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RESUMEN

TITULO: EVALUACION ELECTROQUIMICA Y GRAVIMETRICA DE LA ADSORCION DE
COLAGENO EN SUPERFICIES ELECTROACTIVAS DE PLA-PGA-BIOCERAMICO-
QUITOSANO.*

AUTOR: ANDREA MILENA CONTRERAS ARENAS, IVAN DARIO SOTOMONTE MOTTA. **

PALABRAS CLAVES: Adsorcidon; Mojabilidad; Biomateriales; Espectroscopia de Impedancia
Electroquimica, Microbalanza de Cristal de Cuarzo.

DESCRIPCION:

El comportamiento de adsorcién de proteinas en materiales artificiales y biocompatibles es
importante en el area de biosensores y dispositivos de implante médico. La adsorcién de proteinas
ocurre cuando alguna proteina contenida en un fluido entra en contacto con la superficie exterior.
Por tanto se tiene un interés considerable en el comportamiento interfacial de proteinas.

El colageno es la principal proteina de la matriz extracelular y desempefia un papel crucial en la
resistencia a la traccion de los tejidos, por tanto es buen componente de materiales para muchas
aplicaciones médicas potenciales. Las propiedades superficiales de los biomateriales desempefian
un papel importante en la biomedicina y la mayoria de las reacciones bioldgicas se producen en la
superficie de los materiales implantados.

En esta investigacion se estudié el comportamiento interfacial de la proteina de colageno en la
superficie polimérica PLA-PLG- biocerdmico-Quitosano, usando mediciones de espectroscopia de
impedancia electroquimica (EIS), la mojabilidad y tension superficial en la superficie polimérica
fueron analizadas usando mediciones de microbalanza de cristal de cuarzo (QCM).

Se demostrdé que la resistencia a la transferencia de carga es directamente proporcional a la
cantidad de proteina de coldgeno adsorbida (concentracion superficial). El proceso de adsorcién de
proteina de colageno fue descrito con isotermas de adsorcién de Langmuir, la cuales revelaron una
gran afinidad de la proteina de colageno a los sitios de adsorcion en la superficie polimérica. De los
valores de la energia libre de Gibbs de adsorciéon se confirmé que la proteina de colageno fue
adsorbida en la superficie polimérica.

Las superficies poliméricas en contacto con altas concentraciones de proteina de colageno
exhibieron mayor hidrofilidad, por ende mayor mojabilidad, como fue sugerido por las mediciones
de angulos de contacto.

* Proyecto de Grado
** Facultad de ingenierias fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Director del proyecto:
Custodio Vasquez Quintero. Codirector (a) del proyecto: Nerly Deyanira Montafiez Supelano.
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SUMARY

TITLE: ELECTROCHEMICAL ASSESSMENT AND GRAVIMETRIC OF THE COLLAGEN
ADSORPTION ON ELECTROACTIVE PLA-PLG-BIOCERAMIC-CHITOSAN SURFACES.*

AUTHOR: ANDREA MILENA CONTRERAS ARENAS, VAN DARIO SOTOMONTE MOTTA**

KEYWORD: Adsorption; Wettability; Biomaterials; Electrochemical Impedances Spectroscopy;
Quartz Crystal Microbalance.

DESCRIPTION:

The adsorption behavior of proteins to artificial and biocompatible materials is important in the area
of biosensors and medical implant devices. Protein adsorption occurs when any protein-containing
fluid comes into contact with a foreign surface. Therefore, there has considerable interest in the
interfacial behavior of proteins.

Collagen is the main protein of extracellular matrix and plays a crucial role in tensile strength of
tissues, because is good component of materials for many potential medical applications. The
surface properties of biomaterials play an important role in biomedicine as the majority of biological
reactions occur on the surface of implanted materials

In this investigation the interfacial behavior of collagen protein at a polymeric surface PLA-PLG-
bioceramico-Quitosano was studied using electrochemical impedance spectroscopy (EIS)
measurements, the wettability and surface tension on the polymeric surface were analyzed using
quartz crystal microbalance (QCM) measurements. It was shown that the charge transfer resistance
is directly proportional to the amount of adsorbed collagen protein (surface concentration).The
adsorption process for collagen protein was described with the Langmuir adsorption isotherm,
which revealed a very high affinity of the protein towards adsorption onto a polymeric surface. From
the calculated Gibbs free energies of adsorption it was confirmed that collagen protein molecules
adsorb onto the polymeric surface.

The polymeric surfaces in contact with high concentrations of collagen protein exhibited the
greatest hydrophilicity, therefore high wettability, as suggested by contact angle measurement.

* Project of grade
** Physical-Chemical Engineering Faculty. School of Chemical Engineering. Proyect Director:
Custodio Vasquez Quintero. Proyect Co-director(a): Nerly Deyanira Montafiez Supelano.
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INTRODUCCION
Los nuevos desarrollos tecnolégicos en la industria biomédica estan basados en la
investigacion y creacion de biomateriales. Estos deben ser compatibles con el
organismo humano y tener resistencia mecanica. Son especialmente utiles en la
medicina regenerativa, permitiendo la reparacion, regeneracion o cambio total de
organos y tejidos.
Un elemento fundamental en la bioingenieria de O6rganos o tejidos son los
andamios o matrices tridimensionales (scaffolds). Estas proporcionan a las células
el apoyo necesario para su proliferacion y el mantenimiento de sus funciones.’
En la ingenieria de tejidos, una opcion popular en la fabricacion de andamios son
los polimeros reabsorbibles, ya que son faciles de procesar en forma de andamio
en 3-D, con una morfologia de poro adecuada para aplicaciones en esta area.
Ademas, tienen altas propiedades de traccion, alta dureza y las propiedades
mecanicas de los polimeros. Por tanto, los polimeros degradables como el &cido
polilactico (PLA) y acido poliglicélico (PGA) que se utilizan para aplicaciones de
andamios, ya que ademas poseen como propiedad fundamental la interaccién con
proteinas.?
En sus estudios Wright, Cosman y Fatih mediante el uso de espectroscopia de
impedancia electroquimica, desarrollaron técnicas para el examen del
comportamiento de proteinas en superficies de materiales biocompatibles,
demostrando que la adsorcidén de proteinas es afectada por factores tales como la
temperatura, el pH, la conformacién de la proteina en la solucién entre otros.
Se sabe que el contacto de un cuerpo vivo con un material induce la adsorcion de
proteinas en su superficie, creando una interfase entre éstas y las células que se
adsorben. Las propiedades de la monocapa adsorbida de proteina son de vital
importancia en la integracion del implante en el cuerpo. De ahi que se pretenda
estudiar la adsorcion de proteina de colageno sobre superficies poliméricas

mediante técnicas electroquimicas y gravimétricas.

'KIM B. S.; BAEZ C. E. and ATALA, A. Biomaterials for tissue engineering. World Journal of Urology. Vol. 18, No.1 (Feb 2000), p. 2-9.
?HENCH LARRY L. and JONES JULIAN R. Biomaterials, Artificial Organs and Tissue. Chapter 19: Scaffolds for tissue engineering. 2005.
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1 MARCO TEORICO

1.1 Biomateriales y Biocompatibilidad.

Un biomaterial es un material no vivo utilizado en un aparato médico y concebido
para interactuar con sistemas bioldgicos.® Asi pues, el material con el que se
fabrique el implante es un biomaterial y la propiedad mas importante de este es
gue sea biocompatible. Esto significa que la presencia del biomaterial dentro de
los tejidos biolégicos provoca respuestas bioquimicas que no son perjudiciales ni
para dichos tejidos ni para el buen desempefio de las funciones sustitutorias o de
reparacion del biomaterial.*

La biocompatibilidad de un material depende de la adherencia de biomoléculas de
interés a la superficie. Cada vez que las superficies de metal o de polimero son
introducidas en el tejido vivo, el material implantado se hace compatible con su
entorno mediante el desarrollo de una capa adsorbida compuesta de proteinas
que estan presentes en el tejido circundante. El alojamiento en vivo por lo tanto
requiere la formacién de una capa de proteinas estables sobre la superficie del
implante, que es bioquimicamente compatible con su alrededor. Por tal motivo
existe un interés en mejorar la biocompatibilidad por el pre-revestimiento de las

superficies de los materiales de prétesis con capas de proteina.”

1.1.1 Coléageno.

El colageno es una proteina de la matriz extracelular. Contiene secuencias de
aminoécidos, los cuales pueden ser reconocidos por células receptoras.® De esta
manera, y debido a su forma, dimensiones y su propiedad de autoadherencia, el
colageno ofrece perspectivas promisorias para crear una capa de adsorbato, con

un direccionamiento deseado.

**williams DF(ed).Definitions in biomaterials: Proceeding of a consensus Conference of the European society for Biomaterials, Chester. Progress in Biomedical
Engeneering. Elsevier, Amsterdam(1987).

®V.B.C. FIGUEIRA, J.P. JONES .Viscoelastic study of the adsorption of bovine serum albumin on gold and its dependence on pH.Journal of Colloid and Interface
Science 325 (2008) 107-113
°R. GRINNELL, S. NAGAKAWA and C. H HO, Exp. Cell Res 182 (1989) 668.
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1.1.2 Acido Polilactico (PLA) y poliglicélico (PGA).

El PLA durante su biodegradacion tiene la capacidad de formacion controlada de
tejidos biol6gicos, ademas otorga propiedades como biocompatibilidad,
biodegradabilidad, alta resistencia a la tensién y baja elongacion.

El PGA es un poliéster lineal biodegradable y se caracteriza por su tenacidad y
baja flexibilidad. Estudios anteriores demuestran que las mezclas de estos

polimeros presentan mejores propiedades que su uso individual.”

1.1.3 Bioceramicos.

La utilizacion de cerdmicas para la reconstruccion 6sea se basa en su semejanza
estructural respecto a la fase mineral del hueso. En la actualidad la investigacion
esta centrada en la linea de las ceramicas bioactivas. Estos materiales son
totalmente biocompatibles y osteoconductores: proporcionan una estructura sobre
la cual los osteoblastos pueden depositar hueso nuevo, y tienen la capacidad de
formar enlaces directamente con el tejido Oseo. Dentro de este grupo cabe
destacar los biovidrios, y las ceramicas de fosfatos de calcio, como el fosfato
tricalcico R (R-TCP) y la hidroxiapatita (HA).2 Tanto en el caso de la hidroxiapatita
como en el del B-TCP, diversos investigadores, utilizando distintos modelos
animales, observaron que se formaba un enlace directo entre el implante y el

tejido 6seo, confirmandose el caracter bioactivo de estas ceramicas.’

7K. TAKAHASHI, 1. TANIGUCHI, M. MIYAMOTO, Y. KIMURA. Melt/solid polycondensation of glycolic acid to obtain high-molecular-weight poly(glycolic acid). Jounal
of Polymer 41 ( 2000) 8725-8728.

8 MARIA PAU GINEBRA MOLINS. Desarrollo y caracterizacién de un cemento 6seo basado en fosfato tricalcico-ot para aplicaciones quirdrgicas. Universitat
Politécnica de Catalunya (1996).

M. JARCHO, "Calcium Phosphate Ceramics as Hard Tissue Prosthetics”, Clin.

Orthop. Rel. Res. 157 (1981), 259-278.
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1.1.4 Quitosano.

El quitosano es un hidrato de carbono complejo, biodegradable y atoxico, derivado
de la quitina, una sustancia natural. Este biopolimero presenta actividad

antibacteriana y antifangica.'® **

1.2 Espectroscopia de Impedancia Electroquimica.

La espectroscopia de impedancia electroquimica es una de las técnicas mas
modernas utilizadas para caracterizar las propiedades eléctricas de una interfase.
Es una prueba no destructiva que permite observar fenémenos de adsorcion,

difusion, velocidades de corrosién y porosidad de la capa.

1.3 Microbalanza de Cristal de Cuarzo angulos de contacto.

La microbalanza de cristal de cuarzo (QCM) es un dispositivo eficaz para el
seguimiento in situ de la interaccion de biomoléculas, debido a su sensibilidad
mayor en el aire, asi como en solucién acuosa.'? Su sensor consta de un cristal
de cuarzo delgado (generalmente AT-corte) intercalado entre dos electrodos de
de oro y al aplicar un voltaje alterno con una frecuencia similar a la del cuarzo de
resonancia induce una oscilacién en é1.** Si el material extrafio es de forma rigida
elastica, la serie de frecuencia de resonancia proporciona una medicién directa de

los cambios de masa en la superficie de la QCM de acuerdo a la ecuacion (1).

_ —2f,Am
of /Afm (1)

Donde Af es el cambio de frecuencia medido, fo la frecuencia inicial de resonancia
del cristal de cuarzo, Am la variacién de la masa, A el area activa piezoeléctrica

definida por dos electrodos de oro, pq la densidad de cuarzoy pq médulo de corte.

 Clinicas Quirargicas de Norteamérica 2007. Volumen 87 no 1: Abordaje actual ..Maier, Ronald.V, 162
! Shahidi ,J.K.M; Jeon.Y:1999 Food applications of chitin and chitosans. Trends Food Sci.Technol.10,pp.37-51.
2 FLAVIO SANTOS DAMOS, RENATA KELLY MENDES AND LAURO TATSUO KUBOTA. Applications of QCM, EIS and spr in the investigation of surfaces and
interfaces for the development of (bio)sensors. Instituto de Quimica, Universidade Estadual de Campinas, CP 6154, 13084-971 Campinas — SP.
¥ XUEEN JIA, QINGJI XIE, YOUYU ZHANG, AND SHOUZHUO YAO. Simultaneous Quartz Crystal Microbalance — Electrochemical Impedance Spectroscopy Study
on the Adsorption of Antihuman Immunoglobulin G and Its Immunoreaction at Nanomaterial-modified Au Electrode Surfaces. ANALYTICAL SCIENCES JUNE 2007,
VOL. 23.
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La frecuencia de resonancia también esta influenciada por la viscosidad y la
densidad del fluido en contacto con la superficie de la QCM.*
El cambio de frecuencia asociado con el area de una gota de liquido en contacto

con el resonador puede ser descrito de acuerdo a la ecuacion (2).

Af = L ” L " $(r.8) m(r,0)rdrde (2)

Donde S es diferencial de sensibilidad (df / dm) y m (r,8) representa la parte radial
y la distribucién masiva angular de la QCM con respecto a la distancia desde el
centro del resonador. En el caso de un fluido newtoniano, m (r, ©) es descrito por
la masa efectiva contenida en un decaimiento de longitud &.

El valor de & se determina por la frecuencia de resonancia, la viscosidad y la
densidad del liquido. La dependencia radial del movimiento de cristal ha sido
descrita por una funcién de Bessel modificada.”®'® Sin embargo, estudios han
demostrado que para liquidos newtonianos la dependencia angular y sensibilidad

radial, son descritas adecuadamente por una funcién Gaussiana, ver ecuacion

3).

5(r.0) = 5(r), = Kexp _ﬁ"z/rez (3)

Donde K representa la maxima sensibilidad en el centro del resonador (r = 0), B es
una constante que define la sensibilidad de la dependenciaenr, y r. es el radio del
electrodo de la QCM. Esta relacién indica que la frecuencia de resonancia
dependera del radio de la gota de PBS centrada en el cristal recubierto de la QCM.
A partir de las ecuaciones anteriores y junto a la masa efectiva detectada y el
cambio de frecuencia debido a la gota agregada sobre el centro del cristal
recubierto, se obtiene una ecuacion mas generalizada, ecuacion (4)
AF = —(mp,8ak)r” (4)

K. MATSUURA, Y. EBARA, Y. OKAHATA, Gas phase molecular recognition on nucleobase monolayers immobilized on a highly sensitive quartzcrystal
microbalance, Langmuir 13 (1997) 814-820.

> D. SALT, Handbook of quartz crystal devices, Van Nostrand Reinhold (UK) Co.Ltd, 1987.

'* G. Sauerbrey, Z. Physik, 155 (1959) 206. 5 A. W. Warner and C. D. Stockbridge, Mass and thermal measurements with resonating crystal.
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Si € = mp, Sak lo anterior se convierte en la ecuacion (5).'"
AF = —(c)r® (5)

Finalmente, la ecuacion 6 relaciona el radio de interfase con el &ngulo de contacto.

(“dfﬁ) (1 — (cos 6)2)

= 5— ,donde V; es volumen de gota (6)
(2—3cosB@ +(cos@)3) /3

1.3.1 Trabajo de Adherencia.
Cuando se coloca una gota del liquido L sobre la superficie del sélido S, siendo el
sistema sumergido en el fluido F, la gota se extiende hasta tanto el contacto

trifasico presenta un equilibrio.

Figura 1. Diagrama de contacto trifasico solido-liquido-fluido.

En presencia de tres fases inmiscibles existe una linea de contacto trifasico; a lo
largo de esta linea de contacto las tensiones ejercen fuerzas perpendicularmente
a la linea de contacto y tangentes a las interfaces correspondientes. El equilibrio
se expresa por lo tanto como un balance vectorial en un plano perpendicular a la
linea de contacto trifasico (figura 1).

Proyectando los tres vectores sobre la superficie plana del sélido, se obtiene una
fuerza neta horizontal nula donde se cumple la ecuacion de Neuman:

¥SF=yLS+ yFL+*cos 8L (7)

'7 Sekimoto, H. IEEE Trans. Sonics Ultrasonics 1984, 31, 664

22



O bien,
¥SF + yFL = cosOF = yLS (8)

B. es el angulo de contacto entre el liquido L y el sélido S, el cual se denomina a
veces O.s. En cuanto a 6 0 Brs es el angulo de contacto entre el fluido F y el
solido S. En la relacion anterior, la energia libre interfacial por unidad de area entre
las fases L y F corresponde a la tension superficial o interfacial, y se puede medir
por varios métodos. Las dos otras superficies involucran un sélido y, por lo tanto,
no se pueden medir sus tensiones interfaciales, pero se pueden relacionar con el
trabajo de adhesion.

El trabajo de adhesién se define como el trabajo para separar una unidad de area
de dos fases. En el caso real, al separar una unidad de area entre por ejemplo Sy
L, se formaran dos nuevas superficies S/F y L/F, y el trabajo de adhesion en el

cambio estara dado por la ecuacién de Dupré:

Al sustituir el término ySF - y LS de la ecuacion de Neuman se obtiene la ecuacion

de Young:
W, =yFL=*(1+ CosOL) (10)

El trabajo de adhesién de una sustancia con si misma se llama trabajo de
cohesion; para el liquido se denotaria W y para el sélido Wss, y al separarse una
unidad de area en el fluido F tendra el valor:

WLL=2yLF (11)

WSS = 2ySF (12)
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La diferencia entre el trabajo de adhesion del liquido con el sélido, el trabajo de
cohesion del liquido y el trabajo de adhesion del sdélido se llama el coeficiente de

expansion del liquido sobre el solido S;;so S:
S =WSL— WLL = ySF—yLS —yLF (13)

Combinando la definicién de este parametro con la relacién de Young, se obtiene
la ecuacion de Young-Dupreé:

S =yFL( cosf —1) (14)
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2 DESARROLLO EXPERIMENTAL

2.1 Estado del arte.
Se realiz6 el estado del arte a partir de articulos, trabajos de grado e informes,

obteniéndose toda la informacidén necesaria para dar inicio al proyecto.

2.2 Materiales y Reactivos.

2.2.1 PBS.

La solucién salina amortiguada por fosfatos (abreviada PBS por sus siglas en
ingles) utilizada en la simulacion de fluidos corporales, se obtuvo a partir de NaCl
8,06 g, KCI 0,22 g, Na,HPO, 1,15 g, KH,PO, 0,20 g y H,0 1000 ml con un pH de
7,418

2.2.2 PLA (Acido Polilactico) y PGA (Acido Poliglicélico)
El &cido polilactico, se sintetizé por policondensacion del 4cido L-lactico (MERCK)

al 98% con ZnCl, como catalizador al 1.5% en peso. El acido poliglicélico (PGA)
se preparoé por policondensacién a partir de acido glicolico Carlo Erba al 70%, con
0,5% en peso de ZnCl, como catalizador.*® Los pasos para la sintesis de PLA Y
PGA se muestran en el anexo K.

2.2.3 Quitosano.

El quitosano usado fue el Sigma Aldrich, referencia 417963-25G, con un grado de

desacetilacion de 85%.

*® Dulbecco R, Vogt M. Plaque formation and isolation of pure lines with poliomyelitis viruses. J Exp Med. 1954 Feb;99(2):167-82.
¥ K. TAKAHASHI, 1. TANIGUCHI, M. MIYAMOTO, Y. KIMURA. Melt/solid polycondensation of glycolic acid to obtain high-molecular-weight poly(glycolic acid). Jounal

of Polymer 41 ( 2000) 8725-8728.
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2.3 Desarrollo Metodologico.

2.3.1 Preliminares.

2.3.1.1 Deposicion Electroforética del Polimero Sobre el Cristal de Cuarzo.

Para realizar el recubrimiento de los cristales de cuarzo se utilizé una celda para
electrélisis catdédica como se muestra en la figura 2. Las condiciones de
electrodeposicion fueron 9V a 15 minutos.Tanto el catodo como el anodo itosano
(5%) en acetona al 15% p/v. Estos valores se basan en los mejores resultados

obtenidos en anteriores trabajos.

Figura 2. Esquema deposicion electroforética de PLA-PGA-Bioceramico-Quitosano.

Cristal '
Au-Ti
9v-15 min.
¥ ;,"j L a = .- [
(23  @&=<ii PGAH
:';‘At 3 *-—
l -
¥

Whitlockita

Quitosano

2.3.1.2 Andlisis de 6xido reduccidon de la proteina en el medio sobre la
superficie del polimero.

Con el uso de un Gamry 600 los cristales recubiertos fueron expuestos a la técnica

de voltametria ciclica para observar los picos de oxidacion-reduccion,

obteniéndose valores de potencial de -370mV, OmV y 560mV. El voltagrama

correspondiente se muestra en el Anexo A.
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2.3.2 Espectroscopia de Impedancia Electroquimica.

Este método permitié la medicion de la capacitancia de la doble capa, de la
interfase electrodo/solucion, con lo cual fue posible generar modelos en forma de
circuitos equivalentes que permitieron obtener informacién de la pelicula
modificada en la superficie del electrodo. Esta informacién proviene de relacionar
las propiedades del liquido o sdlido que se estudia, con las variaciones o cambios
obtenidos en su impedancia caracteristica. Estas variaciones obedecen a la
estructura fisica del material, a los procesos quimicos que ocurren en él o a la
combinacion de ambos.

Se us6 una celda de base plana de capacidad de 155 cm? con un intercambiador
de calor conectado a un bafio termostatado con recirculacion de agua (figura 4).
Se utilizd un electrodo de referencia de calomel, un contraelectrodo de grafito y
como electrodo de trabajo un cristal AT-Corte 5 MHz Au-Ti recubierto (figura 3).
Las mediciones de EIS se llevaron a cabo a una frecuencia entre 100000 - 0.01
Hz, siete puntos por década, y a los diferentes voltajes encontrados con la
aplicacion de la técnica de voltametria ciclica, (ver tabla 3).

Mediante el microscopio Olympus Bx51 se obtuvieron micrografias de los
recubrimientos sobre los cristales, antes y después de las mediciones de EIS, para
el posterior andlisis morfoldgico (anexo B).

Figura 3. a) Montaje de celda para mediciones EIS. b) Montaje general pruebas

electroquimicas.

IContraelectrodo '

Electrodo de
grafito)

Calomed

Ectronto
(PBS)
~COMGeno

Agua

<>

Elctrodo de trabajo
(crital de cuarzo)
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2.3.2.1 Disefio de Experimentos.

Para el desarrollo de las mediciones electroquimicas se realiz6 un disefio de
experimentos 2x3° en donde 2 de los factores tienen 3 niveles y se hicieron 3
replicas escogidas aleatoriamente (Anexo E). Las variables independientes se
muestran en la tabla 1. La variable de respuesta es la resistencia a la transferencia
de carga de adsorcion.

Tabla 1. Variables para las mediciones electroquimicas

Alto 125 -0.37 37
Medio 20.0 o | e
Bajo 275 0.56 395

2.3.3 Pruebas de Gravimetria.

2.3.3.1 Disefio de Experimentos.

Para la determinacion de angulos de contacto, el disefio de experimentos se baso
en un disefio factorial 3%, donde se replicaron 3 ensayos escogidos aleatoriamente
para completar el andlisis estadistico (Anexo C).Las condiciones de trabajo
constantes fueron presion, volumen de la gota de PBS y concentracion de
polimero. Las variables independientes se muestran en la tabla 2. La variable de

respuesta fue el angulo de contacto.
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Tabla 2. Variables independientes para medicién de angulos de contacto

Alto 27.5 39.5
Medio 20 37
Bajo 125 35.5

2.3.3.2 Determinacion de Angulos de Contacto y Tension Superficial
mediante mediciones en QCM.
El método para la determinacién de angulos de contacto consistid6 en medir el
cambio de frecuencia que acompafia a la introduccion de una pequefa gota de
liqguido en el centro de un resonador de cuarzo vibrante. Una gota de 10 ul de
solucion PBS fue agregada en el centro de la superficie del cristal recubierto con la
mezclas, mediante la utilizacién de una micro pipeta de 0,5-10 ul cuya sensibilidad
fue de +/- 0.5 pl (ver figura 4). SimultAineamente en la QCM se registraron los
cambios de frecuencia producidos por el contacto de la gota con la superficie del
recubrimiento (Anexo D). Después de cada medicion la celda fue desmontada y el

cristal lavado con acetona y secado al ambiente para su reutilizacion.

Figura 4. Montaje para determinacion de angulos de contacto con QCM.




3 RESULTADOS Y ANALISIS

3.1 Caracterizacion del Fosfato Tricalcico (Whitlockita).

La caracterizacion cuantitativa por medio de Difraccibn de rayos-x, del
bioceramico obtenido, present6 fases cristalinas de Cas (PO4)30OH (hidroxiapatita)
31,2% y Caz (POg), (Whitlockita) 68,8% (Anexo F).

3.2 Andlisis Pruebas Electroquimicas (EIS)

La técnica de EIS fue empleada para hacer la caracterizacion de la interfase
polimero-electrolito y de los procesos superficiales que permiten investigar la
adsorcion de la proteina de colageno en el recubrimiento de PLA-PGA-
Bioceramico-Quitosano. Durante las diferentes pruebas se obtuvo los

correspondientes espectros de Bode y de Nyquist similares a los mostrados en la
figura 5.

Figura 5. Espectro de adsorcion de colageno 27.5 pg/ml, 37°C, 0V y su simulacion, diagrama de

puntos y linea continua respectivamente. a) Diagrama de Nyquist y b) Diagrama de Bode.

[ = | Diagrama de Nyquist o | Diagrama de Bode
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En todos los casos se observo la presencia de una constante de tiempo a altas

frecuencias y otra a baja frecuencias. Con la presencia de estas dos constantes y
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con el uso de elementos de fase constante (CPE) en lugar de capacitores puros,
se hizo el ajuste de los datos usando el software Z view 3.2 (Anexo G),
presentando en el modelo, la representacion del fendmeno de adsorcién en
polimeros biodegradables con un circuito eléctrico equivalente. Este concordd con
configuraciones propuestas para describir procesos de impedancia que se

obtienen en metales con recubrimientos porosos, como el mostrado en la figura 6.

Figura 6. Circuito equivalente para la adsorcion de proteina de colageno

RS (8.4

G cr2

Los elementos eléctricos del circuito equivalente tienen los siguientes significados:
Rs es la resistencia del electrolito (PBS + proteina) entre el electrodo de trabajo y
el electrodo de referencia, Ry es la resistencia de los procesos faradaicos de
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 R, y CPE; es la
capacitancia caracteristica de los procesos de carga y de adsorcion, que se
evidencia a bajas frecuencias.

Se ha demostrado en trabajos anteriores que la resistencia a la transferencia de
carga es inversamente proporcional a la masa adsorbida especifica en la
superficie del electrodo, de esta forma, se pudo asumir como una medida de la

velocidad de reaccién y de la cantidad de proteina adsorbida en la superficie. De
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esta forma el inverso de la resistencia a la transferencia de carga R™, es
directamente proporcional a la cantidad de proteina adsorbida, I (molcm™) y a la
densidad de carga superficial.

La adsorcion de proteinas puede ser descrita con la ecuacion (15 y 16) de
Langmuir, la cual expresa la relacion entre la concentracion de proteina de

coladgeno c, y la cantidad de material adsorbido en la superficie.

c _ 1 c

- ral ; - ; 15
(Reed™®  (Reed™* 5, (Reed™*, 2. Baps ( )

= +—— (16)

Donde B,;s es el coeficiente de adsorcion y Tz, representa la maxima cantidad

de material que se puede adsorber en la superficie. Estos valores se obtuvieron

del intercepto y la pendiente de la curva de CfF contra c, respectivamente (anexo

H). El B,,s; esta relacionado con la afinidad de la proteina de coldgeno a ser

adsorbida en la superficie del electrodo a una temperatura dada. Por lo tanto, se

puede obtener la energia libre de adsorcion como:

AG = —RT In(MB,,;) (17)

Donde M es la concentracién molar de la solucién acuosa (PBS). Los célculos se
muestran en el anexo He I.

Los valores de cambio en la energia de Gibbs se muestran en la tabla 3.

En la figura 7, se muestra el cambio de la energia libre de Gibbs con la
temperatura. Los valores obtenidos para el cambio de la energia libre de Gibbs
indican que la adsorcion de la proteina de colageno en recubrimientos de PGA-
Bioceramico-Quitosano, es un proceso espontaneo para todas las condiciones

evaluadas. La espontaneidad de los procesos concuerda con la disminucién en el
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valor de la resistencia a la transferencia de carga al aumentar la concentracion de

colageno.

Tabla 3. Datos calculados del cambio de energia libre de Gibbs de adsorcion

-AG[J/mol]

-AG[J/mol

]

-AG[J/mol]

310,15

37164,89

29943,58

47998,53

312,65

37809,21

38150,13

53801,23

Figura 7. Cambio de energia libre de Gibbs de adsorcion con la temperatura. a) -

0,37V,b)0Vyc)0.56V

a) 0,37V Blov c)0,56 V
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Parametros termodinamicos importantes como la entropia y la entalpia de

adsorcién, son obtenidos a partir de la pendiente y el punto de corte de la grafica

AG VT (Anexo J). Los datos de la entalpia y entropia del sistema se presentan en

la tabla 4.
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La variacion de la Entalpia del sistema muestra que este es un proceso
endotérmico resultado del exceso energético requerido para el rompimiento de

interacciones intramoleculares implicados en la interaccion proteina-polimero.

Tabla 4. Parametros termodinamicos calculados a partir de la variacion de la

energia libre de Gibbs con la temperatura

Potencial (V) AH [J/mol] AS[J/mol*K]
-0,37 42769 257,7
0,00 98816 3282
0,56 67188 2321

A partir de los valores aproximados de los parametros termodindmicos
calculados, es evidente que el aumento de la entropia representa en realidad la
conduccidn para la adsorcion de proteina de colageno en la superficie polimérica,
desde rangos de los productos dependientes de la temperatura T *AS de
1017,912 kJ/mol a 1026,117 kJ/mol, para un potencial aplicado de 0 voltios, que
son considerablemente mas altos que el valor de la entalpia AH = 98,816 kJ/mol.
Los grandes valores positivos de la variaciéon de la entropia de adsorcion podrian
surgir del desarrollo de moléculas de proteina en adsorcion, a la vez que la
adsorcion es impulsada por el aumento de la entropia conformacional de la
proteina. Se comprueba asi la adsorcion espontanea del coladgeno en el

recubrimiento.

En la figura 8 se muestran micrografias de los recubrimientos anterior y posterior a
las pruebas electroquimicas, en donde se pudo evidenciar la adsorcién de

proteina de colageno en forma de fibrillas en la superficie de los recubrimientos.
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Figura 8. Micrografias de la superficie de los recubrimientos (20x). a) y c) Cristales con
recubrimiento previos a pruebas electroquimicas. b) y d) Cristal con recubrimiento
posterior a prueba electroquimica a 20 pg/ml, 37°C, OV. y 12,5 pg/ml, 37°C, 0V,

respectivamente.

Colageno

N

Colageno
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3.3 Andlisis Estadistico de Pruebas Electroquimicas.

En el diagrama de Pareto se observd cuatro efectos significativos en la variable
de respuesta 1/Rct (figura 9). El potencial aplicado tiene un efecto negativo sobre
la variable de respuesta, que se traduce que a mayor potencial aplicado, menor es
la respuesta de 1/Rct. Igual pasa con el efecto de la interaccion concentracion de
proteina — potencial aplicado. Los efectos de los factores principales y secundarios

se observan en el anexo L.

Figura 9. Diagrama de Pareto para analisis EIS

Standardized Pareto Chart for 1/Reot

T T T T T T T
+
C:Potencial aplicado =
I -
A:Concentracion de Prot
L

L L L L L
o 4 8 12 16 20 24

Standardized effect

Se determiné un modelo para correlacionar la cantidad de proteina adsorbida
(1/R¢) con la concentracién de proteina (Cp), potencial aplicado (Pa), interaccién
concentracion de proteina- potencial aplicado. Asi mismo, el error experimental
obtenido fue de 9,72025E-10.

I =1.89E — 06 + 9.50E — 06 = Cp — 5.28E — 05 * Pa — 1.34E — 05 = (Cp * Pa)
+ 6.60E — 05 = Pt? (18)
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3.4 Andlisis Gravimétrico.
Los cambios de frecuencia se obtuvieron del andlisis de las graficas de frecuencia

Vs tiempo mostrados en el anexo D.

Por medio de topografias hechas al sistema gota—superficie a través de un
microscopio interferométrico a las condiciones 20ul/ml y 35,5 °C, se determiné un
angulo de contacto de 92° (figura 10 a). De vistas panoramicas a la superficie de
la base de la agota (figura 10 b) a condiciones de 27,5 pl/mly 37 °C, se encontr6
un valor de radio de interface con el cual se calcul6 la constante de sensibilidad

C, con un valor de =24269,32 Hz*cm?.

Figura 10. Caracterizacion de la gota. a) Topografia. b) Panordmica de la base.

Con el valor encontrado de la constante C se hallo el angulo de contacto para el
sistema gota — superficie a las condiciones 20ul/ml y 35,5 °C, con un valor de

90,68°, el cual tuvo una diferencia de + 2°al hallado por las topografias. Los

valores del radio de interface y el &ngulo de contacto se presentan en la tabla 5.
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Para los calculos de los trabajos de adhesion y cohesiéon y del coeficiente de
expansion, se utilizaron las ecuaciones 10, 12 y 14 respectivamente.

Los valores del coeficiente de expansion y los trabajos se muestran en la tabla 6.

Como las interacciones con el fluido F o vapor se consideran muy pequefias,

yF; es considerada como la tension superficial del liquido ¥L y ¥SF es considerada
como ¥S, la superficie de energia libre o tension superficial del solido analizado.

Por tanto, la ecuacion 7 puede ser considerada como:
Ye =¥ T ¥, ®#cosBL (19)

El valor de ¥, se tomo como 72,75 (mili newton/metro) y para la determinacion de
¥s1 Se considero la teoria de Neuman, donde ¥.;=¢(,,. ). POSteriormente se

aplicé la aproximacién de Berthelot, que viene definida por la ecuacién 20.%°
Yoo =¥ T¥s — 2{Vir¥s (20)

Substituyendo la ecuacion 19 en la ecuacion 20 se puede obtener la tensién

superficial del sélido (recubrimiento):

y(1+ cos(8))?
¥s= 4

(21)

T. NOMURA, M. IIJIMA. Anal. Chim. Acta 131 (1981) 97.
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Tabla 5. Cambios de frecuencia, radios, &ngulos de contacto del sistema gota-

superficie y tension superficial del recubrimiento.

35.5 12.5 640 0,168 94.08 18. 28
37.0 12.5 598 0,157 97.74 18. 52
39.5 125 610 0,158 96.68 18. 43
35.5 20.0 680 0,167 90.68 18.19
37.0 20.0 721 0,172 87.29 18. 23
39.5 20.0 738 0,174 85.92 18. 28
35.5 27.5 753 0,176 84.73 18. 34
37.0 27.5 781 0,179 82.53 18. 49
39.5 275 816 0,183 79.86 18. 75

La presencia de angulos de contacto menores a 90° y de otros no mayores a 100°
indican buena mojabilidad, por ende la gota se extiende facilmente sobre la
superficie, creando una mayor area de contacto, esto es corroborado por los altos

valores en el trabajo de adhesion entre la gota y la superficie del recubrimiento.

A pesar de la presencia de angulos de contacto pequefios, los valores negativos

del coeficiente de expansion indican que la mojabilidad del recubrimiento es

parcial.

2 YOUNG, T. «An Essay on the Cohesion of Fluids». Philosophical Transactions of the Royal Society95: (1805). pp. 65-87.
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Tabla 6. Trabajos de cohesion, adhesion y coeficiente de expansion para el

sistema gota superficie del recubrimiento.

35.5 12,5 67.57 35.56 -77.92
37.0 12,5 62.95 37.03 -82.55
39.5 12.5 64.28 36.87 -81.21
35.5 20.0 71.88 36.38 -73.61
37.0 20.0 76.19 36.45 -69.31
39.5 20.0 77.92 36.56 -67.57
35.5 27.5 79.43 36.68 -66.07
37.0 27.5 82.21 36.99 -63.29
39.5 27.5 85.55 37.50 -59.94
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3.5 Andlisis Estadistico de las pruebas Gravimétricas.

A partir de un software se hizo el analisis estadistico a las pruebas
nanogravimétricas. En el diagrama de Pareto se observd como efectos
significativos en la variable de respuesta angulo de contacto, la concentracion de
proteina, la temperatura y la interaccién concentracién temperatura (Figura 11). La
concentracion de proteina tiene un efecto negativo sobre la variable de respuesta,
el cual se traduce que a mayor concentracion, menor el angulo de contacto. De
igual forma, el efecto de la temperatura e interaccion concentracién proteina-
temperatura muestran la misma respuesta. Los efectos de los factores principales

y secundarios se observan en el anexo L.

Figura 11. Diagrama de Pareto para analisis de pruebas gravimétricas.

Standardized Pareto Chartfor.f\ngulo de Contacto

A: Concentracidn de Prot
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B:Temperatura

0 3 6 9 12 15
Standardized effect

Mediante el Software estadistico se determind un modelo para correlacionar el
angulo de contacto con la concentracién de proteina, temperatura e interaccion

concentracion-temperatura.

f =89.0117 — 6.888125*Cp — 1.15976*T — 1.8675=«Cp =T (22)

Donde, 6 es el angulo de contacto, Cp es la concentracion de proteina y T es la

temperatura.
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4 CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos que relacionaron los angulos de contacto con
las variables de experimentacion, se determindé que el factor concentracion de
proteina de colageno, fue estadisticamente el mas significativo sobre esta
variable, mostrando que las superficies con mayor concentracion de proteina,

presentan comportamientos mas hidrofilicos.

De los coeficientes de expansion calculados a partir de las pruebas
nanogravimétricas, se determiné que a niveles superiores de concentracion, se
obtiene un mayor trabajo de esparcimiento de la proteina de colageno,
presentando ademas una mayor area de contacto, concordando con los bajos

valores de los angulos a las mismas concentraciones.

Basado en el analisis estadistico de las pruebas electroquimicas se concluy6 que
a menor potencial aplicado la cantidad de proteina de colageno adsorbida fue
mayor. Esto concuerda con los altos valores encontrados para el inverso de la

resistencia a la transferencia de carga R, a un potencial aplicado de -0,37 V.

Por medio de las mediciones de espectroscopia de impedancia electroquimica se
establecié que los pardmetros de adsorcion de cantidad de proteina adsorbida
sobre la superficie polimérica de PGA-Biovidrio-quitosano, se ajustaron a
isotermas de Langmuir. Los valores de la energia libre de Gibbs de adsorcién
mostraron que la proteina de colageno present6 una gran afinidad por la superficie

polimérica.
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Anexo A. Voltagrama para determinacién de oxido reduccién.

6 ANEXOS

Corriente [A]

0,0003

0,00025 :
0,0002 _
0,00015 :
1E-04 -

5E-05

-3E-18

-5E-05

-0,0001

-0,00015 -
-1,5

Pico:-0,37V
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Anexo B. Micrografias de pruebas electroquimicas.

Micrografias recubrimientos. a) Anterior a prueba electroquimica (20x).

b) Posterior a la prueba electroquimica 20 pg/ml, 37 °C, OV (20x)

Micrografias recubrimientos. a) Anterior a prueba electroquimica (20x).

b) Posterior a la prueba electroquimica 12,5 pg/ml, 39,5 °C, 0V (20x)

Micrografias recubrimientos. a) Anterior a prueba electroquimica (20x).

b) Posterior a la prueba electroquimica 20ug/ml, 37 °C, 56V (20x)
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Micrografias recubrimientos. a) Anterior a prueba electroquimica (20x).

b) Posterior a la prueba electroquimica 20ug/ml, 39,5 °C, 0V (20x)

Micrografias recubrimientos. a) Anterior a prueba electroquimica (20x).b)

Posterior a la prueba electroquimica 27,5ug/ml, 37 °C,- 0.37V (20x)

Micrografias recubrimientos. a) Anterior a prueba electroquimica (20x).

b) Posterior a la prueba electroquimica 12,5ug/ml, 39,5 °C, 0V (20x)
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Micrografias recubrimientos. a) Anterior a prueba electroquimica (20x).

b) Posterior a la prueba electroquimica 27,5ug/ml, 37 °C, 0,56V (20x)

Micrografias recubrimientos. a) Anterior a prueba electroquimica (20x).

b) Posterior a la prueba electroquimica 20ug/ml, 39,5 °C, -0,37V (20x)
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Anexo C. Disefio de experimentos mediciones gravimétricas y electroquimicas.

Disefio de experimentos para mediciones gravimétricas.

Para la determinacién de angulos de contacto se realizé un disefio factorial 32,
con 3 replicas de ensayos escogidos aleatoriamente para completar el andlisis
estadistico. Donde, -1 representa el nivel mas bajo de cada factor, O representa el

nivel medio y 1 representa el nivel mas.

Las variables independientes o factores son la concentracion de proteina y la

temperatura.

Mediciones Gravimétricas

0 -1
1 -1
-1 0
0 0
1 0
-1 1
0 1
1 1
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Disefio de experimentos para mediciones electroquimicas

Para el desarrollo de las mediciones electroquimicas se realiz6 un disefio de
experimentos 2x3” en donde 2 de los factores tienen 3 niveles y se haran 3
repeticiones escogidas aleatoriamente. Donde, -1 representa el nivel mas bajo de
cada factor, O representa el nivel medio y 1 representa el nivel mas alto.
Los factores o variables independientes son la concentracion de proteina,
temperatura y potencial.

Mediciones Electroquimicas

-1 -1
-1

1 -1
-1 -1 -1
-1 -1

1 -1 -1
-1 0
0

1 0
-1 -1 0
-1 0

1 -1 0
-1 1
1

1 1
-1 -1 1
-1 1

1 -1 1
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Anexo D. Gréficas pruebas gravimétricas.
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Anexo E. Espectros de Bode y Nyquist obtenidos de la simulacion de los datos
electroquimicos.
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Diagrama de Nyquist

Diagrama de Bode
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Diagrama de Nyquist Diagrama de Bode
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Anexo F. Andlisis cuantitativo del Bioceramico.

= b aboratoriode Oifacion de Rgyos X

INF-050-10

Bucaramanga, Mayo 18 de 2010

SENORES: )
ESCUELADE INGENIERIA METALURGICA
Atn: Ing. Custodio Vasquez

Director del proyecto 8453
UlS/Presente

Cordial saludo:

Por medio de la presente estoy haciendo entrega del resultado del andlisis cuantitativo por
Difraccion de Rayos-X de una (1) muestra recibida el 10 de Mayo de 2010, identificada como
“HIDROXILAPATITA".

Atentamente,

JOSE ANTONIO HENAO MARTINEZ
Director

Laboratorio de Difraccion de Rayos-X
PQ 0321

Umiversidad Industrial de Santander, Escuela de Ouimica, Laboratorio de Postgrado 111

Edificio Camiio Torres, Bucaramanga, PBX 6344000 Exz. 22 26, Telgfax 6347166
Apartado Aéreo N* 678, Email: rayosx(@uis.edu.co NIT 890. 201.213-4
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METODOLOGIA

Preparacion y Montaje de las muestras

La muestra fue pulverizada en un mortero de agata y llevada a un tamafio de 38 pm (400
mesh). El espécimen seleccionado de la muestra fue montado en un portamuestra de aluminio
mediante la técnica de llenado frontal.

Toma de datos de difraccion
Se realizo en un difractometro de polvo marca PAMalytical modelo X" PERT PRO MPD bajo las
siguientes condiciones:

“oltaje 45(k\V)

Corriente A0mua)

Rendijas Soller 0.04 rad (Incidencia vy Difraccion)
Rendijas Fijas 1/4 y 1/8 {(Incidencia) y 1/4 (Difraccion)
Muesireo 0.013° 2theta

Rango de Medicion 5-70° 2theta

Radiacion Cuka1

Filtro Mi

Detector de estado sodlido referencia PlXcel con 255 canales activos
Tipo de barrido Continuo

Tiempo por paso 59 segundos

Tipo de Analisis

Analisis Cualitativo

El analisis cualitativo de las fases presentes en la muestra se realizo mediante comparacion del
perfil observado con los perfiles de difraccion reportados en la base de datos PDF-2 del
International Centre for Diffraction Data (1CDD).

Analisis Cuantitativo

El analisis cuantitativo de las fases encontradas se realizd mediante el refinamiento por el
Método de Rietveld del perfil observado habiéndole agregado a la muestra una cantidad
conocida de un estandar interno (Aluminwm oxide, -100mesh, 99%. Corundum, o-phase.
Aldrich Mo. 23,474-5) comespondients al 20%:.

Informaciéon suministrada por el cliente

Analisis elemental: Mo.

Interés por algunais) fase(s) en particular: ldentificacion y cuantificacion de fases
criztalinas de compuestos de Ca y P.

*Los resultados se relacicnan anicamente con las muestras analizadas.

1.

Pagina 2 de 4

RESULTADOS

HIDROXIAPATITA (C12V)
No. TARJETA

FASE FDF-2 HNOMERE CUANTITATIVC
Cristalinos Caw ( POL s OH 010-T6-D654 Hidroxilapatita 312 % (DE =04)
Ca, (PO, 1 000-55-0808 Whitlockita 68.8 % (D.E =0.6)
MNota:

D.E = Desviacion estandar

Observaciones:

Se recomienda realizar analisis elemental para comoborar la presencia de las fases reportadas.
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Anexo G. Parametros circuito equivalente.

Parametros del circuito equivalente a OV

12,5 2537  1,64E- 0,92 24864 3,54E- 0,93 816270
06 06

37 20 29,34  1,34E- 0,93 23456  3,38E- 0,81 543220
05 06

27,5 32,71 1,11E- 0,89 20176  4,72E- 0,75 457880
05 06

12,5 26,57  1,24E- 0,94 7973 4,42E- 0,5 492720
05 06

39,5 20 31,84  1,16E- 0,93 26357  3,67E- 0,87 540000
05 06

27,5 34,08  1,44E- 0,92 23476  6,61E- 048 456490
05 06
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Parametros del circuito equivalente a -0,37 V

12,5 40,64 144E-05 091 18660  4,68E- 1 11277
06

37 20 39,9 1,256-05 0,93 16880 3,72E- 0,96 7805
05

27,5 31,68 1,64E-05 0,96 18561  5,52E- 1 6875
05

12,5 36,33 1,52E-05 0,95 26013 7,78E- 0,64 11505
05

39,5 20 29,55 1,66E-05 0,94 36586  3,94E- 1 7400
05

27,5 3241 147E-05 095 20253 1,79E- 0,68 7127
04
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37

39,5

Parametros del circuito equivalente a 0.56V

12,5

20

27,5

12,5

20

27,5

29,29

27,71

29,56

38,47

30,19

98,74

1,86E-05

1,89E-05

1,82E-05

2,20E-05

2,68E-05

2,27E-05

0,89

0,87

0,9

0,91

0,88

0,85

69135

72992

91773

86119

87179

63753

2,36E+00

3,12E-05

2,57E-05

1,60E-05

6,11E-05

9,49E-06

0,86

0,91

0,85

0,62

0,93

0,84

102040

71060

83280

57607

51400

56000

61




Anexo H. Datos para el calculo de las isotermas de Langmuir y

termodinamicos.

parametros

310,15 6,28E-05 1,99E-03 29943,58

0,00 312,65 2,34E-05 4,26E-02 38150,13 98816 3282
310,15 3,12E-04 3,27E-02 37164,89

-0,37 42769 257,7
312,65 2,87E-04 3,74E-02 37809,20
310,15 1,48E-05 2,19 47998,53

0,56 67188 2321
312,65 1,83E-05 17,56 53801,22
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Anexo |. Isotermas de Langmuir a partir de mediciones electroquimicas.

Isoterma de Langmuir para adsorcién de colageno -0.37 Vy 37°C
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Isoterma de Langmuir para adsorcién de colageno a0 Vy 37°C.
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Isoterma de Langmuir para adsorcién de colageno a0 V'y 39,5°C.
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Isoterma de Langmuir para adsorcion de colageno a 0.56V y 37°C
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Anexo J. Graficas AG de adsorcion de proteina de colageno contra temperatura.

Graficas AG contra temperatura a -0.37 V
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Graficas AG contra temperaturaa 0 V
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Graficas AG contra temperatura a 0.56V
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Anexo K. Pasos para la sintesis de PLA (Acido Polilactico) y PGA (Acido

Poliglicdlico).
Sintesis de PLA:

« Deshidratacién: T=100°Cy P=1atm,t=1a 2 h.
» Esterificacion: T=180°Cy P =100 mmHg,t=6a7 h.
» Policondensacion: T = 180°C y P = 10mmHg, t = 5 h, con 1.5% de

catalizador.

Sintesis de PGA:

* Mezcla del &cido glicolicoy el znCl, a T = 190°Cy P = 150mmHg, t =1 h.
* VacioaP =30mmHg, a T =190°C, durante t =4h.

+ Calentamiento a T = 230°C y se envasa el producto en un crisol sellado.
+ Calentamiento a 190°C ,t=20h
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Anexo L. Diagramas de efectos principales y de efectos de interaccién para
pruebas de EIS y gravimétricas.

Diagramas pruebas EIS
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Diagramas pruebas gravimétricas

Angulo de Contacto

97

94

91

a8

a5

a2

Main Effects Plot for .f\ngulo de Contacto

K

-1,0 1,0 -1,0 1,0
Concentracidn de Prot Temperatura

Angulo de Contacto

97

94

91

a8

a5

a2

79

Interaction Plot for.f\ngulo de Contacto
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Anexo M. Materiales y Equipos.

« Microbalanza de Cristal de cuarzo (QCM 200).

» Cristales de cuarzo AT-cut 5 MHz Au-Ti

« Gamry 600 (Potenciostato/Galvanostato/ZRA)

*« QCM 200 (Microbalanza de Cristal de cuarzo).

« Electrodo de calomel y Contraelectrodo de fibra de carbon
« Microscopio Olympus BX51

« Celda electroquimica balén con tapas planas.

« Celda de teflon ajustada al holder de la microbalanza.
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