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RESUMEN: En este trabajo se desarrollo el recubrimiento compuesto de TaN(Ag) con una variacion del con-
tenido de plata entre 2,26 y 28,51 %at, mediante la técnica de pulverizacion catddica asistida por campo mag-
nético desbalanceado. Se eligi6 el recubrimiento que presento el mejor balance entre propiedades mecanicas
y triboldgicas, y se sometid a un ciclo de tratamientos térmicos con temperaturas entre 175 °C y 275 °C para
producir la nucleacion, el crecimiento y difusién controlada de las nanoparticulas de Ag hasta la superficie
del recubrimiento. Se verificod el tamafo y densidad de distribucion de las nanoparticulas en la superficie del
recubrimiento, y su influencia en las propiedades mecanicas y triboldgicas. Posteriormente se estudio el efecto
bactericida frente a la bacteria P. aeruginosa mediante las pruebas de inhibicion al crecimiento y de adheren-
cia, asi como el comportamiento citotoxico del material frente a osteoblastos humanos utilizando el método
MTT. El recubrimiento TaN(Ag)-3 tratado térmicamente a 200 °C durante 4 min, incrementoé la microdureza
del acero inoxidable AISI 316L de 2,6 GPa a 10,7 GPa, y disminuy6 la tasa de desgaste de 1,11x10”° mm*/N.m
a 0,17x10""> mm*/N.m. Este recubrimiento presenté 100% de viabilidad celular de osteoblastos, y un excelente
comportamiento a la inhibicion del crecimiento y adherencia de la bacteria P. aeruginosa.
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ABSTRACT: Influence of Ag nanoparticles on the mechanical and tribological properties and on the cytotoxic
and bactericidal effects of TaN(Ag) coatings. In this work, a TaN(Ag) composite coating with different silver
contents between 2.26 and 28.51 %at, were developed by the unbalanced magnetron sputtering technique. The
coating with the best balance presented between tribological and mechanical properties was chosen, and it was
subjected to thermal treatments cycles with temperatures among 175 °C and 275 °C to allow the nucleation,
growth and controlled diffusion of Agnanoparticles up to the coating surface; the size, distribution and density
of nanoparticles on the coating surface and their influence on the mechanical and tribological properties, were
verified. The bactericidal effect against P. aeruginosa by growth inhibition and adhesion test was studied, as well
as the cytotoxic behavior on osteoblasts by MTT test. The TaN(Ag)-3 coating after thermal treatment at 200 °C
during 4 min, increased the micro hardness of AISI 316L stainless steel from 2.6 GPa to 10.7GPa, and decreased
the wear rate from 1.11x10° mm*N.m to 0.17x10""> mm?*N.m. This coating exhibited 100% of osteoblast cell
viability, and an excellent performance to the inhibition of growth and adherence of P. aeruginosa.
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1. INTRODUCCION

La modificacién superficial a partir del dopaje
de recubrimientos de nitruros metalicos nanocris-
talinos como el TaN, ZrN, TiN, MoN, CrN y NbN,
caracterizados por su alta estabilidad quimica y
excelentes propiedades mecanicas, con nanoparticu-
las de metales ductiles como la Ag, (Manninen ez al.,
2011), surgen como alternativa para aplicaciones
donde se requiere mejorar la resistencia al desgaste y
el desempefio de algunos aceros inoxidables, titanio
y aleaciones de titanio, entre otros. A la buena bio-
compatibilidad de los nitruros mencionados y su
elevada dureza se suma el efecto auto-lubricante
y bactericida de las nanoparticulas, potenciando
aun mas sus aplicaciones (Muratore et al., 2007;
Echeverrigaray et al., 2016; Falconer y Grainger,
2017). Las propiedades mecanicas y el efecto bac-
tericida del material compuesto mejoran ostensible-
mente, siempre y cuando el tamafio de las particulas
embebidas en la matriz sea inferior a 100 nm (Misra
et al., 2012; Madhuree et al., 2016).

Los iones metalicos como Ag*, el Cu®* y el Ni**
han mostrado un efecto positivo para el control
de la adherencia y la proliferacién de diferentes
tipos de bacterias; esta facultad actualmente viene
aprovechandose para evitar la colonizacién de las
mismas en componentes poliméricos y metalicos
utilizados en el hogar, en la industria textil, en cen-
tros hospitalarios (Gopinath y Velusamy, 2013), asi
como también en el disefio de dispositivos de libe-
racion controlada de farmacos de ultima generacion
y la fabricacién de implantes (Chang et al., 2012;
Taoyu et al., 2015; Wang et al., 2016;). Un ejemplo
de ello es el estudio de la implantacion de iones de
plata en aceros inoxidables y matrices ceramicas,
para la reduccion de la adherencia bacteriana y pos-
terior formacién de biofilm de cepas como E. coli y
S. aureos en dispositivos biomédicos y de P. aerugi-
nosa en instrumentacion quirurgica (Echeverrigaray
et al., 2016; Tallosy et al., 2016).

Para garantizar un elevado efecto bactericida
y una apropiada biocompatibilidad en el material
compuesto, debe mantenerse el equilibrio entre la
cantidad, distribucién y forma de nanoparticulas
de Ag presentes en la matriz del recubrimiento y la
liberacion de iones de Ag™ al medio circundante, de
tal forma que se induzca a la muerte de las bacte-
rias o se inhiba su adherencia, sin afectar la viabili-
dad celular, es decir, sin ser citotéxico (Tianlu et al.,
2014). El mecanismo mas discutido por medio del
cual la plata ejerce su efecto bactericida, consiste en
el enlace que forman los iones de Ag” con molécu-
las biologicas o grupos funcionales de las pare-
des celulares de las bacterias, las cuales contienen
oxigeno, azufre y nitrogeno que se caracterizan por
ser donantes fuertes de electrones (Wei and Chu,
2008); una vez alli, los iones Ag" tienen la capaci-
dad de desplazar otros elementos como el Ca y el

Zn que son necesarios para la supervivencia de los
microorganismos, ocasionando por ende la muerte
de la bacteria. Por ello se hace necesario que la can-
tidad de plata sea la requerida para contrarrestar la
accion bacteriana sin afectar la viabilidad celular
(Chang et al., 2012; Tianlu et al., 2014).

Acorde a lo anterior, este trabajo tiene como
objetivo, evaluar inicialmente la influencia del con-
tenido de Ag de los recubrimientos nanocompues-
tos de TaN(Ag) sobre la microestructura y sobre las
propiedades mecanicas y triboldgicas, una vez reali-
zado esto se selecciond el sistema de recubrimiento
con el mejor balance microdureza/tasa de desgaste y
se sometio a un ciclo de tratamientos térmicos en un
rango de temperaturas entre 175 y 275 °C durante
4 min; alli se evaluo el tamano, forma y distribucién
de las nanoparticulas de Ag que emergieron a la
superficie del compuesto. A la muestra tratada tér-
micamente que present6 la mejor distribucion y el
menor tamano de particulas de plata, se le evalud
el efecto bactericida frente a la bacteria P. aerugi-
nosa, y el caracter citotoxico frente a osteoblastos
humanos.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Deposicion de recubrimientos y tratamiento
térmico

Los recubrimientos se depositaron sobre
muestras de acero inoxidable AISI 316L y obleas de
Silicio unidireccional (100) mediante la técnica de
pulverizacion catddica asistida por campo magné-
tico desbalanceado, previamente desengrasadas en
un bafio de ultrasonido en una solucién de acetona
y propanol. Una vez en la camara de pulverizacidn,
las muestras se sometieron a una limpieza idnica
con argén durante 30 min. Previo a la deposicion
del sistema de recubrimientos TaN(Ag), los sustra-
tos de acero fueron endurecidos superficialmente
mediante un proceso de nitruracion por plasma pul-
sado, utilizando una atmosfera de argéon/nitrogeno/
hidrégeno, a una presion de 6,3x10" mbar, un
voltaje bias de -750 V y a una temperatura de
380 °C durante 9 h. Posteriormente y con el fin de
reducir la tensiones residuales en la interfase del
acero inoxidable AISI 316L y el recubrimiento por
la diferencia de dureza (Liskiewicz et al., 2005), se
deposité una monocapa de anclaje de tantalio de
aproximadamente 70 nm; una vez formada la capa
de anclaje se procedio con el ingreso de nitrogeno
para contribuir a la formacion del nitruro de tan-
talio. Los recubrimientos de TaN(Ag) se realizaron
segin las condiciones descritas en la Tabla 1, en
la cual se incluyen los espesores alcanzados para
cada uno. Los substratos fueron posicionados a
una distancia de 80 mm con respecto a dos blancos
independientes de Ta y Ag con el 99,9% de pureza,
girando a una velocidad de 30 rpm. Por ultimo se
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realizo la pulverizacion del blanco de Ta con una
potencia de 1500 W y del blanco de Ag con poten-
cias entre 30 y 210 W durante 4 h para formar el
compuesto TaN(Ag) con los diferentes contenidos
de plata.

Los recubrimientos fueron tratados térmi-
camente en un horno tipo mufla con atmosfera
controlada de nitrogeno. Estos ciclos incluyeron
temperaturas de 175°, 200°, 225°, 250° y 275 °C,
cada una de ellas durante 4 min, con enfriamiento
inmediato mediante aire frio a presion. Este pro-
cedimiento permitié la difusion controlada de las
nanoparticulas de plata hasta la superficie, y de
paso determinar la mejor relacion de tamaio, forma
y distribucion de las nanoparticulas de Ag sobre la
superficie del recubrimiento, utilizando imagenes
SEM de la superficie de las muestras y apoyados
con el software Imagel, como se discute mas ade-
lante en el apartado 3.2.1. En la Fig. 1a, se esque-
matiza la conformacion del sistema multicapas del
recubrimiento de TaN(Ag) depositado, asi como
el proceso de difusion de las nanoparticulas de Ag,
que toman forma de nano-wires y emergen hacia la
superficie del recubrimiento a través de los limites
de grano de la matriz de TaN, una vez realizado el
tratamiento térmico (Fig. 1b).

TaBLA 1. Condiciones de deposicion y espesor de los
recubrimientos de TaN(Ag)
Potencia Espesor

Recubrimiento®  blanco Ag (W) %at Ag (um)
TaN(Ag)-1 30 2,26 1,75 £ 0,08
TaN(Ag)-2 50 7,15 2,25+ 0,07
TaN(Ag)-3 70 12,72 2,63+0,12
TaN(Ag)-4 120 20,05 3,47+0,13
TaN(Ag)-5 170 23,52 3,67 10,25
TaN(Ag)-6 210 28,51 4,53 £0,26

“Todos los recubrimientos fueron depositados a una presion de
4,4X10” mbar, temperatura de 120 °C Voltaje Bias -70 V, tasa
de dep051010n entre 0,4y 0,6 um.h™ y con una relacion de Ar/
N, de 2,7 cm’min™
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FIGURA 1.
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2.2. Caracterizacion de los recubrimientos

2.2.1. Evaluacion de la morfologia superficial,
rugosidad, mojabilidad y andlisis microestructural.

La topografia superficial y la morfologia trans-
versal de los diferentes recubrimientos de TaN(Ag)
se examinaron en un microscopio electroénico
de barrido JEOL JSM-6490LV. La composicion
quimica de cada recubrimiento se determiné a par-
tir de espectroscopia de energia dispersiva de rayos
X (EDX) mediante el software INCA Energy. La
formacion de fases se caracterizé por difraccion de
rayos X en un equipo Panalytical Empyrean, en el
modo de angulo rasante, usando un angulo de inci-
dencia de 4° y paso de 0,02°/seg. La rugosidad de los
recubrimientos se determind por medio de un per-
filbmetro marca Bruker Pektakxt, con una fuerza
de contacto de 3 mg, durante 30 s en un recorrido
de 1500 micras, realizando 5 mediciones por mues-
tra. Para determinar el grado de mojabilidad de los
recubrimientos se determiné el angulo de contacto
por medio del equipo Rame-Hart contact angle &
tensiometer model 250. Para estimar la distribucion
y densidad de nanoparticulas se realizd el anali-
sis de frecuencia, la cual representa el nimero de
particulas promedio con un rango de diametro en
un area superficial determinada utilizando el soft-
ware Imagel.

2.2.2. Microdureza y comportamiento tribolégico

La dureza de los recubrimientos se determind
mediante el método de Knoop con un microduro-
metro Shimadzu modelo HMV-G20, utilizando una
carga de 0,245 N acorde a la norma ASTM C1326-
13. El coeficiente de friccion y la tasa de desgaste
se evaluaron mediante un tribometro tipo “ball on
disc”, usando un contra cuerpo de alimina de 6 mm
de diametro, carga de 1 N, radio de la huella de
8 mm, tiempo de 600 sy 70 rpm, acorde a la norma
ASTM G99-95. Todas las mediciones se realizaron
por triplicado y se llevaron a cabo a temperatura de
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Esquema de la configuracion del recubrimiento nanocompuesto TaN(Ag): a) antes y b) después del tratamiento térmico.
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19 +2 °Cy a una humedad relativa de 48,5 +2%. Las
muestras fueron lavadas previamente con etanol en
un bano de ultrasonido y secadas con aire a presion.
El volumen de desgaste fue determinado con un per-
filémetro de contacto marca Bruker Pektakxt.

2.3. Ensayos biologicos
2.3.1. Efecto bactericida

Para la evaluacion in vitro del efecto bactericida,
se utilizaron muestras de silicio con el recubrimiento
de TaN(Ag), con areas 2 cm’y como controles se
utilizaron una muestra de silicio sin recubrir y un
fragmento de vidrio, las cuales fueron previamente
esterilizadas en autoclave a 120 °C durante 21 min.
Se utilizaron muestras de silicio para esta evaluacion,
ya que las muestras de acero 316L 2presentalron un
area superficial muy grande de 5 cm”, que requerian
de una gran cantidad de pozos y encarecian
demasiado el costo del ensayo.Los ensayos de activi-
dad antibacterial fueron llevados a cabo siguiendo
la guia “OECD Quantitative Method for evaluat-
ing bactericidal efficacy of biocides use on hard
surfaces (draft) y Jappanese Industrial Standard
Antimicrobial products — test for antimicrobial
activity and efficacy, JIS Z 208.2000”. Las muestras
fueron expuestas a la bacteria P. aeruginosa (cepa
ATCC"®27853TM) (American Type Cell Collection,
Manassas, VA, USA), y se determindé la inhibicion
al crecimiento y la adherencia de las mismas sobre
las diferentes superficies. La cepa P. aeruginosa se
sembro en un caldo de BHI (Becton, Dickinson
Co, StLakes, NJ, USA) y se incubo durante 24 h a
37 °C; posteriormente se sembraron en placas con
agar nutritivo (ICMT, Sabaneta, Colombia) durante
24 h a 37 °C, con el fin de obtener colonias aisladas
para la preparacion del indculo. De cada placa de
cultivo se selecciono una o dos colonias aisladas con
morfologia similar, las cuales se resuspendieron en
3 ml de solucidén salina estéril. De esta manera se
obtuvo una turbidez ajustando al patrén 0,5 de la
escala de Mc Farland (por comparacién visual con
el estandar), correspondiente a una concentracion
de aproximada de 1 a 2 x 10° UFC/ml. Se realiz6 un
recuento de colonias crecidas sobre el material luego
de 24 h de incubacion.

2.3.1.1. Prueba de inhibicion del crecimiento bacte-
riano. Para la realizacién de esta prueba se adi-
cionaron 100 ul del in6culo de bacterias ajustado al
0,5 de Mc Farland en 100 ml de Agar LB a 37 °C,
se homogenizo y se sirvieron 20 ml del medio de
cultivo conteniendo la cepa bacteriana en cajas
de Petri. Las muestras de silicio con y sin recubri-
miento y previamente esterilizadas por autoclave, se
colocaron en el centro de la caja y se dejaron en una
cabina de flujo hasta su gelificacion, seguidamente
se incubaron durante 24 h a 37 °C. Después de la

incubacidn, se examino cada caja y se visualizaron
las colonias formadas (UFC) que crecieron sobre
el material. Las pruebas de inhibicidn se realizaron
por triplicado para asegurar la confiabilidad en los
resultados.

2.3.1.2. Prueba de adherencia bacteriana en los re-
cubrimientos. Una vez esterilizadas las muestras
en un autoclave a 120 °C durante 30 min, se de-
positdé una muestra de cada recubrimiento en una
caja de Petri estéril, luego se adicionaron 20 ul del
inoculo de bacterias preparado conteniendo 1 a
2 x 10 UFC/ml y se dispersaron sobre la superfi-
cie de cada material. Los materiales expuestos a la
suspension de bacterias P aeruginosa se incubaron
durante 1 h a 37 °C. Después de la incubacion, se
examino cada placa y se visualizaron las UFC de co-
lonias de las bacterias que crecieron sobre los recu-
brimientos tratados térmicamente. Adicionalmente,
cada muestra se depositdé en un tubo que contenia
3 ml de solucién salina estéril para su lavado por
agitacion. Posteriormente cada pieza de material se
retird y se fijo para su analisis por microscopia elec-
tronica de barrido. Mediante esta técnica se analizd
la superficie de los recubrimientos y la interaccion
de las bacterias con la misma. Las pruebas de adher-
encia bacteriana se realizaron por triplicado para
asegurar la reproducibilidad.

2.3.2. Citotoxicidad

La citotoxicidad del recubrimiento se evalud
acorde a la guia ISO 10993-5:2009(E) Biological
evaluation of medical devices Part 5: test for in vitro
cytotoxicity”, mediante el método MTT (bromuro
de 3-(5,4 dimetil tizol-2-I) -2-5 difeniltretrazolium),
reactivo que permite medir la actividad de la des-
hidrogenasa mitocondrial, detectando la produc-
cion de formazan debido a la actividad metabdlica
de células vivas y activas. Para esta prueba, se
utilizaron osteoblastos humanos de la linea celu-
lar Saos-2 (ATCC®HTB-85) a una densidad de
100.000 células.cm™y se cultivaron en presencia
de cada recubrimiento durante 72 h a 37 °C y 5%
CO,. El material se retiré y las células se incubaron
en presencia de 200 uL del reactivo a una concen-
tracion de S mg.mL™" y los platos se incubaron nue-
vamente durante 4 h en las mismas condiciones.
Luego se adiciond en cada pozo 200 uL de Solucion
de parada compuesta por isopropanol al 50% y 10%
de SDS (dodecilsulfato sédico) y se incubaron las
células nuevamente durante 30 minutos a tempera-
tura ambiente. La viabilidad celular se determino
con base en la cantidad de formazan producido
de acuerdo a la intensidad de color (absorbancia)
registrada como Densidades Opticas (D.O) obtenidas
a 570 nm en un espectrofotdémetro (Varioskan™
Flash Multimode Reader — Thermo Scientific, USA).
Se utilizaron células cultivadas en medio de cultivo
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solo (en ausencia de material) como control de via-
bilidad. La citotoxicidad se determiné de acuerdo a
los porcentajes de viabilidad y mortalidad obtenidos
para cada condicion experimental. El porcentaje de
viabilidad se calculo6 con la Ec. (1):

% Viabilidad = (D.O células expuestas al mate-
rial) / (D.O células control) X 100 (1)

donde la D.O de las células control correspon-
den al 100% de viabilidad. A su vez, el porcentaje de
mortalidad se calcul6 con la Ec. (2):

% Mortalidad = 100 - % viabilidad para el mate-
rial. (2)

Los ensayos de citotoxicidad se realizaron por
triplicado en dos experimentos aislados. Todas las
muestras fueron esterilizadas en un autoclave a

(a)

FIGURA 2.

120 °C durante 30 min, previo a realizar la prueba
de citotoxicidad.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Morfologia superficial, microdureza y
comportamiento tribologico de los recubrimientos

En la Fig. 2 se muestran las imagenes SEM
de la seccion transversal de los recubrimientos
TaN(Ag). En las Fig. 2 (a-b) correspondiente a
los recubrimientos de TaN(Ag)-1 y TaN(Ag)-2,
se observa la formacidén de una estructura densa
columnar, de grano fino con cupulas globulares
(Liuetal ,2017). Enla Fig. 2c parael recubrimiento

(b)

U]

Imagen SEM de seccion transversal de los recubrimientos TaN (Ag) con tratamientos térmicos y depositados con

diferentes potencias aplicadas al blanco de Ag: a) TaN(Ag)-1, b) TaN(Ag)-2, ¢) TaN(Ag)-3, d) TaN(Ag)-4, be) TaN(Ag)-5 y f)
TaN(Ag)-6.
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TaN(Ag)-3, la estructura columnar ya no es tan
definida como las dos anteriores, resultando en
una estructura mas densa y compacta, el mismo
fendmeno se presenta para recubrimientos con
cantidades de Ag superiores a 120 W en los recu-
brimientos TaN(Ag)-4, 5y 6.

El fenéomeno de densificacion de los recu-
brimientos con el incremento de material dopante,
es debido fundamentalmente a que el metal de tran-
sicion de baja dureza difunde a través de los limites
de grano columnar de la matriz TaN, coalesciendo
y conduciendo a la deformacion de la estructura
y de paso al reacomodamiento del compuesto
(Bhatnagar et al. 2017).

Los perfiles de microdureza y propiedades tri-
bologicas se muestran en la Fig. 3. En la Fig. 3a,
la mayor microdureza corresponde a la muestra
TaN(Ag)-1, sin embargo es el recubrimiento que
presenta la mayor tasa de desgaste, Fig. 3b. El
recubrimiento TaN(Ag)-3 presenta la menor tasa
de desgaste de todos los sistemas fabricados y un
coeficiente de friccion muy por debajo de los ace-
ros inoxidables de uso comun en aplicaciones bio-
médicas, al igual que la microdureza. Esta muestra
se toma como referencia para la realizacion de los
tratamientos térmicos posteriores a temperaturas
entre 175 °Cy 275 °C.

3.2. Caracterizacion del recubrimiento TaN(Ag)-3
3.2.1. Tratamientos térmicos

El recubrimiento TaN(Ag)-3 que presentd el
mejor balance entre propiedades mecanicas y tri-
bologicas fue tratado térmicamente a temperaturas
de 175 °C, 200 °C, 225 °C, 250 °C y 275 °C, cada
una de ellas durante 4 min. Este procedimiento per-
mitio la difusién controlada de las nanoparticulas
de plata hasta la superficie, y de paso determinar
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12 4

10

T 81
o
o

S 6 -
(0]
S
8

s 4
=

2 4

0 -

30 50 70 120 170 210
Potencia del blanco de Ag (W)
FiGuRra 3.

Coeficiente de friccion (u)

la mejor relacion de tamafio, forma y distribucion
de las nanoparticulas de Ag sobre la superficie del
recubrimiento, utilizando las imagenes SEM que se
muestran en la Fig. 4.

En la Fig. 5 se muestran los diametros promedio
de las nanoparticulas vs la frecuencia expresada en
numero de nanoparticulas, para el recubrimiento
TaN(Ag)-3 tratado térmicamente a 175 °C, 200 °Cy
225 °C, en los cuales se aprecia una gran cantidad de
nanoparticulas (elevada frecuencia) que difundie-
ron hacia la superficie del compuesto y presentaron
diametros inferiores a los 100 nm. Se pueden obser-
var también aglomerados de Ag con diametros que
oscilan entre 200 y 400 nm, debido a fenémenos
de coalescencia, acorde con (Rycenga et al., 2011;
Bhatnagar et al., 2017), muy particularmente para la
muestra tratada a 225 °C. Acorde a ello se selecciond
el ciclo a 200 °C durante 4 min como el 6ptimo
debido a la mayor frecuencia de nanoparticulas con
un tamano menor a 100 nm, y que presentaron una
distribucion apropiada sobre toda la superficie del
recubrimiento. Una vez realizada ésta evaluacion se
procedio6 con los ensayos de caracter bioldgico.

3.2.2. Andlisis quimico y formacion de fases

En la Tabla 2 se muestran los resultados de EDX
realizado al recubrimiento TaN(Ag)-3 tratado tér-
micamente a diferentes temperaturas. Los porcen-
tajes atomicos de la Ag se incrementaron después
del tratamiento térmico, debido al proceso de
difusién de las nanoparticulas de Ag hacia la super-
ficie de los recubrimientos (Bai et al., 2016), lo que
favorece un enriquecimiento de Ag a nivel superfi-
cial en la matriz de TaN. El proceso de difusion tiene
lugar mediante dos etapas, la primera de ellas es la
difusién de atomos de Ag que se encuentran a unos
cuantos nanometros de la superficie, los cuales al
encontrarse con otros forman clusteres; éste proceso

1,0 T T T T T T
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-m-Tasa de desgaste
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Microdureza y propiedades triboldgicas de los recubrimientos de TaN(Ag): a) Microdureza vs potencia del blanco

de Ag, y b) coeficiente de friccion y tasa de desgaste vs potencia del blanco de Ag.
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FiGura 4. Difusion y formacion de nanoparticulas de Ag sobre la superficie de los recubrimientos de TaN(Ag)-3 después del
tratamiento térmico por 4 min: a) 175 °C, b) 200 °C, ¢) 225 °C, d) 250 °C y ¢) 275 °C.

se da a bajas temperaturas, donde la energia de acti-
vacion del sistema es baja. Con el incremento de la
temperatura y el aumento de la energia de activacion
en el sistema, se da el inicio de una segunda etapa
de difusion por medio de la cual la conversion de
los clusters a nanoparticulas, hace que éstas tltimas
emerjan a la superficie entre las fronteras o limites
de grano de la matriz de TaN.

Losdifractogramas del recubrimiento TaN(Ag)-3
tratado a diferentes temperaturas se muestran en la
Fig. 6; alli puede observarse la formacién predomi-
nante de la fase ctibica del TaN en la direccion [111],
y con menor intensidad en las direcciones [200 y
220]. En todos los recubrimientos se pudo observar
que la Ag aparece en picos independientes, dado que
éste elemento es inmiscible en la matriz de TaN. La

direccion [220] de Ag, presenta muy baja intensidad
en todos los recubrimientos. Sin embargo, el pico de
Ag en la direccion [111] presenta una mayor inten-
sidad indicando una fuerte texturizacion en dicha
direccion, lo cual esta probablemente asociado
al crecimiento de las nanoparticulas de Ag en esa
direccion y su enriquecimiento en la superficie con
la temperatura del tratamiento térmico, generando
una senal mas intensa en la difraccion. Asi mismo, el
pico del TaN con crecimiento preferencial [111] dis-
minuye a favor del pico del TaN en la direccion cris-
talografica [200] con el aumento de la temperatura.

En la Fig. 7, se aprecian los resultados de micro-
dureza, coeficiente de friccion y tasa de desgaste para
el recubrimiento TaN(Ag)-3 tratado térmicamente a
diferentes temperaturas. En la Fig. 7a se observa que
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(a) 250 TaBLA 2. Composicion quimica del recubrimiento
TaN(Ag)-3 tratado térmicamente a diferentes temperaturas
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100 FIGURA 6. Difractogramas de rayos X del recubrimiento
TaN(Ag)-3 tratado térmicamente a diferentes temperaturas.
0 ....

<100 100-200 > 200
Diametro Ag(NP)s (nm)

FIGURA 5. Frecuencia vs nanoparticulas de Agen la
superficie del recubrimiento TaN(Ag)-3 tratado térmicamente a
diferentes temperaturas: a) 175, b) 200 °C y ¢) 225 °C.

la dureza alcanza un valor maximo a una tempera-
tura de 200 °C, y luego disminuye continuamente
con el aumento de la temperatura de tratamiento.
Esto es debido probablemente a la deformacion
de la estructura del TaN y la induccion de tensio-
nes residuales por el incremento de la plata a nivel
superficial. Sin embargo, a temperaturas mayores a
200 °C, la dureza disminuye debido al elevado con-
tenido de plata que, por su baja dureza, contrarresta
el efecto endurecedor obtenido inicialmente. En la
Fig. 7b se observa que el coeficiente de friccidon y
la tasa de desgaste disminuyen con el aumento de
la temperatura, esto se debe a que a una mayor
temperatura el contenido de Ag en la superficie es
mayor, y alli se activan los procesos de auto-lubri-
cacion que ejercen las particulas de Ag, atribuido a

la ductilidad de este metal. Sin embargo, por encima
de 200 °C la tasa de desgaste aumenta debido a la
baja dureza del compuesto y baja adherencia que
poseen estos recubrimientos, y que conducen a que
el contracuerpo de alumina entre en contacto con el
sustrato en tiempos menores. Con base en los ante-
riores resultados la muestra TaN(Ag)-3 tratada a
200 °C presentd la mayor dureza y menor tasa de
desgaste y se selecciono para la siguiente evaluacion
del comportamiento biologico.

3.2.3. Mojabilidad y rugosidad

En la Tabla 3, se relacionan los valores de los
angulos de contacto del recubrimiento TaN(Ag)-3
con y sin tratamiento térmico, asi como de una
muestra de silicio sin recubrimiento y un fragmento
de vidrio, como superficies control. El silicio y el
vidrio poseen superficies de caracter hidrofilico,
contrario al recubrimiento TaN(Ag)-3, cuya super-
ficie tiene un comportamiento hidrofoébico cuando
se realiza el tratamiento térmico a la muestra. Este
comportamiento esta relacionado con la cantidad
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TaABLA 3. Valores de angulo de contacto y rugosidad de los
recubrimientos desarrollados con y sin tratamiento térmico

Angulo de contacto  Rugosidad
Propiedad/Muestra (agua) = SD (nm)
TaN(AG)-3" 104,3 + 3,1 22.3
TaN(AG)-3¢ 98,7+ 6,5 21,0
Silicio 65,7%3,2 9,6
Fragmento de vidrio 40,4 4,6 42

® Tratamiento térmico 200 °C durante 4 min;° Sin tratamiento
térmico

de nanoparticulas de plata difundidas hasta la
superficie, que conllevan un incremento de la rugo-
sidad (aunque sigue siendo de un valor nanomé-
trico) y una reduccién de la energia superficial del
compuesto (Baghriche ez al., 2012).

En la Fig. 8 se ilustra los resultados de la
medicién de angulo de contacto del recubrimiento
TaN(Ag)-3, muestra de silicio y fragmento de
vidrio. El grado de mojabilidad de las superficies es
uno de los factores que influyen de forma directa,
no solo en la fijacion celular, sino también en el
anclaje de bacterias y posterior formacién de bio-
film (Marques et al., 2016). Superficies hidrofilicas
favorecen la adhesion bacteriana en comparacion
con las hidrofébicas (Jiang et al., 2016). Por lo tanto
la mojabilidad es una propiedad superficial del
material que debe ser controlada apropiadamente
acorde a la aplicacién del mismo.

3.2.4. Efecto bactericida de la muestra TaN(Ag)-3

3.2.4.1. Prueba de inhibicion del crecimiento bacte-
riano. En la Fig. 9 se observa el comportamiento
de la muestra TaN(Ag)-3 tratada térmicamente a
200 °C durante 4 min, frente a la inhibicion a la bac-
teria P. aeruginosa (Fig. 9a) después de un tiempo de
incubacién de 24 h. Se puede ver que ésta muestra
inhibe completamente el crecimiento de la bacteria,

mientras que las muestras control de silicio y de vi-
drio permitieron el crecimiento de una gran canti-
dad de bacterias. Los resultados de esta evaluacion
indican que el recubrimiento de TaN(Ag)-3 tratado
térmicamente a 200 °C durante 4 min, presenta un
importante efecto inhibitorio a la proliferacion de la
bacteria P. aeruginosa, el cual estd muy asociado al
efecto bactericida que ejercen las nanoparticulas y
los iones de plata, que se encuentran sobre la super-
ficie del compuesto y que migran al medio de cultivo
(Chernousova y Epple, 2013).

3.2.4.2. Prueba de adherencia bacteriana. La
adherencia de P. aeruginosa en el recubrimiento
TaN(Ag)-3 tratado térmicamente a 200 °C, se
muestra en la Fig. 10a. Tanto en el recubrimiento
como en la muestra de silicio y el fragmento de
vidrio se observa una presencia escasa de P. aeru-
ginosa, Fig 10 (b y c), respectivamente. Este com-
portamiento estd posiblemente asociado a la baja
rugosidad de éstos materiales (Tabla 2), que entre
mayor sea, favorece la adhesion y fijacion bacteria-
na (Truong et al. 2010). Por otro lado, los mate-
riales o recubrimientos cuyas superficies presentan
caracter hidrofobico como el TaN(Ag)-3 tratado
térmicamente, poseen también una baja energia
superficial, que obstaculizan la adhesion o anclaje
de la P. aeruginosa, sugiriendo un modo de accion
bacteriostatico del material, es decir que detiene el
crecimiento del microorganismo produciendo una
muerte lenta y evitando la proliferacion bacteriana
sobre la superficie y con ello, la posterior formacion
de colonias (Bowker, 2009), tal como se observa en
los tres materiales de la Fig. 10.

Ademas de los mecanismos de interaccion como
las fuerzas de Van Der Waals y las propiedades
hidrofilicas e hidrofébicas del material, la rugo-
sidad juega un rol fundamental en la adherencia
bacteriana. Sin embargo la capacidad de adheren-
cia de las bacterias, depende de la naturaleza del
microorganismo, su morfologia (forma, tamano,
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FIGURA 9.

Inhibicion del crecimiento bacteriano cultivos de P. aeruginosa. Fotografias: a) recubrimiento TaN(Ag)-3 tratado

térmicamente a 200 °C durante 4 min, b) muestra de silicio sin recubrimiento y c) fragmento de vidrio.

prolongaciones, filias o pilis), mecanismos de
defensa, energia superficial, grado de mojabilidad
de su superficie y potencial z. El estudio de Truong
et al. (2010), revelo que la superficie de la pared de
la cepa P. aeruginosa, presenta un comportamiento
moderadamente hidrofilico (43%8°), tendiendo
éstas a adherirse con mayor facilidad a superficies
hidrofilicas (Truong et al., 2010). Estudios previos

realizados in vitro e in vivo, sugieren que cuando la
plata entra en contacto con la pared celular de las
bacterias tipo Gram-negativa, caso de P. aeruginosa,
ésta interrumpe los multiples procesos que alli se lle-
van a cabo, conduciendo a la produccién de especies
oxigeno-reactivas permitiendo la permeacién de la
membrana del microorganismo (Morones-Ramirez
etal.,2013).
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FiGura 10. Prueba de adherencia en materiales expuestos a P. aeruginosa ATCC27853. Micrografias: a) recubrimiento TaN(Ag)-3
con tratamiento térmico, b) muestra de silicio sin recubrimiento y ¢) fragmento de vidrio.
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Figura 11.  Efecto del recubrimiento TaN(Ag)-3 y del acero
AISI 316L en la viabilidad celular de osteoblastos humanos.

3.2.5. Citotoxicidad

Acorde a la evaluacion de citotoxicidad
mediante el método MTT, utilizando Osteoblastos
humanos del tipo Saos-2, el recubrimiento con
TaN(Ag)-3 no tuvo efecto citotdéxico sobre las
células Saos-2, donde un 100% de la poblacion
sobrevivio durante el ensayo. Para el acero inoxi-
dable AISI 316L, el porcentaje de viabilidad es un
poco menor (Fig. 11). Estos resultados sugieren
que el recubrimiento TaN(Ag)-3 es potencialmente
no citotéxico.

4. CONCLUSIONES

- La adicién de nanoparticulas de plata
al sistema TaN influye notoriamente sobre las
propiedades microestructurales, mecanicas, tri-
bologicas y biologicas del compuesto TaN(Ag).
El mejor balance entre las propiedades mecanicas
y tribologicas de los recubrimientos compuestos
depositados se logrd con la muestra TaN(Ag)-3
con un contenido de Ag de 12,7% antes del trata-
miento térmico. Esta muestra se sometié a una
serie de tratamientos térmicos entre 175 y 275° C
durante 4 min, presentando a 200 °C la mejor

relacion de tamano/densidad de distribucion de las
nanoparticulas de plata sobre la superficie del recu-
brimiento, asi como también el mejor balance entre
dureza y resistencia al desgaste.

- Acorde a los ensayos de inhibicion y adhe-
rencia bacteriana frente a la bacteria P. aeruginosa
y a la evaluacién de citotoxicidad con osteoblastos
humanos por el método MTT, el recubrimiento
TaN(Ag)-3 tratado térmicamente a 200 °C y 4 min
de sostenimiento presentd un importante efecto bac-
tericida y bacteriostatico para el tiempo de evalua-
cion de 24 h, asi como apropiada biocompatibilidad
y no toxicidad en un periodo de 72 h, expresado en
una viabilidad celular del 100%.

- Con base en éstos resultados, el recu-
brimiento TaN(Ag)-3 podria ser aplicado como
recubrimiento protector frente al desgaste y con
un elevado efecto bactericida frente a la bacteria
P aeruginosa en implantes dentales e implantes
ortopédicos, entre otros.
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