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RESUMEN

TITULO: DETECCION Y CARACTERIZACION ELECTROQUIMICA DE LA
ADSORCION DE MONOCAPAS PROTEINICAS SOBRE SOPORTES
COPOLIMERICOS BIODEGRADABLES SEMICONDUCTORES DE PLA-PGA*

AUTORES: IVON M. CARRENO, LADY P. TENJO**
PALABRAS CLAVES: adsorcion, biodegradacion, proteina, electroquimica.

DESCRIPCION

Con el propésito de evaluar co-polimeros biodegradables semiconductores, para
determinar el grado de biocompatibilidad de un determinado biomaterial a la hora de
disefiar una proétesis para aplicaciones biomédicas. En este trabajo se determiné la
presencia y concentracion de proteinas adsorbidas sobre polilactico-poliglicdlico
(PLGA) modificado con alta concentracion de zinc, en solucion buffer de fosfatos
mediante, Espectroscopia de Impedancia Electroquimica (EIE) y se evalud el efecto
de la interaccién proteinica sobre estos copolimeros, mediante analisis termodinamico
basado en la cinética de transferencia electronica de las proteinas adsorbidas.
Adicionalmente, se realiz6 mediante pruebas de quimicas y morfologia, la
interpretacion de la interaccion proteinica sobre la superficie polimérica.

El analisis de los datos de (EIE), demostr6 que con el aumento relativo en la
concentracién de proteinas, la cantidad de proteinas electroactivas de adsorcién en la
interfase aumenta, conduciendo a un aumento en la densidad de carga y capacitancia
para la proteina de menor peso molecular, ademas con el aumento en la
concentraciéon de proteinas en solucion, el valor de la resistencia de transferencia de
carga disminuye considerablemente indicando que la geometria de las proteinas y la
carga de la superficie del copolimero de PLGA afectan la adsorcién de proteinas en la
superficie estudiada.

* Proyecto de Grado
** Facultad Fisicoquimicas. Escuela ingenieria Quimica. Director Dario Pefia
Ballesteros. Codirector Hugo Armando Estupifian
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ABSTRACT

TITLE: DETECTION AND CHARACTERIZATION ELECTROCHEMISTRY OF
PROTEIN ADSORPTION MONOLAYERS MOUNTS ON SEMICONDUCTORS
COPOLYMER BIODEGRADABILITY OF PLA-PGA *

AUTHORS: M. IVON CARRENO, P. LADY TENJO **
KEY WORDS: adsorption, biodegradation, protein, electrochemistry.

DESCRIPTION

In order to evaluate the co-biodegradable polymer semiconductors, to determine
biocompatibility degree of a biomaterial in the design of a prosthesis for biomedical
applications. In this study we determined the presence and concentration of proteins
adsorbed on polylactic-polyglycolic (PLGA) modified with a high concentration of zinc,
phosphate buffer solution through, Electrochemical impedance spectroscopy (EIE) and
the effect of the protein interaction on these co-polymers, by thermodynamic analysis
based on the kinetics of electron transfer proteins adsorbed. Additionally, conducted
chemical tests morphology and the interpretation of the interaction of protein on the
surface polymer. The analysis of the data (IEE) showed that the relative increase in
the concentration of proteins, the amount of protein electroactivas adsorption in the
interface increases, leading to an increase in the density and capacitance for the lower
protein molecular weight, in addition to the increase in the concentration of proteins in
solution, the value of the charge transfer resistance decreases significantly, indicating
that the geometry of proteins and the burden of the surface of the copolymer PLGA
affect the adsorption of proteins in the area studied

* Degree Project.

**Faculty of Phisical-Chemistry Engineerings. Chemical Engineer
Department..Director: Dario Yesid Pena Ballesteros. PhD. Codirector: Hugo Armando
BEstupifian
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INTRODUCCION

Los polimeros se caracterizan en general por ser materiales aislantes,
pero desde hace unos treinta afios se ha logrado sintetizar polimeros
que son buenos conductores de la electricidad, llamados polimeros
conductores (CPs) y por tal descubrimiento en el afio 2000, Hegger,

Diarmid y Shirakawa recibieron el premio Nébel de quimica "

Actualmente existen numerosos polimeros conductores utilizados en el
campo biomédico que han revelado adhesion celular, migracién y
sintesis del ADN. Especificamente se han realizado estudios que
incluyen nervios, musculos y células cardiacas entre otras debido a la
biocompatibilidad con muchas moléculas biolégicas y la habilidad de

compartir carga frente a las reacciones bioquimicas. !

Entre las muchas aplicaciones de los CPs se encuentra el proceso de
regeneracion osteoarticular que sucede en una fractura ésea, en el que
se coloca un implante osteointegrado o se realiza un injerto para
aumentar el sustrato 6seo antes de la insercion de implantes, para la
regeneracion (la formacion de hueso que sea idéntico al preexistente)®.
Para la regeneracion ésea se debe considerar tanto el equilibrio de tipo
electrolitico, como el aporte nutricional para los diferentes tejidos que
constituyen el hueso. En este caso, el descubrimiento en linea de
proteinas en suero es de relevancia clinica debido al crecimiento de una
pelicula sobre los implantes o protesis, como la generacién de hemolisis
(ruptura y liberacion de la hemoglobina en el plasma por destruccion de
los globulos rojos) que conlleva a la coagulacion de sangre en la
superficie implantada y el riesgo subsecuente de rechazo del implante.

La hemdlisis empieza con la adherencia de plaquetas y proteinas que al
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mismo tiempo comienzan con una serie de reacciones que inducen
sangre de coagulacion. Por consiguiente la superficie del biocompatible
debe reducir la adherencia de proteinas y plaquetas .

Hay varios métodos para la determinacion de proteinas en solucion, sin
embargo, la mayoria determina la concentracion (rango nanomolar) de
las proteinas por métodos colorimétricos, en el cual hay sobrestimacion
sobre la cantidad de proteina que tiene enlaces covalentes y la proteina
fisicamente adsorbida.

En este orden de ideas, esta investigacion esta enfocada en la
deteccion y caracterizacion electroquimica de monocapas proteinicas
sobre soportes poliméricos de PLGA biodegradables semiconductores
por medio, EIE y SEM.

Para este propdsito, se realizaron diversas pruebas, variando los
parametros de concentracion de proteina, temperatura y el voltaje
aplicado. La adsorcion de cada una de las proteinas en el copolimero,
se analiz6é por medio de las graficas obtenidas del EIE y la morfologia
se obtuvo por SEM.

Los resultados mostraron, que el aumento de la concentracién, la
temperatura y el voltaje aplicado disminuyeron la resistencia a la
transferencia de carga, favoreciendo la adsorcion de proteinas. Los
analisis termodinamicos indicaron que la adsorcién de proteinas en la
superficie del material semiconductor, se presentd espontaneamente
bajo todas las condiciones propuestas en el disefio de experimentos.
Finalmente se encontr6 que el fendmeno de adsorcion para las
proteinas de amilasa y albumina empleadas en este estudio
presentaron grandes similitudes en su comportamiento de adsorcion;
sin embargo, la proteina de amilasa, por su mayor peso molecular
mostré mayor resistencia a la transferencia de carga y una menor

adsorcion.
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1. CONCEPTOS TEORICOS

1.1 BIOMATERIALES Y BIOCOMPATIBILIDAD

Los biomateriales se definen, segun el acuerdo de la conferencia de
consensos de la sociedad Europea de biomateriales en 1986, "como
cualquier sustancia o combinacion de sustancias (a excepcidon de los
farmacos ), de origen natural (tejidos bovinos o porcinos, proteinas del
tejido conectivo) o sintético (metales, polimeros o ceramicas), que
pueden ser usados por algun periodo, como un todo o como parte de un
sistema que trata, aumenta, o remplaza algun tejido, 6rgano o funcion

del cuerpo”#*

La biocompatibilidad de un material implantado o un dispositivo
prostético es un proceso dinamico con dos vertientes, una que
comprende los efectos que provoca el organismo receptor en el material
implantado, y otra los efectos producidos por el implante o sus
productos de degradacion en el organismo receptor. Por ello es
necesario valorar exhaustivamente todo tipo de interacciones y riesgos
asociados con la introduccion de sustancias extranas en el organismo,
de tal forma que el disefio y la aplicacion de biomateriales requiera un
estudio completo de sus propiedades y caracteristicas, para la

aplicacion en la biomedicina. [

En los ultimos afos se ha dedicado gran atencion al analisis de los
fendmenos que aparecen a nivel de interfase entre las protesis y los
tejidos afectados por el implante. En este sentido ha de considerarse

que al introducir un implante en el seno de un tejido, se produce la
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separacion fisica de los perfiles en contacto con la protesis,
disminuyendo al menos a la mitad las vias de alimentacion y

oxigenacion celular de la interfase tejido-implante!'.

El conocimiento de los procesos que aparecen a nivel de interfase,
permite predecir con relativa garantia el grado de biocompatibilidad de
un determinado biomaterial a la hora de disefar una protesis. En
cualquier caso, la implantacién de un dispositivo biodegradable en el
organismo humano, requiere que se garantice su total reconocimiento

por parte del complejo sistema fisioldgico!™.

1.2 POLIMEROS CONDUCTORES BIODEGRADABLES

Los polimeros que son buenos conductores eléctricos®® constan de
sistemas de dobles enlaces conjugados, es decir, una serie alternada
de enlaces sencillos (sigma, fijos) y dobles (algo moviles). Ello hace que
se forme una especie de nube electrénica a un lado y al otro del plano
en el que esta situado el sistema alternante de enlaces aunque esta
disponibilidad electrénica no es suficiente para que la macromolécula
adquiera la propiedad de conductor eléctrico®, debido a que un
polimero entra en fase conductora, gracias a la adicién de dopantes que
aumentan o disminuyen el numero de electrones en la banda de
valencia, alterando la brecha de transicion (brecha energética) ..

Aunque se denominan polimeros conductores el rango de conductividad
es similar a los semiconductores, aunque cuando hay variacion de la
temperatura, los CPs disminuyen la conductividad al aumentar la
temperatura debido a la descomposicion del dopado, mientras que la

conductividad de los semiconductores aumenta con la temperatura. ?
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Entre los biomateriales poliméricos que se utilizan como implantes
biodegradables se emplea el copolimero de PLGA principalmente por

su biocompatibilidad. "

1.2.1 Poli (lactico-co-glicdlico) o (PLGA). La copolimerizacion
permite modificar la estructura y las propiedades de las macromoléculas
por incorporacion a la cadena polimérica de unidades estructurales
diferentes a las del homopolimero. Esta incorporacion provoca una
alteracion de la regularidad estructural, y reduce la cristalinidad. 2!

El PLGA puede cambiar su tiempo de degradacion y las propiedades
mecanicas cambiando la proporcidon de los mondmeros utilizados
durante su copolimerizacion, lo que significa que puede tener diversas
aplicaciones segun lo requiera el implante. 2"

El copolimero de PLGA es ampliamente utilizado debido a que a
condiciones fisiolégicas normales, sus monomeros son metabolizados,
produciendo una minima toxicidad como biomaterial. Sin embargo,

puede causar algun problema para personas intolerantes a la lactosa.
[16]

1.3 ADSORCION DE PROTEINAS EN BIOMATERIALES
CONDUCTORES

La adsorcién, es la transferencia selectiva de uno o mas solutos
(adsorbato) de una fase fluida a una de particulas sélidas (adsorbente).
Muchas sustancias son adsorbidas espontaneamente sobre la
superficie de un sustrato en solucién, por lo general, porque el sustrato

es energéticamente mas favorable que la solucién .
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En el uso de polimeros conductores para uso clinico, las primeras
interacciones entre la superficie del biomaterial y el entorno bioldgico
ocurren, apenas algunos segundos después de su implantaciéon en el
cuerpo, y suceden, con las proteinas presentes en el medio fisioldgico.
Es solo después de esta primera etapa cuando los neutrdfilos y los
macrofagos (las células que intervienen en primera instancia en todos
los procesos de inflamacién) llegan a la superficie del material. Estas
células desencadenan entonces, un complejo proceso biolégico de
cascadas de senalizacion. Este proceso constituye la respuesta
biolégica que, en funcion de las células reclutadas posteriormente, llega

a la aceptacion del biomaterial en el tejido, o a su rechazo.

Por una parte, la naturaleza de la monocapa de proteinas adsorbida en
la superficie del material, constituye uno de los principales factores,
para que suceda esta respuesta celular. Las células dependen de
proteinas especificas para adherirse y comunicarse. En particular, los
osteoblastos necesitan interacciones especificas con la superficie del
biomaterial para poder expresar un fenotipo diferenciado. Estas
interacciones dependen de la cantidad, naturaleza y conformacion de

las proteinas adsorbidas en la superficie del material.

Por otra parte, las caracteristicas superficiales del material, como la
composicion quimica o la energia superficial, determinan la naturaleza
de la adsorcidon proteica, y particularmente, la orientacion y
conformacion de las proteinas adsorbidas. Ademas, las caracteristicas
fisico-quimicas, como las cargas superficiales y/o la energia superficial
del material, asi como su topografia, pueden influenciar indirectamente

(a través de la capa proteica) y/o directamente en el crecimiento celular.
[33]
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1.3.1 Fundamentos Termodinamicos. Se ha demostrado que las
proteinas, normalmente se adsorben sobre superficies de metales,
permitiendo el tratamiento del sistema proteina-electrodo como un
ejemplo de la cinética de traslado de electrones de capas electroactivas

adsorbidas. ['¥

El proceso por el cual el copolimero PLA-PGA (adsorbente) liga
moléculas se debe principalmente a la naturaleza de la superficie en la
cual el PLA a pesar de ser hidrofobito, es ayudado por el PLG, el cual
posee una naturaleza superficial hidrofilica, atrayendo a la proteina !"®,
que es un factor determinante de la adsorcion, por tener sitios de
particular atraccion para la adsorcion de moléculas debido a que el

copolimero se encuentra dopado con metales

Las moléculas del adsorbato (proteina) pueden ser moviles o fijas en
una posicion debido a la intensidad de las fuerza de enlaces dando a
lugar a la clasificacion de adsorcion como quimisorcion y fisisorcion
Aunque la alta complejidad de las superficies sdélidas, hace que la
mayor parte de los fendmenos de adsorcion sean combinaciones de los

dos tipos "8,

La fisisorcion o adsorciéon fisica esta asociada con una entalpia de
adsorcion numéricamente inferior a —40 KJ mol-1, mientras que valores
mayores a —-80 KJ mol-1, son caracteristicos de la quimisorcién o
adsorcion quimica. La entalpia de fisisorcion es comparable a la
entalpia de condensaciéon, mientras que la entalpia de quimisorcion es

comparable a la entalpia de las reacciones quimicas 1°.

o Isotermas de adsorcion. La adsorcion es un medio para

neutralizar o satisfacer las fuerzas de atraccion que existen en una
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superficie o una interfase, y que se deben a la discontinuidad en la
naturaleza de la estructura. En consecuencia la adsorcion produce una
disminucién de la energia libre interfacial #°

La capacidad de adsorcion esta definida con base en las isotermas de
adsorcion en disolucion. La isoterma de adsorcion es la relacion de
dependencia, a una temperatura constante, de la cantidad de adsorbato
adsorbido por peso unitario de adsorbente, con respecto a la
concentracién del adsorbato en equilibrio. Una de las hipétesis mas
utiles en adsorcion, es la de Langmuir, que postulé que en la adsorcion,
donde predominan las fuerzas de tipo quimico, se forman capas
monomoleculares del adsorbato sobre el sustrato adsorbente y se

fundamenta sobre ciertas suposiciones

1. La superficie es homogénea

2 Ambos, soluto y solvente, ocupan la misma area por molécula
adsorbida, es decir, por sitio interfacial.

3. No existen interacciones laterales, es decir que la energia de
desorcidn es constante.

4. La adsorciéon maxima corresponde a una capa monomolecular.

El modelo de Langmuir se ha adoptado con frecuencia para explicar el
proceso de adsorciéon de una proteina en un sitio especifico sobre un
adsorbente de afinidad. En este modelo, el adsorbente de afinidad es
visualizado como un material que tiene un numero de sitios no
interactuantes idénticos sobre su superficie, la cual, puede aceptar

solamente una simple molécula de soluto. %
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2. DESARROLLO EXPERIMENTAL
2.1 REACTIVOS

Probetas PLGA. Para obtener las probetas de PLGA, se realizé una
copolimerizacion del acido poliglicolico y del acido polilactico, (cada uno
de los cuales fue sintetizado previamente, utilizando como catalizador
1% de Zn con 40 horas de policondensacién y 0.3% de cloruro de
estafio con 20 horas de policondensacion, respectivamente1) con
composicion de 50% de PLA y 50% de PGA con el area de las probetas
de 0,81 cm?.

Proteinas. Para el estudio electroquimico de la adsorcidén, se
emplearon dos clases de proteinas, las cuales fueron escogidas, debido
a que se encuentran en el cuerpo humano. La albumina se encuentra
en gran proporcion en el plasma sanguineo, siendo la principal proteina
de la sangre y a su vez la mas abundante del cuerpo humano. Por su
parte la amilasa se encuentra en la saliva y en el pancreas.

Ademas los pesos moleculares y la estructura molecular de las
proteinas puede influir sobre la adsorcion sobre los co-polimeros .Por
estas razones se utilizaron las siguientes proteinas las cuales simulan
las que se encuentran en el organismo humano y difieren en peso y

estructura molecular:

« B-Amilasa Tipo I-B, suspensién de sulfato de amonio, 750-1,000
unidades/mg proteina (E1%/280). (Sigma Chemical Company,
Producto N° A 7005). Molécula 200 kDa, es tetramétrica con simetria

molecular.®

! Trabajo de investigacion llevado a cabo en el GIC, Bueno Juliana
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e Albumina de suero bovino, pH ~7 (1% in 0.15 M NaCl), 298%
(agarose gel electrophoresis), lyophilized powder. (Sigma Chemical
Company, Producto N° A 7906). Molécula 69 kDa, consiste en una

sola cadena de polipéptido!'®.

Electrolito (Solucion PBS). Para las pruebas electroquimicas se uso
como electrolito una solucion salina buffer de fosfatos (PBS)*, con un
PH entre 7.4 -7.5. Para la preparacion de 1000mL de PBS se utilizd

agua desionizada y los reactivos que se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Reactivos de la solucion de buffer fosfatos

REACTIVOS CANTIDAD (g)
NaCl 8
KCI 0.20
KH2PO4 0.14
NazHPO4.10H20 0.91

2.2 EQUIPOS

Equipo electroquimico

Las pruebas electroquimicas (EIE y voltametria Ciclica) fueron
realizadas usando un potenciostato marca, ACM Instruments Versién 5;
Gill AC Serial n° 1288. Se uso6 una celda de base plana de 1000 mL
con tres electrodos. Se utilizo como contra electrodo, grafito de alta
pureza, como electrodo de referencia se uso un electrodo de
plata/cloruro de plata (Ag/AgCI, NaCl) (3 M), el cual se puso en contacto

con el electrolito por medio de un luggin y el electrodo de trabajo fueron,
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las probetas de PLGA. Todos los potenciales en la presente

investigacion fueron, medidos con respecto al electrodo de referencia.

Otros equipos

También fueron utilizados los siguientes equipos en esta investigacion

Balanza Metter AE 240

Medidor de PH Hach Sension 3

Termdémetro

Plancha de calentamiento. Marca SCHOTT

Bafo termostatado con recirculacion y control de temperatura
Voltimetro.

Infrarrojo FTIR -8400s Fourier tranfrom Simansu
Espectrofotéometro Jeway 6305

Cubeta de cuarzo

11
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2.3 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Para alcanzar los objetivos propuestos en esta investigacion se

realizaron las siguientes etapas:

METODOLOGIA

PR E—

REVISION BIBLIOGRAFICA

—

PRUEBAS
PRELIMINARES
F % N
PREPARACION RANGOS DE
PROBETAS PRUEBAS
PLGA ELECTROQUIMICAS
y %
—— EIE: Rangos
Copolimerizacién — de frecuencia,
50% PLAY PGA Amplitud.
.3
Voltametria ciclica:
—— Rango de parrido de
Andlisis FTIR L potenciales
Velocidad de
barrido.
-V
EIE
Densidad de carga y
. g .
A — capacitancia
PRUEBAS PRUEBAS ‘ i
MORFOLOGICAS FINALES .
Y QUIMICAS Energia de
| adsorcion de
Gibbs, coeficientes
ANALISIS DE de adenreidn
VOLTAMETRIA
CICLICA
. CONCLUSIONES — Cambios de corriente
Espectrofotometria en potenciales
uv especificos en
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2.4 DESCRIPCION DE LA METODOLOGIA EXPERIMENTAL

2.4.1 Pruebas preliminares. Las pruebas preliminares constaron de
una copolimerizacion de PLA-PGA (PLGA) y determinacion del rango
de trabajo para las pruebas electroquimicas con el EIE.

Para todas las pruebas se siguié un protocolo de esterilizacion antes y
después de cada una de ellas, debido a la manipulacion de material

quimico (ver Anexo B).

2.4.1.1 Copolimerizacion de PLA-PGA. Se realizd6 mediante la
polimerizacion por apertura de anillos del acido lactico y acido glicélico,

utilizando como disolvente cloroformo.?"

Figura 1. Copolimerizacién del PLGA abertura de anillos

[0} CH,

He. oo o I i

l 7Y U VS 1 T
(o) CH, (o] 0

(o]

CH, 0

lactide glycolide
PLGA: poly (lactide-co-
glycolide)

Fuente: MIDDLETON, J. "

La composicién del polimero fue 50% PLA y 50% PGA, la cual es
reportada en anteriores investigaciones por presentar un menor tiempo
de biodegradacion®® Luego por moldeo se formaron las probetas de
PLGA.

Las probetas resultantes fueron secadas en un desecador por minimo 4
horas. Para determinar si se obtuvo la copolimerizacion, se realizé una

caracterizacion por la técnica de espectroscopia por rayos infrarrojos

13



s

5 COLCIENCIAS GIC)

por transformada de Fourier (FTIR), con el fin de comparar con

resultados revisados en la bibliografia.

o Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier
(FT-IR). A las probetas obtenidas, se les realizaron analisis por
espectroscopia de infrarrojo, para identificar y determinar
cuantitativamente la presencia de distintas sustancias en mezcla. Por
medio de sus espectros, se identificaron las bandas correspondientes a
las tensiones de los grupos funcionales presentes, y asi mismo se
pudieron determinar los cambios representativos. Este analisis fue
llevado a cabo en un equipo para espectroscopia de infrarrojo FTIR-

8400S Fourier Transform Shimanzu.

2.4.1.2 Determinacion de los rangos de trabajo

e Espectroscopia de impedancia electroquimica (EIE). Para
determinar las condiciones de trabajo, se realizaron pruebas
preliminares con soluciones de PBS y PBS con proteinas a
diferentes rangos de frecuencia y tiempo de estabilizacion. El
montaje para esta prueba se realizé con una celda plana como lo

muestra la figura 2.
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2.4.2 Pruebas Finales

2.4.2.1 Pruebas electroquimicas

e Espectroscopia de impedancia electroquimica (EIE). Segun los
analisis de las pruebas preliminares, se establecieron las pruebas
finales de EIE, con un disefo factorial que se puede observar en el
Anexo C, el cual considera como variables independientes los

parametros mostrados en la Tabla 2.

Tabla 2. Variables independientes

Concentracion de Temperatura Potencial
proteina en PBS (°C) aplicado
(mng/ml) (V)
5 25 0
10 30 0.2
15 37 0.4

Estas variables se seleccionaron, segun investigaciones anteriores de
adsorcion de proteinas sobre superficies metalicas. La aplicacion de un
sobre potencial se realizé con el fin de acelerar el proceso de adsorcién
('8l Se utilizd un rango de frecuencia entre 0.001 y 100000Hz y un
tiempo de estabilizacion de 30 minutos, para todas las pruebas. Como
variables fijas en el disefio, se mantuvieron la composicion del
electrolito, las dimensiones de la celda y la distancia entre anodo y

catodo.

Voltametria ciclica. Mediante esta técnica electroquimica, se

pretendid, evaluar las posibles de reacciones de oxido-reduccion en

16
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estado solido del copolimero evaluado de interés. Para estos ensayos,

se seleccionod una velocidad de barrido de 20 mV s-.

2.4.2.2. Caracterizacion electroquimica de la adsorciéon obtenida. A
partir de los resultados obtenidos de EIE, se planteé un modelo de
circuitos equivalentes, representando, la correspondiente adsorcion de
las proteinas !, en el cual fue posible evaluar las variaciones en los
fendbmenos electroquimicos superficiales presentados. Donde el
proceso de adsorcion de proteinas en la superficie del copolimero de
PLGA se ajusto a la isoterma de Langmuir [*%!:

C 1 C

T Bl T

max max

[1]

Donde ¢ (mol/cm®) es la concentracion de equilibrio de la proteina en la
solucion volumen buffer de fosfato, r (mol/cm?) es la cantidad de
proteina adsorbida, o la concentracion superficial proteica, rvax
(mol/cm?) es el valor maximo de r, y el parametro Baps (cm/mol) que
refleja la afinidad de las moléculas de adsorbato hacia los sitios de
adsorcion.

Luego, con las isotermas de Langmuir, se pudieron encontrar los
parametros, para determinar los valores de AGaps, lo cual indica, el
trabajo necesario para nuclear y crecer cierta cantidad de proteina
sobre la superficie.

1 —-AG
B.. = ex ads 2
e solvent p( RT j [ ]

A partir de estos valores, se encontraron los demas parametros
termodinamicos. Los valores de entropia se obtuvieron de la pendiente

de la recta que se produce al graficar los cambios de la energia libre de
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Gibbs con la temperatura y el cambio en la entalpia de adsorcion, se

encontrd con relaciones termodinamicas.

2.4.2.3 Caracterizacion morfolégica

Microscopia electrénica de barrido (SEM). La microscopia
electrénica de barrido, permitio visualizar las superficies del sustrato,
con el fin de evaluar su morfologia (porosidad, uniformidad,
caracterizacion de defectos).".

2.4.2.4 Caracterizacion quimica

Espectrofotometria UV (280 nanémetros). Las proteinas muestran
un fuerte grado de absorcién a 280nm en UV, debido principalmente a
los residuos de triptéfano y la tirosina de las proteinas. Ya que las
concentraciones de estos aminoacidos en las proteinas son constantes,
se puede utilizar la absorbancia a 280nm para estimar la concentracion

de proteinas usando la ley de Beer.?®!

24.2.5 Andlisis estadistico de los datos. Se realiz6 un disefio
experimental factorial de tres variables independientes con la ayuda de
un software estadistico, con el que ademas se realizaron los analisis
estadisticos correspondientes, teniendo como variable respuesta la
resistencia a la polarizacion (Raps )para obtener finalmente las variables

que mas influye y favorece la adsorcion de las proteinas.
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3. ANALISIS DE RESULTADOS
3.1 PRUEBAS PRELIMINARES

3.1.1 Espectroscopia por rayos infrarrojos por transformada de
Fourier (FTIR). Las probetas del copolimero de PLGA fueron
analizados estructuralmente por espectroscopia infrarroja (Figura 3),
presentando las siguientes bandas de absorcién (v, cm™): 29972965
(CH2, CH3), 1770 (C=0), 1360-1450 (CH3), 750(CH). Ademas se
compararon los espectros infrarrojos del copolimero obtenido de PLGA
reportado por Motta, A.C % en el cual se observo gran similitud en los
espectros y las bandas de los grupos funcionales tipicas del

copolimero.

Figura 3. Espectro FITR del copolimero 50:50
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3.2 PRUEBAS FINALES

3.2.1 Caracterizacién Electroquimica de la adsorcion de proteinas
3.21.1 Analisis de los parametros del circuito. Los diagramas de
EIE registrados para las diferentes condiciones estudiadas con y sin
proteinas pueden dividirse en dos regiones correspondientes a dos
constantes de tiempo que se utilizaron para modelar los valores
experimentales (Figura 4). La comparacion de la Figura 4, mostré que
las dos constantes de tiempo son mas visibles en la solucion con
proteinas que en la solucion buffer, debido a que la adsorcién de
proteinas tiene una menor resistencia que la de los iones de la solucién
buffer.

Figura 4. Diagrama de EIE. Comparacién de las proteinas y la solucién
buffer.
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Resultados similares se encuentran en investigaciones anteriores por lo
cual un circuito equivalente compuesto de un subcircuito interno
correspondiente al fendmeno de adsorcion en paralelo con el
subcircuito externo propio de la doble capa electroquimica, modelan el
comportamiento interfacial entre el copolimero PLGA vy el electrolito, tal

como se muestra en la figura 5 ['*1%°
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Con el fin de ajustar la desviacion respecto del comportamiento
capacitivo ideal, de los sistemas reales, se utilizé un elemento de fase

constante en lugar de una capacitancia pura.

Figura 5. Circuito eléctrico equivalente usado para modelar los datos de
EIS

EFC 1

Rs
EFC 2

Rh:

Rans

Fuente: Bard. 'Y

A partir de las frecuencias de las dos constantes de tiempo en el
sistema, el subcircuito exterior que tuvo la menor constante de tiempo a
altas frecuencias, se relacioné con los procesos de carga y descarga de
la interfase electrodo/electrolito, donde el EFC4 esta a favor de la
capacitancia de la doble capa y Ri para los resistencias de los
procesos de transferencia de carga. Para todas las pruebas realizadas
se encontraron altos valores de Ric, lo cual indica una disminucion en la
degradacién del material.

Por otro lado el subcircuito interno con una alta constante de tiempo a
bajas frecuencias representa un proceso mas lento asociado con el

transporte de masa de especies electroactivas. ['*1619)

Variaciones de concentracion. Para ambas proteinas amilasa y
albumina la resistencia a la adsorcion disminuyé al aumentar su
concentracion en la solucion buffer de fosfato, como se muestra en la

figura 6 y en los datos reportados en el Anexo G y H, lo cual indica que
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a mayor cantidad de proteina la adsorcion en la probeta aumenta
debido a que existe una mayor cantidad de iones que pueden ser

retenidos en la superficie del material.

Figura 6 Diagramas del EIS de la Albumina con un voltaje aplicado de

0.4 V a 37°C con variacion de concentracion a) Nyquist b) Bode
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Variaciones de temperatura. Para las diferentes combinaciones de
concentraciones y voltaje aplicado en las dos proteinas un aumento en
la temperatura mostré una disminucién en la resistencia a la adsorcion

como el ejemplo mostrado en la Figura 7 (Datos reportados en el Anexo
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G y I). Esto indica que al aumentar la temperatura se favorece la

adsorcion de proteinas,

Figura 7. Diagramas del EIS de la Albumina con una concentracion de
20pg con un voltaje aplicado de OV con variacion de temperatura a)
Nyquist b) Bode
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Variaciones de voltaje. Para cada una de las proteinas de la
investigacion los datos de impedancia mostraron un rasgo capacitivo a
altas frecuencias, y a bajas frecuencias un gran semicirculo capacitivo
deprimido. Al aumentar el potencial aplicado a bajas frecuencias la

capacitancia disminuye (Figura 8). Los valores de impedancia fueron
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significativamente mayores para soluciones que contenian la proteina

de mayor peso molecular es decir, la Amilasa.

Figura 8. Diagramas del EIS de la Albumina con una concentracion de

20ug a una 37°C con variacion de voltaje aplicado a) Nyquist b) Bode
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3.2.1.2 Anadlisis de los parametros termodinamicos. Con el fin de
investigar la influencia de la Albumina y la Amilasa en el
comportamiento de la superficie del copolimero de PLGA, se muestra
en la Figura 9, la dependencia de la resistencia a la transferencia de
carga con la concentracion de la albumina en todo el rango de

temperaturas estudiado, el cual tiene un comportamiento similar con la
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Amilasa (Anexo K). Por lo tanto, con el aumento en la concentracion de
proteinas, el valor de la resistencia de transferencia de carga disminuye
bruscamente y después alcanza un nivel de meseta en cada una de las

temperaturas a cierta concentracion.

Figura 9. Isoterma de adsorcion de de la Albumina con voltaje aplicado

de 0V sobre la superficie del copolimero PLGA
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¢ Isotermas de adsorciéon de Langmuir

Cuando un material esta inmerso en una solucion electrolito, comienza
espontaneamente a pasivarse formando y envejeciendo la pelicula de
proteccion en su superficie. Esto inhibe significativamente la disolucion
del material, y por lo tanto, la corrosion aumenta su estabilidad. Sin
embargo, la figura 10 muestra que la adiccién de proteinas en la
solucion buffer de fosfato produjo un incremento en la velocidad de
disolucion del material que se observa en la disminucion de la
resistencia a la transferencia de carga. Esto se puede atribuir a que los
complejos de iones metalicos en proteinas pueden reducir la energia de
activacion o aumentar el cambio de la energia libre quimica asociados
con la disolucién de metales, y aumenta la velocidad de corrosion.

Dado que la densidad de corriente de corrosion es inversamente

proporcional a la resistencia de la transferencia de carga, puede ser
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correlacionada con la concentracion de la superficie de cada una de las
proteinas r (1/Rtce r). Por otro lado la adsorcién de proteinas en la
superficie de copolimero de PLGA se ajusté y fue descrito por la

isoterma de Langmuir (Figura 10, Anexo L).

Figura 10. Isoterma de adsorcion de Langmuir de la Albumina con

voltaje aplicado de OV sobre la superficie del copolimero PLGA
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La dependencia de C*Ry con la concentracion de la proteina en la
solucién a lo largo de las temperaturas estudiadas resulté lineal, por lo
cual se mostré que la isoterma de Langmuir se ajustd al estudio

realizado.

A partir de estas rectas se pudieron encontrar los parametros para
encontrar los valores de AGpps Yy los demas parametros
termodinamicos. Los valores de entropia se encontraron a partir de la
pendiente de la recta que se produce al graficar los cambios de la
energia libre de Gibbs con la temperatura (Anexo M). Y finalmente el

AHaps se encontrd con la relacion termodinamica.

De los datos termodinamicos encontrados se observé (Anexo N) que

ambas proteinas presentaron un comportamiento de adsorcién
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espontanea en la superficie de la probeta de copolimero PLGA, ya que
los valores de AGaps son negativos (Anexo N). Debido a que este
estudio se realizdé con un material semiconductor los valores del cambio
de energia de Gibbs que se presentaron en esta investigacion son
menores que los reportados en diferentes articulos con la adsorcion de
las mismas proteinas en materiales conductores como acero inoxidable.
Esta diferencia se debe a que en los materiales conductores existe un
mayor numero de iones disponibles para la interaccion con el electrolito,
por lo cual la adsorcion se hace aun mas espontanea. Se encontré que
el proceso de adsorcion fue ligeramente endotérmico, probablemente
siendo el resultado del exceso de energia requerido para el
rompimiento de interacciones intramoleculares proteina/solvente vy
aquellas involucradas en la formacién de interacciones de proteina-
metal. También se encontré que fue un proceso entrépico, sugiriendo
algun desdoblamiento estructural de la proteina ocurrié durante el

proceso de adsorcion.

3.2.2 Voltametria Ciclica

Los voltagramas obtenidos no mostraron picos caracteristicos de las
reacciones de oxidacion iénica del zinc metédlico en presencia del
electrolito sino una recta que pasa por el origen correspondiente a una
transferencia electronica con control difusional B2 que puede ser debido
a la baja concentracion de los dopantes (0.3% de cloruro de estafio y

1de Zn) metalicos que no se detectd ningun pico en la prueba.

3.2.3 Microscopia Electronica de Barrido (SEM). La morfologia de
las probetas del copolimero PLGA sin proteinas y con Albumina y
Amilasas se muestran en la Figura 11a, 11b y 11c, respectivamente. Se

pudo apreciar que la probeta del copolimero muestra cierta rugosidad

27



4 i | B
o7 COLCIENCIAS ﬁﬁ <t

&

superficial debido a su forma de elaboracion. Las micrografias de la
adsorcion de cada una de las proteinas muestra una diferente capa
formada, debido a que la Albumina y la Amilasa tienen diferentes pesos
moleculares. La capa de adsorcidon de la Amilasa se notd mas
homogénea que la formada con la Albumina.

En los resultados del SEM se puede notar la rugosidad de la superficie,
lo cual es de gran importancia para la evaluacién del material en usos
biomédicos; ya que cuando se aumenta la rugosidad, la proliferacién de
las células osteoblasticas humanas disminuye. Por otra parte a mayor
rugosidad, mayor fuerza de adhesién tenian las células con el sustrato,

teniendo una influencia también sobre la morfologia celular.

Figura 11. Micrografias SEM: a) PLGA b) Monocapa Albumina c)

Monocapa Amilasa

UNALMED PLGA UNALMED ALBUMINA
1aku w5, 088 S 2 18kl - x5,888  Sum % @3 3T BES

3.24 ESPECTROFOTOMETRIA UV-VISIBLE Azp. Mediante la
ecuacion matematica que se basa en la ley de Beer se calculd las
concentraciones [ug/ml] después de pruebas y se obtuvo mayor
porcentaje de disminucién de la concentracién (antes y después de
pruebas) indicando una mayor adsorcion sobre la superficie del
polimero. Aunque se debe considerar los errores instrumentales en la
medicién de las concentraciones de la curva patron y ademas que las

alicuotas de las muestras fueron tomadas de la celda de vidrio en las
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que se realizaron las pruebas electroquimicas en la cual se pudieron
presentar adherencia de las proteinas en las paredes que influiria en la

disminucion de la concentracion en solucion.

Figura 12 .Graficas de absorbancia vs. Concentracion de proteina a)
BSA b) Amilasa
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3.2.5 ANALISIS ESTADISTICO. De las variables independientes del
proceso de adsorcion de proteinas y de la variable respuesta (Raps), se
realizé el analisis estadistico por medio de los diagramas de pareto. Se
encontro que la influencia de cada una de las variables en la variable de

respuesta es diferente para cada proteina.
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Figura 13. Diagrama estadisticos para la albumina. a) Diagrama de

pareto b) Diagrama de efectos principales
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Para la albumina se pudo observar que la temperatura es el factor mas
influyente para la variable respuesta Raps (Figura 12.a). El grafico de
efectos principales (Figura 12.b) mostré la mayor influencia de la
temperatura y el voltaje aplicado en Raps, ya que muestran una mayor
pendiente que el de la concentracion. De esta manera, se encuentra
que se favorece la adsorcion, con los aumentos de las tres variables

independientes, ya que disminuye la Raps.

Figura 14. Diagrama estadisticos para la amilasa. a) Diagrama de
pareto b) Diagrama de efectos principales
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En el caso de la amilasa, se pudo observar que el voltaje aplicado y la
interaccion entre el voltaje y la temperatura son los factores de mayor
influencia sobre la variable respuesta Raps. La figura 12b evidencio la
influencia preponderante del voltaje aplicado en Raps y el efecto
minoritario de temperatura y la concentraciéon, ya que la pendiente del
voltaje aplicado es mucho mayor. Asi mismo, se observé que aumentos
de la concentracion y la temperatura y disminuciones en el voltaje
producen una disminucién en la variable de respuesta, es decir, se

favorece la adsorcion.
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CONCLUSIONES

e La adsorcion de proteinas en la superficie semiconductora del

copolimero muestra claramente que es una adsorcion espontanea.

e La concentracion de proteinas en una solucion, la estabilidad de las
proteinas, tamafio, geometria de la probeta y la carga de la
superficie del copolimero de PLGA afectan la adsorcion de
proteinas en la superficie estudiada .Esta investigacion fue

comparada con anteriores estudios.

e La adsorcién de las proteinas en la superficie del copolimero se
favorecio debido al caracter hidrofilito del PGA debido a la atraccion

de grupos polares.

e El estudio y la cuantificacion de los parametros termodinamicos
interfaciales involucrados en estos fendmenos podrian ser utiles en
el desarrollo de una herramienta potente de prediccion del
comportamiento biolégico de un biomaterial, debido a la importancia
de la caracterizacion energética de las superficies de materiales

para aplicaciones biomédicas.

e Los resultados termodinamicos mostraron una adsorcion de tipo
fisisorcion, lo cual difiriere de la adsorcibn mostrada en
investigaciones con materiales conductores. Por ello, la monocapa

proteica formada tiene una conformacién diferente.
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RECOMENDACIONES

Para posteriores investigaciones, cabe la posibilidad de explorar
mas el copolimero PLA-PGA usando como catalizador otros
materiales en diversas cantidades.

El estudio de este copolimero se puede complementar en una
forma mas amplia, realizando las pruebas en un medio mas
cercano al del cuerpo humano, es decir introduciendo células.

Se recomienda hacer pruebas morfologicas mas especificas para
los nucelos de proteinas formadas, en la superficie del

copolimero.
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CONCEPTOS TECNICAS ELECTROQUIMICAS UTILIZADAS
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CONCEPTOS TECNICAS ELECTROQUIMICAS UTILIZADAS

Espectroscopia de impedancia electroquimica (EIE)

La espectroscopia de impedancia se logra por diferentes variantes de
técnicas de barridos de frecuencia o técnicas de Fourier, esta técnica
de barrido permite caracterizar los procesos de interés como es la
adsorcion de especies que no son electroactivas que cambia a menudo
el comportamiento electroquimico o alteran la velocidad de

transferencia de electrones sobre la superficie del electrodo de trabajo'.

Los datos obtenidos en los ensayos de EIE, son reportados en los
diagramas de Nyquist y Bode. El primero de ellos, también conocido
como grafico en plano complejo, corresponde a graficar Z” vs. Z'. El

diagrama de Bode es la representacion de impedancia vs. frecuencia.

Para los estudios de adsorcion que usan EIE, los espectros de
impedancia obtenidos se analizan mediante circuitos eléctricos
equivalentes!”™. Donde el circuito equivalente es una combinacion de

elementos como resistencias, capacitancias, inductores, etc.
Los valores de estos parametros eléctricos fueron utilizados para

obtener informacion que simula el proceso de adsorcion por afinidad de

proteinas con el copolimero.
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Voltametria Ciclica. La Voltametria ciclica es una de las técnicas de
caracterizacion electroquimica que consiste en realizar la variacién del
potencial del electrodo de trabajo con el tiempo, entre dos limites,
superior e inferior ,a la vez que se registra la corriente que circula a

través de este electrodo.

Esta técnica consiste en aplicar tension controlada entre los electrodos
de la celda electrolitica en donde la forma de onda es triangular. Como

resultado se obtiene curvas de corriente-tension (voltagramas). 1",

Fuente: COBAS, S.2007. [°
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ANEXO B
PROTOCOLO DE ESTERILIZACION
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LIMPIEZA Y CUIDADOS PARA EL MANEJO DE MATERIAL
BIOLOGICO

1. Se deben limpiar los objetos inmediatamente después de usados,
con agua, jabon y cepillo de instrumental. En determinados casos, se
pueden dejar sumergidos en agua jabonosa, no dejandolos mucho

tiempo para evitar su oxidacion.

2. Pasar los instrumentos u objetos por corriente de agua tibia, para

arrastrar todas las sustancias adheridas.

3. Todo esto se completa con una adecuada utilizacién del material,
evitando que los objetos punzantes se golpeen o doblen, que no se

oxiden, manteniéndolos en el mejor estado posible.
4. Con alcohol isopropano al 70% desinfecta termometros y superficies.

5. La celda plana y el envase de las probetas y soluciones se lavan con
solucion acuosa de formaldehido al 40% (formol) siendo eficaz

contra: Virus, Bacterias, Hongos, Bacilo Tuberculoso.

6. Se deben limpiar los objetos inmediatamente después de usados,
con agua, jabdn y cepillo de instrumental. En determinados casos, se
pueden dejar sumergidos en agua jabonosa, no dejandolos mucho

tiempo para evitar su oxidacion.

7. Pasar los instrumentos u objetos por corriente de agua tibia, para

arrastrar todas las sustancias adheridas.
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8. Todo esto se completa con una adecuada utilizacion del material,
evitando que los objetos punzantes se golpeen o doblen, que no se

oxiden, manteniéndolos en el mejor estado posible.

9. Con alcohol isopropano al 70% desinfecta termdmetros y superficies

10. La celda plana y el envase de las probetas y soluciones se lavan con
solucion acuosa de formaldehido al 40% (formol) siendo eficaz
contra: Virus, Bacterias, Hongos, Bacilo Tuberculoso.

11. Durante todo las pruebas con material biolégico se recomienda la

utilizacion de guantes de nitrilo, mascara y algodon para limpiar
sobre las superficies.

Fuente: Protocol6 de esterilizacidn insalud Zaragoza .1990
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‘ PRUEBAS ‘ TEMPERATURA(°C) ‘ CONCENTRACION(pg/m) ‘VOLTAJEAC ‘

25
25
25
25
25
25
25
25
25
30
30
30
30
30
30
30
30
30
37

0,2
0,4

10
10
10
15
15
15

0,2
0,4

0,2
0,4

10
1"

0,2
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15
16
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20
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10
10
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15
15

0,2
0,4

0,2
0,4

0,2
0,4

37

21

37
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23
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26
27
28
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10
10
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15
15
15
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0,2
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0,4
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0,2
0,4
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25
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MATRIZ PARA PRUEBAS PRELIMINARES

tiempo de Estabilizacion
15
15
15
30
30
30
30
60
60
60
30
60
15
30
60
15
30
60

Rango de Frecuencia

0,001-100000
0,01-100000
0,1-100000
0,001-100000
0,01-100000
0,1-100000
0,001-100000
0,01-100000
0,1-100000
0,001-100000
0,01-100000
0,1-100000
0,001-100000
0,01-100000
0,1-100000
0,001-100000
0,01-100000
0,1-100000
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ANEXO E
VOLTAGRAMA DE PLGA EN SOLUCION DE PBS
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ANEXO F
DATOS DE ADSORCION DEL CIRCUITO EQUIVALENTE
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DATOS DE ADSORCION DEL CIRCUITO EQUIVALENTE

a) Datos del circuito interno correspondiente al fendmeno de adsorcion

de proteinas a 37°C y 0 V aplicado a diferentes concentraciones.

PROTEINA

ALBUMINA

AMYLASE

[1(glL)

0.05
0.1
0.2
0.05
0.1

0.2

Raps
(Ohm)
3,34E+05
2,68E+05
1,36E+05
9,35E+04
7,79E+04

7,36E+04

CIRCUITO INTERNO

Caos (F)

1,41984E-
06

3,2394E-07

3,48719E-
06

1,92223E-
06

8,74386E-
07

3,51025E-
07

nz

0,55980615

0,55691711

0,62088676

0,55980615

0,55691711

0,00620887

EFC 2

7,94833E-
07

1,80408E-
07

2,16515E-
06

1,07608E-
06

4,8696E-
07

217947E-
07

b) Datos del circuito interno correspondiente al fenomeno de adsorcidn

de 20pg/ml de las proteinas con 0 V aplicado a diferentes temperaturas.

PROTEINA

ALBUMINA

AMYLASE

T(°C)

25

30

37

25

30

37

Raps
(Ohm)
5,46E+06
2,54E+06
1,36E+05
6,08E+06

4,09E+06

7,36E+04

CIRCUITO INTERNO

Caos (F)

1,40845E-
07

3,2394E-
07

3,48719E-
06

2,95697E-
08

2,12356E-
06

3,51025E-
07

53

nz

0,74038221

0,39698598

0,62088676

0,74038221

0,39698598

0,62088676

EFC 2

1,04279E-07

4,03785E-08

2,16515E-06

2,18929E-08

8,43025E-07

2,17947E-07
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c) Datos del circuito interno correspondiente al fendmeno de adsorcion

de 20ug/ml de las proteinas a 37°C con diferentes voltajes aplicados.

PROTEINA | V APLICADO (V)
0
ALBUMINA 0.2
0.4
0
0.2

AMYLASE
S 0.4

RADS (Ohm)

1,36E+05
1,85E+06
7,66E+05
1,36E+05
1,12E+06
2,11E+06

54

CIRCUITO INTERNO

Caos (F)
3,48719E-06
1,3964E-07
1,13408E-07
3,48719E-06
4,21441E-07
8,51347E-08

n;
0,62088676
0,74438118

0,7235819
0,62088676
0,74438118

0,7235817

EFC 2
2,16515E-06
1,03945E-07
8,20601E-08
2,16515E-06
3,13713E-07
6,16019E-08



DATOS G
DIAGRAMAS ELECTROQUIMICOS DE LA ADSORCION DE
AMILASA A DIFERENTES CONCENTRACIONES
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DIAGRAMAS DEL EIE DE LA AMILASA A UN VOLTAJE APLICADO
DE 0.2V A 37°C. A) NYQUIST B) BODE
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DATOS H
DIAGRAMAS ELECTROQUIMICOS DE LA ADSORCION DE
AMILASA A DIFERENTES TEMPERATURAS
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DIAGRAMAS DEL EIE DE LA AMILASA CON UNA
CONCENTRACION DE 20 MG/ML CON UN VOLTAJE APLICADO DE
0V A) NYQUIST B)
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ANEXO |
DIAGRAMAS ELECTROQUIMICOS DE LA ADSORCION DE
AMILASA A DIFERENTES VOLTAJES APLICADOS
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DIAGRAMAS DEL EIE DE LA AMILASA CON UNA
CONCENTRACION DE 20 MG/ML A 37°C A) NYQUIST B) BODE
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ANEXO J
ISOTERMA DE ADSORCION DE DE LA AMYLASE CON VOLTAJE
DE 0V APLICADO SOBRE LA SUPERFICIE DEL COPOLIMERO
PLGA
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ISOTERMA DE ADSORCION DE LA AMILASA
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ANEXO K
ISOTERMA DE ADSORCION DE LANGMUIR DE LA AMILASA CON
VOLTAJE APLICADO DE DE 0 V SOBRE LA SUPERFICIE DEL
COPOLIMERO PLGA
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ISOTERMA DE ADSORCION DE LANGMUIR DE LA AMILASA

[1xRct (MQ)

2500000000

2000000000

1500000000

1000000000 -

500000000 -

y = 6E+06x [+ 1E+08 *
R? = 0,9699

y = 4E+06x + 6E+07

. R2=0,084 — ™
*
=
// y = 72168x + 762938
/ R? = 0,9946
[ —" : ——A
0 50 100 150 200 250 300
[ 1 (mg/ml)
€25°C m30°C_ A37°C |

64

350



ANEXO L
GRAFICA DE LA DEPENDENCIA DE LA ENERGIA LIBRE DE GIBBS
DE ADSORCION DE LA TEMPERATURA
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ENERGIA LIBRE DE GIBBS VS TEMPERATURA

a) Albumina
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ANEXO M
DATOS TERMODINAMICOS DE LOS VALORES DE ADSORCION
PARA LA ALBUMINAY LA AMILASA.
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VALORES TERMODINAMICOS PARA LAS DOS PROTEINAS
ESTUDIADAS

v T Bans wax r AG AS AH
V) (°C) (J/mol) (J/mol) (J/mol)
‘ 25 H 0,05 H 0,0000002 H 7,861E-16 H -2528,83 ‘ 779133,798
0 ‘ 30 H 0,05 H 0,0000005 H 3,930E-15 H -2571,26 ‘ 39,196
| 37 H 0,0573 H 4,3611E-06 H 7,861E-14 H -2983,03 ‘ W
2 ’ 25 H 0,03 H 1,6667E-07 H 3,930E-16 H -1263,18 ‘ 608874,498
= || 02 ‘ 30 H 0,04 H 0,00000025 H 1,672E-15 H -2009,11 ‘ 112,34
g ‘ 37 H 0,05 H 0,0000005 H 7,861E-15 H -2630,67 ‘ W
‘ 25 H 0,06 H 1,6667E-07 H 7,861E-16 H -2980,57 ‘ 998750,726
0.4 | 30 H 0,0666 H 0,0000005 H 5,241E-15 H -3296,01 ‘ 59,411
’ 37 H 0,0755 H 1,3232E-06 H 3,144E-14 H -3695,44 ‘ W
‘ 25 H 0,06 ” 1,6667E-07 H 7,861E-16 H -2980,57 ‘ 888320,4
0 ‘ 30 H 0,06666 H 0,00000025 H 2,620E-15 H -3296,01 ‘ 109,83
‘ 37 H 0,09459 H 1,3857E-05 H 4,121E-13 H -4273,92 ‘ |W|
w ‘ 25 H 0,02222 H 0,0000005 H 8,735E-16 H -519,618 ‘ 154972,431
; 0.2 | 30 H 0,03333 H 0,000001 H 5,241E-15 H -1549,80‘ 125,98
2 ’ 37 H 0,05 H 0,000001 H 1,572E-14 H -2630,67 ‘ W
‘ 25 H 0,04 H 2,5E-08 H 7,861E-17 H -1975,96 ‘ 588956,556
04 [ 30 [ 0,0428 |['3,3333E-07 |[ 2,246E-15 | 218292 || 119,79
‘ 37 H 0,06666 H 0,0000005 H 1,048E-14 H -3372,15 ‘ W

68



ANEXO N
PROTOCOLO DE CUANTIFICACION DE PROTEINAS TOTALES
MEDIANTE A 230
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PROTOCOLO DE CUANTIFICACION DE PROTEINAS TOTALES
MEDIANTE A 280

En la determinacion de la absorcion de proteinas en solucion buffer
de fosfatos (PBS) se realizo los siguientes pasos:
1. Se calentd el espectrofotometro (cerca de 30 min.)
2. Se ajusto la longitud de onda a 280nanometros
3. Con la solucién tapén(PBS) solamente, se calibro a
absorbencia cero
4. se realizd un patron de cada proteina con concentracion
conocida

5. Se midio la absorbencia de la solucion de la proteinas

Debido a que existe una relacion lineal entre la absorbancia y la
concentracion (ley de Beer), se realizé una curva de calibracion con
la proteina estandar seleccionada (albumina de suero bovino q tiene

un coeficiente de absorbancia de 63) mediante la siguiente ecuacion:

Am
Cm = —~Ce
Ae [3]

Donde Ae es la absorbancia del estandar, Am es la absorbancia de la
muestra, Ce es la concentracion del estandar y Cm es la
concentracion de la muestra.

Con base a lo anterior se calcula la concentracion desconocida

después de las pruebas electroquimicas.

Fuente:

STOSCHECK, CM. Cuantificacion de la proteina. Métodos en
enzimologia 182:50 - 69. 1990.
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