». The culture
media were changed every 3 days. The cells were seeded on the anodized and non-anodized Ti6A14V
alloys at a cell density of 25,000 cells/cm?, previously collocated in 12-well plates. Cells were
grown for 1 and 3 days for subsequent biological analysis. To confirm chondrocyte phenotype,
immunofluorescence of collagen type II was performed (data not shown). All experiments were
conducted with cells at 1st—3rd passage to avoid loss of phenotype.

4.3.2. Cell Viability

Cell viability was evaluated after 3 days of PPO and PCC cell growth using a live/dead
viability/cytotoxicity assay kit (Molecular Probes; Gibco-Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). This method
is based on the determination of living and dead cells by two analyses: calcein-AM for esterase activity
and ethidiumhomodimer-1 for plasma membrane integrity [54,55]. In brief, cells were incubated with a
mixture of 1 mM calcein-AM and 2 mg/mL ethidium homodimer-1 for 45 min at 37 °C. Thereafter,
specimens were inverted onto glass slides with fluorescence mounting medium (DAKO, Agilent
Technologies, Carpinteria, CA, USA), examined and photographed using a green (live) and red (dead)
filter under a fluorescence microscope (Axio Observer Al, Carl Zeiss, Thornwood, NY, USA).
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At least five fields of view were imaged at random, and cells were analyzed with the
AxionVision software.

4.3.3. Cell Adhesion

PPO and PCC cell adhesion was evaluated by fluorescence microscopy after 2 and 4 h of cell
growth. At this time, non-adhered cells were removed by rinsing with phosphate buffered saline (PBS).
Thereafter, cells were stained with 4°,6’-diamidino-2-phenylindole (DAPI; Molecular Probes, Carlsbad,
CA, USA) for 5 min at room temperature and then washed with PBS. Finally, samples were inverted
onto cover slips, mounted, visualized and photographed using a blue filter by a fluorescence
microscope (Axio Observer Al, Carl Zeiss). Cell number was obtained from five random fields using a
fluorescence microscope (Axio Observer Al, Carl Zeiss).

4.3.4. Cell Morphology by SEM

After 3 days, cells on the anodized and non-anodized Ti6Al4V alloy were fixed with 5% (w/v)
glutaraldehyde (Sigma, St. Louis, MO, USA) for 2 h at 25 °C. After fixation, they were washed three
times with PBS (10 min) each wash. Then, cells were dehydrated in grade series of alcohol
(50%, 70%, 90% and 100%) for 30 min at each concentration. Finally, samples were sputter-coated with
gold (50 nm gold layer) for 8 s. The morphology of PCC and PPO cells was observed under SEM.

4.3.5. Cell Morphology by AFM

Following 3 days of PPO and PCC cell growth on the anodized alloy, AFM was also used to
analyze cell morphology because of its high-resolution probe with an acceptable resolution in the
sub-nanometer range [56]. The cells were examined by visual scanning at 1 Hz over a 100 um? region
at a scale angle of 0°. All experiments were conducted at room temperature and ambient conditions
over a 20 to 30 min period.

4.4. Statistical Analysis

Three independent experiments were performed, each in triplicate. Numerical data were analyzed
using GraphPad Prism 6 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA). The significance of differences
between group means was determined using two-tailed unpaired Student’s #-test or one-way
ANOVA followed by Tukey’s multiple comparisons test when appropriate. A p < 0.05 was
considered statistically significant.
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The purpose of the present study was to synthetize 80 nm diameter TiO2 nanotubes (NTs) on Ti6Al4V alloy using a commercially
superoxidized water (SOW) enriched with fluoride to reduce anodization time and promote the antibacterial efficacy against
Staphylococcus aureus (S. aureus). The alloy discs were anodized for 5 min and as a result, N'Ts of approximately 80 nm diameters
were obtained with similar morphology as reported in previous studies using longer anodization times (1-2h). Filed emission-
scanning electron microscopy (FE-SEM) and energy dispersive X-ray spectroscopy (EDX) were used to characterize the materials
surfaces. The NTs showed significantly decreased S. aureus viability after 1, 3, and 5 days of culture in comparison to nonanodized
alloy. Likewise, SEM analysis also suggested lower bacterial adhesion on the NTs surface. No differences in bacterial morphology
and topography were observed on both materials, as analyzed by SEM and atomic force microscopy (AFM). In conclusion, 80 nm
diameter N'Ts were grown on Ti6Al4V alloy in 5 min by using a SOW solution enriched with fluoride, which resulted in a material

with promoted antibacterial efficacy against S. aureus for up to 5 days of in vitro culture when compared to nonanodized alloy.

1. Introduction

Despite strict sterilization procedures biomaterials associated
infection (BAI) is a common complication associated with
any implanted biomaterial [1]. Once infection arises, bacteria
tend to aggregate into a polymeric matrix forming a biofilm
on the biomaterial surface, which is difficult for the host
defense and antimicrobial therapy to destroy [2, 3]. Such BAI
may lead to removal of the implant, revision surgery, and even
amputation, all of which are associated with high medical
costs [4, 5]. One of the most common causes of BAI is related
to S. aureus, which has become an important protagonist
in metallic materials, bone joints, orthopedic implants, and

soft tissue infections [6-11]. Therefore, there is the need for
biomaterials with improved antibacterial properties in order
to increase the success of dental and orthopedic implants.
Bacterial adhesion to the implanted material is known
to be the first and most critical step in the pathogenesis
of the infection, in part because nonadhered bacteria are
rapidly phagocytized by the immune system [12, 13]. Thus,
prevention of bacterial adhesion exerts a fundamental role
in preventing the implant infection [14]. Currently, bacterial
infection has been safeguarded through the chemoprophylac-
tic use of antimicrobial agents before surgery, primarily when
they are systematically administered and in some cases even
locally released from the biomaterial. Nevertheless, this latter
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strategy has important limitations such as the rapid release
of the adsorbed antibiotic, antibiotics resistance, or systemic
toxicity [12, 13, 15].

Another important strategy for inhibiting the bacterial
adhesion and development of biofilm is by means of mod-
ifying the material surface properties. Surface modification
techniques tailor the surface chemistry and topography of
the biomaterial, which affects microbial colonization [13].
Different procedures have been developed to modify the
chemical composition and/or the topography of the bioma-
terial surface such as surface functionalization with antibac-
terial copolymers, UV irradiation, or peptide immobilization,
therefore inhibiting bacterial adhesion in a favorable manner
[16-18].

Metal-based biomaterials such as titanium (Ti) and its
alloys are widely used for orthopedic and dental applica-
tions due to their favorable mechanical properties, corro-
sion resistance, and biocompatibility [2, 19]. In this regard,
the Ti6Al4V alloy offers superior physical and mechanical
properties compared to commercially pure Ti (CP-Ti), as
well as excellent biocompatibility [20]. Among the surface
modification techniques to fabricate nanostructural coatings,
anodic oxidation is a well-known process that provides a
strong adhered NTs layer to the material surface [21, 22],
increasing its corrosion resistance [23, 24], surface area
[25], hydrophilicity [26], and more importantly biocompat-
ibility [27]. Nonetheless, previous reports suggest that the
anodization process using fluoride with distilled water as an
electrolyte to obtain NTs of 80-100 nm diameter requires
period of 1h [28, 29] and perhaps 2h [21]. Moreover,
various studies suggest that Ti alloy surfaces modified with
a nanostructured coating could decrease bacterial adhesion;
that is, Ercan et al. showed that amorphous NTs treated
with electrical stimulation could decrease S. aureus after
2 days of culture [30]; Grigorescu et al. suggest that TiZr
NTs grown for 2 h by anodization reduce Escherichia coli (E.
coli) after 18 h of incubation [31]. Furthermore, Puckett et al.
reported an increased number of dead S. aureus bacteria on
amorphous NTs after 1h of cultivation [26], suggesting that a
nanostructured surface may provide antibacterial properties
decreasing bacterial adhesion [6, 32]. According to this fact,
we hypothesize that a metallic biomaterial implant improved
with NTs coating fabricated using a SOW solution used
for disinfection of medical devices [33, 34] and enriched
with fluoride will enhance its antibacterial effects, decreasing
BAL

In this work we synthetized for the first time 80 nm NTs
on Ti6 AlV4 alloy by anodic oxidation using a commercially
available superoxidized water solution enriched with fluoride
and ethylene glycol. Moreover, we also used UV and SOW
for NTs sterilization and we explored its antibacterial effects
comparing those of nonanodized alloy. The materials surface
was characterized by FE-SEM and the chemical composition
by EDX. The S. aureus viability on the materials surface was
assessed by colony-forming unit (CFU) calculation. Adhered
bacteria and topography were also evaluated by SEM and
AFM, respectively.

Journal of Nanomaterials

2. Materials and Methods

2.1. Materials for NTs Synthesis. Ti6Al4V alloy (ASTM F136-
02) discs with a 150 mm” surface area from Supra Alloys
Inc. (Camarillo, California, USA) were used. Microdacyn 60,
commercially available superoxidized water with the follow-
ing composition, sodium (<55 ppm) and chloride (<80 ppm),
was obtained from Oculus Technologies (Mexico, Mexico).
Ammonium fluoride powder (Sigma-Aldrich, ST. Louis, MO)
and ethylene glycol (Sigma-Aldrich, ST. Louis, MO) were
purchased and used as received.

2.2. Synthesis of NTs. Ti6Al4V alloy discs were polished using
SiC emery paper (100 to 2000 grit) and 1-micron alumina was
used for finishing. The samples were subsequently cleaned
by sonication in water, acetone, and ethanol for 5 min each
[31]. Next, mirror finished disc surfaces were mounted on
a flat 125mL cell and then electrolytically anodized using
Microdacyn 60 at pH 6.8, containing 10 mg/L of NH,F and
20% ethylene glycol. A 20 V potential was applied usinga DC
power supply for 5 minutes and a platinum mesh as a counter
electrode. The process was carried out at 24°C. Finally, discs
were cleaned in an ultrasonic bath (Transsonic 570 Elma)
at 300 W with distilled water for 5 minutes to eliminate the
excess of fluoride salts, rinsed with isopropyl alcohol, and
then dried in a desiccator for 12 hours. No thermal treatment
was applied after the cleaning process and a nonanodized
alloy was used as a control.

2.3. Surface Characterization of the Samples. The structural
morphology of anodized and nonanodized Ti6Al4V alloys
was characterized using FE-SEM (Tescan LYRA 3, Brno,
Czech Republic); the images were taken at a 15 and 20kV
accelerating voltage. The chemical composition of the alloys
surface was examined using EDX (JSM-6010LA, JEOL,
Tokyo, Japan) with a silicon drift detector, coupled to the
SEM.

2.4. Bacterial Cell Culture. For the bacterial growth experi-
ments, S. aureus (Strain American Type Culture Collection
25923, American Type Culture Collection, Manassas, VA,
USA) which has been shown to be a good biofilm former
and capable of producing mature biofilms after only 24 hours
was used [6, 30]. For the preparation of the inoculums, the
strain was freshly grown overnight on tryptic soy agar (TSA)
plates (Beckton Dickinson, Sparks, Maryland, USA). Discrete
colonies were obtained from TSA plates and suspended in
tryptic soy broth (TSB) to an optical density (O.D.) of 0.3, pH
7.0, assessed using a spectrophotometer (LAMBDA 25, Perkin
Elmer, Connecticut, USA). All experimental specimens were
sterilized using ultraviolent (UV) irradiation for 30 minutes
each side [35] and rinsed with SOW for 1 h.

2.5. Bacterial Viability on the Samples. For the determination
of viable cells on the samples, 100 uL of S. aureus suspension
containing approximately 1 x 10’ CFU/mL (O.D. 0.3) plus
100 pL of fresh TSB was used to cover the material’s surface.
This inoculum was incubated on the specimens for 4 hours at
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TABLE 1: Surface elemental composition by EDX analysis.
Atomic concentration (%)
Surface
C \4 Al Ti O F
Non-anodized alloy 5.96 5.67 5.37 83.00 0.00 0.00
NTs 4.00 0.00 5.40 61.91 25.51 3.18

37°C to allow adhesion in a static model. Thereafter, 2 mL of
warm TSB was deposited, and the incubation time continues
for D1, D3, and D5. After the corresponding incubation
days, the specimens were rinsed twice with phosphate saline
buffer (PBS; pH 7.0) to remove any unbounded cells. The
substrates were transferred into sterile conical tubes (Falcon,
BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) with 5 mL of fresh
TSB medium. The tubes were placed in an ultrasonic bath
and sonicated for 15 minutes at 120 W to release the attached
cells from the biomaterial [36, 37]. Next the materials were
removed and the remaining suspensions were diluted with
PBS (pH 7.0) and cultured at 37°C for 24 hours in TSA plates.
Bacterial viability was assessed by CFU counting in TSA
plates. The above procedure was performed 20 times for each
material [36]. The viability was expressed as log;, CFU/mL +
SD.

2.6. Bacterial Density and Morphology on the Samples by SEM.
In order to determine the bacterial density and morphology
at the end of each incubation period, the samples were pre-
pared for SEM (JSM-6010LA, JEOL, Tokyo, Japan) analysis
according to the following procedure: the discs were rinsed
in PBS (pH 7.0) to wash away nonadhered bacteria and then
fixed with 2.5% glutaraldehyde (Sigma-Aldrich, ST. Louis,
MO) in 0.1 mol/L PBS (pH 7.0) for 2 h at 25°C. Next, samples
were washed three times with PBS (10 minutes each wash),
dehydrated in a graded series of ethanol solutions (50, 60, 70,
80, 90, and 100% v/v), and finally sputter-coated with 10 nm
gold layer for the analysis.

2.7. Bacterial Topography on the Samples by AFM. To assess
any changes on bacteria’s topography incubated on the mate-
rials, we used AFM analysis. However, we only analyzed D1
in order to obtain a more precise analysis of only a subset of
bacteria’s surface instead of layers of bacteria. Thus, following
D1 of bacterial growth, the samples were prepared in the
same way as for SEM, as described above [38]. A Quesant Q-
Scope 350 AFM (AMBIOS, Agura Hills, California, USA) was
used because of its high-resolution probe with an acceptable
resolution in the subnanometer range [39]. The analyses were
carried out at room temperature using an antiacoustic box to
prevent noises, which can affect measurements. The system
was operated in the contact mode, using a 40 yum X-Y and
4 ym Z scanner equipped with a silicon tip and 10 nm tip
curvature. The scan speed was 0.5Hz/sec. The experiment
scan area was 25 ym”.

2.8. Statistical Analysis. At least three independent experi-
ments were performed, each in triplicate. Numerical data

were analyzed using GraphPad Prism 6 (San Diego, Califor-
nia, USA). One-way analysis of variance (ANOVA) followed
by post hoc Tukey’s test was used to determine statistical
significance. A P value below 0.05 was considered statistically
significant.

3. Results

3.1. Surface Characterization. Nonanodized Ti6Al4V alloy
surface morphology is depicted in Figure 1(a), denoting
a smooth texture as expected. Following anodization, a
uniform layer of NTs was fabricated over the Ti6Al4V alloy
surface, as observed in Figure 1(b). Cross section view is
presented in Figure 1(c). The NTs diameter was estimated to
be 80 nm and the length 380 nm.

The EDX analyses suggest the formation of NTs based
on an increased percentage of oxygen in the chemical
composition analysis compared to the nonanodized alloy (see
Table 1). Moreover, a trace amount of fluoride can be detected
on the NTs surface as shown by an increased percentage of
fluoride content (Table 1).

3.2. Bacterial Viability on the Samples by CFU Analysis. The
S. aureus viability on the samples is shown in Figure 2. At
day 1 (D1) of bacterial incubation, the N'Ts showed 35.4%
(P < 0.05) decreased viable bacteria when compared to
nonanodized material. At day 3 (D3), the number of viable
bacteria increased on both materials; nonetheless, a lower
bacterial viability was observed on the NTs surface, that is,
a 31.5% bacterial growth inhibition (P < 0.05) in comparison
to the nonanodized material. Finally at day 5 (D5), the NTs
surface showed 25% (P < 0.05) reduced viable bacteria
compared to nonanodized alloy. Also, at D5 no significant
changes in bacterial viability were observed compared to D3
on both samples.

3.3. Bacterial Density and Morphology on Samples by SEM.
The morphology of the bacterial colonies on the anodized
and nonanodized alloys did not vary, as tested by SEM
(Figure 3). However, at D1 of incubation we detected an
increased cellular colonization and agglomeration on the
nonanodized alloy surface (Figure 3(a)) compared to the NTs
(Figure 3(b)). At D3, the bacterial colonization increased
in both samples (Figures 3(c) and 3(d)), despite being to a
lower extent on the NTs surface (Figure 3(d)). Similarly, at
D5 adhered bacteria were higher on the nonanodized alloy
(Figure 3(e)) when compared to the NTs surface (Figure 3(f));
nevertheless, no apparent increase was found on bacterial
density when compared to D3.
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FIGURE 1: FE-SEM micrographs of the samples. The nonanodized and anodized Ti6Al4V alloy surfaces were characterized and compared.

(a) Nonanodized alloy, (b) N'Ts, and (c) cross section view of NTs.

3.4. Bacterial Topography. The S. aureus topography after D1
of culture on anodized and nonanodized alloys is displayed
in Figure 4. There were no apparent bacterial topographic
changes on nonanodized (Figure 4(a)) and anodized alloys
(Figure 4(b)). Thus, the bacterial topography was not altered
by the NTs formed on the anodized alloy.

4. Discussion

Infections of dental and orthopedic devices are strongly
associated with bacterial adhesion to the material surface
[1, 40]. Once bacteria adhere to the material surface the
colony proliferates forming a biofilm [14]. There are two
stages involved in the mechanism of the biofilm formation.
The first stage comprises the bacterial attachment to the
surface by physicochemical interactions [3, 14], while in the
second stage, there are cellular and molecular interactions
between bacteria that provide an adequate environment
for bacterial growth [3, 41]. Thus, according to this fact,
by inhibiting the bacterial adhesion one could avoid the
biofilm development and therefore reduce the probability of
BAL Previous investigations evaluating changes of bacterial
adhesion on the surface of modified commercial implants
have shown promising results; that is, Cochis et al. suggested
decreased bacterial growth for up to 72h using Ti surfaces
grafted with gallium ions [42]; Jin et al. reported increased
in vitro antibacterial performance of Zn/Ag nanoparticles
immersed by plasma jon implantation on a Ti surface [43].
In this regard, implants with nanostructured surfaces have

been widely investigated for their capacity to enhance the
biocompatibility of orthopedic and dental materials, which
may also have improved their antibacterial properties [44-
47].

In the present study, we built self-organized and ordered
NTs (80 nm of diameter) using a SOW containing fluoride
by anodization on Ti6Al4V alloy surface, requiring just only
5min of anodization to obtain similar morphology NTs
as reported by Wang et al. who anodized Ti6Al4V for 1h
[28] and Narayanan et al. for 2h [21] using fluoride and
deionized water as electrolyte. This trend could be explained
by the presence of the oxidized components that with fluoride
synergistically may act promoting a faster oxidation which
leads to a nanostructured morphology and significantly
impacting the adhesion and colonization of S. aureus up to
5 days of incubation. As previously mentioned, the N'Ts were
successfully obtained by the anodization process with traces
of fluoride and a decrease in Al due to an increment of oxygen
as illustrated by the EDX analysis (Table 1), data which are in
accordance with previous reports [3, 26, 48].

Hitherto, the eradication of biofilms-associated infections
on orthopedic and dental implants has been an elusive goal
[49]. Several approaches have been undertaken to treat those
infections, such as the prophylactic and prolonged use of
antimicrobial therapy, as well as the use of biomaterials
loaded with drugs [50, 51]. However, such options indi-
vidually possess limitations due to antibiotic-resistance, fast
delivery of the immobilized drug, and toxicity or failure
that ultimately leads to removal of the implanted biomaterial
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FIGURE 2: Viability evaluation of S. aureus incubated on nonan-
odized alloy and NTs discs after 1, 3, and 5 days of incubation. The
bar graphs show the mean + SD error bars, N = 3, “P < 0.05
denotes significance between nonanodized alloy and NTs after 1 day,
**P < 0.05 indicates significance between nonanodized alloy and
NTs after 3 days, and ***P < 0.05 illustrates significance between
nonanodized alloy and NTs after 5 days of incubation.

[11, 52-54]. Therefore, in this study a surface modification on
Ti6Al4V alloy was selected to fabricate NTs as an alternative
to improve the resistance against bacterial adhesion and
on the other hand to promote osteoblast biocompatibility
leading to a successful osseointegration process as reported
by others [3, 55, 56]. However, these methods require long
anodization periods; for instance. Pérez-Jorge et al. described
an anodizing method for the fabrication of amorphous NTs
that takes a period of 1h using fluoride as electrolyte in
an aqueous solution, showing decreased bacterial adhesion
when compared to nonanodized Ti [3]. Similarly, Wang et
al. explored an anodization process of 1h using fluoride dis-
solved in distilled water, which showed increased osteoblasts-
like cells (SaOS2) biocompatibility [56]. Moreover, Portan
et al. performed an electrochemical anodization method
using distilled water and fluoride and reported enhanced
human bone marrow cellular adhesion when compared to
nonanodized Ti [55]. Here we report a rapid, simple, and
easy anodization process for the synthesis of NTs. This
process requires a short period of only 5 min, for fabrication
of NTs similar to those obtained in the aforementioned
reports. As suggested by the data, the NTs surface denoted
a decreased bacterial viability as assessed by CFU counting
for up to 5 days of culture as compared to the nonanodized
Ti6Al4V alloy. Furthermore, the SEM analysis also suggested
a decreased number of adhered cells on the N'Ts surfaces for
the mentioned incubation periods, supporting the viability
results. Recently Pérez-Jorge et al. suggested that NTs of
80 nm diameter on Ti limited the bacterial growth of Staphy-
lococcus epidermidis (denoted here as S. epidermidis) more
than Cp-Ti [3]. Moreover, Zhang et al. evaluated S. aureus
adhesion on NTs and NTs incorporated with vancomycin,

showing decreased adhesion after 6h of culture for both
surfaces as compared to Cp-Ti [57]. Possible explanations for
such observed effects on the amorphous 80 nm NTs are the
increased surface roughness and the decreased water contact
angle, where the latter allows the dispersion of bacteria
on the surface, thereby limiting its communication, protein
deposition, and colonization [3, 13, 26, 30], a property widely
observed on amorphous anodized NTs containing fluoride
(3, 26, 30].

Previous studies evaluating the N'Ts surfaces reported an
enhanced antibacterial activity after short times: 1h [26],
4h [58], and 24 h [30] of incubation with S. aureus and S.
epidermidis. Nonetheless, here we report for the first time a
reduction of viable bacteria up to 5 days of culture onto 80 nm
NTs compared to nonanodized Ti6 AlV4 alloy. The bacterial
topography did not account for the observed antibacterial
effects, since there were no changes on either bacterial
morphology or topography. These results are in agreement
with previous reports regarding the S. aureus morphology on
anodized amorphous NTs [30]. Thus, we hypothesize that the
presence of fluoride observed on the NTs may decrease the
adhesion forces of S. aureus, thereby reducing its attachment
without altering its topographical structure as suggested by
others [59]. Perhaps, other factors that can contribute to
the decrease of the bacterial viability are the contact with
electrolyzed components (such as H,O,, oxidizing radicals,
and chlorine molecules) from the SOW solution which could
decrease the bacterial viability [33, 34] or the differences
of the surface morphology (between nonanodized Ti6Al4V
alloy and NTs) [26, 60]. Furthermore, Pérez-Jorge et al.
compared the antibacterial effects of NTs with and without
fluoride, suggesting that the presence of fluoride strongly
decreased bacterial adhesion [3]. Ercan et al. suggested that
anodized amorphous NTs with fluoride could decrease S.
aureus growth for up to 2 days of bacterial culture when
compared to heat-treated anodized NTs without fluoride
[30]. In a previous work it was described that 80 nm diameter
NTs negatively impact S. aureus and S. epidermidis viability
when compared to nonanodized Ti and smaller diameter
NTs (20 or 40 nm) [60]. Similarly, Puckett et al. depicted
different bacterial behavior on nanorough, nanotextured,
and nanotubular Ti and on nonanodized Ti, reporting an
increased number of dead bacteria on anodized nanotubular
Ti [26]. The aforementioned evidence clearly indicates that
the material surface topography influences bacterial response
to a biomaterial, where nanostructured surfaces may offer one
of the best options to impede infections, as observed in the
current study.

In addition, there are some in vitro reports indicating
that NTs fabricated with fluoride could positively impact
the biocompatibility, suggesting increased cell proliferation
[23, 61], and in vivo osseointegration [62, 63]. Recently, we
showed enhanced osteoblast and chondrocyte adhesion and
viability on 80 nm N'Ts when compared to nonanodized alloy
[64], thus evidencing that anodized 80 nm NTs fabricated
with SOW not only offers excellent antibacterial efficiency but
also importantly enhanced biocompatibility in comparison to
nonanodized alloy.
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FIGURE 3: SEM micrographs of S. aureus adhered on the experimental substrates. (a) Nonanodized alloy and (b) N'Ts after D1; (c) nonanodized
alloy and (d) NTs after D3; and (e) nonanodized alloy and (f) NTs after D5.

(a) (b)

FIGURE 4: AFM images of S. aureus on the surfaces. Differences between bacterial topography were assessed at D1 of culture on the
experimental samples. (a) Nonanodized alloy and (b) NTs. Scale bar is 5 ym.
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All these results prove that anodization process can
be performed using a SOW solution with fluoride as an
electrolyte to dramatically reduce the time of anodization and
to promote antibacterial properties. Most likely the observed
effects are due to the presence of fluoride, the nanostructured
surface morphology, and the oxidizing species of the SOW.

5. Conclusions

Surface modification of Ti6Al4V alloy with 80 nm diameter
NTs obtained using SOW and fluoride as electrolyte enhances
the antibacterial effects of the material against S. aureus.
We suggest that bacterial inhibition of the N'Ts can be due
to the presence of fluoride derived from the anodization
process, modification of the surface morphology, and the
oxidized species present in the SOW. The obtained results
indicate that N'Ts fabricated by anodic oxidation using SOW
solution enriched with fluoride can be used as a means for the
development of biomedical implants with promoted antibac-
terial properties. However, more investigation regarding the
interactions between S. aureus and N'Ts is required in order
to corroborate those findings.
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