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RESUMEN

TITULO: EVALUACION DEL DIRECCIONAMIENTO ELECTROQUIMICO DE PROTEINAS
SOBRE RECUBRIMIENTOS DE ACIDO POLI-LACTICO ACTIVADOS SUPERFICIALMENTE *

AUTOR: YURLEY KARINA ANAYA JAIMES**

PALABRAS CLAVE: Electroquimica, QCM, Biomateriales, Colageno, BSA, Adsorcion.

DESCRIPCION

El estudio de la adsorcion de proteinas en materiales biocompatibles es importante en el desarrollo
de implantes médicos, trasplante de 6rganos e implantacién de partes artificiales. En este trabajo
se ha realizado una activaciéon superficial mediante irradiacion con luz UV de peliculas de Acido
Poli-Lactico (PLA) electrodepositadas sobre cristales de cuarzo Au/Cr, en las cuales se estudia la
adhesién y direccionamiento de proteinas de colageno y albumina bovina BSA disueltas en
solucién buffer de fosfatos (PBS) bajo la imposicion de un sobre potencial electroquimico anédico.
Cambios de masa, de capacitancia interfacial y de impedancia de adsorcién de la monocapa
proteinica fueron evaluados simultdaneamente mediante microbalanza de cristal de cuarzo QCM y
Espectroscopia de Impedancia Electroquimica, obteniendo de esta manera los circuitos
equivalentes y parametros termodinamicos que describen el proceso de adsorcion.

La adsorcion de proteina en PLA fue ajustada a la isoterma de Langmuir calculando los
respectivos valores de energia de Gibbs, entalpia y entropia, que manifiestan la afinidad de las
moléculas de proteina con la superficie polimérica activada y la naturaleza entrépica del proceso.
Ademas se observaron tendencias, como el aumento de la resistencia a la transferencia de carga
con la disminucién de la concentracién de la solucién proteica y la disminucién simultanea en los
cambios de masa. Comparando los parametros termodinamicos del proceso de adsorcion para las
dos proteinas se encontré que el colageno se adsorbe de manera mas especifica que la albumina.

*Trabajo de grado para optar al titulo de Ingeniero Quimico. Modalidad trabajo de investigacion.
**Facultad de Ingenierias Fisico - quimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Director: Ph. D. Dario
Pefia Ballesteros. Codirector: M.Sc. Hugo Armando Estupifian Durén.
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ABSTRACT

TITLE: ELECTROCHEMICAL ADDRESSING EVALUATION OF PROTEINS ON POLYLACTIC
ACID COATINGS SUPERFICIALLY ACTIVATED *

AUTHOR: YURLEY KARINA ANAYA JAIMES **

KEY WORDS: electrochemical QCM, biomaterials, collagen, BSA, adsorption.

DESCRIPTION

The study of adsorption of proteins in biocompatible materials is important in the development of
medical implants, organ transplantation and implantation of artificial parts. In this work, it has been
done a surface activation by UV irradiation of poly-lactic acid (PLA) films electrodeposited on Au/Cr
quartz crystals, in which there were studied the adhesion and addressing of proteins of collagen
and bovine albumin BSA dissolved in phosphate buffer solution (PBS) under the imposition of an
anodic electrochemical overpotential. Mass, interfacial capacitance and impedance changes of the
monolayer adsorption of protein were assessed simultaneously by quartz crystal microbalance
QCM and electrochemical impedance spectroscopy, obtaining the equivalent circuits and
thermodynamic parameters that describe the adsorption process.

The adsorption of protein on PLA was adjusted to the Langmuir isotherm finding the respective
values of Gibbs free energy, enthalpy and entropy, which shows the affinity of the protein molecules
with the activated polymer surface and the entropic nature of the process. In addition, there were
observed trends such as increased resistance to charge transfer with the decrease of concentration
of protein solution and the simultaneous decrease in mass changes. Comparing the thermodynamic
parameters of the adsorption process for the two proteins, it was found that collagen is adsorbed
more specifically than albumin.

*Working Grade qualify for the title of Chemical Engineering. Research Mode.
** Physical-Chemical Engineering Faculty. School of Chemical Engineering. Director: Ph. D. Dario
Yesid Pefa Ballesteros. Co-director: M. Sc. Hugo Armando Estupifian Duran.
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INTRODUCCION

Durante mucho tiempo se ha tratado el problema de los tejidos dafiados o
perdidos usando trasplante de 6rganos o implantes hechos de materiales que
pueden ser tolerados por el cuerpo humano. Aln asi existen problemas asociados
al uso de estos injertos biolégicos, como una respuesta natural del tejido huésped,
es decir, la no biocompatibilidad y la biodegradacion en un corto plazo, del tejido

implantado.

La industria biomédica ha encaminado sus estudios a la produccién de nuevos
materiales. Biomateriales que reemplacen total o parcialmente los tejidos y
organos dafiados o deteriorados en el cuerpo humano, principalmente huesos y
tendones, como respuesta a problemas especificos que aquejan la cotidianidad
del ser humano, tales como fracturas en los huesos, ruptura de ligamentos,
traumas como consecuencia de accidentes, cancer, enfermedades congénitas,
quemaduras, etc., han motivado el desarrollo de la ingenieria de tejidos como una
solucion efectiva y rapida para la regeneracion, recuperacion o cambio total de

tejidos y érganos dafiados.

Cuando un tejido se dafia, no solo se pierden las células, también su matriz
extracelular, por esta razon se debe crear una matriz bioldgica artificial. Esta debe
tener propiedades estructurales, mecanicas y superficiales similares a las del
tejido nativo que se pretende reparar. También se pueden utilizar células
especificas, retiradas del tejido nativo, las cuales son aisladas mediante biopsias,
para promover su crecimiento bajo condiciones controladas. Dichas células
orientan las nuevas células y estimulan su crecimiento, para ofrecer al paciente un
nuevo tejido, que pueda ser implantado. Sin embargo existen tejidos complejos,
gue requieren principal cuidado en el direccionamiento de sus células, como los

huesos [1].



Atendiendo a estos requerimientos, se estudid de la adsorcion orientada de
proteinas sobre superficies poliméricas semiconductoras de &cido poli-lactico
(PLA) activadas con luz UV, utilizando métodos electroquimicos para promover su
respectivo direccionamiento, mediante la aplicacion de un sobrepotencial anddico
en un rango de 0 V a 0,45 V. El proceso de adsorcion fue estudiado usando
mediciones simultdneas de espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS) y
microbalanza de cristal de cuarzo (QCM), en un rango de temperaturas de 25°C a
45°C, variando la concentracion proteica entre 5y 20 ug/ml en solucion buffer de

fosfato, a un pH 7.4.

Los resultados mostraron que al aumentar la concentracion de proteinas en el
electrolito, disminuye la resistencia a la transferencia de carga, exhibiendo asi una
mayor adsorcién sobre la superficie, ademas de aumentar la magnitud de los

cambios de masa en el procesos de adsorcion medidos mediante la QCM.

Los parametros termodinamicos y los circuitos equivalentes determinados para el
proceso, mostraron comportamientos similares de adsorcion para la albumina
bovina y el colageno. Debido a la forma globular de la BSA se observa una mayor
adsorcién especifica para esta proteina, haciendo a la superficie de PLA mas

estable, es decir, tiene una menor energia superficial de Gibbs.



1. MARCO TEORICO

1.1. INGENIERIA DE TEJIDOS

El dafio total o parcial de tejido y la pérdida de la funcion de un drgano se
encuentran entre los problemas mas graves y costosos de la salud humana.
Inicialmente, esos problemas se han abordado mediante el trasplante de 6rganos
y tejidos alogénicos®, sin embargo, esta opcién se ve limitada por la baja
disponibilidad de donantes [2]. Como consecuencia, cada afio muere un gran
namero de pacientes en listas de espera y, mas grave aun, muchos otros no

llegan siquiera a integrarlas [3, 4].

La creciente necesidad de 6rganos ha llevado a los investigadores a plantear la
posibilidad de utilizar células y materiales de diversa naturaleza para la
reconstruccién de organos y tejidos, para dar asi nacimiento a una disciplina
conocida hoy como ingenieria de tejidos (IT) [5], la cual se define como el uso de
los principios y métodos de la ingenieria, la biologia y la bioquimica orientados a la
comprension de la estructura y la funcion de los tejidos normales y patolégicos de
los mamiferos, y el consecuente desarrollo de sustitutos biol6gicos para restaurar,

mantener o mejorar su funcion[6].

1.2 BIOCOMPATIBILIDAD

La adsorcion de proteinas juega un papel fundamental en la produccion de
implantes biocompatibles. La biocompatibilidad de los materiales depende en gran
medida de las interacciones que ocurren entre la superficie y el ambiente

bioldgico. Se sabe que el contacto de un cuerpo vivo con un material induce la

! Dicese de tejidos, células, suero, etc., pertenecientes a un individuo de la misma especie pero no de la misma estirpe que
la del individuo considerado.



adsorcion de proteinas en su superficie, creando una interfase, en la que otras

proteinas y células se adsorben [7].

Las propiedades de la monocapa adsorbida de proteina son de vital importancia
en la integracion del implante en el cuerpo. Dependiendo de la complejidad del
tejido al que se va a implantar, se requieren ciertas caracteristicas, un ejemplo
claro de esto son los huesos y los dientes, los cuales necesitan de una excelente
adhesiéon direccionada de proteinas, que permita el crecimiento, formacion y
estabilizacion del conjunto implante-hueso, para llevar a cabo el proceso de

biomineralizacion.

1.2.1 Polimeros biocompatibles y biodegradeables. Los materiales sintéticos
han sido aplicados para la sustitucion de tejidos y 6rganos, ya que cumplen con
algunas funciones auxiliares, y mejora de la comodidad y el bienestar de los
pacientes. Con materiales sintéticos se pueden crear tejidos y Organos con
propiedades mecanicas controladas y comportamiento biolégico bien definido. En
el area de biomateriales, hay dos tipos de polimeros sintéticos: no absorbible, y
absorbible. Los polimeros no absorbibles se han utilizado como materiales clave
para los 6rganos artificiales, implantes, y otros dispositivos médicos. En la mayoria
de los casos, los polimeros absorbibles no son adecuados en la fabricacion de
dispositivos permanentes, ya que la absorcion o la degradacion de los materiales,
implica deterioro de las propiedades del material [1].Estos polimeros absorbibles
son utilizados para formar matrices tridimensionales que sirven como dispositivos
gue proporcionan a las células el apoyo necesario para su proliferacion,
manteniendo sus funciones diferenciadas, generando las sefales biologicas
requeridas para la conservacion de la expresion génica especifica, ademas,
definen la arquitectura del tejido. Permitiendo que las células generen tejido

natural a una velocidad similar a la que el tejido artificial va saliendo del cuerpo [8].

El acido poli-lactico (PLA) es un polimero sintético absorbible de la familia de los

alfahidroxiacidos o0 poliésteres alifaticos, el cual es biocompatible,



inmunolégicamente inerte, atoxico, reabsorbible y biodegradable ya que produce
la metabolizacién del acido lactico que comienza con la actividad de la enzima
lactado deshidrogenasa (LDH) sobre el lactato, transformandolo a piruvato, el cual
sufre una reaccion de descarboxilacion oxidativa generando acetilcoenzima A que
se integra en el ciclo del acido citrico o Ciclo de Krebs mitocondrial. El resultado
de cada ciclo es ATP debido a la fosforilacion oxidativa, mads H,O y CO,, que
seran posteriormente eliminados por la respiracion y por la orina. Haciendo del

acido poli-lactico un material clave para materiales en aplicaciones biomédicas[9].

1.3 ADSORCION DE PROTEINAS

Cuando la proteina se pone en contacto con una superficie sélida, ésta ultima
sufre ciertas modificaciones causadas por la adsorcion que se lleva a cabo en
dicha superficie [10]. Por otro lado, las propiedades de la superficie influyen en la

adsorcion de proteinas, siguiendo ciertas tendencias generales:
e La afinidad de la superficie es determinada por la hidrofilicidad [11, 12].

e La disminucion de la estabilidad de la proteina, aumenta la afinidad de la

adsorcion en la mayoria de las superficies [12, 13].

e Las proteinas con cargas eléctricas opuestas a las de la superficie, se adsorben
con mayor afinidad [14, 15]. Ademas la afinidad en la adsorcion, depende de la

ubicacion de la carga superficial [16].

e El tamafio y la forma de la proteina puede desempefiar un papel importante en
la adsorcion, ya que el numero de sitios de union por proteina adsorbida, se

incrementan.

1.3.1 Colageno. El colageno es una proteina de la matriz extracelular, cuya
estructura es la mas grande del reino animal. La molécula de colageno tipo | (largo

~ 30nm, didmetro ~ 1.5nm) es una hélice formada por tres polipéptidos. Las partes



no helicoidales son llamadas telopéptidos, y se encuentran al final de cada
molécula. El colageno puede agregarse en forma de fibrillas, in situ e in vitro [17].
Ademas contiene secuencias de aminoacidos, los cuales pueden ser reconocidos
por células receptoras [18]. De esta manera debido a su forma, dimensiones y su
propiedad de autoadherencia, el coldgeno ofrece perspectivas promisorias para
crear una capa de adsorbato, con un direccionamiento deseado.

1.3.2 Albumina de suero bovino (BSA). La albumina es una proteina abundante
en el plasma sanguineo, que desempefa un papel importante en el transporte de
compuestos de bajo peso molecular por la sangre [19]. Esta proteina globular en
forma esferoidal con dimensiones de 4nm*4nm*14nm [20], posee una gran
adaptabilidad debido a que es una “proteina suave” y representa un 52-62% en el
plasma de la sangre [21]. Su principal funcién fisiol6égica es mantener la presion
osmoética y el pH de la sangre ademas de transportar una gran cantidad de
componentes endogenos y exoégenos, incluyendo acidos grasos, metales,

aminoécidos [22].

1.4 DIRECCIONAMIENTO DE PROTEINAS

Como respuesta a los requerimientos direccionales de las proteinas para la
formacién de tejidos, se han implementado numerosas técnicas. Usando flujo;
como la extruccion mecanica, la utilizacion de canales microfluidilizados y por
anisotropia quimica. Sin embargo, éstas han presentado inconvenientes en la
densidad de formacion, la elasticidad, y el tamafio final [23-28]. Por otro lado
también se han orientado las fibras de proteina, utilizando campos magnéticos, los
cuales requieren la utilizacion de imanes superconductores, ya que el colageno
posee un valor bajo en la constante diamagnética [29]. La orientacion por
inmersion en soluciones concentradas [30] y por electrospinning, son técnicas que
pueden tardar de semanas a meses Yy ademas tiene una limitacion muy

importante, la utilizacion de utilizacién de solventes toxicos y corrosivos [31].



Debido a estos problemas se ha presentado un enfoque alternativo, la
manipulacion electroquimica la cual puede disminuir el tiempo de proceso a
minutos u horas, utilizando como variables claves, el voltaje y la corriente, con
electrodos en una solucién de proteina en una celda electroquimica, en donde al
aplicarse un voltaje determinado es posible producir el direccionamiento de la

proteina [32].

1.5 ACTIVACION SUPERFICIAL

En los ultimos afios se han desarrollado una serie de técnicas de activacion
superficial, para el desarrollo de dispositivos biomédicos que permiten la obtencién
de biomateriales sofisticados. Estas técnicas van desde la fotolitografia, ablacion
por laser, manchado, litografia por haz de electrones, nanolitografia de inmersion,
hasta la activacion por fuerzas magnéticas [33]. La fotolitografia implica la
irradiacion de una superficie con un haz de alta energia, por lo general de luz
ultravioleta. La alteracién superficial puede causar fotodisociacion, rotura de
enlaces quimicos, el inicio de polimerizacidn [34-36], produciéndose de ésta forma

superficies activas superficialmente [37].



2. DESARROLLLO EXPERIMENTAL

En este trabajo se estudiaron las propiedades termodinamicas de la adsorcion
direccionada electroquimicamente de coldgeno y BSA, en superficies de PLA
activadas por irradiacién con luz UV, realizando un monitoreo en tiempo real de su

interaccion mediante técnicas electroquimicas y microgravimétricas.

La técnica electroquimica denominada EIS Electrochemical impedance
spectroscopy, es una herramienta eficaz para estudiar los procesos de electrodo,
utilizando una perturbacion de caracter eléctrico, un voltaje de corriente continua,
que superpone una sefial de potencial sinusoidal de amplitud pequefia. Este
meétodo permite la medicion de la capacitancia de la doble capa, de la interfase
electrodo/solucion, con lo cual es posible generar modelos en forma de circuitos
equivalentes que permiten obtener informacion de la pelicula modificada en la

superficie del electrodo [38, 39].

La microbalanza de cuarzo Quartz Crystal Microbalance QCM, es una potente
técnica para realizar un seguimiento de la cinética de adsorcion de diferentes
sistemas, solido-liquido y sélido-sélido, como los atomos, moléculas, proteinas o
incluso de células vivas [40, 41]. ElI fendmeno fisico del sensor se basa en el
efecto piezoeléctrico. En el cristal de cuarzo se produce una onda acustica que
interacciona con el medio en contacto con el cristal. El tipo de interaccion es
generalmente caracterizada a través de desplazamientos de fase y amplitud
(dependiente de la frecuencia), siendo dichos desplazamientos funcién de la
composicion y propiedades del medio en contacto. La onda acustica se propaga
en una pequefa distancia, en el medio en contacto, de esta forma la respuesta

esta determinada predominantemente por las propiedades interfaciales.



2.1 MATERIALES

Acido poli-lactico (PLA) sintetizado por policondensacién del &cido L-lactico
(MERCK) con Zn*? como catalizador. Este polimero fue disuelto en acetona

(MERCK) a 15% p/v para realizar las electrodeposiciones.

La solucion salina amortiguada por fosfatos, posphate buffer solution (PBS)
utilizada para la dilucion de la proteina, se preparé a partir de NaCl (MERCK),
Na;HPO,-2H,0 (CarloErba), KCI (MERCK), K;HPO, (CarloErba) y tamponado a
un pH de 7,4.

Reactivos Cantidad

NaCl 8,06 g

KCI 0,22 g

Na,HPO, 1,15¢

KH,PO, . H,O 0,20 g
dH,0 Aforar 1L

Tabla 1. Composicién salina de PBS.

La Albumina Bovina (BSA) 98% para electroforesis (Sigma A7906).

El colageno fue empleado como polvo liofilizado (RSADO08125201), el cual fue
caracterizado usando FT IR, cuyos espectros se muestra en la figura 1. En donde
el espectro del colageno tomado de la literatura se encuentra en la parte superior

del espectro obtenido experimentalmente.

Colageno

teorico ~a

\\

coldgeno
experimental

L TR TR R R ETETETE R,

Figura 1. Espectro de FT-IR tomado de la literatura y experimental del colageno.



2.2 ELECTRODEPOSICION DE LA PELICULA DE PLA SOBRE EL CRISTAL
DE CUARZO Au/Cr

Para realizar el recubrimiento de los cristales de cuarzo con la solucion de PLA en
acetona al 15% p/v, se utiliz6 una fuente de potencia, marca Thermo Electron
Corporation EC570-90, para aplicar un voltaje de 3 Voltios, donde el catodo fue
conectado con el cristal de cuarzo de Au-Cr y el anodo a una lamina de acero,
como se muestra en la figura 2.a), durante un tiempo de 5 minutos a condiciones
estandar de presion y temperatura. Posteriormente se irradié un area preferencial
con un espesor de 1mm vy longitud 1in con luz UV ubicada en el centro del cristal
(Figura 2.b)).

a) b)
Cristal de l | Acero
cuarzo
3V-S5min Fuente de luz UV
':"‘_< —d & 32 _l }_ Alumnio
&P & z PLA
ol R 9 O | I ] | cristal Au-cr
DI —
& PP
15%pvPLA P

Figura 2. Esquema de electrodeposicion de PLA sobre el cristal de cuarzo (a), esquema de la
activacion superficial usando luz UV (b).

2.3 QCM Y MEDICIONES ELECTROQUIMICAS DE ADSORCION.

Se prepararon soluciones de proteinas en PBS a 5, 12.5 y 20 pg/ml. Para las
mediciones electroquimicas y de la QCM simultaneas, se emple6 una celda plana
de tres electrodos, en donde el electrodo de trabajo fue el cristal recubierto,
contra-electrodo de grafito, y un electrodo de referencia de Ag-AgCl. Las
mediciones electroquimicas se realizaron usando un potenciostato GAMRY
PC4/750 y las mediciones de la QCM se realizaron con una QCM200 Stanford

Research Systems, previamente calibrada. Las mediciones de espectroscopia de
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impedancia fueron desarrolladas en un rango de frecuencia de 0.01 a 100000 Hz a
un voltaje natural de OV y 0.15, 0.30 y 0.45 V de potencial de corriente continua y

10mV de potencial de corriente alterna. El montaje se muestra en la figura 3.

Potenciostato - !
3 |
. ! -
Q
C -~
Bano
M
termostatado
4
.' et
: ® . = q- ..‘ —
. ».
Agua
eraciectrodo | | Electrodo de
(grateo) Wl 1 refersnca
Ag/ALCH
EleciroMo = Agua
L—'@z__'

Electrodo de tradbao
(cnutal de cvarzo)

Figura 3. Fotografia y esquema del montaje EQCM.

Para el desarrollo del trabajo, se realiz6 un disefio de experimentos cuyas

variables se muestran en la tabla 2.

5 0.15 25
12.5 0.30 37
20 0.45 45

Tabla 2. Variables para el disefio de experimentos.
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3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 ANALISIS DEL PROCESO DE ADSORCION POR EIS

La técnica de EIS fue empleada para investigar la adsorcion de la proteina de BSA
y colageno en el recubrimiento de PLA. Para asegurar la caracterizacion completa
de la interface y los procesos superficiales, las mediciones de EIS fueron
realizadas con siete puntos por década, desde 0.01 a 100000 Hz, a un potencial
natural de 0.0V y a 0.15, 0.30 y 0.45V. La figura 5 muestra el espectro obtenido
para la adsorcién de solucion para BSA de 20 pug/ml a 45°C, espectros similares
fueron obtenidos para las demas concentraciones y temperaturas. La presentacion
de los datos en forma de espectros de Bode, mostraron claramente la presencia
de dos constantes de tiempo, una a alta y otra a baja frecuencia. De acuerdo a
esto, se pudo representar el fendmeno de adsorcion en polimeros biodegradables
con un circuito eléctrico equivalente similar al de un material con recubrimiento
poroso, como se muestra en la figura 4. De esta manera, asumiendo la existencia
de las dos constantes de tiempo, los datos experimentales fueron ajustados
usando el software Zview 2 (los resultados de la simulacion se presentan en el

anex A).

[ CPE,

R,

Figura 4. Circuito equivalente.

En este circuito, los elementos eléctricos tienen los siguientes significados: Re es
la resistencia del electrolito (PBS + proteina) entre el electrodo de trabajo y el
electrodo de referencia, R; es la resistencia de los procesos faradaicos de

12



degradacion en la interfase polimero-solucién, la capacitancia representada como
un elemento de fase constante a altas frecuencias CPE1, R, es la suma en serie de
la resistencia a la transferencia de carga de la interfase cristal-polimero y la
resistencia a la transferencia de carga de adsorcion entre el polimero y la proteina
en la zona de altas frecuencias, debido a que entre el cristal y el recubrimiento
polimérico no existe transferencia de masa, R, se puede asumir como la
resistencia total a la transferencia de carga de adsorcion y CPE; es la capacitancia
caracteristica de los procesos de carga y de adsorcion, que se evidencia a bajas
frecuencias. Se realizO un ajuste de los datos obtenidos en las pruebas
electroquimicas para determinar los respectivos circuitos equivalentes
encontrando buenos ajustes, con porcentajes de error entre 1 y 5% entre los datos
experimentales y los ajustados (linea punteada y continua, respectivamente en la
Figura 5) en donde se usa un elemento de fase constante (CPE) dependiente de
la frecuencia en lugar de una capacitancia pura (C). En general, el uso de CPE es
necesario debido a una distribucion de los tiempos de relajacion como

consecuencia de las heterogeneidades presentes a nivel microscopico de la

interfaz.
7 3.5E+06
. 2 2
] 7 _ 3.0E406 Nyquist .
© C.2.5E+06 &
—5 2 o
c v 5 2.0E406 o
= & £ *
N, w & 1.5E+06 4
h £ .
S N 1.0E+06 2
o0 &
3 3 f: &
A= 5.0E+05 /
2 -70 0.0E+00
-4 1 6 0.0E+00 2.0E+?6 4.0E+06
f [Hz] Zreal [Q]
a) b)

Figura 5. Espectro de adsorcion de una soluciéon de BSA de 20 ug/ml a 45°C, a) Diagrama de Bode
y b) Diagrama de Nyquist.

Rt se define como una interseccidén de una curva extrapolada EIS en un diagrama

de Nyquist con el eje real
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(1)

Ree = lim |(Zf)real

f-méx

Trabajos realizados anteriormente han mostrado que la resistencia a la
transferencia de carga es inversamente proporcional a la masa adsorbida
especifica en la superficie del electrodo [42-44], por lo tanto, pueden ser utilizadas
como una medida de la velocidad de reaccion y de la cantidad de proteina
adsorbida en la superficie. Como consecuencia se asume el inverso de la
resistencia a la transferencia de carga R™, es directamente proporcional a la
cantidad de proteina adsorbida, /" (molcm™) y a la densidad de carga superficial,

Qaps (Cecm™), como se muestra en la ecuacion (2):

re Qaps

7 (2)

Para los calculos en este trabajo se asume que n=1 en las dos proteinas.

La adsorcion de proteinas puede ser descrita con la ecuacion de Langmuir [42, 43,
45] (Ecu. 4) expresa la relacion entre la concentracion de la proteina, c, y la

cantidad de material adsorbido en la superficie:

c _ 1 4 c 3)
(Ree)™t (Re)™ o, Ree)™t o Baps
c 1 4 c @
r I_méx rméxBADS

Donde By4ps es el coeficiente de adsorcion y I,,,5, representa la maxima cantidad
de material que se puede adsorber en la superficie. Estos, valores se obtienen del
intercepto y la pendiente de la curva de ¢/I" contra c , respectivamente. El B,ps
esté relacionado con la afinidad de la proteina a ser adsorbida en la superficie del
electrodo a una temperatura dada. Por lo tanto se puede obtener la energia libre

de adsorcion como [45]:

AG = —RTLn(55.5 Byps) (5)
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En donde 55.5 (dm®mol) es la concentracién molar de la solucién acuosa (PBS).

Los resultados mostraron (Figura 6 a, b, ¢ y d), que la adsorcién de proteinas
(BSA y colageno) es espontanea a las diferentes temperaturas, mostrando una
disminucién en el valor de la resistencia a la transferencia de carga al aumentar la
concentracion de proteina. Los datos calculados se muestran en el anexo B.
Resultado que concuerda con la literatura [42, 43]. Por dltimo se realizaron los
calculos del cambio de entropia y de entalpia, como la pendiente y el punto de

corte de grafica AG vs T , respectivamente (Tabla 3).

a) 0,00 V b) 0,15 V
-2.0E+04
y = -377.3x + 91207 -1.6E+04 1
-2.28404 4 R?=0.913 -1.8E+04 + y = -424.3x + 10672
5 ='-2.0E+04 -
2 -2.4E+04 S OE+0
S £ .2.2E+04 -
c )
@ -2.6E+04 - @ -2.4E+04 V=
< < 2.6E404 |
-2.8E+04 4 y=-71.26x-5130. o
R%2=0.825 -2.8E+04 -
-3.0E+04 T T -3.0E+04 T T
290 300 1k 310 320 290 300 310 320
T[K]
—¢— BSA —@— Coldgeno —o— BSA —@— Colageno
c)0,30V d) 0,45V
Bl Bl 154.4x + 26250
1.8E+04 A y=-134.9x + 21516 -1.8E+04 y=- o X +
—_ R?=0.979 = 5 0E+04 4 R? = 0.882
E ~2.0E+04 7 g ' \!.
£ 226404 - £ 226004
~. i © -2.4E+04
Qg 2A4E+04 y =-78.13x - 3354, a
-2.6E+04 - R? = 0.894 -2.6E+04 oy =.410.7x + 10167
> 8E+04 4 ‘\_ -2.8E+04 R? = 0.981
-3.0E+04 | | -3.0E+04 T T
290 300 T[K] 310 320 290 300 T[K] 310 320
== BSA —&— Colageno == BSA —&— Colageno

Figura 6.Cambio de energia libre de Gibbs de adsorcién con la temperatura obtenidos usando EIS,
a) 0,00V, b)0,15V,c)0,30Vyd)0,45V.
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En la Tabla 3 se observa la influencia de la irradiacion con luz UV como una
activacion superficial haciendo que la energia libre de Gibbs de adsorcion tenga

un valor superior a una misma temperatura (25°C).
3.2 ANALISIS DEL PROCESO DE ADSORCION POR QCM

La figura 7 muestra la respuesta de cambio de frecuencia vs tiempo, como
resultado de la adsorcion de BSA a 37°C, en una solucidon de 20ug/ml, obtenida
usando la QCM. Similares respuestas se obtuvieron para las todas las
concentraciones, en cuyo grafico correspondiente se observd una disminucion en
la pendiente con la disminucién en la concentracion, de igual forma, para el
colageno. Con base en los cambios de frecuencia en el estado de equilibrio de
adsorcion, cuando el cambio en masa fue nulo, se calcul6 la cantidad de proteina
adsorbida en la superficie del recubrimiento de PLA usando la ecuacion de
Sauerbrey:

—2F¢
AF = ——Am (6)

N

Donde AF es la medicién de cambio de frecuencia [Hz], F, es la frecuencia de
resonancia del modo fundamental microbalanza de cuarzo [Hz], A es el area

efectiva del electrodo, p, es la densidad del cuarzo 2.648 [g cm?, K, es el

médulo de corte del cuarzo [2.947 x 10™ g cm™ s], Am es el cambio de masa

[Kg], por lo tanto agrupando todos los valores constantes, tenemos que:
AF = —C;Am 7)

El factor de sensibilidad para el cristal C; tiene un valor 56,6 Hz ug™ cm? para un

cristal AT-cut 5 MHz.
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Figura 7. Espectro cambio de frecuencia con respecto al tiempo para una solucién de albumina de
suero bovino de 20 pg/ml a 37°C.

Cuando la QCM se emplea en solucién acuosa la ecuacion (7), no puede ser
empleada debido a los efectos de las propiedades interfaciales como la
viscosidad, densidad y conductividad [46, 47, 48]. Sin embargo, se conoce que la
ecuacion (7) puede ser usada para un sistema en condiciones especificas, donde
la influencia de los cambios de la viscoelasticidad del polimero son despreciables.
En este trabajo, en el cual los tiempos de prueba fueron cortos, alrededor de 1.5
horas de exposicion en medio acuoso, se puede asumir que no se presentaron
cambios viscoelasticos. En los experimentos, se observé una relacion lineal entre
el cambio de masa y la frecuencia de la QCM en el aire y en solucién acuosa. Esto
significd que la ecuacion de Sauerbrey pudo ser aplicada en el sistema acuoso de

la experimentacion.

En consecuencia y basados en los cambios de frecuencia, se calcul6 la cantidad
de proteina adsorbida especificamente en el recubrimiento de PLA Am [ug/cm?].
Los datos de la QCM, al ser obtenidos simultAneamente con los electroquimicos,
también pueden ser tratados usando la isoterma de adsorcion de Langmuir. En
donde el cambio especifico de masa Am [ug/cm?] se sustituye por F, que

representa la cantidad de proteina adsorbida por unidad de area y puede ser

reemplazado en la ecuacion (4):

c __1 ., ¢
|Am|  [Ampa|  [AMy a0l Baps

(8)

17



-30000

y =-2234x + 61358

-50000 R2=0.831

-70000 —&— Colageno

AG [J/mol]

-90000 |y=-1015.x+22928 —o—BSA

R?=0.786

-110000

295 300 305 310 315 320
TIK]

Figura 8. Cambio de energia libre de Gibbs de adsorcién con la temperatura obtenidos usando
QCM.

Consecuentemente, de la curva de C/|Am| contra la concentracion C , se obtuvo
una relacién lineal de cual se obtuvieron los valores de Byps Y |Am,s,| de la
pendiente y de corte, respectivamente. De esta forma se puede realizar los
calculos de AG usando la ecuacion 5, como se muestra en la figura 8 (calculos en

el anexo B) y los cambios de entalpia y entropia tabla 3.

3.3COMPARACION DE LOS PARAMETROS TERMODINAMICOS OBTENIDOS
DE LA TECNICA EQCM

Tanto de EIS y de QCM se obtuvieron las propiedades termodindmicas, estas
propiedades se compararon. Se esperaba una activacién superficial al aplicar un
voltaje de 0.15V, 0.3V y 0.45V. Un aumento en el AG corrobora la hipétesis
planteada de la activacién, de igual forma se observa una activacién superficial en

el PLA al ser irradiado con luz ultra violeta.

ov 0.15V 0.3V 0.45V QCMm
TIKE Proteina = G (ymoll  -AG [imol]  -AG [J/mol]  -AG [imol]  -AG [Jimol]
298,15 BSA 26527.89  26819.86  26527.89 2053459 5712658
coL 20750.92 1930452  18639.81  19537.11  75917.77
310,15 BSA 26853.78  27899.31  27899.31  21687.66  67673.88
coL 27157.49 2611197 2057419  26853.78  79548.71
318,15 BSA 28028.70  28618.94  28028.70  28618.94  104129.4
coL 28028.70  27546.45 2120455 2249577 9744861

298,15 BSASIN UV 26266.72 26266.72 26266.72 27271.80 54353.24
COLSIN UV 25814.78 20161.42 21139.33 20870.34 71476.32
Tabla 3. Datos calculados del cambio de energia libre de Gibbs de adsorcion.
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Aunque la QCM es una técnica muy sensible, no es selectiva, esta es la razon por
la cual se obtienen mayores valores de cambio de energia libre de adsorcién, ya
gue se tienen en cuenta la adsorcion de especies no electroactivas, ademas de la
degradacion de la superficie polimérica. El proceso de adsorcion de albumina y

coldgeno se puede esquematizar como se muestra en la figura 9

a) b)

Figura 9. Esquema de adsorcién de proteinas: a) Albumina, b) Colageno.

Los valores obtenidos de entalpia y entropia concuerdan con la literatura y se
muestran en la tabla 4, caracterizado por un proceso endotérmico, resultado de las
siguientes contribuciones: cambios en el estado de hidratacién de la superficie,
asociacion/disociaciéon de protones de grupos cargados en la superficie, a la
superposicion de campos eléctricos, debidos a los voltajes aplicados, a la
incorporacion de otros iones diferentes a protones en la superficie adsorbida y
finalmente a la reacomodacién de la moléculas de las proteina [51], dando como
resultado un proceso de adsorcion espontaneo [43, 44, 49, 50]. Sharon G. Roscoe
y colaboradores encontraron que la entalpia de adsorcion es debida a algunos
aspectos del proceso, como desplazamiento del solvente en la superficie del
electrodo y a los cambios en la tension superficial por el estado de hidrataciéon de
las proteinas en adicién a sus cambios estructurales [51]. Los grandes valores de
la entropia se deben a la gran dispersion de proteina en la superficie, favoreciendo
la adsorcién.
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oV 0.15V 0.3V 0.45V QCM
Proteina AH AS AH AS AH AS AH AS AH AS
J/mol  J/molK J/mol J/molK J/mol J/molK J/mol J/molK J/mol J/molK

BSA -5130 71.26 -2E-9 89.95 -3354 78.13 99983 404.2 20493 878.9
COL 91207 377.3 10672 4243 21516 1349 24569 1479 14296 3025
Tabla 4. Datos calculados a partir de la curva de cambio de energia libre de Gibbs con la
temperatura.

En la figura 10 se observa la morfologia de las peliculas de PLA en los cristales,

con las proteinas de BSA y coldgeno inmovilizado sobre su superficie.

PLA

Figura 10. Micrografias de la superficie a 10X a) cristal recubierto con PLA, b) cristal con BSA
adsorbida de una solucion de 20ug/ml en recubrimiento polimérico y c) cristal con Colageno
adsorbido de una solucién de 5ug/ml en recubrimiento polimérico.

La adsorcion de proteina sobre la superficie polimérica, presentdé una zona de
mayor adsorcién de proteina BSA (figura 10.b)), como resultado de la activacion

superficial. Se observa que la proteina que respondio a la activacion direccionada

fue la proteina de colageno.
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4. CONCLUSIONES

Las mediciones simultaneas de espectroscopia de impedancia electroquimica y en
microbalanza de cristal de cuarzo, permitio establecer que el proceso de adsorcion
fue descrito por la isoterma de Langmuir. A partir de las micrografias tomadas, se
evidencia que el colageno adsorbido tuvo un mayor direccionamiento sobre la
superficie polimérica activada, debido muy probablemente a su forma helicoidal la
cual permite una mejor acomodacion e interaccion con la superficie que la BSA,

cuya forma es esférica [43].

La resistencia a la transferencia de carga es inversamente proporcional a la
concentracion de proteinas, indicando que la adsorcion esta acompafiada por una
transferencia de carga del electrodo a través de los grupos carboxilo en la proteina
[42].

La tendencia de los valores de energia de Gibbs de adsorcién, muestran que las
moléculas de proteina con menor peso molecular (BSA) tienen mayor afinidad con
la superficie, por sus mayores valores negativos en la energia de Gibbs. Ademas
de mostrar mayor espontaneidad en los procesos de adsorcion de proteina,

llevados a cabo a un sobrepotencial de 0.3V.

La tension superficial del PLA aumenta al activar la superficie de material
mediante la adicibn de un potencial o por irradiaciéon con luz UV, debida al
aumento en la energia libre de Gibbs, la cual es directamente proporcional a la
tensién superficial. Evidenciando que se puede mejorar la hidrofilicidad y a la vez

la biocompatibilidad.
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ANEXOS
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ANEXO A

PARAMETROS DE CIRCUITOS EQUIVALENTES
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25 28.8012 2'3?)25'5‘ 074 357513868 0.00108992 0.804 12938000
5 45 168.895 2'2(1)21'5' 0451 12972.9394 1.059E-05 0.796 15300000
25u SI" 43.8384629 9'3(1)365 0.754 106055.016 3.9869E-06 0.65 29600000
25  27.6602002 1.604E-07 0.715 82761.7848 1.238E-06 0.542 4404512.33
37 3.61640037 5'0?)%85 0908 97958.2381 4.6177E-06 0.586 1302485.39
12,5 9.0576E-
45 392.088 o 0393 44319873 2.6997E-07 0.713 4159814.41
2‘1 \SI'” 439.272  2.669E-08 0.45 943273.158 2.1199E-06 0.317 6570807.45
25 272.712 4'3%)%5'5' 0405 117601711 6.1342E-06 0308 163780.88
1.0333E-
37 49.0160234 os 0373 85361619 0.00011767 0.707 418292.129
20 3.9845E
45 201.637 9895 0693 145360504 5.8214E-07 0517 865337.854
25u§|n 146.805 2'5(1)%2'5' 0857 127847523 3.5081E-06 0.316 1194180.85

Parametros de circuitos equivalentes para BSA a 0V.

25 138.39 1.822E-08 0.759 185130.139 2.3428E-07 0.195 3950596.6

37 20.7422239 1.9216E-07 0.748 162685.691 1.7418E-07 0.587 12525346.8

5 45 2.46534184 4.0818E-07 1 104166.579 1.1575E-06 0.364 7785856.98
25u\slin 4.81190242 3.9554E-08 0.746 185564.558 4.5603E-06 0.083 4626528.46

25 27.6602002 2.5539E-07 0.821 34730.1328 7.0153E-06 0.288 795779.602

37 131.915555 2.1689E-08 0.649 62472.1053 3.0757E-06 0.407 2641002.67

125 45 3.1036815 1.0392E-06 0.688 62086.4836 2.5515E-07 0.452 2229761.27
Zi\slin 5.74481005 2.3407E-08 0.793 146251.447 4.3394E-07 0.034 1113939.64

25 471414369 1.8199E-08 0.833 153188.28 5.5043E-08 0.195 339351.542

37 5.75170703 1.161E-08 0.671 89875.1568 1.9258E-05 0.184 553106.985

20 45 88.4953 8.0791E-09 0.599 68208.6178 2.6341E-08 0.409 599368.042
ZSU\S/in 5.30625673 4.8462E-07 0.268 97504.6421 7.0885E-06 0.677 306018.664

Parametros de circuitos equivalentes para colageno a 0V.
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25 27.3446 2'4?)225 0738 3192.69553 0.00407421 0879 12253068

5 37 18.9569 7'3321'5‘ 0873 830539242 0.00042691 0.843 5749000

25u " 495671008 8'7(7)?;15 0634 74544888 5.5497E-06 0492 15146000
1.3251E-

25 21.971278 > 0.655 57441.805 1.2698E-05 055 2678376.24
2.7195E-

37 0.24653431 e 0.847 44417.9615 7.5029E-07 0561 1441163.35
12,5 6.2108E

45 360.391 21005 0289 34460.1130 9.0706E-07 0.679 2771644.37

25u\‘°;'“ 360.769 1'6328'5' 0728 112027.479 1.9949E-08 0.326 3854287.54

25 275.171 4'5(7)285 0431 11856.3242 6.8015E-06 0.351 170957.098
8.6698E-

37  54.9968829 o 0334 722075332 0.00034512 0757 268536.161
20 3.0629E

45 262.453 00295 0674 82609.0654 2.6653E-06 0.606 441973.387

25:] " 190.808995 1'03234'5' 0428 241385318 6.5614E-07 0.407 606807.248

Parametros de circuitos equivalentes para BSA a 0.15V.

25 195.11 1.9354E-08 0.722 94764.8525 4.1773E-07 0.235 1986500
37 89.8997 2.9188E-08 0.786 214320.875 1.1312E-06 0.563 5934460
5 45 2.19723823 1.5847E-06 0.711 70947.7572 1.1417E-06 0.254 4917270
ZEL\SIin 2.64166138 2.5914E-06 0.853 37063.4391 9.3892E-07 0.178 1966842
25 65.8870653 4.418E-08 0.655 27504.6854 6.6699E-05 0.48 652539.011
37 139.173101 1.1842E-08 0.516 34513.8115 2.0782E-05 0.452 1344334.3
125 45 104.528463 1.0528E-08 0.354 36168.5737 6.866E-07 0.516 1225717
25u\slin 3.1036815 8.6232E-07 0.624 33187.0581 9.5433E-07 0.399 628420.128
25 117.787 1.8776E-08 0.683 67200.6892 5.0515E-05 0.389 315769.336
37 255.607 1.033E-08 0.615 47402.2543 6.9266E-05 0.434 493646.732
20 45 110.549124 4.5261E-09 0.201 16582.6655 1.9945E-06 0.474 362768.014
25u\slin 15.1088 1.8262E-08 0.712 76870.0229 6.8761E-07 0.238 236164.263

Parametros de circuitos equivalentes para colageno a 0.15V.
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25 26.7542 2'7(7)§4E' 0.753 347594201 0.00182895 0.842 13000246
37 188814  7.804E-08 0.875 6811.13237 0.00048747 0.835 5946826
> 45 119138 "% 0361 101244100 25195605 0.669 13964682
258N 11055656 1364E-08 0471 550837706 11483E-05 053 15224648
25  34.8050073 0.253E-08 0.689 53774.3724 8.8684E-06 0.573 2945457.5
37 276615005 ~°S0ME" 0850 460661149 5.9112E-06 0467 1385012.46
125 45 338757  1.099E-08 043 403622631 8.5111E-07 0.661 3806264.14
» \Sli“ 328341 >O3E 0704 355481561 6.5073E-06 0.443 42401385
25 276088 P2°% 0474 127301355 9.0044E-06 0.374 142720.383
37 549968820 1.143E-08 0.364 6759.47656 0.00030994 0.734 235754.547
20 45 234185 “O02% 0735 825658738 2.6544E-06 0.623 138255606
zsuji“ 170.600441 %914 0249 106152567 2030E-05 0505 787308.986

Parametros de circuitos equivalentes para BSA a 0.3V.

25 217.04 2'6228'5' 0803 81701.048 2.0357E-07 0226 1963795.4
37 105581  2.686E-08 0.756 164201.689 1.3713E-06 0.553 454746522
5 -
45  1.74532837 2'82865'5 0799 60432.0738 6.6137E-06 0.385 3712467.61
25u SN 130,607 7'2‘3%45 0764 146133.101 4.0273E-05 0.255 1943974.69
3.1918E-
25  87.1557427 o 0.639 27592.9773 9.8989E-05 0.697 788965.376
1.6575E-
37 194.832852 o 0753 43182.0436 2.3478E-06 053 1205087.77
12,5 5.5046E
45 241921896 O00°F 0401 20646.4630 2.13BE-07 0.417 908559.287
25:] 3" 131593539 1'1(2)?,;6'5' 0461 24616.6275 1.7331E-06 0.399 505962.342
1.9242E-
25 178.147 o 0741 45462.3627 7.5026E-05 0538 352630.239
37 338.955 1'7?)35'5' 0753 63181.3321 0.00013305 07  480065.791
20 2.9729E
a5 35372802 91%9F 0242 176502312 21236E-06 053 457698.985
25U\S/'" 168.713 1'1338'5' 0561 51313.9154 6.1739E-05 0477 106857.598

Parametros de circuitos equivalentes para colageno a 0.3V.
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25 26.0294 2'93365 0763 129850083 9.8653E-05 0576 3021825.46
37 18.8905 7'7?)%7'5‘ 0876 352436214 6.8391E-05 0584 3899648.78
5 4.7207E-
45 107.573 = 0355 11160.3434 2.5296E-05 0.673 14964694.4
25{’1 SN 659928 8'3331'5‘ 0643 44977.1184 1.7312E-06 0.357 8206879.54
2.2421E-
25 195819221 2 0712 305752311 1.6398E-06 0.374 863756.499
3.8858E-
37 24.6521793 o 0.868 36394.144 15982E-05 053 974092.203
12,5 9.2547E
45 328.456 2547E" 0301 360285873 3.0404E-07 0301 3131147.73
25u SN 283.160 3'72225 0702 182215.045 8.5282E-07 0.149 1507432.22
25 280.224 6'4%:;15 0413 134509635 1.1135E-05 0.413 161342752
1.0801E-
37  54.9968829 o 0327 764511769 0.00020524 0.735 300578.152
20 3.6047E
45 223562 BTE- 0677 00830.6408 7.2476E-07 0527 194751144
25u§|n 265.201159 3'03(;;95 0212 2714.90722 0.00092014 0.197 13126.3276

Parametros de circuitos equivalentes para BSA a 0.45V.

25 246.841 2.0745E-08 0.724 49445.8513 1.7492E-06 0.07  789343.64

37 34.8994967 1.0241E-07 0.719 63736.6523 1.8701E-06 0.485 4126097.49

5 45 31.1042092 1.125E-07 0.713 22639.4575 9.2453E-08 0.322 597724.448
25u\slin 192.332 2.7819E-08 0.718 50955.357 1.3086E-05 0.03 3202397.49

25 124.260312 2.1725E-08 0.628 8365.71988 4.7647E-05 0.042 217156.983

12,5 45 201.221868 5.8125E-09 0.318 8909.9969 0.0001762 0.563 104355.42
25u\slin 304.561622 3.578E-09 0.268 3282.79268 0.0030181 0.677 840830.889

25 238.284 1.2985E-08 0.569 25589.7882 5.2961E-05 0.088 98009.0428

37 329.323 1.4426E-08 0.682 23632.775  2.154E-05 0.168 133246.329

20 45 89.7178609 3.6657E-09 0.233 554.489561 8.9646E-07 0.352 1266.99264
25u\slin 226.225 1.1284E-08 0.6  25776.6683 1.8922E-05 0.224 120311.464

Parametros de circuitos equivalentes para colageno a 0.45V.
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ANEXO B

CALCULOS ENERGIA DE GIBBS APARTIR DE DATOS ELECTROQUIMICOS Y
DE MICROBALANZA DE CRISTAL DE CUARZO
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5ug/ml 12938000
BSA 12.5ug/ml 4404512.329 0.00000025 0.044444444 26527.89499
20ug/ml 163780.8799
298,15 5ug/ml 3950596.6
COL 12.5ug/ml 795779.602 1.15689E-05 0.00432195 20750.92458
20ug/ml 339351.5418
Sug/ml 5460000
BSA 12.5ug/ml 1302485.395 0.000001 0.033333333 26853.78166
20ug/ml 418292.1287
310.15 5ug/ml 12525346.8
COL 12.5ug/ml 2641002.67  3.33333E-07 0.0375 27157.49548
20ug/ml 553106.9846
5ug/ml 15300000
BSA 12.5ug/ml 4159814.412  0.00000025 0.04 28028.7059
20ug/ml 865337.8544
318,15 5ug/ml 7785856.983
COL 12.5ug/ml 2229761.274  0.0000005 0.04 28028.7059
20ug/ml 599368.0425
BSA SIN 5ug/ml 29600000
12.5ug/ml 6570807.445 0.000000125 0.04 26266.72534
IRRADIAR
208,15 20ug/ml 1194180.846
COL SIN 5ug/ml 4626528.458
IRRADIAR 12.5ug/ml 1113939.636 0.000001 0.033333333 25814.78318
20ug/ml 306018.6635
Célculos del cambio de energia libre de Gibbs 0,00 V.
10ug/ml 12253068.00
BSA 12.5ug/ml 2678376.24 0.00000025 0.05 26819.85783
20ug/ml 170957.10
298,15 5ug/ml 1986500.00
COL 12.5ug/ml 652539.01 4.14697E-05 0.0024114  19304.53563
20ug/ml 315769.34
5ug/ml 5749000.00
BSA 12.5ug/ml 1441163.35 0.0000005 0.05 27899.30876
20ug/ml 268536.16
31015 5ug/ml 5934460.00
COL 12.5ug/ml 1344334.30 0.000001 0.025 26111.96838
20ug/ml 493646.73
5ug/ml 12975740.00
BSA 12.5ug/mi 2771644.37 0.00000025 0.05 28618.94271
20ug/ml 441973.39
318,15 5ug/ml 4917270.00
COL 12.5ug/ml 1225717.00 0.000001 0.033333333 27546.44732
20ug/ml 362768.01
5ug/ml 15146000.00
BSA SIN 12.5ug/ml 3854287.54 0.00000025 0.04 26266.72534
IRRADIAR
208.15 20ug/ml 606807.25
’ 5ug/ml 1966842.00
Iglglp-\DSI,IAl\lR 12.5ug/ml 628420.13 2.93496E-05 0.0034072 20161.42211
20ug/ml 236164.26

Calculos del cambio de energia libre de Gibbs 0,15 V.
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10ug/ml 13000246.00
BSA 12.5ug/ml 2945457.50 0.00000025 0.044444444 26527.89499
20ug/ml 142720.38
298,15 5ug/ml 1963795.40 5.49941F-
COL 12.5ug/ml 788965.38 ' 05 0.0018442  18639.81076
20ug/ml 352630.24
5ug/ml 5946826.00
BSA 12.5ug/ml 1385012.46  0.0000005 0.05 27899.30876
20ug/ml 235754.55
310.15 5ug/ml 4547465.22
COL 12.5ug/ml 1205087.77  1.1419E-05 0.0029191 20574.1935
20ug/ml 480065.79
5ug/ml 13964682.00
BSA 12.5ug/ml 3806264.14  0.00000025 0.04 28028.7059
20ug/ml 138255.61
318,15 Sug/ml 371246761 | oo,
COoL 12.5ug/ml 908559.29 : 05 0.0031361  21294.54952
20ug/ml 457698.99
BSA SIN 5ug/ml 15224648.00
12.5ug/ml 4240138.50  0.00000025 0.04 26266.72534
IRRADIAR
20815 20ug/ml 787308.99
' COL SIN 5ug/ml 1943974.69
IRRADIAR 12.5ug/ml 505962.34  1.9782E-05 0.0050551  21139.33309
20ug/ml 106857.60
Célculos del cambio de energia libre de Gibbs 0,30 V.
10ug/ml 3021825.46
BSA 12.5ug/ml 863756.50  1.26239E-05 0.00396075 20534.58989
20ug/ml 161342.75
298,15 5ug/ml 789343.64
coL 12.5ug/ml 217156.98  7.55116E-05  0.0026486  19537.10763
20ug/ml 98009.04
5ug/ml 3899648.78
BSA 12.5ug/ml 974092.20 1.11221E-05 0.00449555 21687.66008
20ug/ml 300578.15
31015 5ug/ml 4126097.49
COL 12.5ug/ml 1150514.68 0.000001 0.033333333 26853.78166
20ug/ml 133246.33
5ug/ml 14964694.40
BSA 12.5ug/ml 3131147.73 0.0000002 0.05 28618.94271
20ug/ml 194751.14
318,15 5ug/ml 597724.45
CoL 12.5ug/ml 104355.42  5.06201E-05 0.00493875 22495.77439
20ug/ml 1266.99
5ug/ml 8206879.54
BSA SIN 12.5ug/ml 1507432.22  3.33333E-07 0.06 27271.79999
IRRADIAR
298 15 20ug/ml 13126.33
' 5ug/ml 3202397.49
Ilc?:gl,&DSIg\\lR 12.5ug/ml 840830.89 1.10248E-05 0.00453525 20870.33803
20ug/ml 120311.46

Calculos del cambio de energia libre de Gibbs 0,45 V.
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10ug/ml 388.095238
BSA 12_5u9/m| 633.90171 500.000 10204.082 57126.58
o5 20ug/ml 11511.2982
5ug/ml 3161.33977
coL 12 5ug/ml 10884.0718  20000.000 20000000  75917.77
20ug/ml 25212.612
5ug/ml 307.693595
BSA 12 5ug/ml 2635.3293 1000.000 250000  67673.88
a7 20ug/ml 36829.4575
5ug/ml 4869.64812
coL 12 5ug/ml 171982395  25000.000 25000000  79548.71
20ug/ml 39964.1601
5ug/ml 1535.22585
BSA 12 5ug/ml 11887.7896  125000.000  1.25E+11  104129.4
i 20ug/ml 62238.47
5ug/ml 24808.5055
coL 12 5ug/ml 773677272 100000.000 1E+10 9744861
20ug/ml 927367.727
5ug/ml 150.025338
ISFSQ;\;K\'R 12 5ug/ml 495.733722 100.000 3333.3333  54353.24
25 sin 20ug/ml 1553.07453
irradiar COL SIN 5ug/ml 1536.21978
A, 12 5ug/ml 431004527  33333.333 33333333  71476.32
20ug/m| 11140.7746

Célculos del cambio de energia libre de Gibbs usando QCM.

37



ANEXO C

ISOTERMAS DE LANGMUIR APARTIR DE MEDICIONES ELECTROQUIMICAS
Y DE MICROBALANZA DE CIRSTAL DE CUARZO
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Isoterma de Langmuir para adsorcién de Colageno a un potencial natural de 0.15V.

40




——25°C

—&—37°C
9.0E+07 —*—45°C
~ 8-0E+07 == sin irradiar
£ 7.0E407 —— Lineal (25°C)
5 6.0E+07
(@] H o
£ 5.0E407 ——Lineal (37°C)
i 4.0E+07 —Lineal (45°C)
% 3.0E+07 —Lineal (sin irradiar)
_ 2.0E+07
S 1.0E+07
0.0E+00
0 5 10 15 20 25
¢ [ugml-1]
y= -4E2+06x +9E+07 y = -2E+06x + 4E+07 y = -AE+06x + 1E+08 Yy = -4E+06x + 1E+08
R?=0.997 R2=1 R2=0.963 R?=0.982
Isoterma de Langmuir para adsorcion de BSA a un potencial natural de 0.3V.
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Isoterma de Langmuir para adsorciéon de Colageno a un potencial natural de 0.3V.
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Isoterma de Langmuir para adsorcién de BSA a un potencial natural de 0.45V.
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Isoterma de Langmuir para adsorciéon de Colageno a un potencial natural de 0.45V.




——25°C
—8—37°C
8.0E+07
—#—45°C
7.0E+07
== gsin irradiar
~ 6.0E+07 )
€ —Lineal (25°C)
o 5.0E+07 .
° —Lineal (37°C)
£ 4.0E+07 .
=i ——Lineal (45°C)
€ 3.0E+07 . L
> ——Lineal (sin irradiar)
3, 2.0E+07
[
S 1.0E+07
0.0E+00
-1.0E+07 O 5 10 15 20 25
¢ [ugml-1]
y=-79215x + 2E+07 v =.89911x + 2E+07 y = -5E+06x + 1E+08 vy = -3E+06x + 5E+07
R%=0.975 R?=0.997 RZ=1 R%=0.997

Isoterma de Langmuir para adsorcién de BSA medido por microbalanza de cristal de cuarzo.
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Isoterma de Langmuir para adsorcién de Colageno medido por microbalanza de cristal de cuarzo.

43



	EVALUACIÓN DEL DIRECCIONAMIENTO ELECTROQUÍMICO DE PROTEÍNAS 

SOBRE RECUBRIMIENTOS DE ÁCIDO POLI-LÁCTICO ACTIVADOS 

SUPERFICIALMENTE 
	AGRADECIMIENTOS
	TABLA DE CONTENIDO 
	LISTA DE FIGURAS 
	LISTA DE TABLAS 
	LISTA DE ANEXOS
	RESUMEN
	ABSTRACT 
	INTRODUCCIÓN
	1.  MARCO TEÓRICO 
	2.  DESARROLLLO EXPERIMENTAL 
	3  RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
	4.  CONCLUSIONES
	BIBLIOGRAFÍA 
	ANEXOS 
	 

ANEXO A 

PARÁMETROS DE CIRCUITOS EQUIVALENTES
	 

ANEXO B 

CÁLCULOS ENERGÍA DE GIBBS APARTIR DE DATOS ELECTROQUÍMICOS Y 

DE MICROBALANZA DE CRISTAL DE CUARZO 
	 

ANEXO C 

ISOTERMAS DE LANGMUIR APARTIR DE MEDICIONES ELECTROQUIMICAS 

Y DE MICROBALANZA DE CIRSTAL DE CUARZO

