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RESUMEN

TITULO: OBTENCION Y EVALUACION DE SUPERFICIES DE POLICAPROLACTONA-
QUITOSANO PATRONADAS MEDIANTE ABLACION LASER*.

AUTOR: QUINTERO JAIME ANDRES FELIPE**,

PALABRAS CLAVES: Policaprolactona, quitosano, Naz2TisO11, ablacion laser, patronamiento.

DESCRIPCION

Las propiedades mecanicas del titanio y sus aleaciones; asi como su elevada resistencia a la
corrosion hacen de él uno de los materiales mas idéneos para su uso en la sustitucion de tejidos;
sin embargo su poca capacidad para reaccionar en un medio bioldgico, suscitando el crecimiento
de hueso, se convierte en una de sus principales desventajas. Por tal motivo el campo de la
bioingenieria se ha enfocado en desarrollar técnicas que permitan modificar la reactividad quimica
de la superficie del titanio y sus aleaciones.

En la presente investigacion se acoplé el uso de tratamientos quimicos a la aleacion Ti6Al4V, con
una solucién 10 M de NaOH a 60°C, promoviendo el crecimiento de un titanato de sodio
(Na2TisO11) bioactivo en la superficie; con el uso de recubrimientos biopoliméricos de
policaprolactona y quitosano. Las peliculas se conformaron mediante la técnica Dip Coating, a
partir de soluciones poliméricas de policaprolactona y quitosano en acido acético glacial, con
diferente contenido de policaprolactona. Con base a los analisis morfolégicos SEM y los espectros
infrarrojos FTIR, se observé que la cantidad de policaprolactona en la pelicula tiene un efecto en la
retencion del quitosano en la superficie, asi como en las caracteristicas morfolégicas de los
recubrimientos.

Los recubrimientos biopoliméricos, en las muestras de Ti6Al4V tratadas;, se modifico
topograficamente empleando un laser Nd-YAG, fabricando p-Crateres con un diametro de 28,29um
en la superficie, bajo la técnica de ablacién laser; los cuales aumentan la interaccién idnica de la
superficie frente al fluido al generarse una disminucion en los valores a la trasferencia de carga de
las peliculas poliméricas. Los crateres se fabricaron manteniendo una separacion promedio entre
ellos de 176,43 um y 509,75 um, formando una superficie patronada en toda el area de las
peliculas, con mayor adsorcién y precipitacién de calcio.

*Proyecto de grado

**Facultad de ingenierias fisico-quimicas. Escuela de ingenieria Metallrgica y Ciencia de
Materiales. Director: Ph.D. DARIO YESID PENA BALLESTEROS. Codirector: Dr. HUGO
ARMANDO ESTUPINAN DURAN.



ABSTRACT

TITTLE: OBTAINING AND EVALUATION OF POLYCAPROLACTONE-CHITOSAN PATTERNING
SURFACE BY LASER ABLATION*.

AUTHOR: QUINTERO JAIME ANDRES FELIPE**,

KEY WORDS: Polycaprolactone, Chitosan, laser ablation, patterning.

DESCRIPTION

The titanium’s mechanical properties and his alloys; as his high corrosion resistance, make it one of
the best materials to use in the tissue replacement; however his little ability to react with the
environment to promote the bone growth, it's becoming a major problems on this biomaterial. For
this reason, the bioengineering field has focused in carry out other techniques to modify the
chemical reactivity on the titanium and alloys’ surface.

In this investigation, it hitched the use of chemical treatment on the Ti6Al4V alloy, with a 10 M
NaOH solution to 60°C, that’'s promoting the growth of the bioactive titanate of sodium (Na2TisO11)
onto the alloy’s surface; with biopolymerics coatings of polycaprolactone and chitosan. The layers
were forming with dip coating technique; using polymeric solutions of polycaprolactone and
chitosan in acetic glacial acid, with different amounts of polycaprolactone. Base on the
morphological analysis by SEM and the spectrums infrared, it can look the effect of the
polycaprolactone in the retention of chitosan; and the characteristic in the coatings’ morphology.

The biopolymerics coatings onto the treated Ti6AI4V samples; it modified its topography using a
Nd-YAG laser; building p-Craters with 28,29 um in diameter on the surface; those craters increased
the ionic interaction between the surface and electrolyte to generate a reduction on the values to
the transfer resistance of charge on the biopolymerics layers. The craters was making with average
separation between them of 176,43 um and 509,75 um, creating a patterning surface, with greater
adsorption and precipitation of calcium.

*Work degree

**Physicochemical engineerings faculty. Metallurgical and science materials engineering school..
Directress: Ph.D. DARIO YESID PENA BALLESTEROS. Codirector: Dr. HUGO ARMANDO
ESTUPINAN DURAN.
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INTRODUCCION

El mejoramiento de la expectativa de vida del hombre, ha enfocado en gran
medida al campo médico e ingenieril al desarrollo de nuevas tecnologias que
garanticen la recuperacion de ciertas funciones biolégicas y estructurales. Los
biomateriales han sido una pieza fundamental en este proceso; y es por ello que
muchas investigaciones se han encaminado en la generacion de materiales con
propiedades bioactivas y biocompatibles, que provean las condiciones necesarias

para una interaccién celular favorable.

Dada la importancia que juega la superficie del material, al estar en contacto con
el medio bioldgico, se hace critico y fundamental que las condiciones superficiales
sean las mas adecuadas, con el fin de garantizar una apropiada interaccion y
adhesién proteinica favorable, para una posterior interaccién celular [29, 38]. Una
de las mas revolucionarias, debido al impacto generado por la nanotecnologia, es
la modificacion topografica de la superficie a nivel micro y nanomeétrico (menores a
100 nm), creando patrones superficiales mediante técnicas litogréaficas,
polimerizaciones superficiales, electrodeposicion localizada a nivel micro vy
nanomeétrico, entre otras. Esta clase de modificaciones superficiales en el
implante, recrean una topografia similar a la del tejido (Biomimesis); las cuales
influyen de manera significativa en la adhesion celular, proliferacién, diferenciacion
y distribucion del tejido en el implante éseo, garantizando el proceso de

osteointegracion [38].

La aleacién Ti6Al4V es por excelencia el biomaterial metalico mas empleado, en
especial para implantes 6seos; sin embargo su inercia quimica, hace de esta
aleacion, un material carente de capacidad bioactiva (Bioinerte) [29, 39]. Diversas
alternativas se han desarrollado para modificar las caracteristicas bioinertes del
titanio y sus aleaciones, con el fin de convertirlo en un material bioactivo y
biofuncional; tales como los tratamientos quimicos, los procesos de oxidacion y el

uso de recubrimientos poliméricos o ceramicos, los cuales brindan una superficie

17



mas favorable a las condiciones del medio, y promueven la mineralizacion del
implante y proliferacion celular; manteniendo las propiedades mecéanicas e inertes

de la aleacion [29].

En la presente investigacion se obtuvo recubrimientos de policaprolactona-
quitosano empleando mezclas poliméricas y conformadas por la técnica dip
coating; sobre un sustrato de Ti6AI4V tratado quimicamente. Estos recubrimientos
a su vez fueron modificados topograficamente, mediante la formacion de patrones
en la superficie de los recubrimientos, empleando la técnica de ablacion laser; con
el propésito de evaluar comportamiento de las peliculas frente a un fluido

fisiolégico, para su aplicacion como implantes 6seos.

18



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL.

Obtener y evaluar superficies de Policaprolactona-Quitosano patronadas por

ablacion laser.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

o Desarrollar recubrimientos de policaprolactona-Quitosano sobre sustratos

de Ti6Al4V tratado quimicamente.

o Obtener y caracterizar las superficies patronadas de recubrimientos de

Policaprolactona-Quitosano mediante ablacion laser.
o Evaluar la capacidad de formacion de fosfato de calcio de superficies

patronadas de policaprolactona-Quitosano mediante técnicas de espectroscopia
de impedancia electroquimica en SBF.

19



3. CONCEPTOS TEORICOS

3.1. BIOMATERIAL.

Los biomateriales pueden ser considerados como sustancias o0 productos,
naturales o sintéticos, empleados en seres vivos para sustituir, mejorar o promover
una funcion fisiolégica en el organismo, ya sea en un O6rgano 0 una estructura
tisular. Estos materiales deben caracterizarse por ser no toxicos o cancerigenos,
tener excelentes propiedades mecanicas y de fatiga, asi como una buena relacion
densidad/peso [29].

Al entrar en contacto el biomaterial con el medio fisiol6gico ocurre una interaccion
entre el medio biolégico receptor y la superficie del biomaterial que promoveran o
no el proceso de crecimiento celular y tisular. El proceso de interaccion celular se
lleva a cabo por una serie de fendmenos superficiales, tales como la formacion de
una doble capa eléctrica, la migracion de iones a dicha interfase, la absorcién de
proteinas, la interaccion celular y la proliferacion; los cuales presentan una alta
correlacion con las condiciones de la superficie como rugosidad, porosidad y
topografia, que influirdn en la respuesta del organismo hacia el implante,

causando su encapsulamiento u osteointegracion [20,22].

3.2. TRATAMIENTO SUPERFICIAL ALCALINO DEL TITANIO Y SUS
ALEACIONES.

Los tratamientos quimicos superficiales son procesos, donde se induce una
reaccion quimica en la superficie de una aleacién metalica especifica, con un
medio acuoso. El titanio y sus aleaciones son tratadas mediante la inmersién de la
muestra metéalica en una solucion de NaOH; que induce una reaccion entre la
superficie de la aleacion con el medio basico, generando un titanato de sodio

como producto quimico en la superficie, como es indicado en la reacciénl y 2.
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El proceso ocurre por una disolucion parcial de la capa de TiO2 por accién de los
grupos OH" para dar formacién a un titanato hidratado, de acuerdo a las siguientes

reacciones:
TiO, + OH™ — HTiO3 - nH,0 (Titanato hidratado) (1)
HTiO3 - nH,0 + Na* - NaHTiO, + nH,O0 (Titanato deshidratado) (2)

El grupo HTiO3 atrae los cationes de Na*, para formar un gel de titanato de sodio
sobre la superficie durante la deshidratacion, consolidando un sélido estable y
amorfo. Al entrar en contacto con el fluido fisiolégico, la capa se hidroliza y los
cationes de sodio nuevamente son liberados, dejando el HTiO3 libre [4], para que
migren los cationes de calcio y formen el titanato de calcio, que posteriormente
promueven el enlace con los iones fosfato (P0%7) y la precipitacion de los fosfatos
de calcio (Apatitas), los cuales crecen a medida que consumen calcio y fosforo del

medio [39]; como se aprecia en la Figura 1.

Figura 1. Formacion de apatitas en una superficie de titanio tratada alcalinamente,
a) Titanato de sodio amorfo antes de inmersion en SBF, b) Liberacion y formacién
de los grupos Ti-OH, c) Migracién de calcio y formacién del titanato de calcio, d)
Movilidad del ion fosfato hacia el titanato de calcio y precipitacién de fosfato de

calcio amorfo y €) Formacién de apatitas cristalinas [18,39].
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Fuente: Estudio de la susceptibilidad a la corrosion en presencia de fluidos
corporales simulados de una aleacion Ti6Al4V recubierta con hidroxiapatita [4].
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3.3. POLICAPROLACTONA.

La policaprolactona (PCL) es un poliéster biodegradable, obtenido al polimerizar
por apertura de anillo la e-caprolactona, como se indica en la Figura 2. La
policaprolactona se caracteriza a su vez por ser un polimero semicristalino, con un

punto de ebullicién alrededor de los 64°C [6].

Figura 2. Estructura del mondmero y de la cadena polimérica de e-Caprolactona y

policaprolactona.

O
Catalizador y calor ﬁ
\//o - O—(CHZ)S—C
n

e-caprolactona Policaprolactona

Fuente: Synthesis of polycaprolactone polymer for bone tissue repair. [8]

La policaprolactona se ha consolidado como uno de los polimeros sintéticos mas
empleados como biomaterial, gracias a su excelente biocompatibilidad con el
cuerpo humano y su capacidad de formar de matriz extracelular principalmente. A
medida que se descompone el polimero es readsorbido por las células; sin
embargo este biopolimero se ve bastante perjudicado por su alta hidrofobicidad

(Angulo de contacto de 80°) y una lenta velocidad degradativa [2,8].

3.4. QUITOSAN.

El quitosan o quitosano es un biopolimero natural, derivado de la quitina presente
en el caparazon de crustaceos, mariscos e insectos. La quitina y el quitosan estan
compuestos principalmente por unidades de N-Acetil-Glucosamina y de N-

Glucosamina en su cadena polimérica, como lo observado en la Figura 3; sin
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embargo dependiendo del porcentaje de cadenas N-Acetil-Glucosamina presentes

en la cadena polimérica son clasificados como quitosan o quitina.

Figura 3. Cadena polimérica de la quitina y el quitosano.

CH,OH
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OH o OH
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NH,
NH
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Fuente: Implantable applications of chitin and chitosan. [17]

Al ser un polimero natural, el quitosan es empleado para su uso en andamios para
implantes éseos, gracias a su facilidad para la precipitacion de calcio, su excelente
compatibilidad con las células del organismo, promoviendo el crecimiento y
adhesion celular. Adicionalmente el quitosdn es un polimero no téxico en el

organismo, y en su proceso degradativo es readsorbido por las células.
3.5. ABLACION LASER

El proceso de ablacion laser se basa en la remocion de material de una muestra
solida; al impactar un haz de energia coherente (Laser) sobre la superficie de
dicho material. ElI fendmeno de ablacién esta relacionado a la capacidad del haz

de energia para ionizar materia, generando un plasma sobre la superficie de la
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muestra, que alcanza una temperatura superior a los 1500 K; el cual sublima y/o
evapora el material irradiado, como se observa en la Figura 4 [40].

Figura 4. Proceso de ablasion laser de una muestra sélida.

Material desprendido

Haz del laser

> Pluma de ablacién.

L Plasma

Fuente: Autor.

El plasma formado en la superficie de la muestra transforma los componentes del
sélido en vapor, que posteriormente es expulsado de la superficie al exterior
formando un chorro de gas, llamado “Pluma de ablacién”; consecuencia de la
diferencia de presion generada por el plasma en la superficie. La remocion del
material de la superficie del sélido, genera un orificio 0 un grabado, conocido como

“Spots” por su nombre en inglés [16].
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El desarrollo de experimental de este proyecto se basoé en 6 etapas, como se

pueden observar en la Figura 5.

4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Figura 5. Metodologia experimental realizada para el presente trabajo.

Fuente: Autor
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4.1. ETAPA 1: PREPARACION SUPERFICIAL.

Las muestras empleadas para la realizacion de este proyecto fueron probetas
cilindricas de Ti6Al4V con un radio de 14 mm y una altura de 2 mm; las cuales
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fueron sometidas a un proceso de pulido mecénico, empleando papel abrasivo de
carburo de silicio (SIC) y suspensiones de alimina (Al2Os) con tamafio de
particulas de 0.5 y 0.05 um, con el fin de eliminar heterogeneidades superficiales.
Posteriormente las muestras fueron sometidas a un tratamiento acido en una
solucién de 3% (v/v) HF, 20% (v/v) HNOs y agua destilada por 3 minutos.

4.2. ETAPA 2: TRATAMIENTO ALCALINO.

Con las muestras anteriormente pulidas, decapadas y lavadas, se procedié a
realizar una activacion superficial de la aleacion de titanio (Ti6AI4V) mediante la
inmersion de las muestras en una solucion 10M de NaOH durante 24 horas
[18,39], almacenada en recipientes de polipropileno a 60°C en un bafo

hidrotermal; como se muestra en la Figura 6.

Figura 6. Montaje utilizado para el tratamiento alcalino de la aleacion Ti6Al4V en
solucion 10 M de NaOH a 60°C por 24 horas.

Recipiente de

Termometro polipropileno (PP)

con solucién 10 M
de NaOHy
muestras de

Ti6AI4V.

Bafio hidrotermal <——@

Fuente: Autor
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Tras 24 horas de tratamiento en solucién alcalina de NaOH, las muestras fueron
retiradas, lavadas con abundante agua y secadas por 24 horas. Posteriormente se
llevé a cabo un tratamiento térmico del solido formado en la superficie desde los
24°C hasta una temperatura de 450°C, con el fin de no disminuir
considerablemente la bioactividad por descomposicion y cristalizacion del titanato
[18]; a una velocidad de calentamiento de 10°C/min; sosteniendo por 1 hora a la
temperatura final. Las muestras, posterior a la hora de tratamiento térmico se

dejaron enfriar dentro del horno hasta temperatura ambiente.

43. ETAPA 3: PREPARACION DE SOLUCIONES POLIMERICAS
POLICAPROLACTONA/QUITOSANO.

Las soluciones poliméricas de PCL/Quitosano fueron preparadas a partir de
soluciones individuales de policaprolactona y quitosano (Ver Anexo C), que
posteriormente se mezclaron para formar una anica solucién. Inicialmente el
quitosano fue disuelto en una solucién 0.5 M de acido acético. Simultaneamente
fueron disueltos 0.0857 gr, 0.2 gr y 0.466 gr de policaprolactona (CsH1002) en
acido acético glacial (CH3s-COOH), como se aprecia en la Tabla 1.

Tabla 1. Cantidades y concentraciones de polimeros en solucion para la

preparacion de las soluciones PCL/Quitosano.

Solucién Quitosano Solucién de PCL Solucién
Concentracion Cantidad de Concentracion Cantidad de PCL | PCL:Quitosano
[Yowiv] guitosano [gr] [Yow/v] [ar]
1 0.2 0.12 0.0857 30/70
1 0.2 0.30 0.2000 50/50
1 0.2 0.70 0.4666 70/30

Fuente: Autor
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Las soluciones de policaprolactona y quitosano fueron posteriormente mezcladas,
manteniendo una relacion volumétrica PCL/Quitosano de 10/3, para formar
soluciones de PCL/Quitosano; obteniendo soluciones con una relacion de 30/70,

50/50 y 70/30 respectivamente como se observa en la Figura 7 [1].

Figura 7. Soluciones poliméricas de PCL/Quitosano a) 30% PCL y 70%
Quitosano, b) 50% PCL y 50% Quitosano y c) 70% PCL y 30% Quitosano.

Fuente: Autor

44. ETAPA 4. CONFORMACION DE LOS RECUBRIMIENTOS
POLICAPROLACTONA/QUITOSANO.

Las soluciones poliméricas PCL/Quitosano (30/70, 50/50 y 70/30) obtenidas se
emplearon para recubrir la superficie de la aleacion de titanio tratada
alcalinamente, mediante la inmersion y extraccion del sustrato, bajo la técnica
conocida como “Dip Coating”, y posterior evaporacion del solvente (Acido acético y
agua). El tiempo de permanencia de los sustratos en la solucion polimérica fue de

10 segundos, y su posterior secado en una estufa precalentada a 50°C durante 30
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minutos. Sobre el sustrato fueron depositadas 3 capas poliméricas; cada una
conformada después de 30 minutos de secado en la estufa (Ver Anexo D).

4.5. ETAPA 5: PATRONAMIENTO POR ABLACION LASER.

Al obtener las muestras recubiertas con la mezcla polimérica de policaprolactona:
Quitosano se procedio a realizar el patronamiento de la superficie; mediante la
técnica de ablacion laser; empleando un laser de estado soélido Nd-YAG para
generar un haz coherente de luz por pulsos cortos de 5-10 ns, con una longitud de
onda de 1064 nm; sin embargo empleando un sistema de cristales se pudo llegar

a reducir la longitud de onda a los 540 nm y una energia de 92 mJ [25].

El haz luminoso inicialmente se hizo incidir en un atenuador, con el fin de controlar
la cantidad de energia del haz que impactaria en la muestra a patronar;
permitiendo controlar el tamafio de los crateres en la superficie. La energia de
salida del atenuador se control6 para obtener un valor entre 40-35 mJ
aproximadamente. El haz inmediatamente se hizo atravesar por un reductor de
haz de 3.18 mm de diametro, y por un prisma; con el fin disminuir el radio del haz
gue impactaria en la muestra y direccionar el haz de energia al interior de un
microscopio 6Optico con una energia de 6-7 mJ, respectivamente. Al entrar al
microscopio Optico, el haz ingresa al juego de espejos del mismo, permitiendo
focalizar el rayo en un punto especifico de la muestra con una energia aproximada
de 1-1.5 mJ, empleando el objetivo con una magnificacion de 10X del microscopio

Optico, como se observa en la Figura 8.

La formaciéon de los “Spots” se logré aplicando una secuencia de 3 a 4 pulsos
seguidos cada segundo entre cada pulso. El espaciamiento entre punto y punto se
controld6 empleando el plano XY del microscopio Optico, manteniendo una

separacién entre los 100-200 micras entre punto y punto.
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Figura 8. Montaje para el patronamiento por ablacion laser de las muestras de
Ti6Al4V tratadas alcalinamente y recubiertas con mezclas poliméricas de
PCL/Quitosano.
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Fuente: Autor

4.6. ETAPA 6: PRUEBAS DE BIOACTIVIDAD IN VITRO.

Los sustratos de aleacién de Ti6Al4V recubiertos, patronados y sin patronar se
depositaron individualmente en recipientes de polipropileno con 61 mL de una
solucion fisiolégica simulada SBF (Simulated Body Fluid), cuya composicion se
puede apreciar en la Tabla 2. Las muestras fueron llevadas a un bafio hidrotermal
a 36.5°C durante 8 dias [19], con el fin de simular las condiciones fisiologicas del
cuerpo humano. Durante el transcurso de la prueba se retiraban alicuotas de la
solucién SBF con el fin de observar la variacion de calcio en la solucion, mediante

la técnica de absorcion atdmica.
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Tabla 2. Composicidon quimica del fluido fisiolégico simulado (SBF) para pruebas

de adsorcién de calcio [19].

Elementos Na* K" | Mg® | ca”™ | CI | HCO; | HPO,” | SO,
Concentracion [mM] 142.0 5.0 15 | 25 | 147.8 4.2 1.0 0.5

Fuente: Autor

Transcurridos los 8 dias las muestras se lavaron con agua y colocadas a secado
por 24 horas, para posteriormente realizar una caracterizacion mediante

microscopia electronica de barrido (SEM).

4.7. ETAPA 7: CARACTERIZACION ELECTROQUIMICA.

Las muestras a su vez son evaluadas mediante la técnica de espectroscopia de
impedancia electroquimica (EIE) antes de 8 dias de inmersién en fluido fisiol6gico
simulado, con el fin de observar la variacién del comportamiento de las peliculas

antes y después del proceso de modificacion superficial.

El montaje experimental constaba de una celda plana con 3 electrodos, siendo el
electrodo de trabajo, la muestra de Ti6AI4V recubierta con 3 diferentes relaciones
entre polimeros, establecidas anteriormente en la metodologia; patronadas y sin
patronar; un electrodo de grafito como contraelectrodo y un electrodo de referencia
Calomel saturado 3M de KCI. El electrolito empleado fue solucion SBF con una
relacion Ca/P=2.5, por un tiempo de 1 hora, como se aprecia en la Figura 9.

Previo a la prueba de espectroscopia, se establece para cada una de las muestras
el potencial a circuito abierto, colocando las muestras en contacto con el electrolito
y siguiendo la variacion del potencial en el tiempo; hasta que la diferencia entre

potenciales sea menor o igual a5 mV.
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Figura 9. Montaje de celda plana para la caracterizacion por espectroscopia de
impedancia electroquimica de las muestras Ti6Al4V recubiertas con

PCL/Quitosano, con y sin patronamiento.
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Fuente: Autor

La prueba de espectroscopia de impedancia electroquimica se realizé aplicando
un potencial de perturbacion de 10 mV desde el potencial de circuito abierto
(OCP), sobre la muestra de Ti6AI4V recubiertas con las diferentes mezclas
poliméricas, con y sin patronamiento; realizando un barrido desde los 0.01 Hz

hasta los 50000 Hz, a una temperatura constante de 25°C.
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5. RESULTADOS Y ANALISIS.

5.1. CARACTERIZACION INICIAL DE LA ALEACION Ti6AI4V.

Previo a todo tratamiento, prueba o modificacion fisicoquimica de la aleacion
Ti6AI4V se llevo a cabo una caracterizacion microestructural mediante inmersion
por 10 segundos en reactivo Kroll, cuya composicion fue: 5% HNOs, 10% HF y

agua destilada.

El reactivo Kroll ataco preferencialmente la fase beta (Color oscura) dura y fragil,
gue se encuentra de forma globular y precipitada de manera coherente sobre la
matriz de fase alfa (Color blanca) blanda y ductil, como se ve en la Figura 10;
mostrando una correspondencia entre la microestructura de las muestras, con las

caracteristicas microestructurales de las aleaciones de titanio bifasicas a+@ [11].

Figura 10. Micrografia de Ti6Al4V atacada con reactivo Kroll por 10 segundos a

una magnificacion de 2000X.
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5.2. TRATAMIENTO SUPERFICIAL ALCALINO DE LA ALEACION Ti6AI4V.

Al llevarse a cabo el tratamiento alcalino en la aleacién de Ti6Al4V se presento
como resultado de este proceso la formacion de una capa sélida, homogénea y
opaca sobre la superficie de la muestra; diferente a la apariencia inicial, que al
momento del proceso de calcinacion se oscurecié y mostré diferentes tonalidades

en su superficie como se observa en la Figura 11.

Figura 11. Muestras de Ti6Al4V tratadas alcalinamente a) Antes del proceso de

calcinacion, b) Posterior al proceso de calcinacién a 450°C por 1 hora.

Fuente: Autor

La microestructura de las muestras sin tratar y tratadas alcalinamente antes y
después del proceso de calcinacién, fueron vistas mediante microscopia
electrénica de barrido (SEM), como se aprecia en la Figura 12. Inicialmente la
muestra de Ti6Al4V presenté una morfologia superficial caracterizada por ser una
capa homogénea, no porosa y uniforme [42], como se observa en la Figura 12-a);
compuesta principalmente por oxigeno vy titanio (Ver Anexo E) correspondiente a

la formacion de un 6xido de titanio.

Posterior al tratamiento alcalino se presenta una variacion en la morfologia de la

superficie con respecto a la inicial; en donde se destruye la estructura homogénea
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del 6xido de titanio, para formar una estructura granular, como la observada en la
Figura 12-b; sin embargo al someterla al tratamiento térmico a 450°C se presento
una disminucion de la cantidad de granos; causado por un proceso de
densificacion del ceramico, como se observa en la Figura 12-c), por el proceso de

sinterizacion durante el ciclo de calentamiento.

Figura 12. Micrografias SEM de muestras de Ti6Al4V : a) Pulida, decapada y
lavada, b) Tratada en solucion de NaOH por 24 horas a 60°C sin calcinacién y c)

Tratada en solucion de NaOH por 24 horas a 60°C y calcinada a 450°C por 1 hora.

Fuente: Autor.
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Los espectros EDS de la estructura cerdmica después del proceso de calcinacion
en la Figura 13, muestra la existencia de sodio alrededor del 9 - 11 % atémico en
el material formado tras el tratamiento alcalino; de manera que durante éste
proceso el ion hidroxilo ingresa a la estructura del oOxido de titanio, y al

deshidratarse absorbe los cationes de sodio [4].

Figura 13. Analisis EDS de la superficie de la aleacion Ti6Al4V posterior de 24
horas de tratamiento en solucion 10 M de NaOH a 60°C por 24 horas y_ Iciic’m
a 450°C por 1 hora.

KCnt 10,58 %Atémico de

05 - sodio. Elemento %Wt %At
Carbono (C-K) 01.22 | 02.81
Oxigeno (O-K) 30.12 52.05
Sodio (Na-K) 08.80 10.58

Aluminio (Al-K) 00.56 00.57
Estroncio (Sr-L) | 01.45 | 00.46
Calcio (Ca-K) 01.34 | 00.92

050 100 150 2.00 250 300 350 4.00 450 5.00 Titanio (Ti-K) 56.51 | 32.61
Energy - keV

Fuente: Autor.

Los porcentajes experimentales de sodio encontrados en los espectros EDS, de la
estructura ceramica, obtenida por inmersion en solucion 10M de NaOH fueron
coherentes con los valores tedricos existentes en la estructura del titanato de
sodio Na2TisO11, formado en esta clase de tratamiento quimico, como lo reportan
autores; dicho titanato presenta un porcentaje atomico de sodio aproximado del
11,11% [18, 3].
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5.3. OBTENCION DE RECUBRIMIENTOS POLIMERICOS
POLICAPROLACTONA/QUITOSANO.

Las soluciones de PCL/Quitosano (Policaprolactona/Quitosano) obtenidas
mediante la mezcla de soluciones individuales de policaprolactona y quitosano en
una solucién al 77% v/v de &acido acético [1]; permitid obtener soluciones estables
de ambos polimeros, con una sola fase de polimeros y solvente; sin embargo el
grado de turbidez de la solucion aumenta a medida que disminuye la cantidad de

policaprolactona en solucion.

Las peliculas poliméricas de PCL/Quitosano con relaciones 30/70, 50/50 y 70/30
conformadas mediante la técnica de inmersién (Dip Coating) a partir de las
soluciones poliméricas, como se especificO6 en la metodologia; fueron
caracterizadas por técnicas de espectroscopia infrarroja, con el fin de observar las
interacciéon polimero-cerdmico, y mediante la técnica SEM para evaluar la

homogeneidad y morfologia superficial de los recubrimientos.

5.3.1. Andlisis por microscopia SEM de los recubrimientos
Policaprolactona/Quitosano. Las peliculas con una relacion PCL/Quitosano de
30/70 depositadas sobre los sustratos muestran en su morfologia zonas
recubiertas por la pelicula polimérica y libres de precipitados; sin embargo se
encontraron zonas con falta de recubrimiento polimérico (Ver Anexo F), donde se
observa la superficie del titanato de sodio inicial, sugiriendo que la mezcla
polimérica no logra adherirse completamente en la superficie del sustrato. Asi
mismo las zonas parcialmente recubiertas manifiestan un espesor de pelicula
delgado, dado que se observa la estructura granular del ceramico, como se
aprecia en la Figura 14-a. En las partes recubiertas se observa la formacion de

burbujas en la superficie del recubrimiento, atribuidas a gas atrapado entre la
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superficie del sustrato (Titanato de sodio) y la pelicula polimérica durante el
proceso de secado del solvente, como se observa en la Figura 14-b.

Figura 14. Micrografias SEM del recubrimiento 30% PCL y 70% Quitosano: a)
Recubrimiento 30/70 de PCL/Quitosano a 5000X, b) Recubrimiento 30/70 de
PCL/Quitosano a 10 000X.

mode| HV |mag O|det | HFW 20 um
SE_18.00kV|5000x|ETDIS9.7ym |

Fuente: Autor.

Los bajos espesores de las peliculas con relacion 30/70, acompafiado de la falta
de continuidad en el recubrimiento, sugiere que la cantidad de policaprolactona en
el recubrimiento no logra consolidar sobre el sustrato una pelicula polimérica

continua, densa y uniforme en la superficie de la muestra.

A diferencia de los recubrimientos con relacion 30/70, las peliculas poliméricas con
una relacion PCL/Quitosano de 50/50 y 70/30 cubrieron completamente la
superficie de los sustratos tratados. En las peliculas con una relacion 50/50 se
presentaron faltas de homogeneidades en su superficie; por la presencia de zonas
compuestas por una matriz de quitosano, con una morfologia porosa [9], como la
observada en la Figura 15-a, con un diametro promedio de poros de 210.8 nm
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aproximadamente; la cual presentd a su vez agrietamiento, atribuido a un
fenomeno de degradacion hidrolitica del polimero, asi como una contraccion
durante el secado [12]. En la misma superficie del sustrato se lograron observar
zonas con una pelicula homogénea y continua, logrando cubrir la matriz porosa de

quitosano, como se observa en las Figuras 16-ay 16-b.

Figura 15. Peliculas poliméricas con 50% PCL y 50% Quitosano: a)
Recubrimiento 50/50 de PCL/Quitosano a 40 000X, b) Precipitados de
policaprolactona en la matriz porosa de Quitosano para un recubrimiento con
relacion 50/50.
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Fuente: Autor.

En la estructura porosa de quitosano de las peliculas con relacion 50/50, se
presenta la precipitaciéon de fases poliméricas de policaprolactona entre la red de
la matriz [1]; ocasionado por la diferencia de los puntos de evaporacion del acido
acético glacial y el agua, durante el proceso de secado. En este proceso el
quitosano precipita primero por la evaporacion del agua, volviéndose insoluble por

un incremento del pH; causando la precipitacion de la matriz porosa de quitosano
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[14, 5]. La policaprolactona se sobresatura en el solvente, y precipita en la matriz
como globulos en la estructura de la matriz, ver Figura 15-b; sin embargo en otras
zonas precipita como una capa continua que logra cubrir la matriz del quitosano de
manera homogénea. La existencia de una matriz de quitosano, debajo de la capa
continua de la mezcla polimérica; causa la formacion de rugosidades en la

superficie de la pelicula, como se observa en la Figura 16-a y 16-b.

Figura 16. Peliculas poliméricas con 50% PCL y 50% Quitosano: a)
Recubrimiento 50/50 de PCL/Quitosano a 5 000X, b) Rugosidades en la capa

superior y continua de las peliculas 50/50 de PCL/Quitosano.

%

mode Fw ode[ HV [mag OO det
SE _|8.00 kV| 5000 x |ETD|59.7 ym £ 18.00 kv 10 000 x |ETD

Fuente: Autor.

La morfologia superficial de los recubrimientos con 70% de Policaprolactona y
30% de Quitosano se caracterizaron por ser peliculas poliméricas completamente
homogéneas, continuas, densas y sin presencia de la estructura porosa del
quitosano en la superficie del sustrato, como se puede observar en la Figura 17-a;
sin embargo la estructura de la pelicula presenta la formacion de pequefas
rugosidades en su superficie, como se en la Figura 17-b.
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Figura 17. Peliculas poliméricas con 70% PCL y 30% Quitosano: a) Superficie del
recubrimiento 70/30 de PCL/Quitosano a 5000X con rugosidades en su superficie,
b) Recubrimiento homogéneo 70/30 de PCL/Quitosano a 20 000X.

— |.|!le i Tdet HFW Sym

ETD 14.9 um

Fuente: Autor.

La presencia de pequeias rugosidades en los recubrimientos 70/30 se atribuye a
la existencia de una estructura porosa perteneciente al quitosano, entre la pelicula
polimérica y la superficie del sustrato (Titanato de sodio); como se observa en los
despegues del recubrimiento polimérico en la Figura 18-a. La matriz de quitosano,
es a su vez, acompafada por precipitados globulares de policaprolactona en la
Figura 18-b, causada por la eliminacién del solvente de la misma manera que las
peliculas 50/50; sin embargo a diferencia de éstas; las cantidades de
policaprolactona presentes en la solucién, permiten consolidar una capa continua
de polimeros, densa y completamente homogénea, sobre la matriz porosa, como
se observa en las Figuras 17 y 18, cubriendo la matriz de quitosano y los

precipitados de policaprolactona en ella.
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Figura 18. Peliculas poliméricas con 70% PCL y 30% Quitosano: a) Despegue del
recubrimiento 70/30 de PCL/Quitosano, b) Superficie porosa de quitosano entre el

sustrato y el recubrimiento 70/30 de PCL/Quitosano.

50 pm

Fuente: Autor.

Las morfologias observadas en los recubrimientos 50/50 y 70/30 sugieren que la
presencia de policaprolactona en las soluciones poliméricas, consolidan sobre
toda la superficie del sustrato, una pelicula polimérica compuesta de
policaprolactona y quitosano. Dichas peliculas a su vez presentan en su
morfologia la formacién de estructuras porosas o0 continuas, con la presencia de
rugosidades; dependiendo de las cantidades de policaprolactona presentes en el
recubrimiento polimérico. Estos analisis por microscopia SEM sugieren que las
peliculas con una relacion 30/70 y 50/50 no contienen la cantidad de
policaprolactona para formar una pelicula continua, densa y homogénea; en
comparacion con las peliculas 70/30; donde la policaprolactona logra formar
peliculas homogéneas; sin formacioén de zonas carentes de recubrimiento y de una

matriz porosa en su superficie.
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5.3.2. Caracterizacion por espectroscopia infrarroja de los recubrimientos
Policaprolactona/Quitosano. Los espectros infrarrojos FTIR para cada una de
las peliculas poliméricas presentaron semejanzas en casi todos los picos de
emision de los enlaces presentes en el biopolimero, indicando la ausencia de
nuevos enlaces covalentes entre los grupos funcionales de los polimeros vy el
ceramicos, por tal motivo las peliculas poliméricas tendran una cierta similitud en
sus propiedades fisicas y quimicas, por ende, no difieren con la cantidad de

policaprolactona presente en la pelicula.

En los espectros se presentan, para los 3 biopolimeros, un estiramiento asimétrico
y la flexion en la banda de los 3000 a 3610 cm™y 1700 cm™ respectivamente,
como se observa en la Figura 19; debido a los grupos hidroxilo (R — OH)
presentes en los anillos del quitosano y la estructura ceramica del titanato de sodio
en los recubrimientos mixtos. Las emisiones observadas corresponden a los
espectros infrarrojos de los patrones del quitosano y del cerdmico empleados (Ver
anexo H y I). La presencia de estos enlaces garantiza que exista una interaccion
entre los cationes de calcio, los iones fosfatos y la superficie del biomaterial,

favoreciendo la nucleacién y precipitacion de fosfatos de calcio [33].

De igual manera se presentan los estiramientos asimétricos y simétricos entre las
bandas 3500 y 3400 cm™ respectivamente; asi como el modo de flexién en las
banda de los 1640 a 1560 cm™ para los grupos amino (R — NH,) en la estructura
del biopolimero, como se observa en la Figura 19. Adicionalmente se observan los
estiramientos en las bandas 1700 y 1715 cm™ correspondientes al enlace
carbonilo de los ésteres (R = 0) de la policaprolactona y la presencia del grupo
carbonilo de los acidos organicos respectivamente; este Ultimo presente en la
matriz de la pelicula biopolimérica posiblemente como remanente del solvente

empleado (Acido acético) durante la evaporacion del mismo [37].
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Figura 19. Espectros infrarrojos (FTIR) para las muestras biopolimérica-cerdmica
con relaciones PCL/Quitosano 30/70, 50/50 y 70/30.
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Fuente: Autor.

Tanto los grupos aminos, como los carboxilos en la matriz polimérica proveniente
del acido acético remanente; pueden promover la interaccion e inmovilizacién de
las cadenas proteinicas del medio biol6gico y el biomaterial, permitiendo su
absorcion y posterior consolidacién de una capa proteinica [16]. Las intensidades
de las emisiones de los grupos amino e hidroxilos, son los que presentan la mayor
diferencia con respecto a la variacion de policaprolactona en el recubrimiento
polimérico; siendo los recubrimientos con una relacion 50/50 donde se encuentra
la mayor emisién de estos enlaces por lo que presentarian mayor interaccion con

el medio fisiol6gico promoviendo el proceso de osteointegracién.
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Entre las emisiones observadas en el espectro se encuentran la correspondiente
al radical acetato, con una emisioén en las bandas de los 1250 cm™, indicando su
presencia en el recubrimiento polimérico, por el grado de desacetilacion del
quitosano empleado. Las emisiones de los enlaces O — Ti — O del rutilo y del
enlace Na — O presentes en la estructura ceramica del titanato de sodio en las
bandas de 1000 cm™ para la emisién del titanio y el oxigeno, y entre los 1100 y
1200 cm™ para la emisién del sodio con el oxigeno [21, 28]. Las cadenas
carbonadas de los polimeros presentan también las emisiones caracteristicas a
los enlaces H — C — H y C — O en las bandas de emisién de los 2100 cm™ y 1300

cm’* respectivamente.

Al no presentarse formacion de nuevos enlaces covalentes, la interaccion entre la
policaprolactona y el quitosano en las peliculas son atribuidas, segun autores, a un
fendbmeno de interaccion fisica entre los biopolimeros por la unién por puentes de
hidrogeno entre el grupo carbonilo de la policaprolactona y los grupos amino e
hidroxilo del quitosano [7, 35, 32].

5.4. OBTENCION DE SUPERFICIES PATRONADAS POR ABLACION LASER
SOBRE LOS RECUBRIMIENTOS DE POLICAPROLACTONA/QUITOSANO.

Las superficies poliméricas de PCL/Quitosano irradiadas por el haz de energia
monocromatico con longitud de onda de 540 nm; incidi6 a la superficie con una
densidad de energia de 1,77 x 10%J/cm? impactando en la superficie de las
muestras colocadas sobre el plano XY del microscopio, con el cual se realizé el

patronamiento de toda la superficie de las muestras.

El haz de energia fue posicionado en la zona a impactar en las superficies de las
peliculas poliméricas, empleando el plano XY del microscopio, con el proposito de
mantener una separacion constante y uniforme entre las zonas impactadas por el

laser. Las superficies patronadas que se obtuvieron presentaron una separacion
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promedio en la direccion del eje X de 176,43 um y de 509,75 um en la direccion
del eje Y; con una densidad de 1239,39 Crateres/cm?, como se puede apreciar en
la Figura 20-a. La falta de homogeneidad en la distribucion de los patrones se
debe a la falta de precision del sistema de posicionamiento de la muestra frente al

laser (Plano XY del microscopio).

Figura 20. Micrografia SEM de las superficies biopoliméricas patronadas mediante
ablacion laser y sus respectivas medidas: a) Espaciamiento entre crateres, b)

Diametro de los crateres formados.

*

[ HV  [mag O] det [mode| HFW | WD | m—
00 kV| 140x |ETD| SE [2.13 mm[9.8 mm | BDM Test

= HFV I T ——
00 kV| 140x [ETD| SE {213 mm|9.8 mm | BDM Test c

Fuente: Autor.

Al formarse el p-plasma en las zonas de incidencia del laser, dicho plasma causoé
la evaporacién y sublimacion las capas poliméricas de las peliculas de
PCL/Quitosano; asi como la capa de NazTisO11 generado en el tratamiento
alcalino. La combinacion de temperatura y presion del p-Plasma formado en las

superficies de las muestras de Ti6Al4V recubiertas, generd crateres con un
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diametro promedio de 28,29 um en la superficie como se observa en la Figura 20-
b) y 21; los cuales no presentaron una variacion significativa, con relacion a la

cantidad de policaprolactona y quitosano presente en las peliculas poliméricas.

Figura 21. Crateres formados por ablacion laser en la superficie de la aleacion de
Ti6AI4V recubierta con PCL/Quitosano con diferentes relaciones poliméricas: a)
Pelicula 30/70, b) Pelicula 50/50 y c) Pelicula 70/30.

Fuente: Autor.

Adicionalmente se observo que la formacién del plasma no soélo involucro la
remocion de las capas poliméricas y ceramicas en la muestra; sino también la
eliminacién de las capas de 6xido de titanio ubicadas por debajo del titanato de
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sodio. Los crateres mostraron en los espectros EDS de la Figura 22 estar
constituidos principalmente por titanio, aluminio y vanadio; elementos
pertenecientes al sustrato (Ti6Al4V). Dichos elementos posteriormente pudieron
haber sufrido un fendmeno de oxidacion natural, formando una capa delgada de

oxido en la zona impactada.

Figura 22. Micrografia SEM y espectro EDS de la zona impactada por el haz del
laser en una superficie de PCL/Quitosano con relacion 70/30.

Material liquido
expulsado

Zona de depresion
(Mayor energia)

Zona de menor
alcance de energia.

Elemento %Wt | %At

a2 Carbono (C-K) | 03.87 | 10.90
KCnt Oxigeno (0-K) | 05.58 | 11.80
T Aluminio (Al-K) | 05.94 | 07.45
Vanadio (V-K) | 02.53 | 01.68

14 . Titanio (Ti-K) | 76.13 | 53.78

o Al
H
N _1
n.on 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00
Energy - ke

Fuente: Autor.
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5.5. PRUEBAS DE ADOSRCION DE CALCIO EN SBF.

Con el proposito de evaluar la capacidad de adsorcion de calcio de los
recubrimientos de PCL/Quitosano se llevo a cabo pruebas de inmersion en fluido
SBF durante 8 dias a 36.5°C, permitiendo evaluar la capacidad de formaciéon de
fosfatos de calcio de los diferentes recubrimientos mediante las técnicas de
microscopia electronica de barrido y absorcion atomica.

Al transcurrir los 8 dias de inmersion para las peliculas poliméricas sin
patronamiento, se aprecié la formacion y precipitacion de fosfatos de calcio en la
superficie de las peliculas 30/70, 50/50 y 70/30, como lo muestran las Figuras 23-
a), 23-b) y 23-c), respectivamente. La precipitacion de fosfatos de calcio manifiesta
la capacidad de dichas peliculas para adsorber calcio; sin embargo se observo
una mayor cantidad de precipitados en las muestras con relaciéon 50/50, seguido
por las muestras 70/30 y las peliculas 30/70. Esta diferencia en la cantidad de
precipitados es atribuido a la cantidad de radicales hidroxilo en las peliculas, los
cuales presentaron una mayor emision para las peliculas 50/50, en la banda de los
3400 cm™, como se observaron en los espectros infrarrojos. Otra caracteristica
importante en estas peliculas fue la morfologia superficial, compuesta por una
matriz porosa de quitosano; la cual presenta una mayor area superficial, lo que
incrementd la interaccion entre el polimero y los iones, especialmente el calcio,

favoreciendo la nucleacion y crecimiento de los fosfatos de calcio.

En base a los espectros EDS de dichos precipitados, se observé que las peliculas
con relacién 30/70, 50/50 y 70/30 sin patronamiento, presentan fosfatos de calcio
en sus superficie, con una relacién Ca/P de 0.99, 0.92 y 1.05 respectivamente, la
cual corresponde a la relaciébn de calcio y fésforo, aproximadamente de 1,

presente en el fosfato dicélcico dihidratado CaHPOa4-2H:20.
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Figura 23. Micrografias SEM y espectros EDS de las peliculas poliméricas de
PCL/Quitosano después de 8 dias de inmersion en fluido SBF: a) Pelicula con
relacion 30/70 antes de patronar, b) Pelicula con relacién 50/50 antes de patronar,

y ¢) Pelicula con relacién 70/30 antes de patronar.
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En cuanto a las superficies de PCL/Quitosano patronadas presentaron al finalizar
los 8 dias de inmersién, la formacion de una capa de fosfatos de calcio
homogénea sobre las zonas no impactadas por el haz de energia; indicando que
las superficies poliméricas mantienen sus capacidades para adsorber calcio
después de la ablacion; por lo que el p-Laser sélo afecta de manera localizada la
superficie de las peliculas. Adicionalmente, los crateres formados por el impacto
del p-Laser, presentaron nucleacion y crecimiento de fosfatos de calcio en su
interior; principalmente para las peliculas con relacion 50/50 y 70/30, como se
observan en la Figura 24-b) y 24-c) respectivamente. En el caso de las peliculas
con relacion 30/70 no se manifiesta la precipitacion de fosfato de calcio en el
interior de los crateres; sin embargo se observa que hubo adsorcién de iones
calcio y fosfato, como se muestra en los espectros EDS en la Figura 24-a),
sugiriendo la formacion de pequefios nucleos de fosfatos de calcio.

La adsorcion y precipitacion del calcio y el ion fosfato, en el interior de los crateres,
son consecuencia del proceso de hidrélisis que experimenta el éxido de titanio
presente en la zona irradiada por el laser. ElI 6xido reacciona con el agua,
ingresando iones hidroxilo a la estructura del 6xido, formando el radical HTiO3 en

la superficie, como lo muestra la reaccion 1.
TiO, + 2H,0 — HTiO3 + H30* (1)

Los radicales hidroxilo en la estructura del 6xido; causan un aumento del pH en la
interfase crater/electrolito, que permite la precipitacion del fosfatos de calcio; por lo
que los spots actian como sitios activos en la precipitacion del calcio [39]. Esto
permite que el calcio migre hacia el 6xido y se incorpora para formar un titanato de
calcio, que posteriormente actia como nucleante para la incorporacion del ion
fosfato (PO3~") y carbonato (CO3~") [18,39]. Este mecanismo en los patrones
genero fosfatos de calcio con una relacién Ca/P aproximada de 1.33 para todas
las peliculas, correspondiente a la relacion del fosfato octacélcico
Cas(HPO4)2(P0O4)4-5H20, como se observa en los espectros EDS en la Figura 24.
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Figura 24. Micrografias SEM y espectros EDS de las peliculas poliméricas
PCL/Quitosano después de 8 dias de inmersion en fluido SBF: a) Pelicula con
relacion 30/70 patronada, b) Pelicula con relacion 50/50 patronada y c) Pelicula

con relacion 70/30 patronada.
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Fuente: Autor.
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La formacion de los fosfatos de calcio en los recubrimientos, fueron coherentes
con la variacién de los iones de calcio en la solucion SBF, como se observa en la
Figura 25; donde se muestra que en el transcurso de los dias de inmersién; para
el recubrimiento con relacion 30/70 antes de patronar; al finalizar los 8 dias de
inmersion, la concentracion de calcio en la solucion es cercana al del fluido SBF
inicial, por lo que la adsorcién y precipitacion del calcio fue minima en esta

pelicula.

Figura 25. Curvas de Concentracion de calcio en el fluido SBF vs. Tiempo de

inmersion.
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Fuente: Autor.

A diferencia de las peliculas con relacion 30/70, los recubrimientos 50/50 y 70/30
sin patronar, muestran una mayor tendencia a la absorcion de calcio y su posterior

precipitacion en su superficie como fosfatos como se observé en las micrografias
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SEM; sin embargo el recubrimiento con relacion 50/50 fue el que mostré la mayor
adsorcion de calcio del fluido SBF, formando mayor cantidad de precipitados de
calcio, debido a los radicales hidroxilo y la matriz porosa de dicha pelicula,

mencionado anteriormente.

En cuanto a las peliculas patronadas se observa que inmediatamente pasadas las
24 horas de inmersién, ocurre una mayor precipitacion del calcio, en comparacién
con las muestras sin patronar por lo que ocurre una mayor interaccion entre el ion
calcio y la superficie del biomaterial. Al finalizar los 8 dias de inmersion se
presenta una disminucion en las concentraciones de calcio en las muestras
patronadas a niveles inferiores a los del SBF y al de las muestras sin
patronamiento; aproximadamente en un rango entre los 130 y 115 ppm, lo cual es
producto de la absorcién de calcio, su nucleacién, precipitacion y crecimiento
como fosfato octacalcico; vistos en las micrografias SEM en la Figura 25. El
incremento en la adsorcidn y precipitacion del calcio es atribuida al a presencia de
sitios activos (Crateres) preferenciales, generados por la ablacién laser, que
aumentaron el area de contacto entre el fluido y la superficie de la muestra;
incrementando la interaccion con el electrolito y la adsorcion de mayores

cantidades de calcio.

5.6. ANALISIS MORFOLOGICO DE LA DEGRADACION DE LOS
RECUBRIMIENTOS POLIMERICOS DE POLICAPROLACTONA/QUITOSANO

Al finalizar los dias de inmersién de las superficies de las peliculas con relacion
50/50 y 70/30 presentaron la perdida de la matriz porosa de quitosano y la
formacion de grietas, respectivamente, en sus superficies como son observados
en la Figura 26. Esta falta de homogeneidad después de los 8 dias de inmersién,
se atribuyen a un proceso de hidrolisis del biopolimero al entrar en contacto con el
agua presente en el fluido SBF, causando la degradacién de la capa polimérica
[12].
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Figura 26. Morfologia superficial de las peliculas poliméricas después de 8 dias
de inmersion, degradas por un proceso hidrolitico: a) Pelicula con relacion 50/50,

b) Pelicula con relacion 70:30.

Fuente: Autor.

Este proceso hidrolitico es consecuencia de la disolucion de los monémeros
sacéridos, en la estructura del quitosano (Ver Anexo P), dada su velocidad de
degradacion, la cual es mayor en comparacién con la policaprolactona [2].
Adicional a la formacién de las fisuras en la superficie de la pelicula con relacion
70/30, ocurre la formacion de precipitados globulares superficiales, similares a los
vistos en la matriz de quitosano, durante la precipitacion de policaprolactona en el

proceso de conformacion de las capas poliméricas.

5.7. CARACTERIZACION ELECTROQUIMICA.

5.7.1. Evaluacion por espectroscopia de impedancia electroquimica (EIE).En
los diagramas de Nyquist de la Figura 27, se observa que las peliculas poliméricas
antes del patronamiento, presentan mayores valores de la resistencia a la

polarizacion en comparacion con las muestras patronadas. Este incremento se

55



encuentra relacionado de manera proporcional con el incremento de las
cantidades de policaprolactona en el recubrimiento. Esto sugiere que las peliculas
con relacion 70/30 y 50/50 antes de patronar presentan mayor resistencia a la

transferencia de carga, en comparacion con la muestra con relacion 30/70.

Figura 27. Diagramas de Nyquist para las muestras de PCL/Quitosano con
relaciones 30/70, 50/50 y 70/30 antes y posterior al patronamiento por ablacién
laser en solucion SBF por 3 horas. _ pelicula 70:30 sin patronar.

600000 -~ __Pelicula 50:50 sin patronar.

__Pelicula 70:30 patronada
__ Pelicula 50:50 patronada.
500000 4 _ Pelicula 30:70 sin patronar.
__Pelicula 30:70 patronada.
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Fuente: Autor.

A diferencia de las muestras sin patronamiento, los valores de resistencia a la
transferencia de carga en las muestras patronadas, disminuye en comparacion a
las peliculas sin patronamiento; atribuido a la formacién de los crateres, que
actian como zonas activas frente al fluido SBF en la superficie de los

recubrimientos. Estos sitios activos disminuyen la capacidad resistiva de las
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peliculas frente a las especies electroactivas del medio, aumentando la interaccion

de las superficies con el medio.

Figura 28. Curvas de Bode para el médulo de impedancia vs. Log Frecuencia: a)
Muestras recubiertas con PCL/Quitosano 30/70, 50/50 y 70/30 antes de patronar
en solucion SBF por 3 horas, b) Muestras recubiertas con PCL/Quitosano 30/70,

50/50 y 70/30 patronadas en solucién SBF por 3 horas.

__Pelicula 70:30 patronada
__ Pelicula 50:50 patronada.
__ Pelicula 30:70 patronada.

Pelicula 70:30 sin patronar.
a) - P b)

__Pelicula 50:50 sin patronar.

__Pelicula 30:70 sin patronar.
100000

100000 __Titanato de sodio.

10000 10000

1000 1000
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Modulo (Ohm)

100 5 100

10 T T T T T T
0.01 0.1 1 10 100 1000 10000 0.1 1 10 100 1000 10000
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Fuente: Autor

El comportamiento resistivo de las peliculas sin y con patronamiento, puede
observarse en los diagramas de Bode para el modulo de la impedancia en la
Figura 28, en los rangos de las bajas frecuencias (0.01-1 Hz); donde la peliculas
con una relacion PCL/Quitosano de 70/30 sin patronamiento muestra los mayores
valores de impedancia, en comparacién con las muestras con relacion 30/70 y
50/50 antes de patronar, indicando la presencia de una pelicula homogénea y
densa en la superficie, consistente con la morfologia obtenida por SEM de dichas
peliculas. Por el contrario las peliculas con relacion 30/70 y 50/50 sin
patronamiento, muestran una disminucion en los valores de impedancias,

asociados a la presencia de porosidades en la morfologia de los recubrimientos
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[24]; que ocasionan un descenso en la resistividad de las peliculas, concordantes
con los comportamientos en los diagramas de Nyquist. En el caso de las muestras
con patronamiento se observa un comportamiento similar entre las peliculas; por
lo que la generacion de los crateres no afecta significativamente la variacion de
este pardmetro; por lo que la pelicula con mayor densidad fue la de relacion 70/30,
seguida por la 50/50 y 30/70 respectivamente.

A su vez se puede apreciar un cambio en el comportamiento de las peliculas, en
los diagramas de Bode para los valores del angulo de fase en la Figura 29;
pasando de un comportamiento capacitivo a uno resistivo, al presentarse una
caida en los valores del angulo de fase en la zona de medias y altas frecuencias
para las 3 relaciones poliméricas [26]; el cual segun lo reportado por autores, se le
atribuye a 2 fendbmenos ocurrentes en las interfases. El primero debido a la
presencia de porosidades y microporosidades en la interfase electrodo/electrolito
[15]; lo cual concuerda con las caracteristicas morfologicas de las peliculas con
relacion 50/50 y 30/70 sin patronamiento; las cuales mostraron la presencia de
una estructura porosa de quitosano en su superficie y la falta de zonas recubiertas
con la mezcla polimérica, respectivamente. Esta misma clase de comportamiento
es observado en las muestras patronadas; debido a los crateres (Spots) formados
en la superficie de la pelicula; los cuales causan un aumento en la caida del valor
del angulo de fase en este rango de frecuencias en comparacion con las muestras
sin patronar; por lo que su comportamiento en la interfase se asemejan a la de

porosidades en la pelicula polimérica.

El segundo fenbmeno involucra un proceso de adsorcion de iones en la superficie,
que estaria relacionado al proceso de adsorcion del ion calcio y el ion fosfato
principalmente, permitiendo la formacion de fosfatos de calcio en las primeras
etapas de la precipitacion de los mismo; que generarian una monocapa que
obstruiria parte de las porosidades existentes en los recubrimiento, aumentado la
capacidad resistiva de la interfase [13, 27], lo cual concuerda con el

comportamiento visto en las peliculas antes y después de patronamiento, al formar
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capas de fosfatos en su superficie. Este fendbmeno de adsorcion difiere entre las
muestras sin patronamiento y las patronadas; siendo en éstas ultimas las que
presentan una caida del angulo de fase en un mayor rango de frecuencia, como
se observa en la Figura 29-b), indicativo de una mayor adsorcion de iones en la
superficie; por lo que hay una mayor tendencia a la formacién de fosfato de calcio,
lo cual concuerda con los resultados de microscopia electronica de barrido y

absorcion atdbmica anteriormente mostrados.

Figura 29. Diagramas de Bode para el angulo de fase vs. Log Frecuencia: a)
Muestras recubiertas con PCL/Quitosano con relacion 30/70, 50/50 y 70/30 antes
de patronar en solucion SBF por 3 horas, b) Muestras recubiertas con PCL
Quitosano con relacion 30/70, 50/50 y 70/30 patronadas en solucién SBF por 3

horas.
a) __Pelicula 70:30 sin patronar. b) __Pelicula 70:30 patronada
__Pelicula 50:50 sin patronar. __ Pelicula 50:50 patronada.
-80 - 1 .
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Fuente: Autor

Adicionalmente en los diagramas de Bode para el angulo de fase, se observa que

las peliculas con relacién 30/70, 50/50 con y sin patronamiento, asi como la 70/30
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patronada; presentan un aumento del comportamiento capacitivo en la zona de
frecuencias medias (1000-1 Hz); por lo que en la interfase ocurren procesos
controlados por la transferencia de carga [30], atribuidos a la liberacion de iones
Na*? provenientes de la estructura del ceramico NazTisO11 en dicha interfase. En la
pelicula con relacion 70/30 sin patronar este ultimo fendmeno no se manifiesta,
dado a que la densidad de la capa dificulta el proceso de liberacién del ion Na*?

hacia el electrolito.

5.7.2. Andlisis por circuitos equivalentes. Con base a los espectros de
impedancia electroquimica obtenidos del Potenciostato/Galvanostato GAMRY
G750, se procedio a establecer el comportamiento electroquimico de los sustratos
(Recubrimientos PCL/Quitosano sin y con patronamiento) frente al electrolito
(Fluido corporal simulado); en base a un circuito eléctrico analogo, que permite
relacionar los diferentes fenomenos en las interfases de las muestras. Los
circuitos equivalentes se seleccionaron teniendo en cuenta las caracteristicas
morfolégicas observadas mediante las micrografias SEM y los comportamientos
observados en los diagramas de Nyquist y Bode para cada una de las peliculas

poliméricas antes y después del patronamiento.

En el caso de los recubrimientos con una relacion polimérica PCL/Quitosano 30/70
y 50/50 sin y con patronamiento, se establece un circuito eléctrico equivalente con
elementos RC en serie-paralelo, para un sistema donde el electrodo (Muestra de
Ti6Al4V tratada alcalinamente) se encuentra compuesto por una pelicula porosa
exterior en contacto con el electrolito (Recubrimiento polimérico PCL/Quitosano); y
una subcapa densa y compacta por debajo de la pelicula porosa (Titanato de

sodio), como se observa en la Figura 30 y en los anexos J, Ky M [34, 41].
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Figura 30. Representacion de las interfases para un sistema compuesto por una
subcapa interna densa y compacta, y una capa externa porosa o defectuosa; con

Su circuito equivalente representativo.

Recubrimiento PCL: Quitosano

(poroso/patronado) fII?
u U\ g i
VAV R;. =
Titanato de sodio ERAeE
VN
Sustrato metalico (Ti6AI4V) Rp —I I—
Cdl

Siendo:

Rs: Resistencia eléctrica del electrolito.

R,: Resistencia eléctrica asociado a las porosidades.
R¢.: Resistencia a la transferencia de carga.

Cp: Capacitancia eléctrica asociada a las porosidades.

Cqp: Capacitancia eléctrica relacionada a la doble capa electrica en la interfase electrodo/electrolito.

Fuente: Autor.

A diferencia de los comportamientos de las peliculas 30/70 y 50/50 anteriormente
mencionadas; las peliculas con relacion 70/30 sin y con patronamiento, son
simuladas empleando un circuito equivalente compuesto por elementos RC en
serie, en donde el electrodo (Aleacion Ti6Al4V tratada alcalinamente), esta
compuesto por 2 peliculas densas y compactas; de diferente naturaleza quimica
una sobre la otra [34, 36]; para el caso de este estudio; seria el titanato de sodio
formado durante el tratamiento alcalino sobre la aleacion de titanio y la pelicula de
PCL/Quitosano con relacion 70/30.sobre él, tal como se observa en la Figura 31y
en los anexos L, Ny O.
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Figura 31. Representacion de las interfases para un sistema compuesto por

subcapas densas y compactas, una sobre la otra; con su circuito equivalente

representativo.

Recubrimiento PCL: Quitosano
(Denso/Patronado)

Titanato de sodio

Sustrato metalico (Ti6AI4V)

Siendo:

Rs: Resistencia eléctrica del electrolito.

Rcoat 1

VAV

Rcoat 2

AE

-

CCoat 1

Reoat 1: Resistencia eléctrica asociado al recubrimiento exterior.

-

CCoat 2

Reoat 2: Resistencia eléctrica asociado a la subcapa interna de recubrimiento.

R¢c: Resistencia a la transferencia de carga.

Ceoat 1: Capacitancia eléctrica asociada al recubrimiento exterior.

Ccoat 2: Capacitancia eléctrica asociada al recubrimiento interior.

Cqi: Capacitancia eléctrica relacionada a la doble capa electrica en la interfase electrodo/electrolito.

Fuente: Autor.

A partir de los diagramas de bode del angulo de fase para las 3 diferentes

peliculas poliméricas, 30/70, 50/50 y 70/30 sin y con patronamiento, se aprecia

que los valores maximos del &ngulo de fase, se encuentran por debajo de los -90°;

por lo que los elementos capacitivos pertenecientes a los circuitos equivalente

pueden ser sustituidos por elementos de fase constante en los circuitos [26, 31].

Este cambio de comportamiento se le atribuye a las porosidades en las peliculas,

rugosidades y heterogeneidades en los recubrimientos; tales como la ocasionada

por la matriz porosa del quitosano, las faltas de continuidad en los recubrimientos,

la presencia de los crateres generados por el patronamiento y las rugosidades por

la precipitacion de fases.
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6. CONCLUSIONES

La presencia de mayores cantidades de grupos hidroxilo (R-OH) y la existencia de
una matriz porosa de quitosano en las peliculas con relacion 50/50, facilitaron el
proceso de adsorcidn de calcio y una mayor precipitacion del mismo en dichos

recubrimientos, mostrando el mejor caracter bioactivo.

El proceso de ablacion empleando un p-Laser, permitié obtener una superficie
patronada con crateres de 28,29 um de didmetro promedio y una densidad de
1239 crateres/cm? en las peliculas poliméricas, constituidos principalmente por
oxido de titanio; manteniendo una separacion entre crateres promedio de 176,43
um x 509,75 um, formando un patrén definido sobre los recubrimientos de
PCL/Quitosano.

La formacion de crateres en las superficies de los recubrimientos poliméricos de
PCL/Quitosano generaron una disminucion en los valores de la resistencia a la
trasferencia de carga en todas las peliculas biopoliméricas; por lo que al patronar
se generaron sitios activos, que permitieron aumentar la interaccion ionica entre el
fluido fisiolégico y la superficie biopolimérica, promoviendo un incremento en la

adsorcioén, nucleacién y precipitacion de mayores cantidades de fosfatos de calcio.

El comportamiento bioactivo que presentaron los recubrimientos PCL/Quitosano,
asi como el aumento en la adsorcion y precipitacion de fosfatos de calcio al
realizar el patronamiento en la superficie, permiten a esta clase de recubrimientos
biopoliméricos, como al proceso de modificacién topogréfica; ser aplicados sobre
materiales con poca bioactividad como el titanio, en su uso como implantes para la

regeneracion y sustitucion de tejidos estructurales.
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7. RECOMENDACIONES

v' Se recomienda llevar a cabo un estudio de las mezclas biopoliméricas,
empleando soluciones proteinicas corporales como colageno, asi como
cultivos celulares y pruebas de bioactividad en seres vivos (In vivo); con el
fin de garantizar la respuesta positiva del biomaterial frente a condiciones

bioldgicas mas reales.

v Disefiar un sistema de posicionamiento de la muestra de mayor precision
con el fin de garantizar una separacion mas uniforme y constante entre los
crateres formados por ablacion laser, empleando un sistema de motor de

paso o usando un cristal piezoeléctrico.

v Las soluciones poliméricas de Policaprolactona/Quitosano usadas para la
conformacion de las peliculas deben emplearse maximo 24 horas después
de su obtencion, para evitar la degradacion de la policaprolactona por

accion del solvente.
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ANEXOS

Anexo A: Listado de reactivos empleados.

REACTIVO FORMULA CARACTERISTICAS
QUIMICA
Acido acético glacial CH3COOH Mallinckrodt, 99.8% Pureza.
Acido clorhidrico HCI Merck, 37% Pureza.
Acido fluorhidrico HF Panreac, 40% Pureza.
Acido nitrico HNO3 Carlo Erba, 65% Pureza.
Agua destilada y desionizada H20 Agua tipo I.
Aleacion de titanio Ti6AI4V Quirdrgicos especializados S.A
Bicarbonato de sodio NaHCO3 Merck, 99.7% Pureza.
Cloruro de calcio CaCl2 Carlo Erba, 92% Pureza.
Cloruro de magnesio hexahidratado MgCl2:6H20 Mallinckrodt (Cristal), 99.7% Pureza.
Cloruro de potasio KCI Merck, 99.5% Pureza.
Cloruro de sodio NaCl Merck, 99% Pureza.
Di-potasio hidrogeno fosfato trihidratado K2HPO4-:3H20 Pancreac, 98.102% Pureza.
Etanol C2H60 Merck, 99% Pureza.
Hidroxido de sodio NaOH Merck, 99% Pureza.
Policaprolactona (CeH1002), Aldrich Chemistry, Mn=80.000.
Quitosano Aldrich Chemistry, 85% Desacetilacion.
Sulfato de sodio Na2S04 Merck, 99% Pureza.
Tris(Hidroximetil) aminometano) (HOCH2)3CNH2 | Merck.
Anexo B: Listado de equipos empleados.
EQUIPO APLICACION

Pulidora Metkan-Grinder/Polisher.

Preparacion superficial de la aleacién Ti6Al4V.

Microscopio éptico Olympus GX71

Caracterizacion microestructural de la aleacion Ti6AI4V.

Bafio termostatado -Polystast CC1.
HUBER.

Tratamiento superficial alcalino de la Ti6Al4V y pruebas de

bioactividad in vitro.

Estufa MERMMET

Secado de los recubrimientos poliméricos

policaprolactona/Quitosano.

Horno Heraeus

Tratamiento térmico posterior al tratamiento con NaOH.

Plancha de agitacién -SCHOTT

Preparacion de la solucion de quitosano, policaprolactona y
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Equipo de inmersion “Dip Coating”-
Version 3.0.

Espectrofotémetro infrarrojo
Shimadzu 8400S Fourier transform.

Microscopio electrénico de barrido
FEI. Quanta FEG 650.

Balanza - Santorius TE2145.

Laser Nd:YAG - Quanta Ray, Indi

Potenciostato/Galvanostato GAMRY
INSTRUMENTS Serie G750

SBF.

Conformacion de los recubrimientos Policaprolactona/Quitosano.

Caracterizacion por espectroscopia infrarroja de los
recubrimiento Policaprolactona/Quitosano.

Caracterizacion morfolégica y quimica de la superficie del
material inicial ceramico-polimérico antes y después de patronar.
Pesado de cantidades de NaOH, Quitosano, Policaprolactona y
reactivos para el SBF.

Patronamiento de las superficies poliméricas por ablacion laser.
Pruebas de espectroscopia de impedancia electroquimica (EIE)

sobre las muestras patronadas y sin patronas de
Policaprolactona/Quitosano.

ANEXO C: Flujograma para la preparacion de las soluciones poliméricas

PCL/Quitosano.

Ha
destilada Acido Quitosan
acético.
30 min

1100 rpm .| 1100rpm | a0Qrpm
Soluckin 0.5M Soluciin 156 wivl Eliminacidn de
de CHaCDOH, Quitosan burbujas.

Relacion volumen
Palicaprolactana Quitesan:PCL de 3:10
1400 rpm 120 min 20 min

— =

Solucian
PCLQuitosas
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ANEXO D: Montaje para la conformacion de peliculas PCL/Quitosano por

Dip Coating.

ANEXO E: Anédlisis EDS de la superficie de la aleacion Ti6Al4V antes del

tratamiento alcalino.

f.2 —
( v
KCnt
1 -
21 Elemento %Wt | %At
Carbono (C-K) | 01.54 | 03.15
T Oxigeno (O-K) | 39.26 | 60.50
a Sodio (Na-K) 00.88 | 00.94
0o - Aluminio (Al-K) | 02.79 | 02.55
050 100 150 200 250 300 350 400 450 500 Calcio (Ca-K) 00.67 | 00.41
Energy - keW Titanio (Ti-K) 54.86 | 32.44

74



ANEXO F: Andlisis EDS de la superficie recubierta y sin recubrir de los
sustratos con una pelicula polimérica con 30% PCL y 70% Quitosano.

20
2.2 4 0
KCnt
1.7
13
KCnt Ti
a
1.4 u
07

000 050 100 150 200 250 300 350 400 450 100 150 200 250
Energy - ke ' | ' . Eneréy-ke\n’.

100—: O O
%T i O O
w] H 070

Estiramiento Estiramiento

50 — C=0
40 —
30 — . .
i Estiramiento
——— T T —
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 4
PCL Pelicula 1/em
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ANEXO H: Espectro infrarrojo FTIR del Quitosano.

100 —| HO Estiramiento
wr ] (Grupo Esti ient
] HO O carbonilo) en stiramiento
7.5 — OH . (Grupo acetato)
: acidos o
] 00 o =
carboxilicos |
] OH NH; C=0 CH,
95 —
1HO NHo
7 n

S ORNTA
; o O

87.5 — Estiramiento
p R—-OH
] Grupos de acidos
85— carboxilicos Flexion Estiramiento
] R — NH, c-0
82.5 — . .
E Estiramiento
] O0—-H
a0 ] R — NH,
T T T T T T T T T T T T
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 40
Chitosan Metalurgia 1/em

ANEXO I: Espectro infrarrojo FTIR del titanato de sodio.

100 —

90— Estiramiento
i R —OH
A

Excitacion
Flexién 0-Ti—0

R—-OH

Excitacion
Na—-0

LIS L L L L L L L Y L L L L L L L N
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 40
Ceramico Na2Ti5011 1/cm
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ANEXO J: Simulacion del circuito equivalente para la pelicula con relacion
PCL/Quitosano de 30/70 sin patronar.

-20000 10° g
—— FitResult £ FitResult
10"
N 10°
-15000 — 102%
101: T T B M 1T R WA

10® 10?2 10* 10° 10* 10> 10° 10 10°
Frequency (Hz)

77

49000 +
r -75
-5000 - g 50
£
25 P
0 | | 0 T T T O W 1 T R 11 I A W AT B unt| \\FHHH
0 5000 10000 15000 20000 10° 102 10? 1000 102 100 10* 10°
z Frequency (Hz)
Rsol CPEL
VAVA >
R1 CPE2
>
R2

Element Freedom Value Error Error %
Rsol Free(+) 32,59 0,14465 0,44385
CPEL-T Free(+) 2,9279E-05 3,4459E-07 1,1769
CPE1-P Free(+) 0,77422 0,0017854 0,23061
R1 Free(+) 12205 519,98 4,2604
CPE2-T Free(+) 0,00020046 3,5012E-05 17,466
CPE2-P Free(+) 0,61215 0,064384 10,518
R2 Free(+) 8176 986,8 12,069
Chi-Squared: 0,0006561
Weighted Sum of Squares: 0,079388



ANEXO K: Simulacién del circuito equivalente para la pelicula con relacion
PCL/Quitosano de 50/50 sin patronar.

-500000 10°
| — FitResult 10° —— FitResult
NN
-400000 |~ 10°
- 10?
o g A T T O 1 R R AT
-300000 10® 10?2 10" 10 10* 10* 10° 10* 10°
- Frequency (Hz)
N
-200000 —
-75 —
r r “th{%/&‘;r ST S
) @ -50 — 7
-100000 |~ 1]
2 L
L -25
0 ! L ! L ! L ! L 0 I T T T T T B V1T Wt
0 100000 200000 300000 400000 500000 10° 10?2 10" 10° 108 10® 10®° 10* 10°
VA Frequency (Hz)
R1 CPEL
A% >
R2 CPE2
D
R3
Element Freedom Value Error Error %
R1 Free(+) 28.93 0.2602 0.89941
CPEL-T Free(+) 7.6915E-06 6.3828E-08 0.82985
CPE1-P Free(+) 0.758 0.0012105 0.1597
R2 Free(+) 2.2724E05 11042 4.8592
CPE2-T Free(+) 8.2787E-06 4.4523E-07 5.378
CPE2-P Free(+) 0.90374 0.027627 3.057
R3 Free(+) 1.1452E06 70749 6.1779
Chi-Squared: 0.00090548
Weighted Sum of Squares: 0.11681
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ANEXO L: Simulacién del circuito equivalente para la pelicula con relacion
PCL/Quitosano de 70/30 sin patronar.

-750000 108 E
—— FitResult 105; —— FitResult
10tk
[ N F
10°e
102%
-500000 101: TN YT Y T 1 B W V11 RO W1 M WM A1
10® 10 10" 10° 10 10* 10° 10* 10°
i % Frequency (Hz)
N L
-70
-250000 |~ L
60 |- e
s 7 \\ -
+ 250 - "“*\,,.ZM//
40 -
0 | | -30 L T T TT O O T AN B NIV OO N W Y171 MO R 1T] M B W R T 1T| M AN R
0 250000 500000 750000 10 10* 10" 10° 100 10 10 10°  10°
Z' Frequency (Hz)
R1 CPE1 CPE2 CPE3
v\ D > >
R2 R3 R4
Element Ereedom Value Error Error %
R1 Free(+) 31.95 0.51755 1.6199
CPE1-T Free(+) 3.2405E-06 1.6789E-07 5.181
CPE1-P Free(+) 0.75749 0.011092 1.4643
R2 Free(+) 786.9 119.75 15.218
CPE2-T Free(+) 1.3462E-05 3.0402E-06 22.584
CPE2-P Free(+) 0.78521 0.073289 9.3337
R3 Free(+) 1446 254.17 17.577
CPE3-T Free(+) 1.0137E-05 2.8222E-08 0.27841
CPE3-P Free(+) 0.71836 0.0022496 0.31316
R4 Free(+) 2.9445E06 1.5118E05 5.1343
Chi-Squared: 0.00025504
Weighted Sum of Squares: 0.031114
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ANEXO M: Simulacién del circuito
PCL/Quitosano 30/70 patronada.

equivalente para la pelicula con relacién

-15000 10° ¢
— FitResult F —— FitResult
10° &
| N 10° ;
102;
-10000 - E
0L T T 1 1 A T V1 S 11 R AR 1T
10* 10 10 10° 10* 10* 10° 10* 10°
. Frequency (Hz)
N L
-60
-5000 — =
-50 r
40 -
ol L
L ~— g -30 r
= ~ 20 |-
210 -
0 | | 0 Coovvmd vl vl vl vl il il 1
0 5000 10000 15000 10° 10% 10" 10° 10" 10° 10° 10* 10°
z' Frequency (Hz)
R1 CPEL
v\ >
R2 CPE2
)_
R3
Element Freedom Value Error Error %
R1 Free(+) 25.24 0.0426 0.16878
CPEL-T Free(+) 8.7945E-06 6.2422E-08 0.70978
CPE1-P Free(+) 0.76585 0.00075311 0.098336
R2 Free(+) 1882 27.95 1.4851
CPE2-T Free(+) 7.64E-05 2.9909E-07 0.39148
CPE2-P Free(+) 0.44229 0.0021574 0.48778
R3 Free(+) 14263 81.01 0.56797
Chi-Squared: 2.2811E-05
Weighted Sum of Squares: 0.002897
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ANEXO N: Simulacién del circuito equivalente para la pelicula con relacién

PCL/Quitosano 50/50 patronada.

-500000

-400000

-300000

N

-200000

-100000

10°

10°

—— FitResult 10°¢
F 10° ; FitResult
L __ 10 ;
N E
T 10°k
I 107 %
- 101: T O T 1 1 A Y 1 N O W W11 B B W WA
102 100 10° 10" 10° 10° 10*
[ Frequency (Hz)
| T~ . .75 -
I ol / \
8
© L
L =
T o5
| | | | | | | r
0 100000 200000 300000 400000 500000 0O il vl vl vl il il
7 10? 10" 10° 10* 107 10° 10*
Frequency (Hz)
R1 CPE1L CPE2 CPE3
VAN >
R2 R3 R4
Element Freedom Value Error Error %
R1 Free(+) 41.44 0.94582 2.2824
CPEL-T Free(+) 8.5773E-06 8.5807E-07 10.004
CPE1-P Free(+) 0.62732 0.0099949 1.5933
R2 Free(+) 126 2.4346 1.9322
CPE2-T Free(+) 9.7199E-06 2.7738E-05 285.37
CPE2-P Free(+) 0.83276 0.089658 10.766
R3 Free(+) 2.4584E05 5.1539E05 209.64
CPE3-T Free(+) 5.6078E-06 9.452E-06 168.55
CPE3-P Free(+) 0.82498 0.039199 4.7515
R4 Free(+) 2.3251E05 5.1046E05 219.54
Chi-Squared: 5.974E-05
Weighted Sum of Squares: 0.0069299
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ANEXO O: Simulacion del circuito equivalente para la pelicula con relacién

PCL/Quitosano 70/30 patronada.

-750000

-500000

-250000

_ 10% ¢
—— FitResult 108 ; FitResult
o
N E
T 10°k
102%
101: T B 1T R WA
10® 10 10" 10° 10" 10° 10° 10" 10°
Frequency (Hz)
/zif,
_— 100
//// 75 L T
~ s L
50 - /
= L /
25
| | 0 L ol el ol il el il il 1
250000 500000 750000  10° 10?2 10 10° 10 102 10° 10° 10°
Z Frequency (Hz)
RSol CPEL CPE2 CPE3
VAN > >
R1 R2 R3
Element Freedom Value Error Error %
RSol Free(+) 24.9 0.12355 0.49618
CPEL-T Free(+) 1.588E-05 3.7908E-06 23.872
CPE1-P Free(+) 0.87649 0.048419 5.5242
R1 Free(+) 7.7727E05 83611 10.757
CPE2-T Free(+) 5.4481E-06 1.034E-06 18.979
CPE2-P Free(+) 0.90155 0.062326 6.9132
R2 Free(+) 2.3501E05 60024 25.541
CPE3-T Free(+) 6.9696E-06 1.6319E-06 23.415
CPE3-P Free(+) 0.88938 0.043002 4.8351
R3 Free(+) 26802 14433 53.85
Chi-Squared: 0.00036653
Weighted Sum of Squares: 0.046183
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ANEXO P: Reaccidn de degradacion hidrolitica para el quitosano.
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