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Resumen

TI'TU'LO: ESTUDIO MICROGRAVIMETRICO Y ELECTROQUIMICO DE RECUBRIMIENTOS DE
COLAGENO DE BOVINO TIPO | EN CRISTALES DE CUARZO AU-CR MEDIANTE EQCM PARA
APLICACIONES BIOMEDICAS*.

AUTOR: GONZALEZ VELASCO, DANIEL FERNANDO **,

PALABRAS CLAVE: ACIDO ACETICO, COLAGENO DE BOVINO TIPO I, SPIN COATING,
MICROBALANZA ELECTROQUIMICA DE CRISTAL DE CUARZO.

DESCRIPCION: En esta investigacion se elaboré un estudio microgravimétrico y electroquimico del colageno de
tendén Aquiles bovino tipo | por medio de la técnica EQCM. Se realizaron recubrimientos por Spin Coating de
acido acético y colageno sobre cristales de cuarzo en dos concentraciones (0.4 % P/V y 0.8 % P/V), para cada
recubrimiento se llevd a cabo 5 capas, con un secado de 10 minutos entre capa y capa, obteniendo asi la
evaporacion de la mayor parte del solvente y las peliculas poliméricas en los cristales. Asi mismo, se caracterizaron
los recubrimientos por medio de la técnica de microscopia electrénica de barrido (SEM), espectroscopia infrarroja
(FT-IR) y espectroscopia RAMAN. De esta manera, se identifico que los recubrimientos a una concentracion de
COL a 0.4 % P/V lograron una distribucién uniforme sobre el cristal; sin embargo, los picos del espectro FT-IR méas
pronunciados se consiguieron en el COL 0.8 % P/V debido a la presencia de una mayor cantidad de colageno. Por
Galtimo, se implement6 la técnica EQCM vy se determind que los recubrimientos de COL 0.8 %P/V tuvieron menor
degradacion y un incremento de masa de 1.8 pg/cm? a 3.25 pg/cm?; presentando propiedades destacadas para su
potencial aplicacion en la biomedicina.

*Proyecto de grado. Modalidad: Proyecto de investigacion.
+ Facultad de Ingenieria Fisicoquimica. Escuela de Ingenieria Quimica. Director: Ph.D. Dario Yesid Pefia
Ballesteros. Codirector: M.sc Nerly Deyanira Montafiez Supelano.
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Abstract

TITLE: MICROGRAVIMETRIC AND ELECTROCHEMICAL STUDY OF TYPE | BOVINE
COLLAGEN COATINGS IN QUARTZ CRYSTALS AU-CR USING EQCM FOR BIOMEDICAL
APPLICATIONS*,

AUTHOR: GONZALEZ VELASCO, DANIEL FERNANDO **,

KEYWORDS: ACETIC ACID, COLLAGEN OF BOVINE TYPE I, SPIN COATING, QUARTZ CRYSTAL
ELECTROCHEMICAL MICROBALANCE.

DESCRIPTION: In this research, a microgravimetric and electrochemical study of bovine Achilles tendon type |
collagen was carried out using the EQCM technique. Spin Coating coatings of acetic acid and collagen were made
on quartz crystals in two concentrations (0.4 % P/V and 0.8 % P/V), for each coating 5 layers were carried out, with
a drying of 10 minutes between layer and layer, thus obtaining the evaporation of most of the solvent (acetic acid)
and the polymer films in the crystals. Likewise, the coatings were characterized by the technique of scanning
electron microscopy (SEM), infrared spectroscopy by Fourier transforms (FT-IR) and RAMAN spectroscopy. In
this way, it was identified that the coatings at a concentration of COL at 0.4 % P/V achieved a uniform distribution
on the crystal according to the SEM micrographs; however, the most pronounced FT-IR spectrum peaks were
achieved in the COL 0.8 % P/V due to the presence of a greater amount of collagen. Finally, the EQCM technique
was implemented and it was determined that the coatings of COL 0.8 % P/V had lower degradation and an increase
in mass from 1.8 pg/cm? to 3.25 pg/cm?; presenting outstanding properties for its potential application in the
biomedicine.

* Thesis
+ Facultad de Ingenieria Fisicoguimica. Escuela de Ingenieria Quimica. Director: Ph.D. Dario Yesid Pefia
Ballesteros. Codirector: M.sc Nerly Deyanira Montafiez Supelano.
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Introduccion

Los desafios impuestos por la naturaleza son la principal causa de la evolucién de nuevas
tecnologias desarrolladas por el hombre; con el propdsito de mejorar la calidad de vida de los
seres humanos. El avance en la ciencia ha permitido a personas con discapacidades la realizacién
de actividades anteriormente improbables y asi mismo, el envejecimiento se ha logrado posponer
a lo que normalmente se acostumbraba. Los materiales ceramicos y metélicos se han
implementado en la medicina desde hace mucho tiempo, comenzando en el antiguo Egipto
donde se utilizaban dispositivos para llevar a cabo el cierre de heridas y en la India 1000 afios
antes de nuestra era, la historia relata que se realizaban trasplantes de huesos de animales a
humanos. A mediados del siglo XVI, los materiales como acero, nylon y la seda habian sido
comunmente usados en el &ambito médico, pero no lograban abarcar todas las necesidades que se
presentaban, entre ellas implantes de huesos o dientes, por lo que incrementd el estudio de
materiales que fueran compatibles con el ser humano. Solo a fines del siglo XX, hubo un
acontecimiento que marco el avance y credibilidad de una particularidad de materiales con
propiedades capaces de adaptacion, este hecho fue el primer reemplazo de cadera por Chamley
en 1962 (Damodaran, Bhatnagar, & Murthy, 2016; V. Dos Santos, Brandalise, & Savaris, 2017).

A pesar del esfuerzo se obtuvieron inconvenientes relacionados con la aceptacién del
implante por el cuerpo. En consecuencia, surge el concepto de biocompatibilidad. Al comienzo
se creia que un material era biocompatible por ser totalmente inerte para el organismo humano,

lo cual es errado porgue cualquier presencia de un material siempre involucra una respuesta del
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medio bioldgico; por lo tanto, lo adecuado es que un material sea admitido dentro del organismo
y aceptado como parte de un todo, ademas de no presentar signos de toxicidad (Vadgama, 2005).
Esta clase de material es conocido como biomaterial, el cual se define como un material sintético
o natural utilizado para reemplazar parte de un sistema vivo o para funcionar en contacto intimo
con tejido vivo (Park & Lakes, 2007).

Los polimeros de origen natural se encuentran entre los mas destacados debido a que tienen la
ventaja de ser multifacéticos y se utilizan desde simples suturas medicas hasta andamios
altamente complejos en ingenieria de tejidos, implantes médicos y dispositivos de liberacion de
farmacos; por esta razon, en los ultimos afios el estudio de estos en el campo de la biomedicina
ha tenido un gigantesco desarrollo (Damodaran et al., 2016). Se han realizado investigaciones
para analizar con méas profundidad caracteristicas, propiedades y comportamientos de los
polimeros por medio de técnicas electroquimicas, en este caso mediante la espectroscopia de
impedancia electroquimica (EIS), este es un método experimental no destructivo que permite
analizar areas superficiales, la transferencia de masa y mecanismos de degradacion de los
polimeros (Drioli, 2016; Lasia, 2002). No solo es una técnica comun, sino también ofrece
maltiples formas de trabajo, una de ellas es la combinacion con una microbalanza de cristal de
cuarzo (QCM), conocida como microbalanza electroquimica de cristal de cuarzo (EQCM), que
brinda las capacidades de la QCM, como son la medicion de cambios de masa en nanogramos,
también sigue el comportamiento adhesivo entre células y la superficie del elemento sensor. Su
principio se basa en un cristal piezoeléctrico, con forma de disco al que se puede controlar sus
oscilaciones por medio de la aplicacion de corriente eléctrica (Bragazzi et al., 2015; Chen, Penn,

& Xi, 2018; Kreysa, Ota, & Savinell, 2014).

Las siglas utilizadas en el desarrollo del presente trabajo son organizadas segin la nomenclatura terminolégica del
inglés: EIS, QCM y EQCM.
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En 2002 Sabot et al estudiaron la degradacion de peliculas finas de polimeros mediante la
combinacion EQCM vy EIS. Determinaron que la combinacion de estas técnicas permite estudiar
con gran detalle el mecanismo de degradacion de los polimeros y comportamientos
viscoelasticos y en 2009 Aldana et al analizaron electroquimicamente la degradacion de
recubrimientos de &cido polilactico (PLA) inmovilizados en cristales de cuarzo, mediante la
técnica EQCM y encontraron que mediante la técnica EIS se presenta una disminucién en la
resistencia del polimero y evidenciaron que el uso de la EQCM permite cuantificar
electroquimicamente la pérdida de masa de la superficie (Aldana, Estupifian, Vasquez, & Pefia,
2009; Sabot & Krause, 2002).

El polimero de interés en este estudio es el colageno, dado que sobresale de los demés por ser
la proteina méas abundante de la matriz extracelular (ECM) presente en diferentes tejidos del
cuerpo humano como la piel, el tenddn, el hueso, los dientes y cartilagos. Su principal funcion es
transmitir la fuerza de los musculos a los huesos y acumular energia elastica, con el objetivo de
que sea posible caminar; adicionalmente, tiene una alta resistencia y dureza (Fratzl, 2008). Hasta
la fecha se han identificado 29 tipos de colageno, entre estos el de tipo | resalta por encontrarse
en el 90% del organismo. Esta proteina natural tiene un alto grado de compatibilidad que puede
promover la adhesion y la proliferacion celular, ademas este tipo de polimeros puede degradarse
progresivamente y las células donantes adheridas pueden producir su propia ECM (Damodaran
et al., 2016; Schutte, E., Picciolo, G., & Kaplan, 2004).

Sin embargo, la ECM posee una alta complejidad en su estructura tridimensional porque se
compone de la unién de varias proteinas naturales; por este motivo, no es sencillo reproducirlo

sintéticamente y tiene un elevado costo realizarlo. Una forma de resolver este inconveniente es
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utilizar ECM natural, que se puede obtener por descelurizacion de tejidos, principalmente de
bovino (Bassas-Galia, Follonier, Pusnik, & Zinn, 2016).

Una de las principales fuentes de coléageno tipo | son los tendones de Aquiles bovinos, pero
esta proteina, ademas de poseer baja resistencia mecénica, tiene otras desventajas; una de ellas
es la inmunogenicidad, donde estudios realizados por Soo et al confirman la falencia que tenian
los implantes de colédgeno de bovino y determinaron que la exposicion a biomateriales con base
en este polimero, puede dar como resultado reacciones de hipersensibilidad localizadas, asi
como hinchamiento de la piel en la zona del implante (Soo, Rahbar, & Moy, 1993).

En 2017 Ferraro et al investigaron las propiedades fisicoquimicas del colageno natural tipo |
recuperado de hueso bovino por acido acético teniendo en cuenta las edades y anatomia de los
huesos; acordaron que la edad de los bovinos y la forma de extraer juegan un papel importante
para su aplicacién en el sector bioldgico o técnico (Ferraro et al., 2017). Sin embargo, hasta este
momento los estudios en la utilizacion de técnicas electroquimicas y EQCM en recubrimientos
de colageno de tenddn bovino sobre cristales de cuarzo, para su uso en la biomédica son escasos;
lo cual implica que la biomedicina tiene un campo de aplicacion en incremento. Segun el reporte
de MartketsandMarkets ™ la demanda de polimeros biomédicos ha crecido exponencialmente,
ya que en 2016 se estim6 en 70.90 mil millones de USD vy se espera que para el 2021 alcance los
149.17 mil millones de USD, a una tasa de crecimiento anual compuesta de 16.0%
(‘Biomaterials Market by Type of Materials &amp; Application - 2021 | MarketsandMarkets’,
n.d.).

A solicitud de las empresas Quirargicos Especializados S.A y Jaime Rueda & CIA de querer
innovar sus productos y hacer parte del mercado que se mantiene en constante cambio, se

ejecuta un macroproyecto llamado “Obtencion y caracterizacion de superficies biomiméticas
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nanoestructuradas sobre materiales de osteosintesis para generacién de nuevos productos de
innovacion de la empresa Quirargicos especializados S.A y Jaime Rueda & CIA”, del presente,
nace este proyecto, en el cual se va a estudiar microgravimétricamente y electroquimicamente
con y sin frecuencia de resonancia, recubrimientos de coldgeno de bovino tipo | a diferentes
concentraciones, extraidos del tenddn de bovino sobre cristales de cuarzo en presencia de medio
de cultivo, al mismo tiempo seran caracterizados a través de microscopia electrénica de barrido
(SEM), espectroscopia Raman y espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier (FTIR)
con el fin de obtener caracteristicas superficiales y propiedades fisicoquimicas para su

implementacion en aplicaciones biomédicas.

1. Metodologia

A continuacién, se describe la metodologia utilizada para la realizacion del proyecto, en el cual
se empleod cristales de cuarzo Au-Cr como sustrato para llevar a cabo los recubrimientos de
colageno de tendon de bovino tipo | solubilizados en acido acético (AA) a dos concentraciones
diferentes. Por ultimo, se describe la metodologia y los parametros de operacion usados para la

implementaciédn de las técnicas electroquimicas.



ESTUDIO FISICOQUIMICO DE RECUBRIMIENTOS DE COLAGENO |18

Solubilizacién del Recubrimientos de
Revision bibliografica. coligeno de tendén

colageno de bovino sobre

aquiles bovino. : cristales d(e_: l?usmm Au-

Implementacién de la
microbalanza
electroquimica de cristal
de cuarzo EQCM.

Caracterizacion de los
recubrimientos de
colageno resultantes.

Figura 1. Diagrama de flujo del desarrollo experimental

1.1 Solubilizacién del colageno de tendon de bovino.

El colageno de tendén Aquiles de bovino obtenido de la empresa SIGMA ALDRICH con
nimero CAS 9007-34-5 se presenta en forma de fibras e insoluble, por ello fue necesario
solubilizarlo en AA. Se prepararon 2 concentraciones diferentes de colageno (0.4 % P/V y 0.8 %
P/V). Se empled una balanza de precision para medir el respectivo peso de las fibras, estas se
solubilizaron en &cido acético a una concentracién de 0.5 M; cada una se dejé en agitacion
mecanica de 300 rpm durante 4 horas a temperatura ambiente, hasta el momento en que se

aprecia una solucién dispersa uniforme. Todo esto con el fin de extraer la mayor cantidad de
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moléculas de colageno en suspensioén y asi mismo preservarlas en estado inactivo a una
temperatura de 4°C en un refrigerador (Ferraro et al., 2017).

Por altimo, se realizé una centrifugacion en una centrifuga HETTICH EBA 21 a 3000 rpm
por 10 min a un volumen de suspension de 10 mL, puesto que se desea el sobrenadante de esta,

debido a que contiene el colageno de tipo I solubilizado.

1.3 Recubrimientos de colageno de bovino sobre cristales de cuarzo Au-Cr.

Los recubrimientos de colageno se realizaron mediante la técnica Spin Coating utilizando un
equipo de marca Laurell WS-650HZB-23NPPB. Se elaboraron 5 capas con un volumen de 100
microlitros cada una, las dos primeras se llevaron a cabo a 3000 rpm durante 30 segundos y las
siguientes a 4000 rpm por 30 segundos. Estas condiciones se encontraron mediante pruebas
preliminares. Entre capa y capa se efectu6 un secado a una temperatura de 37.5°C + 0.5 °C por
10 minutos, ya que al ser una proteina natural, posiblemente se degrade a temperaturas mayores

a las definidas (Bosco, VVan Den Beucken, Leeuwenburgh, & Jansen, 2012).

1.4 Caracterizacion de los recubrimientos de colageno resultantes.

Se realiz6 microscopia electronica de barrido para estudiar la morfologia de los recubrimientos,
facilitando el andlisis de la uniformidad de estos. Esta técnica se efectio en un microscopio
electronico de barrido FEI Quanta 650 por electron secundario. Seguidamente, se desarrollé la
técnica de espectrometria infrarroja con Transformada de Fourier (FT-IR) a las muestras en las

siguientes condiciones; 400-4000 en longitud de onda en modo transmitancia por ATR, con una
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resolucion de 4 cm™ y un nimero de 32 barridos. Por Gltimo, se usd espectroscopia Raman, en
un equipo de marca Horiba Jobin-Yvon, modelo Xplora-plus, sus condiciones para la
caracterizacion fueron de: laser de 738 nm, 15 acumulaciones y tiempo de adquisicion de 10
segundos. Estas dos Gltimas técnicas permiten determinar los grupos funcionales, espectros

caracteristicos e informacion sobre cambios estructurales en los recubrimientos.

1.5 Evaluacién de los recubrimientos mediante la microbalanza electroquimica de cristal

de cuarzo EQCM.

La evaluacion electroquimica se realiz6 dentro de una incubadora marca MMM-Group a una
temperatura de 37 °C, en ausencia de CO, ademas, se usé agua desionizada auto clavada con
azul de metileno en una bandeja interna de la incubadora para evitar algun tipo de proliferacion
bacteriana. Los cristales recubiertos se sumergieron en 3 mL de medio de cultivo RPMI 16-40,
el cual se utilizé como electrolito en una celda especial de la QCM vy se llevd a cabo la técnica
de espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS) sin resonancia del cristal, en un
potenciostato Gamry 600 durante dos dias consecutivos, utilizandose como electrodo de trabajo
el cristal de cuarzo junto con el holder de la QCM, el electrodo de referencia fue Ag/AgCIl marca
Gamry y un contraelectrodo de platino. Antes de cada corrida se procedi6 a realizar una prueba
de potencial de circuito abierto (OCP) con una duracion de 600 segundos para alcanzar la
estabilizacion del sistema dentro de una margen de £ 5mV. Para proceder con la prueba EIS se
utilizo, un voltaje AC 10 mV, voltaje DC 0 mV y un amplio rango de frecuencia entre 0.01 Hz
hasta 100000 Hz, esto favorece la obtencidon de un espectro completo del comportamiento del

material a estudiar (Flores, Romero, & Llongueras, n.d.).
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Ademas, los procesos electroquimicos reales son netamente no lineales, pero la técnica EIS se
basa en conductas lineales, de modo que, se aplicd una amplitud de sefial lo suficientemente
pequefia para que se cumpla la linealidad requerida por esta técnica, por este motivo, se trabajo
con una amplitud de sefial que no sobrepasara los 10 mV. También, se trabajo con una densidad
de siete puntos por década de frecuencia, en vista de que este rango proporciona un balance
apropiado entre la exactitud de la toma de datos y el tiempo total requerido para la adquisicion
de estos; adicionalmente el fluido presenté una temperatura de 37°C (Garcia Rueda, Pefa
Ballesteros, & Estupifidn Durén, 2017).

Para las pruebas con resonancia del cristal se us6 una microbalanza de cristal de cuarzo
QCM200 Stanford Research Systems con interfaz de RS-232. Se realizaron dos tipos de
pruebas; en primer lugar, sin resonancia del cristal, la cual tenia una duracion de 60 minutos y
las pruebas con resonancia de 40 minutos, con un tiempo de descanso de 60 minutos entre cada
prueba. Se utilizaron cristales piezoeléctricos recubiertos de Au-Cr de 1 pulgada de didmetro,
con una frecuencia de resonancia de 5 MHz; con el fin de detectar cambios de masa sobre la
pelicula y seguir el comportamiento adhesivo de las moléculas que se adhieran mediante este
fenémeno (Bragazzi et al., 2015). EI montaje experimental para las pruebas realizadas y el

esquema de la QCM se presentan en el anexo A 'y B respectivamente.

2. Resultados y analisis
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2.1 Caracterizacién de los recubrimientos

Las micrograficas SEM muestran los recubrimientos de colageno de las dos concentraciones,
obteniéndose mayor uniformidad en el de concentracion 0.4 % P/V, ya que a concentraciones
bajas de colageno se logra una mejor disolucion de las fibras; sin embargo, se logra observar una
minima aglomeracion en la parte superior izquierda de la figura 2 c). Por otro lado, el
recubrimiento de 0.8 % P/V tuvo varias zonas marcadas de COL, debido a que se tiene una
mayor concentracion y por ende una menor solubilizacion. (M. H. Santos et al., 2013). También
se observan trazas de acido acético en la figura 2 d), una de las causas es el manejo de
temperaturas bajas en el secado de los recubrimientos, debido a que estos no deben sobrepasar

los 37°C para evitar asi la degradacion de estos.

o
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WD=85mm  Filament Age = 116 85Hours Mag= 500X T




ESTUDIO FISICOQUIMICO DE RECUBRIMIENTOS DE COLAGENO |23

3pm EHT=15.00 kv Signal A = SE1 Date :30 May 2018 &“ 3pm EHT =15.00 kv Signal A= SE1 Date :30 May 2018 gmvmﬁu
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Figura 2. Micrografias SEM de colageno al 0.4 %P/V (a) 500X, (c) 2000X y de colageno al

0.8% P/V (b) 500X, (d) 2000X.

El espectro FT-IR de los recubrimientos de colageno de tendon bovino tipo | se muestra en la
figura 3. Se observa las bandas 3306 cm™ y 3292 cm™ correspondientes al estiramiento OH 'y
NH de la amida A, las bandas 2921 cm™ y 2920 cm™ pertenecen a la amida B debido al
estiramiento simétrico de -CH2, la cual solo se pudo evidenciar pronunciadamente en la
concentracion de colageno de 0.8% P/V, esto se puede atribuir al tener mayor cantidad de fibras
de COL se haya logrado una mayor sefial en el espectro (Li et al., 2018; Liu, Ma, Wang, & Qin,
2018; Silva et al., 2015). Se evidencia dos bandas de 1743 cm™ y 1162 cm?, estas se atribuyen a
trazas de acido acético y bandas de estiramientos particulares del colageno de tipo | (Movasaghi,
Rehman, & Rehman, 2008; M. H. Santos et al., 2013). Las bandas de amidas I, Il y Il
representan la triple hélice de la molécula de colageno, la cual no presento un dafio o cambio
significativo a partir de la extraccion en medio &acido. La banda 1656 cm™ y 1665 cm™ es

caracteristico de la amida | debido a la vibracion de estiramiento del grupo péptido carbonilo -
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C=0, la banda 1545 cm™ y 1550 cm™ se atribuye a la amida Il por las vibraciones en el plano del
enlace N-H y el estiramiento C-N. Las bandas 1241 cm™ y 1240 cm™ son representativas de la
amida Il y se deben al estiramiento C-N y vibracion de flexion N-H; segin estudios se ha
encontrado que esta amida es usualmente débil en el espectro infrarrojo (De Campos Vidal &
Mello, 2011; Movasaghi et al., 2008; M. H. Santos et al., 2013). Ademas, se encontr6 una banda
de 1459 cm™ la cual se atribuye a la vibracion del enlace -C-Hs del colageno; por ultimo, en
1050 cm™ se presenta un estiramiento en el enlace C-O-C sujeto a los acidos nucleicos presentes

en la proteina (Movasaghi et al., 2008).
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Figura 3. Espectros IR Colageno de tendon de achiles bovino tipo I a 0.4 %P/V y 0.8 %P/ V.
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Tabla 1.

Principales enlaces en el espectro FTIR de coldgeno de tendon achiles bovino tipo | a 0.4% P/V

y 0.8%P/V.
Banda COL Banda COL
Enlace correspondiente
0.8%P/V 0.4%P/V
(Grupo funcional)

[cm?] [cm]
Estiramiento OH y NH de Amida A 3306 3292
Estiramiento simétrico CH2 de Amida B 2921 2950
Estiramiento simétrico CH2 de lipidos 2852 2850

Vibracion en tension del grupo funcional carboxilico -
1743 1743

COOH

Estiramiento de la base de pirimidina C=0 Amida | 1667 1656
Vibracion de N-H y estiramiento C-N de la Amida 11 1550 1545
Vibracién CHs del colageno 1459 1458
Estiramiento C-N y vibracion de flexion N-H de amida 111 1240 1241
Estiramiento del enlace C-O 1162 1159

Estiramiento de C-O-C de Acidos nucleicos 1017 1050
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A continuacién, se evidencia los espectros Raman de los recubrimientos de colageno a 0.4%
P/V 'y 0.8% P/V en la figura 4. Se obtuvieron los espectros caracteristicos del colageno, como lo
es la Amida | y Amida IIl, con longitudes de onda de 1666.32 cm™ y 124574 cm
respectivamente. Esta técnica permitié obtener el pico de la Amida Il mas pronunciado que en
el espectro FT-IR, lo cual corrobora la presencia de este en los recubrimientos realizados.
Ademas, se obtuvo el pico 855.02 cm™, este indica la presencia del aminoacido hidroxiprolina,
el mas comin en la cadena de polipéptidos que tiene el colageno y caracteristico en los tejidos
bioldgicos, el cual no fue apreciable en el espectro infrarrojo. La espectroscopia Raman sirvié de
complemento para la caracterizacion de los recubrimientos, ya que se adquirieron picos
desconocidos, los cuales no fueron susceptibles por la técnica FT-IR (Esmonde-White, 2014;
Kumar, Sripriya, Balaji, Senthil Kumar, & Sehgal, 2011; Paschou, Katsikini, Christofilos,

Arvanitidis, & Ves, 2018).
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Figura 4. Espectros Raman de Colageno de tenddn de achiles bovino tipo 1a 0.4 % P/Vy 0.8 %

P/V.

Tabla 2.

Principales enlaces en el espectro Raman de colageno de tenddn achiles bovino tipo I.

Banda Enlace correspondiente

[cm?] (Grupo funcional)
2936.49 Estiramiento asimétrico del grupo CH>
1666.32 Vibracion de estiramiento de C=0 de la banda Amida |
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1452.14 Vibracion de CH2/CHgs en residuos de aminoacidos
1245.74 Estiramiento C-N y vibracién de flexion N-H de amida 111
1046.49 Estiramiento del enlace C-C

855.02 Banda de Hidroxiprolina

2.2 Evaluacion electroquimica de los recubrimientos mediante la técnica EQCM.

La técnica EIS se utilizé con el fin de caracterizar la interfase de los recubrimientos de coladgeno
de tenddn bovino en presencia de medio de cultivo y estudiar los procesos superficiales que se
llevan a cabo. Las condiciones de voltaje, rango de frecuencias y puntos por década, que se
nombrd anteriormente, fueron elegidos segun estudios previos encontrados en la literatura, los
cuales ajustan y maximizan la calidad de las pruebas (Flores, Romero, & Llongueras, s.f.).

Para llevar a cabo el anélisis de los datos conseguidos mediante esta prueba, se obtuvo los
correspondientes espectros de Nyquist y Bode. Se implementd un software de graficos para
elaborar los distintos espectros. En la figura 5 se visualiza el diagrama Nyquist para las
concentraciones evaluadas a 0 y 1 dia de inmersion con y sin resonancia del cristal
respectivamente. Estas graficas se identifican por tener una constante de tiempo, dependiendo de
la interaccion que tuvieron los recubrimientos y el cristal desnudo con el electrolito durante los

tiempos evaluados.
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Figura 5. Diagrama Nyquist para las muestras con y sin resonancia a (a) 0 dias de inmersion y

(b) 1 dia de inmersion en medio de cultivo.
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A partir de estos resultados, se obtiene informacidn relacionada con los parametros que rigen
los procesos superficiales en la capa polimérica, como la resistencia ofrecida por el electrolito
(Cultivo celular RPMI 16-40) o resistencia de la solucion Rs, es la que estd presente entre el
electrodo de trabajo y el electrodo de referencia, este valor depende de varios factores como la
concentracion de iones, la temperatura, entre otros. La Rs se determina en el limite de altas
frecuencias del eje real en el diagrama Nyquist. La resistencia que ofrece el polimero Rpol Se
encuentra a medias frecuencias (resistencia de la doble capa, relacionada con la transferencia de
carga de la interfaz solucién/polimero). Por Gltimo, se encuentra la resistencia que presenta el
cristal Reris, €sté ligado a la transferencia de carga de la interfase cristal/polimero o en su debido
caso la interfase cristal/electrolito, en caso de haber ausencia de recubrimiento. La Reris
representa la reaccion que se lleva a cabo en la superficie del cristal/recubrimiento o
cristal/electrolito, al mismo tiempo mide la estabilidad -electroquimica del sistema,
frecuentemente se localiza a bajas frecuencias. Debido a que el sistema mostré una sola
constante de tiempo evidenciado en la figura 5, la Rp ¥ Recris €S una sola resistencia, ya que solo
hay una interfase presente (recubrimiento de COL) (Saavedra, 2014).

Cuando el cristal sin recubrimiento esta en contacto con la solucién (0 dias de inmersion), se
observa la apariencia de un semicirculo en el diagrama de Nyquist. Al mismo tiempo, se
presenta un angulo de -78° en el diagrama de Bode (Ver anexo C), esto indica que existe un
comportamiento capacitivo ocasionado por la doble capa eléctrica, que se produce cuando los
iones presentes en la solucion se encuentran en la superficie del electrodo, generando una
diferencia de potencial lo que ocasiona dicha conducta capacitiva (Saavedra, 2014).

Los diagramas de Bode del anexo C muestran a bajas frecuencias un comportamiento

capacitivo, que estda relacionado con la transferencia de carga de la interfase
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cristal/recubrimiento y a altas frecuencias, un comportamiento resistivo que define los procesos
de transferencia vinculados a la interfase recubrimiento/electrolito (Aldana et al., 2009).

En la medicion de espectroscopia de impedancia electroquimica sin QCM (resonador
apagado), los sistemas evaluados mostraron un aumento en las resistencias de la solucion Rs y
resistencias Rp, 1o cual se debe a la compactibilidad de la capa polimérica hacia el cristal. La
concentracion de 0.8 % P/V present6 valores superiores de Reris Y Rpol que la de 0.4 % P/V en
ambos dias; la relacion de estas dos resistencias representa de forma indirecta el estado de
degradacidon del polimero. Se obtuvo una mayor resistencia a la degradacion, debido a que esta
condicion se mejora al aumento de la concentracién de coldgeno en el recubrimiento. Por otra
parte, en la implementacion del resonador en el cristal, se observd que ambos recubrimientos
presentaron una reduccion en la Rs y Rp, lo cual implica que se llevé a cabo una degradacion
mayor del recubrimiento en el sistema. La capa de COL 0.4 % P/V fue la méas propensa a la
degradacidn, dado que ofrecié en ambos dias los valores de resistencias mas bajos.

Los valores obtenidos de los espectros de Nyquist y Bode de los dias 0 y 1 fueron ajustados
utilizando el software Zview V3.5e y representados por medio de circuitos equivalentes, los
pardmetros calculados se encuentran en el anexo D. Se consiguieron buenos ajustes en la
simulacion de las pruebas electroquimicas con chi? menores a 10 entre los datos experimentales

y los simulados. EI modelo adecuado del circuito equivalente se muestra en la figura 6.

Rs CPEL
\
7’

Rp
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Figura 6. Circuito equivalente con una constante de tiempo propuesto para simular la
interaccién de los recubrimientos de COL vy del cristal durante 0 y 1 dia de inmersion en medio

de cultivo.

Los elementos que conforman los circuitos equivalentes constan de Rs: resistencia a la
solucion, CPEi: elemento de fase constante a la transferencia de carga, Rp: resistencia
relacionada con el recubrimiento polimérico y cristal. El circuito equivalente planteado permitié
obtener informacién de la capa polimérica perturbada y del cristal desnudo. Esta informacién
proviene de analizar las propiedades del electrolito y los cambios presentados en la impedancia,
causados por la morfologia del recubrimiento y los procesos electroquimicos que suceden en él.
La configuracion del circuito se establecié en paralelo, ya que esta forma indica el nimero de
superficies existentes en las muestras, las cuales solo presentaron una superficie, debido a que
solo hay una constante de tiempo.

El valor de la Rs obtuvo valores bajos en las pruebas, a causa de que la concentracion de iones
es alta en el medio de cultivo, por este motivo, no habra una resistencia alta en oposicion a que
la corriente circule a través de este.

Seguidamente, se presentan los ensayos microgravimétricos (figura 7 y 8). Estos ensayos se
llevaron a cabo con el fin de estudiar el comportamiento interfacial del colageno de tenddn
bovino tipo I, detectar cambios de masa y resistencia en el transcurso del ensayo. Durante la
realizacion de las pruebas se obtuvieron los diagramas caracteristicos de cambios de masa
respecto al tiempo (masogramas), los cuales plasman la ganancia o pérdida de masa y el cambio
en la resistencia del sistema cristal-recubrimiento en contacto con el medio de cultivo. La

ecuacion Sauerbrey relaciona linealmente el cambio de masa respecto a el cambio de frecuencia
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de resonancia del cristal, donde Cs es la constante de sensibilidad de masa para un cristal de 5

MHz y su valor es 56.6 MH—E

em?®
ﬂ.f = —Cf..r_";m

Si bien, cuando se realizan pruebas usando la QCM con liquidos, la ecuacion anterior no es
valida, ya que las mediciones en estas condiciones son més complejas porque dependen de la
viscosidad y densidad de la solucion e influyen directamente en la medida de la frecuencia de
resonancia (Systems, 2005). Sin embargo, la ecuacién de Sauerbrey se puede utilizar en
determinadas condiciones, donde los cambios viscoeldsticos no presentan una variacion
significativa. En los resultados obtenidos, se observo una relacion lineal entre el cambio de masa
respecto a el cambio de frecuencia, por lo tanto, la ecuacion (1) puede ser aplicada (Parada
Quinaya, 2011). Seguidamente, se presentan los respectivos Masogramas de las peliculas de

colageno para los tiempos 0 y 1 dia de experimentacion.
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Figura 7. Cambio de la masa con respecto al tiempo de las concentraciones de COL, (a) 0 dia de

inmersion, (b) 1 dia de inmersion.

De la figura 7 se observa que el recubrimiento de COL 0.4 % P/V present6 una degradacion
constante durante ambos dias, posiblemente a que la pelicula tenia un espesor muy delgado. Se
presencio una pérdida de masa considerable, lo cual aumentaria la formacién de poros en la
pelicula y apresamiento de iones de la solucion en dichos poros (Aldana et al., 2009);
consecutivamente esto favorecio a que el electrolito ingresara entre la pelicula y el cristal, dando
por resultado un aumento en la fraccion del area del cristal. Para el cristal desnudo se evidencia
un comportamiento constante de la masa durante la experimentacion, ya que este tipo de
superficie lisa con muy baja porosidad no permite la entrada de iones o proteinas en esta,
obteniendo un estado de estabilidad (Herrera & Lopez, 2018).

En comparaciéon al COL 0.4 % P/V, el recubrimiento de COL de 0.8 % P/V exhibié un
hinchamiento durante la primera hora en la figura 7 (a). Este comportamiento se puede justificar
a una mejor compactibilidad y la ganancia de masa en el sistema en el dia cero de ensayo, asi
mismo una mayor afinidad al medio de cultivo. No obstante, pasado un dia de inmersion y
pruebas electroquimicas, se presenci6 la degradaciéon de la pelicula de COL de 0.8 % P/V,
evidenciado por la perdida de masa en la figura 7 (b). Por ultimo, cabe resaltar que las
concentraciones mostraron dos mecanismos de degradacion diferentes, a pesar de proceder de la
misma fuente.

A continuacion, se presentan los cambios de resistencia con respecto al tiempo (figura 8); con
el propdsito de estudiar caracteristicas superficiales observando el cambio en la resistencia del

sistema.
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Figura 8. Cambios de resistencia con respecto al tiempo de las concentraciones de COL, (a) 0

dia de inmersién y (b) 1 dia de inmersion.

Los resultados obtenidos en los diagramas de resistencia muestran una disminucion de la
resistencia ofrecida por el polimero para ambas concentraciones en la figura 8 b), pero fue
mayor en la pelicula de COL a 0.4 % P/V, esto se debe a la formacion de poros y
desprendimiento del polimero sobre el cristal, los recubrimientos a esta concentracion muestran
una menor resistencia a la degradacion, lo cual concuerda con los masogramas mostrados en la
figura 7. La pelicula de COL 0.8 % P/V presentd mejor compactibilidad y una mayor afinidad al
electrolito, lo cual se vio reflejado en el ensayo al dia 1 de experimentacion, donde la resistencia
disminuye debido a la degradacion del polimero, pero con valores de resistencia mayor a la del
cristal desnudo y el recubrimiento de COL 0.4 % P/V.

Los espectros Bode (Ver anexo C) no tuvieron cambios considerables, presentaron un

comportamiento semejante en ambos dias de experimentacion. Sin embargo, se encontraron
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angulos de fase mayores que la prueba inicial de EIS en el rango de —84°, aumentando asi la
conducta capacitiva, esto principalmente se debe a los cambios superficiales que sufrieron las
peliculas poliméricas a lo largo de las pruebas, permitiendo de esta forma la deposicion de iones
de la solucion sobre los recubrimientos. Los parametros calculados para los circuitos

equivalentes por EQCM se encuentran en el anexo E.

3. Conclusiones

Se obtuvieron recubrimientos de coladgeno de bovino solubilizados en é&cido acético, en dos
concentraciones diferentes, mediante la técnica de Spin-Coating sobre cristales de cuarzo. El
recubrimiento de COL de 0.8 % P/V presentd aglomeraciones de fibras y trazas de AA, lo cual
se puede atribuir a la presencia de una mayor cantidad de colageno.

Por medio de las técnicas microscopia (SEM), espectroscopia (FT-IR) y espectroscopia
(Raman), se caracterizaron dos tipos de concentracion de colageno de bovino. Se identificaron
las respectivas longitudes de onda de los recubrimientos mediante la técnica FT-IR y su
morfologia por medio del SEM. La concentracion de COL 0.4 % P/V obtuvo una distribucién
homogénea sobre la superficie en el andlisis de microscopia (SEM); sin embargo, los picos mas
pronunciados en el espectro (FT-IR) se consiguieron en el COL 0.8 % P/V. Adicionalmente, el
espectro Raman presentd grupos funcionales complementarios al espectro infrarrojo y asimismo

permitio validar la presencia de la banda Amida III.
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A partir de los resultados obtenidos mediante la técnica EQCM con y sin frecuencia de
resonancia, se estudié el comportamiento electroquimico y microgravimétrico de los
recubrimientos. Se determin6 que el COL de 0.8 % P/V presentd un mejor comportamiento en
los dias de experimentacion en comparacion con el COL de 0.4 % P/V. Dicha concentracion
logré una mejor compactibilidad sobre la superficie, mayor afinidad con el medio de cultivo y
adquirié una maxima cantidad de masa de 3.25 pg/cm? en los dos dias consecutivos; ademas de
una resistencia mayor a las 24 horas de experimentacion, mostrando propiedades destacadas para

su potencial aplicacion en la biomedicina.

4. Recomendaciones

Utilizar diferentes técnicas de recubrimientos con el fin de lograr peliculas superficiales distintas
y evaluar cual es mejor sobre los cristales de cuarzo, luego caracterizarlas por SEM, FT-IR y
RAMAN.

Aumentar el nimero de capas en los recubrimientos con el mismo tiempo de secado entre
capas para obtener un recubrimiento con capas mas gruesas. Incrementar el tiempo de estudio a

5 dias de inmersion para la realizacion de las técnicas electroquimicas y micro gravimétricas.
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Apéndices

Apendice A. Montaje experimental para las pruebas electroquimicas.
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Apeéndice B. Microbalanza de cristal de cuarzo QCM200

Microbalanza de cristal de cuarzo QCM200. Adaptado de (Systems, 2005). California / Stanford
Research Systems Inc. Retrieved from

https://www.thinksrs.com/downloads/pdfs/manuals/QCM200m.pdf
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Apéndice C. Diagramas de Bode para los recubrimientos de COL y cristal desnudo cony

sin resonancia a 0 y 1 dia de inmersion. a) 0 dias de inmersion. b) 1 dia de inmersion.
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Apéndice D. Valores de los parametros de los circuitos equivalentes para EIS sin QCM.

Parametros de los circuitos equivalentes para los recubrimientos a 0 dias de inmersion en

medio de cultivo.

Dia 0
Recubrimientos Cristal Col 0.4 %P/V Col 0.8 %P/V
Rs 19,36 17,25 18,63
CPEp-T 3,93E-05 4,97E-05 2,63E-05
Parametros CPEp-P 0,89846 0.90977 0,92768
Rp 100800 46586 140360
Chi squared 4,481E-04 5,458E-04 2,867E-04

Parametros de los circuitos equivalentes para los recubrimientos a 1 dia de inmersién en

medio de cultivo.

Dia 1
Recubrimientos Cristal Col 0.4 %P/V Col 0.8 %P/V
Rs 17,98 15,06 14,34
CPEp-T 2,91E-05 2,79E-05 1,82E-05
Parametros CPEp-P 0,90701 0,9048 0,93279
Rp 138050 56990 144930

Chi squared 7,107E-04 1,26E-03 8,94E-04
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Apéndice E. Valores de los pardmetros de los circuitos equivalentes para EQCM.

Pardmetros de los circuitos equivalentes para los recubrimientos a 0 dias de inmersion en

medio de cultivo.

Dia 0
Recubrimientos Cristal Col 0.4 %P/V Col 0.8 %P/V
Rs 17,29 14.37 17.36
CPEp-T + %error  3.969E-05 5.681E-05 2.926E-05
Parametros  cpep p + 9perror 0,89908 0,89629 0,9231
Rp 109600 43962 124330
Chi squared 7,107E-04 5,14E-04 3,66E-04

Pardmetros de los circuitos equivalentes para los recubrimientos a 1 dia de inmersién en

medio de cultivo.

Dia 1
Recubrimientos Cristal Col 0.4 % plv Col 0.8 % p/v
Rs 15,58 13,11 13,3
CPEp-T % %error 3,10E-05 3,07E-05 1,72E-05
Parametros CPEp-P = %error 0,90479 0,89898 0,93473
Rp 110040 51665 132980

Chi squared 9,12E-04 1,72E-03 1,00E-03




