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CAPITULO 1
INTRODUCCION



1. INTRODUCCION.

La corrosion es un problema que afecta inexorablemente a todo material metalico y sus
aleaciones [1] ya sea por su exposicion atmosférica o por encontrarse sumergidos en un
medio acuoso, en una solucion electrolitica, como lo es la saliva humana. Los efectos
nocivos de la corrosion elevan los costos de mantenimiento y de produccion en toda clase de
industrias, llamese alimenticia, farmacéutica, aeronautica, maritima, agricola, por lo que el
area médica y odontoldgica no son la excepcion. La boca y su fisiologia, al ser la entrada al
cuerpo humano se encuentra expuesta a cambios extremos durante el dia, como son de
temperatura, de pH, a estimulos quimicos en los alimentos y bebidas, a la entrada de polvo y
a una gran cantidad de bacterias, hongos, virus aunado a la microbiota existente en la saliva
[2-3]. Todos estos factores afectan a los biomateriales que se encuentran en ella, tanto en
sus propiedades mecanicas y bioldgicas, aumenta la probabilidad de liberacion de iones
metélicos, de productos de corrosion que al interactuar con el ambiente y tejidos bucales
impacta directamente sobre la estabilidad del implante o proétesis [4]. Debido a lo
mencionado siguen siendo objeto de investigacion en la busqueda de la mejora continua de

su biocompatibilidad, bioactividad, osteointegracién y actividad antimicrobiana [5-7].

Si bien existen en el mercado una enorme cantidad de biomateriales metélicos con
recubrimientos protectores y aleaciones resistentes a la CIM, es necesario continuar con su
estudio ampliando el enfoque para lograr una prolongacién en su vida util dentro de la
cavidad bucal. Existen estrategias que se enfocan en la modificacion superficial con
nanoestructuras y/o nanoparticulas que los vuelven menos propensos a ser colonizados por
microorganismos [8-9]; en promover su oxidacion controlada para la formacion de una
pelicula insoluble de 6xido que eleve la resistencia a la corrosion o bien modificando los
meétodos de sintesis para que contengan ciertos elementos que alteren su microestructura

volviéndolos aun mas resistentes [10-11].

La resistencia a la corrosion en medio simulado de saliva en presencia de C. albicans
ha sido caracterizado en una gran cantidad de aleaciones de uso dental [12-16]. Estos
analisis han sugerido que la velocidad de corrosion puede disminuir al inhibirse la formacion
de una biopelicula que actia como barrera fisica generado ataques superficiales junto con

los iones del ambiente fisioldgico.



Existe una falta de estudios y experimentos que involucren la implicacion de hongos
del género Candida, en especial la especie C. albicans, en el efecto de CIM en Ti y sus
aleaciones lo cual es una ventana de oportunidad que se buscara aprovechar para la
generacion de conocimiento sobre dicho efecto al ser un microorganismo con una capacidad
de adaptaciéon muy elevada, infeccioso con un fuerte impacto en la salud humana [17]. Por
otra parte, es importante resaltar que estudios previos no han previsto ni valorado el papel de
C. albicans una vez que se encuentre en la cavidad bucal del paciente. Lo anterior sera
evaluado mediante distintas técnicas electroquimicas con tiempos variables de exposicion

del metal a una solucién de saliva artificial inoculada con dicho hongo.

Si bien es cierto que una infeccién oportunista, como la candidiasis, requiere de una
serie de circunstancias que afecten la salud y el sistema inmune del paciente, no hay datos
estadisticos regionales en relacién al nimero de sujetos con un tratamiento dental que hayan
sufrido candidiasis. Sin embargo, Buchacz et al. (2006) [18] estima en su estudio que entre
los afios 2000 y 2010, un numero de 208,913 personas infectadas con el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) en Estados Unidos y Canadéa presentaron candidiasis bucal
y en el es6fago, demostrando que es un problema real que debe ser atendido y estudiado a

fondo.

Lo anterior es prueba de la problemética actual y de la necesidad de soluciones que
exige el mercado, es por ello que se caracteriz6 un material de Ti6Al4V recubierto con una
capa homogénea de NTs de TiO, sintetizados mediante un proceso controlado de
anodizacion oxidativa que proveen resistencia a la corrosion microbioldgica, capacidad de
inhibicion de anclaje fangico temprano y un menor impacto nocivo en la salud [19-20]. Los
NTs de TiO; pueden llegar a presentar una alternativa que tenga impacto en la produccién a
escala de materiales con mejores propiedades fisicas, mecanicas y quimicas al ser un
proceso de bajo costo asi como en la economia de las personas que se ven en la necesidad

de un tratamiento odontolégico.
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OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION.

1.1.1 GENERAL.

Evaluar el proceso de corrosion inducida por C. albicans en solucion simulada de

saliva en superficies con NTs de Tiy Ti6Al4V.

1.1.2 ESPECIFICOS.

Obtener cepa de C. albicans como modelo microbiolégico.

Realizar la sintesis de NTs de TiO, en superficies de Ti6Al4V y Ti.

Cultivar el modelo microbiolégico en superficies con NTs de TiO, de Ti y Ti6Al4V
asi como sus respectivos controles para los ensayos microbiolégicos.

Cultivar el modelo microbiolégico en superficies con NTs de TiO, de Ti y Ti6Al4V
en celda electroquimica para realizar el seguimiento a la evaluacion del proceso
corrosivo mediante pruebas electroquimicas.

Realizar los ensayos microbiolégicos y electroquimicos a 1, 5, 7, 14 y 21 dias de
incubacion.

Caracterizar las muestras del estudio previo y posterior a los ensayos

electroquimicos.

1.1.3 HIPOTESIS.

La adhesion y formacion de una biopelicula de C. albicans sobre la capa de TiO;
de los NTs de Ti y Ti6Al4V tendra un menor efecto corrosivo que sobre las

muestras sin modificacion superficial.
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2. MARCO TEORICO.

La utilizacion de implantes dentales ha estado presente en la historia de la humanidad
desde hace mas de 4,500 afios con evidencia antropoldgica que demuestra la utilizacion de
alambres de oro en el antiguo Egipto, sin embargo la primer evidencia real de un implante
exitoso es atribuida a los mayas quienes lograron reemplazar dientes con piezas de concha
[21]. Con el avance de la tecnologia, el uso de materiales con distintas propiedades comenzd
a cambiar el panorama y los requisitos se fueron volviendo mas amplios y exigentes [22]

siendo uno de ellos la resistencia a la corrosion.

La busqueda de estrategias para la mitigacién de la corrosién no se ha detenido hasta
la fecha con innovaciones que van de la proteccion catddica, anddica, recubrimientos,

inhibidores de corrosién y modificacién superficial con nanoestructuras [23-29].

2.1 CORROSION.

El proceso de corrosion se debe a la interaccion fisicoquimica entre un metal y el ambiente
gue lo rodea donde se expone a sustancias agresivas que lo deterioran y transforman
guimica irreversible por su inestabilidad termodinamica y la tendencia molecular de volver a
su estado termodindmicamente mas estable ya que gran parte de los materiales metalicos
sufren transformaciones al pasar de su estado natural en minerales al estado solido como
son comercializados y son expuestos a ambientes y sustancias agresivas que lo van

deteriorando [30].

La capacidad de resistir la accién corrosiva del ambiente se denomina resistividad
corrosiva 0 resistencia a la corrosion en ciertas condiciones pues en funcion de las
condiciones un mismo metal puede ser resistente y en otras vulnerable por lo que no solo
depende de las propiedades fisicoquimicas del metal sino de las propiedades del ambiente:
temperatura, humedad relativa, velocidad de flujo, precipitacion pluvial y de los agentes

COIrosivos.

El impacto de la corrosion en la economia de cada pais es importante debido a que

abarca un alto porcentaje del PIB, en Estados Unidos para el afio 2016 se destinaron mas de
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$1.1 mil billones de délares [31], China mas de $310 billones para el 2015 [32] y Arabia
Saudita $900 millones para el 2003 [33] sin contar la terrible pérdida de vidas en accidentes
causados por un mal control de la corrosion. Por lo anterior es fundamental la busqueda de

estrategias que reduzcan costos de produccién y mantenimiento.

2.1.1 CLASIFICACION DEL PROCESO DE CORROSION.

La corrosion se puede clasificar de acuerdo al mecanismo y condiciones en las que

ocurre asi como por el tipo de deterioro que sufre el metal [34].

2.1.1.1 CLASIFICACION POR SU MECANISMO.

a. Corrosién quimica: Proceso espontaneo por la interaccion del metal con el
ambiente durante el cual la oxidacion y reduccion del agente oxidante se realizan
en paralelo obedeciendo las leyes de cinética de reacciones heterogéneas, ocurre
a altas temperaturas en atmosferas secas y en presencia de gases, oxigeno,
amoniaco, cloro o productos de combustiéon y en liquidos no electrolitos como

petréleo, gasolina, etc.

b. Corrosion electroquimica: Interaccion del metal en un medio electrolitico que es
capaz de transportar masa Yy transferencia de carga, iones y electrones,
obedeciendo las leyes de reacciones heterogéneas electroquimicas. La velocidad
de corrosion es variable en funcion de la acidez, temperatura, presencia de

oxigeno, bacteria, entre otros factores [35].
2.1.1.2 CLASIFICACION TIPO DE DETERIORO.
Los tipos de corrosién pueden clasificarse de acuerdo a su mecanismo de accién y

evaluacion visual con microscopio por sus respectivas y reconocibles caracteristicas fisicas.

En la Figura 2 se presenta dicha clasificacion.



Group I: Identifiable by visual inspection

Galvanic corrosion

Uniform corrosion Pitting Crevice corrosion

Group I1: Identifiable with special inspection tools

_Flgw

Cavitation Frething

Group III: Identifiable by microscopic examination

Exfoliation oy Iress COITosion Corrosion fatigue
cracking

Figura 1. Clasificacion de los diferentes tipos de corrosion. Grupo I: Identificable de manera visual,
corrosion uniforme, picadura, hendidura y galvanica; Grupo Il Identificables con herramientas de
inspeccion, corrosién por erosion, por cavitacion, por desgaste e intergranular; Grupo lll: Identificable
por examinacidn microscopica, corrosion por exfoliacion, desaleacién, bajo tensién y fatiga [35].

Corrosion uniforme: se caracteriza por presentar un atague homogéneo sobre la
superficie metélica expuesta al ambiente agresivo y se presenta una reduccién en su
grosor.
Corrosion por picadura: mecanismo de corrosion localizada que se asocia a
diversos fendmenos como la CIM, corrosion bajo tensién y se caracteriza por la
pérdida de metal en ciertas zonas del sustrato. Las picaduras suelen encontrarse
cubiertas por los productos de corrosién y/o biopelicula por lo que es complicada su
deteccion temprana lo que genera grandes costos para la industria. Las
particularidades de su desarrollo suelen ser:
o El ataque es sobre zonas discretas y se encuentran aisladas muy cerca de ellas
dando apariencia de rugosidad.
o Normalmente ocurren en la superficie superior y crecen orientadas a la fuerza
de gravedad.
o En el mayor de los casos requieren de un tiempo de crecimiento previo antes
de ser visibles.
o Soluciones electroliticas estancadas favorecen su aparicion.
o Se da en practicamente en cualquier tipo de solucion electrolitica sin embargo

en soluciones con iones haluros e hipocloritos el ataque es mas agresivo.



Corrosién por hendidura: ocurre en pequefios huecos que se originan por la union
de metal-no metal donde se puede depositar el electrolito pero el flujo del mismo no
ocurre y una vez que inicia el ataque se desarrolla a gran velocidad.

Corrosion galvanica: se presenta por el contacto de metales disimilares siendo uno
mas noble que el otro en presencia de un electrolito donde hay un proceso de
oxidacion reduccion.

Corrosion por erosion: las fuerzas mecanicas que ejerce el electrolito, velocidad,
turbulencia, solidos suspendidos, temperatura, lo deterioran al remover las capas
superficiales y exponer zonas anddicas del metal ante la solucion por lo que la
formacion de surcos, de ligeras depresiones donde se promueve la acumulacion de
especies agresivas que aumentan la velocidad de corrosion al formar otros tipos como
picaduras, fricciéon o fatiga.

Corrosion por cavitacion: ocurre cuando burbujas de vapor colapsan sobre la
superficie metdlica, aumenta la presion y en presencia de especies agresivas se dafia
la superficie.

Corrosion por desgaste: se presenta en uniones, coyunturas donde hay un ligero
movimiento, de nanémetros a micrémetros, y se somete a una carga la cual oxida las
superficies para después desprenderse manteniendo activa la zona promoviendo el
desgaste.

Corrosion intergranular: tipo de corrosiéon localizada en los limites de grano por lo
qgue la dureza y ductilidad se ve comprometida al ser un ataque rapido causando
fallas.

Corrosion selectiva: ocurre en aleaciones donde un metal es mas noble que el otro y
al momento del ataque se comienza a desprender promoviendo la formacién de poros
con baja resistencia y ductilidad.

Corrosion bajo tension: la aparicion de grietas por fuerzas de tension y cargas tanto
internas como externas genera zonas fragiles, capas de Oxido mas opacas Yy
oscurecidas que la recubren hasta que se fractura el material.

Corrosion por fatiga: se combinan las grietas en un angulo cerca de los 45° de la
tension ejercida sobre el metal lo que genera picaduras y surcos donde el deterioro
aumenta hasta el punto en el que la adsorcion y deposicion de especies agresivas

terminan por fragilizar el material.



2.1.2 CORROSION ELECTROQUIMICA.

De la interaccion entre metal/ambiente ocurren dos tipos de reacciones: Rx anddica y
catddica. La Rx anodica es una Rx de oxidacion que disuelve al metal liberando electrones
transformandolo en productos de corrosién disueltos o insolubles (6xidos, hidréxidos,
sulfatos, etc.) en areas llamadas &nodos, ecuacion (1), mientras que en la Rx catddica las
especies oxidantes reciben los electrones de la Rx anddica, ecuacion (2), en areas llamadas
catodos. En la Figura 1 se presenta un ejemplo de corrosion en una superficie de hierro con
las zonas anddicas y catddicas del metal, la especie oxidante, oxigeno, y la formacion de

6xido de hierro conocido como herrumbre.

M - M + ne~ (1)
Ox+ne” - R (2)

Rust Fe‘,,_,O3

e
Iron e”
L ) 4 |
Y Y
Anode Cathode

Figura 2. Corrosion de hierro en contacto con electrolito con zonas anddicas y catddicas [36].

La formacién de una capa de oxido sobre la superficie de los metales puede retardar
la corrosion al ser productos de corrosion insolubles que protegen al sustrato de ser atacado,
tal como el Ti que tiene la capacidad de formar una barrera densa de TiO, en cuanto la

superficie entra en contacto con oxigeno es por ello que cuando se llega a remover por algun
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tipo de ataque se vuelve a formar inmediatamente mientras haya presencia de oxigeno en el
ambiente.

En la mayoria de los procesos de corrosion electroquimica solo ocurre una RXx
anddica, la disolucion del metal, sin embargo se pueden presentar mas de una Rx catddica y

las mas importantes se expresan a continuacion.

e Reduccion de oxigeno en soluciones neutrales o alcalinas.

0, + 2H,0 + 4e~ — 40H" (3)
e Reduccion de oxigeno en soluciones acidas.
0, + 4H* + 4e~ — 2H,0 (4)
e Evolucién de hidrégeno.
- 1
2H* 4 2e” - H{, (5)

e Reduccién de hidrégeno en soluciones acidas.
2H* 4+ 2e™ - 2H, (6)

2.1.3 TERMODINAMICA DE CORROSION.

Uno de los parametros termodinamicos que ayudan a predecir la tendencia a regresar
a su estado energético mas estable es la fuerza electromotriz de cada metal la cual se
obtiene al sumergir en una solucion que contiene sus mismas sales tomando mediciones del
potencial en equilibrio en condiciones de temperatura, presiébn y concentraciones de
electrolito estrictas. A este conjunto de condiciones se les denomina estandar y se toma
como punto de referencia el valor del electrodo estandar de hidrégeno, SHE, donde en un
electrodo de platino se obtiene el equilibrio. La Tabla 1 presenta los Potenciales Estandar,

Ep°v, de diversos metales en soluciones acuosas a 25 °C con respecto a SHE.

Otro parametro son las series de fem que incluyen el potencial de reduccién de
electrodo de los metales los cuales se clasifican de acuerdo a su tendencia a la corrosion
cuando se encuentran en contacto con otro metal sin embargo la informacion no es sobre el
proceso ni las reacciones que se llevardn a cabo entre ambos metales. Si se quiere
determinar la espontaneidad de una Rx es necesario obtener el valor de la energia libre de
Gibbs (4G).
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Tabla 1. Potencial Estandar, EpOM, vs SHE de metales en soluciones acuosas a 25 °C [1].

Metal Ep°y Metal Ep°w Metal Ep°w
Eu/Eu? -3.4 Pu/Pu® -2.27 TilTi* -0.336
Li/Li* -3.045 Be/Be?* -1.85 Col/Co? -0.277
Rb/Rb* -2.925 u/u® -1.8 Sn/Sn? -0.136
KIK* -2.925 Al/APY -1.66 Fe/Fe®* -0.036
Ca/Ca’ -2.87 zZrizrt -1.53 H,/H* 0
La/La® -2.52 Timic -1.21 Sb/Sb* 0.24
Tb/Tb* -2.39 Cr/Cr? -0.913 Cu/Cu* 0.521
\7\% -2.37 Fe/Fe*" -0.44 Ag/Ag* 0.799

2.1.3.1 ENERGIA LIBRE DE GIBBS (4G).
AG = —nFE (7)

Donde n es el numero de moles de e que fluyen en el proceso de corrosion, F es la
constante de Faraday que equivale a la carga de 1 mol de e’, 96.494 Coulomb, y E es la fem

de la celda de corrosion que puede ser calculada con la ecuacion de Nernst.

RT  C, 8)

R es la constante de gases, 8.314 ]/mol g T es la temperatura en Kelvin, E°® es la

fem en condiciones estandar, CO es la actividad de producto y CR es la actividad de

reactante que se calculan mediante la férmula 9:

a=y-c 9)
Donde a es la actividad, ¢ es la concentracion real y y es el coeficiente de actividad.
Dicho coeficiente de actividad es igual 1 mientras no cambie la concentracion para solidos,

especies y electrones. Para gases se utilizan valores de presién parcial en lugar de
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coeficiente de actividad y se convierte —% por 0.0592

L-atm

mol

en condiciones estandar. La

Tabla 2 contiene los una serie de fem con la energia libre de Gibbs.

Tabla 2. Nivel de energia de metales después de su extraccion de minerales respecto al valor de

Ep°ve vs SHE a 25 °C [1].

Nivel de energia del metal Metal Ep°m
Potasio (K) -2.92
Magnesio (Mg) -2.34
Berilio (Be) -1.70
Alto nivel de energia libre de Gibbs Aluminio (Al) -1.67
(alta tendencia a la corrosién) Manganeso (Mn) -1.05
Zinc (Zn) -0.76
Cromo (Cr) -0.71
Hierro (Fe) -0.44
Cadmio (Cd) -0.40
Cobalto (Co) -0.34
Niquel (Ni) -0.27
Estafio (Sn) -0.25

Bajo nivel de energia libre de 2HY* +2e”" ©H, T 0

Gibbs (baja tendencia a la Cobre (Cu) 0.34
corrosion) Plata (Ag) 0.80

Paladio (Pd) 0.83

Platino (Pt) 1.2

Oro (Au) 1.42

2.1.4 CINETICA DE CORROSION.

La velocidad o cinética de corrosion indica la tasa de pérdida del metal por unidad de

tiempo ante ciertas condiciones. Cuando un metal se encuentra en una solucién con sus

mismos iones se encuentra equilibrio y el potencial estandar es Ep,(j,/Mz por lo que no hay

transformacion quimica.

M?*t +2e- o M

(10)

Sin embargo ocurren reacciones continuas y simultaneas de oxidacién y reduccién

gue disuelven y depositan el metal sobre si mismo. El flujo de electrones generados y

consumidos en las reacciones de oxidacion reduccion se encuentran en equilibrio y se

denomina densidad de corriente de intercambio, i,, Yy €S una caracteristica de un metal en
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equilibrio. En la ecuacién 11 se tiene que la velocidad de oxidacién, 7, y de reduccion, Tt,

poseen la misma magnitud con sentido opuesto.

=~
Il
~1
Il

io (11)

En caso de una perturbacion en el equilibrio las velocidades se verian modificadas
produciendo un movimiento de electrones donde la magnitud de la corriente indicara el grado
en que la velocidad de oxidacion excede la de reduccion. La velocidad del proceso se sefiala
en la ecuacion 12.

i, =1—1 (12)

De acuerdo a la ecuacién que postulo el cientifico suizo Julius Tafel [37] el flujo neto

de corriente varia con la deviacion del potencial de equilibrio,
n=a+blogiyeto (13)
Donde n es el sobrepotencial que se define segun la ecuacion 14.
n= Eaplicado - Eequilibrl’o (14)
De esta forma queda definido n como la magnitud de la desviacion del potencial del
sistema a partir de su valor de equilibrio, i,.;, como la densidad de corriente neta anddica o
catédica segun sea el caso, a y b son constantes. Con la informacién anterior se obtienen las
siguientes relaciones
e Para una Rx anddica donde i>0.

Ne =a+blogi,(b>0) (15)

e Para una reduccion catddica donde i<0.
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n. =a’ + b'logli|, (b’ > 0) (16)

La relacion de Tafel [37] aporta informacion cuantitativa del proceso de corrosion con
la extrapolacion de las pendientes a y b donde se observa la magnitud de la corriente

anddica y catddica de cada metal en ciertas condiciones del medio electrolitico.

—

|
|
|
|
!
|
!

Figura 3. Curva de Tafel con parte anddica y catddica [37].

2.1.5 POLARIZACION.

La polarizacion es el cambio en el potencial de electrodo por las reacciones de
oxidacion reduccién que tienen lugar cuando el metal no se encuentra en equilibrio en una
solucion electrolitica que incluye varias etapas: transporte de agentes hacia la interfase
metal-electrolito, transporte de cargas en la superficie del metal, conduccion de los productos

de las reacciones desde la interfase a la solucion. La etapa mas lenta del proceso es la que

define la velocidad del proceso.

2.1.5.1 POLARIZACION ANODICA.
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La Figura 4 muestra un grafico de una curva de polarizacién anddica que se presenta
en soluciones con un pH bajo y si el metal es capaz de formar peliculas de 6xido en su
superficie. Se observan 3 zonas muy caracteristicas con comportamientos distintos entre

ellas.

G

E

-
e

Potential

L 4

Current density

Figura 4. Curva anddica con sus 3 zonas caracteristicas [38].

e A — B: Hay un aumento positivo en la magnitud de la densidad de corriente anddica
gue libera iones del metal a la solucién.

e B — C: Hay una formacién de 6xido en la superficie que evita la continua disolucion
del metal y este se pasiva, la corriente disminuye.

e C — D: Ocurre un aumento en el potencial debido al estado pasivo del metal.

e D: A potenciales altos hay 3 posibilidades que dependen de la conductividad de la
capa de productos de corrosion.

o D — E: Sitiene buena conductividad eléctrica puede oxidarse a especies solubles,
la disolucion se reinicia y el metal entra a un estado trans-pasivo. Un ejemplo de
este comportamiento se presenta en la continua disolucion de la pelicula pasiva de
cromo, Cr,05[Cr(I11)], a cromato, CrO; 2[Cr(VI)]

o F — G: Si es buen conductor electronico puede ocurrir la Rx de evolucion de

oxigeno.
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o F — H: Si es un débil conductor se llegara a un alto potencial anddico con alta
densidad de corriente lo que puede ser aprovechado para el proceso de anodizado

electroquimico para proteger ciertos metales.

Como se observo el potencial se vuelve positivo favoreciendo las reacciones de

disoluciéon del metal al medio electrolitico.
2.1.5.2 POLARIZACION CATODICA.

Previamente se mencioné que contrario a la Rx anddica existen un ndmero
considerable de reacciones catddicas que dependen de las condiciones del electrolito y a
pesar que en la Figura 5 se representan como lineas punteadas sino ligeramente curvas en
funcién de si sea evolucion de oxigeno, de hidrégeno u otra Rx. En Figura 5 la Rx nimero 2

cuenta con una tasa mayor que la numero 1, I, > I; y en la Rx catodica 3 se llega a la

pasivacion del metal.

A\

Potential

v

I, 5

Current density

Figura 5. Polarizacién catddica en lineas punteadas 1, 2 y 3 que pueden ocurrir en funcion del
potencial [38].

2.1.6 EVALUACION DE LA CORROSION.
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La evaluacion permite la determinar la resistencia a la corrosion de metales, la

eficiencia de sistemas de proteccidén contra la corrosion, agresividad del medio y formacion

de productos de corrosién a ambientes especificos. Dicha evaluacion se divide en 3 grupos

en funcion del tipo de ambiente a estudiar.

De exposicion prolongada: se realizan en condiciones naturales donde el metal se ve
expuesto a cierto ambiente corrosivo, puede durar afios y es un método confiable
debido a que la influencia directa del ambiente tuvo su influencia sin alteracion. Este
meétodo esta regulado por estandares internacionales de ISO, ASTM y NACE.

En atmésfera artificial o de laboratorio: son ensayos acelerados donde la muestra se
somete a condiciones severas con la finalidad de obtener resultados en un tiempo
menor comparado con los de exposicion prolongada, es por ello que la temperatura y
concentracion del agente corrosivo se modifica para lograrlo. Los resultados deben ser
tomados con precaucion para evitar que el proceso no se haya visto alterado.

En condiciones de operacién: se llevan a cabo en equipos, piezas y maquinas en
condiciones de servicio reales. Arroja resultados muy confiables sin embargo

requieren de un tiempo prolongado para obtenerlos.

2.1.6.1 OBJETIVOS DE LA EVALUACION.

Los propositos que se buscan al realizar una evaluacién de corrosién son los

siguientes.

1)
2)

3)

4)

5)
6)

Determinar el mecanismo y caracter del proceso de corrosion.

Determinar la agresividad del ambiente, tipo de despolarizador que facilita el proceso
de corrosion.

Determinar la influencia de las propiedades fisicas de la muestra y externos sobre el
proceso de corrosiéon

Seleccion del material con las mejores propiedades de resistencia a la corrosion.
Control de calidad de materiales que tuvieron fallas.

Prondstico de vida util de instalaciones, equipos, estructuras, etc.
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2.2 CORROSION INDUCIDA POR MICROORGANISMOS.

El fendbmeno de biocorrosion, corrosion bioldégica o CIM es un tipo de corrosion
localizada donde el metabolismo de los microorganismos tiene influencia sobre la cinética del
deterioro del metal al encontrarse adheridos a su superficie en forma de biopelicula
promoviendo condiciones corrosivas al formar parte de reacciones anddicas y catodicas al
ser capaces de generar gradientes de concentracion, transferencia de masa, de iones, de
electrones y disminucion localizada de pH por produccién de acidos por catabolismo de

azucares [39-41].

- chloride
- sulfates & sulfides
- etc.

- steel
- copper
- etc.

Figura 6. Condiciones presentes en la CIM [41].

Los microorganismos pueden afectar directa o indirectamente la corrosion
practicamente en cualquier ambiente ya sea suelo, agua de mar, urbano, sin embargo al ser
organismos Vvivos cuentan con mayores requerimientos: presencia o ausencia de oxigeno,
fuente de energia, fuente de carbono, donadores y aceptores de electrones y agua [35,42].
En la Tabla 3 se presenta una clasificacién de los microorganismos.

Tabla 3. Clasificacion de microorganismos segun el tipo de energia, fuente de carbono, donador y
aceptor de electrones [38].

Si su... La provee... Se denomina
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) Luz Fototrofo
Fuente de Energia

Sustancias Quimicas Quimiétrofo
CO, Autoétrofo
Fuente de Carbono _ o )
Sustancias Organicas Heterotrofo
Donador de electrones Sustancias Inorganicas Litétrofo
(que se oxida) Sustancias Organicas Organdétrofo
Oxigeno Aerobio
Aceptor de electrones _
S02,C0, Anaerobio
(que se reduce) o
NO,,NO3 Anoxico

La formacion de una biopelicula es un proceso de crecimiento de microorganismos
sobre una superficie con caracteristicas distintas a su crecimiento sésil o plancténico, de
acuerdo Shukla, S. et al. (2017) “Las biopeliculas constituyen un consorcio de elementos
biéticos como bacterias, cianobacterias y algas adheridas a un sustrato mediante una matriz
de polisacéaridos extracelulares que atrapan materia soluble, inmoviliza enzimas
extracelulares y actua como un depdsito de nutrientes y elementos inorganicos”. Las células
sésiles y de biopeliculas se diferencian fenotipicamente por la estructura mucilaginosa que
las protege de perturbaciones externas como agentes antimicrobianos por la limitada
capacidad de difusion gque existe a través de la matriz de EPS (exopolisacaridos, proteinas,
lipidos, ADN extracelular), coordinacion de actividad comunitaria mediante sefializacion
qguimica, QS, para mantener su homeostasis y aumentan sus factores de virulencia [12, 43-
49].

2.2.1 FORMACION DE LA BIOPELICULA.

El desarrollo de una biopelicula cuenta con ciertas diferencias en funcion de la
membrana celular de las bacterias y hongos pero hay consenso en 4 fases principales que

se muestran en la Figura 7 [50-51]:

I.  Adhesion reversible: La fase inicial puede ser pasiva o activa si los microorganismos
cuentan con motiles o transportados por el medio y las propiedades fisicoquimica de la
célula definiran si se unira o no mediante las interacciones dipolares y las fuerzas de

Van der Waals. Las bacterias en soluciones coloidales poseen carga negativa lo cual
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crea un problema en el proceso de adsorcion por la carga negativa del sustrato sin
embargo no hay contacto directo con la célula sino un acercamiento donde las
proteinas de superficie, fimbria, en condiciones de humedad juegan un papel
importante al extenderse del cuerpo microbiolégico y adherirse al sustrato.

[I.  Adsorcion irreversible: Se ha demostrado que fimbria tipo | tiene un papel importante
en la adsorcion irreversible venciendo las fuerzas electroestaticas de repulsion al
vencer la barrera de energia necesaria y que las células entren al minimo primario.
Con interacciones dipolo-dipolo e hidrofébicas entre las células, flagelos refuerzan una
asociacion irreversible. En este punto hay una mayor secrecion de EPS que comienza
a estabilizar las células en una estructura de marco de referencia para la biopelicula.

lll.  Formacion de la biopelicula: Mediante la acumulacion intercelular dentro de la matriz
de EPS desarrollandose en tres dimensiones, sefializacion quimica por QS,
acumulacion de proteinas especificas como las asociadas pared-anclada celular
(CWA), adhesina polisacérida intercelular (PIA) y avance de las fases previas
promueven la maduracion de la biopelicula.

IV.  Dispersion y desprendimiento de la biopelicula: Una vez que se encuentra madura hay
desprendimiento de microorganismos para su dispersion y colonizacion de otros

nichos donde ocurrir4 un proceso similar.

‘e @&
Detachment 3 \ /
.@ Oue ?
Planktonic bacteria ®~’ %.
- Valk TR TN i
W 32 e YmesX
o ‘ ([ - <D , = —d
o.. \\\ “ & ’, P % ‘@ ®‘ ;o é &
A B C D

CONDITIONING FILM REVERSIBLE ATTACHING MICROCOLONY MATURATION AND DETACHMENT

Figura 7. Etapas de la formacion de biopelicula sobre una superficie [47].
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La compleja estructura de la matriz de EPS genera microambientes con distintos
valores de pH, concentracion de oxigeno y nutrientes que generan una heterogeneidad

metabdlica de cada poblacién microbiolégica en distintas regiones de la biopelicula.

2.2.2 IMPACTO DE C. albicans EN CIM.

El estudio de especies fungicas que influyen en la CIM ha sido opacado por las
abundantes investigaciones y descripciones de los procesos de adherencia y formacion de
biopelicula de las bacterias reductoras de sulfato, reductoras de hierro, reductoras de
nitratos, oxidantes de hierro y sulfuro [52-54], no obstante la influencia de hongos en el
deterioro de superficies metélicas es sobresaliente y un area de oportunidad para futuras

investigaciones [55-57].

C. albicans es un microorganismo que se encuentra en el cuerpo humano en personas
completamente sanas sin causarles ningun tipo de patologia empero su impacto en
biomateriales es causante de pérdida de implantes y de vidas en el peor de los casos [58-
60].

La formacién de biopelicula por hongos sigue un comportamiento similar a las
bacterianas, inician por la adhesion de células a un sustrato al interactuar las levaduras o
conidios con adhesinas especificas de superficie y una vez que inicia la proliferaciéon celular
ocurre un cambio de morfologia a hifas que le dan una aumento en la cohesién y uniformidad
en comparacion con la estructura similar a un hongo de las bacterias. El modelo de estudio
de la dispersion de la biopelicula es C. albicans y se ha descrito que ocurre durante el ciclo
de crecimiento y suelen liberarse levaduras que se encuentran libres en la EPS [51]. La
Figura 8 muestra un modelo de biopelicula de C. albicans que en su mayoria se compone de
hifas productoras de levaduras las cuales se encuentran en los costados siendo las que se

ven favorecidas en su dispersion.
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Figura 8. Modelo de biopelicula fungica de C. albicans [51].

De acuerdo a Uppuluri, P. et al. factores medioambientales modulan la dispersion de
la biopelicula fangica por variaciones en la fuente de carbono donde presenta
comportamiento distinto con glucosa, maltosa, galactosa y PBS donde se ve reducida
drasticamente asi como de un balance entre la cantidad de hifas y levaduras.[61].

2.3 SINTESIS DE NANOTUBOS EN SUPERFICIE DE TITANIO.

Las propiedades fisicas, quimicas, Opticas, eléctricas, magnéticas y biolégicas de
compuestos o elementos en su nanoescala han dado paso a la innovaciéon en el disefio de
nuevas tecnologias en los ultimos veinte afios [62]. Existen diversas técnicas para las
sintesis tanto quimicas como fisicas, una de ellas anodizado electroquimico dado que es una
técnica controlable, con resultados reproducibles en un proceso sencillo que proporciona la
ventaja de permitir disefiar las propiedades de los NTs como su morfologia y distribuciéon
espacial al cuidar los parametros del procedimiento: composicién del electrolito, tiempo de

anodizado, voltaje, temperatura, espacio entre el electrodo y la muestra [63-65].
La modificacion superficial de materiales metalicos con nanoestructuras ha

demostrado aumentar la proliferacion de células precursoras de hueso en estudios in vitro [5-

7, 68-69] asi como una disminucion en la adherencia de C. albicans a los nanotubos en
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superficies de titanio provocando malformaciones morfoldgicas en sus protuberancias al igual
gue con bacterias patégenas [70-71].

El fundamento del anodizado electroquimico es el paso de corriente mediante un
voltaje aplicado a una celda electroquimica, la cual contendra el metal sustrato o muestra a
modificar su morfologia superficial que se denominara electrodo de trabajo, un electrolito, un
contra-electrodo de material inerte como platino y una conexion fisica entre el electrodo de
trabajo, muestra, y el contra-electrodo. En la Figura 9 se muestra diagrama esquematico de
la celda electroquimica con los elementos para el proceso de anodizado electroquimico y la
Figura 10 muestra un diagrama esquematico de la formacion de NTs conforme transcurre el
proceso.

|

D

Figura 9. Diagrama esquematico de la celda electroquimica para el proceso de anodizado
electroquimico. A) Contra-electrodo de platino, B) Contenedor para solucién electrolitica, C) Base, D)
Lamina de aluminio y E) Electrodo de trabajo.
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Figura 10. Diagrama esquematico de la evolucién de nanotubos durante el proceso de anodizado
electroquimico. (a) Formacién de capa de 6xido; (b) Formacion de poros en la capa de 6xido; (c)
Escalamiento, formacion entre los poros; (d) Crecimiento de los poros y escalamiento; (e) Matriz de
nanotubos (Ti20) desarrollados [72].
El primer paso importante es la formacion de la capa de 6xido sobre la superficie del

substrato mediante la aplicacién de un voltaje constante. Al contener iones de fluoruro en la

solucion electrolitica la capa formada obedecera las reacciones siguientes:

M - M** + z~ a7
M - (Z/Z)HZO - MOz/2 +zH" +z~ (18)
M?* - zH,0 - M(OH), + zH* (19)
M(OH); - MOz, + (%/,)H;0 (20)

A la par ocurre la Rx de evolucién de hidrégeno en el catodo.
ZH20 +ze - (Z/Z)HZ T +zOH™ (21)

Al someter a la técnica superficies de Ti estaran involucrados la formacion de cationes
** que reaccionaran con iones O que se crearan por el campo asistido de H,O de manera

gue los cationes y iones migraran a la superficie del substrato [19].
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La solucion que se utilizara para anodizar las muestras de Ti cuenta con fluoruros de
manera que se formaran especies solubles en agua, [TiF¢]*, por lo que los cationes seran
expulsados hacia la interface 6xido-electrolito posterior a su migracion a través de la capa de

oxido mientras que el ataque electroquimico sobre la recién formada capa de TiO..

Ti** + 6F~ - [TiFg]*~ (22)

.
Ti0, + 6F~ = [TiFs]*~ + 2H,0 (23)

El papel de los iones de fluoruro es mantener la capa de 6xido delgada [73] al irse
modificando la morfologia superficial dejando poros en la capa de Oxido debido a la

inmediata solvatacion de los cationes Ti*".

2.4 DENSIDAD MICROBIOLOGICA.

La obtencion de la densidad celular del medio de cultivo de cada uno de los microorganismos
se obtendra utilizando una técnica accesible, sencilla y econ6mica la cual tiene se
fundamenta en la medicién de la densidad Optica (OD por sus siglas en inglés) de una

muestra representativa del cultivo a 600 nandmetros mediante un espectrofotometro [74].

El nimero de células presentes, N, en un volumen representativo del medio de cultivo
(alicuota), V, nos da la densidad celular del microorganismo de interés.

(24)

N
_muestre _ pensidad celular

Vmuestra

La ecuacion (8) nos muestra que existe una relacion proporcional entre la luz que
dispersan las células microbianas a 600 nm en el volumen representativo del medio de

cultivo y la densidad celular.
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Nmuestra ~0D (25)

Vmuestra

De esta manera se puede decir que el valor de la densidad 6ptica en la alicuota del
medio de cultivo nos dara un valor aproximado al nimero de microorganismos que contiene

al multiplicarlo por el factor de dilucion del volumen.

Para realizar la prueba se debe obtener una curva calibrada que se obtiene al agregar
el volumen a trabajar del medio de cultivo estéril de cada microorganismo de interés al tubo
del espectrofotometro, se realiza la prueba y se registra el valor de absorbancia como el valor
estandar a partir del cual se van a comparar los valores de los medios con crecimiento
microbiano. Posteriormente, se agrega el medio con crecimiento al tubo del
espectrofotometro, se realiza la prueba y el valor obtenido se multiplica por el factor de
dilucién y asi se obtiene la densidad éptica corregida del microorganismo a trabajar. Dicho
valor debera ser comparado con una base de datos de acuerdo al medio de cultivo y
microorganismo para obtener el valor de la densidad celular en ese momento dado.

2.5 CARACTERIZACION DE MATERIALES.

La Microscopia Electronica de Barrido (SEM) brinda la capacidad de permitir una resolucion
mucho mayor comparada con la microscopia éptica, y es por esa razon, es una herramienta
ampliamente utilizada para la caracterizacion de biomateriales y nanomateriales [75-76]. El
funcionamiento de la microscopia electrénica se basa en un haz de electrones que choca o
pasa a través de la muestra, requiere de un alto vacio y de ciertas caracteristicas para su

visualizacion las cuales se explicaran con mayor detalle en las siguientes secciones.
2.5.1 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO.

El principio fisico del SEM es la incidencia de un haz de electrones sobre la muestra
dando informacién sobre su morfologia de superficie con una muy alta resolucion (~5 nm) al
reflejar una variedad de electrones, secundarios, retrodispersados y rayos X. El microscopio
cuenta con detectores especificos para cada uno de ellos los cuales proporcionan

informacion distinta lo que permite una caracterizacion especifica de la muestra mas amplia.
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Los electrones secundarios se producen por la dispersion inelastica y proveen las
caracteristicas topogréaficas de la superficie. Los electrones retrodispersados se dan por la
dispersion elastica de los electrones y proporcionan informacién complementaria sobre la

composicion elemental de la muestra.

Figura 11. Equipo SEM marca Hitachi modelo S5200 [77].

Este tipo de microscopia requiere una preparacion de muestra menos complicada que
la requerida por el TEM (Microscopia Electronica de Transmision) de manera que puede
utilizarse para evaluar y caracterizar el proceso de adhesion celular y microbiana asi como su

proliferacion sobre las superficies de la aleacion de Ti.

2.5.2 ESPECTROSCOPIA DE DISPERSION DE ENERGIA DE RAYOS X.

El equipo de SEM suele contar con un detector de energia dispersa de rayos X (EDS)
para un analisis elemental de la superficie de la muestra. El fendmeno ocurre de forma
paralela a la liberacion de electrones secundarios y retrodispersados al incidir el haz de
electrones sobre la muestra, sin embargo es ligeramente mas profunda la interaccion que se
genera. Los electrones liberados son de las capas mas internas de los atomos, pues dejan
un espacio vacio que serd ocupado por un electron del mismo haz que penetrara y ocupara
dicho espacio. Lo que existird una diferencia de energia que serd liberada en forma de rayos

X la cual es caracteristica de la mayoria de los elementos quimicos que la componen.
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CAPITULO 3
MATERIALES Y METODOS

3. MATERIALES Y METODOS.

En este capitulo se describe detalladamente la metodologia utilizada durante la presente

investigacion.

3.1 OBTENCION DE MODELO MICROBIOLOGICO.

Para obtener el modelo microbiolégico de interés, C. albicans, se utiliz6 un medio de cultivo
selectivo y diferencial de hongos patdégenos con un sustrato cromogénico, B-glucosaminidasa
[78-79], el cual al ser degradado por enzimas especificas de cada especie fungica liberan
compuestos que dan a las colonias distintos colores para su facil diferenciacion e

identificacion.

3.1.1 AISLAMIENTO DE C. albicans.
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La cepa de C. albicans se obtuvo de una muestra clinica de paciente en tratamiento
odontolégico al cual se le realizé un frotis en la zona afectada con un aplicador de madera
con punta de algodon estéril, se almacené en tubo de 15 ml con CSD y en condiciones
asépticas, se sembrd en agar cromogeénico e incub6 a 37 °C por 24 horas en condiciones
aerobias. Pasado el tiempo de incubacion se aislaron con asa microbiolégica esterilizada a
fuego en mechero de Bunsen 2 colonias que presentaron una coloracion azul-verde, se
transfirié6 a tubo de 1.5 ml con 1 ml de CSD y se incubé a 37 °C por 24 horas para el
desarrollo de la biomasa deseada. Posteriormente, se tomaron 20 pl, se vertieron en agar
papa-dextrosa y se realiz6 un estriado en 3 cuadrantes para la obtencién de un cultivo

axeénico con colonias aisladas. El proceso anterior se visualiza con la Figura 12 [80].

e

e

Figura 12. Condiciones de trabajo asépticas para microbiologia. a) El mechero de Bunsen esteriliza
el ambiente que se muestra en zona amarilla y se vierte medio sobre caja Petri, b) Con flama de
mechero se esteriliza asa microbioldgica y c) Se visualiza crecimiento microbioldgico [80].

3.1.2 MANTENIMIENTO DE LA CEPA.

Una vez obtenido el cultivo axénico de C. albicans en APD, la cepa es estuvo
resembrando cada 72 horas e incubando a 37 °C en condiciones aerobias manteniendo
sumo cuidado en su tasa de crecimiento, tamafio de las colonias, su coloracion y morfologia

para evitar una posible contaminacion.

Como parte del cepario del laboratorio de Biologia Molecular y Cancer, la cepa aislada

de C. albicans fue sembrada con hisopo estéril en tubo con agar papa-dextrosa inclinado
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para preservarla por un periodo de tiempo mayor, 6 meses, a temperatura ambiente una vez

haya proliferado en incubacién a 37 °C.

3.2 PREPARACION DE SUPERFICIES DE Ti.

Las muestras recibidas de Ti, Figura 13, y Ti6Al4V fueron laminas con dimensiones de 300
mm de largo, 100 mm de ancho y espesor de 0.1 mm con un acabado sin incrustaciones no
deseadas, desincrustado, de acuerdo al estandar ASTM B265-17 [81]. Dichas laminas se
cortaron en cuadrados con dimensiones de 118 mm y area de 139.24 cm? con el fin de
utilizar cajas de 12 pocillos para los ensayos microbiol6gicos y para la celda electroquimica
donde se realiz6 la modificacion de las superficies de los especimenes de Ti.

Las muestras de Ti cortadas fueron tratadas de acuerdo al estandar ASTM G1 [82]
siendo sumergidas en alcohol isopropilico por 5 minutos para eliminar restos de suciedad y
particulas orgéanicas por su manipulacién, posteriormente se enjuagé en 3 ocasiones con
abundante agua destilada para eliminar trazas de alcohol isopropilico y particulas indeseadas
y finalmente se enjuagaron con alcohol isopropilico limpio y se dejaron secar a temperatura

ambiente por 1 hora previo a su modificacion por anodizado electroquimico.

Figura 13. Muestra de Ti recibida con dimensiones de 300x100x0.1 mm con acabado desincrustado
estandarizado por ASTM B265-17.

3.2.1 ANODIZADO ELECTROQUIMICO.
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La composiciéon de la solucién electrolitica utilizada para la obtencion de nanotubos

mediante anodizado electroquimico se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. Composicion de solucion electrolitica para anodizado electroquimico.

Reactivos Composicion
NH4F 0.50 g
EG 25 ml
Agua superoxidada 75 ml

Los componentes de la celda electroquimica que se muestran en la Figura 14 fueron
lavados con abundante agua de grifo y jabdn para instrumental de laboratorio marca
Despro®, se enjuagaron con agua destilada y con alcohol isopropilico, se dejaron secar
durante 30 minutos antes de ensamblarla como se muestra en la figura 2. El electrodo de
trabajo, la muestra de titanio a modificar, es depositada en la lamina de aluminio la cual se
conecta a la terminal positiva de la fuente de poder (dnodo), la terminal negativa al catodo de
platino (contra-electrodo) para cerrar el circuito con el fin de acelerar el proceso de oxidacion

controlada sobre la superficie del electrodo de trabajo [71-72].
Se agregaron 5 ml de la solucién electrolitica a temperatura ambiente (25 °C) a la

celda electroquimica y se siguieron las condiciones y paradmetros de la tabla para obtener

NTs de TiO, sobre la superficie del electrodo de trabajo.
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Figura 14. Imagen esquematica de celda electroquimica para anodizado electroquimico. A) Contra-
electrodo de platino, B) Contenedor para solucion electrolitica, C) Electrodo de trabajo, muestra de Ti
sobre E) ldmina de aluminio, D) Base, F) Fuente de corriente directa.

Todas las muestras fueron anodizadas un dia antes de cada ensayo para utilizar los
NTs con menos de 24 horas de haber sido sintetizados. Los parametros utilizados para la

sintesis de NTs se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Pardmetros de anodizado electroquimico.

Tiempo Voltaje  Diametro Longitud Espesor de Densidad de
anodizado (min) V) de NT (nm) de NT (nm) pared (nm) NT (gr-cm?
20 15 80 400 8 1.64

3.3 PREPARACION DE SOLUCION SIMULADA DE SALIVA.

La solucion simulada de saliva utilizada en el estudio como electrolito es la modificacién
realizada por J.M. Meyer [85] a la solucién propuesta por T. Fusayama [86] debido a su
acercamiento al comportamiento electroquimico de la saliva natural y su amplio uso desde su
formulacion en estudios de corrosion en superficies metalicas en el ambiente bucal [87]. Su

composicién se muestra en la Tabla 6.

Tabla 6. Composicion de Solucion Simulada de Saliva.
Reactivos Composicion (g/l)
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NaCl 0.400

KCI 0.400
CacCl,-H,0O 0.800
Na,S 0.0100
Urea 1.000

Al momento de preparar la solucién la temperatura se monitorizé a 37 °C y el pH se

estabilizd a 4.5 con una solucion de HCla 1 M.

3.4 ACONDICIONAMIENTO DE INOCULO INICIAL PARA LOS ENSAYOS.

La preparacion del in6culo inicial de C. albicans para los ensayos microbiolégicos y
electroquimicos se prepar6 entre 18 y 20 horas antes de que iniciaran para permitir que la
levadura se encuentre en su fase exponencial de crecimiento y de esta forma obtener la

mayor la cantidad de células viables asegurando resultados confiables y reproducibles.

3.4.1 ENSAYOS MICROBIOLOGICOS.

El inéculo para los ensayos microbiolégicos se preparé siguiendo la siguiente

metodologia.

i. Enun area de trabajo aséptica agregar 1 ml de CSD estéril a un tubo de 1.5 ml estéril.
ii. De lacajade APD con la resiembra mas reciente tomar entre 2 y 3 colonias aisladas y
homogeneizar en tubo con caldo.
iii. Incubar a 37 °C en condiciones aerobias entre 18 y 20 horas.
iv. Pasado el tiempo establecido, dispensar 1 ml de solucion FM estéril en otro tubo de
1.5 ml estéril y transferir 20 ul de la biomasa resuspendida mecanicamente del tubo

con caldo dextrosa-Sabouraud.
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Figura 15. Diagrama de paso final para preparacion de indculo inicial de C. albicans en solucion FM.

3.4.2 ENSAYOS ELECTROQUIMICOS.

La celda electroquimica requiere de 30 ml de solucién FM inoculada con C. albicans

por lo que la metodologia para acondicionar el inéculo inicial se realiz6 con base a la

metodologia descrita a continuacion.

Vvi.

Vii.

viii.

En un &rea de trabajo aséptica agregar 10 ml de CSD estéril a un tubo de 15 ml
esteril.

De la caja de APD con la resiembra mas reciente tomar entre 2 y 3 colonias aisladas y
homogeneizar en tubo con caldo.

Incubar a 37 °C en condiciones aerobias entre 18 y 20 horas.

Pasado el tiempo de incubacién establecido centrifugar el tubo inoculado a 1,500 RPM
durante 5 minutos para separar la biomasa del caldo de cultivo.

Una vez que se obtuvo el precipitado y el sobrenadante, retirar cuidadosamente el
caldo de cultivo evitando levantar la biomasa.

Agregar al precipitado 15 ml de la solucion FM estéril, resuspender y homogeneizar
con la puntilla de micropipeta y movimientos mecanicos.

Montar celda electroquimica con electrodo de trabajo, muestra de estudio,
previamente esterilizada en bafio con etanol al 70% durante 2 horas y bajo luz
ultravioleta por 15 minutos, y agregar los 15 ml del inéculo acondicionado.

Ajustar la OD de indculo inicial acondicionado tomando 50 ul y 50 pl de solucién FM,
blanco, y depositando en placa de equipo Thermo Scientific MultiSkan GO. Se realiza
la medicion a 595 nm y se ajusta la densidad 6ptica en caso de ser necesario.
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ix. Una vez se obtuvo la OD deseada se lleva la celda electroquimica al Laboratorio de
Corrosion y se ingresa a una caja de poliestireno aislada para dar inicio a las pruebas

electroquimicas.

3.5 ENSAYOS MICROBIOLOGICOS.

Los ensayos microbiolégicos consistieron en depositar sobre las superficies de Ti NTs,
Ti6Al4V NTs y controles 50 pl del in6culo acondicionado de C. albicans en solucion FM,

incubar a 37 °C y analizar en los tiempos estipulados en el estudio: 1, 5, 7, 14 y 21 dias.

La Figura 16 se muestra una imagen esquematica de la caja de 12 pocillos utilizada
en los ensayos microbiologicos. En cada columna se depositan 3 superficies de cada
muestra de estudio de manera que por grado de titanio se requirieron 3 cajas de 12 pocillos

estériles.

Figura 16. Imagen esquematica de una caja de 12 pocillos con muestras de Ti con un volumen de
solucion FM inoculada con C. albicans sobre su superficie.

3.5.1 VIABILIDAD MICROBIANA.

Durante los dias estipulados en el estudio para el analisis del proceso de CMI se
evaluaron las UFC en cada superficie de estudio para obtener la variacion en la adherencia
de C. albicans siguiendo la metodologia descrita a continuacion.
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Vi.

Vil.

viii.

Retirar cuidadosamente la solucion de cada pocillo para evitar desprender la
biopelicula adherida a la superficie de estudio.

Agregar gentilmente 500 pl de PBS a cada pocillo cuidando no golpear directamente la
superficie de estudio y dejar reposar durante 5 minutos.

Retirar cuidadosamente el volumen de PBS siendo este el primer lavado. Repetir en
tres ocasiones el paso ii y iii.

Con un bisturi estéril raspar mecanicamente las superficies de estudio para remover la
mayor cantidad posible de células de C. albicans adheridas a ella. Para mantener la
superficie hidratada agregar entre 150-200 pl de PBS previo al raspado.

Preparar 4 tubos con 950 ul de PBS por muestra para realizar diluciones tomando un
volumen de paso de 50 pl de la alicuota anterior con el fin de alcanzar una
concentracion de 10°.

Tomar 10 pl del pocillo y realizar las diluciones.

Dividir por la mitad 6 cajas de APD para sembrar en cada mitad las ultimas dos
diluciones por muestra tomando 20 pl y depositando en su respectivo centro de la
mitad de la caja y estriar en 4 direcciones.

Incubar las cajas a 37 °C en condiciones aerobias para ser revisadas a las 24 horas

de crecimiento.

La Figura 17 muestra una imagen esquematica de las cajas de APD inoculadas con

las Gltimas dos diluciones, 10* y 10°, y el estriado en 4 direcciones.
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Figura 17. llustracién esquematica de cajas de APD inoculadas con diluciones 10* y 10° estriadas en
4 direcciones de cada muestra de Ti.

Posterior a las 24 horas de incubacion las colonias que crecieron en APD fueron

contadas utilizando un contador de colonias marca Reichert® modelo Darkfield Quebec.
3.6 ENSAYOS ELECTROQUIMICOS.

Por su naturaleza las técnicas electroquimicas son apropiadas para el estudio de la
corrosion. La forma en que se realizan las pruebas de laboratorio son en una celda
electroquimica de 3 electrodos [88] con una muestra del metal a estudiar de pocos
centimetros de area al que se le llamara electrodo de trabajo, una solucién electrolitica que
simule las condiciones reales, un electrodo de referencia con un potencial estandar conocido
el cual sera de calomelanos, Hgs*/Hg,Cl, (SCE por sus siglas en inglés) con un valor de
0.240 V contra el electrodo de hidrégeno (SHE) y un contra-electrodo de material inerte de
malla de platino los cuales se montaran en una celda electroquimica que se conectara a un
equipo electrénico llamado potensiostato marca CH Instruments Electrochemical modelo
WorkStation E600, que tiene la capacidad de controlar el voltaje de entrada y medir la
corriente entre el electrodo de trabajo y el de referencia como se muestra en la Figura 18
[88].
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Figura 18. llustracion esquematica de una celda electroquimica de 3 electrodos. A) Electrodo de
referencia de SCE, B) Contra-electrodo de malla de platino, C) Columna contenedora de solucion
electrolitica, D) Base de celda electroquimica, E) Lamina de aluminio que funciona como conductor

eléctrico, F) Electrodo de trabajo, muestras de Ti [88].

Para simular las condiciones en la cavidad bucal se opté por utilizar una caja de
poliestireno aislada para simular la boca, se ingresd una fuente de luz que mantendra la
temperatura a 37 °C + 1 °C y la celda electroquimica sera recubierta con un aislante oscuro

para evitar que los fotones interactien y puedan provocar cambios morfologicos o

metabdlicos en C. albicans. La Figura 19 representa lo descrito anteriormente con un corte
en la caja para visualizar los elementos que estarian aislados.

Las técnicas analizadas en el presente estudio son NO DESTRUCTIVAS al no
propiciar reacciones corrosivas sobre la superficie utilizar amplitudes de voltaje y densidades
de corriente muy pequefias con una alta impedancia de salida para obtener solamente
informacion sobre las reacciones presentes en la interface superficie/electrolito. Debido a lo

anterior, los andlisis proveeran informacion importante para dilucidar el mecanismo mediante
el cual ocurre el proceso de corrosion microbiolégica.
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Figura 19. llustracion esquematica de celda electroquimica para ensayos de corrosion. A)
Potensiostato, B) Caja de poliestireno, C) Celda electroquimica de 3 electrodos, D) Fuente de luz.

3.6.1 POTENCIAL DE CIRCUITO ABIERTO (OCP).

La técnica de OCP es un método pasivo conocido potencial de corrosién, potencial de
equilibrio que permite la medicion del potencial de reposo de un sistema donde las
reacciones redox sobre la superficie de la muestra se mantienen en equilibrio termodindmico
al no haber perturbaciones o un flujo de corriente externa [89-90]. Se considera un sistema

estable si presenta variaciones en OCP de +5 mV o menos durante un periodo de tiempo

determinado.

Para su realizacién se requiere que el contra-electrodo, utilizado para el paso de
corriente en la celda, se abra ya sea desconectando o0 con una muy alta impedancia de
entrada de modo que la medicion solamente se realiza entre el electrodo de referencia y el

electrodo de trabajo por un tiempo determinado de inmersién en el medio corrosivo como

indica la ecuacioén 26.

(26)

Eocp = Ew — Eggr
Donde Ey es el electrodo de trabajo y Erer es el electrodo de referencia.

Considerando la ecuacion 2 de reduccion, donde Ox es reducido a R con una

transferencia n de electrones se obtiene un potencial termodinamico E° el cual puede ser
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determinado al obtener el OCP ademas de la razon de redox por medio de la ecuacion de

Nernst, ecuacion 8.

Ox +ne” - R (2)

RT  C, (8)
E=E"——In=>
nF " G

En la investigacion se utilizaran los parametros de la Tabla 7 para la prueba de OCP.

Tabla 7. Parametros para prueba OCP.

_ Intervalo de _ _
Tiempo Voltaje Voltaje
muestreo o o
(segundos) maximo (V) minimo (V)
(segundos)
86,400 0.1 1 -1

3.6.2 VOLTAMPEROMETRIA DE BARRIDO LINEAL (LSV).

La aplicacién de un segmento de una Voltamperometria ciclica se denomina LSV donde el
electrodo de trabajo se somete a un estimulo de un Ef a un E;, se obtiene el valor de la
corriente en funcion del tiempo que provee informacion cualitativa y cuantitativa sobre el
sistema electroquimico, la cinética de reacciones de transferencia electrones y especies

formadas en la superficie del electrodo de trabajo.

I
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Figura 20. Grafico de LSV, inicia en E; y termina en E; después de un tiempo determinado.
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Considerando la ecuacién 2, si el potencial de barrido comienza a acercarse a E°, Ox
comienza a reducirse hacia R creando un gradiente de concentracion que aumente la
transferencia de masa en la superficie del electrodo. Cuando el potencial de barrido es mayor
que E° la concentracién de Ox en la superficie de electrodo es casi cero y la transferencia de
masa ha llegado a su punto maximo de forma que la corriente comienza a decaer mientras
que el potencial llega a su punto final. El pico de corriente resultante, ip, se describe por la

ecuacion de Randles-Sevéik, 27.

N[ =

nFvD
i, = 0.4463nFAC (7> (27)

Donde n es el nimero de electrones, F es la constante de Faraday, A es el area de

electrodo en cm?, D el coeficiente de difusion, C la concentracién, R la constante de gases, T

la temperatura en Kelvin y v la intervalo de muestreo.

En la Tabla 8 se muestran los parametros utilizados para la prueba de LSV en el

estudio.

Tabla 8. Pardmetros para prueba LSV.

Potencial Potencial Rango de Intervalo de
inicial (V) final (V) barrido (V/s) muestreo (V)
-0.02 0.02 0.01 0.0016

3.6.3 ESPECTROSCOPIA DE IMPEDANCIA ELECTROQUIMICA (EIS).

La técnica EIS permite obtener informacién sobre procesos electroquimicos en
interfase metal/electrolito como adsorcibn de moléculas, funcionamiento de baterias y
analisis de corrosion. Utiliza una sefial sinusoidal de pocos mV de amplitud y mide la

respuesta en | del sistema transformando a impedancia. Entre sus ventajas se encuentran:

e Capacidad experimental para realizar mediciones de alta precision por su respuesta
altamente estable.

e Linearizacion tedrica de la respuesta de corriente-potencial.
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e Medicién en un alto rango de frecuencias, 10 a 10* Hertz.
Para comprender el funcionamiento de CA es necesario comprender el
comportamiento de circuitos de CD. La resistencia al paso de corriente se define por la ley de
Ohm.

V=IR (28)

Donde V es la diferencia de potencial o voltaje, | es la corriente medida en amperes
(A) y R es la resistencia con unidades en Ohms (Q) siendo este elemento el que se opone al
flujo de corriente. En la teoria de CA la impedancia se define como la relacion compleja entre

voltaje y corriente en un circuito de corriente alterna.

2w = LU®) 29
(9) = 53 (29)
Donde Z es la impedancia, j la componente imaginaria y w la frecuencia. Existen

componentes electrénicos que limitan el flujo de corriente en la CA.

I=cv (30)
1="/ (31)

C es la capacitancia y L la inductancia, con estos elementos se puede reescribir la

ecuacion de impedancia.

1
Z = wlL (33)

(30)
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. R Cuw (31)
B 1+ (UZRCtZCdlz

Donde Rs es la resistencia de la solucion, R es la resistencia a la transferencia de
carga, w es la frecuencia angular y Cqy es la resistencia de la doble capa. La Rs es
independiente de la frecuencia y se presenta en las frecuencias altas del espectro, R es la
oposicion al movimiento de electrones e influye en la parte real ecuacién 32, Cqy es la
capacitancia de doble capa y puede estimarse visualmente en el diagrama de Nyquist,

Figura 19, extrapolando el semicirculo sobre el eje de impedancia real.

. _ RT (32)
"~ F2kOC

Donde R es la constante de los gases, T la temperatura, F la constante de Faraday y

C la concentracion de las especies electroactivas.

Los datos de EIS se presentan modelan con elementos en circuitos electronicos los

cuales facilitan bastante su interpretacion. Los elementos se muestran en la Tabla 9. |

Tabla 9. Elementos utilizados en circuitos de EIS.

Elemento equivalente Impedancia
R R
1
= /ja)C
L jwL
W (elemento infinito de 1/
v G
Warburg) oV (@)
O (elemento finito de tanh(B /(]-w))/
Warburg). Yo ()
Q (CFE)

1/Yo (Jw)*

La Figura 21 presenta un diagrama de Nyquist con la parte real de impedancia en el
eje X y parte imaginaria en el eje Y con un circuito de Randles que modela el semicirculo que
es controlada por cinética de transferencia de carga y una region controlada por activacion.
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Figura 21. Grafico de Nyquist y circuito de Randles que simula respuesta del espectro de EIS [91].

En el presente estudio se utilizaran los parametros de la Tabla 10 para los estudios de
EIS.

Tabla 10. Parametros para prueba de EIS.

Amplitud Frecuencia Frecuencia
(mV) inicial (Hz) final (Hz)
-0.02 0.02 0.01

3.7 CARACTERIZACION DE MATERIALES.

Para caracterizar las superficies previo y posterior a los ensayos electroguimicos se utilizaran

las siguientes técnicas de microscopia electronica.
3.7.1 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM).

Los equipos utilizados fueron un TESCAN modelo LYRAS.
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3.7.2 ESPECTROSCOPIA DE ENERGIA DISPERSIVA DE RAYOS X (EDS).

El equipo marca JEOL modelo JSM-6010LA cuenta con sonda para andlisis de EDS,

mientras que el equipo TESCAN esta acoplado a sonda marca BRUKER.

3.8 ANALISIS ESTADISTICO.

Los ensayos microbiolégicos se realizaron por triplicado para asegurar la repetitividad,
confiabilidad y reproducibilidad de los datos los cuales fueron analizados en el software
especializado en analisis y presentacion de datos estadisticos GraphPad PRISM 9 (2019)
donde las barras de error representan la desviacion estandar. Para evaluar la significancia
entre los datos se utilizé el analisis de variancia de dos vias, ANOVA, que requiere que los
grupos de datos contengan la misma cantidad, cuenten con una distribucién normal, el factor
de varianza entre ellos sea similar, que los residuos estén distribuidos alrededor de cero y

gue las muestras sean independientes.
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4. RESULTADOS

4.1 ENSAYOS MICROBIOLOGICOS.

Las Figuras 22 y 23 muestran las cajas de 12 pocillos rotuladas con los dias de incubacion
para cada triplicado de las superficies Ti 2 NTs y Ti6Al4V NTs con sus controles
respectivamente. Cada muestra se rehidratdé con 70 pl de solucion FM cada 48 horas con la
finalidad de mantener un volumen constante para evitar su evaporacion y secado de las
células C albicans, lo cual invalidaria el ensayo. La Figura 24 es una imagen representativa
de las diluciones realizadas una vez que se retiraron mecanicamente las células adheridas a
las distintas superficies.

Figura 22. Muestras de Ti 2 NTs y controles en caja de 12 pocillos con 70 pl de solucién FM
inoculadas con C. albicans depositados en su superficie.
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Figura 23. Muestras de Ti6Al4V NTs y controles en caja de 12 pocillos con 70 pl de solucion FM
inoculadas con C. albicans depositados en su superficie.

Figura 24. Diluciones 10° 107 10*y 10° de C. albicans en solucién PBS.

Los conteos de las unidades formadoras de colonias se visualizaron en el contador de
colonias entre 18 y 20 horas después de haber sido incubadas. Posteriormente, fueron

contadas y los datos obtenidos se analizados en el software GraphPad Prism 9 (2019) para
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obtener la diferencia significativa entre cada superficie de estudio. En la Figura 25, se
presentan las fotografias de los conteos de Ti 2. Mientras que en las Figuras 26 y 27 se
presenta el andlisis de la viabilidad de C. albicans sobre las superficies de Ti 2 y Ti6Al4V,

respectivamente.

Figura 25. Crecimiento de diluciones de C. albicans en cajas Petri de APD de Ti NTs y control:
a)ldiaTi2, b)ldiaTi2NTs,c)5diasTi2, d)5dias Ti2NTs, e) 7 dias Ti 2y f) 7 dias Ti 2 NTs.
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Figura 25 (continuacién). Crecimiento de diluciones de C. albicans en cajas Petri de APD de Ti NTs
y control: g) 14 dias Ti 2, h) 14 dias Ti 2 NTs, i) 21 dias Ti 2y j) 21 dias Ti 2 NTs.
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‘§4_ 3 21 dias

Ti Ti NTs
Muestras

Figura 26. Evaluacién de la viabilidad de C. albicans inoculada sobre superficies de Tiy Ti NTs a
distintos tiempos de incubacion. Las barras muestran la media mas menos la desviacion estandar,
n=3. *Indica diferencia significativa entre Tia 7 y 21 dias de incubacion, a 13 y 21 dias comparando

Ti2 NTs a 5y 7 dias de incubacion. **Indica mayor diferencia significativa entre Tia 7 y 14 dias y

entre Ti NTs a 12 y 21 dias de incubacion.
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Figura 27. Evaluacion de la viabilidad de C. albicans inoculada sobre superficies de Ti6AI4V y
Ti6AI4V NTs a distintos tiempos de incubacién. Las barras muestran la media mas menos la
desviacion estandar, n=3. *Indica diferencia significativa entre Ti6Al4V a 5y 14 dias de incubacion.
**Indica mayor diferencia significativa entre Ti6AI4V NTs a 5 y 14 dias de incubacion.

4.2 ENSAYOS ELECTROQUIMICOS.
4.2.1 POTENCIAL DE CIRCUITO ABIERTO (OCP).

Los resultados obtenidos de la prueba de OCP de Ti 2 se muestran en la Figura 28, donde
se aprecia que con el paso de los primeros 7 dias el potencial aumenta gradualmente a
valores cada vez mas positivos. Sin embargo, a partir de los 14 dias su valor comienza a
decaer a valores mas negativos volviéndolo mas susceptible a ataques corrosivos de la
solucién electrolitica. En el caso de Ti 2 NTs, Figura 29, todas las mediciones a los tiempos
de incubacion del estudio muestran que el valor se vuelve cada vez mas positivo, lo que

indica que la capa pasiva formada en su superficie incrementa en espesor.
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Figura 28. OCP de muestra de Ti después de 21 dias en solucién FM inoculada con C. albicans.

074
-0.76 S
g—[}.?ﬁ .
b —a—1 d!a
o —— G dias
= P
D80 4 —+— 7 dias
< —~— 14 dias
W ——+— 21 dias
-0.82 -

T T T T T T T T
0 20000 40000 60000 80000
Tiempo (segundos)

Figura 29. OCP de muestra de Ti NTs después de 21 dias en solucion FM con C. albicans.

En las superficies de Ti6Al4V (Figura 30) el potencial decrece gradualmente con el
paso del tiempo, salvo un ligero incremento a 21 dias al final del esquema experimental. Para
la muestra de Ti6Al4V NTs (Figura 31) el valor tiende a valores negativos mostrando un

comportamiento similar a Ti NTs, lo que indica que la adherencia de C. albicans es mucho
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menor comparando con la superficie sin modificacién superficial. En la Tabla 11 se muestra
el valor de OCP de todas las muestras de Ti después de 21 dias en contacto con la solucion
FM y C. albicans. Puede apreciarse que los valores de las superficies con NTs tienden a
variar ligeramente o hacia valores negativos lo cual indica que la superficie tiende a

pasivarse.
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Figura 30. OCP de muestra de Ti6Al4V después de 21 dias en solucion FM inoculada con
C. albicans.
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Figura 31. OCP de muestra de Ti6Al4V NTs después de 21 dias en solucion FM inoculada con
C. albicans.
Tabla 11. OCP (V vs SCE) de las muestras en solucion FM inoculada con C. albicans durante 21
dias.

Tiempo (dias)

Muestra
1 5 7 14 21
Ti 2 -0.852 -0.850 -0.840 -0.866 -0.829
Ti 2 NTs -0.750 -0.779 -0.799 -0.838 -0.859
Ti5 -0.758 -0.850 -0.860 -0.861 -0.852
Ti 5NTs -0.900 -0.889 -0.885 -0.889 -0.900

4.2.2 VOLTAMPEROMETRIA DE BARRIDO LINEAL (LSV).

Las Figuras 32 y 33 muestran el valor del potencial de corrosion Ecor, para Ti 2 NTs y
control. En Ti 2 se observa que E.or Se vuelve cada vez mas positivo con el paso de los dias,
fendmeno totalmente opuesto al que ocurre en la superficie con NTs. Al aumentar el tiempo
de interaccion de los NTs con la solucion, se vuelve cada vez mas negativo lo que indica que
la corrosidn inducida por el contacto con la solucion electrolitica y el microorganismo es

mucho menor comparada con a la muestra control.
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Figura 32. LSV de muestra de Ti después de 21 dias en solucién FM inoculada con C. albicans.
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Figura 33. LSV de muestra de Ti NTs después de 21 dias en solucion FM inoculada con C. albicans.

Las Figuras 33 y 34 muestran los valores de E..r de Ti6Al4V NTs y control. Se
observa que en ambas superficies ocurre una situacion similar a la obtenida en Ti 2 pues en

ambos casos se presenta un comportamiento de decremento en el potencial en la superficie
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con NTs y de aumento en los controles. La Tabla 12 muestra los valores de E.or de las

superficies de Ti6Al4V después de los 21 dias en contacto con la solucién FM inoculada con
C. albicans.

Tabla 12. Ecor (V) de las muestras Ti6Al4V NTs y control en solucion FM inoculada con C. albicans
durante 21 dias.

Tiempo (dias)

Muestra
1 5 7 14 21
Ti 2 -0.823 -0.811 -0.801 -0.827 -0.790
Ti 2 NTs -0.711 -0.740 -0.760 -0.799 -0.820
Ti6Al4V -0.719 -0.751 -0.821 -0.822 -0.813
Ti6Al4V NTs -0.861 -0.850 -0.846 -0.850 -0.861
-8
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Figura 34. LSV de muestra de Ti6Al4V después de 21 dias en solucion FM inoculada con
C. albicans.
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Figura 35. LSV de muestra de Ti6Al4V NTs después de 21 dias en solucion FM inoculada con
C. albicans.
4.2.3 ESPECTROSCOPIA DE IMPEDANCIA ELECTROQUIMICA (EIS).

Los diagramas de Nyquist proveen informacién valiosa para dilucidar el comportamiento de la
superficie en contacto con el electrolito con el paso del tiempo y la interaccion en la interface
entre electrolito/substrato. En la Figura 36 se observa que el comportamiento de Ti 2 esta
gobernado por un proceso de difusién durante todo el tiempo del estudio.
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Figura 36. Diagrama de Nyquist de muestra de Ti durante 21 dias en soluciéon FM inoculada con
C. albicans.

El diagrama de Ti NTs (Figura 37) presenta un comportamiento interesante ya que se
aprecia un efecto meramente resistivo que disminuye en los primeros 7 dias y aumenta
ligeramente a los 14 y 21 dias. Se detect6 que tienden a formar un semicirculo, lo que indica
gue esta regido por transferencia de carga (comportamiento resistivo). Con el paso de los
dias disminuye la parte imaginaria de la impedancia del semicirculo, siendo constante del
tiempo, e indica la adsorcion de distintas especies quimicas las cuales pudieran ser
productos de corrosion.
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Figura 37. Diagrama de Nyquist de muestra de Ti NTs durante 21 dias en solucién FM inoculada con
C. albicans.

El analisis de Ti6AI4V mostrado en la Figura 38 ilustra una tendencia a formar un
semicirculo al dia 1 de interaccién. Efecto que indica que la etapa temprana es de adaptacion
y acondicionamiento de la superficie por parte de la levadura para facilitar su adhesion y
formacion de la biopelicula. Con el transcurso de los dias se aprecia que la parte resistiva del
electrolito disminuye, lo que es indicativo de una completa adherencia y formacion de una

biopelicula madura y compacta con poros gobernada por un proceso de difusion.
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Figura 38. Diagrama de Nyquist de muestra de Ti6Al4V durante 21 dias en solucién FM inoculada
con C. albicans.

Por otro lado el diagrama de Ti6Al4V NTs (Figura 39) presenta un comportamiento
practicamente lineal con aumento en la magnitud de la impedancia con el paso de los dias de
andlisis siendo mayor a 21 dias. Este comportamiento se asocia a la adsorcion de moléculas
organicas y del microorganismo metabodlicamente activo generando un proceso de difusion

en la superficie de los NTs.
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Figura 39. Diagrama de Nyquist de muestra de Ti6Al4V con NTs durante 21 dias en solucién FM
inoculada con C. albicans.

4.3 CARACTERIZACION DE SUPERFICIES.

Posterior a los 21 dias del seguimiento electroquimico las muestras se enviaron al
Laboratorio de Microscopia Avanzada con un lavado simple para la captura de la superficie
con la biopelicula y posteriormente con una remocion de ella para obtener la informacion

sobre la superficie directamente y evaluar el posible dafio corrosivo.
4.3.1 ANALISIS POR MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO.

La Figura 40 presenta las muestras de Ti 2 como fueron recibidas y con NTs
sintetizados. Se aprecia que el acabado con el cual se recibieron las muestras no es del todo

liso y al momento de haber realizado el proceso de anodizado electroquimico se logra

observar que no fue un ataque oxidativo del todo homogéneo sobre la superficie. A pesar de
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lo anterior los NTs obtenidos se encuentran en el rango entre 75 y 80 nm de acuerdo a lo
reportado por Escamilla, A. [72].

SEM HV: 10.0 kV | LYRA3 TESCAN]  SEM HV: 10.0 KV Det: SE | LYRAS TESCAN]  SEM NV 10.0 kv Det: SE LYRAS TESCAN|
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Instituto de Ingenieris UABC

— - > W . s % .
SEM HV: 100 KV Det: SE | LYRAS TESCAN]  SEM WV 100 kv [ | | LYRAS TESCANN  SEMHV. 100 kv Det: SE | LYRAS TESCAN|

BEM MAG: 100 kx WO 900mm  Spm SEM MAG: 800 kx WO: 9,00 mm e SEMMAG 1000ks WO 0.00mm  00am
Instituto de Ingenierts UABC Inatuto de Ingankeris UABC Inssiuto de Ingenberia UABC

Figura 40. Micrografias SEM de muestras de Ti como fue recibida, a-c), y con NTs, d-f).

La Figura 41 presenta la muestra de Ti con biopelicula y sin biopelicula después de
los 21 dias del ensayo electroquimico. En la Figura 41 a-c) se aprecia la biopelicula de EPS
de C. albicans cubriendo completamente la superficie de Ti, en los incisos d-f) se observa
una degradacion dependiente de fase al dejar esas aparentes “islas” las cuales son la fase
del titanio de forma que la fase a sufrid el proceso de corrosion localizada por su coeficiente
de difusion de hidrogeno a temperatura ambiente permitiendo la acumulacion de hidrogeno
gas en la superficie propiciando su reduccion dentro de la zona atacada y la disolucion del
cation (Ti**/Ti*") promoviendo un ataque por accién de C. albicans debido a que el proceso
ocurrié en un pH acido con un contenido importante de cloruros [92-93]. Las flechas rojas
indican los puntos donde el ataque se observa mas dramatico. En el inciso f se aprecia la
capa corroida de oxido de titanio por efecto de iones de cloruros y oxigeno que se difundian
a través de la biopelicula.
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Figura 41. Micrografias SEM de Ti después de 21 dias en solucion FM inoculada con C. albicans con
biopelicula, a-c), y sin biopelicula, d-e).

La Figura 42 muestra la superficie de Ti 2 NTs cubierta por biopelicula, a-c), y sin
biopelicula, d-f). Las micrografias con la biopelicula permiten observar de una manera mucho
mas clara la matriz de exopolisacéridos en la que se encuentran incrustadas las levaduras de
C. albicans, su porosidad y que no es del todo homogénea, por lo que crea poros y canales
de difusion de moléculas organicas, inorganicas, iones, nutrientes, etc. que al ser retirados
revelaron un ligero dafio en la integridad de los NTs al haber corroido sus paredes mostrando
irregularidades, recuadro azul, y desprendimiento de ciertas zonas con NTs, recuadro rojo.
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Figura 42. Micrografias SEM de Ti NTs después de 21 dias en soluciéon FM inoculada con C. albicans
con biopelicula, a-c), y sin biopelicula, d-f).

4.3.2 ESPECTROSCOPIA DE ENERGIA DISPERSIVA DE RAYOS X (EDS).

Los andlisis elementales realizados a las muestras como se recibié de Ti 2y Ti 2 NTs
se muestran en las Figuras 43 y 44. Los espectros muestran presencia Unicamente de
titanio y en el caso de la muestra que no fue sometida a anodizado electroquimico y en la
muestra con NTs se observa oxigeno (33.14%) y de fldor (5.01%), datos que se encuentran
en la Tabla 13.
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Figura 43. Espectro de muestra de Ti 2 control.

66



cps/eV.

3.0
2.5

2.0

O I—

4 T F Ti

U-Uj'—'—ﬁ—v—'—'—v—'—v—'—'—v—v—v—'—v—v—'—v—'—v—'—'—rwwwwawwf‘w”\"ww

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
keV

Figura 44. Espectro de muestra de Ti 2 después de proceso de anodizado electroquimico.

Tabla 13. Composicion quimica de muestras de Ti control con NTSs.

Sin modificacion Con NTs
Elemento Masa (%) Elemento Masa (%)
Ti 61.85
Ti 100 O 33.14
F 5.01

El espectro de la muestra de Ti 2 recubierta con biopelicula se presenta en la Figura
45 y en la Tabla 14 se presenta la composicién elemental de los 4 puntos analizados. Por
otro lado, en la Figurar 46 se presenta el espectro de la muestra de Ti 2 sin la biopelicula, y

en la Tabla 15 se presenta la composicién elemental de los 4 puntos analizados.

Charis{=1 5
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Figura 45. Espectro de muestra de Ti 2 recubierta con biopelicula después de 21 dias en contacto
con solucion FM y C. albicans.
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Figura 44 (continuacion). Espectro de muestra de Ti 2 recubierta con biopelicula después de 21

dias en contacto con solucion FM y C. albicans.
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Tabla 14. Composicion quimica de Ti con biopelicula después de 21 dias en contacto con solucion

FMy C. albicans.

Concentracion atbmica (%)

O C Al Ti Br
1 31.66 1.37 8.23 58.74 -
2 23.53 1.48 4.68 70.31 -
3 2.71 2.78 0.47 94.04 -
4 39.83 - 4.70 38.62 16.85
Promedio 24.43 1.87 1.87 65.43 16.85
cps/eV
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Figura 46. Espectro de muestra de Ti sin biopelicula después de 21 dias en contacto con solucién

FMy C. albicans.
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Tabla 15. Composicion quimica de Ti sin biopelicula después de 21 dias en contacto con solucién FM
y C. albicans.

Concentracion atbmica (%)

O Al P S Ti
1 10.34 2.51 - - 86.20
2 - 0.90 - - 100.69
3 33.49 7.97 - 0.37 69.41
4 51.84 15.08 0.32 0.62 43.77
Promedio 37.89 6.61 0.32 0.49 75.2

El espectro de las superficies de Ti 2 NTs y biopelicula se muestra en la Figura 46, y
en la Tabla 16 se presenta el analisis elemental de los 4 puntos analizados. Mientras que en
la Figura 47 y Tabla 17 se presentan el espectro y composicion elemental de la superficie de

Ti con NTs lavada sin la biopelicula después de los 21 dias del ensayo.
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Figura 47. Espectro de muestra de Ti NTs con biopelicula después de 21 dias en contacto con
soluciéon FM y C. albicans.
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Figura 47 (continuacion). Espectro de muestra de Ti NTs con biopelicula después de 21 dias en
contacto con solucion FM y C. albicans.

Tabla 16. Composicién quimica de Ti NTs y biopelicula después de 21 dias en contacto con solucion
FMy C. albicans.

Concentracion atbmica (%)

P @] C Na Mg Al Cl Ca Ni
1 12.76 38.36 6.28 1.29 1.87 - - 8.36 31.09
2 1424 39.81 7.98 - 3.12 - - 13.64 21.22
3 10.48 26.30 38.86 0.78 153 0.75 0.71 11.33 9.26
4 2750 1240 8.53 - 1.54 - - 46.09 3.94
Promedio 16.25 29.21 1541 104 201 0.75 0.71 19.85 16.38
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Figura 48. Espectro de muestra de Ti NTs sin biopelicula después de 21 dias en contacto con
soluciéon FM y C. albicans.

Tabla 17. Composicién quimica de Ti grado 2 con NTs y sin biopelicula después de 21 dias en
contacto con solucion FM y C. albicans.

Concentracion atomica (%)

C o) P Ca Ti Ni Cu  Hg

1 2.45 3636 032 - 7703 - - -
2 - 2336 1.18 1.12 5298 19.92 - 203

3 - 2280 068 068 778 - 125 -

4 - - - - 9470 - - -
Promedio 2.45 2751 073 0.90 75.64 19.92 125 2.03
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5. DISCUSION DE RESULTADOS

5.1 ENSAYOS MICROBIOLOGICOS.

Las superficies con recubrimientos nanométricos han demostrado reducir la adhesion y
viabilidad bacteriana [94-95] asi como micética [20] al presentar residuos de especies
guimicas, como el flior, que inhiben el anclaje de dichos microorganismos. Desde un punto
de vista clinico es un punto critico evitar la adherencia temprana de microorganismos, pues
de otra manera, dara inicio un proceso que concluird con la formacion de una biopelicula de
exopolisacéridos con las posibles especies patdgenas incrustadas en ella siendo protegidas

del sistema inmune y de tratamientos con antibiéticos o antimicéticos [96].

La reduccion de la deposicion de microorganismos por el control en las
configuraciones fisicoquimicas de la superficie, ha sido una estrategia que ha avanzado en
los ultimos afios [95, 97]. Informacion que soporta los resultados obtenidos, donde se
descubrié una viabilidad menor en las superficies con NTs comparada con las superficies
control. La recuperacion de células viables es un pardmetro importante, debido a que indica
si aquellas que se encontraban adheridas en la biopelicula cuenta con un crecimiento
retardado lo que sugeriria una alteracién en su desarrollo, en UFC lo que mostraria una
reduccion en su posterior crecimiento y capacidad de colonizacion disminuyendo su

capacidad infecciosa.

Como se observa en las Figuras 26 y 27 hay un menor crecimiento en las superficies
con NTs comparando con las superficies sin modificacion, lo cual permite corroborar lo
reportado previamente por Beltran-Partida et al. que sefialan que la presencia de NTs no
permite una correcta adherencia de la levadura ni mucho menos una proliferacion en una
correcta formacién de una biopelicula estable la cual cumpla su funciéon de proteccion y

formacion de gradientes de concentracion de iones, metabolitos y nutrientes [20, 71, 94].

5.2 ENSAYOS ELECTROQUIMICOS.

El OCP representa el estado de equilibrio termodindmico de la superficie de estudio. En las

superficies analizadas se observa que con el paso de las horas y con mayor tiempo de
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interaccion entre la solucion electrolitica y sus iones, la levadura y la superficie comienza a
variar. Para el Ti dicho potencial se modifica al iniciar la deposicion de moléculas organicas,
acondicionamiento de la superficie, al aumentar a cerca de -0.816 V, tendencia que continta
durante los primeros 7 dias. Posteriormente el potencial tiende a disminuir a los 14 dias
siendo un indicativo de un posible desprendimiento de la biopelicula aunque a los 21 dias
vuelve a incrementarse en una pendiente que después de 24 horas sigue subiendo a valores

mayores de -0.82 V.

En la superficie de Ti NTs ocurre un efecto distinto debido a que con el paso de los
dias el OCP decae a valores mas negativos indicando que la superficie se encuentra
recubierta con la biopelicula pero de forma inestable. Un fendbmeno similar ocurre en la
muestra de Ti6AI4V control pues solo a 21 dias el potencial tiene un ligero aumento
terminando en -0.835 V mientras que en Ti6Al4V NTs el potencial a las 24 horas se
encuentra cerca de -0.9 V, a los 5 dias terminar cerca de -0.875 V y aumenta a -0.85 a los 7
dias pero vuelve a decaer a los 14 y 21 dias con valores entre -0.86 Vy 0.874 V.

En la prueba de LSV el E, Obtenido en cada una de las superficies asi como la forma
del potencial contra corriente dan para interpretar distintas situaciones en la superficie de Ti.
Para Ti el valor del potencial de corrosion varia de -0.823 V, a -0.811 V, -0.801 V y sufre un
aumento a los 14 dias a -0.827 V para decaer hasta -0.790 V a los 21 dias indicando que la
superficie se pasiva por la adhesion de la biopelicula. Lo anterior concuerda con los datos
obtenidos en OCP pues ambos indican que la muestra Ti NTs ademas de no permitir una
correcta adhesion de la levadura de igual manera sufre un efecto de pasivacion ante un

ataque corrosivo y se tiende hacia valores mas nobles.

Para Ti NTs el potencial de corrosion tiene una tendencia a disminuir su valor
volviéndose cada vez mas activo ante un proceso corrosivo lo que permite pensar que las
imperfecciones del acabado de la lamina de Ti tienen un efecto adverso al interactuar con el
electrolito y la levadura promoviendo una mayor deposicién para la formacion de celdas de

concentracion que tienen un efecto corrosivo.
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Los valores para Ti6Al4V tienden a disminuir, comportamiento similar a Ti NTs, para
aumentar ligeramente a los 21 dias a un valor de -0.813 de -0.822 mientras que para Ti6Al4V
NTs los valores se comportan muy similares variando en el orden de los mV.

Por medio de los diagramas de Nyquist es posible dilucidar informacion valiosa sobre
el mecanismo de interaccion entre la superficie, el electrolito y la levadura de C. albicans con
el paso del tiempo. En la Figura 35 se observa que el comportamiento de Ti esta gobernado
por un proceso de difusion durante todo el tiempo del estudio, con el paso de los dias
aumento la magnitud de la parte real e imaginaria, sin embargo, la zona de altas frecuencias
presenta el inicio de un semi-circulo lo que indica que la transferencia de carga comienza a
regir el comportamiento en pendiente es indicativo de adsorcion de moléculas organicas y

mismas células a la superficie lo cual se traduce en formacion de la biopelicula .

El diagrama de Ti NTs (Figura 37), presenta datos interesante, ya que se aprecia un
comportamiento meramente resistivo que disminuye en los primeros 7 dias y aumenta
ligeramente a los 14 y 21 dias, y todos tienden a formar un semicirculo lo que indica que esta
regido por transferencia de carga (comportamiento resistivo). Con el paso de los dias
disminuye la parte imaginaria de la impedancia del semicirculo, constante de tiempo, e
indique la adsorcion de distintas especies quimicas las cuales pudieran ser productos de

corrosion.

El analisis de Ti6Al4V mostrado en la Figura 38 indica una tendencia a formar un
semicirculo al dia 1 de interaccion, lo cual sugiere que la etapa temprana es de adaptacion y
acondicionamiento de la superficie por parte de la levadura para facilitar su adhesion y
formacion de la biopelicula. Con el transcurso de los dias se aprecia que la parte resistiva del
electrolito disminuye asi como la magnitud de la parte real e imaginaria de la impedancia.
Esto es indicativo de una completa adherencia y formacion de una biopelicula madura,
compacta con poros gobernada por un proceso de difusion.

Por otro lado, el diagrama de Ti6Al4V NTs presenta un comportamiento practicamente
lineal con aumento en la magnitud con el paso de los dias de analisis. Este comportamiento
se asocia a la adsorcion de moléculas organicas y microorganismo, se observa que fue

constante en todo el ensayo de forma que dicha deposicion goberné el ensayo.

76



5.3 CARACTERIZACION DE SUPERFICIE.

Las muestras control de Ti que se presentan en la Figura 39 se observa que el acabado
desincrustado de las laminas no fue muy fino de manera que al realizar el anodizado
electroquimico se aprecian ciertas hendiduras e imperfecciones que muestran una capa no
homogénea de NTs de TiO, los cuales tuvieron un diametro entre 75 y 80 nm que de
acuerdo a estudios previos disminuyen la adherencia y proliferacion de C. albicans [20]. La
Figura 40 y Tabla 13 demuestran la presencia de flior y un aumento considerable de
oxigeno en las superficies con NTs. Se sabe que el flior tiene propiedades antimicrobianas
sobre todo con bacterias relacionadas con las caries, Staphylococcus mutans por ejemplo
[97, 98].

En la Figura 41 se encuentran las micrografias de Ti con biopelicula después de 21
dias y sin ella. Con la biopelicula se observa la capa de exopolisacaridos adherida a la
superficie con ciertas zonas que permiten observar el sustrato el cual presenta corrosioén por
picadura como se observa en el inciso c¢). Del inciso d-f) se observa la superficie sin la
biopelicula y hay un fendmeno interesante debido a que la fase B de titanio se encuentra por
encima de las zonas que corresponden a la fase a que tiene mayor susceptibilidad a la
corrosion de acuerdo al estudio de Chen et al. quienes mencionan que en ciertas condiciones
de pH acido dicha fase tiene mayor tendencia a degradarse que la fase f que sufre una
transformacion fisica por la pérdida de propiedades mecanicas y promoviendo la aparicion de

corrosion por hendidura que se asocia a la CMI.

La superficie de Ti NTs se muestra en la Figura 42, con biopelicula, a-c), y sin
biopelicula, d-f). Se observa la matriz de exopolisacaridos en la que se encuentran
incrustadas las levaduras de C. albicans, su heterogeneidad al contar con poros los cuales
facilitan los canales de difusion de iones y especies quimicas oxidantes que promueven la
proliferacion del microorganismo. Las protuberancias que se observan en el inciso d) son
partes de la biopelicula que no se logré remover sin embargo los NTs sufrieron ese destino al
ser desprendidos por influencia de la levadura durante los 21 dias del estudio. Dicha accién
se puede atribuir a los cloruros presentes en la solucion FM los cuales al disminuir la

pasividad de la capa de TiO, atacaron directamente la capa insoluble hasta desprenderla.
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En los espectros obtenidos por EDS se observa contenido de carbono cuando hay
presencia de la biopelicula lo cual es indicativo de material biolégico. En los andlisis de titanio
con NTs, tabla 12 y 13, la presencia de varios metales es indicativo de posible contaminacion

de la camara del microscopio, niquel, cobre y Hg.

CAPITULO 6
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
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6. CONCLUSIONES.

Para el desarrollo experimental de la presente investigacion se simularon las condiciones
desde unas perspectiva quimica lo mas apegado al posible ambiente bucal: ausencia de luz
al instalar la celda electroquimica recubierta con aislante negro dentro de una caja de
poliestireno aislada, temperatura fisioldgica controlada al ingresar a la caja una fuente de luz
que mantuviera la temperatura a 37 °C + 1 °C con la celda electroquimica completamente
cubierta para evitar una interaccion entre los fotones, la solucion simulada de saliva, el
modelo microbiolégico y la muestra de cada ensayo. Por lo tanto, se puede considerar que

los resultados obtenidos y analizados se encuentran fuertemente apegados a la realidad.

La hipdtesis de la investigacion fue comprobada al presentar una pasivacion mayor las
superficies con NTs de Ti y un ataque corrosivo menor comparada con las superficies
control. Aun asi, se recomiendan estudios donde se utilice una superficie que pueda ser
tratada por metalografia previo a los estudios para obtener parametros que han sido
estandarizados con resultados no tengan tanta variabilidad entre ellos al contar con una
superficie homogénea donde se sintetizaran las NTs. En el presente estudio las
irregularidades a escala nanométrica de las muestras permitieron el anclaje de C. albicans en
las regiones donde la sintesis de los NTs no fue homogénea lo que resultdé en corrosién que
probablemente no se hubiera presentado si la muestra se hubiera pulido a espejo previo a
someterla al anodizado oxidativo al igual que dichas irregularidades funcionaron como

pequefios canales donde la deposicion y proliferacion fueron posibles.

Se espera que en siguientes investigaciones se utilice un nimero mayor de modelos
microbiolégicos de microorganismos presentes en la cavidad bucal, crecimientos de
bacterias con levaduras donde pueda evaluarse el comportamiento entre ambas en la
formacion de biopelicula y su desarrollo en agares especificos, tipos de exopolimeros

secretados y su influencia sobre el deterioro del metal en solucion simulada de saliva tanto

79



como saliva natural. Al reportarse que tienen la capacidad de adherirse sobre superficies
metélicas generando problemas de infeccion e inflamacion que desembocan en la remocion
del implante, y que probablemente se observara con una biopelicula en su superficie
resultando en problemas relacionados con la corrosién inducida por microorganismos. Lo
anterior con la finalidad de probar si las superficies con NTs de Ti con el procedimiento de
anodizado tiene un efecto negativo sobre la adherencia microbiana como fue demostrado en

el presente estudio.
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