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Resumen

En las Ultimas décadas se han estudiado y utilizado diversos materiales metalicos,
ceramicos, polimeros y naturales como implantes médicos, incrementando el uso
de materiales metalicos. Entre los mas utilizados se encuentran los aceros
inoxidables, aleaciones base titanio, cobalto, cromo y molibdeno. De estas, las
aleaciones base titanio son ampliamente utilizadas en aplicaciones biomédicas
debido a sus propiedades tales como buena resistencia a la fatiga, durabilidad,
resistencia a la corrosion y biocompatibilidad.

Las aleaciones de Ti tipo B, presentan excelentes propiedades como la resistencia
a lo corrosion y resistencia mecanica, por lo que es de gran interés el estudio de
esta aleacion. Entre los elementos estabilizadores de la fase B, se encuentra el
tantalo y estafio, siendo ambos elementos biocompatibles. Sin embargo, el efecto
del estafio como elemento en aleaciones a base Ti para aplicaciones biomédicas
aun no ha sido investigado en profundidad, por lo que actualmente existe una
escasez de las aleaciones Ti-Ta-Sn.

En el presente trabajo se tiene como objetivo general analizar el efecto de la
microestructura de la aleacion Ti — 13% Ta — x% Sn (x= 3, 6, 9, 12% atdmico)
sobre la respuesta antibacteriana tanto bastecidas y bacteriostaticas al contacto
con las bacterias Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

Se fabricaron espumas metdlicas de la aleacion Ti-Ta-Sn mediante la via
pulvimetallrgica, realizando el proceso de aleado mecénico y sinterizacion de
polvos metalicos de titanio, tantalo y estafio, caracterizando los polvos metalicos y
espumas metdlicas obtenidos mediante, difraccién de rayos X (DRX), microscopia
electronica de barrido (MEB) y microscopia 6ptica (MO). Ademas se realizé la
cuantificacion del crecimiento de las cepas bacterianas por medio de densidad
Optica (DO) y microscopia Optica (MO).



Abstract
In recent decades various metallic, ceramic, polymer and natural materials have

been studied and used as medical implants, In recent years the use of metallic
materials has increased, and among the most used is stainless steels, titanium,
cobalt, chromium and molybdenum alloys. Of these alloys, titanium base alloys are
widely used in biomedical applications due to their properties such as good fatigue

resistance, durability, corrosion resistance and biocompatibility.

Ti-type alloys have excellent properties such as corrosion resistance and
mechanical resistance, so it is of great interest to study this alloy. Tantalum and tin
are the stable elements of the phase, and are both biocompatible elements.
However, the effect of tin as an element in Ti-based alloys for biomedical
applications has not yet been thoroughly investigated, and as a result there is

currently a shortage of Ti-Ta-Sn alloys.

In this work, the goa lis to analyze the effect of the microstructure of the alloy Ti —
13% Ta — x% Sn (x 3, 6, 9, 12% atomic) on the antibacterial response both
basaltized and bacteriostatic on contact with Staphylococcus aureus and

Escherichia coli bacteria.

Metal foams of the Ti-Ta-Sn alloy were developed using the pulvimetallrgica track,
performing the mechanical alloy integration process and sintering of metallic
powders of titanium, tantalum and tin, characterizing the metal powders and metal
foams obtained X-ray diffraction (XRD), scanning electron microscopy (MEB), and
optical microscopy (MO). In addition, the growth of bacterial strains will be

quantified by optical density (DO) and optical microscopy (MO).
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Capitulo 1: Introduccion general

1.1 Introduccién

A nivel mundial, existe una tendencia al incremento de la expectativa de vida y de
la poblacion sobre 60 afios. Segun estudios de la Organizacion Mundial de la
Salud en el afio 2015 en el mundo existian 901 millones de personas (12% de la
poblacién) mayores a 60 afios, se estima que para los afios 2030 y 2050
aumentara en un 17% y 22% respectivamente [1].

Chile y sus paises vecinos no son la excepcion, ya que son una de las regiones
mas longevas del mundo. Segun el Instituto Nacional de Estadisticas la poblacion
sobre 60 afios para el 2018 fue de 3 mil habitantes. Se estima que esta cifra
aumentara para el 2025 y 2050 en un 50% y 200% respectivamente [2].

Se ha observado que a medida que se incrementa la edad del paciente
incrementa la probabilidad de sufrir una intervencion quirdrgica. Esto ha llevado a
mejorar el desarrollo de implantes, que presenten un periodo de vida util cada vez
mayor. El éxito clinico de los implantes se basa en la consecuencia de la
osteointegracion.

Para elegir correctamente el biomaterial con el que se debe sintetizar el implante,
es esencial entender las relaciones existentes entre su estructura, sus
propiedades y la funcion que va a desarrollar [3].

Los biomateriales metéalicos tienen distintos usos, su empleo en implantes
estructurales es basico, reemplazando determinados componentes del cuerpo
humano, fundamentalmente cuando se requiere soportar cargas (implantes
dentales, huesos y articulaciones), o también como elementos de fijacion
temporales [4-5]. Por lo tanto, los implantes metalicos ademéas de ser
biocompatibles necesitan disponer de una compatibilidad mecanica con el hueso
que sustituye, que se consigue mediante una combinacion de bajo modulo
elastico, alta resistencia a la corrosion, alta resistencia a la rotura y fatiga [5].



Entre los biomateriales, las aleaciones de base Ti son las méas frecuente en la
industria de fabricacién de implantes en el dltimo tiempo, este elemento presentan
una transformacion alotropica presentando la fase a (hcp) a temperatura ambiente
y una fase [ (bcc) a temperatura sobre 823 [°C], esta Ultima fase es la de mayor
interés debido la similitud de propiedades mecanicas con el hueso [6].

La fase tipo B no es estable a temperatura ambiente por lo que de adicionan
elementos estabilizadores como el tantalo, niobio, circonio, rubidio y molibdeno,
los cuales tienen un alto costo, ademas de los elementos de menor costo como
manganeso, fierro, cromo y estafio [7-8].

Las aleaciones de titanio, pueden ser aplicadas como biomédicos pero tienen
como desventaja el valor del modulo elastico se encuentran en el rango de 50 a
120 [GPa] que es més alto que el de la estructuras Oseas, que se encuentran
entre 3 a 30 [GPa] dependiendo del tipo de hueso y la direccidén en que se realice
la medicion [9-10]. Esta diferencia de valores genera un efecto conocido como
“apantallamiento de tensiones”, que consiste en que el metal soporta una parte
desproporcionada de la carga frente a lo que soporta el hueso. Otra desventaja de
esta aleacion, es su alta reactividad a temperatura superior a 600 [°C], lo que
provoca que son propensos a la rapida oxidacion.

Las posibles alternativas para disminuir el modulo elastico son: i) formacion de una
solucion sélida, ii) sintesis de materiales compuestos vy iii) sintesis de espumas
[11]. En donde esta Ultima alternativa es utilizada para la disminucion del modulo
elastico y para ajustar las propiedades mecanicas de los implantes de titanio a las
condiciones del hueso. Esto minimiza o elimina el apantallamiento de tensiones,
aumenta la probabilidad del crecimiento del nuevo tejido 6seo y eventualmente
prolonga la vida atil del implante [11].

Una posible falla o complicacién en relacién al uso de implantes, protesis y otros
elementos artificiales, es el desencadenamiento de procesos infecciosos
originados por colonizacion por microorganismos.

La incidencia de este proceso infeccioso es bastante habitual, estudios anteriores
en catéteres vasculares o sondas vesiculares posterior a 1000 [d] de uso,
mostraron que en 5 a 15 % de los casos se presentaron infecciones bacterianas.



En el caso de implantes metélicos en ortopedia, la tasa de infeccion oscila entre 2
— 4 % en implantes fijos y para los clavos empleados como fijadores externos se
eleva hasta un 45% [12].

El rechazo del implante médico debido a la presencia de bacterias oscila entre un
7 a 10%, en donde las bacterias Staphylococcus aureus y Escherichia coli
generan un 27% y 4% respectivamente del total de los rechazos de los implantes
meédicos producto de infecciones bacterianas [12].

La causa directa del desarrollo de los procesos infecciosos en un implante se debe
a la formacion de una biopelicula sobre la superficie del material. NUmeros
estudios han demostrado que la biopeliculas se encuentra presente en todos los
ecosistemas y actualmente se admite que en ambientes naturales entre 95 — 99%
de los microorganismos, se tienden a formar una biopelicula sobre superficies
sélidas, siendo la forma de vida plancténica no mas que un medio de traslado de
una superficie a otra. La capacidad de formacion de esta capa no parece
restringida a ningun grupo especifico de microorganismos y se considera que bajo
condiciones ambientales adecuadas se podrian encontrar cepas formadoras de
biopeliculas de cualquiera de ellos [13].

Este trabajo consiste en determinar el efecto del estafio en la aleacién Ti - 13%Ta
- X% Sn, con un porcentaje atébmico del estafio es de un 3, 6, 9 y 12, mediante la
via pulvimetalurgica. Se confeccionaron espumas metélicas con un 50% v/v de
porosidad para evaluar sus propiedades antibacterianas.

El procedimiento experimental se inicio en el aleado mecénico, se realizé una
caracterizacion de los polvos metélicos mediante difraccién de rayos X (DRX) y
microscopia electrénica de barrido (MED), posteriormente estos polvos fueron
compactados y sinterizados por el método de Hot Pressing, se realizd la
caracterizacion de las probetas metalicas mediante microscopia Optica (OP) y
difraccibn de rayos X (DRX). Por ultimo, para determinar las propiedades
antibacterianas se realiz6 ensayo de microscopia 6ptica al cultivo de bacteria,
ademas de sus controles negativos y positivos.



1.2 Definicién del problema

Las aleaciones Ti-Ta-Sn han mostrado buenas caracteristicas mecanicas y de
corrosion, para ser utlizado como implante médico. Sin embargo no existe
informacion acerca de la influencia y efecto del estafio sobre la respuesta
antibacteriana de las espumas de Ti-13Ta-xSn (x= 3, 6, 9 y 12% atdémico), en
contacto con las bacterias Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo principal

Analizar el efecto de la cantidad de estafio en la aleacion Ti — 13% Ta — x% Sn (X
=3, 6, 9y 12% atébmico) sobre el cambio de la microestructura y la respuesta
antibacteriana, para ser utilizado como biomateriales en reemplazo del hueso
humano.

1.3.2 Objetivo especificos
e Analizar el efecto del estafio en la aleacion Til3TaxSn (x = 3, 6, 9y 12%
atomico) sobre las bacterias Staphylococcus aureus y Escherichia coli.
e Analizar el efecto de la fase B, presente en la aleacion Til3TaxSn (x = 3, 6,
9y 12% atdmico), sobre la formacion de la biopelicula.



Capitulo 2: Antecedentes bibliograficos

Los biometales se clasifican en cuatro grandes grupos segun la necesidad del
hueso que se quiere reemplazar, debido a que cada hueso y tejido presentan
diferentes propiedades quimicas y quimicas. Estos grupos: polimeros, ceramicos,
naturales y metalicos, siendo este ultimo de nuestro interés.

En la actualidad, la industria médica utiliza implantes metalicos como aceros
inoxidables y aleaciones en base titanio, magnesio, tantalo, zirconio, niobio y
cobalto [14].

El material utilizado en la fabricacion de implantes médicos, debe tener en
consideracion que existe una compatibilidad mecénica con el hueso, para asi
evitar una pérdida del implante y en consecuencia un largo periodo de servicio.

Para escoger un material que serd utilizado en la fabricacion de los implantes se
debe tener especial consideracién en que existe una compatibilidad mecénica
entre el hueso y el biometarial utilizado, para asi evitar una pérdida del implante y
un largo periodo de servicio.

El proceso de fabricacion es de gran importancia, en donde la pulvimetalurgia
presenta la ventaja de fabricar piezas de forma complejas y dimensiones cercanas
a las del producto final, con excelentes tolerancias y alta calidad.

2.1 Pulvimetalurgia

La pulvimetalurgica (PM) es el estudio de tratamientos de polvos metalicos,
incluyendo su fabricacion, caracterizacién y conversién en componentes Utiles de
ingenieria [15]. La principal ventaja de la PM es la elaboracion de piezas de forma
complejas y dimensiones cercanas a las del producto final, con excelentes
tolerancias y alta calidad. Para asi obtener piezas con una alta homogeneidad y
control del tamafio de grano, generando la formacion de enlaces fuertes entre las
particulas lo que conlleva a un aumento de la dureza y tenacidad [16-17].



Algunas desventajas del proceso de PM consiste en el alto costo de maquinaria y
equipos, la presencia de variacion de densidad especialmente en geometrias
complejas, alta dificultad de produccion con disefios complicados con pequefio
tamafo, el alto costo de los polvos metalicos y por ultimo algunos de estos
presentan riesgos de explosion, como el aluminio, magnesio, zirconio Yy titanio [18].

En el diagrama que se aprecia en la Figura 1 se describe de modo esquematico
las etapas mas relevantes en el proceso PM. El proceso se inicia en el
procesamiento de los polvos metélicos, para luego fabricar probetas en verde y
finalmente probetas metéalicas consolidadas. Las caracteristicas que se deseen en
la pieza final dependen de las técnicas y condiciones operacionales en que esta
fue fabricada.

Obtencion de
polvo

Mezclado Compactacion

Operaciones post|

: ; Sinterizado
sinterizado
Mecanizacion Con5|de_rac~|ones > Trafam_lentos
de disefio térmicos
Pieza final

Figura 1. Etapas del proceso pulvimetalurgico [19].

El proceso inicia en el procesamiento de los polvos metélicos, los cuales son
mezclados para obtener una buena homogeneidad y luego en el proceso de
compactacion estos promuevan los compactos con pequefios gradientes de
densidad para asi generar una mayor resistencia y mejor sinterizacion de éstos.
Finalmente, el proceso de sinterizado se emplea para mejorar las propiedades
internas y superficiales del producto final [19].



2.2 Titanio

El titanio se descubrié hace mas de 200 afios, pero este comenzo6 su produccion
comercial alrededor del afio 1950, debido a la alta reactividad y su compleja
extraccion, en esa época fue reconocida por su importancia estratégica en la
industria. En la actualidad, el Ti es el cuarto elemento mas abundante en la
superficie terrestre, esto lo hace un metal facilmente disponible para la
confeccionar aleaciones [20].

Es un elemento de transicion que presenta una estructura electrénica con una
capa d incompleta, formando soluciones sélidas con elementos sustitucionales’,
con un factor de tamafio atomico hasta de un 20% [21].

El titanio metalico puro es de color blanco y lustroso, que presenta una excelente
resistencia a la corrosion, soportando el ataque de acidos inorganicos, de la
mayoria de los organicos y cloruros.

Sin embargo, el Ti reacciona muy rapido en contacto con oxigeno, nitrégeno,
hidrégeno y carbono, cuya respuesta se acrecienta exponencialmente al aumentar
la temperatura. A una temperatura superior a 700 [°C] los gases llegan a difundirse
en la red cristalina del Ti.

Entre otras propiedades destacables del Ti se encuentran: su alto punto de fusion,
elevada dureza, bajo coeficiente de conductividad y dilatacion térmica. En la Tabla
1 muestran algunas propiedades mecanicas y fisicas del titanio puro[22-23].

Tabla 1. Propiedades mecanicas Y fisicas del titanio puro [24].

Propiedad Valor Unidad
Densidad 4,51 [g/cm?]
Temperatura fusion 1660 [°C]
Calor especifico 519 [Cal/g]
Conductividad térmica ~9 [Btu ft/ ft h °F]
Expansion térmica ~3 [Lm/m °C]
Susceptibilidad magnética 3,17 [Emu/g]
Modulo tensién ~101 - 10° [MPa]
Madulo compresion ~103- 10° [MPa]

1 . . .z . ~ . .
Elemento sustitucionales: Accidon que ocurre cuando atomo con mayor tamafo sustituye a un dtomo
original cuando su punto de la red cristalina.



)] Estructura cristalina titanio

El titanio es el Unico metal ligero que presenta dimorfismo, y en estado puro
presenta una transformacion alotrépica a 882 [°C] cambiando de una estructura
cristalina hexagonal compacta, que presenta una fase a a una estructura centrada
en el cuerpo que presenta una fase B. En la Figura 2 se observan ambas

estructuras cristalinas:
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Figura 2. Estructura cristalina del titanio: (a) titanio a: estructura hexagonal
compacta, (b) titanio f3; estructura cubica centrada en cuerpo [24].

Este cambio de estructura permite que el Ti presente una transformacion
reversible, ademas de generar la posibles transformaciones del tipo a, B, a+p,
dependiendo de los elementos aleantes que estabilizan una u otra fase [24].

Los elementos aleantes generan un cambio en la temperatura de transformacion
alotropica y se clasifican en tres grupos (ver Figura 3): i) a- estabilizadores (Al, O,
N, C) incrementan la temperatura de transformacion, ii) B- estabilizadores permiten
gue sea estable a temperaturas menores de la temperatura se subdividen en dos
grupos B isomorfos (V, Mo, Nb, Ta) y B eutectoides (Fe, Mn, Cr, Ni, Cu, Si) y iii)
neutralizadores (Zr, Sn) [14]. En la Figura 3 se puede apreciar el efecto de las
aleaciones en el diagrama de fases del titanio.



El estafio es un elemento neutro (ver Figura 3 (a)), pero en ciertas adiciones de
Sn produce endurecimiento por solucién sdlida sin afectar la temperatura de
transformacion [25].

(@) (b) (€)

B &
Bt:-n:n: B
Ohex o o+ a
- _ -
T Ti Ti
Neutro a — estabilizador B — estabilizador

B —isomorfo B - eutéctico
Figura 3. Efecto de los elementos de aleacion en el diagrama de fases del titanio:
(a) estabilizador a, (b) estabilizador 3 isomorfo y (c) estabilizador 3 eutectoide
[3,14].

Las aleaciones de titanio tipo a son utilizadas para aplicaciones a temperaturas
elevadas y criogénicas, estas no son sensibles a tratamientos térmicos por lo que
se utiliza en combinacién de trabajo en frio y enfriamiento para modificar sus
propiedades. Esta fase en comparacion a las del tipo a y a+ presenta una mayor
resistencia a la fluencia en caliente, como también un menor limite elastico y
resistencia a la traccion como se observa en la Tabla 2. Las aleaciones del tipo
a+B generalmente poseen una buena capacidad de fabricacién, una alta
resistencia a temperatura ambiente y una resistencia moderada a temperatura
elevadas. Por ende las propiedades pueden controlarse mediante tratamiento
térmico, que se utiliza para ajustar los estados microestructurales y precipitaciones
del componente 3 [24].

Finalmente, las aleaciones tipo B se separan en dos grupos; el beta isomorfo
consiste en elementos que son miscibles en la fase beta y el tipo beta eutectoides
con el titanio con temperaturas eutectoides como maximo de 300 [°C] por debajo
de la temperatura de transformacién del titanio sin alear.



Las aleaciones B se caracterizan por su elevada capacidad de endurecimiento,
alta resistencia a corrosion, alta templabilidad, bajo modulo elastico, alta
resistencia a la traccion y limite elastico (ver Tabla 2), pero algunas desventajas
en comparacion a las del tipo a son su alta densidad, menor resistencia a la

fluencia y menor ductilidad en la condicion de envejecimiento [26].

Tabla 2. Propiedades mecéanicas segun la fase predominante en la aleacion de

titanio [26].

Material Resisj[t'ancia ala | Limite eldstico | Alargamiento

traccion [MPa] [MPa] %

Ti puro 241-552 172-483 15-24
Fase Ti-a 862 779 15
Fase Ti-B 1290 1214 5

Fase Ti-a+f 966-1103 862-1034 8-15

Se observa en la Figura 3 la isoterma experimental del sistema ternario Ti-Ta-Sn
a 900 [°C], la linea continua se ajusta con las condiciones y la linea punteada se
deduce de la extrapolacion termodindmica de los sistema binario de estos

elementos.

Sn o— Aleacién bifasica
1— Aleacion trifasica
*— Equibrio trifasico
»—xLinea de unién

Py == ‘L\‘k-. .

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 o,
Ta (fraccién molar)

Figura 4. Seccion isoterma experimental del sistema ternario Ti-Ta-Sn a 900 [°C],
adaptado de [26].



Existen ocho regiones monofasicas y siete regiones trifasicas en la isoterma de Ti-
Ta-Sn, el compuesto ternario TizgTazsShse y las dos regiones trifasicas: B-TigSns +
TiseTazgSnszs + TazSn y Ti,Sn + TizSn + B (Ti, Ta) (% atdmico), se detectaron
experimentalmente. Las fases estables en el sistema ternario son: B (Ti, Ta),
TizSn, Ti,Sn, TisSng, B- TieSns, TizgTazgSnse y liquido (Sn).

Los compuestos TizgSn, Ti,Sn, TisSnz y B- TigSns se extienden a lo largo de la
concentracion iso de Sn. Este resultado indica que el Ti se reemplaza por Ta en
los cuatro compuestos de Ti-Sn y que el Ta se reemplaza por Ti en TizSn.

En la Tabla 3 se presentan las solubilidades del Ta y Sn en las fases estables
presentes en el sistema ternario a 900 [°C]. Se presenta la solubilidad maxima del
Ta en la fase liquida a 2,1% (% atémico), cuyo valor disminuye a 900 [°C] debido a
la alta temperatura de fusion de este elemento. En el caso del Sn, presenta una
mayor solubilidad sélida en 8 (Ti, Ta) del orden de 21,2% (% atomico) y finalmente
la fase liquida existe principalmente en la esquina rica en Sn.

Tabla 3. Solubilidad del titanio (Ti) y tantalo (Ta) en fases estables del sistema
ternario Ti-Ta-Sn a 900 [°C] [27].

Elemento - : B- B- B- B- B- -
: T, T -Ti | B-T . . , , L
(% atomico) B (T Ta)| BT IBTa | piq s | Tissn| TisSns | TipSn| Tagsn| 044

Ta - - - >155|<9,3| <59 | =73/, =88] <21
Sn <21,2 |0-11| =0 - - - - - 198,9-100
ii) Espumas metdlicas

Las espumas metalicas son sdlidos celulares artificiales que emulan
microestructuras relativamente comunes en la naturaleza, es decir, son materiales
porosos que presentan una relevante combinacion de propiedades fisicas y
mecénicas, como la alta rigidez junto con un peso especifico muy bajo [27][28].

Los poros de las espumas pueden ser cerrados o abiertos, en ambos casos tienen
diferentes beneficios, en el caso que presenten poros abiertos permiten la
disipacion de calor y sirven de filtros o catalizadores, en cambio los materiales con
poros cerrados presentan gran rigidez y aislamiento acustico [29].



Al variar la porosidad algunas propiedades del material cambian, la variable méas
estudiado corresponde al modulo de Young, el cual tiene un crecimiento
inversamente proporcional, es decir, al aumentar la porosidad el médulo de
Young disminuye como se puede apreciar en la Figura 5 [30-31]. Por lo tanto, el
aumentd de porosidad nos ayuda a combatir la problemética del apantallamiento
de tensiones generando que este disminuya o se elimine [32-33].
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Figura 5. Efecto de la porosidad en el médulo de elasticidad [GPa] de la aleacién
Ti-Ta-12% at [31].
2.3 Huesos
El cuerpo humano esta formado por 206 huesos, los que se encuentran sometidos
a diferentes cargas y mudltiples tipos de esfuerzos, estos se clasifican en tres
grandes grupos [34-35]:

)] Huesos largos: Son aquellos de mayor longitud, que corresponde a los
huesos de los brazos y piernas, es decir, extremidades.

i) Huesos cortos: Son los huesos de las mufiecas, manos, pies y
vertebras.

1)) Huesos planos: los representan a su vez, aquellos huesos que
conforman la estructura 6sea de la cabeza y la zona toracica del cuerpo
humano.



Ademas los huesos del cuerpo humano son sometidos a multiples tipos de
esfuerzos, tales como i) compresion: por la accién de los musculos, la gravedad y
cargas externas, necesarias para el crecimiento y depdsito de material 6seo, ii)
traccion: producto a la accion de los tendones en la contraccibn muscular, iii)
flexion: debido a la falla del lado convexo por aumento de las fuerzas de traccion,
cizallamiento y torsion.

Los diferentes huesos necesitan soportar diferentes cargas, por lo que existe una
gran variacion en los valores de resistencia a la traccion, compresion, doblado y
torsién. A continuacion, se presentan las propiedades mecanicas del hueso en
relacion a la edad de la persona (ver Figura 6) [34 - 36].
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Figura 6. Resistencia mecanica del hueso cortical para distintas edades (a) ultimo
esfuerzo (b) ultima deformacion [36].



Como se menciond anteriormente y como se observa en la Figura 6, las
propiedades mecéanicas de los huesos estan sujetas al tipo de ensayo que se
aplique, ya que el hueso presenta anisotropia, es decir, las propiedades varian de
acuerdo a la direccion en que se esté realizando el ensayo [37].

Ademas, los huesos no son compactos, es decir, presentan porosidad, por lo que
se puede clasificar segun su densidad: i) compactos o corticales; ii) esponjosos
[34]. Estudios anteriores han demostrado que existe relacion entre las propiedades
mecanicas y la porosidad, por ejemplo el modulo elastico presenta una relacion
inversamente proporcional con la porosidad del hueso.

Cabe destacar que el esfuerzo al que el hueso puede fracturarse es muy variable,
normalmente se produce la rotura antes del esfuerzo maximo, esto debido a la
existencia de microfracturas que producen un deslizamiento a nivel
microestructural facilitando la fractura a menor carga. A su vez, la fractura del
hueso se encuentra directamente ligada al tiempo de carga, es decir, si este se
aplica con un alto impacto, el esfuerzo para alcanzar la fractura serd menor en
comparacion si este esfuerzo se aplicara en un mayor tiempo, como se aprecia en
la Figura 7. El esfuerzo de rotura en un ensayo de compresion varia entre 0,8y 1
[MPa] [38].
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Figura 7. Curva esfuerzo vs deformacion de un ensayo de compresion llegando a
la fractura [38].



2.5 Biocompatibilidad

El

estudio de

la biocompatibilidad se entiende como

la descripcién y

caracterizacion de una respuesta reproducible por parte del tejido bioldgico relativo

a los materiales diseflados para actuar interfacialmente con sistemas biologicos

con la finalidad de evaluar, tratar, aumentar o sustituir algin tejido, 6rgano o

funcién del cuerpo [39].

A partir del desarrollo de los biomateriales, es posible definir cuatro fases o tipos

de materiales segun la respuesta del organismo [39-40]:

Inerte: materiales implantes que generan poco o0 ninguna respuesta.

Interactivos: materiales implantables que estan disefiados para generar una

respuesta especifica y beneficiosa.

vivas,

reabsorbidos o remodelados raras veces.

vitro a partir de celular previamente obtenidas del paciente.

Viable: materiales implantables, posiblemente con incorporacion de células
que son tratados por organismo como tejido normal y son

Replante: materiales implantable consistentes de tejido nativo, desarrollo in

Es importarte conocer si los elementos presente para la fabricacion del biomaterial

son cancerigeno, mutagénico, genotoxico, citotoxico, alergénico, y si resiste el

entorno biolégico corrosivo. En la Tabla 4 se presenta un resumen del impacto

biologico de los elementos utilizados en éste estudio.

Tabla 4. Impacto biolégico en el cuerpo humano de los elementos utilizados en
este estudio [40].

Elemento Bio- Cancerigeno|Genotoxico|Citotoxico| Alergénico Propen_sp a
compatibilidad corrosion
Ti Si No No Mediano No No
Ta Si No No Bajo No No
Sn Si No No Bajo No No




)] Propiedad antibacteriana

En la actualidad, la prevencién de las potenciales infecciones asociadas al
procedimiento clinico en las cirugias de implante, que se puede realizar de dos
formas: i) implante-farmaco antibacteriano y ii) implantes confeccionados por
biomateriales con propiedades antibacterianas. Dentro de este segundo grupo se
centra el trabajo a realizar.

Las interacciones de un biomaterial con los componentes de la sangre conducen a
la alteraciéon de mecanismos fisiopatolégicos asociados al proceso clinico tratado
[41]. En particular, la respuesta y la inflamacion que se origina a consecuencia del
material implando favorecen la intensidad de esta interacciones e incrementa la
probabilidad de colonizacién bacteriana y la formacién de un biopeicula, lo que
deriva en el establecimiento de la infeccion [42].

Un estudio previo afirma que las aleaciones Ti-Cu exhiben propiedades
antibacterianas en contacto con las bacterias Staphylococcus aureus vy
Escheriachia coli, dado el aumenté de la fraccion de &rea de Ti,Cu donde se
liberan mas iones para comprometer el crecimiento bacteriano y la morfologia de
la fase B. En la Figura 8, se aprecia que la fatalidad de las bacterias parece ser
proporcional a la adicién de cobre. Este metal es un elemento estabilizador de la
fase B, por lo que existe una relacion directamente proporcional entre las
propiedades antibacteriana de la aleacion y la fase beta [43].
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Figura 8. Tasa antibacteriana (R): (a) después de 2 horas y (b) después de 6
horas para las aleaciones de Ti-Cu [43].



En la Figura 8 se presentan los resultados de las aleaciones base Ti con adicion
de cobre de 1, 2,5, 3y 10 % (% atébmico), para dos tiempos de crecimiento
bacteriano: 2 y 6 [h]. Este estudio considero como control las probetas de Cu puro,
dicho de otra manera, la respuesta antibacteriana de esta probeta es el 100%.

Las aleaciones Ti-Cu en contacto con el cultivo bacteriano durante 2 [h], no
presenta diferencia estadistica significativa. Por el contrario, las probetas que
estuvieron en contacto durante 6 [h], presentan una relacion directamente
proporcional entre la respuesta antibacteriana y la adicién de Cu [43].

Se establece que la fatalidad de las bacterias de este estudio puede aumentar
hasta un 90% después de un periodo de 24 [h] (ver Figura 9), pero esto se puede
atribuir a la falta de alimento producto de la delicadeza y sensibilidad del
procedimiento de agregar un medio adicional intermitente [44].

ii) Rutas de infeccion

La principal ruta de infeccion es el cultivo intraoperatorio positivo (CIOP) que son
originadas por la contaminacion del implante antes o durante el proceso
quirargico, por exposicion del implante y/o del lugar de su alojamiento a las
bacterias ambientales y a las portadas por los profesionales sanitarios [42, 45-46].

La segunda ruta de infeccion es la que se genera durante el periodo de
hospitalizacion postoperatorio, es causada por la contaminacion directa de las
heridas abiertas, o bien el uso de dispositivos invasivos como tubos de perfusion,
catéteres o drenajes[42, 45-46].

La tercera ruta posible es la de infecciones derivadas por la propagacion
hematégena de bacterias desde otras partes del cuerpo con infeccion al
biomaterial implantado [42, 45-46].



A su vez las infecciones posquirdrgicas precoces (IPP) aparecen con menor
frecuencia. Este tipo de infecciones aparecen dentro del primer mes posterior a la
intervencion quirdrgica, estas se manifiestan con celulitis local, dolor y fiebre. Las
infecciones protésicas tardia (PT) aparecen luego del segundo mes de la
implantacion y puede manifestarse incluso afos después del procedimiento. Estas
son detectadas por los sintomas: un alto dolor, aparicion de un trayeco fistuloso y
puede estar ausente la inflamacion.

La dltima ruta de infeccion consiste en la infeccion hematodgeno aguda (IHA) que
se puede presentar en cualquier momento, apareciendo de forma brusca la fiebre,
dolor y elementos fluxivos locales [46].

iii) Formacion de la biopelicula

Al momento de ponerse en contacto las bacterias con los biomateriales, se inicia
la formacion de la biopelicula. Esta inicia con la fase de adherencia primaria (fase
reversible o inespecifica), en donde los microorganismos se acercan y sitlan
sobre la superficie del biomaterial, como se observa en la Figura 9. Las bacterias
Gram negativo presentan flagelos, ayudando a que las bacterias se aproximen al
implante, pero este desplazamiento es contrarrestado con posibles repulsivas

La segunda fase se llama irreversible o especifica (ver Figura 9), las bacterias
comienzan a producir adhesinas®?, generando los procesos de adherencia
intercelular que consolidan la biopelicula, llamada fase de acumulacién [47].

Finalmente, cuando las bacterias se adhieren al implante, estas comienzan a
multiplicarse y se acumulan como un conglomerado de células en multiples capas
(ver Figura 9), generando componentes extracelulares que interaccionan con las
moléculas orgénicas e inorganicas para la formacién de una matriz extracelular,
llamada glicocalix o slime. Esta matriz corresponde al 85% de la biopelicula y
mantiene unidas a las células, ayudando a atrapar y retener nutrientes para el
crecimiento de la biopelicula y protegiendo a las células de la deshidrataciones y
de la accion de los antimicrobianos [48].

2 . , . . . . . .z ,
Adhesinas: Proteinas de superficie implicadas en la interaccién permanente de la pelicula precursora de
proteinas absorbidas.
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Figura 9. Etapas de un proceso de formacion de una biopelicula 1. Adherencia
primaria o inespecifica; 2 Adherencia secundaria o especifica; 3 y 4 fase de
acumulacion y 5 fases de separacion [48].

iv) Cepas bacterianas

La cepa bacteriana Staphylococcus aureus fue descrita por primera vez en 1880
por el cirujano Alexander Ogston en Escocia, pero en Chile hay referencia de esta
cepa desde el afio 1967. Recién en la década del 80 comenzd adquirir relevancia,
causando entre un 14 y 32% de las infecciones intrahospitalarias. El incremento
de las prevalencia de STAU implica un serio problema terapéutico en el ambiente
hospitalario, ya que estos organismos con sus amplios patrones de resistencia. La
variabilidad de STAU debido su rapida respuesta adaptativa frente a cambios del
medio y su continua adaptacion a los antibidticos, han hecho de este un residente
habitual del habitat hospitalario [49].

La Staphylococcus aureus es anaerobias, Gram positiva, productora de
enterotoxinas termoestables, formadora de toxinas mas resistentes y puede
sobrevivir durante largos periodos de tiempo en un ambiente seco, son muy
persistentes en alimentos con contenido alto en sales y azlcares [50]. La bacteria
STAU son adaptables y se desarrollan en un amplio rango de temperatura (10 - 48
[°C)D, pH (4 - 9,6 []) y actividad del agua (0,85 - 0,99 8]-]) [51].



La pared celular (ver Figura 10) estd compuesta por una gruesa capa de
peptidoglicano, este se trata de un polimero polisacarido compuesto por cadenas
con uniones de tipo B no ramificadas, que contienen subunidades alternantes de
acido N-ecetil muranico y N-ecetil glocosamina. La funciéon del polimero es
mantener rigidez de la pared bacteriana y su resistencia osmdtica. El otro
componenete mayor de la pared son los acidos teicoicos, estos son polimeros de
glicerol o ribitol fosfato, azucares y algunas veces D-alanina [52].

Figura 10. Cepa StaphyTocéccué aureus mcubada en piasma humano en
presencia de Efb (proteina de union a fibrindégeno extracelular). Ensayo MED
aumentd 10.000x [53]

La Escherichia coli es una bacteria patégeno, anaerdbica facultativa, Gran
negativo, perteneciente a la familia enterobacteriacea, estas son maviles por
flagelos peritricos, no esporuladas, fermentan la glucosa y la lactosa son catalosa
positivos, oxidasa negativo y reduce nitratos a nitritos. Estas bacterias se
multiplican a temperaturas entre 6 y 50 [°C], con una temperatura 6ptima de 37
[°C] [54-56].

La cepa COLI coloniza el intestino del ser humano en pocas horas, luego del
nacimiento y es considerado un microrganismo de flora normal, es decir, se
encuentra de forma natural en nuestros intestinos y ademas desempefia un rol
importante en ayudar al sistema digestivo, pero hay cepas que pueden ser
patdgenas y causar dafio produciendo diferentes cuadros clinicos [56-57].

Las células de E. coli son bacilos con un largo de 4 [um], un ancho de 0,5 [um] y
una superficie que presenta fimbrias, las cuales les permiten adherirse a las



paredes adyacentes como se aprecia en la Figura 11. Ademas estas presentan
entrecruzamiento en el peptidogluano generando un enlace directo, compuesto
por dos aminoazucares: N-acetilglucosamina y acido N-acetilmuramico, mientras
que el esqueleto del polimero estd formado por residuos alternantes de N-
acetilglucosamina y acido N-acetilmuramico [58-59].

Figura 11. Cepa Escherichia coli i Ensayo MED 24.000x [58].



Capitulo 3: Metodologia experimental

En este capitulo se explicara el procedimiento experimental llevado a cabo para

obtener las espumas de la aleacién Ti-Ta-Sn, detallando los equipos, materiales e

Insumos que se utilizaron.

3.1 Materiales e insumos

a) Polvos metélicos

b)

en la Tabla 5.

Tabla 5. Caracteristicas polvos metalicos.

Se utilizaron como materia prima los polvos metalicos de titanio (Ti), tantalio
(Ta) y estafio (Sn) comercialmente puro, cuyas caracteristicas se aprecian

Caracteristica Titanio Tantalo Estafio
Marca NAOH Tech. Co. | Sigma-Aldrich | Sigma-Aldrich
Pureza 99,5% 99,9% 99,5%

Tamafio -149 [um] -44 [um] <150 [um]

Tabla 6. Especificacion acido estearico.

Agente controlador del proceso
Se utilizé el acido estearico (C,;3H;50,) como agente controlador. Este &cido

acido estearico utilizado.

es del tipo graso saturado y posee una temperatura de fusion de 342 [K],
dada esta temperatura se garantiza la sublimacién completa durante el
proceso de sinterizacion. En la Tabla 6 se presentan las caracteristicas del

Acido estearico

Marca

G.A. Insumos y Equipos de Laboratorio

Pureza

97%




c)

d)

Gas argon

El gas inerte utilizado es el argéon (Ar) ultra puro, suministrado por la
empresa LINDE, en la Tabla 7 se presenta la composicion de este gas
segun la ficha técnica del proveedor. ElI Ar se utilizé en la camara de
guantes y el equipo Hot Pressing, para evitar la oxidacién de los polvos
metalicos.

Tabla 7. Especificacion gas Argon.

Impurezas Especificacion [ppm]
(o7} <3
N> <5
CHy4 <0,2
H,O <3
CO, <0,3

Medios de molienda

Las bolas utilizadas durante el aleado mecénico, son de éxidos de circonio
estabilizadas con Ltria (YSZ) altamente pulido, suministradas por la
empresa ACROSS INTERNATIONAL. En la Tabla 10 se aprecian las
caracteristicas de los medios de molienda.

Se utilizaron bolas con un diametro promedio de 5 [mm] y 10 [mm], en una
relacion de bolas 1:1 p/p y una relacién bolas/polvo de 10:1 p/p.

Tabla 8. Caracteristicas de los medios de molienda.

Parametro Valor Unidad
Densidad aparente 5,95 [g/cm’]
Zr(HNHO, 94,48 %
Y0, 5,15 %
TiO; 0,0018 %
P < 0,035 %
SiO, 0,007 %
Fe,O3 0,0009 %
S <0,03 %
N <278 %




e) Recipientes
Los recipientes de molienda son de o6xidos de circonio YSZ (ZrO;
estabilizado con itria). Se utiliz6 este tipo de recipiente ya que son
compuesto por elementos biocompatibles (ver Tabla 8). Estos fueron
fabricados por la empresa Across International, en las Tabla 8 y Tabla 9 se
presenta el detalle técnico de estos recipientes.

Tabla 9. Caracteristicas técnico recipientes de molienda.

Caracteristica técnicas
Molino compatible PQ-N2, PQ-N4
Diametro externo 106 [mm]
Diametro interno 90 [mm]
Altura total 105 [mm]
Profundidad 87 [mm]
Peso 5,5 [ib]
T max. operacion 320 [°C]
Dureza Rockwell > 89 HRA
Densidad 5,5 [g/cm3]

f) Material espaciador (space holder)
Se utilizé la sal de cloruro de sodio (NaCl) como espaciador, fabricada en
India y distribuida por la empresa G.A. Ventas. El andlisis quimico de la sal
utilizada se aprecia en la Tabla 10, segun ficha técnica entregada por el
proveedor.

La ventaja principal que posee este espaciador es que no reacciona con
titanio durante el proceso y se elimina por el aporte de calor durante el
tratamiento térmico.

Tabla 10. Analisis quimico del cloruro de sodio (NaCl).

Yodo < 0,002 %
Bromo <0,01 %
Clorato y nitrato < 0,003 %
Fosfato (PO,) < 5 [ppm]
Sulfato (SOy,) < 0,004 %
Metales pesados < 5 [ppm]
Hierro < 2 [ppm]




g) Matriz
Durante el proceso de compactacion se utilizd la matriz y punzones de
acero endurecido (ver Figura 12 (a)). Esta matriz encamisa los polvos
metalicos y el agente espaciador, para ser compactado por el punzon
superior que posee un diametro de 8 [mm].

En el caso del proceso de sinterizacion se utiliza una matriz y punzones de
grafito de igual diametro (ver Figura 12 (b)).

(a} Punzdn (b}
superior
Matriz Punzan
inferior

Figura 12 Esquema en corte de la matriz y punzones utilizada en el
proceso de (a) compactacion (b) sinterizacion.
h) Cepa modelo de las bacterias

Se utilizaron las cepas modelos de las bacterias Staphylococcus aureus y
Escherichia coli, la primera de ellas es un patdégeno que presenta una alta
tasa de infeccidén en los humanos y animales, conformada por cocos Gram
positivos. Esta bacteria son no espuruladas, no moviles, no poseen capsula,
aunque existe algunas cepas que desarrollan una capsula de limo, son
anaeroébicas facultativas y la mayoria produce catalasa [59]. La segunda
bacteria, es decir, Escherichia coli es del tipo Gram negativo, movil debido a
la presencia de un flagelo polar, aerobio, catalosa positivo y oxidasa
positivo[60].



i)

)

Medio de cultivo

El material alimenticio para que los microrganismo crezcan bajo condiciones
de laboratorio se llama medio de cultivo, el cual puede ser liquido, solido y
semi sélido.

Para el trabajo en el laboratorio se utilizé un medio de cultivo artificial con
las condiciones para generar un ambiente adecuado para el crecimiento de
las bacterias. Estas condiciones son: temperatura, grado de humedad y
presion de oxigeno, grado correcto de acidez o alcalinidad [61].

El medio de cultivo debe poseer los nutrientes adecuados y estos deben
estar esterilizados. En la Tabla 11 se presentan los compuestos presentes
en el medio de cultivo utilizado.

Tabla 11. Composicion medio de cultivo.

Compuesto Masa [g]
Triptona 10
Extracto de levadura 5
NaCl 10
Agar 0-18
Agua 1

El agar es un elemento solidificante, que con una adicién entre 1-2% p/p
genera un medio de cultivo sélido, si se afiade entre 0,3-0,7% p/p es
considerado medio semisdlido o blando y sin agar correspondiente a un
medio liquido [61].

Antibidtico

Los antibidticos son sustancias quimicas producidas por microorganismos
de diversas especies capaces de detener el crecimiento (efecto
bacteriostatico) o destruir (efecto bactericida) una poblacion microbiana.
Estos antibioticos se pueden clasificar segun diversos criterios, en este
caso se clasifican segun la respuesta que presentan al contacto con la
bacteria, es decir, la lectura de los halos de inhibicién se interpreta como
sensible (S), intermedia (1) y resistente (R).



Para realizar las pruebas de sensibilidad se analizaron los efectos de los

siguientes antibidticos:

Kanamicina (CigH3sN4O11): Antibidtico aminoglucésidos, bésico e
hidrosoluble, este actia afectando la sintesis de proteinas [62].
Gentamicina (C21H43Ns07): Antibiético aminoglucosidos de amplio
espectro, producida por un Actomicete micromonospora purpurea [63].
Estreptomicina (C2;1H39N7O12): Antibidtico aminoglucésidos derivado de
Streptomyces griseus, actla mediante la inhibicibn de la sintesis
proteica a nivel de la subunidad 30S del ribosoma [64].

IV. Tetraciclina (C22H24N20g): Antibidtico de amplio espectro producido
por el actinomiceto Streptomyces griseus. Este farmaco ejerce un
efecto bacteriostatico por inhibicién de la sintesis de proteinas [65].
V. Ampicilina (Cy6H18N304S): Antibidtico betalactamico con efecto
bactericida inhibiendo la sintesis y la reparacién de la pared bacteriana
[66].
3.2Equipos

a) Balanza digital
La balanza digital marca PCE-Instrument (modelo AB 200-C) (ver Figura

13), presenta una capacidad méaxima y minima de 200 [g] y 10 [mg]

respectivamente, con una alta precision y un tiempo de respuesta menor a

5 [s]. Esta balanza posee una proteccion contra el viento y amortiguacion de

las vibraciones, generando la reduccién de las fuerzas externas.

Figura 13. Balanza digital [67].



b) Camara de guantes

En interior de la cAmara de guantes (ver Figura 14), se afiaden los polvos
metélicos y bolas a los tarros de molienda, para luego ser cerrados y
sellados. Esta genera una atmosfera rica en argon al interior de estos
tarros, con el objetivo de evitar la oxidacién de los polvos metélicos y
mantener un medio inerte en el AM.

Esta camara fue fabricada por la empresa Plus Labs, Inc. correspondiente
a la marca PLAS-LABS y modelo 850-NB, cuyas caracteristicas se
aprecian en la Tabla 12.

Tabla 12. Especificaciones cadmara de guantes [68].

item Valor
Dimensiones 25 x 41 x 26 [in] (dim. internas)
(Alto x Ancho x Profundidad) 38 x 55 x 35 [in] (dim. externas)
Volumen camara 489 [L]
Volumen pre-camara 18,7 [L]
Peso nave 250 [Ib]

La cdmara de guantes presenta un sistema de abrazaderas para asi nivelar
y compensar el desgaste natural de los empaques, garantizando una
hermeticidad interna. Ademas presenta una pre-camara como medida de
seguridad, en donde se ingresan previamente los materiales de trabajo y
luego se realiza una purga de oxigeno para poder ingresar a la camara

principal.

Figura 14. Camara de guantes [68].



c) Molino planetario
La principal caracteristica del molino de bolas planetario es el movimiento
gue efectta similar al de los planetas del sistema solar, los contenedores se
sitlan sobre un disco rotatorio de soporte y ademas rotan sobre su eje. En
el interior de los recipientes, se genera una fuerza centrifuga proveniente
del movimiento.

El Molino planetario RETSCH modelo PM400 (ver Figura 15) es resistente
y compacto montado sobre ruedas, con cuatro estaciones de molienda para
contenedores con un volumen de 12 [mL] a 500 [mL], se utilizada para la
reduccion de tamafo sin pérdidas de sustancias fibrosas suaves, duras y
fragiles, en seco y en suspension [69]. Las principales especificaciones
técnicas se presentan la Tabla 13.

{3

Figura 15. Molino planetario RETSCH modelo PM 400 [69].
Tabla 13. Caracteristicas técnicas molino planetario RETSCH PM 400 [69].

Tamafo material de alimentacién | < 10 [mm]

Tamafio final <1 [um]

Dimensiones (alto x ancho x | 836 x 1220 x 780

profundidad)

Peso aproximado 285 [Kg]

Velocidad disco sol 30 — 400 [rpm]

Operacion por intervalo Si, con direccion reversa
Pulverizado, mezclado,

Aplicaciones homogenizado, molienda coloidal y
aleado mecénico




d) Molino mezclador de polvos
El molino mezclador RETSCH modelo MM 400 (ver Figura 16 (a)) es un
aparato de sobremesa compacto, especialmente concebido para la
molienda en seco, humedo y criogénica. Utilizada a su vez para realizar el
mezclado y homogenizacion de los polvos metdlicos y NaCl, para obtener
una estructura homogénea en las espumas de Ti-Ta-Sn.

(b)
Figura 16. (a) Molino mezclador RESTSCH modelo MM 400 (b) Recipiente
de molienda y/o mezclado [70].

Los recipientes de molienda (ver Figura 16 (b)), se encuentran en posicion
horizontal y realiza un movimiento en forma de arco circular [70]. Una de las
ventajas de este equipo, es que no genera un aumentd significativo de la
temperatura de los polvos. La mayoria de los materiales se puede triturar y
mezclar, sin la necesidad de realizar un proceso enfriado posterior. Las
principales especificaciones técnicas se presentan la Tabla 14.

Tabla 14. Caracteristicas técnicas molino mezclador MM 400 [70].

Principio de molienda Impacto, friccion

N° de recipientes 2

Ajustes frecuencia de vibracion | Digital, 3-30 [Hz]

Tiempo de molienda 10 [s] a 99 [min]

Dimensiones

(alto x largo x profundidad) 371 x 266 x 461 [mm]

Peso neto 26 [kq]
Reduccibn de tamafio, mezcla,

Aplicacion homogeneizacion, ruptura de células y
molienda criogénica.




e) Maquina de ensayo de materiales estatica
La maquina de ensayo de materiales Zwick/Roell modelo Z030 Universal
Mechanical Tester (ver Figura 17), esta disefiada para realizar ensayos de
traccion, compresion, flexion, cizallamiento y torsion. Esta maquina se
utilizé en el proceso de compactacién y sinterizacion para comprimir los
polvos metélicos y las probetas en verde respectivamente [71]. Las
principales especificaciones técnicas se encuentran en la Tabla 15.

Figura 17. Maquina de ensayo de materiales Zwick/Roell modelo Z030 [72].

Tabla 15. Caracteristicas técnicas Maquina Zwick/Roell modelo Z030 [72].

Carga maxima 30 [kN]
Altura méxima 1370 [mm]
Ancho maximo 440 [mm]
Profundidad méaxima Infinito [mm]
Max. crosshead-speed 300 [mm/min]
Crosshead travel resolution 1,2 [nm]
Méax. consumo de energia. 800 [VA]




f) Equipo Hot pressing
Para llevar a cabo el proceso de sinterizacion se utilizé el equipo Hot
Pressing (HP), construido por la Universidad Técnica Federico Santa Maria
(UTFSM), el cual se utilizd en conjunto con la maquina de ensayo de
materiales Zwick/Roell, para aplicar la carga sobre la probeta.

EL HP posee una resistencia al interior del crisol que se encuentra
conectado a una termocupla, para controlar la temperatura del interior del
crisol mediante un sistema ON/OFF. A su vez se encuentra conectado a
una bomba que recircula agua para regular y/o enfriar las paredes del
equipo que se aprecia en la Figura 18.

Aplicacién
carga

Termocupla —#
Agua enfriamiento
{ recirculante
r ﬁi Sello
_ Sello

Salida
| ’ gas Argon

Punzén de
grafito

Resistencia

Probeta

Entrada |
gas Argoén L

Matriz de
grafito

Figura 18. Esquema del equipo Hot Pressing.

g) Equipo de lijado y pulido
Para el lijado y pulido de las probetas se utilizd el equipo Metallographic
Sample Grinding and Polishin Machine modelo Gp-2-200, este cuenta con
una superficie de pulido igual a 200 [mm], una velocidad ajustable de 150 a
300 [rpm] y como se puede ver en la Figura 19 presenta disco dobles.



Figura 19. Equipo Metallographic Sample Grinding and Polishin Machine
modelo Gp-2-200 [73].

h) Incubadoras
Utilizado para mantener y generar un ambiente adecuado para el
crecimiento de los microorganismos, regulando factores de crecimiento
viables como la temperatura, humedad y otras condiciones en grado
optimo, entre ellos el mondxido de carbono y oxigeno.

La unica diferencia entre la incubadora estéatica (ver Figura 20 (a)) y la
incubadora con agitacion orbital (ver Figura 20 (b)), es que esta ultima
puede operar generando giros hasta 300 [rpm] dada la presencia de clamps
se puede utilizar a gran velocidad sin problema.

(a) (b)

Figura 20. a) Incubadora estética(b) incubadora con agitacion orbital [74-
75].



i) Autoclave
Para trabajar con condiciones esterlines todo el material o insumo utilizado
en los ensayos experimentales, se ingres6 a este equipo previo a su
utilizacion.

El autoclave es un recipiente metalico de paredes gruesas con cierre
hermético Optimo para trabajar con vapor de agua a alta presion y una
temperatura de 120 [°C], para esterilizar material de laboratorio eliminando
completamente virus y bacterias (ver Figura 21).
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Figura 21. Autoclave de laboratorio [76].

j) Campana flujo laminar
Una camara con un recinto que emplea un ventilador para forzar el paso de
aire a través de un filtro HEPA y proporciona aire limpio a la zona de trabajo
libre de particulas y esta ademas cuenta con una lampara de rayos
ultravioleta (ver Figura 22), montada en el interior con la finalidad de ser
esteril.

Para trabajar en condiciones estériles se debe encender la luz UV
presenten en el interior de la camara, durante 10 [min] al inicio y final de la
operacion, ademas desinfectar con etanol al 70% el interior de esta y todo
elemento que ingrese en ella.



Figura 22. Campana flujo laminar vertical [77].

k) Espectrofotometro
El espectrofotdmetro UV/Vis Agilent 8453 (ver Figura 23) es un instrumento
gue mide en funcién de la longitud de onda, relacionando los valores una
misma magnitud fotométrica relativos a dos haces de radiaciones y la
concentracion que se miden en una muestra.

Este equipo proyecta un haz de luz monocromético con un rango de
longitud de onda de 190 a 1100 [nm], con una precision de 0,5 [nm]. El haz
de luz pasa a través del medio de cultivo liguido bacteriano y mide la
cantidad de luz que es absorbida por la muestra, indicando la cantidad de la
sustancia que nos interesa esta presente [78].
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Figura 23. Espectrofotometro Agilent 8453 [78].



3.2Procedimiento experimental
El procedimiento experimental que se realizo el presente trabajo se puede apreciar

en la Figura 24.

1. Se masan los polvos metélicos de Ti-Ta-Sn, ACP y medios de molienda.

2. Carga de los recipientes con medios de molienda y polvos.

3. Ingreso de los recipientes cargados a la precdmara.

4. Purga de la precamara y enriquecimiento de la camara principal con Ar.

5. Cierre y sello de los recipientes, para retirarlo de la cdmara. r\

6. Montaje de recipientes en molino y programar
condiciones operacionales.

7. Cargar los recipientes de mezclado con los
polvos metalicos y NaCl.

/-\ T TaSa
8. Los recipientes son ingresados al molino mezclador y se

- programan las condiciones operacionales.
9. Se realiza la compactacion de los polvos metalicos con NacCl,
en la matriz de acero utilizando el equipo de compactacion.

Qﬂﬂﬁ? :F' e
) ‘ﬁ%}’

10. Las probetas en verde obtenidas, son sinterizadas mediante Hot Pressing.

11. A partir de la cepa de coleccion disponible en un tubo eppendorf, se realiza el crecimiento
bacteriano sobre una capsula petri en una incubadora obtenido asila cepa modelo.

12. Se realiza el crecimiento de la bacteria modelo en un medio liquido en la incubadora
agitada, obteniendo la cepa de trabajo.

13. En la placa 12, se agrega el medio de cultivo , os controles y probetas métalicas
como se detalla en la Figura 27.

Figura 24. Esquema general del procedimiento experimental.




a)

b)

Preparacion de los polvos metalicos

Se calculé la masa tedrica (ver Tabla 16), que se debe afadir para generar
una probeta cilindrica con un didmetro y alto de 8 [mm] y 3 [mm]
respectivamente, con una porosidad tedrica de 50% vl/v, la cual se forma
con la adicion del espaciador NaCl.

Los polvos metalicos de cada aleacion, son masados en bascula PCE-ABZ
200C. De igual forma, se masa el material espaciador cuyo valor es de
0,163 [g] para cada probeta metélica.

Ademas se masa los medios de molienda y el agente controlador del
proceso, correspondiente al acido esteéarico (C1sH3502) en un 2% p/p.

Tabla 16. Masa de los elementos segun la aleacion.

Aleacién (% Atomico) Masa [g]
Ti-13Ta-xSn Ti Ta Sn
3 0,279 | 0,163 0,025
6 0,265 | 0,161 0,049
9 0,250 | 0,158 0,072
12 0,237 | 0,155 0,094

Finalmente se masa las bolas de molienda y el agente controlador del
proceso, correspondiente al acido estearico (C1gH3502) en un 2% p/p.

Atmosfera de control

Al interior de los tarros de molienda se debe tener una atmosfera neutra,
con objetivo de evitar la oxidacion y mantener un medio inerte en el aleado
mecdanico, se utilizé la camara de guante PLAS-LABS 850-NB/EXP con una
atmosfera de argdén extra puro.

Se ingresan los medios de molienda y polvos metalicos a la camara de
guantes, se cierra y comienza la purga de esta hasta alcanzar una presion
de 2200 [Psi]. Se realizo el cierre y sello de los tarros de molienda con los
polvos metalicos y espaciador NaCl en su interior. De igual forma se realiza
el retiro de los polvos finalizada la molienda.



c)

d)

f)

Aleado mecanico

Para realizar la molienda de los polvos metalicos, se utilizé el molino
planetario Retsch PM. Se ingresa los tarros de molienda previamente
sellados al molino, se programada una velocidad de 250 [rpm] vy los
tiempos de molienda se aprecian en la Tabla 17, las cuales poseen un ciclo
de 30 [min] de operacion y detencion.

Tabla 17. Tiempo de molienda segun la aleacion.

Aleacién (% Atdmico) | Tiempo efectivo | Tiempo
Ti-13Ta-xSn molienda [h] total [h]

3 30 60

6 10 20

9 10 20

12 15 30

Mezclado

Se mezclan los polvos metalicos y el espaciador NaCl (ver Tabla 16 para
ver masa de cada elemento a agregar), en el molino mezclador RETSCH
modelo MM 400. Estos son introducidos en los tarros de mezclado (ver
Figura 16 (b)) y se homogeniza durante 45 [min] a una frecuencia de 30
[Hz].

Compactacion

Los polvos metalicos son compactados utilizando el equipo zwick / roell
z030, estos son ingresados a una matriz de acero endurecido y son
comprimidos por punzon superior hasta una presion de 550 [MPa], luego se
retira los punzones y la matriz, para obtener una probeta en verde de
didmetro y alto de 8 [mm] y 3 [mm] respectivamente.

Sinterizacién

Se realiza la sinterizacion de la pieza en verde, obtenida anteriormente,
para lo cual se utiliza el equipo de Hot-Pressing. La probeta en verde es
introducida en la matriz de grafito, siguiendo la configuracion que se aprecia
en la Figura 18 para que el punzén superior pueda ejercer la carga de
trabajo. Luego de sellar el equipo, se compacta hasta una presién de 40
[MPa], carga ejercida por la maquina Zwick/roell Z030 durante 30 [min].



Previamente, se programa la temperatura en el equipo para realizar el ciclo
térmico que se aprecia en la Figura 25 hasta alcanzar los 780 [°C], se
utiliza dos temperaturas previas antes de llevar a la temperatura objetivo,
esto es para aumentar la vida util de la resistencia del horno y asegurar un
calentamiento uniforme tanto de la matriz de grafito como del volumen

interior del horno.

Cabe destacar que la temperatura de operacién debe ser menor a la
temperatura de fusion de la mezcla, para asi obtener una pieza consolidada

y compacta.
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Figura 25. Perfil térmico de sinterizacion.

El equipo posee una entrada para el gas de argén en la parte inferior y la
salida en la parte superior, generando asi una presion positiva para obtener
una atmésfera protectora en el proceso de sinterizacion, se utilizé un flujo
inicial de 5 [L/min] durante 30 [s] para desplazar el aire e impurezas
presentes en el interior del horno. Posteriormente, se redujo a un flujo de 1
[L/min] durante el proceso de sinterizacion.

La sinterizacion genera una alta cohesion de los polvos, creando enlaces
fuertes entre las particulas, las que acaban uniéndose en un solo bloque
con la forma de un molde determinado, en este caso una probeta cilindrica
de didmetro y alto de 8 [mm] y 3 [mm] respectivamente.



9)

h)

Eliminacién del cloruro de sodio en las probetas Ti-Ta-Sn

Finalizada la sinterizacion de las probetas metélicas, se procede a eliminar
el espaciador NaCl. El ciclo inicia sumergiendo las probetas en agua
destilada con un soporte que permite que estas se encuentren
completamente sumergidas e inmoviles, sin tocar las paredes del recipiente.
Este recipiente se encuentra sobre el equipo de agitacibn magnética,
sesteada a una temperatura de 50 [°C] y una agitacion que no permite la
formacion del vortice [31, 80].

Cada ciclo de lavado dura 1 [h], en donde se realiza el cambio de agua para
evitar la saturacion de la solucion con NaCl. Luego son secadas a 110 [°C]
durante 1 [h] en el horno eléctrico, el ciclo culmina cuando la diferencia de
masa de cada probeta es < 0,01 [g] [80].

Montaje de probetas en resina fria

Se utilizé la mezcla de resina (RESIN IP marca PRESI) y catalizador (REF
IP marca PRESI) en una razén 10:1 v/v. Luego se ingresa la mezcla en un
molde de polimero que contiene las probetas de Ti-Ta-Sn en forma vertical,
dejando fraguar al vacio dentro del equipo desecador durante 12 [h] con el
fin de eliminar las burbujas de aire presente en la mezcla.

Etapa de lijado y pulido de probetas

Se utilizé el equipo Metallographic Sample Grinding and Polishing Machine,
para el lijado de las espumas metalicas. Se empleé las lijas con granos de
240, 320, 400, 600, 800 y 1000 [n° particulas/in?] y etanol para lubricar la
superficie durante el lijado.

Cabe destacar que estas lijas deben ser utilizadas en orden ascendente,
luego de hacer el cambio se gira la superficie expuesta al lijado de la
probeta metalica en 90°, para mantener un control adecuado de las lineas
formadas.

De igual manera se realiz6 el pulido de las probetas, utilizando pafios de
pulido y pasta de diamante LDP (policristalino) marca Presi de 6, 1y Y4
[um]. Ademas de aceite de la marca Buehler Ltda modelo Automet Lapping
Oil, que actué como agente lubricante.



)

k)

Preparacion cepa modelo

La preparacion de las cepas bacterianas se realizd en la incubadora con
agitacion orbital, utilizada para mantener y hacer crecer los cultivos
microbiolégicos, regulando factores de crecimiento viable como la
temperatura, humedad y otras condiciones en grado 6ptimo entre ellos el
monoxido de carbono y oxigeno [61].

Inicialmente se distribuye el medio de cultivo fundido sobre la capsula petri,
dejando enfriar y solidificar a temperatura ambiente. Luego se deposita con
una ansa de inoculacién una pequefia cantidad de la cepas modelos de las
bacterias STAU y COLI, para ser distribuida rayando la superficie
generando estrias como se puede apreciar en la Figura 26 [81]. Finalmente
se ingresa la capsula petri a la estufa a 37 [°C] durante 18 [h].

®®®

Figura 26. Crecimiento de cultivo puro mediante la técnica de aislamiento
de placas en estrias o por agotamiento en superficie [61].

En esta operacion se van extendiendo las bacterias y/o diluyendo sus
concentraciones sobre la superficie del medio de cultivo sélido, obteniendo
asi colonias aisladas. En donde cada colonia estd formada por la
descendencia de una sola celular, por lo que genera un cultivo puro.

Crecimiento cepa modelo

Para el crecimiento de la cepa bacteriana, se inocula un medio de cultivo
liquido, con una pequefna cantidad de bacterias que proveniente del medio
solido anteriormente preparado [81].

Este procedimiento se realizd utilizando un mondadientes, con el cual se
toma una pequefia cantidad de cultivo bacteriano y se introduce en 5 [ml] de
medio de cultivo liquido contenido en un tubo de ensayo, luego es
introducido en una incubadora con una agitacion de 250 [rpm] a 37 [°C]
durante 18 [h].



Cabe destacar que el tubo de ensayo debe estar levemente abierto para
generar una ventilacion, permitiendo obtener un mayor crecimiento de las
bacterias aerdbicas, ya que para su mejor desarrollo necesitan la presencia
de oxigeno libre.

La cepa bacteriana anteriormente preparada se debe diluir con un medio
liquido hasta obtener una densidad optica (DO) de 0,1 [g/cm3], para
obtener un numero representativo de cepas bacterianas y estas puedas
crecer y generar las colonias.

Crecimiento bacteriano

La cualificacion del efecto que presentan las probetas metalicas al contacto
con las bacterias, se realizé en una caja de 12 compartimientos. Esta caja
se subdividié segun el tipo de bacteria, control y ensayo con las espumas
metalicas, cuya configuracion se aprecia en la Figura 27. Cada pocillo
contiene 3 [ml] de medio de cultivo semi soélido y se agregd ademas:

A: Probeta metalica + 15 [ul] bacteria (DO=0,1 [g/cm3]).

= -C: Control negativo: 15 [pl] bacteria + probeta metalica.

= +C: Control positivo: 15 [upl] bacteria + 20 [ul] antibidtico
estreptomicina.

= -B: Control blanco: s6lo medio de cultivo.

= +B: Control neutro: probeta metélica.

Staphylococcus aureus Escherichia coli

Figura 27. Placa de varios pocillos o placa 12.

Los controles anteriormente mencionados sirven para identificar,
monitorear, evaluar y aprobar el método experimental, con el objetivo de
ratificar que no existe contaminacion cruzada o externa de algun
microorganismo.



m) Método del antibiograma disco- placa

El antibiograma disco-placa es uno de los métodos que el National
Committe for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) recomienda para la
determinacion de la sensibilidad bacteriana a los antimicrobianos. Este
método consiste en depositar, en la superficie del medio de cultivo sélido
previamente inoculada con el microorganismo dispuesto en una placa petri,
discos de papel secante impregnados con los diferentes antibioticos.

El antibiotico se difunde radialmente a través del espesor del medio de
cultivo semi solido, a partir del disco formando un gradiente de
concentracion [82].

Luego de 18 [h] de incubacién los disco aparecen rodeados por una zona
de inhibicion o halo, este se cuantifica midiendo el radio de la zona de
inhibicidon obtenido por cada una de las cepas y se procede a calcular el
area de accion. Para realizar una comparacion se calcula el area porcentual
de accion, cuya relacion se aprecia en la ecuacion (1).

Area zona inhibicién (1)
%A Area = —-100
Area placa petri

Método de goteo en placa

La técnica se basa en contar las unidades formadoras de colonias o UFC
presentes en un gramo o milimetro de muestra, estas colonias se
desarrollan en un medio de cultivo, después de un cierto tiempo de
incubacion a una temperatura adecuada.

En una placa con medio de cultivo sélido se subdivide en la cantidad de
diluciones a realizar, en un tubo eppendorf se realizan las diluciones
seriadas en factores 1:10 %v/v. Utilizando una micropiteta con punta
estériles se toman 100 [pL] de la cepa de trabajo y se transfiere a otro tubo
eppendorf que contiene 900 [uL] de agua destilada estéril, diluyendo y
homogenizando las muestras por medio de resuspension durante 10 [s].



Luego se cambia la punta de la micropipeta y se toman 100 [uL] de la
dilucion 1/10 %v/v y se transfiere a un nuevo tubo eppendorf que contiene
agua destilada, volviendo a diluir y homogenizar la muestra durante 10 [s]
esta muestra se encuentra en la dilucion 1/100 %v/v [83]. Este
procedimiento se continua hasta diluir la muestra 10®, como se aprecia en
la Figura 28.

100 [pL] . 100 [pL] . 100 [pL] .

Figura 28. Esquema de diluciones decimales empleado en tubos de 1 [mL]
[84-85].

De cada dilucién se agrega 100 [uL] en triplicado sobre la placa petri, como
se aprecia en la Figura 28. Esta placa se ingresa a la incubada estéatica a
37 [°C] durante 18 [h] para generar el crecimiento del cultivo bacteriano,
para finalmente contar las colonias bacterianas y obtener el valor de
UFC/mL dada la ecuacion (2) [84].

UFC o o . (2)
L = N° dilucién - factor de dilucién - 10N

dilucion



3.3Técnicas de caracterizacion

a)

b)

Microscopia O6ptica (MO)

La microscopia Optica (MO) se realizé en el Laboratorio de Metalografia del
Departamento de Ingenieria Metallrgica y de Materiales, de la Universidad
Técnica Federico Santa Maria (UTFSM). ElI microscopio utilizado
corresponde al modelo DM500 marca Leica, en conjunto con el software
Leica Application Suite (LAS) para el procesamiento de las imagenes.

Microscopia electrénica de barrido (MED)

Se utilizd el equipo de barrido modelo QUANTA FEG 250, sistema de
tercera generacion basada en el modelo ESEM Schottky FEG que cuenta
con un detecto marca EDAX modelo OCTANE PRO. Este equipo pertenece
a la empresa FEI, ubicada en las dependencias del laboratorio Fe-SEM de
CIEN-UC, de la Pontificia Universidad Catdlica de Chile (PUC), San
Joaquin, Chile.

Difraccion de rayos X (DRX)

El equipo utilizado para el andlisis de difraccion fue STOESTADI MP
equipado con un detector con DECTRIS MYTHEN 1K y con una radiacion
CuKa1 (A=0.15406 nm), en las dependencias del Departamento de
Ingenieria MetalUrgica y Materiales de la Universidad Técnica Federico
Santa Maria (UTFSM), Valparaiso, Chile.

Los patrones de difraccién fueron refinados con el software Materials
Analysis Using Diffraction (MAUD), usando un standard de LaB6
(a=4.1565915 [A]) para la determinacion del ensanchamiento instrumental.
Las difracciones se midieron en un rango angular de 26 entre 20° y 120°,
con un angulo de paso de 0.12° y un tiempo por cada paso de 10 [s], lo que
da como resultado un tiempo de medicién por cada probeta de 35 [min] y 2

hl.



d) Método de turbidez

El instrumento usado para medir la turbiedad es el espectrofotometro de
modelo UV/Vis Agilent 8453 (ver Figura 23), del Centro de Biotecnologia
de la Universidad Técnica Federico Santa Maria, Valparaiso, Chile. En este
equipo genera un haz de luz de 600 [nm] a través de la suspension
bacteriana a un detector sensible de luz, esta luz se registra como el
porcentaje de transmision pero el equipo nos entrega la absorbancia o
densidad o6ptica (OD), un valor derivado del porcentaje de transmision que
puede ser reportado en relacion al medio de cultivo utilizado [85].

Conteo en caja de petri

Método utilizado para la enumeracion de bacterias viables en una muestra
de acuerdo al medio empleado, tiempo y temperatura de incubacion, se
basa en la cuantificacion de unidades formadoras de colonias (UFC) por
[mI] o [g] de muestra, este se realizé en el Centro de Biotecnologia de la
Universidad Técnica Federico Santa Maria, Valparaiso, Chile.



Capitulo 4: Resultados y discusion
1.1 Caracterizacion de los polvos

a) Microscopia electrénica de barrido (MED)
[. Titanio
En la Figura 29 se observan las imagenes tomadas del polvo de titanio, que

presenta una morfologia irregular, segun la clasificacion presente en el Anexo
1. Con una apariencia esponjosa de aspecto aglomerando con fibras y caras
facetadas, estas caracteristicas facilitan la capacidad de sinterizacion del
compacto [86]. Este elemento presenta el mayor tamafio de particulas en
comparacion a los polvos de estafio y tantalo, con un tamafio <150 [um] [87].

500 [um] ——

(

Figura 29. Imagenes MED de polvos de Ti puro con un aumento de a) 200x,
b) 500x y c) 1000x.



Il.  Téantalo
En la Figura 30 se observan las imagenes tomadas a los polvos de tantalo,

esta presenta un tamafio promedio menor a 45 [um], presentando el menor
tamafo de particula en comparacion a los polvos de titanio y estafio [88]. Se
aprecia una morfologia irregular y aglomerada con bordes redondeados, de
acuerdo a la clasificacion dada en el Anexo 1, estas caracteristicas son tipicas
de la produccion por el método de reduccion de sales de sodio del fluotantalato
de potasio (K,TaF7) [90- 92].

Se observa en la Figura 30 (b) la presencia de particulas con forma cubica con
un tamafo promedio 18 [um], se presume que esta se encuentra por la
contaminacion con particulas NaCl que presentan un tamafio y forma similar,
esto se verificd posterior a la entrega de este informe mediante DRX y SEM.

Se descarta que los polvos metalicos utilizados para fabricar las espumas
metélicas estuvieran contaminados, ya que estos estaban nuevos y fueron
utilizados exclusivamente para realizar las probetas, finalizada la elaboracion de
las probetas fueron utilizados por terceros.

Figura 30. Imagenes MED de polvos de Ta puro con un aumento de a) 1000x
b) 5000x.



lll. Estafio
En la Figura 31 se observan las imagenes tomadas a los polvos de estario,

estos presentan una morfologia esférica o esferoidal (ver clasificacion presente
en Anexo 1), esta morfologia es tipica de los procesos de atomizacién, uno de
los mas comunes en la produccion de este elemento [91]. Ademas presenta una
distribucion de tamafio heterogénea, con un tamafio promedio menor a 50 [um].

Figura 31. Imagenes MED de polvos de Sn puro con un aumenté de a) 1000x
b) 5000x.

IV. Ti-Ta-Sn
En la Figura 41 se presentan las imagenes tomadas a las aleaciones de Ti-

Ta-Sn luego de realizado el aleado mecanico de 30, 10, 10 y 15 [h] para la
aleacién que presentan 3, 6, 9y 12 % atoémico de estafio respectivamente.

Se observa una morfologia irregular, con algunas particulas aglomeradas,
bordes redondeados y otras dispersas. Se aprecia una tendencia a la
formacién de una morfologia esférica, se debe a que este tipo de morfologia
minimiza la energia libre de Gibbs durante el aleado mecéanico y ademas de
que se produjo soldadura en frio durante el proceso que se aprecia la
adhesion de los polvos en formas de capas indicando la presencia del
fenébmeno de interaccion ductil-fragil de los polvos aleados, finalmente se
descarta la predominancia de la fractura de los polvos durante el proceso dada
la morfologia observada [94- 95].



El tamafio de las particulas es considerablemente menor en comparacion a los
polvos iniciales, ademas la aleacion Til3Tal2Sn (ver Figura 32) presenta un
tamafio alrededor de 140 [um] siendo superior al tamafio de las otras
aleaciones estudiadas, las cuales presentan un tamario similar del orden de 25

[um].

T| 13Ta 3Sn Tlempo efectivo aleado mecanico: 30 [h]

Ti_-13_Ta-9Sn ~ Tiempo efectivo aleado mecanico: 10 [h]




Ti-13Ta-12Sn  Tiempo efectivo aleado mecanico: 15 [h]
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Figura 32. Imégenes MED de polvos de Ti-Ta-Sn con un aumenté de a) 500x
b) 5000x.

b) Difracciéon de rayos X (DRX)
En la Figura 33 se presentan los patrones de difraccion de rayos X de los

polvos comercialmente puros de Ti, Tay Sn. Se observoé en el patron del Ti (ver
Figura 33 (a)) una estructura hexagonal compacta (HCP) con grupo espacial
P63/mmc caracteristicos de la fase Ti-a, en el caso del Ta (ver Figura 33 (b))
se identifica la estructura cubica centra en el cuerpo (BCC) con grupo espacial
Im-3m propio de la fase Ta-a y finalmente el Sn (ver Figura 33 (c)) se identificd
una estructura tetragonal con grupo espacial 1141/am d propio de la fase Sn-j3,
todas las fases mencionadas son estables a temperatura ambiente[95- 98].

Las estructuras cristalinas fueron indexadas con la base de datos Powder
Diffraction File (PDF) y el programa Match, este analisis es de gran ayuda
debido a que nos permite identificar el comportamiento de los elementos [97].
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Figura 33. Patrones de difraccion de rayos X de los polvos metalicos
comercialmente puros de a) Ti, b) Tay c¢) Sn.

1.2 Caracterizacién de las espumas metalicas

a) Microscopia optica (MO)
Se realizaron registros fotogréaficos y mediciones de las dimensiones de las

probetas sinterizadas, cuyos resultados se puede apreciar en las Figura 34y
Figura 35 respectivamente.

(b)

Figura 34. Imagenes de microscopia Optica de las espumas a) Ti-13Ta-3Sn, b)
Ti-13Ta-6Sn, ¢) Ti-13Ta-9Sny d) Ti-13Ta-3Sn



En la Figura 35 se observa el cambio de dimensiones que presenta la probeta
previo y posterior a la sinterizacidon. Se generé una relacion directamente
proporcional entre la altura y la adicién de Sn (Figura 35 (a)), con un aumento
promedio del didmetro equivalente en un orden de 0,15 [mm].

La altura de la probetas (Figura 35 (b)) disminuyd en un rango de 0,2 - 0,5
[mm], existiendo una relacion inversamente proporcional en la adicion de
estafio, es decir, a menor cantidad de estafio presente en la aleacién mayor es
la variacion de la altura.
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Figura 35. Dimensiones de las probetas sinterizadas de la aleacion Til3TaxSn
(x=3, 6,9y 12% atdomico) a) diametro y b) altura.
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Se calcul6 el volumen de las probetas compactadas y sinterizadas, segun la
ecuacion (3). Con estos valores se obtiene la contraccion volumétrica que sufre
la probeta metalica, cuyos valores se obtiene con la ecuacion (4).
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Voo -V (4)
AV = ( sinterizado compactado) 100
Vcompactado

Dado el registro de las dimensiones de las probetas compactadas y sinterizada,
se calcula el volumen de estas y la contraccién volumétrica que sufre cuyos
resultados se aprecian en la Figura 36.

Como se mencion0 anteriormente existe una relacion entre la adicion de estafo
y variacion de las dimensiones de las probetas metalicas. A su vez generd una
relacion inversamente proporcional entre la contraccion volumétrica y la adicion
de estafio, esto se asocia a la porosidad experimental que se detallara en
profundidad en el siguiente item.
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Figura 36. (a) Volumen y (b) contraccion volumétrica de las probetas de Ti-
13Ta-xSn (x= 3, 6, 9y 12% atdmico) en relacion al contenido de estafio.



b) Distribuciéon de poros
Las espumas metélicas se montaron en resina en frio, para ser lijadas y pulidas,

para asi realizar la caracterizacion de la distribucion de los poros, cuyos
resultados se observan en la Figura 37. A partir de las imagenes obtenidas, se
utilizé el software Imagen J para cuantificar la distribucion de los poros
mediante los histogramas que se aprecian en la Figura 38.

©

Figura 37. Distribucién de poros para la aleacion Ti-Ta-Sn con diferente
cantidad de estafio; a) 3%, b) 6%, c) 9% y d) 12% atdémico.

En la Figura 37 se observa la homogeneidad de los poros, esto se debe a la
eficiencia del proceso de mezclado de los polvos y que no se segregaron
durante el vaciado de los polvos en la matriz de acero para la compactacion.

Se aprecia la predominancia en que los poros se encuentren adyacentes o muy
préximos entre ellos, los cuales se aprecian en la Figura 37 de color negro y/o
gris. El color negro se debe a la existencia de la cavidad del poro generada por
el espaciador y el color gris es producto del reflejo de la luz que muestra el
inicio del poro.



Se observo que la morfologia de los poros fue afectada durante el proceso de
consolidacion, que produjo la deformacion del espaciador debido a la
combinacion de temperatura y presion aplicada durante la sinterizacion. Estos
se presentan con mayor predominancia con una forma cubica, pero en ciertas
zonas se aprecia que estos presentan diferentes formas lo cual se debe a la
direccion del corte que se realiz6 al momento de lijar.

Los reportes bibliogréficos indican que las espumas metalicas de Ti con poros
esferoidal, presentan una mayor resistencia a la compresion y modulo elastico
en comparacion a la presencia de poros cubicos. Puesto que la porosidad con
forma esferoidal tiene una superficie mas lisa o suave, generando una
disminucién de las concentraciones de esfuerzos, ya que disminuyen los bordes
o0 los cantos en la forma del poro [25].

En los histogramas de la Figura 38 se observa la distribucién del tamafio de los
poros, que presenta un diametro equivalente en el rango de 200 a 400 [um].
Estos resultados concuerdan con el tamafio inicial de las particulas del
espaciador reportador en la curva granulometria presente en la Figura 39.

Se detecté la presencia de poros con un tamafio superior a 400 [um],
generados por los cortes de forma diagonal de los poros o la union de dos
particulas de NaCl. De igual forma se detectaron poros con un tamafio menor a
200 [um], producto de la existencia del corte en alguna fraccién al borde del
poro.
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Figura 38. Distribucion de poros de las espumas de (a) Til3Ta3Sn, (b)
Til3Ta6S, (c) Til3Ta9Sn y (d) Til3Tal2Sn.
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Figura 39. Curva granulometria de NacCl.

En la Figura 38 se observa que existe una relacion directamente proporcional
entre la adicion de estafio y la porosidad, es decir, la porosidad de las

aleaciones aumenta con la adicién de estafno.

La porosidad tedrica fijada en 50% v/v es mayor a la porosidad experimental,
cuyos valores se aprecian en la Figura 40. La variacion de la porosidad se
asocia a la calidad de imagen obtenida en el borde de las probetas, producto de
la alta dificultad de la distincion de los poros debido a la presencia de resina en
algunas cavidades, lo que genera la distorsion de los resultados obtenidos.

Este resultado resuelve la problemética del item anterior, en donde se obtuvo
contraccion volumétrica de 11, 8, 6 y 2% para la aleaciéon con 3, 6, 9y 12% Sn
respectivamente. Se gener6 una deformacion de los poros, ya que las
condiciones de temperatura y presion durante el proceso de sinterizacion, en
consecuencia las probetas metélicas son mas compactas.



Porosidad experimental (%)
w
o

3

- OO

9 12

% atémico)

Figura 40. Porosidad experimental obtenida segun la adicion de estafio de la
aleacion Ti-13Ta-xSn (% atdmico).

m
[
o+
Q
=]
(=]
—_—

c) Remocion del agente espaciador (NaCl)
Los graficos de dilucion del NaCl para las aleaciones que presentan un 50% v/v

de porosidad afiadida teéricamente se presentan en la Figura 41. La linea
horizontal de color rojo, representa la masa final tetrica a la cual deben llegar
las muestras luego de la remocion total del espaciador.

Estudios previos determinaron que el proceso de remocién del espaciador
presenta un fuerte efecto en la integridad estructural de las muestras, ya que la
remocién del NaCl se llevo a cabo después de la consolidacién de las muestras
sinterizada mediante Hot Pressing [98].
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Figura 41. Gréficos de la cinética de disolucion de NaCl en agua destilada a 50
[°C] (a) Aleacion Til3Ta3Sn (b) Aleacion Til3Ta6Sn (c) Aleacion Til3Ta9Sn (d)
Aleacion Til3Tal2Sn.

Se observa en la Figura 41 el tiempo requerido para la remocién total del
espaciador asciende a 5 [h] de lavado efectivo (equivalente a 5 ciclos). La
aleacion Til3Ta3Sn (ver Figura 41 (a)) no logra la eliminacion completa del
espaciador, producto que el NaCl queda en el interior de la espuma metalica y
el agua no logra penetrar hasta esa zona.

En cambio, paras las aleaciones Til3Ta6Sn, Til3Ta9Sn y Til3Tal2Sn (ver
Figura 41 (a), (b) y (c) respectivamente), se obtiene una masa final menor a la
masa teorica, producto de las pérdidas de masa durante el trabajo. Algunos
poros se encontraban contiguos y al eliminar el espaciador no se encuentran
enlaces en la estructura, generando la fractura de dichas zonas.

Estudios anteriores han reportado que las espumas de Ti, obtenidas mediante
Hot Pressing presentan una mayor cinética de la remocion del espaciador
NaCl. Se obtuvo un tiempo de 2 a 3 [h] para muestras de 1,5 [g] con una

porosidad de 30 a 70 % v/v y un espaciador de tamafo entre 50 a 500 [um]
[99].



d) Difraccion de rayos X (DRX)

Se identificd la estructura cristalina de las espumas metalicas de Ti-Ta-Sn
mediante DRX, cuyos resultados fueron interpretados por el programa Match y
la base de datos Powder Diffraction File (PDF), para indexar las fases en los
patrones de difraccion de rayos X. Finalmente estos patrones fueron refinados
con el software Materials Analysis Using Diffraction (MAUD), en donde se
considera correcta refinacion cuando el programa genera una bondad de ajuste
o [-] < 2 y un factor de difractograma ponderado Rwp < 10%.

En la Tabla 18 se presentan los porcentajes en peso de las fases presentes Ti-
B (bcc), Ti-a (hep) y Ti-y (fcc), ademas de la contaminacién de 6xido de circonio
estabilizado con ytria (ZrO,)(Y203) para cada aleacion. Asimismo se presentan
los respectivos valores de bondad de ajuste (o[-]) y el factor de difractograma
ponderado (Rwp %) .

Se aprecia la predominancia de la fase Ti-B (bcc) en todas las espumas
analizadas, confirmando los estudios anteriores que relacionan el tiempo de
molienda seleccionado y la cantidad de Sn utilizado [100].

Tabla 18. Fases y 6xidos presenten en la espuma de Ti-Ta-Sn.

Ti-13Ta-xSn| Tiempo | 2S¢ | Fase | Fase | ;5 v 00 | Rwp
%AL) | AM [h] |, @ TEB TR i hese) | @) | O]
) (% peso) | (% peso) | (% peso)
3 30 34 55 8 3 10 |10
6 10 33 57 1 9 11 |11
9 10 41 58 0 1 11 1,1
12 15 43 52 0 5 11 |11

El tantalo es un estabilizador B-isomorfo, es decir, la adicién de este disminuye
la temperatura de transicion de la fase B generando que esta sea estable a
menores temperaturas, en la Tabla 18 se observa que es posible encontrar la
presencia de la fase 3 a 780 [°C] [101].



Cabe destacar que la difusion tanto del Ta y Sn ocurre como sustituciones en la
fase Ti-B y Ti-a, ya que el Ta a 800 [°C] presenta un coeficiente de autodifusion
igual a 1,6-10"°[cm?/s], un radio atémico de 1,44[A] y un pardmetro de red de
0,332 [-]. A una temperatura ambiente el radio atémico del Sny Ta es 1,62 [A] y
2,09 [A] respectivamente [104-105].

La contaminacion de (ZrO;)(Y203) se presenta en 1 - 9% p/p (ver Tabla 18), que
proviene del desgaste de los tarros y bolas de circonia utilizado en el AM. Los
resultados muestran un tamafo similar de cristalita y microdeformacion de las
aleaciones, esta contaminacion se debe a que los reflejos del 6xido son bajos
por lo que permanecen en el background y no existe relacion en la adicion de
Sn. Como se mencion6 anteriormente, los elementos Zr y Y presentan una
excelente biocompatiblidad, no es problema si existe una cantidad moderada de
este 6xido en las espumas de Ti para ser utilizado como un biomaterial. [104].

En la Tabla 18 se establece la relacién entre la adicion de Sn y el porcentaje
gue se forma de cada fase presente, se obtiene una relacién inversamente
proporcional entre la adicion de Sn y fase y, en donde esta fase no se
encuentra presente en aleaciones con una adicion superior a 6% Sn. En cambio
las fases a y B presentan una relacion directamente proporcional con el
contenido de Sn, en donde la fase B alcanza un maximo en 58% p/p para 9%
de Sn y la fase a aumenta continuamente hasta un maximo de 43% p/p para
12% de Sn.

En la Figura 42 se observan el tamafio de cristalita y microdeformacion (n) que
presentan las aleaciones de Ti-Ta-Sn (ver Tabla 22 en Anexo 2 los resultados
con mayor detalle). La microdeformacion corresponde al valor de la
deformacion isotrépica que representa el valor maximo de microdeformacion
(e2>1/2) presente en el material.

Los resultados del tamafio de cristalita se clasifica como un tamafio a nivel
nanometrico, ya que el rango establecido para un nanocristal se encuentra
entre 1 a 250 [nm].
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Figura 42. a) Tamafo de cristalita y b) Microdeformacién de las fases a, B, y y
la contaminacion (ZrO,)(Y203) segun la cantidad de Sn presente.

Los difractogramas de rayos X refinados se presentan en las Figura 43, Figura
44, Figura 45 y Figura 46 para un contenido de estafio de 3, 6, 9 y 12%
respectivamente. Cada patron de difraccion de rayos X presenta una curva de
color roja que corresponde al patron simulado, resultado del refinamiento.

La simulacion ajusta el valor teérico de los parametros estructurales y
microestructurales como: parametros de red, deslizamientos atémicos,
anisotropia y tensiones de red [105].



La Figura 43 muestra el difractograma de rayos X de la aleacién Til3Ta3Sn,
presentando la integracion de las fases Ti-a, Ti-B y Ti-y, que se formaron
producto de los defectos cristalinos y refinamiento microestructural por la
energia mecanica entregada por el AM, lo que conllevd a la cristalizacion de
algunos atomos de soluto y solvente hacia la formacioén de una estructura fcc.

La mayor microdeformacion se presenta en la fase Ti-y con un resultado de
0,0043 [-], debido a la presencia de elementos substitucionales, dislocaciones y
vacancias generadas durante el AM. Ademas, se observa la fase Ti-y en la
Figura 43 representada por la linea de color azul, se aprecia su primer pico de
intensidad (para bajos angulos) es el mas intenso de esta fase y de mayor

representatividad.
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Figura 43. Difractograma de la aleacion TiTa3Sn (% atomico).

La Figura 44 se observa el DRX para la aleacién Til3Ta6Sn, presentando la
integracion de las fases Ti-a, Ti-B y Ti-y. En este caso la fase tipo Ti-y presenta
picos de baja intensidad, pero con un mayor ensachamientos de estos lo que se
debe a un bajo tamafio de cristalita y la presencia de defectos cristalinos [106].

Se realiz6 una comparacion entre la aleacién con 3% y 6% Sn, que presentan
un tiempo de AM de 30 y 10 [h] respectivamente. La espuma con 6% Sn
presenta una menor microdeformacién, generando una menor anchura de los
picos (ver Figura 44), debido al menor tiempo efectivo del AM. Este tiempo se
traduce a la cantidad de energia entregada a los polvos, transformandose en
deformacion plastica, fractura de particulas, entre otras caracteristicas, lo que
se confirmada dado los resultados mencionados[107].



Se aprecia en la Figura 44 una mayor cantidad de microdeformaciéon para la
fase tipo- B, en comparacion a los resultados obtenidos para la aleacion
Til3Ta3Sn. Esto se debe a que la energia transferida por los medios de
molienda no es suficiente para ser absorbida para la deformacién y
transformacion de la fases Ti-a y Ti-B, generando que esta energia se refleje
como una acumulacion de defectos cristalinos aumentando Ila
microdeformacion.

2 Theta [degrees|
Figura 44. Difractograma de la aleacion Ti-Ta-6Sn (% atémico).

La Figura 44 muestra el difractograma de rayos X para la aleacion Til3Ta9Sn,
presentando la integracion de las fases Ti-a y Ti-B, pero a diferencia de las
otras aleaciones esta no presenta la cristalizacion de la fase tipo Ti-y. El tiempo
de molienda no es suficiente para lograr la cristalizacién de los atomos hacia la
formacion de la fase tipo Ti-y (fcc) [100].

Se realiza una comparacion entre la aleacién con 6% y 9% Sn, que tienen un
tiempo de AM equivalente a 10 [h]. Se obtiene que para un menor contenido de
Sn, los picos son mas angostos (ver Figura 44), producto a una menor
deformacion de los planos atomicos al aplicar un bajo tiempo de AM. Pero la
microdeformacion para ambas aleaciones es similar, dado los resultados del
tamafo de cristalita y microdeformacion que se aprecian en la Figura 45.

En la aleacion Til3Ta9Sn se detecta la completa solubilidad de este elemento
en las fases Ti-a y Ti-B (ver Figura 45), generando la estabilizacion de estas
fases.
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Figura 45. Difractograma de la aleacion Til3Ta9Sn (%atémico).

La Figura 46 muestra el difractograma de rayos X para la aleacion Til3Tal2Sn,
presentando la integracion de las fases Ti-a y Ti-B. De igual forma que la
aleacién con 9% Sn, no presenta la cristalizacion de la fase tipo Ti-y. Esto se
debe a que el tiempo de 15 [h] para el AM no es suficiente para generar la
transformacion de esta fase.

Al comparar esta aleacion con las espumas que contiene 6 y 9% Sn, se observa
la presencia de picos con una mayor anchura. Esto se debe a que un mayor
tiempo de AM genera un aumento en la transferencia de la energia de impacto
y desgaste hacia las fases estables Ti-a y Ti-3, provocando defectos cristalinos
puntuales y de red, refinamiento microestructural (modificacion del tamafio de
cristalita) como; vacancias, intersticios y substitucionales [108]. También se
observa una disminucion gradual de la intensidad de los picos en comparacién
a las aleaciones con un contenido de 6 y 9% Sn.
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Figura 46. Difractograma de la aleacién Ti-Ta-12Sn (%atomico).



Finalizado el proceso de aleado mecénico, se presenta un sistema metaestable
donde conviven las fases Ti-a, Ti-B y Ti-y, en un estado que corresponde a un
minimo local de energia. Para alcanzar un estado de equilibrio termodinamico
fuertemente estable es necesario suministrar una perturbacion externa llamada
energia de activacion, que se logra mediante condiciones de presion y
temperatura mediante la sinterizacion [107].

1.3Estudio antibacteriano

a) Cultivo cepa bacteriana

Se realizaron los cultivos de las bacterias Staphylococcus aureus y Escherichia
coli a partir de las cepas de coleccion ATCC 6538 y ATCC 8739
respectivamente, disponible en el Centro de Biotecnologia de la UTFSM [109].

Se escoge una colonia de bacteria representativa con una asa de alambre
previamente esterilizada y se coloca sobre el medio de cultivo sélido dispuesto
en una capsula petri, para luego ser ingresada a la incubada durante 18 [h] a 37
[°C] para generar una cepa de reserva o modelo. Cabe destacar que se debe
realizar de la forma detallada en el item “preparacion cepa modelo” y generar
un crecimiento mas cercano a la Figura 26, los resultados se aprecian en la
Figura 47.

Figura 47. Cultivo cepa (a) Escherichia coli y (b) Staphylococcus aureus en
medio de cultivo sélido.



A partir de la cepa modelo, se realizo el crecimiento bacteriano en un medio de
cultivo liquido llamada cepa de trabajo. Estas cepas se utilizan para realizar los
ensayos en el laboratorio, debido a que en este estado es posible ajustar la
densidad éptica y generar un crecimiento inicial controlado.

En un tubo de ensayo con 5 [ml] de medio de cultivo liquido, se ingresa un asa
de madera o moldadientes, que contiene una colonia bacteriana representativa
de la cepa de la Figura 47. Luego se ingresan a la incubadora orbital durante
18 [h] a 37 [°C] y 250 [rpm], obteniendo la cepa bacteriana en un medio de
cultivo liquido como se aprecia en la Figura 48.

Figura 48. Cultivo de las cepas a) Staphylococcus aureus y b) Escherichia coli
en c) medio de cultivo liquido o broth.

En cada ensayo se realizd6 un nuevo crecimiento de las cepas bacterianas. Si
estas cepas permanecen un mayor tiempo, comienzan las etapas estacionaria y
de muerte, generando una disminucién de los microorganismos presentes.
Estas etapas se detallan en el item de resultado “curva de crecimiento
bacteriano”.



b) Curva de calibracion
Para realizar ensayos microbiolégicos bajo condiciones equivalentes, se

requiere trabajar con la misma cantidad de biomasa en una fase de crecimiento
similar. Las formas para medir la biomasa y determinar las fases de crecimiento
en la misma es utilizando el equipo de espectrofotometro y el método de conteo
en placa.

El espectrofotdmetro entrega la absorbancia medida, la cual no es una medida
directa del niumero de células viables ya que esta considera las bacterias
presente tanto vivas o muertas. En cambio, el método de conteo en placa
permite cuantificar el nimero de bacterias viables, es decir, bacterias vivas
capaces de formar colonias.

En la Figura 49 se muestra la curva de calibracion realizada que relaciona la
absorbancia con las unidades formadoras de colonias por ml [UFC/ml] para las
bacterias Staphylococcus aureus y Escherichia coli. Para obtener una curva de
calibracion representativa, los ensayos se realizaron por duplicado y cada
ensayo se repitio tres veces en forma independiente.

12 - (@)
1,0 -
08 -
06 -
04 -
02 -
0,0 -

-0,2 T T T 1

-2E+8 1E+8 4E+8 7E+8 1E+9
Conteo de cultivo viable
[UFC/mlI]

Absorcion 600 [nm]




1,2 (b)
1,0 -
08 -
0,6 -
04 -
0,2 -
0,0 -

'0,2 T T T 1

-2E+8 1E+8 4E+8 7E+8 1E+9
Conteo de cultivo viable

[UFC/mL]

Absorcion 600 [nm]

Figura 49. Curva de calibracion del método de absorcidén y conteo de cultivo
viable de las bacterias (a) Staphylococcus aureus (STAU) y (b) Escherichia coli
(COLl).

Se obtuvo un coeficiente de regresion (R) de 0,9958 y 0,9955 [-] para las cepas
bacteriana STAU y COLI respectivamente, ademas de la ecuacion de la linea
de mejor ajuste es:

Yabs(STAU) = 1,19 - 1055 Xuc + 0,02154p, (5)
Yabs(COLD) = 1,04 - 10555 _ Xutc + 0,0127 g (6)
e ™ mr

El alto coeficiente de regresion confirma que hay una relaciéon lineal entre la
absorbancia y el cultivo viable de las bacterias STAU y COLI.

c¢) Curva de crecimiento bacteriano
Se realiz6 la curva de crecimiento de las bacterias Staphylococcus aureus y

Escherichia coli. Un tubo de ensayo que contiene 5 [ml] de medio de cultivo, se
inoculé con las cepas bacterianas en la fase exponencial de crecimiento con
una densidad optica de 0,1 [-].

En la Figura 50 se observa la curva de crecimiento de las colonias viables de
las cepas STAU y COLI. Los ensayos para determinar la cinética de crecimiento
se realiz6 en duplicado y tres veces en forma independiente.
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Figura 50. Cinética de crecimiento de las bacterias Staphylococcus aureus
(STAU) y Escherichia coli (COLI).

A partir de la curva de coordenadas logaritmicas, se deduce que la bacteria
Staphylococcus aureus (ver Figura 50 (a)) presenta una fase de latencia o
adopciéon en un rango de 3 a 6 [h] y la fase estacionaria presenta un tiempo
superior a 24 [h].

La cepa bacteriana Escherichia coli (ver Figura 50 (b)) presenta una fase de
adaptaciéon con un tiempo menor a 3 [h] y la fase estacionaria presenta un
tiempo superior a 24 [h].



Segun la clasificacion descrita en el Anexo 3, no se lograron las fases
estacionarias y de muerte para las cepas STAU y 015, dado que el ciclo total
de estas es superior a 1 dia [112-113].

Estudios anteriores han demostrado que la fase estacionario de la bacteria
COLI se logra en tiempo superiores a 40 [h] y para la bacteria STAU se logra
alrededor de 140 [h] [112].

Dado los resultados obtenidos, se realizaron los ensayos bacterianos de las
cepas STAU y COLI en contacto a las espumas metélicas de Ti-Ta-Sn a un
tiempo de 18 [h], con el objetivo de operar en la fase exponencial y tener un
cultivo bacteriano con una alta viabilidad.

d) Seleccion de antibidtico como control positivo
Se estudia la sensibilidad de los microorganismos STAU y COLI a los

antibiéticos gentamicina (G), ampicilina (A), kanakicina (K), estreptomicina (S) y
tetraciclina (T). Se utiliza el método del antibiograma disco-placa, en donde se
midi6 el area de inhibicién utilizando el software Imagen Jy se calcul6 el area
porcentual (ver ecuacion (2)) para realizar una comparacion entre las diferentes
variables [113]. Se considero el area total de cada pocillo como control.

Los resultados del area porcentual obtenidos para las dos se observan en la
Figura 51 y en el Anexo 6 se aprecia las imagenes obtenidas
experimentalmente de los halos formados. Los ensayos se realizaron, variando
la densidad oOptica de las bacterias entre 0,1 - 0,2 [-] y una adicion de antibiético
50 - 100 [pL].
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Figura 51. Sensibilidad de los microorganismos (a) STAU y (b) COLI a los
antibiéticos gentamicina (G), ampicilina (A), kanakicina (K), estreptomicina (S) y
tetraciclina (T).

La bacteria Escherichia coli (ver Figura 51 (a)) presenta una actividad sensible
para los antibioticos gentamicina (G) para una densidad 6ptica (OD) de 0,2 [-] y
estreptomicina (S) con una OD de 0,1[-] con la adicion de 50 [uL] y una OD de
0,2[-] y 50 [uL] de antibittico. A su vez una actividad intermedia para una OD de
0,2 [-] con una adicion de 50 [uL] y 100 [uL] de kanakicina (K), a su vez los
antibioticos con una OD de 0,2[-] y 50 [pL] de estreptomicina (S), OD de 0,2[-] y
100 [uL] de kanakicina (K). Finalmente, se observa una actividad resistente en
relacion al antibidtico ampicilina (A) en todas las variables estudiadas, para el
antibidtico tetraciclina (T) con una OD de 0,2[-] y 50 [pL] y los antibiéticos G, Ky
T con una densidad Optica de 0,1[-] y una adicion de 50 [uL] [82].



La bacteria Staphylococcus aureus (ver Figura 51 (b)) presenta una actividad
sensible frente a los antibioticos S y K para una OD 0,2 [-] y adicion de 100 [uL],
de igual forma los antibiéticos G y S con una OD de 0,2[-] vy O,1[]
respectivamente con la adicion de 50 [uL]. Se presenta una actividad intermedia
para los antibidticos Ky S con una OD de 0,2[-] con 50 [uL] y para Ky T con
una OD de 0,2[-] con 100 [uL]. Finalmente una respuesta resistente en contacto
a los antibiéticos G, Ky T con una OD de 0,1][-] con 50 [pL], adem&s de T a OD
de 0,2[-] con 50 [pL] y A en todas las variables [82].

Dado los resultados se utiliza el antibidtico estreptomicina (S) con una adicion
de 50 [uL] y un ajuste de la densidad oOptica de 0,1 [-] de las bacterias
Escherichia coli y Staphylococcus aureus.

e) Control negativo, positivo, neutro y blanco en el ensayo bacteriano en
relacion a las probetas de Ti-Ta-Sn
Se realizaron pruebas de control negativo, positivo, neutro y blanco en celdillas

aisladas de cada placa 12 (ver Figura 27), para los ensayos bacterianos en
contacto con las espumas metalicas de Ti-Ta-Sn.

Los controles se realizon para identificar la contaminacion cruzada o externa de
algn microorganismo, con una lectura inmediata.

i. Control negativo
En la Figura 52 se observa el control negativo de las bacterias Escherichia coli
y Staphylococcus aureus con una densidad 6ptica de 0,1 [], luego de 18 [h] de
incubacion. Se obtiene un medio turbio y homogéneo, sin crecimientos
anormales por lo que no existi6 contaminacion cruzada entre las cepas
bacterianas u otro microorganismo.



Figura 52. Resultado de control negativo en ensayo bacteriano de la aleacion
Ti-Ta-Sn sobre las bacterias a) Escherichia coli y b) Staphylococcus aureus.

ii. Control positivo
Se observa en la Figura 53 los resultados del control positivos, los discos
impregnados con 50 [uL] de estreptomicina generan un halo homogéneo y
sélido por lo que se confirma la accion sensible del antibiético, ademas no se

encuentra la presencia de contaminacién bacteriana.

El "

Figura 53. Resultado de control positivo en ensayo bacteriano de la aleacién Ti-
Ta-Sn sobre las bacterias a) Escherichia coli y b) Staphylococcus aureus.
iii.Control neutro

En la Figura 54 se encuentran los resultados de controles neutros en cada

celdilla contiene medio de cultivo semi solido con una probeta de la aleacion a

estudiar. Se observa que no existe contaminacion cruzada o la presencia otro

microorganismo, de igual forma se confirma la eficiencia del procedimiento de

esterilizacion con el equipo autoclave de las espumas de Ti.
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Figura 54. Resultado de control neutro en ensayo bacteriano sobre las aleacion
Ti-13Ta-xSn (% atémico) a) 0%Sn, b) 3% Sn, ¢) 6% Sn, d) 9% Sny e) 12%Sn.

iv.Blanco

Finalmente en la Figura 53 se observa el resultado del control blanco, que
contiene solo medio de cultivo semi sdlido sin ninguna cepa bacteriana
agregada. Se observa que el medio de cultivo no presenta turbidez, es
homogéneo y transparente, por lo que se confirma que no existe contaminacion

bacteriana u otro microorganismo.

s \‘
Figura 55. Resultado de control blanco en ensayo bacteriano de la aleacion Ti-
Ta-Sn.

f) Crecimiento bacteriano en probetas de Ti-Ta-Sn
En la Figura 56 y Figura 57 se observan el crecimiento de la cepa bacteriana

Escherichia coli y Staphylococcus aureus respectivamente, en contacto con las
espumas metalicas de Ti-Ta-Sn. Dada la nula respuesta, la variacién de estafio
en las espumas de Ti no presenta propiedades bactericidas y bacteriostaticas.



Figura 56. Resultat?d?ensayo bacteriano sbre scherichia coli en las sobre
las aleaciones a) Ti-13Ta, b) Ti-13Ta-3Sn, ¢) Ti-13Ta-6Sn, d) Ti-13Ta-9Sn y e)
Ti-13Ta-12Sn (% atémico).

Se realizaron pruebas con la aleaciéon Til3Ta (ver Figura 56 (a) y Figura 57
(a)) para ser utilizada como control, pero no se obtuvo una respuesta positiva.
Estudios anteriores evaluaron la eficiencia de esta aleacién para eliminar
bacterias, virus, hongos o levaduras. Sin embargo, la mayoria de estas pruebas
se realizaron en soluciones acuosas, lo que puede generar una variacion en el
crecimiento producto que este medio de cultivo genera una mayor penetracion
en la espuma metalica, generando una mayor superficie de contacto y a su vez
una mayor area de accion de la aleacion metélica sobre las cepas bacterianas

[116-118].

Otras variaciones que pueden presentarse entre estos estudios son la
humedad, agitacion, dimensiones de las probetas metalicas, la cepa bacteria
objetivo, concentracion inicial de las bacterias y tiempo del crecimiento
bacteriano [116-117, 119-120].



Flgura 57. Resultado de ensayo bacterlano sobre Staphylococcus aureus en
las sobre las aleaciones a) Ti-13Ta, b) Ti-13Ta-3Sn, c) Ti-13Ta-6Sn, d) Ti-13Ta-
9Sn vy e) Ti-13Ta-12Sn (% atémico).

Estudios realizados a espumas metalicas de Ti-Ni-Cu y Ti-Nb-Ag utilizando el
mismo método de crecimiento bacteriano de las cepas STAU y COLI durante 24
[h] obtuvieron resultados positivos. Se logré la inhibicion de la cepa COLI y
STAU alrededor de un 75% y 68% respectivamente en relacion al control de
probetas de Cu puro, cuyos resultados se aprecian en la Figura 58 [119].
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Figura 58. Absorbancia relativa de las cepas (a) Escherichia coli (COLI) y (b)
Staphylococcus aureus (STAU) tras el test MTS de 24 y 18 [h] con respecto al
control [119]

En la Tabla 19 se presenta el porcentaje de las fases tipo a y B de las espumas
Ti-Ni-Cu y Ti-Nb-Ag, obtenidas mediante difraccién de rayos X (DRX). En los
difractogramas (ver Figura 66 y Figura 67 en Anexo 7) de las aleaciones
Ti35NbxCu y Ti35NbxAg son muy similares a las espumas de Ti-Ta-Sn y
predomina la fase tipo B, la diferencia principal se encuentra en el pico de fase
a en los 38°, los cuales es marcado en las aleaciones Ti35NbxCu, pero es dificil
de apreciar para las aleaciones Ti35NbxAg.

Tabla 19. Porcentaje de las fases obtenidas de las aleaciones Ti35NbxCu y
Ti35NbxAg a partir del analisis de los difractogramas de cada aleacién mediante
el Software MAUD [119].

Aleacion Fase Ti-a (% peso) Fase Ti-B (% peso)
Ti35Nb2Cu 33,6 61,3
Ti35Nb4Cu 34,0 61,0
Ti35Nb6Cu 33,6 61,4
Ti35Nb2Ag 33,4 61,7
Ti35Nb4Ag 33,0 62,0
Ti35Nb6Ag 33,2 61,8

Ti35Nb 33,2 61,8




Se realizé una comparacion con los resultados obtenidos de DRX de la aleacién
Ti-Ta-Sn (ver Tabla 20) con las espumas de Ti-Ni-Cu y Ti-Nb-Ag. En todos los
casos existe una predominancia de la fase tipo 3, con similares valores y picos
gue se observan en los difractogramas (ver Figura 66 y Figura 67 en Anexo 7
y Figura 43, Figura 44, Figura 45 y Figura 46) que presentan una similar
predominancia.

Por lo tanto, estas espumas metalicas son similares en relacién a las fases
presentes, pero la actividad bacteria es nula para la aleacion Ti-Ta-Sn por lo
que se presume que el tipo de fase presente no tiene influencia en la cinética
bacteriana de las cepas STAU y COLI, lo cual es abalado por otros estudios
anteriores [44,120-123].

Tabla 20. Porcentaje de las fases obtenidas de las aleaciones Til3TaxSn a
partir del analisis de los difractogramas de cada aleacion mediante el Software

MAUD [119].
” Fase Ti-a Fase Ti-p Fase Ti-y
Aleacion (% peso) (% peso) (% peso)
Til3Ta3Sn 34 55 8
Til3Ta6bSn 33 57 1
Til3Ta9Sn 41 58 0
Til3Tal2Sn 43 52 0

Otra variable presente a estudiar es el tamafio y porcentaje de porosidad
presente en las espumas metdlicas, ya que este valor cambia el area de
contacto entre la aleacion y las cepas bacterianas. En la Tabla 21 se observan
las porosidades de las aleaciones Ti-Ta-Sn en comparacién a las aleaciones Ti-
Nb-Cu y Ti-Nb-Ag. Se obtiene una relacion inversamente proporcional entre la
porosidad y la cinética de crecimiento de las cepas STAU y COLI. Sin embargo,
no se puede confirmar el efecto de esta variable, ya que existen otros estudios
que contradicen lo planteado [44, 121-125].



Tabla 21. Porcentaje de porosidad experimental de las aleaciones Ti-Ta-Sn, Ti-
Nb-Cu y Ti-Nb-Ag [119].

Aleacién Porosidad (% v/v) | Aleacién Porosidad (% v/v)
Til3Ta3Sn 40 Ti35Nb2Cu 7,4
Til3TabSn 40 Ti35Nb4Cu 5,3
Til3Ta9Sn 43 Ti35Nb6Cu 3,6

Til3Tal2Sn 50 Ti35Nb2Ag 7,0
Ti35Nb4Ag 8,0

Ti35Nb6Ag 10,0

Ti35Nb 7,0

g) Crecimiento bacteriano en polvos de Til3Ta3Sn (% atomico).
Para complementar el estudio de la aleacidén, se cuantifico el crecimiento

bacteriano en contacto a polvos de la aleacién Til3Ta3Sn obtenidos mediante
el AM.

Los estudios sobre el mecanismo de accion antibacteriana de las particulas,
gue causa inhibicién del crecimiento bacteriano es atribuido principalmente a
dos factores: i) capacidad de la nanoparticulas de unirse a la membrana
bacteriana por interaccion electrostatica causando despolarizacion y alteracion
de su integridad lo que produce filamentacion de la bacteria y ii) internalizacion
de las nanoparticulas a través de los poros de la membrana bacteriana
produciendo la desestabilizacibn de la composicibn de la membrana e
interrupcion del transporte de electrones, oxidacion de proteinas, degradacion
del DNA, perturbaciones y destruccién de las mitocondrias, lo que conduce a la
muerte de la bacteria.

En la Figura 59 se presentan los resultados obtenidos para determinar la
actividad inhibitoria del crecimiento bacteriano por nanoparticulas de Ti-Ta-Sn.
Se observa que las nanoparticulas no mostraron ningun efecto inhibitorio en las
dos cepas bacterianas estudiadas.

Estudios anteriores han demostrado que el rol de las nanoparticulas obtenidas y
la sensibilidad de las bacterias, no solo se relaciona a la estructura de la pared
bacteriana, si no que existen factores adicionales que influyen en la
susceptibilidad o tolerancia de las bacterias a estas nanoestructuras [126- 127].



Los resultados de crecimiento bacteriano en contacto con los polvos de Ti-Ta-
Sn se cuantificaron mediante la densidad éptica y unidad formadora de colonias
[UFC/mI]. Pero como se mencion6 anteriormente, la DO se relaciona con la
turbidez que presente el medio de cultivo. Se infiere, que la presencia de los
polvos metalicos aumentd la turbidez dada la naturaleza de estos, por lo que
este resultado no fue tomado en consideracion y se trabajo con los resultados
obtenidos mediante unidad formadora de colonias por ml [125].
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Figura 59. Curva de crecimiento de las bacterias Staphylococcus aureus
(STAU) y Escherichia coli (COLI) en un medio de cultivo con y sin la presencia
de polvos de Til3Ta3Sn.

Otro pardmetro relevante es el tamafio de las particulas, ya que reportes
anteriores han descrito el comportamiento de las nanoparticulas de CuO sobre
las bacterias, obteniendo resultados negativos para polvos obtenidos por AM.
En cambio, para nanoparticulas del mismo material obtenida mediante otro
método, determind que la bacteria Escherichia coli es susceptible a
nanoparticulas de CuO y la bacteria Staphylococcus aureus es menos
susceptible. Por lo tanto el tamafio de grano del cobre es determinante para
inhibir el crecimiento de las bacterias, lo que se podria extrapolar para la
aleaciéon Ti-Ta-Sn [126, 129-130].

La concentracion minima inhibitoria (CMI) que corresponde a la concentracion
minima de nanoparticulas necesaria para la inhibicion del crecimiento de los
microrganismos, y por otro lado, la concentracion bactericida minima (CMB) que
es la concentracion minima de nanoparticulas necesaria para eliminar el 99,9%



o mas del inoculé bacteriano inicial son parametros relevante para cuantificar la
actividad antimicrobiana que presentan las nanoparticulas.

Estudios anteriores, han investigado los valores de CMI y CMB de las
nanoparticulas en funcion de la concentracion de plata en la bacteria
Escherichia coli, como se aprecia en Figura 60.
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Figura 60. Curva de crecimiento de Escherichia coli frente a diferentes
cantidades de nanoparticulas de plata [128].

En la Figura 60 se observa que a concentraciones igual o mayor a 12,5 [ug/ml]
resulta casi completa la inhibicion de la bacteria Estrerichia coli, después de su
adicion al agente bactericida durante solamente 2,5 [h]. Pero a concentraciones
de 6,25 [ug/ml] esta presenta una disminucion del crecimiento bacteriano pero
no logra inhibir completamente este crecimiento. Durante el procedimiento
experimental con las nanoparticulas de Ti-Ta-Sn, se utiliz6 una concentracion
inicial de 2,5 [ug/ml], se infiere que este valor inicial es significativo en relacion
al contacto con la bacteria Escherichia coli [128].

Cabe destacar, que los resultados obtenidos son considerados inconcluyentes,
debido a que los ensayos se realizaron en duplicados y solo se repitié una vez
de forma independiente. Ademas se sugiere para proximos investigaciones, la
medicion de la densidad éptica en mayores intervalos de tiempo y cuantificar
mediante el procedimiento de UFC, para realizar una comparacion entre ambos
métodos y determinar claramente el efecto de las particulas en la medicién de
las colonias bacterias.



Capitulo 5: Conclusiones

Posterior al aleado mecéanico los polvos presentaron una morfologia irregular, con
algunas particulas aglomeradas con bordes redondeados y otros dispersos. Con
una tendencia a una morfologia esferoidal, ya que representan el estado de
minima energia libre de Gibbs y el efecto de soldadura en frio durante el proceso,
descartando la predominancia de la fractura de los polvos.

Luego de la sinterizacion las probetas sufren un aumentdé del didmetro y
disminucién de la altura, generando una mayor contraccion volumétrica. Existe
una relacion inversamente proporcional entre la contraccion y la adicién de Sn, a
su vez una relacion directamente proporcional respecto a la porosidad. Esto ocurre
debido a que los poros son deformados o sustituidos a una mayor contracciéon vy el
Sn evita este problema ya que aumenta la fuerza de unién entre las particulas.

Las espumas de Ti-Ta-Sn presentan poros homogéneos, confirmando la eficiencia
del proceso de mezclado, ya que no existe una segregaciéon durante el proceso. El
didmetro equivalente se encuentra en el rango 200 a 400 [um], revalidando que no
existe cambio significativo de morfologia del espaciador durante el proceso.

La cinética de crecimiento de las bacterias STAU y COLI, presenta una fase
latente entre 3 a 6 [h] y <3 [h] respectivamente. La fase estacionaria de esta es >
24 [h], los experimentos se realizaron en la fase exponencial a 18 [h]. El
coeficiente de regresién entre la absorbancia y UFC/ml es superior a 0,99 [-],
confirmando la viabilidad de las bacterias.

Los controles negativos, positivos, neutros y blancos presenta un crecimiento
normal, con halos homogéneos y no existe contaminacion producto de otro
microorganismo, ratificando la eficiencia de esterilizacion y el método
experimental. Se logra una respuesta resistente con estreptomicina con una
adicion de 50 [uL] y una densidad o6ptica 0,1 [-] para ambas cepas bacterianas.

Las espumas metdlicas de Ti-Ta-Sn no generaron la inhibicion de las bacterias
Escherichia coli y Stahylococcus aureus. Dado los objetivos planteados, se
obtiene una respuesta negativa en relacion a la variacion de Sn y tipo de fases
presente, ya que no tienen propiedades bactericidas y bacteriostaticas.
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Capitulo 7: Anexo

Anexo 1

Morfologia bdsica de particulas de polvo

Figura 61. Formas tipicas de particulas: a) Polvo acicular, b) Polvo angular, c)
Polvo dendritico, d) Polvo fibroso, e) Polvo en hojuelas, f) Polvo granular, g) Polvo
irregular, h) Polvo nodular e i) Polvo esferoidal [129].

Anexo 2

Tabla 22. Tamano de cristalita y microdeformacion de las fases a, B, y y la
contaminacion (ZrO;)(Y»03) segun la cantidad de Sn presente

Ti-13Ta-xSn Parametro de red Ti-a Ti-B Ti-y (Zro,)(Y,03)
35n Tamafio cristalita [nm] 23,4 17,8 0,7 11,1
Microdeformacion [r.ms.] | 1,0E-03 | 1,7E-05 | 4,3E-03 3,0E-03
6sn Tamano cristalita [nm] 38 37,6 35,7 0,3
Microdeformacion [r.ms.] | 2,2E-03 | 1,8E-03 | 7,0E-03 2,3E-02
9sn Tamano cristalita [nm] 19,4 31,9 22,2 31,9
Microdeformacion [r.ms.] | 2,4E-04 | 1,7E-03 | 3,3E-03 1,7E-03
12 Sn Tamano cristalita [nm] 10 15,4 27,4 15,4
Microdeformacion [r.ms.] | 1,5E-04 | 8,1E-08 | 4,9E-03 8,1E-08




Anexo 3
Curva tipicas del crecimiento bacteriano sub-dividido en sus etapas.
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Figura 62. Curva tipica de crecimiento bacteriano [110].

Anexo 4

Figur G-é;';'Prugba control positivo sobre la bacteria Escherichia Coli con OD y
concentracion de antibidtico variable; a) OD=0,1 [-] - 50 [um], b) O.D=0,2 [-] - 50
[um] y c) O.D=0,1 [-] - 100 [pm].

Figura 64. Prueba control positivo sobre la bacteria Staphylococcus Areus con
OD y concentracién de antibiético variable; a) OD=0,1 [-] - 50 [um], b) O.D=0,2 [-] -
50 [um] y ¢) O.D=0,1 [-] - 100 [um].



Anexo 5

Figura 65. Ensayo bacteriano de la aleacidon Ti-13Ta-12Sn sobre el cultivo de
bacteria Staphylococcus Aureus y Escherichia coli.

Anexo 6

Tabla 23. Patrones estandar de halo de inhibicién, puntos de corte equivalentes a
la CMI para enterobacterias y didmetro del halo de inhibicion para la cepa E. coli
ATCC25922 empleada como control de calidad [82].

Carga Diametro del halo Punto de corte E. colo
Anti- del de inhibicién [mm] equivalente a la ATCC
microbiano | disco CMI [ug/ml] 25922
[ug] Resistente|ntermedia| Sensible Resistente/Sensible| intervalo
Ampicilina 10 <13 14-16 >17 >32 <8 16-22
Gentamicina| 10 <12 13-14 >15 >8 <4 19-26
Kanamicina | 30 <13 14-17 >18 >25 <6 17-25
Tetraciclina | 30 <14 15-18 >19 >16 <4 18-25

Tabla 24. Patrones estandar del halo de inhibicién para estafilococos , puntos de
corte equivalentes a la CMI y didmetro del halo de inhibicion para la cepa
Staphylococcus aureus ATCC 25923 empleada como control de calidad [82].

Carga i Punto de corte S. aureus
Anti- del CIID éa}?heigzigﬁl[l%a:‘% equivalente a la ATCC
microbiano | disco CMI [ug/ml] 25923
[Mg] |Resistente |Intermedia| Sensible |Resistente|Sensible| intervalo
Gentamicina| 10 <12 13-14 >15 >8 <4 19-27
Tetraciclina 30 <14 15-18 =19 =16 <4 24-30
Ampicilina 10 <16 -- =19 =16 <8 --




Anexo 7
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Figura 66. Difractograma de la aleacién Ti35NbxAg a partir del ensayo de
difraccion de rayos X. Los cruces rojos y azules indican la localizacion de los picos
de fase tipo ay 3 [119].
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Figura 67. Difractograma de la aleacion Ti35NbxCu a partir del ensayo de
difraccion de rayos X. Los cruces rojos y azules indican la localizacion de los picos
de fase tipoay 3 [119].7



