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Resumen de la tesis que presenta Juan Ramoén Zazueta Lopez como requisito parcial para la obtencién
del grado de Maestro en Ciencias en Nanociencias.

Nano-microestructuras de didxido de titanio elaboradas por erosion iénica y anodizado

Resumen aprobado por:

Dra. Ma. de la Paz Cruz Jauregui Dr. Duilio Valdespino Padilla
Codirectora de tesis Codirector de tesis

El Ti es ampliamente usado en implantes que sustituyen hueso debido a su ligereza, alta resistencia a
esfuerzos mecdnicos y biocompatibilidad; siendo esta ultima consecuencia de la capa de TiO; que se
forma en su superficie. Dicha capa, dependiendo de su morfologia, puede promover la proliferacion
celular dsea, tal y como se muestra en este trabajo de tesis, en el que se prepararon y estudiaron
superficies de TiO; con diferentes morfologias: continuas, nanoestructuradas, microestructuradas y
nano-microestructuradas. Las superficies continuas se obtuvieron a partir de peliculas de Ti (500
nm)/vidrio, mediante erosidn idnica. Para preparar las nanoestructuras se utilizd la técnica de
anodizado, en la que se varié la concentracion de NH4F (0.3 a 0.9 wt%) en el electrolito, el voltaje (10
a 45 V) y el tiempo de sintesis (1 a 15 min); de donde se determind que las nanoestructuras con el
mayor diametro promedio de poro, de 64 + 8 nm, fueron las elaboradas con una concentracién de 0.6
wt% de NH4F, 45 V y 3 min. Para las microestructuras se utilizé fotolitografia por lift-off; con ella se
obtuvieron poros columnares de 40 um separados por 106 pum. La combinacién de nano-
microestructuras se llevd a cabo anodizando las microestructuras en las condiciones sefialadas para
obtener los nanoporos de mayor diametro. Todas las superficies fueron sometidas a un tratamiento
térmico a 450 °C/4 h, con lo que cristalizaron a la fase anatasa del TiO,. Los ensayos de hemdlisis
demostraron que las muestras no son téxicas en sangre, a excepcidn de la continua, pero incluso esta
se encuentra solo en un 0.2 % por encima de la norma ISO 10993-4. Las pruebas de proliferacion de
osteoblastos a las 48, 72 y 96 h, indicaron que la superficie continua y la microestructurada generan
una proliferacién menor con respecto al control, mientras que en las nano-microestructuradas la
proliferacién es similar al control. Las superficies nanoestructuras en cambio, promueven una
proliferacién celular por encima del control (1.5 veces), resultado que motiva estudios subsecuentes
en la optimizacién del tamafio de poro en superficies nanoestructuradas para su aplicacién en
implantes biomédicos.

Palabras clave: TiO,, nano-microestructuras, erosion idnica, anodizado, proliferacién celular.



Abstract of the thesis presented by Juan Ramdn Zazueta Lépez as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Nanosciences

Titanium dioxide nano-microstructures prepared by Sputtering and anodization

Abstract approved by:

Dra. Ma. de la Paz Cruz Jauregui Dr. Duilio Valdespino Padilla
Thesis codirector Thesis codirector

Tiis widely used in implants that replace bone due to its lightness, high resistance to mechanical stress
and biocompatibility; the latter being a consequence of the TiO; layer that is formed on the surface.
Such layer, depending on its morphology, can promote bone cell proliferation, as is shown in this
thesis, in which continuous, nanostructured, microstructured and nano-microstructured TiO; surfaces
were prepared and studied. Continuous surfaces were obtained from Ti films (500 nm)/glass by
sputtering. To prepare the nanostructures, the anodization technique was used, varying the NHsF
concentration (0.3 to 0.9 wt%) of the electrolyte, the voltage (10 to 45 V) and the synthesis time (1 to
15 min); from which it was determined that the nanostructures with the largest average diameter of
pores, of 64 + 8 nm, were prepared using 0.6 wt% of NH4F, 45 V and 3 min. For the microstructures lift-
off photolithography was used, with it samples with columnar pores of 40 um separated by 106 um
were obtained. The combination of nano-microstructures was carried out by anodizing the
microstructures under the indicated conditions to obtain pores of the largest diameter. All the surfaces
were subjected to a heat treatment at 450 °C/4 h, acquiring the crystalline anatase phase of TiO,. The
hemolysis essays showed that samples are non-toxic in blood, except the continuous but even this one
is only 0.2% above the ISO 10993-4. The osteoblast proliferation tests at 48, 72, and 96 h indicated that
the continuous and microstructured surfaces generate less proliferation with respect to the control,
while in the nano-microstructured surfaces proliferation is similar to the control. The nanostructured
surfaces in another hand, promote a cell proliferation above the control (1.5 times), a result that
motivates subsequent studies on the optimization of pore size in nanostructured surfaces for their
application in biomedical implants.

Keywords: TiO,, nano-microstructures, sputtering, anodization, cell proliferation.
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Capitulo 1. Introduccidn

A lo largo de la historia se ha hecho uso de los materiales que nos rodean, los que se han adaptado a
las necesidades del ser humano. Las primeras evidencias del uso de estos materiales en la medicina
remontan de aproximadamente 32 000 afios, donde se utilizaban principalmente para cauterizar y suturar
(B. D. Ratner, 1996). Después vino el uso de materiales artificiales, por ejemplo, en prétesis para reponen
miembros dafiados, cuyo registro mads antiguo estd datado entre 1065-740 a. C., correspondiente a una
protesis de madera encontrada en el dedo gordo del pie de un humano momificado en Tebas, Egipto. En
la edad media otros materiales, como cuero y metales, se utilizaron para realizar patas de palo y manos
de gancho (Thurston, 2007). Posteriormente se llevaron a cabo los primeros implantes, que son aquellas
protesis introducidas quirdrgicamente en el cuerpo, pero se carecia del conocimiento no solo del
procedimiento médico en general, sino también sobre los riesgos del material implantado. Dicho
conocimiento se fue adquiriendo con el tiempo y permitié identificar la biocompatibilidad de los

materiales, la cual implica la integracion de estos en el sistema bioldgico sin causar dafio al mismo.

Los materiales que se usan para remplazar cualquier tejido, érgano o funcién del cuerpo, son
conocidos como biomateriales (Moreno etal.,, 2009). El mercado relacionado con estos tiene un
crecimiento anual compuesto del 13%, el que se proyecta valdra $212 mil millones de délares para el 2027,
impulsado en gran parte por la necesidad de mejorar la calidad de vida de los pacientes (Suraj et al., 2022).
En particular, para los biomateriales con aplicaciones ortopédicas se calcula una tasa de crecimiento anual
compuesta superior al 5% y un mercado global de alrededor de los $73 mil millones de ddlares para el

2032 (Swapna & Onkar, 2023).

Los biomateriales ortopédicos mds socorridos son aquellos usados como implantes que
reemplazan al tejido duro, en especial las proétesis artificiales que sustituyen al tejido dseo. Por ejemplo,
en el 2019 se colocaron en México 5 000 protesis de rodilla y 800 000 en Estados Unidos (Stewart, 2022),
pais en el que se estima que habra 3.48 millones de personas con una de dichas prétesis en el 2030 (Kurtz
et al.,, 2007). No obstante, pese a la gran demanda, aun es necesario el desarrollo de materiales mas

apropiados para sustituir al hueso (Romero Villareal, 2015).

Entre los materiales utilizados en implantes que reemplazan el hueso, destaca el titanio (Ti) debido
a su ligereza, alta resistencia a esfuerzos mecdnicos y biocompatibilidad. Esta ultima es consecuencia de

la capa de diéxido de titanio (TiO;) que se forma en la superficie cuando el Ti entra en contacto con un
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medio acuoso, como la sangre. Dicho dxido a diferencia de los 6xidos de otros metales queda fuertemente
enlazado, evitando la liberacidn de iones metdlicos que causan el rechazo del sistema inmune

(Ramakrishna et al., 2010).

Asi entonces, el TiO; es en si mismo biocompatible y dependiendo de sus caracteristicas podria
ser utilizado en implantes que funcionen como soporte para el crecimiento de tejido éseo. Para ello se
requeriria la presencia de poros de diferentes tamafios, tal y como ocurre en los huesos, ya que los poros
en el intervalo de nandmetros favorecen la adhesidn y proliferacion celular, mientras que los que estan en
el orden de micrémetros son necesarios para la alimentacién y crecimiento de las células puesto que
facilitan la transferencia de nutrientes y la expulsidon de desechos generados por las mismas (Yang et al.,

2001).

Valdespino y colaboradores (Valdespino Padilla, 2019) lograron elaborar ceramicas de TiO; con
tamafios promedio de poro en el orden de decenas de micras demostrando que en ellas la proliferacién
celular era mayor. Ademas, estas ceramicas tuvieron un mdédulo de Young del orden del que presenta el
hueso, lo que es importante para disminuir las microfracturas en la interface con el tejido dseo. Tales
microfracturas surgen como consecuencia de la gran diferencia entre los Mddulos de Young del TiO; no
poroso (~151 GPa en su fase anatasa (Borgese et al., 2012)) con el hueso (de 0.05 a 60 GPa (Hutmacher
et al., 2007)), las que se agravan con el tiempo, dafiando el tejido éseo circundante (Romero Villareal,

2015) y haciendo necesario reemplazar la pieza implantada.

De acuerdo con lo anterior, en implantes de Ti seria deseable que la interfase de TiO, con el hueso
promoviera el crecimiento celular dseo, para lo cual deberia combinar estructuras nano-microporosas. Sin
embargo, aunque ya se ha demostrado que las superficies rugosas favorecen la adhesion (Martinez et al.,
2020) y proliferacidon celular (Huang et al., 2023), e incluso la formacion de diferentes estructuras,
incrementa la rugosidad (Durdu et al., 2021) y mejora la resistencia a la corrosion (Bertolini & Gastaldi,
2011). Los trabajos donde se elaboran superficies nano-microestructuradas de TiO; son escasos debido a

la dificultad de obtener ambas estructuras de manera combinada (A. Deng et al., 2018).

Se pueden elaborar superficies microestructuradas por la técnica de erosidn idnica en conjunto
con la fotolitografia, ya que la erosién idnica es ampliamente utilizada por su gran reproducibilidad y por
producir peliculas de alta calidad (Arshi et al., 2012). Por otro lado, las nanoestructuras se pueden obtener

mediante el anodizado, proceso sencillo y econdmico usado de manera regular para modificar superficies
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de metales, tanto a nivel industrial como en investigacion. La combinacién de estas técnicas permite

producir superficies nano-microestructuradas.

De manera similar se podrian elaborar superficies de TiO, mediante las técnicas de erosion idnica
y anodizado, que combinen estructuras nano-micrométricas, las que podrian incrementar la proliferacién
celular y favorecer el acoplamiento de las propiedades mecanicas entre el hueso y los implantes de Ti, asi

como mejorar la resistencia a la corrosién.

Asi entonces, este trabajo de tesis se enfoca en la elaboracién de nano y microestructuras

combinadas de TiO, y su influencia en la proliferacion de células dseas.

A continuacion, se presenta un apartado que resume los trabajos mas representativos sobre
recubrimientos estructurados de Ti y su éxido, con lo cual se plantean los objetivos y la hipétesis del

trabajo de investigacion.

1.1 Antecedentes

La modificacién de la superficie de un material es un tema de relevancia cientifica y tecnolégica
debido a que dicha modificacion se realiza para satisfacer necesidades especificas en aplicaciones que
involucran areas como la electrénica, dptica, almacenamiento de informacion, celdas fotovoltaicas,

recubrimientos anticorrosivos y biocompatibles, entre otras (Albella Martin, 2003).

En el caso de los implantes de Ti que sustituyen el hueso, su debida integracion requiere que su
superficie, donde se forma la capa nativa de TiO,, promueva el crecimiento de células dseas. Al respecto,
los estudios indican que la rugosidad afecta directamente la adhesién y el anclaje de las células,
promoviendo asi la proliferacion celular (Neoh et al., 2012). Lo que fue corroborado por Martinez y
colaboradores, quienes estudiaron la respuesta celular en superficies con diferentes tratamientos
quimicos y fisicos, los que tienen influencia en la composicién quimica y rugosidad de la superficie, y por

ende en la adhesidn y la proliferacidn celular (Martinez et al., 2020).

Puesto que la rugosidad, y la morfologia en general, tienen influencia en el crecimiento celular, se
hace necesario modificar las superficies para crear morfologias con diferentes estructuras, lo que puede

hacerse utilizando métodos fisicos o quimicos.
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Los métodos quimicos mas usados para crear estructuras en la superficie de Ti implican una
reaccién directa. La estructura asi creada tiene una mayor estabilidad en comparacién con algunos

métodos fisicos que tienden a formar una interface.

Uno de los métodos quimicos mas usados para crear estructuras superficiales en metales es el
anodizado, debido a su simpleza y bajo costo. Con este, Sjostréom y colaboradores (Sjostrém et al., 2012)
generaron nanopatrones ordenados de TiO, en superficies de Ti, los que se observan en la Figura 1.
Mostraron ademds que dichos nanopatrones se podian obtener en superficies de Ti mas complejas, como
las formadas por microesferas como se visualiza en la Figura 2. En ambos casos, con o sin microesferas, el
didametro de los patrones fue de 21 + 4 nm, y las distancias entre puntos de 30 + 3 nm. Cabe resaltar que
en dichas microesferas se obtuvo adhesién celular, dando resultados mas favorables cuando se tenian

nanopatrones.

200
Distance (nm)

Figura 1. Nanopatrones de TiO2 formados en la superficie de Ti mediante la técnica de anodizado, donde la plantilla
se recocio en a) con disolvente de vapor de tetrahidrofurano y en b) con disolvente de vapor de cloroformo (Sjéstrom
et al., 2012).

Figura 2. Nanopatrones de TiO2 en la superficie de microesferas de Ti formados mediante la técnica de anodizado
(Sjostrom et al., 2012).
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La técnica de anodizado también se utilizd en el trabajo de Aguirre et al (Aguirre Ocampo et al.,

2022), donde se sintetizaron nanotubos de TiO,, que se observan en la Figura 3, a partir de placas de Ti.
Mostraron que los componentes quimicos utilizados durante el proceso de anodizado, no afectan en la
viabilidad celular ya que no alteran la biocompatibilidad del material. Ademas, concluyeron que las
caracteristicas fisicoquimicas de la superficie si afectan el comportamiento de las células, por ejemplo, el

aumento de la rugosidad por la presencia de nanotubos mejord la adhesion celular.

Figura 3. Micrografias de SEM de nanotubos de TiO2 producidos por anodizado a 20 V y tratados termicamente a: a)
200 °Cy b) a 350 °C (Aguirre Ocampo et al., 2022).

Por otro lado, la modificacién de superficies por métodos fisicos implica el depdsito de
recubrimientos, los que pueden o no tener una gran influencia en la morfologia, pero que en general si
tienen una fuerte influencia en las propiedades, como se puede ver en el estudio de Pan y colaboradores
(Pan et al., 1997). Ellos utilizaron la técnica de depdsito asistido mediante haz de iones para depositar TiO,
sobre Ti con el fin de estudiar la resistencia a la corrosién de este recubrimiento, en comparacion con tener
solo la capa nativa de TiO; sobre Ti. Sus resultados mostraron que la resistencia a la corrosion es mayor

con el recubrimiento debido a su menor concentracién de defectos.

Otro ejemplo del uso de un método fisico se tiene en el estudio de Liu y colaboradores (Liu et al.,
2019), quienes realizaron recubrimientos de TiO, utilizando una de las técnicas mas socorridas para
depositar peliculas, la de erosién idnica, ya que es ampliamente usada en la industria por producir peliculas
de alta calidad y con buena reproducibilidad. A partir de estos recubrimientos de TiO, elaboraron
diferentes microestructuras superficiales utilizando la fotolitografia Figura 4, la cual es una técnica de

fabricacion de gran precision que se suele utilizar para modificar la morfologia superficial.
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Figura 4. Imagenes SEM de una pelicula de TiOz2: a) continua, b) con estructura de rejilla, ¢) con estructura cuadrada
y d) con estructura hexagonal (Liu et al., 2019).

La estructura cristalina y el mddulo de Young son otras de las caracteristicas susceptibles de ser
modificadas en una superficie. Asi, por ejemplo, los depdsitos de TiO, pueden ser amorfos o tener una
estructura cristalina, de anatasa o rutilo dependiendo de las condiciones de depdsito, particularmente la
temperatura (Keskin et al., 2020). Tales estructuras tienen asociado un médulo de Young particular, siendo
el mayor la del rutilo (entre 230y 288 GPa) (Chung & Buessem, 1968) en comparacién con la anatasa (~151
GPa) (Borgese et al., 2012). En ocasiones se combinan métodos fisicos y quimicos para crear las estructuras
deseadas como se reporta en el trabajo de Selman y colaboradores (Selman & Hassan, 2013), que
depositaron TiO; sobre sustratos de vidrio mediante erosidn idnica y posteriormente usaron la técnica de
bafio quimico a diferentes temperaturas, para generar estructuras de TiO; en fase rutilo. Por otro lado,
Kimura et al (Kimura et al., 2015) en su trabajo sobre sensores de gas, usaron las técnicas de anodizado y
fotolitografia, mostrando que con ellas es posible generar superficies de TiO; con estructuras de diferentes

tamafos.

La importancia de generar estructuras de tamafos combinados en las superficies de TiO; se
desprende del hecho de que la rugosidad generada por nanoestructuras mejora la adhesién (Martinez
et al.,, 2020) y la proliferaciéon celular (Huang et al., 2023); mientras las estructuras microporosas en
ceramicas de TiO, con poros promedio de algunas cuantas decenas de micras también favorecen la
proliferacién celular, disminuyendo ademas el mdédulo de Young del TiO, hasta ser del orden del que
presenta el hueso (Valdespino Padilla, 2019), lo que a su vez reduciria las microfracturas en la interface

con el mismo hueso.

Por lo anterior, en el trabajo de tesis que aqui se presenta, cuya justificacion y objetivos se

proporcionan enseguida, se generaron superficies de TiO, con estructuras nano y micrométricas
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combinadas, utilizando para ello dos técnicas: la de anodizado, para obtener las nanoestructuras; y la de
erosion idnica en conjunto con fotolitografia, para las microestructuras. Asi mismo, se evalué la influencia

de las estructuras en la proliferacién de células dseas.

1.2 Justificacion

Los implantes de Ti han sido ampliamente utilizados en aplicaciones ortopédicas debido a su

ligereza, alta resistencia a la corrosién y excelente biocompatibilidad. Estas dos ultimas propiedades se
deben a la capa de TiO; que se forma sobre la superficie del Ti al tener contacto con la sangre. Sin embargo,
con el paso del tiempo suelen crearse microfracturas en el hueso del paciente que se acumulan hasta que
la pieza implantada deba sustituirse. Se necesitaria entonces que tales implantes tuvieran superficies que
promovieran la regeneracion del tejido dseo circundante. Para ello las superficies podrian combinar

estructuras tanto nano como micromeétricas, lo que puede lograrse mediante recubrimientos de TiO;

elaborados por las técnicas de erosidn idnica y fotolitografia en conjunto con la de anodizado.

1.3 Hipétesis
Se pueden producir superficies nano-microestructuradas de TiO,, combinando las técnicas de

erosion idnica y fotolitografia en conjunto con la de anodizado, que podrian favorecer la proliferacion

celular.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Elaborar superficies de TiO, que combinen estructuras desde nano hasta micrométricas, mediante
las técnicas de erosidn idnica y fotolitografia en conjunto con la de anodizado; y evaluar la influencia de

tales estructuras en la proliferacién celular.



1.4.2 Objetivos especificos

1. Optimizar las condiciones de depdsito de peliculas de Ti, preparadas con la técnica de erosidn idnica.

2. Elaborar, mediante el proceso de fotolitografia y a partir de las peliculas de Ti, estructuras con poros

micrométricos.

3. Obtener, por la técnica de anodizado, nanoestructuras de TiO, con diferentes morfologias variando el

tiempo y voltaje aplicados, asi como la concentracién del electrdlito.

4. Reproducir las nanoestructuras de TiO, del punto anterior, sobre las microestructuras elaboradas por

fotolitografia, para obtener nano-microestructuras.

5. Cristalizar las estructuras de TiO, mediante tratamientos térmicos.

6. Determinar la morfologia y el tamafio de las estructuras.

7. Determinar la influencia de la morfologia en la proliferacién de células éseas.



Capitulo 2. Conceptos fundamentales

El capitulo se divide en cuatro secciones: 1) peliculas delgadas, 2) elaboracién de nano y

microestructuras, 3) técnicas de caracterizacién y 4) pruebas bioldgicas.

2.1 Peliculas delgadas

Una pelicula delgada es un material en la que una de sus dimensiones es muy inferior con respecto
a las otras dos, su espesor puede ir desde algunos cuantos nanémetros hasta algunos micrometros. El
interés por el estudio y preparacion de peliculas delgadas se debe fundamentalmente a tres razones: i) la
tendencia de las tecnologias hacia la miniaturizacién, ii) la capacidad de otorgar atributos adicionales al
usarse como recubrimiento de otro material, y iii) las propiedades Unicas que el material adquiere al estar

en forma de pelicula delgada.

Las caracteristicas bdsicas de las peliculas delgadas, tales como la composicidon, morfologia,
tamanio de grano, defectos y cristalinidad, son producto del proceso de crecimiento (L. Smith, 1995) y por

ende, de la técnica de depdsito.

Una de las técnicas que produce peliculas de alta calidad y reproducibilidad es la de erosién iénica,
que fue utilizada para depositar las peliculas base del presente trabajo de tesis, por lo que en esta seccidn

se proporciona su descripcidn y el proceso de crecimiento asociado a ella.

2.1.1 Técnica de erosidn idnica

La técnica de erosidn idnica consiste en bombardear un material, denominado como blanco, con
iones acelerados mediante una diferencia de potencial. Al colisionar con la superficie del blanco,
transfieren su momento a las moléculas y atomos, provocando su expulsion (ver Figura 5). El material

erosionado se condensa como una pelicula delgada.
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Atomo erosionado I6n incidente

Superficie del blanco

Atomos
del
blanco

Figura 5. Esquema del proceso de erosion idnica.

El arreglo experimental, representado en la Figura 6, esta dado por una cdmara de vacio conectada
a una bomba mecdnica, para realizar un vacio previo en el orden de militorr, y a una turbomolecular a fin
de alcanzar vacio en el orden de los microtorr para reducir el nimero de particulas que pueden interferir
en el depdsito. Una vez alcanzado un alto vacio se introduce un gas inerte para ionizar, que por lo general
es argon debido a su masa molecular, baja reactividad y costo. Esto genera un aumento de la presion
dentro de la cdmara. Dicha presion, llamada presion de trabajo, es un pardmetro importante para la
erosion idnica, ya que, si la presidon del gas es muy baja, las colisiones entre los iones y la superficie del
blanco seran insuficientes para erosionar este ultimo. Si por el contrario la presidon es muy alta, los
electrones no alcanzaran la energia suficiente para ionizar los 4&tomos de argdn antes de colisionar con

ellos. La presion de trabajo que se suele usar esta en el orden de los militorr.

En el interior de la cdmara se cuenta con dos electrodos, el anodo y el cdtodo. Cominmente se
coloca el blanco en el catodo y perpendicular a este se situa el sustrato en el que se crecera la pelicula.
Pese a las bajas presiones dentro de la cdmara existen electrones libres, los cuales son acelerados por una
diferencia de potencial que se establece entre el dnodo y el catodo. Estos ganan la suficiente energia para
arrancar electrones de los atomos de argdn, generando iones positivos que son acelerados
mayoritariamente hacia el blanco debido a su carga y provocando su erosion. Los &tomos expulsados del

blanco adquieren trayectorias aleatorias hasta la superficie mas cercana, sin embargo, la configuracién
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espacial del equipo permite que se dirijan preferentemente hacia el sustrato, adhiriéndose a él y formando

la pelicula.

Porta sustratos

Electrén

Sustrato

Blanco

Figura 6. Representacion grafica del equipo de erosidn idnica.

Los sistemas de erosidon idnica pueden trabajar con una diferencia de potencial de corriente
directa (DC) o de radiofrecuencias (RF), dependiendo del material que se quiera depositar. El voltaje DC se
usa para blancos conductores o semiconductores para que estos se polaricen negativamente y atraigan
los iones positivos de argdn. Ademas, hace que los electrones que ionizan los &tomos de argdn describan
trayectorias rectas del anodo al catodo. Por otro lado, el voltaje RF se utiliza para blancos aislantes a fin
de evitar la acumulacidn de cargas positivas en la superficie del blanco que generan la repulsién de los
iones y consigo el detenimiento de la erosidn; asi como para inducir que los electrones describan
trayectorias sinusoidales, de tal manera que al ionizar un atomo de argdn, readquieran la energia

suficiente para repetir el proceso (Wasa et al., 2004).

Con el fin de aumentar la tasa de depdsito se suele utilizar un sistema magnetrén, el cual consiste
en una configuracién de imanes colocados debajo del catodo que sirve para superponer un campo
magnético entre el blanco y el sustrato, de forma que las lineas de campo obliguen a los electrones a seguir
trayectorias cicloidales con el propdsito de incrementar el nimero de iones cerca del blanco y con esto, la

erosion del mismo (Wasa et al., 2004).
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La tasa de depdsito de la pelicula depende de la presion base y de trabajo, la potencia y el flujo de

argon.

2.1.2 Crecimiento de peliculas delgadas

La erosidén idnica estd clasificada dentro del grupo de técnicas que utilizan una fase en vapor a
partir de la cual se realiza el depdsito de las peliculas. El crecimiento de tales peliculas se puede dividir en
cuatro etapas: adsorcidn, difusion, nucleacién y crecimiento (Ratsch & Venables, 2003), como se muestra
en la Figura 7. Los dtomos en fase vapor viajan con cierta energia hasta llegar al sustrato, donde
posteriormente crece la pelicula. Silos atomos llegan con mucha energia, son reflejados; en caso contrario,
cuando estdn a distancias interatdmicas de los atomos de la superficie del sustrato, comienza la

interaccion entre ellos.

Atomo en 3 )
fase Atomo Atomo
vapor reflejado desorbido

Llegada  Adsorcién Nucleacién Crecimiento
del o desorcién
4tomo

SUSTRATO

Figura 7. Esquema del proceso de crecimiento de las peliculas delgadas.

La primera etapa del crecimiento de las peliculas delgadas es la de adsorcidn, la cual se divide en
fisisorcion y quimisorcion. La primera de ellas involucra fuerzas de Van der Walls, que son aquellas de
atraccion débil (menores a 0.4 eV) que se generan entre dipolos inducidos temporalmente por
fluctuaciones en la distribucién de carga de un dtomo. En caso de que el dtomo fisisorbido adquiera
suficiente energia térmica, este rompe su enlace y se desplaza sobre la superficie hasta que forma un
enlace quimico con un atomo o molécula, entonces se dice que hubo quimisorcidn, cuyo enlace es mas

fuerte que en la fisisorcion. No obstante, en ambos casos los enlaces se pueden romper si la temperatura
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es suficientemente alta, provocando que los dtomos se desorban y vuelvan a evaporarse (Albella Martin,

2003).

Luego de la adsorcién ocurre la difusién, en la que los dtomos adsorbidos migran sobre la
superficie a sitios donde haya una mayor adsorcién, que se da por una alta energia de enlace. Esto da lugar

a la acumulacién de material en dichos puntos, llamados sitios de nucleacidn.

En la etapa de nucleacidon se pueden dar tres tipos de crecimiento, dependiendo de la energia de
adsorcién y la de enlace entre los atomos incidentes (L. Smith, 1995). Si la primera energia es mayor que
la segunda se tiene la nucleacion de Frank-Van der Merwe (Figura 8a), donde se tiene una buena afinidad
entre los a&tomos del sustrato y los depositados (O’Keefe & Rigsbee, 1995), provocando un crecimiento de
capa por capa. Por otro lado, la nucleacion de Volmer-Weber (Figura 8b) ocurre cuando la energia de
enlace entre los &tomos es mayor a la energia de adsorcién, dando lugar a que los atomos se aglomereny
formen islas, las cuales crecen en ancho y espesor, y que, eventualmente, se agrupan con otras islas
cercanas (Wasa et al., 1992). Por ultimo, se tiene la nucleacidn tipo Stranski-Krastanov (Figura 8c), que es
una combinacion de las formas de nucleacidn antes mencionadas, en la que se forma una monocapa que
es precedida por islas (Bunshah, 1994). El tipo de nucleacién mas comun es el de Volmer-Weber, donde la

pelicula crece en forma de islas que posteriormente coalescen.

c) Stranski-Krastanov

Figura 8. Nucleacidn tipo: a) Frank-Van der Weber, b) Volmer-Weber y c) Stranski-Krastanov.
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El crecimiento de la pelicula afecta su morfologia final, la cual estd relacionada con las propiedades

fisicas y quimicas del material.

2.2 Elaboracion de nano y microestructuras

A partir de las peliculas depositadas por erosion idnica se obtuvieron las microestructuras y
nanoestructuras. Para las microestructuras se utilizé fotolitografia, en donde se hizo uso de la técnica de
depdsito por centrifugado. Ambas técnicas se incluyen en esta seccion. Igualmente, se proporcionan los

conceptos basicos asociados a la técnica de anodizado utilizada para obtener las nanoestructuras.

2.2.1 Fotolitografia

2.2.1.1 Técnica de depdsito por centrifugado

La técnica de depdsito por centrifugado, o mejor conocida por su nombre en inglés como spin
coating, es sencilla, barata y rapida, por lo que es muy utilizada para la microfabricacion de patrones y
dispositivos mediante fotolitografia. Consiste en depositar peliculas delgadas mediante la aplicacién de
una solucidn en estado liquido, sobre un sustrato que se hace girar a altas velocidades. La fuerza centrifuga
hace que el fluido se distribuya sobre la superficie, obteniéndose peliculas desde nandmetros hasta
algunos cuantos micrémetros de espesor. Este Ultimo depende de la velocidad y el tiempo de centrifugado,

asi como de la cantidad y la viscosidad de la sustancia.

Los equipos de depdsito por centrifugado cominmente sujetan el sustrato mediante succion para
evitar que se mueva mientras se gira. La cantidad de solucidon aplicada sobre el sustrato dependen del 4rea
del sustrato y el espesor que se requiera, tomando en cuenta que aproximadamente el 95 % de la solucion
es lanzada fuera del sustrato durante el centrifugado. Generalmente, después del recubrimiento se
necesita un proceso de secado u horneado. El procedimiento completo se observa en la Figura 9. En caso

de que se requiera realizar multicapas se debe repetir todo el proceso.

Las caracteristicas finales de las peliculas dependen de la composicion, concentracién y viscosidad

de la solucién; asi como de los pardmetros de depésito, tales como velocidad y tiempo de giro; y del
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proceso de secado u horneado.

0 Secado u
‘ l

Aplicacién horneado
l de la, Rotacién
‘ solucién ] I ]

y _ — Sustrato &

Figura 9. Proceso de depdsito de peliculas mediante la técnica de depdsito por centrifugado.

2.2.1.2 Fotolitografia

La técnica de fotolitografia consiste en generar patrones sobre un material utilizando una resina
fotosensible (fotoresina) que tiene resistencia tanto a ataques fisicos (plasma) como quimicos (acidos). El
patron se genera degradando la fotoresina mediante la exposicidon a luz ultravioleta a través de una
fotomadscara, la cual es un sustrato transparente con zonas especificas recubiertas con un material opaco
que evita que pase la luz. Después, la muestra se sumerge en una solucién que provoca que las areas

degradadas sean removidas. Como se muestra en la Figura 10, el proceso se puede dividir en 5 pasos:

1) Se aplica la fotoresina en la superficie del material mediante la técnica de depdsito por
centrifugado. Después se coloca la muestra sobre una plancha térmica para que se evaporen los
solventes de la fotoresina y se vuelva sdlida, haciéndose también sensible a la luz ultravioleta. En
caso de que el proceso de secado no se realice correctamente, la luz ultravioleta podria degradar
la fotoresina por exceso de solventes; o bien un sobre secado de la fotoresina podria aumentar su
sensibilidad a la luz ultravioleta y dafiar el componente fotoactivo, evitando que la fotoresina se
pueda remover. Por lo general, la temperatura y el tiempo del tratamiento térmico son sugeridas

por el proveedor de la fotoresina.

2) La superficie con fotoresina se irradia con luz ultravioleta para transferirle el patrén de la

fotomdscara. Las zonas expuestas a la luz sufren reacciones quimicas que la debilitan la fotoresina.
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3) Se realiza el revelado, que consiste en sumergir la muestra en una soluciéon alcalina, llamada
revelador, para remover la fotoresina degradada, dejando expuestas las zonas que desean

eliminarse.

4) Se lleva a cabo el decapado, que consiste en erosionar el material que quedé desprotegido hasta

removerlo por completo, mediante un ataque quimico (usando acidos) o fisico (con plasma).

5) Seremueve la fotoresina restante utilizando un solvente.

Fotoresina
Material

Material

Sustrato Sustrato

1. Aplicacién de fotoresina 2. Exposicién a luz UV

Material

Sustrato

3. Revelado de fotoresina 4. Decapado 5. Remocién de fotoresina

Figura 10. Esquema del proceso de fotolitografia con fotoresina positiva.

La técnica de fotolitografia se tiene que realizar dentro de un cuarto limpio con iluminacién amarilla,
ya que el proceso debe llevarse a cabo en espacios libres de particulas suspendidas y donde se pueda

prevenir la exposicion de la fotoresina a la luz de longitudes de onda corta.

En cuanto a la fotoresina, existen dos tipos; la positiva y la negativa, la que se utilice depende de los
requerimientos para obtener la estructura deseada. La usada en el proceso antes descrito (ver Figura 10),
es fotoresina positiva, la cual se hace soluble al ser expuesta a luz ultravioleta y, consecutivamente, a un

revelador. Por otro lado, la fotoresina negativa es soluble al sumergirse en un revelador, pero pasa a ser
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insoluble al ser expuesta a la luz ultravioleta. Esta ultima se suele utilizar para una variante de la

fotolitografia conocida como Lift-off, la que se explica a continuacion.

2.2.1.3 Fotolitografia por Lift-off

La técnica de fotolitografia por Lift-off, a diferencia de la explicada en la seccidn anterior, utiliza una
fotoresina negativa que se aplica sobre el sustrato, donde se genera el patron, y luego se deposita el
material, por lo que no es necesario ningln ataque fisico o quimico. Esta técnica se usa normalmente
cuando el material es dificil de erosionar o si no hay acceso a algin método de decapado, debido a esto,
en ciertas circunstancias puede ser mas econdmica que la fotolitografia. En la Figura 11 se puede observar

el proceso, que esta dividido en los siguientes cinco pasos:

Fotoresina negativa

Sustrato

1. Aplicacién de fotoresina 2. Exposicién a luz UV
Material

3. Revelado de fotoresina 4. Depésito del material 5. Remocién de fotoresina

Figura 11. Esquema del proceso de fotolitografia por Lift-off con fotoresina negativa.

1) Se deposita una fotoresina negativa sobre la muestra mediante la técnica de depdsito por

centrifugado y luego se evaporan los solventes mediante un proceso de secado.
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2) La muestra se expone a luz ultravioleta a través de una fotomascara con el patrén requerido. Al

ser fotoresina negativa, las zonas expuestas a la luz son las que no serdn removidas.

3) Serealiza el revelado para retirar la fotoresina que no fue irradiada con luz.

4) Se deposita el material sobre el sustrato y la fotoresina restante.

5) Seremueve en su totalidad la fotoresina que queda sobre el sustrato.

2.2.2 Anodizado

El anodizado es un proceso electroquimico que permite la sintesis de peliculas de éxidos

nanoestructurados sobre una superficie metdlica. El sistema del anodizado, que se ilustra en la Figura 12,

utiliza como 4anodo el metal a oxidar (de ahi el nombre del proceso). Como catodo se usa un material

guimicamente inerte, en forma de placa o varilla, que suelen ser de platino, titanio o grafito (este ultimo

es ampliamente utilizado debido a su bajo costo). Ambos electrodos estan sumergidos en un electrolito,

cuya composicion es determinante en la estructura final de la pelicula oxidada. Si se quiere formar una

capa continua, son necesarias soluciones neutras o ligeramente alcalinas (pH entre 8.5 a 9), de tal forma

que la pelicula de éxido sea insoluble o que se disuelva a una velocidad menor a la velocidad con la que se

genera. Por otro lado, se necesitan electrolitos acidos con iones de fldor o cloro, para que estos generen

nanoestructuras en la capa de éxido que va creciendo (Luna Cervantes, 2018).

+ —
® ocer @

Catodo
I

Anodo _
U Electrolito
Mosca UJ //
400 rpm

O O Agitador

magnético

Figura 12. Representacion del sistema de anodizado.
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El proceso de anodizado comienza cuando se aplica un voltaje entre los electrodos, que provoca

que los electrones se trasladen del catodo al anodo por medio del electrolito, haciendo que los dtomos
metalicos de la superficie reaccionen con los iones de oxigeno dentro del electrolito y formen la capa de
oxido. A continuacion, los electrones regresan al catodo a través de la fuente de poder, donde reaccionan
con iones de hidrégeno generando gas residual. En el caso de que se tengan iones de fllior o cloro en el
electrolito, estos causardn la disolucion del 6xido en puntos especificos, lo que comenzara la formacion de
nanoporos e incrementara la corriente. Progresivamente se llegara a un equilibrio entre la oxidacién de la
superficie del metal y la disolucion de la capa de 6xido, alcanzando a su vez una corriente constante y

dando lugar a la formacién de las nanoestructuras (Gong et al., 2001).

Utilizar un sistema de agitacién del electrolito mejora el proceso de difusidn de las especies de
reaccidn y su reaccion, y en consecuencia, facilita la formacion de las nanoestructuras (Lucas-Granados
et al., 2017). La agitacidon también promueve la migracion de iones de fldor, que pudiera estar limitada por
la viscosidad del electrolito, haciendo que la disolucién quimica pueda formar nanoestructuras en toda la

superficie del metal (Pawlik et al., 2017).

2221 Mecanismos de formacion

El mecanismo de formacidn para una pelicula de 6xido nanoporosa de TiO; utilizando un
electrolito de NH4F se puede resumir en dos etapas, la de oxidacién y la de disolucién. En la etapa de
oxidacion se da el crecimiento de la pelicula de éxido en la superficie del dnodo de Ti, que inicia con la
formacidn de iones Ti* (ec. 1) que reaccionan con los iones OH" de la reduccidn del H,0 en el electrolito
(ec. 2) y con los O de la desprotonacién del OH (ec. 3). De esto, se forma 6xido de Ti sobre la superficie
de Ti (ec. 4) y un 6xido hidratado (ec. 5) que puede convertirse en éxido de Ti (ec. 6). Ademas, se produce
una liberacién de O, por el proceso de oxidacion (ec. 7). Con respecto al catodo, en este se produce la
evolucidn del hidrégeno a partir de la reduccidon de H,O (ec. 2) y la formacién de H; (ec. 8). Todas estas
reacciones dan como resultado la reaccidn global de la (ec. 9). A la pelicula formada se le conoce como

capa de barrera (Hernandez Lopez, 2015).

Ti > Ti*" +4e” (ec.1)

2H,0 + 2e~ —» 20H™ + H, (ec. 2)
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OH™ - 0* +H* (ec. 3)

Ti* 4 202~ > Ti0, (ec. 4)
Ti** + 40H- > Ti(OH), (ec. 5)
Ti(OH), - Ti0, + 2H,0 (ec. 6)
2H,0 - 4H* + 4e~ + 0, (ec.7)
2H* + 2e” > H, (ec. 8)

2Ti + 6H,0 > TiO, + H, + 0, (ec.9)

A continuacion, se lleva a cabo la disolucion del éxido y comienza la formacién de los nanoporos.
En esta etapa los iones de F presentes en el electrolito reaccionan con el TiO; y el Ti(OH)., dando lugar al
compuesto soluble TiF2~ (ec. 10) y (ec. 11). Esto genera una disolucién localizada de los iones de flGor
asistida por el campo eléctrico y fractura la pelicula del 6xido en distintos sitios, donde se forman los

nanoporos (Hernandez Lépez, 2015).

Ti0, + 6F~ + 4H* - TiFZ™ + 2H,0 (ec. 10)

Ti(OH), + 6F~ - TiF? + 40H™ (ec. 11)

En la Figura 13 se puede observar de manera esquematica el proceso de crecimiento de las
nanoestructuras de TiO;, asi como la evolucién de la densidad de corriente durante un proceso de
anodizado a voltaje constante. El esquema presenta una grafica de densidad de corriente contra tiempo,
que estd dividida en tres fases. En la primera fase se tiene la formacién de la capa barrera de TiO; sobre la
superficie del titanio, donde la densidad de corriente disminuye exponencialmente por el aumento del
espesor de la pelicula de 6xido, disminuyendo a su vez, la fuerza del campo eléctrico. En la segunda fase,

se manifiesta un aumento de la corriente debido a la disminucidn de la resistencia de la pelicula de TiO;
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por la formacién de los poros que se generan, por efecto de la disolucién asistida por el campo eléctrico
que debilita las uniones entre el titanio y el oxigeno, y por la disolucién quimica que involucra presencia
de iones fluor en el medio de anodizado. Por ultimo, en la tercera fase la corriente alcanza un valor
constante que conlleva un estado de equilibrio entre la formacién del dxido en la superficie del metal y la

velocidad de disolucién quimica en la interfase entre el dxido y el electrolito (Hernandez Lépez, 2015).

Disolucioén asistida por el campo y
disolucion quimica

A

Vcrecimiento ~ Vdisolucién

i @

»
>

tiempo

Figura 13. Curva densidad de corriente contra tiempo durante el crecimiento de una pelicula de TiO2
nanoestructurado a voltaje constante en un electrolito con iones de flior (Hernandez Lépez, 2015).

2.2.2.2 Parametros de preparacion

Ademas del tiempo, los otros dos parametros mas importantes del proceso de anodizado son el

electrolito y el voltaje. Su influencia se describe enseguida.
Electrolito

El electrolito que se utilice depende del metal empleado como anodo y la morfologia requerida.
Para formar una pelicula continua, se utilizan soluciones neutras o ligeramente alcalinas (pH de 8.5 a 9),
mientras que para una pelicula nanoestructurada se usan electrolitos acidos, como por ejemplo NH4F. Para

este Ultimo caso, la concentracién de los iones de flior tiene influencia en la tasa de formacion vy la
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morfologia de la capa de dxido. Si la concentracion de NH4F es muy grande, no habra formacién del 6xido
puesto que el fldor reaccionara con todo el Ti**y genera TiF ~, que es el compuesto soluble. Sin embargo,
si la concentracidn es muy baja se formara la capa de barrera, pero los iones de fldor no serdn suficientes
para la formacion de los nanoporos (Zhang et al., 2015). Ademds, para el crecimiento de las peliculas de
TiO, nanoestructuradas la velocidad de agitacién del electrolito tiene influencia en el espesor, la tasa de

crecimiento y el didametro de los nanoporos (Syrek et al., 2015).

Cuando el electrolito es nuevo, la tasa de disolucién es demasiado alta por el exceso de iones de
fldor, por lo que se disolvera la mayoria del éxido formado. Por ello se recomiendan unos minutos de uso
del electrolito, proceso que se le conoce como envejecimiento (Sopha et al., 2015). Sin embargo, si ese
tiempo es muy grande, la concentracién de iones de fllor disminuye por las reacciones quimicas del
anodizado, lo que reduce la densidad de corriente y en consecuencia se requiere de mas tiempo para
generar la nanoestructura requerida. Por ejemplo, la edad dptima para un electrolito con NH4F para
anodizaciones a 60 V esta en el rango de 0 a 35 h después del envejecimiento. En la Figura 14 se presenta
una curva de la densidad de corriente contra tiempo para electrolitos con NH4F con diferentes tiempos de
uso previo en un anodizado de 6 h, donde se puede observar cdmo disminuye la densidad de corriente

conforme aumenta el tiempo de uso previo de los electrolitos (Sopha et al., 2015).
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Figura 14. Curvas de densidad de corriente contra tiempo de electrolitos de NH4F con diferentes tiempos de uso
previo, en un anodizado de 6 h (Sopha et al., 2015).
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Voltaje

El voltaje, directamente relacionado con la intensidad del campo eléctrico, impacta en los
procesos de oxidacidn y disolucidon que dan lugar a la formacidon de nanoestructuras. Para la generacién
de nanoporos, se suele aplicar un voltaje entre 5 y 30 V para electrolitos acuosos (Roy et al., 2011),

mientras que para los electrolitos organicos entre 10y 60 V (Regonini et al., 2013).

Asi mismo, a medida que se forman productos de reaccion durante el anodizado, la conductividad
del electrolito aumenta vy, por lo tanto, se observa un crecimiento del didmetro conforme se prolonga el
tiempo de anodizado. En consecuencia, se tienen un comportamiento lineal que hace posible controlar el
didametro de los nanoporos mediante el voltaje aplicado (Roy et al., 2011). En la Figura 15 se observa la
dependencia del voltaje con el didmetro de nanoestructuras para un electrolito con etilenglicol, 0.2 wt %

de H,O y HF (Albu et al., 2007).
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Figura 15. Dependencia del voltaje con el diametro de los poros en las nanoestructuras, para un electrolito con
etilenglicol, 0.2 wt % de H20 y HF (Albu et al., 2007).
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2.3 Técnicas de caracterizacion

En esta seccién se describen las técnicas que se utilizaron para la caracterizacién de las peliculas

delgadas elaboradas.

2.3.1 Microscopia electrdnica de barrido (SEM)

La técnica de microscopia electronica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés Scanning Electron
Microscopy) se utiliza para obtener imagenes topograficas, con resolucidn nanométrica, de la muestra
analizada. Dicha técnica, esquematizada en la Figura 16, se lleva a cabo en condiciones de alto vacio (orden
de uTorr). Su funcionamiento se basa en la interaccién de un haz de electrones con la superficie del
material a estudiar. Los electrones son generados por emisidon termoidnica de un filamento de tungsteno
al que se le hace circular una corriente eléctrica. Estos electrones son acelerados por una diferencia de
potencial entre 0.1 a 30 keV y son enfocados en la muestra mediante un arreglo de lentes magnéticas
condensadoras y objetivas. El haz de electrones puede barrer la superficie de interés a partir del campo

eléctrico que producen bobinas deflectoras.

La interaccion de los electrones con la muestra provoca varios procesos, dependiendo de su
energia y de las caracteristicas del material. Entre los procesos se encuentra la emision de electrones
retrodispersados, secundarios y Auger, ademas de rayos-X y calor. Por lo general, la especie resultante
esta dada por el orden de penetracion, H, de los electrones en el material, lo que depende del nimero
atémico, Z; el peso atémico, 4 (g/mol); el voltaje de aceleracidn, V(kV); y la densidad, p (g/cm3), como se

describe en la (ec. 12) (Kanaya & Okayama, 1972):

_ 0.0276AV 167

(ec. 12)
7089,

Los electrones secundarios, aquellos que son arrancados de los niveles energéticos mas externos
de los atomos en la superficie de la muestra, y que tienen una energia menor a 50 eV, son recogidos
mediante un detector sincronizado con el barrido del haz. Con los electrones detectados se forma una
imagen de claro-oscuros que esta relacionada directamente con la topografia de la muestra. Las zonas con
mayor altura son mas claras debido a la facilidad con la que los electrones llegan al detector, mientras que
en las zonas mds profundas estos no alcanzan a ser detectados y, en consecuencia, se ven oscuras

(Goldstein et al., 2003).
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Figura 16. Esquema del microscopio electrénico de barrido (SEM).

2.3.2 Espectroscopia de dispersion de energia (EDS)

La espectroscopia de dispersién de energia (EDS, por sus siglas en inglés Energy Dispersive
Spectroscopy) es una técnica que permite conocer la composicién elemental de una muestra. Se basa en

la produccidn de un haz de electrones que se aceleran hasta alcanzar energias entre 5 y 20 KeV para que



26
estos impacten con los electrones de los niveles mas internos de los 4&tomos en la muestra y los expulsen,
como se ilustra en la Figura 17a. Para minimizar la energia del sistema, los electrones de los niveles
superiores decaen y ocupan los sitios dejados anteriormente, produciendo fotones con longitud de onda

del orden de los rayos X, como se muestra en la Figura 17b (Goldstein et al., 2003).

Los rayos X liberados cuentan con energias caracteristicas de los niveles energéticos de los dtomos,
por lo que es posible identificar los elementos que conforman la muestra utilizando la ley de Moseley (ec.
13):

E=c,(Z—cy)? (ec.13)

donde c; y ¢z son constantes relacionadas con las capas atdmicas involucradas, E es la energia del fotén y

Z es el nimero atdmico del elemento que compone la muestra.

00 { 400&Rayosx
\ t,E=hv

O 0 O
a) b)

Figura 17. Principio basico del funcionamiento de la técnica de EDS: a) expulsidn de electrones de los niveles atémicos
internos y b) decaimiento de electrones de niveles superiores y emisién de rayos X.

2.3.3 Microscopia de fuerza atédmica (AFM)

La microscopia de fuerza atdmica (AFM, por sus siglas en inglés Atomic Force Microscopy) es una
técnica capaz de obtener imagenes tridimensionales de topografia de una muestra. El principio de
funcionamiento se basa en la deteccién de fuerzas del orden de los nanonewtons a través de una sonda
constituida por una punta de ~5 nm de didmetro unida a una ménsula, la cual se flexiona al interactuar
con los dtomos de la superficie de la muestra. Dicha deflexidn varia segun las fuerzas presentadas, las
cuales dependen de la distancia entre la punta y la superficie, asi como de las propiedades de la muestra.

Asi entonces, la deflexidn de la ménsula es medida por un laser que incide sobre ella y es reflejado a un
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fotodetector, como se ilustra en la Figura 18. De esta manera, el barrido de la punta sobre la muestra y el
registro de la deflexion de la ménsula, permiten generar una imagen de topografia con la que,

posteriormente, se calcula la rugosidad de la superficie.

Fotodetector

Figura 18. Esquema del microscopio de fuerza atomica (AFM).

2.3.4 Difraccién de rayos X (XRD)

La difraccidon de rayos X (XRD, por sus siglas en inglés X-Ray Diffraction) es una técnica de
caracterizacién que permite identificar la estructura cristalina de un material, ya que proporciona el
tamafio y forma de la red cristalina, ademds de las posiciones de los atomos. El principio de
funcionamiento de la técnica se basa en generar rayos X por expulsidon y posterior decaimiento de
electrones en los orbitales atémicos (ver seccidn 2.3.2), solo que en este caso, los electrones inciden en
una placa metalica de un elemento particular (cobre o molibdeno) y se escogen los rayos X caracteristicos
de una sola linea de emisién. Si la placa es de cobre, generalmente se escoge la linea de emisién Kq,cy cuya

longitud de onda es de 1.5404 A. Estos rayos X, los cuales generan un haz coherente y monocromatico, se
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hacen incidir sobre la muestra a analizar. Si la muestra es cristalina, los rayos difractados tendran

interferencia constructiva a ciertos dngulos determinados de la siguiente manera.

Considere por simplicidad, dos rayos del haz que inciden y son reflejados a un angulo, 8, por una
familia de planos cristalinos separados por una distancia, d, como se ilustra en la Figura 19. Para que estos
rayos estén en fase y tengan interferencia constructiva, es necesario que su diferencia de camino dptico
sea un multiplo entero, n, de su longitud de onda, A. De acuerdo con el andlisis geométrico se expresa

como:

nA = 2d sin(6@) (ec. 14)

Expresion conocida como ley de Bragg. Si un detector de rayos X barre un angulo 26, que es el
angulo entre el haz sin difractar y el difractado (ver Figura 19), se puede generar un difractograma, i.e.,
una grafica de intensidad de la radiacion en funcidn de 26, con picos de mayor intensidad. Cada pico se
observa a un angulo donde se cumple la ley de Bragg para una familia planos con una distancia interplanar
especifica (Kittel, 1995). Asi entonces, del difractograma se extraen los angulos 8 y mediante la ley de
Bragg (ec. 14) se calculan las distancias interplanares en el cristal y, con ello, la forma y tamafio de la celda

cristalina. Ademas, la intensidad de los picos permite conocer la posicién de los dtomos.

Frente de Frente de
Rayos X —~ onda onda “— Rayos X
incidentes incidente difractado difractados

[ l

= ; 20
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Figura 19. Esquema de la difraccién de rayos X en planos atémicos separados por una distancia d.

2.4 Ensayos bioldgicos

2.4.1 Hemblisis

La hemdlisis es una prueba utilizada para evaluar la biocompatibilidad de una muestra en sangre.
Consiste en sumergir la muestra en una solucién salina de eritrocitos (glébulos rojos) para evaluar si las
membranas de estos se rompen por estar en contacto con el material, lo que liberaria una proteina
llamada hemoglobina. Si el porcentaje de hemoglobina liberada es mayor al 5%, el material es tdxico para
la sangre, ello segn la norma con el ISO 10993-4; por debajo de este porcentaje la muestra se considera
biocompatible. Para medir dicho porcentaje se hace la comparacién entre la absorbancia de la solucién de
eritrocitos después de estar en contacto con la muestra, y las absorbancias de dos muestras control: una
de un material que provoca la liberacion de toda la hemoglobina (por lo que existe un 100% de hemdlisis
y por ello se llama control positivo); y otra de un material no téxico (que no genera mas del 5% de hemodlisis

por lo que constituye el control negativo).

2.4.2 Proliferacién celular

La proliferacién celular es un proceso en el cual las células crecen y se dividen, por lo que es
fundamental para la formacién de tejidos. El ensayo consiste en cultivar las células de interés, en las
muestras a estudiar, por un determinado tiempo. Para este trabajo de tesis, tales células son los
osteoblastos, ya que ellas son las encargadas de la formacién del tejido éseo. Una de las maneras de
realizar la medicidn de la proliferacién es utilizando el método de reduccion de resazurina, el cual consiste
en usar un colorante no toxico llamado azul de alamar o resazurina, que al ser reducido mediante encimas
mitocondriales a resorufina se vuelve altamente fluorescente, teniendo una longitud de onda de
excitacion de 563 nm y una longitud de onda de emisién de 587 nm. Asi entonces, a partir de las medidas
de fluorescencia antes y después del ensayo, es posible determinar la cantidad de células en el pozo de

cultivo y, por lo tanto, conocer la proliferacién celular.
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Capitulo 3. Metodologia

La metodologia usada en este trabajo se dividié en cuatro etapas: 1) el depédsito de peliculas continuas
de Ti mediante la técnica de erosion idnica, 2) la elaboracidon de nano y microestructuras de TiO, a partir
de las técnicas de anodizado y fotolitografia, 3) la caracterizacién de las peliculas nano y
microestructuradas de TiO, y 4) la evaluacion de la respuesta bioldgica de las nano y microestructuras de

TiO,. Los detalles sobre cada una de ellas se proporcionan a continuacion.

3.1 Deposito de peliculas de Ti

Enseguida se especifica el proceso usado para el depdsito de tales peliculas de Ti, empezado con los

pasos llevados a cabo para la limpieza de los substratos.

3.1.1 Limpieza de sustratos

Los sustratos fueron sometidos al siguiente proceso de limpieza usando el bafio ultrasénico (Figura

20):

1. Veinte minutos en bafio ultrasénico en una solucién de microjabén al 1%, con previa

desgasificacidn por cinco minutos para retirar burbujas.

2. Diez minutos en bafio ultrasdnico en cada una de las siguientes sustancias: agua desionizada,

acetona y finalmente etanol.

3. Secado con una pistola de aire caliente.

|10min| t\

T S =

Figura 20. llustracion del bafio ultrasénico de sustratos contenidos en un vaso de precipitado.
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3.1.2 Depésito de peliculas de titanio por erosién iénica

El depdsito de peliculas continuas de Ti se realizd mediante la técnica de erosidn iénica en la
camara de depdsito marca INTERCOVAMEX que se muestra en la Figura 21. Esta se usd con un cafién de
DCy un blanco de Ti Kurt J. Lesker con 99.995% de pureza. Los sustratos de silicio o vidrio fueron colocados
como se muestra en la Figura 22. Los parametros que se utilizaron para el depdsito se muestran en la

Tabla 1.

000, DUUC':

-2 sty

Figura 22. Sustratos de vidrio a) antes y b) después del depdsito de Ti.
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Tabla 1. Parametros para el depésito de las peliculas de Ti.

Presiéon base 6.5 uTorr

Presidn de trabajo 2.0 mTorr

Voltaje (DC) 100 watts
Flujo de argén 20 sccm

3.2 Nano y microestructuras de TiO;

A partir de las peliculas de Ti depositadas en el punto anterior, se prepararon las diferentes
estructuras de TiO, de acuerdo al procedimiento esquematizado en la Figura 23: 1) primero se sintetizaron
las nanoestructuras mediante la técnica de anodizado, 2) después se construyeron las microestructuras
usando fotolitografia por Lift-off, 3) luego se obtuvieron nano-microestructuras combinadas realizando el
paso (2) y enseguida el (1), y 4) por ultimo se realizé un tratamiento térmico a todas las muestras para

obtener TiO; cristalino.

o000 068.6.08.6.88:6.
o000 090:0:090:0:0 90
o000 MM 8 B M & B X
o000 b & .6.0.8.6.6. 8 :6.
o000 ® £ > 9:0:
o000 QU MOO. M0
(XK X X ) b 4.6.:08.6.6. 8 :6.
eooe0 9.9:0:9.9:0:09

o000 L M N 8 XN & X X

1. Preparacion de

2. Elaboracién de 3. Combinacion
nanoestructuras

microestructuras de nano y
de Ti por Lift-off microestructuras

4. Tratamiento
de TiO, por térmico

anodizado

Figura 23. Proceso de la obtencidn de nano y microestructuras de TiOa.

3.2.1 Preparacién de nanoestructuras de TiO, por anodizado

Las nanoestructuras de TiO, se sintetizaron mediante la técnica de anodizado. Se comenzé

preparando electrolitos con 2% de H,O desionizada (H,O DI), 98% de etilenglicol y diferentes
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concentraciones de NH4F (0.3 wt%, 0.6 wt% y 0.9%), donde los gramos calculados para cada concentracion
se midieron usando una balanza analitica y las componentes, contenidas en un matraz, se mezclaron
utilizando un agitador magnético a 1100 rpm durante 30 min (Figura 24a). Después los electrolitos se
vertieron en vasos de polipropileno para evitar la corrosién del vaso de precipitado y acumulacion de

residuos que influyeran en la conductividad (Figura 24b).

Figura 24. Preparacion de los electrolitos: a) agitacion a 1100 rpm y b) almacenamiento en un vaso de polipropileno,

sellado con papel encerado y papel aluminio.

El arreglo experimental del sistema de anodizado se observa en la Figura 25. La pelicula de Ti
preparada previamente por erosion idnica se usé como anodo, mientras que el catodo fue una barra de
grafito de 6.35 mm de didmetro y 30.48 mm de largo; ambos electrodos separados por 2 cm y conectados
con caimanes-banana a una fuente poder GW INSTEK GP0-43038 con un limite de voltaje de 45V. Se
sumergieron aproximadamente 1.5 cm del cdtodo y el dnodo en el electrolito, con cuidado de no mojar
los caimanes para evitar su anodizacién y corrosion, respectivamente. Se agregd una barra agitadora
magnética y se colocé el matraz sobre una plancha VELP Scientifica seleccionando una velocidad de

agitacion de 200 rpm.
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Figura 25. Arreglo experimental de la técnica de anodizado.

Los anodizados se llevaron a cabo variando el voltaje, entre 10y 45 V, y el tiempo, desde 1 hasta
15 min. La pelicula anodizada (Figura 26a) se enjuagd en agua desionizada con agitacion manual y

posteriormente, en etanol y, por Gltimo, se secd utilizando una pistola de aire (Figura 26b).

Todos los electrolitos usados fueron envejecidos previamente con 4 anodizados de 3 mina 30V

para disminuir la densidad de iones de fluor del proceso.

Figura 26. Peliculas de TiO2: a) recién anodizada y b) después de la limpieza y el secado.
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3.2.2 Preparacion de microestructuras de Ti mediante fotolitografia por Lift-off

Para la elaboracién de microestructuras se utilizé la variante Lift-off de la técnica de fotolitografia
debido a la complejidad para decapar el Ti (T. Deng et al., 2020). Se comenzd con la fabricacién de la
fotomascara, siguiendo con el depésito y tratamiento de la fotoresina, después el depdsito de la pelicula
de Tivy al final la remocién de la fotoresina. Todo el proceso, detallado a continuacidn, se llevd a cabo en
el cuarto limpio de la UNaFab del CNyN-UNAM, que cuenta con las condiciones ambientales y los equipos

necesarios para realizar el proceso de fotolitografia.

Para la fabricacion de la fotomascara, primero se hizo su disefio (Figura 27a), mediante el sofware
CleWin 5, y el patrén se transfirié a una oblea de cuarzo de 5x5 pulgadas que se recubrié con éxido de
Cromo utilizando una escritora laser MicroWriter ML®3. La fotomdascara obtenida, mostrada en la Figura

27b, se lavd en el equipo PicoTrack PCT-200 RRE MC antes de cada uso (Figura 27c).

Figura 27. a) disefio de la fotomascara realizado en CleWin 5, b) fotomdscara con el patrén y c) equipo para lavado

de fotomascaras PicoTrack PCT-200 RRE MC .

Se depositd la fotoresina positiva comercial Microposit S1813TM sobre sustratos de vidrio de 2.2
cm x 1 cm mediante la técnica de depdsito por centrifugado en un equipo MIDAS SPIN-3000TD (Figura
28a). Para ello se coloco el sustrato en el equipo sujetandolo mediante succidn, se distribuyé la fotoresina
sobre el sustrato, el que se hizo girar a 2000 rpm durante 60 s. El secado de la fotoresina se realizd a 115
°C en una plancha térmica Hot Plate AS ONE Corporation (Figura 28b). En la Figura 28c se observan los
sustratos con fotoresina después del proceso de secado, donde la fotoresina tuvo un espesor aproximado

de 2 um.
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Figura 28. Depdsito de la fotoresina: a) equipo MIDAS SPIN-3000TD para la técnica de depdsito por centrifugado, b)
plancha térmica Hot Plate AS ONE Corporation y c) sustratos con fotoresina despues del proceso de secado.

Para la exposicidn a luz ultravioleta se empled la alineadora de mdscaras Midas MDA-400M (Figura
29a), la cual cuenta con una lampara de luz ultravioleta de 364 nm de longitud de onda. En la Figura 29b
se observa la colocacién de la fotomascara en la alineradora y en la Figura 29c, la alineacion de las
muestras de fotoresina bajo la fotomascara. Los tiempos de exposicion para todas las muestras fueron de
8.2 s. Después se realizd el revelado de fotoresina sumergiendo la muestra durante 35 s, en el revelador

comercial Microposit MF 319 Developer.

Figura 29. Exposicion de luz ultravioleta: a) alineadora de mdscaras Midas MDA-400M, b) colocacién de la
fotomascara y c) alineacion de las muestras con fotoresina bajo la fotomascara.

A continuacidn, se depositaron peliculas de Ti de 500 nm sobre las muestras con los patrones de
fotoresina, mediante la técnica de erosidn idnica, siguiendo el procedimiento de la seccién 3.1.2 con un

tiempo de depdsito de 37.5 min. Se retird la fotoresina utilizando acetona como solvente y se realizd otro
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depdsito de Ti durante 4 min para cubrir las partes sin Ti del sustrato. La microestructura generada se

reviso utilizando un microscopio éptico Leica XLM3.

3.2.3 Combinacién de nano y microestructuras

Para la elaboracién de las nano-microestructuras combinadas se usaron las técnicas de anodizado
y fotolitografia por lift-off: se fabricaron primero las microestructuras de Ti siguiendo el procedimiento de
la seccion 3.2.2 y, después, sobre ellas, se sintetizaron nanoestructuras de TiO, mediante la técnica de

anodizado, como se describe en la seccion 3.2.1.

3.2.4 Tratamiento térmico

Todas las muestras (peliculas continuas, nanoestructuradas, microestructuradas y nano-
microestructuradas) se sometieron a un tratamiento térmico con una rampa de 4 °C/min hasta 450 °C
durante 4 h con una rampa de enfriamiento con la misma tasa hasta temperatura ambiente en un horno
Thermolyne 47900 (Figura 30a), con el objetivo de obtener TiO; cristalino. En la Figura 30b se observan

las muestras dentro del horno antes del calcinado.

gz il

Fumace

Figura 30. a) Horno Thermolyne 47900 y b) muestras dentro del horno antes del calcinado.



38

3.3 Caracterizacion de las peliculas estructuradas de TiO:

Se caracterizaron las peliculas continuas, nanoestructuradas, microestructuradas y nano-
microestructuradas de TiO; utilizando las siguientes técnicas: con la finalidad de conocer la fase cristalina
se utilizd XRD en un equipo Philips C'pert MPD, la rugosidad se midié utilizando las imagenes generadas
por AFM en un microscopio Park System XE-70, la determinacidn de la morfologia se realizé por SEM en
un microscopio JEOL JMS-5300 y la verificacién de la composicidon quimica elemental se llevd a cabo con
EDS en el mismo equipo. A partir de las imagenes de SEM vy el software Imagel, se midid el espesor de las

peliculas y el didametro de las nano y microestructuras.

3.4 Evaluacion de la respuesta bioldgica de las peliculas estructuradas de TiO>

El procedimiento usado para la evaluacion de la respuesta biolégica en las peliculas continua,
nanoestructurada, microestructurada y nano-microestructurada, se proporciona a continuacion. La

evaluacidn se realizé por duplicado y en controles positivos y negativos.

3.4.1 Ensayo de hemdlisis

El protocolo que se utilizé para el ensayo de hemodlisis es el siguiente:

Preparacion de los eritrocitos

1. Se obtuvieron 25 ml de sangre de un donador humano y se colocé en un tubo BD Vacutainer con

el aditivo EDTA- K2 para prevenir la coagulacion.

2. Se centrifugd a 3000 rpm por 5 min, provocando que los eritrocitos y la fase liquida de la sangre
(plasma) se separaran, por lo que se marcaron en el tubo los niveles de la capa superior de plasma
y de la capa inferior de eritrocitos. Luego se retird el plasma con una micropipeta y se agregaron

150 mM de NaCl hasta la marca del nivel de plasma original.
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Se repitio el paso 2, a excepcion de marcar las capas en el tubo, para limpiar las células y luego de
retirar el sobrenadante se afiadié PBS 1X (solucién no téxica para las células que contiene NaCl y

NasPO.) hasta la marca del plasma original, mezclando al invertir el tubo cuidadosamente.

Se realizé una dilucién 1:50 de eritrocitos utilizando como diluyente el PBS 1X, agregando 1mL de

eritrocitos en 49 mL de PBS 1X.

Ensayo de hemdlisis

1.

Como control negativo se utilizaron 270 pL de los eritrocitos diluidos en PBS 1X con 30 uL de este

ultimo.

El control positivo fue de Triton 20% X100, el cual es un surfactante no idénico que suele usarse en
productos de limpieza. 30 pL de este compuesto quimico se colocaron en un pozo con 270 pL de la

dilucién de eritrocitos preparada anteriormente.

Las muestras estructuradas y continuas fueron esterilizadas con radiacién UV durante 15 min por
cada lado, después se colocaron en una placa de pozos de cultivo y se les agregaron 270 plL de la

dilucién anterior de eritrocitos.

La placa de pozos con lo afiadido anteriormente, observada en la Figura 31, se incubd por 1 h a 37

°C utilizando 5% de CO,.

Después de la incubacion, el contenido de los pozos se centrifugd por 5 minutos a 3000 rpm en

tubos para centrifuga de 1.5 mL (ver Figura 32).

250 pL de los sobredonantes se tomaron para medir la absorbancia, para lo cual se usé un lector

de microplacas Thermo Scientific Multiskan Go a 541 nm.

Los resultados obtenidos se promediaron con su duplicado y se normalizaron al promedio del
control positivo, que representa el 100 % de hemdlisis. Luego, cada valor se multiplicé por 100 para

obtener el porcentaje de hemdlisis respecto al control positivo.
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Figura 31. Placa de pozos de cultivo con las muestras estructuradas, continuas y los controles negativo (-) y positivo

(+).

Figura 32. Eritrocitos después de la incubacion y el centrifugado en tubos de 1.5 mL.
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3.4.2 Ensayo de proliferacién

Previo al ensayo de proliferacién, las muestras fueron sometidas a esterilizacion por
calentamiento y radiacidn ultravioleta por ambos lados. Después, las muestras se colocaron en pozos de
cultivos con suero nutritivo y se afiadieron 20,000 osteoblastos de la linea celular MC3T3-E1 en cada pozo.
Posteriormente, los pozos se incubaron con 5% de CO; a 37 °C durante 24 h. Pasando dicho tiempo, las
muestras fueron trasladadas a nuevos pozos con medio nutritivo para que no hubiera células sobre las
paredes o el fondo del pozo, que pudieran interferir con la medicion de la proliferacion de las células
implantadas en las muestras. Se realizaron las mediciones de proliferacion a las 48, 72 y 96 h. Una vez
pasado estos tiempos, las muestras fueron sometidas a una tincién con resazurina al 10%, que
posteriormente se redujo a resorufina por medio de encimas mitocondriales. La medicidn se realizd
excitando con una longitud de onda de 570 nm y 600 nm. El esquema del proceso de proliferacion celular

se ilustra en la Figura 33.

Osteoblastos en o Se aﬁadfa la
contacto con la muestra u resazurina
durante 24 h en un pozo
de cultivo
"
: <
20,000 osteoblastos La muestra se traslada Se mide el
(Linea celular a otro pozo de cultivo, nimero de

MC3T3-E1) manteniéndose ahf

células
durante 48, 72 0 96 h.

Figura 33. Esquema del ensayo de proliferacién celular mediante reduccidn de resazurina.
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Capitulo 4. Resultados y discusion

Los resultados y discusidn se presentan en seis secciones: 1) depdsito de peliculas continuas de Ti; 2)
sintesis de las nanoestructuras de TiO»; 3) fabricacion de las microestructuras en las peliculas de Ti; 4)
combinacion de nano y micro estructuras; 5) caracterizacion por EDS, XRD y rugosidad mediante AFM y 6)

pruebas bioldgicas de hemdlisis y proliferacidn celular.

4.1 Deposito de peliculas continuas de Ti

Las peliculas de Ti depositadas por erosion idnica, sobre sustratos de Si, en las condiciones de la
Tabla 1y tiempos de 25 y 45 min, tuvieron respectivamente un espesor de 330 y 600 nm, obtenido a partir
de las imagenes de SEM de la seccién la transversal mostradas en la Figura 34. Con estos valores se calculd
una tasa de depdsito de ~13 nm. Cabe mencionar que la clara apreciacion del espesor de las peliculas de
Ti se debe al uso del sustrato de Si, ya que este, por ser conductor, evita la acumulacién de carga en la

muestra (contrario a lo que se obtenia usando sustratos de vidrio).

20kV  x20,000 1pm 20 40 SEM_SEI 20kV  x20,000 1um 21 40 SEM_SEI

Figura 34. SEM de seccion transversal de peliculas continuas de Ti/Si depositadas por erosidn idnica con espesores
de:a) 330 nmy b) 600 nm.

La micrografia superficial de SEM, observada en la Figura 35, muestra la continuidad de la pelicula
de 600 nm de Ti.
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Figura 35. SEM de la superficie de una pelicula continua de Ti (600 nm)/Si depositada por erosién idnica.

4.2 Sintesis de nanoestructuras de TiO;

Las capas nanoestructuradas de TiO; se sintetizaron por la técnica de anodizado, usando como
anodo las peliculas compactas de Ti depositadas por erosidon idnica descritas en la seccidon anterior. Los

estudios realizados acerca de estas capas se detallan en lo que sigue.

4.2.1 Envejecimiento del electrolito

En la Figura 36 se observa la imagen de SEM de peliculas de Ti (500 nm) sobre Si anodizadas en un
electrolito sin envejecimiento y con uso previo por mas de 100 min. Con el electrolito que no se ha
envejecido, la muestra no presenta poros apreciables (Figura 36a), lo que es debido a un exceso de iones
de fllor que provoca la disolucién de la mayoria del 6xido formado (Sopha et al., 2015). En cambio, con el
electrolito con uso previo de 100 min se forman nanoporos en la superficie, pero no bien definidos (Figura
36b) ya que la concentracion de F disminuye por las reacciones quimicas del anodizado, siendo necesario
un mayor tiempo de anodizado para obtener las estructuras deseadas (Sopha et al., 2015). Asi entonces,
el electrolito envejecido, pero con uso previo menor a 100 min, es adecuado para crear nanoestructuras
porosas cuyo tamafio de poro. Como se verd mas adelante, esto dependera de la variaciéon en las

condiciones de anodizado.
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Figura 36. SEM de peliculas de Ti (500 nm)/Si anodizadas por 3 min con un electrolito de 0.3 wt% de NH4F y 35 V: a)
sin envejecimiento y b) con mas de 100 min de uso previo.

4.2.2 Determinacién del espesor

La seccidn transversal de una pelicula de Ti (500 nm) sobre Si, antes y después del anodizado, se
observa en las micrografias de SEM de la Figura 37. El anodizado se realizé por 15 min con 15V y 0.3 wt%
de NH4F en el electrolito. Se destaca el incremento del espesor, a ~800 nm, después del anodizado debido

a la formacién de la capa de TiO,, lo que ha sido reportado en la literatura (Hou et al., 2022).

10kV  x20,000 1pm 12,40 SEM_SEI 20kV  x25,000 1pm 11 40 SEM_SEI

Figura 37. SEM de seccidn transversal de una pelicula de Ti (500 nm)/Si: a) antes y b) después del anodizado, por 15
min con electrolito de 0.3 wt% de NH4F y 15 V.

4.2.3 Variacion de la concentracidon del electrolito

En la Figura 38 se presenta la imagen de SEM superficial de la pelicula de TiO del punto anterior,

obtenida con una concentracion de 0.3 wt% de NH4F en el electrolito, pero anodizando por 3 min, junto
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con otras peliculas anodizadas en las mismas condiciones, pero variando la concentracion del electrolito a
0.6 wt% y 0.9 wt% de NH4F. Si el voltaje de anodizado es menor de 25 V y la concentracidon es la mas baja
(0.3 wt%), no se generan nanoestructuras, lo que es acorde a la literatura (Regonini et al., 2013), por ello
es que se escogid trabajar con un voltaje de anodizado de 30 V. Se observa que a medida que se
incrementa la concentracion, el didmetro de poro promedio se incrementa ligeramente de 37 £ 5 nm, a
39+6nmy42+6nm. Esto se debe a que conforme se incrementa la cantidad de F en el electrolito, mayor

es la velocidad de disolucién (Zhang et al., 2015).

.10 SI;SEM_SE)-

Figura 38. SEM de peliculas de Ti (500 nm)/Si anodizadas por 3 min, con 30 V y una concentracién de NHsF en el
electrolito de: a) 0.3 wt%, b) 0.6 wt% y c) 0.9 wt%.

Dado que los poros son mds pequefios para la concentracidn del electrolito mas baja, de 0.3 wt%
de NHsF; mientras que, para la concentracion mayor, de 0.9 wt% de NH.F, se alcanza a apreciar la
disolucién de las de las estructuras; los subsecuentes anodizados se realizaron escogiendo la

concentracion intermedia, de 0.6 wt% de NH4F.

4.2.4 Variacién del tiempo de anodizado

La variacion del tiempo de anodizando de 3 a 6 y 9 min, fijando la concentracidn del electrolito en
0.6 wt% de NHsF y en 30 V el voltaje aplicado, resulta en las morfologias de la Figura 39, donde hay un
ligero incremento del diametro promedio de poro a 39 + 6 nm, 42 + 6 nm y 43 + 7 nm, respectivamente.
En el corte transversal de la muestra anodizada por 6 min (Figura 39b), presentada en la micrografia de
SEM de la Figura 40, se aprecia la formacidn caracteristica de nanotubos que se obtiene al incrementar el

tiempo de anodizado (Hou et al., 2022).
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Figura 39. SEM de peliculas de Ti (500 nm)/Si anodizadas con electrolito de 0.6 wt% de NH4F, 30 V y tiempos de: a) 3
min, b) 6 miny c) 9 min.
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Figura 40. SEM del corte transversal de una pelicula de Ti (500 nm)/Si anodizada por 6 min con electrolito de 0.6 wt%
de NHsF y 30 V.

Debido a que el tiempo de anodizado influye poco en el tamafio de poro, las nanoestructuras

obtenidas en adelante se anodizaron con el tiempo minimo requerido, de 3 min.
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4.2.5 Variacion del voltaje

La variacidon del voltaje en el proceso de anodizado por 3 min y con un electrolito de 0.3 wt% de
NH4F, produce las morfologias observadas en la Figura 41 para las muestras elaboradas a 25, 35 y 45V.
. . -
RN R Py
Wy

A M R e
R
R R

e

Al '~ ? 0%
ST,

.
b : .
Figura 41. SEM de peliculas de Ti (500 nm)/Si anodizadas por 3 min con electrolito de 0.6 wt% de NH4F y voltajes de:
a)25V, b)35Vyc)45 V.

El tamafio de poro aumenta conforme el voltaje aplicado lo hace, como se muestra en la grafica
de la Figura 42 para 25, 30, 35, 40 y 45 V, resultado que es acorde a la literatura (Albu et al., 2007). La
relacion entre el tamafio y el voltaje es lineal de acuerdo con la ecuacion y = (1.1 £ 0.2)x + (9.5 + 7.2)
(donde se considerd las barras de error asociadas a la desviacidn estandar). Demostrando que se puede

controlar el tamafio de poro al variar el voltaje.
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Figura 42. Gréfica el tamafio de poro vs voltaje utilizado en muestras de Ti (500 nm)/Si anodizados por 3 min con un
electrolito de 0.6 wt% de NH4F.
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El mayor tamafio de poro, de 64 + 9 nm, se obtiene usando 45 V (el voltaje limite proporcionado

por el equipo usado). De tal manera que este fue el voltaje usado en adelante para anodizar las muestras,
ya que un mayor tamafio de poro incrementa la rugosidad (Durdu et al., 2021) y, por ende, favoreceria la

proliferacién celular (Neoh et al., 2012).

4.2.6 Variacion del sustrato

En lugar de una pelicula de Ti de 500 nm depositada sobre Si, se usé una depositada sobre vidrio
y, después, se anodizd con los parametros ya encontrados de 3 min, 0.6 wt% de NH4F y 45V . En la Figura
43 se tiene la imagen de SEM correspondiente. Los histogramas del didametro de poro para esta muestra
sobre vidrio y aquélla sobre Si (presentada en la Figura 41c) pueden verse en la Figura 44. Como se aprecia,
el tamafo de poro promedio es el mismo, de 64 nm £ 8 nm, y las desviaciones estandar son practicamente
iguales (8 nm para vidrio y 9 nm para silicio). Por lo que se usaran sustratos de vidrio ya que son mas

baratos y se obtienen nanoestructuras con las mismas caracteristicas.
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Figura 43. SEM de una pelicula de Ti (500 nm)/vidrio anodizada por 3 min con electrolito de 0.6 wt% de NH4F y 45 V.
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Figura 44. Histogramas de tamafio de poro de las peliculas Ti (500 nm) depositadas sobre sustratos de: a) Si y b)
vidrio, anodizadas por 3 min con electrolito de 0.6 wt% de NH4F y 45 V.

4.2.7 Parametros optimizados

De acuerdo a los resultados anteriores, las peliculas nanoestructuradas utilizadas en el resto de la
investigacion fueron preparadas a partir del anodizado de peliculas de Ti (500 nm)/vidrio, por 3 min

utilizando un electrolito de 0.6 wt% de NH4F envejecido por 12 miny 45 V.

4.3 Fabricacion de microestructuras en peliculas de Ti

La fabricacion de las microestructuras de Ti se realizé de acuerdo con lo descrito en la seccién 3.2.2,
usando fotolitografia Lift-off y erosién idnica. La fotografia de la fotomascara construida se observa en la
Figura 45a, mientras que las microestructuras, constituidas por superficies de Ti con poros de 40 um con

una altura de 450 nm y separados por 106 um, se aprecian en la imagen de SEM de la Figura 45b.

Figura 45. a) Patrén de la fotomascara y b) micrografia de SEM de la pelicula de Ti microestructurada fabricada
mediante fotolitografia por Lift-off.
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4.4 Combinacion de nano y microestructuras

La combinacién de nano y microestructuras se obtuvieron a partir de las peliculas de Ti
microestructuradas de la seccién anterior (4.3), anodizandolas con los parametros determinados en la
seccion 4.2. En |la Figura 46 se tienen las micrografias de SEM con diferentes aumentos para apreciar tanto
las nano como las microestructuras. Las imagenes confirman que las dimensiones de la microestructura
no se ven afectadas por el anodizado y que este produce nanoestructuras con tamafio de poro promedio

de 61 + 7 nm, el que concuerda con lo ya obtenido (seccién 4.2.6).

1ym
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Figura 46. SEM de una pelicula de TiO2 nano-microestructurada.

En consecuencia, las técnicas de fotolitografia por Lift-off y anodizado se combinaron de manera

exitosa para obtener peliculas nano-microestructuradas de TiO,.

4.5 Composicion, estructura cristalina y rugosidad

En esta seccidn se presenta la composicidon elemental, la estructura cristalina y la rugosidad de las
peliculas continuas, nanoestructuradas, microestructuradas y nano-microestructuradas, después de ser

sometidas a un tratamiento térmico a 450 °C durante 4 h.
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4.5.1 Composiciéon elemental

Los espectros de EDS de todas las muestras son similares. En la Figura 47 se presenta, como
representativo, uno de ellos, perteneciente a las nanoestructuras (Figura 43). En ellos se identifican el Ti,

asociado al TiOy; Si, Na y Ca, correspondientes al vidrio, y el O presente, tanto en el TiO, como en el vidrio.

Figura 47. EDS de una pelicula nanoestructurada obtenida a partir de peliculas de Ti (500 nm)/vidrio anodizadas por
3 min con electrolito de 0.6 wt% de NH4F y 45 V.

4.5.2 Difractogramas de rayos X

En la Figura 48 se observan los difractogramas de todas las muestras junto con las referencias para
el Ti (JCPDS-ICDD No. 44-1294) y el TiO; en su fase anatasa (JCPDS-ICDD No. 21-1272). En la pelicula
continua, al igual que en la microestructurada, se observan, junto con picos de Ti, el pico del plano (004)
correspondiente al TiO; en fase anatasa, la que debe encontrarse en la superficie debido a la exposicién al
oxigeno durante el tratamiento térmico. Las muestras nanoestructuradas y las nano-microestructuradas,
dado que pasaron por un proceso de anodizado donde se formd TiO; y se adquirié una estructura porosa,

cristalizaron completamente como TiO; en su fase anatasa y con una orientacidn preferencial en los planos
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(004), en 26 = 37.75°, similar a la observada en otras superficies nanoestructuradas de TiO; (Pang et al.,

2018). En el difractograma de las muestras nanoestructuradas y las nano-microestructuradas se observa

un corrimiento de 0.5° hacia la derecha, debido al equipo.
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Figura 48. XRD de las peliculas continua, microestructurada, nanoestructurada y nano-microestructurada comparada
con los patrones de Tiy TiOz en su fase anatasa.

4.5.3 Rugosidad

La rugosidad RMS obtenida por AFM para las superficies de TiO, continua y microestructurada fue
de 21 nm, indicando que el didmetro de los poros y la separacidn entre ellos son demasiado grandes para
tener una influencia en la rugosidad. Las nanoestructuras inducen el incremento de la rugosidad a 33 nm,

que corresponde a las superficies nanoestructuradas y nano-microestructuradas.
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4.6 Pruebas biolagicas

4.6.1 Hemalisis

Los resultados de las pruebas de hemélisis en las superficies de TiO, con diferentes morfologias se
presentan en la Figura 49. Se observa que el porcentaje de hemdlisis es menor al 5% en todas las muestras
nano y microestructuradas, por lo que ninguna resulta téxica y por lo tanto son biocompatibles, ello de
acuerdo con la norma ISO 10993-4:2002 (incluso la muestra continua esta solo 0.20% por encima de este

limite).
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Figura 49. Hemodlisis de superficies de TiO2 con diferentes morfologias.
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4.6.2 Proliferacion celular

La Figura 50 muestra los resultados de la proliferacion celular en las superficies de TiO; con
diferentes morfologias, para tiempos de exposicion a las células de 48, 72 y 96 h. Se usaron osteoblastos
de la linea celular MC3T3-E1 y se normalizd con su respectivo control. En todas las muestras se observa
proliferacién celular, pero destaca la superficie nanoestructurada, la que promueve la mayor proliferacion
(de ~1.5 mas que en el control). Esto se debe a que la presencia de nanoporos incrementa la rugosidad
(Durdu et al., 2021), lo que favorece, primero la adhesién y, después, la proliferacion (Neoh et al., 2012).
Esto explica, también, la menor proliferacion observada en la superficie continua. En la superficie
microestructurada, la proliferacién, excepto en el caso del tiempo mads corto de 48 h, es ligeramente
menor a la observada en la superficie continua, lo que podria asociarse al tamafio de poro de 40 um vy la
separacion de 106 um que aislan las células (entre 20 y 30 um) que se albergan dentro de los poros, como
se observa en la Figura 51a. La adicién de nanoporos en estas microestructuras incrementa la proliferacién

(observada en la Figura 51b), pero sin llegar al nivel de la obtenida cuando solo se tienen nanoestructuras.
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Figura 50. Proliferacion celular (linea celular MC3T3-E1) en superficies de TiO2 con diferentes morfologias.
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Figura 51. Imagenes incubacién de osteoblastos en una superficie de TiO2: a) microestructurada (a las 48 h) y b) nano-
microestructurada (a las 96 h).
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Capitulo 5. Conclusiones

5.1 Conclusiones

5.1.1 Superficies continuas

Mediante la técnica de erosidn iénica DC, en la camara de Intercovamex del departamento de
materiales avanzados, se obtienen peliculas continuas de Ti, sobre substratos de vidrio y de silicio, a una
tasa de depésito de 13 nm/min, cuando se aplican 100 V, y se usa un flujo y presidn de argdn de 20 sccm
y 2.0 mTorr, respectivamente. Las superficies de estas peliculas adquieren la fase cristalina anatasa de
TiO,, con una rugosidad de 21 nm y una orientacidn preferencial en los planos (004), cuando se someten

a un tratamiento térmico a 450 °C/4 h.

5.1.2 Superficies nanoestructuradas

Las condiciones de anodizado de peliculas de Ti de 500 nm, que generan nanoestructuras con
poros del mayor didmetro promedio, 64 + 9 nm, son: un electrolito de 0.6 wt% de NH4F, envejecido por

12 miny un uso previo menor a 100 min, y la aplicacion de 45 V por 3 min.

El tamafio de poro de las nanoestructuras: i) es independiente del sustrato usado, de Si o de vidrio;
ii) practicamente no varia con la concentracién del electrolito (de 0.3 wt% a 0.9 wt% de NH4F) o el tiempo
de anodizado (1 a 15 min) y iii) se ve mayormente influenciado por el voltaje de anodizado (entre 25y 45

V), del que depende linealmente de acuerdo con la relacion y = (1.1 £ 0.2)x + (9.5 £ 7.2).

El tratamiento térmico a 450 °C/4 h, hace que las nanoestructuras adquieran la fase cristalina anatasa

del TiO; con una orientacién preferencial en la direccién [004] y una rugosidad RMS de 33 nm.
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5.1.3 Superficies microestructuradas y nano-microestructuradas

Las microestructuras de Ti con poros columnares de 40 um de didmetro separados por 106 um,
obtenidas mediante fotolitografia por Lift-off, pueden combinarse exitosamente con el anodizado para

producir nano-microestructuras con poros adicionales de 64 + 8 nm de didmetro promedio.

Las microestructuras y las nano-microestructuras también cristalizan en la fase anatasa del TiO;
después del tratamiento térmico a 450 °C/4 h. Sin embargo, las superficies microestructuradas mantienen
la misma orientacidn y rugosidad que las peliculas continuas, mientras que las nano-microestructuradas

adquieren la rugosidad y orientacidn preferencial de las superficies nanoestructuradas.

5.1.4 Biocompatibilidad y proliferacién celular

Todas las superficies, nano y microestructuradas, de TiO; carecen de toxicidad y por lo tanto son
biocompatibles en sangre, e incluso las superficies continuas sobrepasan solo por un 0.2% el valor de la

norma establecida (1ISO 10993-4).

En todas las muestras se observa proliferacion celular, pero destaca la superficie nanoestructurada,

la que promueve la mayor proliferacidon (de ~1.5 mas que en el control).

5.2 Trabajo a futuro

Realizar estudios sobre la optimizacidon del tamafio de nanoporo que maximiza la proliferacidon
celular y de la influencia de microporos de mayor didmetro, ademas de los estudios de diferenciacién

celular y de propiedades mecanicas.
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