“EVALUACION COMPARATIVA DE LA BIOMINERALIZACION DEL
ACIDO POLILACTICO-BIOVIDRIO Y ACIDO POLILACTICO-
HIDROXIAPATITA”

Un proyecls da

AURA YESNEY LEON BENAVIDES
LILIVETH MARTINEZ GALVAN

Universidad

Industrial de
Santander

UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER
FACULTAD DE INGENIERIAS FISICOQUIMICAS
ESCUELA DE INGENIERIA QUIMICA
BUCARAMANGA
2008



“EVALUACION COMPARATIVA DE LA BIOMINERALIZACION DEL
ACIDO POLILACTICO-BIOVIDRIO Y ACIDO POLILACTICO-
HIDROXIAPATITA”

AURA YESNEY LEON BENAVIDES
LILIVETH MARTINEZ GALVAN

Trabajo de grado presentado como requisito para optar al titulo de

Ingeniero Quimico

Director
DARIO YESID PENA BALLESTEROS

Ingeniero Metalurgico Ph. D

Codirector
HUGO ARMANDO ESTUPINAN DURAN

Ingeniero Metalurgico M. Sc

UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER
FACULTAD DE INGENIERIAS FISICOQUIMICAS
ESCUELA DE INGENIERIA QUIMICA
BUCARAMANGA

2008
2



A Dios... espiritu de vida y guia para todas mis certezas,

dador de sabiduria vy fortaleza.

A Alba Benavides Medina, mi madre, reflejo de Dios, mi mayor

inspiracion y enserianza de lucha para mi vida

A Giovanny Benavides Medina, mi tio, por sus ensenanzas,

constancia y apoyo incondicional.

A mi familia, su buena energia siempre estuvo conmigo.

A Joan, por estar siempre a mi lado y consentirme.

A mis compaiieros de laboratorio, Lady, Nicolds, Juliana

Ivonne y Lily, unicos.

A todos los seres humanos que estuvieron presentes en el proceso

de conseguir el titulo de Ingeniera.

AURA



A Dios por regalarme fortaleza, sabiduria y humildad.

A Ramon Martinez y Carmen Galvdn por ser sencillamente:

“los mejores padres del mundo”.

A Juan, nena y Andrés por ser mi inspiracion.

A mis amigas incomparables Lovena, Lady y Erika.

A Miguel, por haber llegado a mi vida en el momento preciso.

Al inigualable grupo del laboratorio Lady Paola, Juliana,

Ivonne, Nicolds y Aura.

A todas las personas que colaboraron para que el sueiio de ser

ingeniera se hiciera realidad...

LICTVETH



AGRADECIMIENTOS

Las autoras expresan sus mas sinceros agradecimientos a:

Dario Yesid Pena Ballesteros, Ingeniero metalurgico Ph. D, director de ésta

investigacion.

Custodio Vasquez, miembro directivo del Grupo de Investigaciones en el

area de Corrosion (GIC-Guatiguara).

Hugo Armando Estupifian Duran, Ingeniero metalurgico M. Sc codirector de

ésta investigacion.

Guillermo Acero, Wilson Carrefio Soler y Eduardo Carreiio Pérez, técnicos

del Laboratorio de Ingenieria Quimica.

Gustavo Neira, profesor de ingenieria metalurgia.

A todos mis comparieros y amigos del GIC: Paolita, Carlos Mejia y a todas

las personas que de una u otra manera colaboraron en ésta investigacion.



CONTENIDO

INTRODUCCION

1. FUNDAMENTO TEORICO

1.1 BIOMATERIALES

1.2 BIOMATERIALES CERAMICOS
1.2.1. Biovidrio (Fosfato Tricalcico — Hidroxiapatita).
1.2.2 Hidroxiapatita

1.2.3 Sintesis de los fosfatos de calcio
1.2.3.1 Sintesis Sol- Gel

1.2.3.2 Sintesis en Medio Acuoso.

1.3 BIOMATERIALES POLIMERICOS
1.3.1 Acido Polilactico (PLA)

1.3.1.1 Sintesis.

1.4 BIOMINERALIZACION

2. DESARROLLO EXPERIMENTAL
2.1 REACTIVOS Y EQUIPOS

2.2 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

2.3 TECNICAS USADAS EN LA EVALUACION DE LAS MUESTRAS.

2.4 DESCRIPCION DE LA METODOLOGIA EXPERIMENTAL
2.4.1 Pruebas preliminares

2.4.2 Adsorcion iones de calcio.

3. ANALISIS DE RESULTADOS

3.1 PRUEBAS PRELIMINARES

3.1.1 Sintesis de la Hidroxiapatita

a. Método Sol-Gel caracterizado por DRX

3.1.2 Sintesis de Biovidrio

3.1.2.1 Espectroscopia de Infrarrojo
10

Pag.

17
19
19
19
19
20
21
21
21
22
22
22
23
24
24
25

27
27
29
31
31
31
31
31
31



3.1.3 Sintesis del Acido Polilactico
3.1.4 Adsorcion de iones de calcio
3.2 PRUEBAS FINALES

3.2.1 ESTUDIO DE BIOMINERALIZACION EN INMERSION DE FLUIDO

FISIOLOGICO SIMULADO.
BIBLIOGRAFIA

11

32
33
37

37
42



LISTA DE FIGURAS

Pag.
Fig. 1. Esquema de la metodologia experimental 25
Figura 2. Proceso de obtencion de la mezcla PLA/HAP 28
Figura 3. Proceso de obtencion de PLA/Biovidrio 29
Figura 4. Espectro Infrarrojo del Biovidrio 32
Figura 5. Espectro de Infrarrojo y DSC del Acido Polilactico 33
Fig. 6. Espectros de bode a T: 45°C y T: 24°C con diferentes
concentraciones de iones de Ca+2, para las mezclas trabajadas. 34
Figura 7. Circuito equivalente para el proceso de adsorcion 35

Figura 8. Comparacion del efecto de biomineralizacion de PLA/HAP y PLA/
Biovidrio. 37

Fig. 9. Espectroscopia de Impedancia Electroquimica para PLA/Biovidrio y
PLA/HAP, biomineralizacion 14 dias. 38

Fig. 10. Circuitos equivalente que representan la impedancia del sistema (a)
Circuito en serie; (b). Circuito en paralelo 40

Fig. 11. Micrografias de muestras sumergidas en SBF: (a) PLA/Biovidrio 7
dias, (b) PLA/Biovidrio 14 dias 'y (c) PLA/HAP 7 dias 40

12



LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Porcentajes para la realizacién de las mezclas de PLA/HAP.

Tabla 2. Porcentajes para mezcla PLA/Biovidrio
Tabla 3. Variacion de la concentracién de calcio en SBF
Tabla 4. Resultados de la composicién de hidroxiapatita

Tabla 5. Concentraciones idnicas con las diferentes soluciones SBF
preparadas

Tabla 6. Datos termodinamicos

Tabla 7. Concentracion absorbida de calcio

13

Pag.

29
29
30
31

35
36
36



TABLA DE ANEXOS

Pag.

ANEXO A. REPRESENTACION DEL MECANISMO DE LA FORMACION
DE APATITA EN UNA SUPERFICIE BIOACTIVA

ANEXO B. BIODEGRADACION DEL ACIDO POLILACTICO
ANEXO C. TIPOS DE ADSORCION

ANEXO D. TECNICAS USADAS PARA LA CARACTERIZACION DE LOS
COMPUESTOS

ANEXO E. DIFRACCION DE RAYOS X DE LA HIDROXIAPATITA

ANEXO F. PROCESO DEL METODO SOL-GEL Y ESPECTROSCOPIA
INFRARROJO DE BIOVIDRIO

ANEXO G. ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO Y DSC DEL ACIDO
POLILACTICO

ANEXO H. TABLA 1. VALORES DEL CIRCUITO EQUIVALENTE DEL
PROCESO DE ADSORCION

ANEXO |. SOLUCION SIMULADA DEL FLUIDO CORPORAL (KOKUBO)
ANEXO J. DATOS TERMODINAMICOS DE ADSORCION

ANEXO K. PROTOCOLO PARA EL ACM Y DIAGRAMAS DE
ESPECTROCOPIA DE IMPEDANCIA ELECTROQUIMICA

ANEXO L. MICROGRAFIAS DE SEM-EDS PARA LAS MEZCLAS
PLA/BIOVIDRIO Y PLA/BIOVIDRIO 7 DIAS

14

49
50
52

53
56

57

58

60

64

66

69



RESUMEN

TiTULO:
COMPARACION ENTRE LA BIOMINERALIZACION DEL PLA-BIOVIDRIO Y EL PLA-
HIDROXIAPATITA

AUTOR:
Aura Yesney Ledn Benavides
Liliveth Martinez Galvan

PALABRAS CLAVES:
Hidroxiapatita, Biovidrio, Acido Poli L-lactico (PLA), Biomineralizacion, Espectroscopia de
impedancia electroquimica, SEM-EDS

DESCRIPCION DEL CONTENIDO:

Estudios de biomateriales como: ceramicos, metales y polimeros, han mostrado
propiedades que cumplen con las especificaciones requeridas para su aplicacion en
implantes médicos, siendo la biocompatibilidad una caracteristica esencial en cada uno de
los aspectos ligados con el material. Ademas se utilizan compuestos los cuales son
obtenidos por la combinacién de dos o mas materiales, en esta investigacion se trabajé con
la hidroxiapatita (HAP), biovidrio y acido polilactico (PLA) los cuales fueron sintetizados por
métodos de precipitacion acuosa (HAP), sol-gel (Biovidrio) y Policondensacion (PLA);
evaluados por FTIR, DRX, DSC, mezclandose posteriormente (PLA-BIOVIDRIO Y PLA-HAP)
para el analisis del efecto de biomineralizacion a nivel de laboratorio, con el fin de reconocer
cual de estas mezclas de materiales presenta una mejor respuesta a la osedintegracion en
presencia de fluidos del cuerpo humano. Las mezclas con diferentes porcentajes de
polimero y ceramico fueron sumergidas en SBF (solucion corporal simulada), por periodos
de siete, catorce y veintiun dias, Las pruebas de biomineralizacion han sido hechas en
fluido corporal simulado (SBF), por medio de la técnica de espectroscopia de impedancia
electroquimica (EIE). Se hizo una comparacion entre las resistencias a la polarizacion de las
distintas muestras obtenidas a diferentes dias de inmersién en SBF, y se obtuvo una
condicién favorable a los catorce dias de inmersion en SBF para las dos mezclas
estudiadas, siendo la mezcla PLA/HAP la de mayor resistencia a la polarizacién y por tanto
la de mejor efecto de Biomineralizacion. La morfologia de las mezclas se logro a partir de
analisis de SEM-EDS (Microscopia Electronica de Barrido-Energia dispersivo por
espectroscopia de rayos X).

Proyecto de grado
Facultad de Ingenieria Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica

Director: Ph. D Dario Yesid Pefia Ballesteros. Codirector: Hugo Armando Estupifian M.sc
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ABSTRACT

TITTLE:
COMPARATIVE OF THE BIOMINERALIZATION OF ACID POLYLACTIC-BIOGLASS AND
ACID POLYLACTIC-HYDROXYAPATITE EVALUATION

AUTHORS:
Aura Yesney Leon Benavidez
Liliveth Martinez Galvan

KEY WORDS:
Hydroxyapatite (HAP), Bioglass, Poly L- lactic Acid (PLA), Biomineralization, Spectroscopy of
electrochemical impedance, SEM-EDS

DESCRIPTION:

Estudies of biomaterials as: ceramics, metals and polymers was showed properties that fulfill
with the required specifications his application on medical implant, remains an essential
feature biocompatibility each one of the associate aspect with the material. Besides using
compounds obtained for the combination from two or more materials, in this investigation it
worked with the hydroxyapatite (HAP), Bioglass and Poly L- Lactic Acid (PLA). This one were
synthesized for method of watery precipitation (HAP), sol-gel (Bioglass) and
polycondensation (PLA); tested by FTIR, DRX, DSC, for a posterior mixture (PLA —Bioglass
and PLA-HAP) for the biomineralization effect analysis of the laboratory level, whit the end of
recognize which one of this mixtures of materials present a beffer answer to the
osseointegration in presence of Human Body Fluids. The mixtures with different percentages
of polymerics and ceramics were submerged en SBF (Solution Body Feign) by periods of
seven, fourteen and twenty-one days. The tests of biomineralization has been done in
solution SBF by intermediate of the electrochemical spectroscopy technique (EIE).It had a
comparation between the resistance to the polarization of the distinct samples, obtained in
different days of inmersion in SBF, and obtained one favorable condition to the fourteen days
of inmersion in SBF for the two mixtures studied; the PLA/HAP was the most resistance to
the polarization and better effect to the biomineralization. The morphology of the mixtures it
obtained from the analysis of SEM-EDS (Scanning Electron Microscopy-Energy Dispersive
X-ray spectroscopy).

Degree Project
Physical-chemical Engineeries Faculty, chemical Engineering

Director: Ph. D Dario Yesid Pefna Ballesteros. Codirector: Hugo Armando Estupifian M.s
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INTRODUCCION

Actualmente se reconocen los biomateriales como alternativa facilitadora en
avances medicos e investigaciones; entre las sustancias mas importantes
utilizadas como biomateriales para la regeneracion 6sea se encuentran
algunos metales, aleaciones, ceramicas, vidrios biolégicos, polimeros
naturales y sintéticos y la mezcla de estos materiales.

El gran numero de aplicaciones que poseen los biomateriales, se han
manifestado de manera significativa en sus propiedades y su gran numero de
aplicaciones, por las cuales se da facilidad al disefio, manufactura, e
investigacion entre otros usos de acuerdo a los requerimientos de la
medicina; es indispensable hacer énfasis en una condicion que esta
intimamente relacionada con la buena implementacion de cualquier
biomaterial, la biocompatibilidad condicion que se define como aceptabilidad
bioldgica, pues esta corresponde a la interaccion de los biomateriales con los

tejidos del cuerpo humano.

Para este estudio se obtuvieron tres biomateriales uno polimérico (acido
polilactico (PLA)) y dos ceramicos biovidrio e hidroxiapatita(HAP); el material
polimérico se obtuvo por medio del método de policondensacion con
condiciones de presion, temperatura y porcentaje de catalizador adecuadas
para lograr un material con caracteristicas favorables para el proceso
requerido; ® la obtencion de biovidrio fue realizado por el método sol-gel, el
cual permite la elaboracion de vidrios bioactivos con propiedades texturales
(superficie especifica y porosidad) muy superiores a los obtenidos por el
método de fusion ¥y se utilizé como precursores el sistema bifasico CaSiO;
debido a su alta bioactividad ©®; la hidroxiapatita se elaboro por medio del
meétodo de precipitacion acuosa teniendo en cuenta las condiciones de pH, el

17



orden en que se agregd los reactivos y el tiempo de reposo para la

formacién de hidroxiapatita pura y cristalina.®

Las mezclas de estos biomateriales se realizaron con la ayuda de un
disolvente y con la temperatura adecuada para obtener condiciones de
homogeneidad, y Iluego realizar una comparacion del efecto de
biomineralizacion entre las mezclas (PLA/Biovidrio y PLA/HAP) a nivel de
laboratorio estudiando el crecimiento de la apatita diferenciando el
comportamiento en los tiempos de biomineralizacion (0, 7, 14, 21 dias), con
el fin de reconocer cual de ellas tiene una mejor respuesta a la
oseointegracion en presencia de fluidos y tejidos del cuerpo humano,
conociendo que la biomineralizacién estudia la formacion, estructura y
propiedades de los solidos inorganicos (biominerales) los cuales

interaccionan con diversas biomoléculas en los seres vivos .

Esta investigacién tiene por objeto evaluar la biomineralizaciéon del PLA-
BIOVIDRIO Y EL PLA-HAP mediante SEM-EDS y Espectroscopia de
Impedancia Electroquimica, se llevara a cabo este objetivo sintetizando
materiales como: Hidroxiapatita, Biovidrio y Acido Polilactico, caracterizados
por Difraccion de Rayos X, Espectroscopia de Infrarrojo (FT-IR), Calorimetria
Diferencial de Barrido (DSC), de igual forma se evaluaran los fenbmenos
superficiales fisicos y quimicos presentados en un proceso de
biomineralizacion mediante la interpretaciéon de diagramas de impedancia, y
micrografias SEM-EDS.

18



1. FUNDAMENTO TEORICO

1.1 BIOMATERIALES

Los biomateriales se definen, segun el acuerdo alcanzado en el Consensus
of the European Society for Biomaterals celebrado en Chester (Inglaterra) en
Marzo 1986, como “cualquier sustancia o combinacion de sustancias (a
excepcion 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 todo o como parte de un
sistema que trata, aumenta, o reemplaza algun tejido, érgano o funcion del
cuerpo, estos biomateriales deben su éxito a las enormes posibilidades que
presentan, tanto en variedad de compuestos, como en su fabricacion, con
caracteristicas bien determinadas, y con facilidad de conformarlos en fibras,

tejidos, peliculas o bloques.®

1.2 BIOMATERIALES CERAMICOS

1.2.1. Biovidrio (Fosfato Tricalcico — Hidroxiapatita). Las bioceramicas
ocupan un lugar muy importante como materiales sustitutos de tejido 6seo y
segun el tipo de respuesta que induce en el tejido circundante pueden ser
clasificadas en diferentes grupos; ceramicas inertes, ceramicas reabsorbibles
y ceramicas bioactivas. Los biovidrios son ceramicas bioactivas que logran
una respuesta especifica en la interfase implante- tejido, que conlleva a la
formacion de tejido 6seo sobre la superficie del material.®) Los vidrios
bioactivos son buenos para fabricar biomateriales debido a su excelente
biocompatibilidad (1°'", bioactividad!'>'®), elevada porosidad en funcion del
método de sintesis utilizado""®, y su capacidad de reabsorcién parcial

degradandose en productos también biocompatibles, "® siendo tanto
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osteoconductivos (propiedad pasiva de un material o tejido de recibir y guiar
el crecimiento 6seo) como osteoinductivos (capacidad de un material para
promover la diferenciacion celular hacia la sintesis de la matriz ésea
mineralizada) """ 1> 18 Tienen aplicaciones en tejido duro, regeneracién y
restauracion de huesos y dientes. Atribuido principalmente a su capacidad de
formar una capa de hidroxicarbonato de apatita (HCAA — hidroxycarbonate
apatite), que es equivalente a la fase mineral de los tejidos duros humanos.
(Fuente: Newswire Today and Nanowerk) . ANEXO A: Bioactividad del Biovidrio.

1.2.2 Hidroxiapatita. Es un bioceramico a base de fosfato de calcio usado
como sustituto en injertos éseos, debido a su bioactividad, biocompatibilidad,
oseoconductividad, wunién directa al hueso y su estructura es
cristalograficamente similar a la de los minerales 6seos con el nivel adecuado
de carbonos sustituidos. Estas caracteristicas son directamente
proporcionales con el tamafo de la porosidad, cantidad y las interconexiones
entre poros, pero inversamente proporcionales con las propiedades

mecanicas. ?% 21

. La HAP estequiométrica tiene una composicion quimica
Caqo (PO4)s(OH)2 con una relacién Ca/P de 1.67; puede ser obtenida de
fuentes naturales o sintéticas por precipitacion acuosa, via humeda,
hidrdlisis, método sol-gel, método sonoquimico entre otros. Su porosidad y
estructura cristalina puede ser cambiada por la manipulacién de la relacion
CalP, la mayor cantidad de grupos carbonato y de fltior ??. La solubilidad,
tendencia a la reabsorcion y propiedades mecanicas de estas ceramicas
dependen de la relacion Ca/P y de su microestructura, es decir, de la
porosidad del material. Las variaciones en la porosidad tienen mayor
influencia en la resistencia a la traccion que a la compresion, por lo que las

ceramicas de fosfatos calcicos son bastantes fragiles. ¥
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1.2.3 Sintesis de los fosfatos de calcio. Considerando las aplicaciones de
los compuestos de fosfato de calcio en la biomedicina, se han desarrollado
varias técnicas de sintesis. Dependiendo de la técnica de obtencion, se
pueden obtener materiales con diferentes y variadas morfologias,
estequiometria y nivel de cristalinidad. La existencia de HAP no
estequiométrica (relacion molar Ca/P diferente a 1.67, Cao-x ((POa4)s-X
(HPO4) x OHy), se debe a la capacidad de la estructura apatitica de admitir
sustituciones que dejan sin cambio la estructura cristalografica, y que
empobrecen la cristalinidad del fosfato, generando también un aumento en la
solubilidad ¥ Técnicas de sintesis: reacciones en estado sélido, sintesis sol-
gel y sintesis en medio acuoso. La reaccion en estado acuoso puede ser
dividida en tres grupos: precipitacién, tratamiento hidrotérmico e hidrdlisis de
otros fosfatos de calcio. Las rutas de sintesis utilizadas en esta investigacion
son: la sintesis sol-gel para el Biovidrio y la sintesis en medio acuoso en la

obtencion de Hidroxiapatita.

1.2.3.1 Sintesis Sol- Gel. Este procedimiento permite a los precursores pre-
reaccionar, gracias a la reactividad del fosforo en el alcohol llevando a la
formacion de geles que producen materiales como: peliculas densas y
transparentes, polvos ultra finos. Los iones nitrato garantizan la casi total
descomposicion de residuos organicos. Tedricamente, la sintesis sol-gel
presenta ventajas respecto a otras rutas de sintesis, tales como, alta pureza

en el producto, composicién homogénea y temperatura de sintesis baja ®.

1.2.3.2 Sintesis en Medio Acuoso. La precipitacion Quimica es uno de los
métodos mas utilizados, por su simplicidad y alto rendimiento " ). Esta
reaccion toma lugar entre iones de fosforo y calcio, bajo condiciones
controladas de pH (basico) y secado de la solucién. Es necesario controlar la

relacion molar Ca/P en los precursores para evitar su variacion en el
21



producto final, y la formacion de un producto no estequiométrico. Los
tratamientos térmicos realizados por encima de 700°C, mejoran la
cristalinidad y ayudan a descomponer las fases de HAP no estequiométrica

en una mezcla de TCP-HAP 9,

1.3 BIOMATERIALES POLIMERICOS

1.3.1 Acido Polilactico (PLA) ©?. Es un biopolimero termoplastico cuya
molécula precursora es el acido lactico. Debido a su biodegradabilidad y
biocompatibilidad, se han encontrado diversas aplicaciones debido a un
rango inusual de propiedades, desde el estado amorfo al cristalino. Tiene la
capacidad de formacién controlada de tejidos biolégicos durante su
biodegradacion. El PLA es un polimero semicristalino con punto de fusion de
aproximadamente 174-184°C. En los implantes ortopédicos se usa el acido
poli (L-lactico) PLLA, donde el polimero solo consiste en el isébmero L, el cual
le otorga propiedades como la estereoregularidad, alta resistencia a la
tension y baja elongacion, y por tanto tiene un modulo de Young elevado, lo
que hace al polimero adecuado para aplicaciones que tienen que soportar

carga, como son las suturas y fijaciones ortopédicas.

1.3.1.1 Sintesis. La sintesis del acido polilactico fue estudiada por Carothers
en 1932 ¥ Aunque el acido lactico puede ser sintetizado directamente en
acido polilactico, se puede alcanzar un mayor peso molecular si primero se
transforma el acido en un diéster ciclico conocido como “polilactide”.
Generalmente se lleva a cabo la polimerizacién por apertura de anillo del
diéster ciclico, degradaciéon hidrolitica del acido lactico y por
policondensacion. ANEXO B: Biodegradabilidad y policondensacién del acido

polilactico.
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1.4 BIOMINERALIZACION

Estos biominerales se encuentran depositados en los sistemas biolégicos
constituyendo parte del endo y exoesqueletos, dientes, sensores Opticos,
sistemas de proteccion, o bien son la causa de diversas patologias en seres
humanos, como calculos renales, biliares y calcificacién en la pared arterial
8 En el ser humano las concentraciones de iones calcio y fosfato en el
liquido extracelular son considerablemente mayores que las necesarias para
causar la precipitacion de la Hidroxiapatita Ca1o (PO4)6(OH), @™, Si bien la
mayoria de los organismos no forman depdsitos minerales, se ha encontrado
que algunas proteinas, polimeros: hidroxiapatita, acido polilactico, biovidrio y
otros organicos podrian ser responsables del proceso de nucleacion y
crecimiento de los cristales. El grado de biomineralizacion es el factor mas
importante para determinar las capacidades mecanicas del hueso.

Los minerales estan ligados a través de las proteinas no colagenas y estas
conforman entre 3 % y 5 % de la composicién del hueso, las cuales proveen
emplazamientos activos para la biomineralizacién y unién celular ¢®.

Un proceso adyacente a la biomineralizacién es la adsorcién, en el cual se
extrae materia de una fase y se concentra sobre la superficie de otra fase
(generalmente sodlida). La sustancia que se concentra en la superficie o se
adsorbe, "adsorbato" y la fase adsorbente, "adsorbente". La adsorcion desde
una disolucién a un solido es por consecuencia del caracter liofébico (no
afinidad) del soluto respecto al disolvente particular, o debido a una afinidad
elevada del soluto por el sélido o por una acciéon combinada de estas dos
fuerzas. El grado de solubilidad de una sustancia disuelta es el factor mas
importante para determinar la intensidad de la primera de las fuerzas
impulsoras. Cuanta mayor atraccién tiene una sustancia por el disolvente
menos posibilidad tiene de trasladarse a la interfase para ser adsorbida. (39)
ANEXO C: Tipos de Adsorcion
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2. DESARROLLO EXPERIMENTAL

Para el desarrollo experimental de esta investigacion se llevaron a cabo las

siguientes etapas:

e Sintesis y obtencion de materiales como: acido polilactico, hidroxiapatita y
Biovidrio, para la respectiva formacion de las mezclas usadas en el

trabajo de investigacion.

¢ Investigacion sobre las variables influyentes en el proceso de adsorcién y

biomineralizacion.

e Estudio y evaluacion del proceso de adsorcion y biomineralizacion.

2.1 REACTIVOS Y EQUIPOS

Reactivos
% Acido lactico, Silicato de calcio, Nitrato de calcio y acido ortofosférico.

%+ Solucidn fisioldgica simulada (SBF),

1. NaCl al 99,5%, merck 6. HCI 37%, merck

2. NaHCOg3 seco al 99 %, merck 7. CaCly al 95%, merck

3. KClI al 99.5%, merck 8. Na2So4 al 99%, merck

4. KoHPO,4 3H,0 al 99%, merck 9. (CH,0OH)3 CNH> al 99.9%, merck

5. MgCl,.6H,0 al 98%, merck

Equipos

*Rotoevaporador marca Buchi. *Manta de calentamiento marca
*ACM (Potenciostato Gill AC) *Celda plana de vidrio
*Balanza marca Mettler AE 240. *Electrodo auxiliar de grafito
*Termdmetro marca Brand. *Electrodo de cloruro de plata

*Plancha de calentamiento con agitacion magnética. Marca SCHOTT
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2.2 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

’ METODOLOGIA l

, PRUEBAS >
PRELIMINARES
SINTESIS DE SINTESIS DEL ACIDO
HIDROXIAPATITA SINTESIS DE BIOVIDRIO POLILACTICO
Ca (NOy).4H,0 Cae Acido Poliléctico
H, (PO,) NH, H0 Zn Metalico
-CARACTERIZACION
Difraccién de Rayos X ; ; fag
Do yo! Espectroscopia de Infrarrojo Calorimetria de Barrido
FT-R Diferencial (D
- MEZCLAS
HIDROXIAPATIT APOLILACTICO BIOVIDRIO/PLA
HAP %  PLA% BIOVIDRIO%  PLA%
10 90 30 70
5 95 | 10 90
| ADSORCION i
ESPECTROSCOPIA DE IMPEDANCIA ] ANALISIS | ESPECTROSCOPIA DE I
ELECTROQUIMICA (EIS) 8| [ ABSORCION ATOMICA
) PRUEBAS  ~
FINALES
HIDROXIAPATIT APOLILACTICO | BIOMINERALIZACION I BIOVIDRIO/PLA |
_ EVALUACION
EIS SEM-EDS

| RESULTADOS |

Fig. 1. Esquema de la metodologia experimental

La figura 1 muestra la metodologia seguida en el transcurso de la
investigacion, por medio de la cual se sintetizaron materiales como:
Hidroxiapatita, Biovidrio y Acido Polilactico, caracterizandolos por DRX, FT-
IRY DSC, siendo estos lo precursores utilizados en las mezclas de PLA/HAP
y PLA/Biovidrio con diferentes porcentajes de polimero-ceramico “¥, se tuvo
en cuenta la referencia citada, sin embargo no se utilizaron los mismos

porcentajes debido a resultados no favorables en la fabricacion de las
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probetas, por esta razén se usaron los porcentajes mostrados en la figura 1
los cuales tienen valores cercanos a la referencia, logrando mejor
compactacion en las probetas que serian sumergidas en SBF, para estudios

de adsorcién y biomineralizacion.

2.3 TECNICAS USADAS EN LA EVALUACION DE LAS MUESTRAS.

e Difracciéon de Rayos X (DRX): Suministra informacién sobre la estructura

quimica y cristalina de un material.

e Microscopia Electronica de Barrido-Energia dispersivo por

espectroscopia de rayos X (SEM-EDS): Evaluacion morfoldgica.

e Espectroscopia de Infrarrojo (FT-IR): Determinacién de variables
modificadas durante la polimerizacibn con respecto a un cambio
significativo en la estructura, basado a un espectro teodrico, a través de las

longitudes de ondas de los picos representativos del material.

o Espectroscopia de Impedancia Electroquimica (EIE): Evaluacion
electroquimica de materiales usados en implantes, la cual proporciona
informacion para entender con precision fendmenos fisicos y quimicos de

los biomateriales.

e Espectroscopia de Absorcion Atémica: Determinacion de las
concentraciones de calcio en las soluciones de SBF, antes y después de

la inmersioén de las probetas.
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2.4 DESCRIPCION DE LA METODOLOGIA EXPERIMENTAL

2.4.1 Pruebas preliminares

2.4.1.1 Sintesis de la Hidroxiapatita. La sintesis de Hidroxiapatita se realizo
por medio del método de precipitacién acuosa, ya que al realizar la sintesis
por el método sol-gel no se obtuvieron resultados satisfactorios en el DRX
(figura 4b). Las soluciones iniciales se prepararon utilizando Nitrato de Calcio
tetrahidratado (Ca (NO3).4H,O) y Fosfato amoénico (Hz (PO4) NH4) en
concentraciones 1M y 0.48M respectivamente, adicionados en relacion molar
de 1,67. ® Las soluciones se basificaron una vez preparadas antes de
mezclarse, utilizando hidroxido de amonio y agitacion continua durante 3
horas para obtener un pH de 9.8 a 10. Dejandose la solucion en
envejecimiento por 24 horas a 25°C; y luego sometiéndose a secado a 60°C
por 24 horas. Luego mas calcinacion por una hora a 1050°C ). Se analizé el

producto por la técnica de caracterizacion DRX.

Difraccion de rayos X (DRX): Esta técnica, permitié la evaluacion de la
estructura quimica y cristalina de los fosfatos de calcio, logrando identificar
los patrones de difraccion de las diferentes fases que se formaron durante la
sintesis, determinando la pureza de la fase HAP ('®. DRX de HAP (tabla 4) y

anexo E.

2.4.1.2 Sintesis del Biovidrio. La sintesis de este material se obtuvo por el
método Sol-Gel; segun la literatura el biovidrio sintetizado por este método
presenta caracteristicas bioactivas ¥ .Se utilizaron el silicato de calcio y agua
como precursores. Se tapo la solucion evitando la entrada de aire dejandola
3 dias a 25°C, luego se someti6 a secado por 6 dias a 70°C y 150°C

realizando perforaciones en la tapa del recipiente que contenia la muestra.
27



Se realizé un proceso de molienda y secado a 70°C. La identificacion del
producto se hizo por FT-IR (figura 4). ANEXO F: Espectro del Biovidrio segun

la literatura y Proceso Sol-Gel

2.4.1.3 Sintesis del Acido Polilactico. ®El acido polilactico se sintetizo por
Policondensacion del acido lactico, catalizador Zn, este proceso se efectud
con las siguientes etapas: deshidratacion, temperatura (T) 100°C de 2-3
horas y presion atmosférica; esterificacion a T=180°C de 6-7 horas y presidn
de 100mmHg; oligomeracion, a T=180°C, 20-30 horas con una presion de
25mmHg; por ultimo se realizé la policondensacion a temperatura de 180°C
por un periodo de 5 horas y presion de 10mmHg, variando condiciones en la
etapa de oligomeracion y % de catalizador; obteniendo el acido polilactico

como producto final en los cuatro polimeros.

2.4.1.4 Obtencion de PLA/HAP

T\ -~ 6

Plancha de Probetero
Calentamiento

o molde

Figura 2. Proceso de obtencién de la mezcla PLA/HAP

La figura 2 muestra la elaboracién de la mezcla de PLA/HAP, donde se
adicion6 HAP al acido polilactico mientras se calentaba a 150°C
aproximadamente, menor a la temperatura de fusion del acido polilactico.
Con los porcentajes mencionados en la tabla 1, se obtuvieron las mezclas

homogéneas y se vertid en el probetero para obtener las probetas de trabajo.
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Tabla 1. Porcentajes para la realizacion de las mezclas de PLA/HAP

ACIDO POLILACTICO% HIDROXIAPATITA%
95 5
90 10

2.4.1.5 Obtencién de PLA/BIOVIDRIO

Solvente Mezcla PROBETA DE
PLA/BIOVIDRIO PLA/BIOVIDRIO

~
=
— ‘ Plancha de ‘ | Probetero |

Calentamiento o molde

Figura 3. Proceso de obtenciéon de PLA/Biovidrio

La figura 3 muestra la obtencion de la mezcla de PLA/BIOVIDRIO,
adicionando Biovidrio al acido polilactico lentamente manteniendo una
temperatura de 150°C en la plancha de calentamiento, esto se realizo para
cada porcentaje mostrado en la tabla 2, fue necesario utilizar un solvente
para lograr homogenizacion de la mezcla, luego se paso a moldes para

obtener las probetas de trabajo.

Tabla 2. Porcentajes para mezcla PLA/Biovidrio

ACIDO POLILACTICO% BIOVIDRIO%
90 10
70 30

2.4.2 Adsorcion iones de calcio. En esta etapa de la investigacion se
utilizaron las probetas obtenidas con las mezclas mostradas en las tablas (1
y 2) y se preparo la solucién simulada del fluido corporal (SBF) (numeral 2.1,
anexo |) variandole su concentracién de calcio, para sumergir las probetas
por un periodo de 8 horas cambiando las temperaturas en el bafo
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termostatado. Se usaron las siguientes combinaciones de concentracion de

calcio ®"y temperatura respectiva.

Tabla 3. Variacion de la concentracion de calcio en SBF

CONCENTRACION DE TEMPERATURA
CALCIO (mmol/L) EN SBF (°c)
4,63 45
3,08 24
4,63 45
3,08 24

La tabla 3 muestra diferentes concentraciones de iones de calcio, con el fin
de evaluar la adsorcién de estos iones en SBF a partir de la inmersion de las
muestras de PLA/HAP y PLA/Biovidrio durante 8 horas con variacion en la

temperatura.
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3. ANALISIS DE RESULTADOS

3.1 PRUEBAS PRELIMINARES

3.1.1 Sintesis de la Hidroxiapatita

3.1.1.1 Difracciéon de Rayos X (DRX). Se realizdé el analisis cualitativo
comparando el perfil observado con las difracciones reportados en la base de
datos PDF-2 del Internacional Center for Diffraction Data. ANEXO E

Tabla 4 ay b. Resultados de la composicién de hidroxiapatita,

FASE No. To PRI TA NOMBRE
Ca (P2 O7) 010-81-2257 Fosfato de Calcio
Cristalinos Ca P; Og 000-11-0039 Beta-Fosfato de Calcio
Cay Ps O1a 000-15-0177 Fosfato de Calcio

a. Método Sol-Gel caracterizado por DRX

EASE No. TARJETA

PDF-2 NOMBRE

. " Caa (PO4 )= 000-55-0898 Whitlockita

Cristalinos b - -
Cage (PO4 )s (OH )2 010-89-6439 Hidroxi apatita

b. Método Precipitacion Acuosa caracterizado por DRX

La tabla 4(a y b) muestra los resultados de la HAP obtenida por los dos
métodos, la tabla 4a evidencia la presencia de fosfatos sin la formacion de
HAP; en la tabla 4b confirma que se obtuvo HAP sintética y whitlockita

siendo esta ultima un precursor en la formacion de HAP.

3.1.2 Sintesis de Biovidrio

3.1.2.1 Espectroscopia de Infrarrojo. Los infrarrojos obtenidos se muestran
en la figura 4 donde se indican los picos de absorcion caracteristicos de los
grupos funcionales. Al hacer la comparacion del espectro obtenido en el

analisis con respecto al espectro de la literatura, se observo que el biovidrio
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obtenido por el método sol-gel presenta los mismos picos. ANEXO F:

Obtencion del Biovidrio por método sol-gel e Infrarrojo segun la literatura.

3 < A (e
Ene o2 ‘J ‘1( l\!
3 '\\,// (‘

1

[ oo

Figura 4. Espectro Infrarrojo del Biovidrio

3.1.3 Sintesis del Acido Polilactico

3.1.3.1 Espectroscopia de Infrarrojo. Se tomdé como referencia los
espectros de este compuesto mostrados en la literatura para compararlos
con la figura 5a y concluir si las caracteristicas y condiciones se asemejan al
polimero elaborado en el laboratorio, para luego usar el polimero de mejor

comportamiento espectroscoépico,

3.1.3.2 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC). Se realizo para
identificar las transiciones térmicas del polimero, considerando que el cambio
no ocurre repentinamente, sino a través de un rango de temperaturas; los
cuatro polimeros (anexo G) obtenidos tienen un Tg de 55°C, cercana al

intervalo reportado por la literatura (50-80°C) ©?

, para algunos de estos
polimeros existen picos de fusion mas anchos lo que indica mayor
hetereogenidad y presencia de diferentes regiones y grados de cristalinidad;
se escogid el polimero numero 2 por presentar menor cristalinidad con

respecto a los otros (figura 5b).
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et Fow(Wa)

a. Espectro Infrarrojo

Figura 5. Espectro de Infrarrojo y DSC del Acido Polilactico

La figura 5a presenta los grupos funcionales caracteristicos del PLA
registrados en la literatura; la figura 5b muestra las transiciones térmicas de
este polimero, las cuales coinciden con las referenciadas en la literatura. (52)

3.1.4 Adsorcion de iones de calcio

3.1.4.1 Espectroscopia de Impedancia Electroquimica: A través de datos
electroquimicos se identificd y caracterizdo el proceso de adsorcion. Las
figuras 6 (a, b, c, d) constituyen la respuesta del comportamiento
electroquimico en diagramas de Bode y Nyquist de las mezclas, las cuales
fueron sumergidas en SBF (numeral 2.1, anexo ) a diferentes

concentraciones de calcioy T°C.

THETA Vs LOG FRECUENCIA T:45°C LOG MODULO VsLOG FRECUENCIA
T:45°C
150
2 100 5
E 50 E 15
2 o X4 o o2 10 Ad
g 50 vy R e s ,»go""“& QO & | AN 0 o 2 4 R e e o 0
T -100 Pt Dt e X & 2
T 150 - o 0+ ‘
! . 2
4 2 0 2 4 6 4 2 0 2 4 6
LOG FRECUENCIA Hz LOG FRECUENCIA(Hz)
®PLA/BIOVIDRIO[4,63] MPLA/BIOVIDRIO [3,08] & PLA/BIOVIDRIO[4,63] M PLA/BIOVIDRIO [3,08]
PLA/HAP[4,63] PLAHAP([3,08] PLA/HAP[4,63] PLA/HAP([3,08]
a. b.
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THETA Vs LOG FRECUENCIA T:24 °C LOG MODULO Vs LOG FRECUENCIA
. o
o T:24°C
= SO
40 <] ¢ 0»24’0‘0;‘:’4% v; e
z 20 = & T L £ 109 OB AP P A o
9 M e .WM o = s _ /S L Z0ADAT, S P P
§ o LI %% 837 s P
-
;3 -20 .... L 2 § °© 0
W 40 A = 4 2 0 2 4 6
-60 4 :
a LOG FRECUENCIA Hz
4 2 0 2 4 6
LOG FRECUENCIA Hz @ PLA/BIOVIDRIO [3,08] MPLA/BIOVIDRIO[4,63]
@PLABIOVIDRIO [308] B PLA/BIOVIDRIO [4,63
APty 08l A oy 6% PLAHAP[3,08] PLAHAP[4,63]
c. d.

Fig. 6. Espectros de bode a T: 45°C y T: 24°C con diferentes
concentraciones de iones de Ca+2, para las mezclas trabajadas.

Para el analisis del diagrama de bode se dividieron los espectros en dos
regiones de frecuencias: altas [10°- 10°], y bajas [10°-10°], en donde se
identificaron dos constantes de tiempo, por los cambios de pendiente en la
figura 6. La constante de tiempo a bajas frecuencias [10°-10%] Hz muestra los
procesos de adsorcién donde el angulo de fase se encuentra entre 40° y 50°,
lo que es tipico de comportamientos resistivos, a excepcion de la mezcla
PLA/HAP que se manifiesta a una concentracion de 4.63mmol/L de iones de
Ca™ y 45°C, con un angulo de fase de 95°C, lo que represento un
comportamiento capacitivo que se atribuye a la interfase electrodo-electrolito
(SBF). A frecuencias altas [10°- 10°] Hz, las constantes de tiempo
corresponde a procesos de trasferencia de carga, y los angulos de fase a
estas frecuencias muestran un comportamiento capacitivo. Un modelo de
circuito equivalente en paralelo se muestra en la figura 7 cuyos elementos
resistivos y capacitivos constituyen el comportamiento electroquimico de las
mezclas, identifica cada constante de tiempo. El elemento de fase constante
se observa por medio de una capacitancia ideal y n, permitiendo ver la

desviacion de la idealidad del capacitor. Ver anexo H, tabla H1.
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Figura 7. Circuito equivalente para el proceso de adsorcion

. EFC -

Rs H
11 EFC

TIRet T
Rads +

Utilizando los valores de los elementos resistivos del analisis electroquimico,
se obtuvieron los datos termodinamicos que describen el proceso de
adsorcion; para estudiar la influencia en la variacion de la temperatura y la
relacion Ca/P, de las mezclas se prepararon soluciones SBF con diferentes

relaciones de Ca/P %2

Tabla 5. Concentraciones idnicas con las diferentes soluciones SBF
preparadas

Concentraciones (mmol/L)
Solucion " " ” ” 3 2
Na K Mg Ca Cr HCO; HPO4” SO~
SBF 142.0 5.0 1.5 25 147.8 4.2 1.0 0.5
Ca/P(4) 142.0 5.0 1.5 3.08 147.8 4.2 1.0 0.5
Ca/P(6) 142.0 5.0 1.5 4.63 147.8 4.2 1.0 0.5

Los valores de Rct y C de las mezclas se ajustaron a la isoterma de

Langmuir, la que es valida para la adsorcion de capa simple.

c 1 N C
I Badsrmax rmnx

Conociendo la proporcionalidad que existe entre I y 1/Rtc “® se grafica, la
concentracion de iones de Ca*™ (C) Vs Rct *C, donde los valores de I
pueden ser calculados a través de la pendiente, vy el valor de Bads es
mostrado en el intercepto con el eje Y. Al realizar la grafica C Vs Rct*C, para
las mezclas a varias temperaturas dieron los siguientes valores

termodinamicos. Ver graficas ANEXO J.
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Tabla 6. Datos termodinamicos

Mezcla T °C Fmax Bads(L/mol) AG(KJ/mol) | AS(KJ/mol°k) | AH(KJ/mol°k)
24 0,000174 455,6 -25,01 -13,54
PLA /Biovidrio 0,0386
45 0.029 172.32 -24.20 -11.92
24 0.00019 372.07 -24.55 -51.02
PLA/HAP -0.0781
45 0.000037 365.39 -26.19 -47.19

Se obtuvo un AG y AH negativo indicando una adsorcion espontanea sobre
la superficie de los compuestos y una reaccion exotérmica con respecto al
fendbmeno de adsorcion, el aumento de la temperatura desfavorece la
adsorcion para la mezcla PLA/Biovidrio y en el caso de PLA/HAP ocurre lo

contrario, atribuyéndose a los cambios estructurales de la molécula de HAP
(46, 47, 48, 49).

3.1.4.2 Espectroscopia de Absorcion Atémica: Se uso para definir la
concentracion de Ca absorbida por las probetas con porcentajes de
PLA/HAP (95/5) y PLA/Biovidrio (90/10). La tabla 7 muestra que la mezcla de
PLA/Biovidrio posee mayor absorcién con respecto a la de PLA/HAP, esto
indica que al sumergir la probeta en SBF variando la concentracion de iones
Ca*™, la probeta de PLA/Biovidrio con porcentaje 90/10, contiene en su

superficie mayor concentracion de iones que su estado inicial.

Tabla 7. Concentracion absorbida de calcio, volumen 40ml T: 37 °C.

Concentracion de Antes de la Inmersion Inmersion en SBF | Inmersién en SBF de
Ca?en SBF en SBF (ppm) de HAP/PLA (ppm) | BIOVIDRIO/PLA (ppm)
3,08mmol/L 2,829 2,238 2,631

% ERROR 2,7 1,96 1,28
4,63mmol/L 2,9629 2,200 2,945
% ERROR 0,53 0,6 1,49
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3.2 PRUEBAS FINALES

3.2.1 ESTUDIO DE BIOMINERALIZACION EN INMERSION DE FLUIDO
FISIOLOGICO SIMULADO.

Para evaluar la incidencia de un proceso de biomineralizacién, o la
capacidad de las mezclas obtenidas de formar una capa de fosfato de calcio
sobre su superficie o incrementar la cantidad de los ya presentes, sobre la
morfologia y algunas propiedades electroquimicas, se realizaron analisis por
SEM y EIE a las muestras sumergidas en SBF a 0, 7, 14 y 21 dias de
inmersion. La biomineralizacién se realizd6 a una temperatura de 37 °C

utilizando el SBF descrito por Kokubo (anexo ).

3.2.1.1 Espectroscopia de impedancia electroquimica. Para determinar el
efecto en el tiempo de biomineralizacion para algunos parametros
electroquimicos, se realizaron ensayos de EIE a las mezclas. Los valores de
Rp obtenidos son reportados en la figura 8. De igual manera, los diagramas

de Bode y Nyquist obtenidos a cada condicion son mostrados en la Figura 9.

EFECTO DE BIOMINERALIZACION DEL PLA/ BIOVIDRIO EFECTO DE BIOMINERALIZACION DEL PLA/ BIOVIDRIO

15000 - 1200000
1000000 4

10000 UL -

Rplohm)
Rp{ohm)

G000 -
5000 AOCO0T

4] 0
14 2 r 14 i1
DIAS DIAS

a. PLA/BIOVIDRIO b. PLA/HAP

Figura 8. Comparacion del efecto de biomineralizacion de PLA/HAP y
PLA/ Biovidrio.

La Figura 8, muestra la variacion de la Rp con el tiempo de inmersidon en

fluido fisiolégico simulado en el proceso de biomineralizacién. Se observa
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que la Rp es minima a los 7 dias de inmersion en las mezclas de PLA/HAP y

PLA/Biovidrio, lo cual indica que hay una disolucion de iones de calcio en la

mezcla PLA/Biovidrio y de iones de Fosfato de calcio en la mezcla PLA/HAP

durante este tiempo, por el contrario a los 14 dias se observa un maximo en

el valor de la Rp para las dos mezclas. Esto es posible por que se da

adsorcion de los iones de calcio y fosforo presentes en el fluido simulado que

permiten formar una capa de fosfato de calcio lo cual disminuye la velocidad

de degradacion de compuesto; a los 21 dias decrece la resistencia a la

polarizacion al degradarse la capa formada debido a las propiedades del PLA

(53)
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Fig. 9. Espectroscopia de
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PLA/Biovidrio y PLA/HAP, biomineralizacion 14 dias.
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Se muestran los diagramas de EIE a los catorce dias de inmersion de las
mezclas de PLA/HAP Y PLA/Biovidrio, debido a que estos tiene mejor
respuesta con respecto a la biomineralizacién(anexo K), se observan dos
domos, en con dos constantes de tiempo: una a altas y otra a bajas
frecuencias

A los 14 dias se presentan dos constantes de tiempo, con variaciones en el
angulo de fase, mayor hacia la derecha del bode, siendo esto una respuesta
de la resistencia con respecto a la caida 6hmica mayor a 100°, atribuyéndose
este comportamiento a la formacién de compuestos propios del material
donde podria estar el grupo silanol en el caso de la mezcla PLA/Biovidrio y
fosfatos solubles en la mezcla PLA/HAP.

Los diagramas con valores negativos es decir por debajo del eje x, son
manifestaciones inductivas las cuales se generan por la formaciéon de un
producto que por su naturaleza morfoldgica, estructural o quimica, permite la
conduccion electronica o de carga disminuyendo la resistencia a la
transferencia de carga. Con respecto a los grupos silanol (PLA/Biovidrio) que
son ionicos y de alta energia y por lo tanto disminuyen el potencial y la
resistencia, razon por la cual se vuelve un compuesto activo, lo que indica
una sefial de bioactividad. Por el contrario cuando toma valores por encima,
se tiene menos actividad y menos capacidad iénica, sefialando que es un
compuesto estequiometricamente mas estable. En el caso de PLA/HAP, lo
grupos que podrian apreciarse son fosfatos de calcio i6nicos que atraen
cationes de calcio para dar lugar a la Hidroxiapatita o a algun fosfato

estequiométrico.

Analizando los domos se puede observar que en algunos casos, a bajas
frecuencias, se presentan por encima del eje de la x, esto quiere decir que es
una adsorcion contributiva, fenomenolégicamente esto se debe a la

formacion de una monocapa o producto adsorbido que involucraria reaccion
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quimica, aumentando la resistencia a la polarizacion. Para simular lo que
ocurre en el caso de dos domos traslapados (ver figura 9.c y 10.a), el circuito
adecuado es Rc en paralelo, y con respecto a la formacién de dos domos en
el diagrama de Nyquist (ver figura 9.a y 10.b), el circuito ajustado es RC en

serie. Protocolo para el uso del ACM y Diagramas de EIE, anexo K.

1LEEC |

—LEFe_ }—

—|Rs H ’ J — ) ere |
—_ ; ==
—|Ret_— Rads Rt L Rads J

a. b.

Fig. 10. Circuitos equivalente que representan la impedancia del
sistema (a) Circuito en serie; (b). Circuito en paralelo

3.2.2 SEM-EDS

UNALMED PL#&
18ky X2y

Fig. 11. Micrografias de muestras sumergidas en SBF: (a) PLA/Biovidrio
7 dias, (b) PLA/Biovidrio 14 dias y (c) PLA/HAP 7 dias.

En la figura 11, se muestra la morfologia de algunas muestras sumergidas en
SBF. En la figura 9(a) se observa la formacién de fosfato de calcio por la
técnica de EDS y se aprecia una superficie poco porosa, la cual carece de
sitios activos, a diferencia de los catorce dias de inmersion, figura 9(b),
donde la superficie de la mezcla PLA/Biovidrio cambié de manera
significativa, es decir, es mas porosa en presencia de fosfato de calcio, en la
superficie de la mezcla, a mayores tiempos de inmersiéon. Con respecto a la
figura 9(c), muestra de PLA/HAP, los resultados obtenidos por la micrografia
se evidencia el crecimiento de fosfato de calcio a pesar del poco tiempo de
inmersion en SBF. Los analisis EDS se muestran en el anexo L.
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CONCLUSIONES

» El proceso de biomineralizacion, presentd un maximo de Rp de
inmersion en SBF para la mezcla PLA/HAP; atribuyéndose a la
formacion de una monocapa de fosfato de calcio, con mayor
estabilidad comparada con la mezcla PLA/Biovidrio; ya que refleja
menores velocidades de degradacion al tener valores de Rp mayor.
Por esta razdn se considera que la mezcla de PLA/HAP posee mayor
efecto de biomineralizacion.

» La utilizaciéon del método Sol-Gel para la sintesis del Biovidrio,
Precipitacion Acuosa en la obtencion de la HAP y Policondensacion
para la elaboracion del PLA, mostraron resultados satisfactorio con
respecto a los materiales esperados para la fabricacién de las mezclas
PLA/HAP y PLA/Biovidrio.

» Las mezclas estudiadas presentaron parametros electroquimicos muy
similares, donde los valores a la misma temperatura y concentracién
practicamente se superponen, para cada una de las mezclas;
exceptuando la condicion de mayor temperatura y concentracion de
iones de calcio para la mezcla PLA/HAP de igual forma se presenta
adsorcion espontanea para las dos mezclas.

» Las pruebas de SEM-EDS permitieron determinar que hubo formacién
de fosfatos de calcio en la mezcla de PLA/BIOVIDRIO a los 14 dias de
inmersion en SBF, lo anterior coincide con los resultados
electroquimicos mostrados.
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ANEXO A. REPRESENTACION DEL MECANISMO DE LA FORMACION
DE APATITA EN UNA SUPERFICIE BIOACTIVA

MECANISMO ETAPAS DE LA REACCION SUPERFICIAL
} | Ay . - U UL
Na K Mg 804 VIDRIO BIOACTIVO
W) Y e Y BODY FLUID e eeem e e e m s e
C RO, FORMACION DE LOS ENLACES Si0H Y LIBERACION DE
8 S(OH),
Calld iy Colll 57 Caﬂ‘ @) ‘ B e e e
- - : INTERFACE FORMACION DE LA CAPA DE 5:0;-GEL HIDEATADA
(IS ) ] QD Oty ADSCRCION DETOMNES Ca ™ Fﬂ""fﬂ'l-"
Ca § S St IMPLANT =~ =========s=sssccsssscsssesasssess
» G : CRISTALIZACION DE LA CAPA DE FIDROXIAPATITA
oG 0 CARBONATADA (HCA)

Fig. A1 Mecanismo de la formacién de Apatita en una Superficie Bioactiva.

Fuente: Kokubo T. A/W glass ceramics: processing and properties. In: Hench

LL, Wilson J, editors. Introduction to bioceramics. Singapore: World Scientific;

1993. P. 75
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ANEXO B. BIODEGRADACION Y POLICONDENSACION DEL ACIDO
POLILACTICO

El proceso de biodegradacion del PLLA supone la hidrolisis de las cadenas
de polimero para dar lugar a acido lactico, el cual es metabolizado
directamente a través del ciclo del acido tricarboxilico y, finalmente, eliminado

del organismo como dioxido de carbono por via pulmonar.

regién
cristalina

[] y
_SOLUBILIZACION

Hidrélisis/ 1mracnst I.na

e Ry

Fig. B1. Fases de degradacion del PLLA

Fuente: Mecanismo tomado de la Monografia: Matrices bioceramica-

polimero. Daniel Arcos Navarrete

Las fibras de PLLA adsorben agua en pocos minutos a 37° C, con isotermas
de adsorcion tipicas de polimeros hidrofilicos. Inicialmente se produce una
difusion del fluido fisiolégico hacia el interior del implante, alcanzando
sectores amorfos en los que comienza a producirse la hidrélisis de los

enlaces éster, como se aprecia en la figura 1.

Policondensaciéon. Los polimeros de condensacion se forman por

reacciones sucesivas de condensacion de mondmeros bifuncionales, es
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decir que tienen un grupo reactivo en cada extremo. Estas reacciones
generalmente van acompafiadas de la eliminacién de una molécula pequena
como H0, HCI, CH30H, etc.

El acido polilactico se puede sintetizar por policondensacién directa del acido
lactico. Sin embargo, en comparacion con el método establecido para la
polimerizacion catalitica de apertura del anillo del L-lactide, Ila
policondensacion directa del acido lactico ha recibido mucho menos atencion
ya que mediante este procedimiento, se obtienen polimeros con peso
molecular del orden de solamente 104 g/mol, debido a la constante de

equilibrio desfavorable de la reaccion 32 33:34.39)
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ANEXO C. TIPOS DE ADSORCION

Cabe distinguir tres tipos de adsorcion segun que la atraccién entre el soluto
y el adsorbente sea de tipo eléctrico, de Van der Waals o de naturaleza
quimica.

La adsorcién del primer tipo cae de lleno dentro del intercambio i6nico y a
menudo se le llama adsorcion por intercambio, que es un proceso mediante
el cual los iones de una sustancia se concentran en una superficie como
resultado de la atraccion electrostatica en los lugares cargados de la
superficie. Para dos absorbatos idnicos posibles, a igualdad de otros
factores, la carga del i6on es el factor determinante en la adsorcién de
intercambio. Para iones de igual carga, el tamafo molecular (radio de

solvatacién) determina el orden de preferencia para la adsorcion.

La adsorcién que tiene lugar debido a las fuerzas de Van del Waals se llama
generalmente adsorcion fisica. En estos casos, la molécula adsorbida no
esta fija en un lugar especifico de la superficie, sino mas bien esta libre de
trasladarse dentro de la interfase. Esta adsorcion, en general, predomina a
temperaturas bajas. La adsorcidén de la mayoria de las sustancias organicas
en el agua con carbon activado se considera de naturaleza fisica.

Si el adsorbato sufre una interaccién quimica con el adsorbente, el fenédmeno
se llama adsorcion quimica, adsorcion activa o quimisorcion. Las energias de
adsorcion son elevadas, del orden de las de un enlace quimico, debido a que
el adsorbato forma unos enlaces fuertes localizados en los centros activos
del adsorbente. Esta adsorcion suele estar favorecida a una temperatura

elevada
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ANEXO D. TECNICAS USADAS PARA LA CARACTERIZACION DE LOS
COMPUESTOS

Espectroscopia de Impedancia Electroquimica

Estudia el comportamiento en medios corrosivos de materiales usados en la
industria con diferentes aplicaciones, como la construccién de protesis, que
usan como materia prima los biomateriales. En el procedimiento, se aplica
una sefal de potencial E a un electrodo y se mide su respuesta en corriente
() a diferentes frecuencias, esta técnica procesa las mediciones de potencial,
tiempo y corriente, ®% 4% 41 | os datos obtenidos en los ensayos de EIS, 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 y
existe en 2 formas: Log en base 10 de IZl contra Log base 10 de la

frecuencia; y angulo de fase contra Log base 10 de frecuencia (figura D1).

Fig. D1. Diagrama de Nyquist. Componentes real e imaginario de la
impedancia total ®.

Los espectros de impedancia obtenidos se analizan mediante circuitos
eléctricos equivalentes. Un circuito equivalente es una combinacion de
elementos (resistencias, capacitancias, inductores, etc.). Los valores de
estos parametros eléctricos son utilizados para obtener informacién, tanto de

velocidades de corrosion como de mecanismos de corrosion 1> 42 43 44).
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Difracciéon de Rayos X (DRX)

Usada para el analisis cualitativo y cuantitativo de fases solidas cristalinas,
tanto organicas como inorganicas, en muestras de polvo, capas finas o
cristales de una amplia gama de materiales (minerales, rocas, sedimentos,
suelos, particulas atmosféricas, residuos, metales, aleaciones, plasticos,
materiales de construccién, productos quimicos, productos farmacéuticos,

ceramicas, pigmentos, etc.) ?3.

Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier (FTIR)

FTIR y Raman involucran el uso de esta radiacion para caracterizar los
enlace quimicos, por lo que estas técnicas se consideran siempre en
conjunto, aunque cada una de ellas tiene comportamientos significativamente
diferentes. La vibracion de una estructura determinada se analiza en
términos de los grados de libertad que dicha estructura posee. Mientras que
en un experimento de FTIR se emplea una lampara de tungsteno u otra

fuente de amplio espectro 4.

Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

Es una técnica termoanalitica en la que la diferencia de calor entre una
muestra y una referencia es medida como una funcién de la temperatura. La
muestra y la referencia son mantenidas aproximadamente a la misma
temperatura. La muestra de referencia debe tener una capacidad calorifica
bien definida en el intervalo de temperaturas en que vaya a tener lugar el
barrido. El principio basico de esta técnica es que, cuando la muestra
experimenta transformacion fisica tal como una transicion de fase, se
necesitara que fluya mas (o menos) calor a la muestra que a la referencia

para mantener ambas a la misma temperatura 4.
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SEM-EDS

El (SEM) es una técnica donde un haz electronico explora a través de la
superficie de la muestra. Cuando los electrones pulsan la muestra, una
variedad de sefales se genera, y se detectan produciendo una imagen o una
composicién elemental de una muestra. Las tres sefiales que proporcionan
una mayor cantidad de informacion en SEM son los electrones secundarios,
la retrodispercién electrones, y rayos-X. Los electrones secundarios se
emiten de los atomos ubicados en la parte superior y producen una imagen
facilmente interpretable de la superficie. La deteccion y medicion de la
energia permite analisis elemental (Energia dispersivo por espectroscopia de
rayos X o EDS) capaz de proporcionar con rapidez cualitativa, o con normas
adecuadas, el analisis cuantitativo de la composicién elemental de muestreo

con una profundidad de 1-2 micras .

Espectroscopia de Absorciéon Atomica

Este método consiste en la medicion de las especies atdomicas por su
absorcion a una longitud de onda particular. La especie atomica se logra por
atomizacion de la muestra, siendo los distintos procedimientos utilizados para
llegar al estado fundamental del atomo lo que diferencia las técnicas y
accesorios utilizados. La técnica de atomizacién mas usada es la de A.A con
llama, que nebuliza la muestra y luego la disemina en forma de aerosol
dentro de una llama de aire acetileno u 6xido nitroso-acetileno, obteniéndose

la concentracion en ppm de la solucién analizada ®%.
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ANEXO E. DIFRACCION DE RAYOS X DE LA HIDROXIAPATITA

METODOLOGIA

1. Prepamcién y Montaje de las muestras
El espécimen seleccionado de la muestra fue montado en un portamuestra de aluminio
madiants |a tacnica de fanado fromtal.

2. Toma de datos de difraccién
Sa realizd en un difractémetro de polvo marca RIGAKL modelo CYMAX TIE bajo las siguientes

condiciones:
Voltaje 400KV )
Carriente 20(mA)
Rendijas (Slits) Ds 1.0°

RS 0.amm

S5 1.0°
Muestrea 0.02° 2theta
Rango de Medicidn 10-80° 2theta
Radiacidn Cukat
Monozromador Grafito

ldentificacion de fases
Tipo de banido Continue
Velocidad de Bamido 1. 2% minuto

3. Andlisis por Difraccion de Rayos-X
ldentificacion de fases
El andlisis cualitativo de las fases presentes en la muestra se realizéd mediante comparacién del

perfil observado con los perfiles de difraccion reportados en la base de datos PDF-2 del
International Ceanire for Diffraction Data (1ICDDY).

HIDROXILAPATITA SINTETICA

— BaMA dat data

INTENSICAD

B800—
1000—
1200—
000-55-0002 bata W hitlockite, syn ——
1400
100 200 200 40.0 50.0 &0.0 70.0
2 THETA

Fig. E1. DRX de la Hidroxiapatita.
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ANEXO F. PROCESO DEL METODO SOL-GEL Y ESPECTROSCOPIA
INFRARROJO DE BIOVIDRIO

. mezclado _ .j.p"ﬁ.-xmn 3 envejecimiento m
o = = = =y

Hnlg,:#_ |ML eRL [g' 'ﬁ!

SN 25°C dias§ 8 70°CH dias

estabilizacion térmica

vidrio sol-gel Melienda

fo*cCidh

Fig. F1 Proceso de obtencién por el método Sol-Gel del Biovidrio.

Fuente: Tomado de la monografia Liberacién de farmacos en matrices
bioceramicas: Avances y perspectivas

Si-0-8i

Transmittance

4000 mll:l:l z.'lm 1000 0
Wavenumber jom™)

Fig. F2 Infrarrojo del Biovidrio reportado en la literatura
Fuente: G.S. Pappas, P. Liatsi, |.A. Kartsonakis, |. Danilidis and G. Kordas
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ANEXO G. ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO Y DSC DEL ACIDO
POLILACTICO

%T 14

n
3600.0 3000 2000 1500 1000 4500

PLA Sn 9-nov-05.sp-KBR.sp |

Fig G1. Espectro Infrarrojo del Acido Polilactico tomado de la literatura.
Fuente: D. Del Angel Lopez , A. Flores Vela, J.S. Zubiaga Cano,A. Garcia

Murillo?, A. Lopez Marure, F. Carrillo Romo.

Espectros de Infrarrojo y DSC de los polimeros obtenidos en el

laboratorio.
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Fig. G2 Espectro de Infrarrojo y DSC, 1% de Zn y 20 horas de oligomeracion.
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: A Sample: PLA M-3 File: C:\TA\Data\DSC!\Polimeros\PLA M.300
] A Size: 3.0000 mg DSC Operator: GAM
| Method: Metodo Vidrio Run Date: 11-Mar-05 08:41
@] \ Comment: Prusba para Poliactico Instrument: DSC Q10 V8.1 Buid 261
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Fig. G3 Espectro de Infrarrojo y DSC, 3% de Zn y 20 horas de oligomeracion

bl Sample: PLA M4 File: C:\TA\Data\DSC\Polimeros\PLA M.400
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Fig. G4 Espectro de Infrarrojo y DSC, 3% de Zn y 40 horas de oligomeracion
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ANEXO H. TABLA 1. VALORES DEL CIRCUITO EQUIVALENTE DEL PROCESO DE ADSORCION

T°C [Ca+2] Mezcla RsIin(ohm) | Rads(ohm) | Cads(F) n EFC Rtc(ohm) CdI(F) n EFC
3,08 21258 | 2,24E+09 | 3,03exp-3 | 0,66 | 1,99exp-3 | 95499258.6 | 3,48exp-11 | 0,34 | 1,18exp-11
24 [ 463 57,599 | 2,88E+09 | 6,94exp-9 | 0,72 | 4,99exp-9 | 20892961,3 | 1,78exp-11 | 0,85 | 1,51exp-11
25 11794 | 30902954 | 1,.91exp-6 | 0,54 | 1,06exp-6 | 676082,97 | 7,19exp-12 | 0,62 | 4,45exp-12
3,08 |PLA/Biovidrio | 1036000 | 27922078 | 2,43exp-7 | 0,92 | 2,29exp-7 |40738027,8 | 2,67exp-11 | 0,69 | 1,84exp-11
45 | 463 12364 | 9332543 | 24dexp-7 | 0,89 | 2.17exp-7 | 933254.3 | 7.10exp-9 | 0,84 | 5,964exp-9
25 67804 | 48977882 | 4,09exp-7 | 0,69 | 2,82exp-7 | 165958691 | 9,37exp-11 | 0,85 | OO
3,08 42523 | 2,75E+08 | 4,91exp-8 | 0,63 | 3,09exp-8 | 16595869,1 | 7,61exp-12 | 0,89 | 6,77exp-12
4 | 463 12959 | 2,03E+09 | 9,58exp-9 | 0,89 | 8,76exp-9 | 158489319 | 7,10exp-12 | 0,52 | 3,69exp-12
2,5 246490 | 23697362 |1,56 exp-10|0,68 | 0P | 83945098 |5,647exp-12 | 0,84 | 4,74exp-12
308 | VPR 036000 | 18197009 | 1.23exp7 | 0,37 | 4.55exp-8 | 426579519 | 8,74exp-11 | 0.69 | 4.73exp-12
45 | 463 23147 | 1,06exp10 | 1,12exp-9 | 0,67 | 29 | 220082 | 3.40exp6 | 0,74 | 251exp-6
25 206020 | 57543994 | 3.10exp-8 | 0,76 | 2,35exp-8 | 16218101 | 6,94exp-12 | 0,89 | 6,17exp-12




ANEXO I. SOLUCION SIMULADA DEL FLUIDO CORPORAL (KOKUBO)

Tabla I11: Comparacién de las concentraciones iénicas del fluido corporal

simulado y del plasma de sangre humana.

Concentracién (mmol/dm3)
lon
Fluido corporal Plasma de sangre
simulado (SBF) humana
Na+ 142.0 142.0
K+ 5.0 5.0
Mg2+ 15 15
Caz+ 2.5 25
Cl- 147.8 103.0
HCO3- 4.2 27.0
HPO42- 1.0 1.0
S042- 0.5 0.5

El pH del SBF se ajusta a 7.25 y 36.5 °C usando 6,057g de tris (hidroximetila

aminometano) y aproximadamente 40 cm® de HCI.

Preparacion del SBF

El SBF es una solucion meta estable que contiene iones de calcio y fésforo

saturados con respecto a la apatita, esta es preparada de la siguiente

manera:

Limpieza

e Limpiar todas las botellas, beakers, etc. Con HCI diluido, agente
esterilizante y agua destilada.

e Sumergir los recipientes anteriores en HCI diluido por varias horas,
retirarlas de la solucién y enguajar con agua.

e Sumergir los recipientes en un agente esterilizante toda la noche.

Retirarlos del mismo y lavar con agua destilada.



Lavar los recipientes con agua ionizada varias veces y taparlos con una
pelicula. Las botellas no necesitan secarse, si se considera necesario

secar a 50°C.

Disolucion de los reactivos

Colocar 750 ml de agua destilada en un beaker de 1000 ml
(preferiblemente de polietilieno). Mantener agitacion con un agitador
magnético, asi como mantener la temperatura a 36.5 °C. El beaker es
preferible colocarlo en un lugar limpia para evitar que se ensucie con
polvo.

Adicionar cada reactivo de acuerdo a la tabla 12 al agua hasta el reactivo
Na,SO4 uno por uno hasta que cada reactivo se disuelva completamente.
La adicion del (CH,OH) ;CNH, se adiciona en cantidades menores a 1 g

para evitar un incremento localizado del pH.

Ajuste del pH

Calibrar el pH-metro con una solucion Buffer Standard.

Después de adicionar el (CH,OH) sCNH, ajustar la temperatura a 36.5 °C en
este punto el pH debe estar alrededor de 7.5. Con una solucion 1 M de
HCL ajustarelpH a 7.25 0 7.4.

después de ajustar el pH transferir la soluciéon a un balén aforado de 1000
ml, lavando el beaker con agua destilada varias veces y adicionar la
solucion al frasco.

Adicionar agua ultra pura a la solucion ajustando el volumen a 1000 ml y
agitar muy bien. Mantener la solucion en el frasco a temperatura ambiente

hasta que la temperatura baje a 20 °C y agitar muy bien.

Almacenamiento

Lavar la botella de polietileno con un poco de solucién al menos tres
veces. Transferir la solucion a esta botella.

Almacenar la botella en un refrigerador a temperaturas de 5 a 10° C.
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Tabla 12: Reactivo para la preparacion de SBF (pH 7.25, 1 L).

Orden Reactivo Cantidad
1 NaCl 7.996 g
2 NaHCO, 0.350 g
3 KCI 0.224 g
4 K;HPO,.3H,0 0.228 g
5 MgCl,.6H,0 0.305¢g
6 1 kmol/m3 HCI 40 cm3
7 CaCl, 0.278 g
8 Na,S04 0.071g
9 (CH,0OH) 3CNH;, 6.057 g
10 1 kmol/m® HCl cantidad apropiada para
ajustar el Ph
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ANEXO J. DATOS TERMODINAMICOS DE ADSORCION

PLA/Biovidrio T:24°C

15 y = 5739,7x - 12,598
H R?=0,904
£
£ 10
]
£
> 5
E
0+ r T & T T )
0 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005
c(m)

PLA/Biovidrio T:45°C
= 015 y = -34,413x + 0,2001
Z Re = 0,9644
5 o1
Ll
= 005
W
Z 04 ‘ ‘ ‘
& 0 0002 0004 0,006

C (M)

DEPENDENCIA DE LA ENERGIA LIBRE DE GIBBS DE LA TEMPERATURA
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252 y = 0,0386x - 36,466
s 25 R?=1
2 -24,8
= 24,6
S 244
24,2
-24 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
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Fig. J1. Graficas de datos termodinamicos para la mezcla PLA/Biovidrio.
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PLA/HAP T: 24°C
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Fig. J2. Gréficas de datos termodinamicos para la mezcla PLA/HAP
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ANEXO K. PROTOCOLO PARA EL ACM Y DIAGRAMAS DE
ESPECTROCOPIA DE IMPEDANCIA ELECTROQUIMICA

PROTOCOLO PARA EL EQUIPO ACM.

Antes de realizar cualquier ensayo electroquimico en el ACM, es necesario
colocarlo en condiciones de uso; por esta razon se enciende por lo menos 30
minutos antes de su uso.

Las conexiones entre el equipo y la celda electrolitica deben ir ajustadas de
la siguiente manera:

Conexion amarillo-negro contraelectrodo

Conexion roja Electrodo de referencia

Conexion negra Electrodo de trabajo-relacionado con la probeta (PLA/HAP y
PLA/Biovidrio)

Conexion roja Contraelectrodo Grafito

Se ingresé al software del potenciostato GILL AC. Este software permite
determinar velocidades de corrosion mediante técnicas de corriente alterna
(CA) y corriente directa (CD). La temperatura de trabajo de los ensayos fue

de (24,5, 37 y 45) °C.

Bario Termostatado
Software aree

Potenciostat
GII;'_?_I?E\.C 2 Celda Plana

de Vidrio

Resultados

Fig. K1 Obtencion de los diagramas de impedancia electroquimica
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Tabla K1. Datos para circuitos equivalentes del proceso biomineralizaciéon

HIDROXIAPATITA/PLA

(di-la;s) Rs (ohm) | Rp(ohm) EFC (F)
bajas altas bajas altas
frecuencias frecuencias frecuencias frecuencias
7 83,12 154916,87 2,51E-05 2,66E-09 0,63 0,42
14 0,013 | 1097550,97 4,61E-09 1,73E-07 0,29 0,1
21 28,19 226961 4,80E-10 7,41E-08 0,038 0,37
BIOVIDRIO/PLA
7 1M 746,13 1,16E-06 6,02E-08 0,29 0,37
14 0,078 12049,92 1,00E-04 4,82E-07 0,36 0,76
21 16,23 377,77 1,65E-03 5,05E-08 0,21 0,16
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ANEXO L. MICROGRAFIAS DE SEM-EDS PARA LAS MEZCLAS
PLA/BIOVIDRIO Y PLA/BIOVIDRIO 7 DIAS

PLA BIOVIDRIO;

30pm "Electron Image 1

PLA. BIOVIDRIO

ull Scale 775 cts Cursor: 0.000 ke ke%

Fig. L1 PLA/BIOVIDRIO 7 dias de biomineralizacion.
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PLA/HAP 7 DIAS

30pm ! Electron Image 1

PLA HAP

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Full Scale 477 cts Cursor: 0.000 ke keV

Fig. L2 PLA/HAP, biomineralizacion 7 dias
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PLA/BIOVIDRIO 14 DIAS

3
ull Scale 622 cts Cursor: 0.000 keV

Fig. L3 PLA/BIOVIDRIO, biomineralizaciéon cotidiana.
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