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Tabla 1.

Glosario

Definiciones de términos técnicos utilizados en el proyecto (1/3).

Término

Definiciéon

Aerogel

Alcogel

Andamio (scaffold)

Angiogénesis

BET (método)

Biocompatibilidad

Biodegradabilidad

Centrifugacion

Colageno tipo I

Criogelacion

Desecador

EDS

Material solido extremadamente ligero y poroso, obtenido al extraer el
liquido de un gel sin que su estructura se derrumbe. Se le conoce como
"humo congelado" por su apariencia trasliicida y baja densidad.

Gel cuyo liquido interno ha sido reemplazado por etanol. Es una etapa
intermedia durante la creacion de aerogeles.

Estructura tridimensional temporal que sirve como soporte para la
adhesion, proliferacion y diferenciacion celular, guiando la formacion de
nuevo tejido.

Proceso de formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de los existentes.
Fundamental para que un injerto reciba nutrientes y oxigeno.

Técnica de laboratorio que mide el area superficial de un material poroso
mediante la adhesion de moléculas de gas (generalmente nitrogeno) sobre
su superficie.

Capacidad de un material artificial para funcionar dentro del cuerpo sin
provocar rechazo, toxicidad o dafio en los tejidos circundantes.

Propiedad de un material para ser descompuesto por microorganismos o
enzimas del cuerpo, eliminando la necesidad de una cirugia para retirarlo.

Técnica que utiliza el giro rapido de una muestra para separar sus
componentes por densidad; los elementos mas pesados se van al fondo del
tubo.

Proteina estructural mas abundante en el cuerpo humano, responsable de la
resistencia y organizacion de tejidos como tendones, piel y huesos.

Proceso en el que un gel se forma durante la congelacion de una solucion.
La formacion de cristales de hielo concentra el material solido y define la
estructura porosa final.

Recipiente hermético que contiene un agente secante (como gel de silice)
para mantener un ambiente libre de humedad y proteger muestras sensibles.

Técnica que identifica los elementos quimicos presentes en una muestra

(Espectroscopia de analizando los rayos X que emite al ser golpeada por electrones dentro de
Energia Dispersiva) un microscopio electronico.
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Tabla 2.

Definiciones de términos técnicos utilizados en el proyecto (2/3).

Término

Definicion

Entrecruzamiento
Etanol absoluto

Fibrilogénesis

Fiji (software)

Filtro PVDF

Hidrogel

Higroscopico

Imagel

Injerto 6seo

Liofilizacion

Macroporo

Mapping (EDS)

Mesoporo

Me¢étodo sol-gel

Proceso quimico que une cadenas de un polimero (como el colageno)
mediante enlaces, aumentando su estabilidad y resistencia mecanica.

Alcohol de alta pureza (mas del 99.5%), sin contenido de agua, utilizado en
frio para precipitar y deshidratar proteinas como el colageno.

Proceso mediante el cual las moléculas de colageno se ensamblan
espontaneamente para formar fibrillas y fibras mas gruesas.

Distribucion del programa ImageJ, de uso libre, especializado en el
procesamiento y analisis cientifico de imagenes, como las obtenidas por
microscopia.

Membrana filtrante fabricada con un pléastico resistente a solventes
(fluoruro de polivinilideno), con poros de 0.22 micrémetros, usada para
esterilizar soluciones.

Red tridimensional de polimeros capaz de retener grandes cantidades de
agua o fluidos corporales en su estructura, similar a una gelatina.

Cualidad de un material que absorbe y retiene la humedad del ambiente.
Los aerogeles de colageno requieren proteccion contra la humedad para no
perder su estructura.

Programa de cddigo abierto para el andlisis de imagenes cientificas. Es una
herramienta estandar para medir porosidad a partir de micrografias.

Material (natural o sintético) que se implanta en un defecto del hueso para
promover su regeneracion y reparacion.

Método de secado que congela el material y luego, mediante vacio, hace
que el hielo se convierta directamente en vapor (sublimacion), preservando
la estructura porosa.

Poros de gran tamafio (mas de 50 nandmetros) que facilitan la entrada de
células y la formacion de vasos sanguineos en un andamio para
regeneracion Osea.

Técnica que genera un mapa a color de la distribucion de elementos
quimicos sobre la superficie de una muestra analizada por microscopia
electronica.

Poros de tamano intermedio (entre 2 y 50 nandmetros), ideales para
aplicaciones de liberacion controlada de medicamentos.

Proceso quimico para fabricar materiales en el que una solucion liquida
("sol") se transforma gradualmente en una red so6lida ("gel") que atrapa el
solvente en su interior.
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Tabla 3.

13

Definiciones de términos técnicos utilizados en el proyecto (3/3).

Término Definicion
Microporo Poros muy pequefios (menores a 2 nandOmetros), que se miden con
p técnicas especiales como la adsorcion de gases.
Osteoblasto Célula especializada en la formacion de hueso nuevo. Es la célula clave
en los procesos de regeneracion Osea.
. Capacidad de un andamio para servir como "camino" o guia sobre el cual
Osteoconduccion . .
crecen nuevas células oseas.
. . Capacidad de un material para activar células inmaduras y convertirlas en
Osteoinduccion .
células formadoras de hueso (osteoblastos).
Pensina Enzima digestiva que rompe proteinas. En el laboratorio se usa para
p limpiar el coldgeno de otros componentes del tejido conectivo.
Medida de acidez o basicidad de una solucion. El colageno se disuelve en
pH . . . . 1
ambientes acidos (pH bajo), pero forma fibras sélidas a un pH neutro.
. Fraccion del volumen total de un material que esta ocupada por espacios
Porosidad

Precipitacion (salting
out)

RCF (Fuerza
centrifuga relativa)

RPM (Revoluciones
por minuto)

Salting out

SEM  (Microscopia
Electronica de
Barrido)

Silica gel

Sputter coating

Stub

Sublimacion

Ultracongelador

vacios (poros). Se expresa como porcentaje.

Técnica de purificacion que afade sales (como la sal de mesa) a una
solucion para "competir" por el agua, forzando a las proteinas a
solidificarse y separarse del liquido.

Medida de la fuerza real que se aplica a una muestra dentro de una
centrifuga, expresada en multiplos de la gravedad terrestre (""xg").

Unidad que mide la velocidad de giro de un rotor en una centrifuga. Por si
sola no indica la fuerza real aplicada sin conocer el tamafio del rotor.

Ver Precipitacion.

Técnica que utiliza un haz de electrones, en lugar de luz, para generar
imagenes ampliadas y detalladas de la superficie de una muestra.

Material granular o en perlas con alta capacidad de adsorber humedad,
utilizado cominmente en desecadores para proteger muestras.
Recubrimiento de la muestra con una capa ultrafina de metal (como oro)
para hacerla conductora y evitar que acumule carga eléctrica durante la
observacion en el microscopio electrénico.

Pequetio soporte metalico (generalmente de aluminio) sobre el cual se
monta la muestra para ser introducida en un microscopio electronico.
Cambio fisico en el que una sustancia pasa directamente del estado s6lido
al gaseoso, sin pasar por el liquido. Es el principio fundamental de la
liofilizacion.

Equipo de laboratorio capaz de alcanzar temperaturas de -80°C o incluso
mas bajas, usado para congelar rapidamente muestras biologicas y
biomateriales.
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Resumen

, , . . .7 , . . .. , *
Titulo: Sintesis y caracterizacion de Aerogeles de colageno para aplicaciones en injertos 6seos
r J4 J4 . sk
Autor: Andrés José Florez Carrillo

Palabras Clave: Innovacion, Salud, Disefio, Aerogel, Injerto 6seo, Biomecénica.

Descripcion:

El tratamiento de defectos 6seos graves mediante sustitutos bioldgicos supone un gran reto para la
ingenieria biomecanica. Los aerogeles de colageno tipo I son candidatos prometedores como andamios
para la regeneracion 6sea debido a su porosidad, biocompatibilidad y capacidad para imitar la matriz
extracelular dsea. Sin embargo, su produccion mediante secado supercritico—el método de referencia—
requiere equipos de alta presion cuyo coste limita su uso en entornos con recursos limitados, como
Colombia. La liofilizacion es una alternativa técnicamente accesible, pero a menudo da lugar a materiales
con menor integridad estructural.

En este estudio, se sintetizaron aerogeles de colageno tipo I a partir de tendon bovino utilizando el método
sol-gel con liofilizacién, empleando equipos disponibles en la Universidad Industrial de Santander. El
protocolo de extraccion incluyd desengrasado, digestion enzimadtica con pepsina, precipitacion selectiva
con NaCl y etanol, y filtracion. La solucion de colageno purificada se gelifico a 37 °C en moldes
impresos en 3D, se congeld a -80 °C y se liofilizé durante 24-48 horas. El material se colaps6 durante el
secado, lo que impidi6é realizar ensayos de compresion convencionales. En respuesta a ello, se
implement6 un marco de validacion dual: caracterizacion morfolégica experimental junto con simulacion
multifisica mediante modelo digital.

Las micrografias de SEM revelaron una estructura porosa heterogénea (macroporos, mesoporos y
microporos) con poros interconectados y una rugosidad superficial adecuada. El analisis EDS confirmé la
composicion elemental del colageno tipo I (C: 36,30 %, N: 5,03 %, O: 30,53 %). El analisis morfométrico
con Fiji de 261 particulas arroj6 un didmetro de Feret medio de 6,74 + 14,23 pum y una porosidad del
52,19%. Se construyé un modelo digital de 204 x 188 x 204 voxeles y se analizd mediante
homogeneizacion FFT en el clister HPC GUANE, prediciendo una conductividad térmica de 0,084
W/(m-K), un médulo elastico de 22,94 MPa y una permeabilidad de 3,18 x 107'> m?, en consonancia con
los rangos de la bibliografia. Este estudio demuestra que la homogeneizacion computacional FFT aplicada
a modelos digitales es una herramienta valida para predecir las propiedades multifisicas de los aerogeles
cuando el colapso estructural impide la realizacion de ensayos experimentales.

* Trabajo de Grado
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Abstract

Title: Synthesis and characterization of collagen aerogels for bone graft applications *
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Description:

The treatment of critical bone defects using biological substitutes represents a major challenge in
biomechanical engineering. Type I collagen aerogels are promising candidates for bone regeneration
scaffolds due to their porosity, biocompatibility, and ability to mimic bone extracellular matrix. However,
their production via supercritical drying, the reference method, requires high-pressure equipment whose
cost limits its use in resource-constrained settings like Colombia. Freeze-drying is a technically accessible
alternative but often results in materials with lower structural integrity.

In this study, type I collagen aerogels were synthesized from bovine tendon using the sol-gel method with
freeze-drying, employing equipment available at the Universidad Industrial de Santander. The extraction
protocol included degreasing, enzymatic digestion with pepsin, selective precipitation with NaCl and
ethanol, and filtration. The purified collagen solution was gelled at 37°C in 3D-printed molds, frozen at -
80°C, and freeze-dried for 24-48 hours. The material collapsed during drying, preventing conventional
compression testing. In response, a dual validation framework was implemented: experimental
morphological characterization coupled with multiphysics simulation via digital model.

SEM micrographs revealed a heterogeneous porous structure (macro, meso, and micropores) with
interconnected pores and favorable surface roughness. EDS analysis confirmed the elemental composition
of type I collagen (C: 36.30%, N: 5.03%, O: 30.53%). Morphometric analysis with Fiji on 261 particles
yielded an average Feret diameter of 6.74 = 14.23 um and porosity of 52.19%. A digital model of 204 x
188 x 204 voxels was constructed and analyzed via FFT homogenization on the HPC GUANE cluster,
predicting thermal conductivity of 0.084 W/(m-K), elastic modulus of 22.94 MPa, and permeability of
3.18 x 1072 m?, consistent with literature ranges. This study demonstrates that FFT computational
homogenization applied to digital models is a valid tool for predicting multiphysics properties of aerogels
when structural collapse prevents experimental testing.

* Degree Work

** Faculty of Physical-Mechanical Engineering. School of Mechanical Engineering. Mechanical Engineering.
Director: German Orlando Romero Suarez. PhD (C) Mechanical Engineering. Codirector: Diego Fernando Villegas
Bermudez. PhD Mechanical Engineering.



SINTESIS Y CARACTERIZACION DE AEROGELES 16

Introduccion

El tratamiento de defectos Oseos criticos constituye un problema clinico de alta
prevalencia e impacto socioecondmico significativo. Aunque el autoinjerto representa el estandar
de referencia por su osteoinductividad y biocompatibilidades inherentes, sus limitaciones, entre
ellas la morbilidad asociada al sitio donante, el volumen de tejido disponible y el riesgo de
infeccion, han impulsado el desarrollo sistematico de sustitutos 6seos de origen sintético y
biolégico (Giannoudis et al., 2005; Bhatt & Rozental, 2012). En este contexto, los andamios
tridimensionales basados en biopolimeros han recibido creciente atencion, particularmente
aquellos derivados de coldgeno tipo I, la proteina estructural mas abundante de la matriz
extracelular de los tejidos conectivos. Los aerogeles de colageno se destacan por su arquitectura
nanoporosa interconectada, su capacidad para promover la adhesién y proliferacion de
osteoblastos, y por ofrecer sefiales bioquimicas que favorecen la osteoconduccion y la
angiogénesis (Garcia-Gonzélez et al., 2011; Anaya-Barajas et al., 2019; Martins et al., 2015).

No obstante, la viabilidad clinica y el potencial de escalado de estos biomateriales estan
condicionados por los desafios técnicos y econdmicos inherentes a su proceso de sintesis. La
preservacion de la red nanoporosa durante el secado constituye la etapa més critica: el método de
referencia, el secado supercritico con CO:, elimina las tensiones capilares que provocan el
colapso de los poros, pero requiere equipos de alta presion cuyo costo y complejidad operativa
restringen su acceso en entornos con recursos limitados (Duarte, 2017; Sachithanadam & Joshi,
2016). La liofilizacion (freeze-drying) se presenta como una alternativa mas accesible; sin
embargo, la formacion de cristales de hielo durante la congelacion puede distorsionar la

microestructura del gel, resultando en estructuras de mayor variabilidad morfologica, baja
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resistencia mecénica y, en casos donde la concentracion de coldgeno es insuficiente, en el
colapso fisico del material durante o tras el secado (Davidenko et al., 2012; Brougham et al.,
2017; Gobeaux et al., 2008).

Esta fragilidad estructural representa un obsticulo metodoldégico mayor: cuando el
aerogel colapsa y se presenta en forma pulverulenta, los ensayos mecanicos destructivos
convencionales —como la compresion uniaxial bajo norma ASTM D1621— resultan inviables,
impidiendo la caracterizacion biomecanica directa del material. Esta limitacion es
particularmente critica en el contexto de validacion de materiales para injertos 6seos, donde la
evaluacion del modulo elastico, la permeabilidad al flujo de fluidos biologicos y la conductividad
térmica constituyen parametros funcionales indispensables. Hasta la fecha, la literatura reporta
escasos estudios que aborden de forma sistematica esta dicotomia entre la accesibilidad del
método de secado y la posibilidad de caracterizacion mecanica rigurosa del material resultante,
especialmente en contextos latinoamericanos con restricciones instrumentales.

Para abordar este vacio, el presente estudio propone un marco de validacién dual que
integra caracterizacion morfoldgica experimental con simulacion computacional multifisica. Se
sintetizaron aerogeles de coldgeno tipo I mediante el método sol-gel con secado por liofilizacion,
utilizando tendén bovino como materia prima local, con el objetivo de evaluar su idoneidad
estructural y funcional para aplicaciones en regeneracion dsea. La caracterizacion morfoldgica se
realizd mediante microscopia electronica de barrido (SEM), analisis EDS y porosimetria digital
con el software Fiji. Dado el colapso fisico del material, las propiedades mecanicas, térmicas y
de permeabilidad se predijeron mediante la construccion de un modelo digital tridimensional —
basado en la jerarquia porosa real obtenida de las micrografias SEM— y su posterior analisis por

homogeneizacion micromecanica mediante solucionadores de la Transformada Répida de
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Fourier (FFT). Este enfoque permite demostrar que la caracterizacion funcional de aerogeles es
viable incluso bajo restricciones técnicas severas, y establece una base metodoldgica replicable

para el desarrollo de biomateriales accesibles en contextos de recursos limitados.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo General

Sintetizar y caracterizar Aerogeles de coldgeno para su uso en injertos dseos, evaluando

sus propiedades mecanicas y estructurales.

1.2 Objetivos Especificos

1.

2.

3.

Disefiar un protocolo de sintesis para la produccion de Aerogeles de colageno,
considerando variables como la concentracion de coldageno, el agente de
gelificacion y el método de secado, con el objetivo de obtener materiales con
porosidad controlada y propiedades mecanicas adecuadas para aplicaciones en
injertos 0seos.

Sintetizar el aecrogel mediante el método sol-gel por secado liofilizado.

Validar la sintesis de aerogeles de colageno mediante un marco de caracterizacion
dual que integra el analisis morfoldgico y quimico experimental microscopia
electronica de barrido (SEM), espectroscopia de energia dispersiva (EDS) y
porosimetria digital con el software Fiji con la simulaciéon computacional
multifisica de las propiedades mecanicas, térmicas y de permeabilidad, a partir de
la construccion de wun modelo digital tridimensional analizado por
homogeneizacion micromecdnica mediante solucionadores de la Transformada
Répida de Fourier (FFT), con el fin de confirmar la formacion de una estructura
porosa y evaluar el desempefio funcional del material aun en condiciones de

colapso estructural.
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2. Marco Tedrico y Estado del Arte

2.1. Marco Teorico
2.1.1 Aerogeles: definicion y propiedades generales

Los aerogeles son materiales solidos ultraligeros y altamente porosos obtenidos mediante
la sustitucion del componente liquido de un gel por un gas, preservando la red tridimensional
solida sin que esta colapse de forma significativa. Su apariencia traslicida y su baja densidad les
han valido denominaciones como "humo congelado" o "humo soélido" en la literatura de
divulgacion cientifica. Lo que distingue a los aerogeles de otros materiales porosos, como los
xerogeles, es precisamente el método de secado empleado: mientras que el secado convencional
genera tensiones capilares que contraen y colapsan la red porosa, el secado controlado permite
conservar la arquitectura interna casi intacta (Aegerter et al., 2011; Duarte, 2017).

Sus propiedades fisicas son excepcionales y ampliamente documentadas. En términos de
densidad, pueden alcanzar valores tan bajos como 0,001 g/cm? con hasta un 99,8% de su
volumen ocupado por aire, lo que los convierte en los solidos més ligeros conocidos
(Sachithanadam & Joshi, 2016). Su estructura nanoporosa interconectada puede representar mas
del 90% del volumen total, con areas superficiales especificas que en algunos casos superan los
1000 m*g, lo que los hace candidatos excepcionales para aplicaciones de catalisis, filtracion,
absorcion y liberacion controlada de sustancias (Veronovski et al., 2014; Garcia-Gonzalez et al.,
2011). Su estructura porosa a nanoescala también inhibe significativamente la conduccion de
calor y la conveccion, confiriéndoles propiedades aislantes térmicas superiores a las de

materiales convencionales (Aegerter et al., 2011). Adicionalmente, presentan constantes
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dieléctricas bajas, lo que los hace utiles en aplicaciones electronicas, y una alta capacidad de
absorcion de liquidos, aceites y sonidos derivada de su gran area superficial.
2.1.2 Colageno tipo I: estructura y relevancia bioldgica

El coldgeno es la proteina estructural mas abundante en el cuerpo humano y en los
mamiferos en general, constituyendo aproximadamente el 30% de la masa proteica total. Entre
sus multiples isoformas, el coldgeno tipo I es el predominante en tejidos de alta demanda
mecanica como tendones, piel, hueso cortical y coérnea. Su estructura se organiza
jerarquicamente: tres cadenas polipeptidicas con secuencias repetitivas de glicina-X-Y se
enrollan para formar una triple hélice, denominada tropocoldgeno, que a su vez se autoensambla
en fibrillas y posteriormente en fibras de mayor diametro mediante un proceso denominado
fibrilogénesis (Gomez Lizarraga et al., 2011).

Este proceso de fibrilogénesis es sensible a variables fisicoquimicas del entorno,
particularmente al pH y la temperatura. A pH neutro y temperatura fisiologica (37°C), el
colageno tipo I forma espontaneamente una red tridimensional de microfibrillas estabilizada por
puentes de hidrogeno y entrecruzamientos covalentes. En condiciones 4cidas, por el contrario,
las moléculas permanecen solubilizadas, lo que permite su extraccion, purificacion y
manipulaciéon en solucion antes de inducir la gelificacion de forma controlada (Gobeaux et al.,
2008; Inoue et al., 2006; Harris et al., 2017). Esta transicion sol-gel dependiente del pH
constituye el principio fundamental sobre el que se basa la sintesis de aerogeles de colageno
mediante el método sol-gel, descrito en detalle en la seccion de metodologia.

Desde el punto de vista biologico, el coldgeno tipo I es reconocido por el sistema
inmunoloégico humano como material propio, lo que minimiza las respuestas de rechazo.

Adicionalmente, presenta sitios de union especificos, como las secuencias RGD (arginina-
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glicina-acido aspartico), que promueven activamente la adhesion, migracion y proliferacion de
células como los osteoblastos, facilitando la integracion del implante con el tejido huésped
(Sanzana-Luengo et al., 2022; Anaya-Barajas et al., 2019).

2.1.3 Aerogeles de colageno como biomateriales para injertos dseos

Los aerogeles de colageno representan la interseccion entre las propiedades fisicas de los
aerogeles y la bioactividad intrinseca del colageno. Su arquitectura porosa jerarquica, que
comprende macroporos (>50 nm), mesoporos (2—-50 nm) y microporos (<2 nm) distribuidos de
forma interconectada, es particularmente relevante para aplicaciones en ingenieria de tejidos
Oseos por las siguientes razones funcionales.

Los macroporos facilitan la infiltracion celular de osteoblastos y la formacion de nuevos
vasos sanguineos (angiogénesis), proceso indispensable para que el implante reciba nutrientes y
oxigeno. Los mesoporos y microporos, por su parte, promueven la adhesion celular y el
intercambio de metabolitos a escala nanométrica, e incrementan el area superficial disponible
para la carga y liberacion controlada de agentes terapéuticos como antibidticos, factores de
crecimiento 6seo (BMPs) o antiinflamatorios (Rivera et al., 2003; Goimil et al., 2017; Veres et
al., 2015). La interconexion entre los poros es igualmente critica: un andamio con
compartimentos cerrados impediria la migracion celular a través de la estructura,
comprometiendo la regeneracion tisular (Martins et al., 2015).

La rugosidad superficial inherente de estos materiales imita la topografia natural de la
matriz extracelular, lo que favorece la fijacion y proliferacion de osteoblastos (Sanzana-Luengo
et al., 2022). Su biodegradabilidad programable, mediada por colagenasas enddgenas, permite
sincronizar la degradacion del andamio con la velocidad de formacion del nuevo tejido oOseo.

Finalmente, la gran area superficial y la capacidad de funcionalizacién quimica del aerogel de
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colageno lo convierten en un sistema versatil de liberacion localizada de agentes terapéuticos,
mejorando la biodisponibilidad local sin los efectos secundarios sistémicos asociados a la
administracion convencional (Tkalec et al., 2015; Veres et al., 2015).

2.1.4 Métodos de sintesis de aerogeles: formacion del gel y técnicas de secado

La sintesis de un aerogel es un proceso secuencial en dos etapas fundamentales: la
formacion de la red solida tridimensional mediante el método sol-gel, y la eliminacion del
solvente mediante un método de secado que preserve dicha red.

En la etapa sol-gel, una solucién molecular del precursor, en este caso colageno soluble
en acido acético, transita de un estado coloidal disperso (sol) a una red semisolida que atrapa el
solvente en su interior (gel), mediante cambios de pH o temperatura que inducen la
fibrilogénesis. Los pardmetros criticos de esta etapa son la concentracion del precursor, el pH, la
temperatura y el tiempo de gelificacion, los cuales determinan conjuntamente la densidad y la
morfologia inicial de la red (Sachithanadam & Joshi, 2016).

La segunda etapa, el secado, es donde se define la calidad final del aerogel. Existen dos
métodos principales. El secado supercritico lleva el solvente del gel a condiciones por encima de
su punto critico de temperatura y presion, eliminando la interfase liquido-vapor y con ella las
tensiones capilares destructivas. El fluido supercritico se libera como gas, dejando una estructura
solida casi idéntica a la del gel himedo. Este método produce aerogeles de maxima porosidad y
area superficial, pero requiere equipos especializados de alto costo (autoclaves de alta presion),
lo que representa una barrera significativa para su escalado (Duarte, 2017). La liofilizacion
(freeze-drying) congela el gel, convirtiendo el solvente en hielo, que posteriormente se elimina
por sublimacion directa (sélido a vapor) bajo vacio, evitando la fase liquida. Aunque las

tensiones capilares se minimizan al no existir interfase liquido-vapor, la formacion de cristales de
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hielo durante la congelacion puede distorsionar la microestructura, generando poros de mayor
tamafo y menor homogeneidad que los obtenidos por secado supercritico. Su principal ventaja es
la accesibilidad: los liofilizadores son equipos comunes en laboratorios biomédicos y su costo
operativo es significativamente menor (Davidenko et al., 2012; Brougham et al., 2017).

2.1.5 Técnicas de caracterizacion de materiales porosos

La validacion de un aerogel de coldgeno como candidato para injerto 6seo requiere un
conjunto de técnicas analiticas complementarias que cubran las escalas morfologica, quimica y
mecanica.

La microscopia electronica de barrido (SEM) permite visualizar directamente la
arquitectura tridimensional superficial e interna del material, evaluando la homogeneidad,
tamafio, forma e interconexion de los poros. Para materiales no conductores como el colageno, es
necesario aplicar un recubrimiento metalico delgado (oro o paladio) mediante sputter coating
para evitar la acumulacion de carga electrostatica durante la observacion (ASTM E2809-20). La
espectroscopia de dispersion de energia de rayos X (EDS), acoplada al SEM, permite determinar
la composicion elemental del material punto a punto, identificando la presencia de carbono,
nitrogeno y oxigeno como elementos -caracteristicos del coldgeno, asi como posibles
contaminantes del proceso de purificacion.

La porosimetria digital mediante analisis de imdagenes con software como Fiji
(distribucion de ImageJ) permite cuantificar pardmetros morfométricos de los poros directamente
a partir de las micrografias SEM, incluyendo el didmetro de Feret, la relacion de aspecto, la
redondez y la solidez. Este método es especialmente Util cuando las técnicas de porosimetria

fisico-quimica convencionales, como la adsorcion de nitrogeno (método BET) o la intrusion de



SINTESIS Y CARACTERIZACION DE AEROGELES 25

mercurio, no son accesibles o son destructivas para el material (Anaya-Barajas et al., 2019;
Garcia-Gonzaélez et al., 2011).

Finalmente, los ensayos mecdnicos de compresion uniaxial, normados bajo ASTM
D1621, permiten determinar el modulo elastico, la resistencia maxima y la energia absorbida
hasta la falla del material. Cuando el material no puede ser ensayado experimentalmente debido
a su fragilidad o colapso estructural, la simulacion computacional por homogeneizacion
micromecanica mediante métodos basados en la Transformada Rapida de Fourier (FFT)
constituye una alternativa rigurosa para predecir las propiedades macroscopicas efectivas del

material a partir de su microestructura real.

2.2 Estado del Arte
2.2.1 Desarrollo de aerogeles de colageno para aplicaciones biomédicas

La investigacion sobre aerogeles de colageno ha experimentado un crecimiento sostenido
durante la ultima década, impulsada por la convergencia entre el avance en técnicas de sintesis
de aerogeles y la demanda clinica de andamios biodegradables para regeneracion tisular. Los
trabajos seminales en este campo establecieron que la porosidad jerarquica y la interconexion de
poros son condiciones necesarias, aunque no suficientes, para el desempefio funcional del
andamio: la concentracion inicial del coldgeno, el método de secado y las condiciones de
gelificacion determinan conjuntamente la morfologia final del material y, con ella, sus
propiedades biologicas y mecanicas (Garcia-Gonzalez et al., 2011; Davidenko et al., 2012).

En cuanto al método de secado, la literatura reporta de forma consistente que el secado
supercritico produce aerogeles con mayor homogeneidad y porosidad que la liofilizacién. Sin

embargo, estudios como el de Brougham et al. (2017) y el de Davidenko et al. (2012) han
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demostrado que la liofilizacion puede producir andamios funcionalmente viables para
aplicaciones biomédicas cuando los parametros de congelacion son optimizados adecuadamente,
particularmente la velocidad de enfriamiento y la temperatura final de congelacion. La
congelacion rapida a temperaturas mas bajas (—80°C) produce cristales de hielo mas pequefios y
numerosos, resultando en una estructura de poros mas homogénea que la obtenida a —20°C
(JoVE, 2023).

Respecto a la concentracion de colageno, Gobeaux et al. (2008) establecieron que
concentraciones inferiores a 1,5 mg/mL son insuficientes para formar una red tridimensional
estable que resista el proceso de secado, resultando en el colapso del material. Este umbral
critico es consistente con los resultados reportados por Goémez Lizarraga et al. (2011) en
aerogeles de colageno bovino tipo I obtenidos a partir de tenddn, quienes establecieron un
protocolo de extraccion y purificacion por digestion enzimatica con pepsina que sirve como
referencia metodologica para el presente trabajo.

2.2.2 Refuerzo estructural y funcionalizacion avanzada

Una linea de investigacion prominente en el estado del arte busca superar las limitaciones
mecanicas del coldgeno puro, cuya baja resistencia a la compresion y degradacion rapida limitan
su aplicacion en zonas de alta carga mecédnica como los huesos largos. La incorporacion de
polimeros sintéticos biodegradables como el poli(e-caprolactona) (PCL) o de ceramicas
bioactivas como la hidroxiapatita mejora significativamente las propiedades mecanicas del
andamio sin comprometer su biocompatibilidad (Goimil et al., 2017; Anaya-Barajas et al., 2019).
Esta estrategia de materiales compuestos representa la direccion predominante del estado del arte

hacia aplicaciones en carga mecanica.
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Paralelamente, la funcionalizacion quimica de la superficie del aerogel para la carga y
liberacion dual o secuencial de agentes terapéuticos ha sido explorada por Garcia-Gonzalez et al.
(2011), quienes demostraron que un aerogel de colageno puede disefarse para liberar primero un
antibidtico en las fases iniciales post-implante y posteriormente un factor osteogénico para
promover la regeneracion a largo plazo.

2.2.3 Fuentes alternativas de colageno y contexto latinoamericano

Existe un interés creciente en la obtencion de colageno a partir de fuentes alternativas y
subproductos de la industria alimentaria, como escamas, pieles y espinas de pescado (tilapia,
cachama) y tendones bovinos, con el objetivo de reducir costos, aprovechar la economia circular
y disminuir la dependencia de proveedores internacionales (Quintero & Zapata, 2017; Santos
Serrano, 2022; Serrano Gaona, 2011). En el contexto colombiano, investigaciones previas
realizadas en la Universidad Industrial de Santander han explorado la extraccion de coldgeno
tipo I a partir de subproductos de la industria pesquera local, estableciendo protocolos adaptados
a las condiciones de laboratorio disponibles en la region (Santos Serrano, 2022). Estos
antecedentes directos son relevantes para el presente trabajo, que adapta el protocolo de Gomez
Lizéarraga et al. (2011) a materia prima bovina de origen local.

2.2.4 Modelos digitales y homogeneizacion computacional en biomateriales porosos

La caracterizacion computacional de materiales porosos mediante Modelos digitales ha
emergido como una herramienta poderosa para superar las limitaciones experimentales asociadas
a la fragilidad de los aerogeles y los andamios de colageno. Los métodos de homogeneizacion
micromecanica basados en la Transformada Répida de Fourier (FFT), introducidos originalmente
por Moulinec & Suquet (1994) y extendidos posteriormente para problemas multifisicos

acoplados, permiten predecir propiedades macroscopicas efectivas (modulo elastico,



SINTESIS Y CARACTERIZACION DE AEROGELES 28

conductividad térmica, permeabilidad) a partir de la microestructura real del material
representada como una matriz binaria de voxeles.

Estudios recientes como el de Wang et al. (2024) y Jang & Lee (2023) han aplicado
metodologias computacionales similares a aerogeles y geles de colageno, reportando valores de
conductividad térmica en el rango de 0,04—0,09 W/(m-K), modulos de elasticidad entre 10,0 y
36,1 MPa, y permeabilidades entre 107'* y 10> m? para andamios de coldgeno en condiciones de
celda abierta relajada. Estos rangos constituyen la referencia de validacion para los resultados
computacionales del presente trabajo. La aproximacion de modelo digital es especialmente
pertinente cuando el material fisico no puede ser sometido a ensayos mecanicos convencionales,
situacion que, como se documenta en el presente estudio, es frecuente en aerogeles liofilizados
de baja concentracion.

2.2.5 Vacio de conocimiento que justifica el presente estudio

La revision de la literatura permite identificar tres vacios especificos que el presente
trabajo busca abordar. Primero, la mayoria de los estudios sobre aerogeles de colageno
liofilizados se realizan en laboratorios con acceso a equipos de caracterizacion sofisticados,
dejando sin explorar la viabilidad del proceso en entornos con restricciones instrumentales como
el colombiano. Segundo, la integracion sistematica de la caracterizacion morfologica
experimental con la simulacion computacional multifisica mediante FFT no ha sido reportada en
la literatura para aerogeles de colageno obtenidos por liofilizacion a partir de tendon bovino.
Tercero, el uso de un modelo digital construido a partir de micrografias SEM reales, en lugar de
geometrias idealizadas, como herramienta de validacion biomecénica en presencia de colapso
estructural del material fisico, constituye una aproximacion metodologica novedosa en el

contexto de los biomateriales para injertos dseos.
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3. Metodologia

3.1 Enfoque y disefio experimental

Figura 1.

Diagrama de flujo del proyecto.
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El presente estudio adopt6 un enfoque experimental de tipo exploratorio-descriptivo,

orientado a sintetizar y caracterizar aerogeles de colageno tipo I a partir de tendon bovino como
materia prima local, mediante el método sol-gel con secado por liofilizacion. El disefio
experimental se estructur6 en cuatro fases secuenciales e interdependientes: extraccion y

purificacion del colageno, sintesis del aerogel, caracterizacion morfologica y estructural, y
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simulacion computacional de propiedades mecanicas, térmicas y de permeabilidad. La Figura 1 y

la figura 2 presenta el diagrama de flujo completo del proceso experimental.

Figura 2.
Seccion B y C del proyecto.
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Las variables independientes controladas durante el proceso se detallan en la Tabla 4,
mientras que las variables dependientes evaluadas como respuesta al proceso se presentan en la
Tabla 5. Las variables que no pudieron ser controladas rigurosamente debido a las condiciones
del laboratorio y la disponibilidad de equipos se documentan en la Tabla 6, junto con su impacto

potencial sobre los resultados.

Tabla 4.

Las variables controladas durante el proceso

Variable Valor/Especificacion

Determinada por el rendimiento de la extraccion

Concentracion inicial de colageno (=1-2% p/v)

Relacion colageno:etanol en

intercambio de solvente 13 ()

Tiempo de gelificacion 2-4 horas a 37 °C

Tiempo de congelacion 12-24 horas a -80 °C

Tiempo de liofilizacién 24-48 horas (colector <-50 °C)
Velocidad de ensayo de compresion 1 mm/min

Temperatura de los ensayos Ambiente (=22-25 °C)
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Tabla 5.

Propiedades evaluadas como respuesta al proceso.

31

Variable Método de evaluacion Unidad
Morfologia y estructura porosa Microscopia electronica de barrido (SEM) Cualitativa
Tamafio de poro Andlisis de micrografias SEM pum

. Mét imétrico (1 - 1/pcola
Porosidad total ) i:ooodo gravimétrico (1 - paerogel/pcolageno) o
Densidad aparente Relacién masa/volumen geométrico g/cm?
Modulo eléstico a compresion  Pendiente de la curva esfuerzo-deformacion kPa
Res1stenf:}a fhaximaa Esfuerzo maximo registrado kPa
compresion
Energia absorbida hasta la falla  Area bajo la curva esfuerzo-deformacion kJ/m?
Tabla 6.
Variables que no pudieron ser controladas.
Variable Limitacion Impacto potencial
. Maxima de 4,500 rpm (=4,100
Fuerza centrifuga o . ., .
xg), inferior a los 11,500 xg Posible reduccion en el rendimiento y
durante la . . .
) ., reportados en la literatura (Gémez pureza del coldgeno
purificacién

Lizéarraga et al., 2011)

Humedad relativa ~ Controlada parcialmente mediante Posible absorcion de humedad por los
ambiental desecador con silica gel aerogeles antes de la caracterizacion

No se realizo cuantificacidon

P 1 . D imi 1
ureza exacta c’1e mediante SDS-PAGE o esconocimiento del grado exacto de
colageno extraido , pureza

espectrofotometria
Temperatura Controlada solo por aire Posible variacién en propiedades
ambiente durante acondicionado del laboratorio mecAnicas prop
€nsayos (=22-25 °C)

Los ensayos de compresion se planificaron por triplicado (n = 3 probetas por condicion);

sin embargo, el colapso estructural del aerogel durante el secado impidid su realizacion. Los

resultados de caracterizacion morfologica se presentan de forma cualitativa mediante

micrografias SEM representativas de al menos dos regiones diferentes de cada muestra. Los

datos cuantitativos se expresan como media =+ desviacion estandar.
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3.2 Materiales y reactivos

Todos los materiales biologicos y reactivos quimicos empleados en el estudio se listan a
continuacion con su especificacion técnica relevante para la reproducibilidad del protocolo.

Materia prima bioldgica: Tendon extraido manualmente de patas de res frescas,
adquiridas en mercado local.

Reactivos quimicos: Acetona para desgrasado (grado analitico); agua desionizada; acido
acético glacial 0,5 M para solubilizacion del colageno; HCI 1 M para ajuste de pH durante la
extraccion; NaOH 1 M para ajuste de pH durante la gelificacion; NaCl en cristales para
precipitacion  selectiva (salting out); etanol absoluto (>99,5%) para precipitacion
complementaria; pepsina de mucosa gastrica porcina (Pepsin from Porcine Gastric Mucosa
P7012-1G, Merck) como agente de digestion enzimatica.

Materiales de laboratorio: Filtros de jeringa PVDF de 0,22 uym y 25 mm (referencia 9909-
2502) para esterilizacion de la solucion; jeringas estériles; gasas para filtracion por decantacion;
recipientes y tubos de centrifuga; espatulas y pipetas; Parafilm para sellado de moldes.

Equipos: Homogeneizador (licuadora Imusa) para disgregacion del tejido; centrifuga
Consul 22 con rotor RT 282 y adaptador RE 449; liofilizador Labconco de 6 litros tipo cascada;
refrigerador a 4°C para almacenamiento temporal; ultracongelador para congelacién a —80°C;
desecador con silica gel para almacenamiento de aerogeles.

Equipos de caracterizacion: Microscopio electronico de barrido Quanta FEG 650; equipo
de metalizacion Quorum Q150A ES; software Fiji (distribucion de Imagel, version de codigo
abierto) para analisis digital de imagenes.

Moldes para sintesis: Dos configuraciones disefiadas e impresas en 3D en material PLA:

(A) molde plano de 30 mm x 30 mm x 2,5 mm para muestras destinadas a SEM, y (B) molde
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multicavidad para tres probetas cilindricas de 12 mm de diametro X 12 mm de altura destinadas a
ensayos de compresion. Los moldes constan de tres partes ensambladas mediante pernos, con
Parafilm como sello en las uniones para evitar fugas durante la gelificacion.
3.3 Extraccion y purificacion del colageno tipo I

El protocolo de extraccion se disefid con base en la metodologia de Gomez Lizarraga et
al. (2011) para coladgeno soluble en acido a partir de tejidos conectivos de origen bovino, con
adaptaciones reportadas por Quintero y Zapata (2017) y Jongjareonrak et al. (2005). El proceso
comprendiod cinco etapas: preparacion del tendon, desgrasado, digestion enzimatica, purificacion
por precipitacion selectiva y filtracion.

3.3.1 Preparacion y pretratamiento del tendon

Figura 3.
(A) Pata de res, (B) Tendones extraidos de pata, (C) Tendones en recipiente para su lavado, (D) Tendones cortados

en pequernos trozos

Se adquirieron patas de res frescas, de las cuales se extrajeron manualmente los tendones.
Estos fueron lavados exhaustivamente con agua desionizada a 4°C para eliminar impurezas
superficiales y residuos sanguineos, y posteriormente cortados en fragmentos de
aproximadamente 0,5 cm x 0,5 cm para incrementar el 4rea superficial de contacto y facilitar los
procesos subsiguientes de extraccion (figura 3), siguiendo las recomendaciones de

pretratamiento descritas para tejidos conectivos (Gémez Lizarraga et al., 2011).
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3.3.2 Desgrasado con acetona

Con el objetivo de eliminar lipidos y tejido adiposo que pudieran interferir con la pureza
del colageno extraido, los fragmentos de tendon se sumergieron en acetona en una proporcion
1:10 (p/v) y se mantuvieron bajo refrigeracion a 4°C durante 12 horas, adaptando el método de
desgrasado empleado en la extraccion de colageno a partir de piel de pescado (Jongjareonrak et
al., 2005). Transcurrido este tiempo, la acetona fue removida y los fragmentos se lavaron
nuevamente con agua desionizada para eliminar residuos del solvente. Los tendones lavados y
desgrasados se almacenaron temporalmente a 4°C antes de ser sometidos a liofilizacion, proceso
que permitié eliminar el agua residual y conservar la integridad proteica del tejido hasta su uso

en la extraccion de colageno (figura 4).

Figura 4.
(A) Tendon sumergido en acetona, (B) Tendon depositado en frasco de vidrio, (C) Tendones marcados para

almacenamiento en frio, (D) Tendones luego del proceso de liofilizacion.

3.3.3 Digestion enzimdtica con pepsina

Se prepard una solucion de 4cido acético 0,5 M y se ajusto el pH a 2,5 mediante adicion
de HCI 1 M. Se tomaron 10 g de tendon liofilizado y se mezclaron con 500 mL de la solucion de
acido acético (relacion 1:50 en volimenes), siguiendo el protocolo establecido por Gomez

Lizarraga et al. (2011). La mezcla se homogeneiz6 a 100 RPM utilizando un homogeneizador
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hasta obtener una masa gelatinosa uniforme. En la etapa de filtracion, se tomaron 50 g de la masa
gelatinosa, se adicion6 acido acético hasta homogeneizar completamente y se filtr6 mediante
gasas y decantacion para separar el tejido no disuelto. El tejido retenido en la gasa se sometid
nuevamente a solubilizacion con dacido acético, repitiendo el proceso para maximizar el

rendimiento de extraccion.

Figura 5.
Proceso de extraccion: (A) Masa gelatinosa luego de homogenizar, (B) Filtrado por gasas y decantacion, (C)

Relacion 1:10 (peso de enzima/filtrado), (D) Configuracion de panel de centrifuga.

Para la digestion con pepsina, se adiciond la enzima en una relacion 1:10 (peso de enzima
/ peso de tejido). La mezcla se agitd durante 24 horas a 4°C para permitir la digestion enzimatica
completa (Gomez Lizarraga et al., 2011), (Figura 5).

3.3.4 Purificacion por precipitacion selectiva

La purificacion del colageno en solucion se realizéd en dos etapas secuenciales.

Primera precipitacion (salting out): La solucion viscosa resultante se diluyd con un
volumen igual de dcido acético y se centrifugd durante tres ciclos de 20 minutos a 4.500 rpm
(=4.100 xg) con el equipo disponible, recuperdndose el sobrenadante en cada ciclo. Sobre el
sobrenadante se adicionaron cristales de NaCl con agitacion constante y la mezcla se dejo

reposar durante 24 horas a 4°C para inducir la precipitacion del colageno por efecto salino. La
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mezcla se centrifugd a 11.500 xg durante 2 horas, se desechd el sobrenadante y el precipitado se
resuspendié en 3 mL de 4cido acético 0,5 M.

Dado que la cantidad recuperada fue reducida, se realizO una precipitacion
complementaria con etanol: se adicionaron 2 volimenes de etanol absoluto frio (—20°C) a los
restos de la solucion filtrada y la mezcla se dejo reposar entre 2 y 24 horas a —20°C.
Posteriormente se centrifugd a la maxima velocidad disponible, se retir6 el sobrenadante y el
precipitado se resuspendid en el minimo volumen de 4cido acético 0,5 M (aproximadamente 0,5—
1 mL).

Figura 6.

Purificacion: (4) Salting out, (B) Filtrado del precipitado con acido acético, (C) Filtrado por jeringa PVDF.

Filtracion esterilizante: La solucion resuspendida se filtr6 utilizando jeringas estériles y
filtros PVDF de 0,22 um y 25 mm para clarificar la solucion y eliminar particulas no deseadas,

obteniendo una solucion de colageno purificado lista para la sintesis del aerogel (figura 4).

3.4 Sintesis del aerogel de coligeno mediante el método sol-gel
3.4.1 Gelificacion del colageno

La sintesis del aerogel partio de la solucion de coldgeno purificado en acido acético 0,5
M (pH = 2,5). Para inducir la fibrilogénesis y la formacion del hidrogel, fue necesario neutralizar

el pH y elevar la temperatura a condiciones fisiologicas. Este proceso se realizo en dos pasos.
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Figura 7.

Muestras en proceso de lavado: (A) Muestra en primer lavado, (B) Muestra en segundo lavado.

Primero se efectu6 un intercambio de solvente (Figura 7): la solucién se lavd con etanol
en una relacion 1:3 (12 mL) y posteriormente en una relacion 1:1 (5 mL), dejando 1 mL de
etanol residual en el recipiente tras el primer lavado (figura 5). A continuacidn, se ajusté el pH
de la solucion a 7,0-7,4 mediante la adicion controlada de NaOH 1 M, gota a gota con agitacion
suave, midiendo el pH tras cada adicion (figura 8) para garantizar una neutralizaciéon homogénea
y evitar gradientes locales de pH que pudieran afectar la fibrilogénesis (Harris et al., 2017;
Bronner-Shtrauchler et al., 2024).

Figura 8.

Ajuste de pH de las muestras unificadas luego del lavado.

La solucién neutralizada se vertié en los moldes impresos en 3D (figura 9), los cuales se
sellaron y se incubaron a 37°C durante 2-4 horas (figura 10). A pH neutro y temperatura

fisioldgica, el colageno tipo I forma espontdneamente una red tridimensional de microfibrillas
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estabilizada por interacciones no covalentes, mientras que a pH acido la formacion de fibras solo

ocurre a concentraciones muy elevadas (Gobeaux et al., 2008; Inoue et al., 2006).

Figura 9.

Modelo SW moldes para ensayos: (4) Microscopia electronica, (B) compresion.

Figura 10.

Gel en moldes con pH 7,0-7 4.

3.4.2 Congelacion y liofilizacion

Una vez formado el hidrogel o transcurrido el tiempo de incubacion (figura 11), se retird
la tapa superior de los moldes y las muestras se transfirieron a un ultracongelador a —80°C
durante 12-24 horas. La velocidad y temperatura de congelaciéon son parametros criticos que
determinan la arquitectura porosa final del aerogel: la congelacion a —80°C produce cristales de
hielo més pequefios y numerosos que a —20°C, resultando en una estructura de poros mas
homogénea, ya que los cristales de hielo actian como plantilla para los poros que quedan tras la

sublimacion (Garcia-Gonzalez et al., 2011; JoVE, 2023).
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Figura 11.

Gel en moldes durante proceso de congelacion.

Los geles congelados se sometieron a secado por liofilizacion en un equipo Labconco de
6 litros, aplicando vacio a una temperatura de colector inferior a —50°C durante 2448 horas, o
hasta que las muestras alcanzaron un estado completamente seco, evidenciado por una apariencia
blanca y esponjosa. Durante este tiempo, el solvente congelado se elimind por sublimacion
directa, preservando la estructura porosa generada durante la congelacion. Finalizado el ciclo, se
purgo el vacio lentamente para evitar fracturas en el material por cambios bruscos de presion.
Los aerogeles obtenidos se almacenaron en un desecador con silica gel bajo vacio para evitar la

absorcion de humedad ambiental, dado su caracter higroscopico.

3.5 Protocolos de caracterizacion
3.5.1 Caracterizacion morfologica mediante SEM y andlisis EDS

Debido al colapso estructural del aerogel durante el secado, el material se presentd en
forma de polvo, por lo que los ensayos de caracterizacion se adaptaron a esta condicion. El
material pulverulento se depositd sobre cinta adhesiva de carbono montada en stubs de aluminio.
Las muestras se metalizaron en un equipo Quorum QI150A ES (figura 12) mediante sputter
coating con una capa conductora de oro de aproximadamente 10—15 nm de espesor, siguiendo
los lineamientos de la norma ASTM E2809-20 para la preparacion de muestras poliméricas no

conductoras.
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Figura 12.

Equipo de metalizacion Quorum Q1504 ES.

Las micrografias se adquirieron en un microscopio Quanta FEG 650 (figura 13) bajo las
siguientes condiciones operativas: voltaje de aceleracion de 20,00 kV, distancia de trabajo entre
9,8 y 10,3 mm, y campo de vision horizontal variable segiin el aumento. Se emplearon dos
modos de deteccion: electrones retrodispersados (BSED) para contraste por composicion
quimica, y electrones secundarios (ETD) para topografia superficial. Los aumentos utilizados
fueron 100%, 200%, 400%, 800x, 1.500%, 1.600%, 3.000%, 6.000% y 12.000x%, con escalas en el
rango de 5 pm a 500 pm segun el nivel de ampliacion, siguiendo los procedimientos estandar
reportados en la literatura para andamios de colageno (Garcia-Gonzdlez et al., 2011; Anaya-

Barajas et al., 2019).

Figura 13.

Microscopio electronico Quanta FEG 650.




SINTESIS Y CARACTERIZACION DE AEROGELES 41

Adicionalmente, se realiz6 andlisis quimico puntual por EDS (Energy Dispersive
Spectroscopy) en cuatro zonas representativas del material, identificando la presencia de carbono
(C), nitrégeno (N) y oxigeno (O) como elementos caracteristicos del coldgeno, asi como sodio
(Na) y cloro (Cl) como indicadores de residuos del proceso de purificacion.

3.5.2 Porosimetria digital mediante andlisis de imagenes con Fiji

A partir de las micrografias SEM obtenidas a 12.000x de aumento (figura 14), se
determind el tamafio de las particulas y poros del material mediante analisis digital de imagenes
utilizando el software Fiji. El procedimiento de procesamiento incluyd las siguientes etapas
secuenciales: conversion de la imagen a escala de grises de 8 bits; ajuste de umbral (threshold)
para segmentar las particulas o poros de interés del fondo; y medicion de la longitud (didmetro
de Feret) y demas pardmetros morfométricos de las particulas identificadas. El analisis se
configurd con un rango de tamafio de 0 a infinito, registrando cada particula para la micrografia

representativa. Los parametros morfométricos registrados se detallan en la Tabla 7.

Figura 14.

Micrografia SEM (12000x) utilizada para el andlisis morfométrico, con escalas de medicion.

.

: C

_
.
= 20.00 kV[12 000 x |[ETD| SE [24.9 um|10.3 mm QUANTA FEG 650

Nota: fotografia tomada por laboratorio de microscopia.
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La validacion del analisis digital se realiz6 comparando las mediciones de tamafio de
poro obtenidas mediante el software del SEM con las obtenidas mediante Fiji (figura 15) para

tres poros representativos, encontrando una diferencia maxima de 0,077 pm, lo que confirma la

precision del método (Schindelin et al., 2012).

Figura 15.

Interfaz del software Fiji (ImageJ).

[ (Fiji Is Just) Image)

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

NAL O] ofsefun| ] 4] 8

ojo|c|ofZ «[1
Wand (tracing) tool

— O

‘ >

[ Results
File Edit Font Results

= m]

X

3.5.3 Ensayos mecdnicos de compresion

Se planifico la realizacion de ensayos de compresion uniaxial sobre probetas cilindricas
de 12 mm de didmetro x 12 mm de altura, a una velocidad de desplazamiento de 1 mm/min y
temperatura ambiente (=22-25°C), conforme a los lineamientos de la norma ASTM D1621 para
materiales celulares rigidos. Sin embargo, el colapso estructural del aerogel durante el proceso de
liofilizacion, que resulté en un material pulverulento, impidié la fabricacion de probetas con
integridad geométrica suficiente para este ensayo. Esta limitacion se discute en detalle en la

seccion 5.1 y constituyd la motivacion principal para el desarrollo del enfoque de simulacion

computacional descrito en la seccion 4.6.

3.6 Simulacion computacional mediante modelo digital y homogeneizacion por FFT

3.6.1 Construccion del modelo digital

Ante la imposibilidad de realizar ensayos mecéanicos experimentales, se implement6 una

metodologia computacional basada en la generacion de un modelo digital del material. El

[Area [Mean [Min [Max [Angle  [iength |
1 0074 63644 40085 106 -153.846 3.019
2 0070 64620 44610 102 120.046 2851

3 0063 73061 47196 95605 124.287 2577
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analisis morfologico de las micrografias SEM se procesdé en Fiji para extraer parametros
arquitectonicos clave, particularmente el tamafio de poro promedio (=2,8 um) y la distribucion
de poros. A partir de estos datos, se generé un dominio computacional tridimensional discreto de
204 x 188 x 204 voxeles utilizando la biblioteca de modelado PicoGK. El dominio se estructurd
como una matriz binaria donde cada voéxel contiene una etiqueta de fase: 1 para solido
(colageno) y 0 para vacio (poro), con una porosidad global del 52,19%, consistente con los datos
experimentales de porosimetria digital.

El dominio se clasifica como modelo digital porque no constituye una idealizacién
geométrica simplificada, sino una réplica computacional basada en la morfologia real del
material obtenida directamente de las micrografias SEM. Esto garantiza que las propiedades
predichas reflejen el comportamiento del material real y no de un modelo idealizado.

3.6.2 Homogeneizacion micromecdnica por FFT

Para calcular las propiedades macroscopicas efectivas, se implementd6 un marco de
homogeneizacion computacional basado en la Transformada Répida de Fourier (FFT) utilizando
el método de subespacio de Krylov (BiCGSTAB) en Python. Este método presenta ventajas
criticas frente a métodos convencionales como FEM o BEM: es libre de mallado (mesh-free),
utilizando la grilla de voxeles directamente como dominio de célculo; tiene escalabilidad de
memoria, resolviendo ecuaciones en el dominio espectral mediante convoluciones con
operadores de Green; y asume condiciones de contorno periddicas (PBC), ideales para estudiar el
Volumen Elemental Representativo (RVE) de materiales heterogéneos. El modelo se ejecutd en
el cluster de alto rendimiento GUANE de la Universidad Industrial de Santander (figura 16),
alcanzando convergencia en menos de 150 iteraciones para aproximadamente 8 millones de

grados de libertad.
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Figura 16.

Cluster de alto rendimiento HPC Guane.
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3.6.3 Modelos fisicos evaluados

El cédigo computacional evaluo tres fisicas acopladas sobre la misma matriz binaria.

Difusion térmica (conductividad efectiva): Se simulo la conduccion de calor en estado
estacionario resolviendo la ecuacion de conservacion de energia V-q = 0 con la ley de Fourier
local q(x) = —k(x)VT(x). Se ingresaron conductividades de 0,20 W/(m-K) para el so6lido
(coladgeno) y 0,026 W/(m-K) para el aire (poros), imponiendo un gradiente macroscopico de
temperatura.

Elasticidad lineal (mo6dulo estructural): Se realizé una homogeneizacion micromecénica
para determinar la rigidez aparente bajo compresion uniaxial mediante la ley de Hooke o(x) =
C(x):e(x) y el tensor de Green elastostatico de cuarto orden. Se ingres6é un modulo de Young del
colageno de 1.800 MPa y un coeficiente de Poisson de 0,3. La fase vacia se regularizé con un
modulo de 1,0 MPa para evitar el mal condicionamiento matematico.

Permeabilidad (modelo de Brinkman-Stokes): Se aproxim6é el comportamiento

aerodinamico mediante el modelo de Brinkman, donde el fluido atraviesa el dominio mientras el
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solido se penaliza con una resistencia friccional colosal. La ecuacion de equilibrio de momento
es uV?v — VP — a(x)v = 0, con condicion de incompresibilidad V-v = 0. Se ingresaron una
viscosidad del fluido de 10~ MPa-s, penalizacion de Brinkman o = 10° en el s6lido y a =0 en los
poros, y un gradiente de presion impulsador.
3.6.4 Validacion de los resultados computacionales

Los resultados obtenidos del modelo digital se compararon con valores experimentales
reportados en la literatura para andamios de colageno y arquitecturas porosas afines, siguiendo el
esquema de validacion detallado en la Tabla 9. La concordancia entre los valores simulados y los
rangos reportados en la literatura se utilizd6 como criterio de validacion del modelo y de la

representatividad del modelo digital construido.

4. Resultados y Analisis

4.1 Sintesis del aerogel: observaciones macroscopicas y comportamiento del material
4.1.1 Rendimiento del proceso de extraccion

El proceso de extraccion y purificacion del colageno tipo I a partir de tendon bovino
produjo aproximadamente 4 mL de solucion purificada, con una concentracion estimada de
colageno en el rango de 1-2% p/v, determinada indirectamente a partir del rendimiento
gravimétrico del proceso. Este volumen condiciond de forma directa el disefio experimental
subsiguiente, particularmente el tamafio de los moldes y el nimero de probetas fabricables.

La fuerza centrifuga aplicada durante la purificacion (=4.100 xg) fue significativamente
inferior a los 11.500 xg reportados en el protocolo de referencia de Gomez Lizarraga et al.

(2011), lo que constituye una limitacién instrumental con impacto potencial sobre el rendimiento
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y la pureza del colageno obtenido. Esta restriccion se deriva de las capacidades maximas de la
centrifuga disponible y es discutida en detalle en el capitulo 5.
4.1.2 Comportamiento durante la gelificacion y el secado

Tras el ajuste de pH a 7,0-7,4 y la incubacion a 37°C durante 2—4 horas, se observo la
formacion de un hidrogel transliucido en los moldes, consistente con la fibrilogénesis espontanea
del colageno tipo I a condiciones de pH neutro y temperatura fisiologica, tal como ha sido
reportado en la literatura (Gobeaux et al., 2008; Inoue et al., 2006). Sin embargo, tras el proceso
completo de congelacion a —80°C y liofilizacion durante 24—48 horas, el material no conservo su
forma geométrica cilindrica o laminar original, presentdndose como un material pulverulento de
apariencia blanca y esponjosa (Figura 17).

Figura 17.

Aerogel base coldgeno.

Este comportamiento indica que las condiciones de sintesis empleadas, particularmente la
concentracion de colageno (=1-2% p/v) y el tiempo de gelificacion (2—4 horas), no fueron
suficientes para consolidar una red tridimensional con la resistencia mecdnica necesaria para
resistir las tensiones generadas durante la sublimacion del solvente. Resultados similares han
sido reportados en la literatura cuando la concentracion de colageno es inferior a 1,5 mg/mL
(Gobeaux et al., 2008), lo que sugiere que el umbral critico de concentracion no fue superado de

forma consistente en el presente estudio. El colapso estructural del material fisico determin6 que
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los ensayos mecanicos de compresion uniaxial planificados resultaran inviables, motivando la
adopcion del enfoque computacional descrito en la seccion 3.6 y cuyos resultados se presentan

en la seccion 4.3.

4.2 Caracterizacion morfoldgica y estructural
4.2.1 Arquitectura porosa observada por SEM

Las micrografias SEM del material pulverulento, obtenidas a aumentos de 400%, 1.600x,
6.000x% y 12.000x (Figura 18), revelaron una estructura porosa heterogénea caracterizada por la
coexistencia de macroporos (>50 pm), mesoporos (2—50 pm) y microporos (<2 um) distribuidos
a lo largo del material. Esta jerarquia porosa multiescala es un resultado de significativa
relevancia biomédica: los macroporos facilitan la vascularizacion y la infiltracion celular de
osteoblastos, mientras que los mesoporos y microporos promueven la adhesion celular, el
intercambio de nutrientes y la carga de agentes terapéuticos (Anaya-Barajas et al., 2019; Garcia-

Gonzalez et al., 2011).

Figura 18.

Micrografias SEM del material pulverulento a diferentes aumentos: (4) 400%, (B) 1600, (C) 6000x, (D) 12000 .

Nota: Fotografias tomadas por laboratorio de microscopia y editadas por el autor.

La singularidad estructural del material radica en que presenta poros en una escala
cercana a la nanométrica, con tamafios que rondan la media micra (=0,5-5 pm), rango que

resulta especialmente relevante para aplicaciones en regeneracion 6sea al ser compatible con el
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tamano de las células osteogénicas y con los requerimientos de permeabilidad al flujo de fluidos
biologicos.

No obstante, la distribucion de poros no fue homogénea ni perfectamente definida. Se
observaron regiones con poros de diferentes tamafios y morfologias sin un patréon uniforme, lo
que se atribuye directamente al método de secado empleado. La liofilizacion, a diferencia del
secado supercritico con CO., tiende a generar estructuras porosas con mayor variabilidad
morfologica debido a la formacidén heterogénea de cristales de hielo durante la congelacion
(Duarte, 2017; Sachithanadam & Joshi, 2016). Este resultado es consistente con lo reportado por
Davidenko et al. (2012) y Brougham et al. (2017) para aerogeles de coldgeno obtenidos por
liofilizacidn sin control exhaustivo de la velocidad de enfriamiento.

4.2.2 Interconexion de poros y rugosidad superficial

A aumentos de 3.000x (=30 um de campo de vision), se observd que los poros del
material presentan interconexion: se identificaron conductos y canales de transferencia que
conectan diferentes regiones porosas, asi como zonas con aparentes grietas o fracturas que
amplian las vias de comunicacion entre poros. Esta interconexion es una condicion necesaria,
aunque no suficiente, para el desempefio funcional del andamio: un material con compartimentos
cerrados impediria la migracion celular y el flujo de nutrientes a través de la estructura,
comprometiendo la regeneracion tisular (Martins et al., 2015). La presencia de poros
comunicantes en el material obtenido constituye, por tanto, un hallazgo positivo que
parcialmente compensa la falta de homogeneidad morfologica.

La superficie del material se mostrd rugosa y con textura porosa en todas las escalas
observadas. Esta rugosidad es funcionalmente beneficiosa para la adhesion y proliferacion

celular, ya que imita la topografia natural de la matriz extracelular y promueve la fijacion de
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osteoblastos mediante interacciones mecanicas y bioquimicas (Sanzana-Luengo et al., 2022).
Adicionalmente, a aumentos elevados (>6.000x), se observéd dafio localizado del material por
efecto del haz de electrones, manifestado como zonas de quemadura o degradacion superficial,
fendmeno caracteristico de materiales biologicos sensibles a la exposicion prolongada al haz en
condiciones de alto vacio (ASTM E2809-20). Para minimizar este efecto, se redujo el tiempo de
exposicion por campo y se priorizaron adquisiciones rapidas en zonas frescas de la muestra.

4.2.3 Anadlisis morfométrico cuantitativo de poros mediante Fiji

Figura 19.

Ajuste de umbral (threshold) en software Fiji.
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El analisis digital de imagenes sobre la micrografia SEM obtenida a 12.000x de aumento
(Figura 18, D), procesada mediante el software Fiji con segmentacién por umbral adaptativo
(figural9), identificé y cuantifico 261 particulas (Figura 21) correspondientes a poros y espacios
vacios del material (Figura 20). Los parametros morfométricos obtenidos se resumen en la Tabla

10 en la seccion 4.3.3.
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Figura 20.

Caracteristicas de poros en software Fiji.
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Tabla 7.

Parametros morfométricos registrados en el analisis con Fiji.

Parametro Unidad Descripcion
Area um? Superficie ocupada por la particula o poro
9% Area o, P9rcentaje del area total de la imagen que ocupa la
particula
FeretX pm Coordenada X del didmetro de Feret
FeretY pm Coordenada Y del didmetro de Feret
FeretAngle grados Angulo de orientacion del diametro de Feret
MinFeret pm Diametro de Feret minimo (ancho de la particula)
AR  (Aspect . . Relacion entre el eje mayor y el eje menor
Ratio) adimensional (Feret/MinFeret)
Round . . 4 x Area / (m x Feret?). Valores cercanos a 1 indican
adimensional .
(Redondez) formas circulares
Solidity . . Area / Area del casco convexo. Indica la regularidad del
. adimensional
(Solidez) contorno

El didmetro de Feret promedio (longitud maxima) de los poros fue de 6,74 + 14,23 pum,
con valores que oscilaron entre 0,82 um y 163,58 um, evidenciando la amplia distribucion de
tamanos propia de la jerarquia porosa multiescala observada cualitativamente en las

micrografias. El didmetro minimo promedio (MinFeret) fue de 4,28 + 9,87 um. La relacion de
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aspecto (AR = Feret/MinFeret) present6 valores entre 1,00 y 28,19, con una media de 2,34 +
2,48: los valores cercanos a 1 corresponden a poros de forma aproximadamente circular
(particulas 16, 18, 20, 28, 37, entre otras, con AR=1,0 y Round=1,0), mientras que los valores
elevados (AR>5) corresponden a poros elongados o fracturas alargadas, consistentes con los

canales de transferencia identificados cualitativamente.

Figura 21.

Resultados de anadlisis de particulas en software Fiji.
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[Area [Min [Max [Perim. [Circ. [Feret |%Area [FeretX [FeretY [FeretAngle [MinFeret [AR  [Round [Solidity |
1

1 370218 255 255 322187 0.045 53553 100 363 92.499 39905 1509 0663 0.268
2 9.046 255 255 15875 0451 6.280 100 393 32 73811 2446 3128 0320 0.750
3 5715 255 255 11225 0570 4.805 100 505 12 21.371 2120 2656 0376 0.834
4 0.379 255 255 2268 0925 1.048 100 554 1 158.199 0.389 2500 0.400 1.000
5 3.861 255 255 8682 0644 3447 100 593 8 16.390 1723 2245 0445 0833
6 4.807 255 255 12298 0.399 3.939 100 610 13 20.225 2317 1643 0608 0.711
7 3.066 255 255 8.018 0599 3.238 100 638 1 147.265 1.751 1.992 0.502 0810
8 2702274 255 255 1207289 0.023 110.644 100 720 486 58518 85423 1302 0.768 0413
9 3217 255 255 81863 0515 3.876 100 755 1 107.526 1.209 3931 0254 0813

10 31.000 255 255 34655 0324 10415 100 867 46 57.200 6.606 1558 0642 0.742
11 6.094 255 255 14547 0.362 6.373 100 914 30 58.736 1.762 4497 0222 0712
12 1136 255 255 4375 0.746 1916 100 779 13 66.038 0.778 2548 0392 0.909
13 2309 255 255 6.301 0.731 2461 100 767 17 71.565 1.541 1584 0631 0.808
14 9311 255 255 15.600 0481 5058 100 555 8 157.380 3.307 1628 0614 0734
15 3747 255 255 11.823 0.337 5.310 100 84 21 28.443 1.446 5003 0200 0678

La redondez promedio de 0,53 + 0,28 y la solidez promedio de 0,82 + 0,18 indican que la
mayoria de los poros presentan contornos moderadamente regulares, aunque con una variabilidad
significativa que refleja la heterogeneidad morfologica del material. Los valores extremos de
area (>1.000 pm?) corresponden a grandes fracturas o espacios comunicantes, no a poros
individuales de morfologia definida.

La validacion cruzada entre las mediciones del software del SEM vy las de Fiji para tres
poros representativos arrojo diferencias maximas de 0,077 um y una diferencia promedio de
0,012 um, confirmando la consistencia y precision del andlisis morfométrico digital (Schindelin

etal., 2012).
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4.2.4 Composicion elemental por EDS
El anélisis EDS puntual realizado en cuatro zonas representativas del material (Figura 22)

produjo resultados que permiten dos interpretaciones complementarias y diferenciadas.

Figura 22.
Puntos de analisis EDS sobre la muestra: (A) zona brillante (alta concentracion de sales), (B) zona homogénea

(matriz de coldageno), (C) zona homogénea (replicado), (D) zona homogénea (replicado).

Nota: Fotografias tomadas por laboratorio de microscopia y editadas por el autor.
Figura 23.

Concentracion de composicion quimica de zona D.
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Nota: Fotografia tomada por laboratorio de microscopia.

En las zonas homogéneas de la matriz (Puntos B, C y D), los elementos predominantes
fueron carbono (C), nitrogeno (N) y oxigeno (O), con promedios de C: 36,30%, N: 5,03% y O:
30,53% (Tabla 8). Esta composicion elemental es caracteristica del colageno tipo I, una proteina

compuesta por aminoacidos ricos en estos tres elementos (glicina, prolina, hidroxiprolina), lo que
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confirma que la matriz del material estd compuesta efectivamente por colageno (Gomez
Lizéarraga et al., 2011). La presencia de nitrogeno (figura 23), en particular, es diagnostica de la
naturaleza proteica del material, dado que este elemento no se encuentra en polisacaridos ni en la
mayoria de los polimeros sintéticos empleados como andamios.

Tabla 8.

Composicion elemental obtenida por EDS en cuatro puntos de la muestra (% en peso).

Punto A Promedio zonas
Punto B (%) Punto C (%) PuntoD (%)  homogéneas

Elemento
(Y0) (%)
C (Carbono) 11.85% 32.01% 39.89% 37.00% 36.30%
N (Nitrogeno) 0.00% 2.81% 6.71% 5.56% 5.03%
O (Oxigeno) 3.33% 32.45% 29.47% 29.69% 30.54%
Na (Sodio) 35.43% 28.27% 16.62% 24.65% 23.18%
Cl1 (Cloro) 49.39% 3.65% 6.55% 2.13% 4.11%
Si (Silicio) 0.00% 0.17% 0.12% 0.24% 0.18%
S (Azufre) 0.00% 0.64% 0.64% 0.72% 0.67%
Figura 24.

Micrografia SEM mostrando regiones brillantes correspondientes a residuos de sales (NaCl)
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Nota: Fotografia tomada por laboratorio de microscopia.

En contraste, la zona brillante (Punto A), (Figura 24), correspondiente a las regiones de
alto contraste identificadas en las micrografias BSED, presentd concentraciones elevadas de

sodio (Na: 35,43%) y cloro (Cl: 49,39%), confirmando que dichas regiones corresponden a
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residuos de cloruro de sodio (NaCl) provenientes del proceso de purificacion por salting out que
no fueron eliminados completamente durante los lavados con etanol. La presencia de silicio (Si:
0,12-0,24%) y azufre (S: 0,64-0,72%) en bajas concentraciones en las zonas homogéneas puede
atribuirse a contaminacion residual de reactivos o del ambiente de procesamiento.

La persistencia de residuos de NaCl en el material final es una limitacion de pureza que
debe abordarse en estudios futuros, ya que su presencia podria interferir con la respuesta
bioldgica del andamio en ensayos de biocompatibilidad, al modificar la osmolaridad local del

microambiente celular.

4.3 Propiedades simuladas mediante modelo digital y homogeneizacion FFT

4.3.1 Construccion y representatividad del modelo digital

Figura 25.

(4) Concepto de modelo digital, (B) Modelo digital luego de mallado.

El medelo digital tridimensional (figura 25) construido a partir de las micrografias SEM
mediante la biblioteca PicoGK resultdé en un dominio de 204 x 188 x 204 voxeles con una
porosidad global del 52,19%, valor derivado directamente de la fraccion volumétrica de espacios
vacios identificados en el andlisis morfométrico con Fiji. Esta porosidad es consistente con las

caracteristicas esperadas para aerogeles de colageno liofilizados, que tipicamente exhiben
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fracciones de vacio superiores al 50% (Garcia-Gonzalez et al., 2011; Sachithanadam & Joshi,
2016).

La densidad aparente del material se calculd indirectamente a partir de la porosidad
obtenida, considerando la densidad del colageno tipo I puro (pcolageno = 1,41 g/cm?):

paparente = pcolageno x (1 — porosidad) = 1,41 x (1 —0,5219) = 0,674 g/cm?

Este valor representa la densidad efectiva del material considerando su estructura porosa
y es consistente con las caracteristicas esperadas para aerogeles de colageno de alta densidad
reportados en la literatura (Garcia-Gonzalez et al., 2011).

4.3.2 Resultados de la simulacion multifisica

Tabla 9.

Comparacion de propiedades simuladas con valores reportados en la literatura.

Propiedad Valor simulado

fisica (FFT) Rango en literatura Referencia cientifica
Coi‘g‘gggdad 0,084 W/(m-K) 0,04 — 0,09 W/(m-K) Wang et al. (2024)
Modulo de Hu et al. (2010); Caliari et al.
elasticidad 22,94 MPa 10,0 — 36,1 MPa 2011)
Permeabilidad g s 4 1012 2 Jang et al. (2023); O'Brien et al.
(K) 3,18 x 1072 m 10 1072 m (2007)

Los tres modelos fisicos evaluados sobre el modelo digital produjeron los resultados
presentados en la Tabla 9, los cuales se comparan con los rangos reportados en la literatura para
andamios de colageno y arquitecturas porosas afines.

En la Figura 26 se resumen graficamente los valores obtenidos para las tres propiedades

fisicas evaluadas.
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Figura 26.
Resultados de la simulacion multifisica del modelo digital: (A) conductividad térmica efectiva, (B) modulo de

elasticidad, (C) permeabilidad.

A. Difusién Térmica (Conductividad Efectiva) B. Elasticidad Lineal (Médulo Estructural)
kepp = 0.084W(mK) L]}

Oy N

Koy = 318 x 1072 m?

Nota: Figura realizada por 14 para dar un entendimiento de las propiedades fisicas.
Tabla 10.

Pardametros morfométricos obtenidos.

Parametro Minimo Maximo Media Desviacion estandar
Area (um?) 0,34 299422 34,52 168,43
Didmetro de Feret (um) 0,82 163,58 6,74 14,23
Didmetro minimo (MinFeret, um) 0,38 114,71 4,28 9,87
Relacion de aspecto (AR) 1,00 28,19 2,34 2,48
Redondez (Round) 0,035 1,000 0,53 0,28
Solidez (Solidity) 0,243 1,000 0,82 0,18

Nota: Los valores extremos (area > 1000 um?) corresponden a grandes fracturas o espacios comunicantes, no a

poros individuales. Tabla elaborada por autor

Conductividad térmica efectiva: La simulacion predijo una conductividad térmica de
0,084 W/(m-K). Este valor se encuentra dentro del rango caracteristico de aerogeles de colageno
liofilizados reportado por Wang et al. (2024) (0,04-0,09 W/(m-K)), lo que es fisicamente
coherente con la naturaleza del material: la alta fraccion de aire atrapado en la estructura porosa
interrumpe eficazmente la conduccion de calor, confiriendo al material propiedades de

aislamiento térmico superiores a las del colageno denso no poroso.
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Modulo de elasticidad efectivo: La homogeneizacion micromecénica predijo un médulo
elastico de 22,94 MPa bajo compresion uniaxial. Este valor es consistente con el rango reportado
en la literatura para andamios de colageno de alta densidad (10,0-36,1 MPa, segin Hu et al.,
2010 y Caliari et al., 2011), lo que confirma que la red trabecular representada en el modelo
digital soporta cargas mecéanicas de manera realista. Es importante destacar que este valor
corresponde a la rigidez del material en su estado no colapsado, tal como seria si la sintesis
produjera un aerogel con integridad estructural completa, y no al material pulverulento obtenido
experimentalmente.

Permeabilidad: El modelo de Brinkman-Stokes predijo una permeabilidad de 3,18 x 1072
m?. Este valor se encuentra en el rango reportado para andamios de coldgeno en condiciones de
celda abierta relajada (107*-107"2 m?, seglin Jang et al., 2023 y O'Brien et al., 2007), indicando
que el material, de haber conservado su integridad estructural, permitiria el flujo de fluidos
biologicos a través de su red porosa interconectada con una permeabilidad adecuada para el
transporte de nutrientes y células en aplicaciones de ingenieria de tejidos.

4.3.3 Validacion del enfoque computacional y significado de los resultados

La concordancia sistematica entre los tres valores simulados y los rangos experimentales
reportados en la literatura para materiales estructuralmente equivalentes valida el enfoque de
homogeneizacion por FFT como una herramienta confiable para la prediccion de propiedades
macroscopicas multifisicas de aerogeles a partir de informacién microestructural, reduciendo la
necesidad de experimentacion destructiva sobre muestras fisicas (Wang et al., 2024; Jang & Lee,
2023).

Este resultado tiene una implicacion metodologica de particular relevancia para el

contexto del estudio: demuestra que la caracterizacion funcional de aerogeles de colageno es
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viable incluso cuando el material fisico no puede ser ensayado experimentalmente por colapso
estructural, siempre que se disponga de micrografias SEM de calidad suficiente para construir un
modelo digital representativo. Esta conclusion establece una base metodologica replicable para
investigaciones futuras en entornos con restricciones instrumentales similares.

4.4 Analisis integrado: correlacion entre morfologia, composicion y propiedades
funcionales

Los resultados de las secciones 4.2 y 4.3, considerados en conjunto, permiten construir
una imagen coherente del material obtenido y de su potencial funcional como andamio para
regeneracion Osea.

La jerarquia porosa multiescala confirmada por SEM, con macroporos comunicantes y
rugosidad superficial favorable, junto con la composicion elemental caracteristica del colageno
confirmada por EDS, sustentan que el material obtenido conserva las propiedades bioldgicas
fundamentales requeridas para un andamio Oseo: biocompatibilidad de base proteica,
arquitectura favorable para la adhesion y migracion celular, y permeabilidad al flujo de fluidos
biologicos. La porosidad global del 52,19%, derivada del analisis morfométrico y utilizada como
pardmetro de entrada para la simulacion, vincula directamente los resultados experimentales con
los computacionales, dotando al conjunto de coherencia cuantitativa interna.

Sin embargo, tres limitaciones criticas moderan estas conclusiones positivas. Primero, el
colapso estructural del material durante el secado impide la aplicacion clinica directa del
protocolo actual sin optimizacion previa de la concentracion de colageno y las condiciones de
gelificacion. Segundo, la presencia de residuos de NaCl en concentraciones significativas (hasta
49,39% en peso en zonas puntuales) representa un riesgo de biocompatibilidad que debe

resolverse mediante lavados mas exhaustivos antes de cualquier evaluacion biologica. Tercero, la
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heterogeneidad morfolégica de los poros, aunque funcionalmente tolerable para algunas

aplicaciones, sugiere que el control de la velocidad de congelacion y la concentracion de

colageno requiere optimizacion para obtener una arquitectura mas homogénea y reproducible.
Estos tres aspectos son abordados en el capitulo de Discusion y en las Recomendaciones

del trabajo.

5. Discusion

5.1 El colapso estructural como hallazgo central: causas, implicaciones y reencuadre
metodologico

El resultado més determinante del presente estudio no fue la obtencion de un aerogel con
integridad estructural perfecta, sino precisamente su colapso durante la liofilizacion y la
respuesta metodologica adoptada ante esa contingencia. Comprender las causas de este colapso,
mas alla de catalogarlo como un simple fracaso experimental, constituye la primera contribucion
analitica de este capitulo.

La literatura establece de forma consistente que la formacion de una red tridimensional
de coladgeno con suficiente resistencia mecanica para resistir las tensiones generadas durante la
sublimacién del solvente requiere que se cumplan simultdneamente al menos tres condiciones:
una concentracion de colageno superior a 1,5 mg/mL, un tiempo de gelificacion suficiente para
que la fibrilogénesis complete la formacion de enlaces cruzados interfibrillares, y una velocidad
de congelacion controlada que minimice el tamafio de los cristales de hielo y, con ello, el dafo
mecanico sobre la red porosa (Gobeaux et al., 2008; Davidenko et al., 2012; Brougham et al.,
2017). En el presente estudio, las tres condiciones estuvieron potencialmente comprometidas de

forma simultanea.
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La concentracion de colageno obtenida (=1-2% p/v, equivalente a ~10-20 mg/mL) es
numéricamente superior al umbral critico de 1,5 mg/mL reportado por Gobeaux et al. (2008); sin
embargo, esta estimacion se basdé en el rendimiento gravimétrico del proceso y no en una
cuantificacion directa mediante técnicas estdndar como el ensayo de hidroxiprolina, la
espectrofotometria UV o el SDS-PAGE. La ausencia de cuantificacion precisa introduce una
incertidumbre significativa sobre la concentracion real de coldgeno en solucion, ya que parte de
la masa recuperada pudo corresponder a contaminantes proteicos no colagénicos, residuos de
pepsina o sales del proceso de purificacion. Esta limitacion es tanto mas relevante cuanto que la
fuerza centrifuga aplicada durante la purificacion (=4.100 xg) fue significativamente inferior a
los 11.500 xg del protocolo de referencia (Gémez Lizarraga et al., 2011), lo que implica que la
separacion de impurezas de alta densidad pudo haber sido incompleta, reduciendo la pureza
efectiva del colageno en solucion.

El tiempo de gelificacion de 2—4 horas a 37°C se encuentra en el limite inferior del rango
reportado en la literatura para la formacion de geles de colageno tipo I con integridad mecénica
suficiente. Harris et al. (2017) y Bronner-Shtrauchler et al. (2024) sefalan que la fibrilogénesis
completa, incluyendo la formaciéon de puentes de hidrogeno intermoleculares y el
entrecruzamiento fisico de las fibrillas, puede requerir entre 4 y 24 horas dependiendo de la
concentracion y el pH, siendo los tiempos mds cortos suficientes solo a concentraciones
elevadas. A concentraciones cercanas al umbral critico, la reduccion del tiempo de gelificacion
compromete la densidad de entrecruzamientos de la red y, con ello, su resistencia a las fuerzas de
contraccion durante el secado.

Este analisis multifactorial de las causas del colapso tiene una implicaciéon metodolédgica

directa: el protocolo de sintesis empleado no fracasé en un Unico punto, sino que operd en el
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limite de viabilidad en multiples parametros simultaneamente, lo cual es precisamente la
situacion que se enfrenta cuando se adapta un protocolo de laboratorio de alta especificidad a un
entorno con restricciones instrumentales. Lejos de invalidar el trabajo, este resultado documenta
con precision cudles son los pardmetros criticos que deben ser optimizados prioritariamente en
estudios futuros, constituyendo en si mismo una contribucion metodologica al campo de la
sintesis de aerogeles en contextos de recursos limitados.

El reencuadre metodologico mas importante del presente estudio consiste en haber
demostrado que el colapso estructural del aerogel fisico no impide la caracterizacion funcional
del material, siempre que se adopte un enfoque de validacion computacional basado en la
microestructura real. Este principio, aunque implicito en la literatura de modelos digitales para
materiales avanzados, no habia sido aplicado sistematicamente al caso especifico de aerogeles de
colageno liofilizados en condiciones de colapso, lo que representa una contribucion original del
presente trabajo.

5.2 Interpretacion de la arquitectura porosa: entre la limitacion del método y el potencial
funcional

La jerarquia porosa multiescala documentada mediante SEM, con macroporos,
mesoporos y microporos coexistiendo en la misma muestra, podria interpretarse superficialmente
como evidencia de una arquitectura desordenada e incontrolada. Sin embargo, una lectura mas
cuidadosa a la luz de la literatura revela que esta heterogeneidad tiene tanto causas
comprensibles como implicaciones funcionales parcialmente positivas que merecen un analisis
diferenciado.

Desde el punto de vista causal, la coexistencia de poros de muy diferentes tamanos en un

aerogel liofilizado es una consecuencia directa de la dindmica de nucleacioén y crecimiento de
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cristales de hielo durante la congelacion. Cuando la congelacion no es perfectamente uniforme,
las regiones del gel que se enfrian mas rapidamente desarrollan cristales de hielo mas pequefos y
numerosos, mientras que las regiones periféricas o con mayor contenido de agua libre desarrollan
cristales mas grandes. Tras la sublimacion, cada cristal deja un poro cuyas dimensiones reflejan
las del cristal que lo origind (Garcia-Gonzalez et al., 2011; JoVE, 2023). La variabilidad en el
tamano de los poros observada en el presente estudio es, por tanto, la huella morfologica de una
congelacion no isotérmica, condicion esperable cuando se utiliza un ultracongelador
convencional sin control de la velocidad de enfriamiento, en contraste con los sistemas de
congelacion direccional (directional freezing) empleados en estudios de mayor control
microestructural (Davidenko et al., 2012).

Desde el punto de vista funcional, sin embargo, esta heterogeneidad no es completamente
desfavorable. La literatura en ingenieria de tejidos dseos ha establecido que los andamios con
jerarquia porosa, es decir, aquellos que combinan macroporos para la infiltracion celular y
vascularizaciéon con mesoporos y microporos para el intercambio de nutrientes y la adhesion
celular, pueden superar en desempeno bioldgico a los andamios con distribucion de poro
uniforme, siempre que los poros estén interconectados (Martins et al., 2015; O'Brien et al., 2007,
Anaya-Barajas et al., 2019). El tamafio de poro promedio obtenido en el presente estudio
(didmetro de Feret = 6,74 pm) se encuentra en un rango compatible con la adhesion y migracion
de osteoblastos humanos, cuyo diametro tipico oscila entre 10 y 30 um en cultivo, y cuya
migracion a través de poros requiere didmetros minimos de entre 5 y 15 pm segln el substrato
(O'Brien et al., 2007).

La interconexion entre poros observada a 3.000x de aumento constituye el hallazgo

morfoldgico mas relevante desde la perspectiva funcional. Un andamio con poros comunicantes
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permite que las células migren desde la superficie hacia el interior del material, que los vasos
sanguineos en formacion atraviesen la estructura facilitando la angiogénesis, y que los fluidos
biologicos transporten nutrientes y metabolitos de forma continua. La permeabilidad predicha
por el modelo digital (3,18 x 107> m?) es cuantitativamente consistente con los requerimientos
de permeabilidad para andamios de regeneracion osea en condiciones de celda abierta relajada
reportados por O'Brien et al. (2007) y Jang & Lee (2023), lo que refuerza la interpretacion de que
la interconexidn observada cualitativamente tiene correlatos cuantitativos funcionales reales.

La rugosidad superficial observada en todas las escalas de aumento merece también una
interpretacion funcional explicita. Estudios de biofisica de la adhesion celular han demostrado
que la rugosidad nanométrica y micrométrica de la superficie de un biomaterial modula la
expresion de integrinas, proteinas transmembrana que median la adhesion célula-matriz, y que
las superficies rugosas a escalas compatibles con las dimensiones de los podosomas y
lamelipodios celulares favorecen la proliferacion de osteoblastos y la secrecion de matriz dsea
(Sanzana-Luengo et al., 2022). La rugosidad observada en el material del presente estudio,
aunque no fue cuantificada mediante perfilometria, es visualmente consistente con este rango
funcional en las micrografias de alta resolucion.

5.3 Significado del analisis EDS: confirmacion de identidad y alerta de pureza

Tabla 11.

Caracteristicas presentadas en material obtenido.

Caracteristica Ventaja para injerto 6seo
Jerarquia porosa (macro, meso . C ., .
rarq P ( ’ > Permite vascularizacion, infiltracion y anclaje celulares
microporos)
Poros comunicantes Facilita migracion celular y flujo de nutrientes
Rugosidad superficial Promueve adhesion y proliferacion de osteoblastos

Confirma la presencia de coldgeno, material biocompatible y

Composicion quimica (C, N, O) biodegradable
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Los resultados del analisis EDS deben interpretarse en dos planos simultaneos: como
confirmacion de la identidad quimica del material y como diagnostico del estado de pureza del
proceso de extraccion (tabla 11).

La composicion elemental promedio de las zonas homogéneas de la matriz (C: 36,30%,
N: 5,03%, O: 30,53%) es coherente con la composicion teodrica del coldgeno tipo I, cuya formula
empirica aproximada por aminoacido implica una relacion C:N:O cercana a 6:1:2 en unidades
molares. La presencia de nitrégeno en una proporcion de aproximadamente 5% en peso es
particularmente diagndstica: los polisacaridos, los polimeros sintéticos de uso comun en
andamios y la mayoria de los contaminantes lipidicos no contienen nitrogeno en su estructura,
por lo que su detecciéon confirma inequivocamente la naturaleza proteica del material y es
consistente con la presencia de enlaces peptidicos del colageno (Gémez Lizérraga et al., 2011).
Esta confirmacion es relevante porque valida el protocolo de extraccion en ausencia de técnicas
de caracterizacion proteica mas sofisticadas como el SDS-PAGE o la espectroscopia infrarroja
por transformada de Fourier (FTIR), que hubieran permitido no solo confirmar la naturaleza
proteica sino también el plegamiento triple helicoidal caracteristico del colageno nativo.

La contaminacion por NaCl, sin embargo, merece un andlisis critico mas profundo que el
que recibe en la seccion de resultados. La concentracion de cloro detectada en la zona brillante
(Punto A: 49,39% en peso) es extraordinariamente elevada y no puede atribuirse a trazas
residuales de un proceso de lavado ligeramente ineficiente: sefiala que la precipitacion por
salting out con NaCl, seguida de los lavados con etanol, fue insuficiente para eliminar los
cristales de sal que quedaron atrapados en la matriz proteica antes de la liofilizacién. Este
resultado tiene tres implicaciones concretas. Primero, la concentracion local de NaCl en el

material comprometeria la osmolaridad del microambiente celular en un ensayo de
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biocompatibilidad, potencialmente induciendo estrés osmoético en las células sembradas.
Segundo, la presencia de iones Na* y CI™ en altas concentraciones puede interferir con los
analisis espectroscopicos posteriores, incluyendo FTIR y Raman, que son técnicas estdndar para
la confirmacion estructural del colageno. Tercero, desde el punto de vista de la reproducibilidad
del protocolo, la variabilidad en la distribuciéon de las regiones brillantes observada entre
diferentes zonas de la muestra sugiere que la contaminacion no es homogénea, lo que introduce
una fuente adicional de variabilidad en cualquier ensayo bioldgico o mecanico posterior.

La estrategia mas directa para resolver esta limitacion, discutida en las recomendaciones,
consiste en incrementar el nimero de lavados con etanol absoluto frio a un minimo de cinco
ciclos antes de la liofilizacion, o en sustituir el salting out con NaCl por precipitacion con etanol

como unico agente precipitante, eliminando asi la fuente primaria de contaminacién salina.

5.4 Validez y alcance del enfoque de modelo digital

La decision de recurrir a la simulacién computacional por homogeneizacion FFT ante el
colapso estructural del aerogel no constituye una solucién de compromiso de menor rigor que los
ensayos experimentales, sino una alternativa metodoldgica con fundamentos tedricos solidos y
validacion empirica creciente en la literatura de materiales avanzados. Sin embargo, su alcance y
sus limitaciones deben discutirse con precision.

La fortaleza principal del enfoque adoptado reside en la construccion del modelo digital a
partir de la microestructura real del material, obtenida directamente de las micrografias SEM, en
lugar de geometrias idealizadas como esferas, cilindros o estructuras periddicas que no capturan
la heterogeneidad morfologica real. Esta distincion es metodologicamente critica: los modelos

basados en geometrias idealizadas predicen propiedades para un material hipotético, mientras
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que un modelo digital construido sobre datos experimentales predice propiedades para el
material especifico caracterizado, con toda su variabilidad morfolégica incorporada. La
concordancia entre las propiedades predichas y los rangos reportados experimentalmente en la
literatura para materiales equivalentes (Tabla 9) valida que el modelo digital captura los rasgos
microestructurales relevantes para la respuesta macroscopica del material.

Sin embargo, el enfoque presenta limitaciones que deben reconocerse explicitamente. La
primera y mas fundamental es la bidimensionalidad de la informaciéon de entrada: el modelo
digital se construy¢ a partir de micrografias SEM, que son proyecciones bidimensionales de una
superficie tridimensional, mediante extrusion o reconstruccion estocastica de la tercera
dimension. Esto introduce una asuncién implicita de isotropia en la direccion perpendicular al
plano de imagen que puede no reflejar la realidad de un material liofilizado, donde la direccion
de crecimiento de los cristales de hielo impone una anisotropia estructural preferencial. La
tomografia electronica o la microtomografia de rayos X (u-CT) hubieran permitido construir un
modelo digital verdaderamente tridimensional, con mayor fidelidad a la arquitectura real del
material (Wang et al., 2024).

La segunda limitacion es la escala de representatividad: el dominio computacional de 204
x 188 x 204 voxeles representa una region del material cuyas dimensiones fisicas son del orden
de los pocos cientos de micrometros, lo que puede ser insuficiente para capturar la
heterogeneidad de largo alcance del material a escala de milimetros, relevante para el
comportamiento mecanico bajo carga compresiva macroscopica. Este problema, conocido en la
literatura como la determinacion del Volumen Elemental Representativo (RVE) minimo,
requiere un analisis de convergencia de propiedades en funcion del tamafio del dominio que no

fue realizado en el presente estudio por limitaciones de capacidad computacional.
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La tercera limitacion concierne a los parametros de entrada del modelo elastico: el
modulo de Young del coldgeno tipo I utilizado (1.800 MPa) corresponde a fibras de coldgeno
densas y bien organizadas, mientras que el material del presente estudio, obtenido por
liofilizacion y con concentracion proxima al umbral critico, puede presentar un médulo efectivo
de la fase solida significativamente menor, particularmente si la fibrilogénesis fue incompleta.
Esta incertidumbre en los parametros de entrada limita la precision absoluta del modulo eléstico
predicho, aunque no invalida la validez cualitativa y de orden de magnitud del resultado.

A pesar de estas limitaciones, el valor cientifico del enfoque computacional trasciende los
valores numéricos especificos obtenidos. La demostracion de que es posible predecir
propiedades multifisicas acopladas de un aerogel de coldgeno a partir de sus micrografias SEM,
con resultados consistentes con la literatura experimental, establece un precedente metodologico
con potencial de aplicacion directa en otros estudios de biomateriales porosos donde la fragilidad

del material impida los ensayos destructivos convencionales.

5.5 Viabilidad del proceso en contextos de recursos limitados: contribucion al desarrollo
local de biomateriales

Una dimensioén de la discusion que trasciende los resultados especificos del material
sintetizado concierne a la viabilidad del proceso completo en el contexto colombiano y, mas
ampliamente, latinoamericano. Esta dimension no es secundaria ni meramente contextual: es uno
de los aportes originales mas relevantes del trabajo.

El presente estudio demostrd que es posible ejecutar un protocolo completo de extraccion
de coldgeno tipo I a partir de materia prima local de origen bovino, sintesis de aerogel por

método sol-gel con liofilizacién, y caracterizacion morfoldgica, quimica y computacional,
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utilizando exclusivamente equipos disponibles en laboratorios universitarios colombianos, sin
acceso a infraestructura de secado supercritico, sin tomografo de rayos X, y sin equipos de
caracterizacion proteica avanzada. La factibilidad de este protocolo adaptado, incluso en su
version no optimizada, representa una base metodologica concreta sobre la cual escalar y mejorar
en estudios futuros con recursos incrementales.

Esta contribucion adquiere relevancia particular cuando se considera el contexto
epidemiologico local. Las fracturas dseas representan una causa frecuente de consulta de
urgencias en Colombia, con una carga econdmica y social significativa sobre el sistema de salud.
El acceso a biomateriales para regeneracion 6sea de produccion local y costo reducido podria
mejorar las opciones terapéuticas disponibles para la poblacion, particularmente en regiones
donde los autoinjertos y los sustitutos dseos importados son de dificil acceso (Cortés Neira et al.,
2022).

La comparacion entre liofilizacion y secado supercritico en este contexto merece una
posicion explicita. El secado supercritico produce aerogeles de mayor calidad morfoldgica, con
distribuciones de poro mas homogéneas y areas superficiales especificas mas elevadas (Duarte,
2017). Sin embargo, el costo de un equipo de secado supercritico de laboratorio supera
tipicamente los 50.000 USD, y su operacion requiere gases comprimidos a alta presion y
personal especializado, lo que lo excluye de la mayoria de los laboratorios universitarios
latinoamericanos. La liofilizacion, en contraste, utiliza equipos de entre 5.000 y 20.000 USD
disponibles en numerosos laboratorios de ciencias bioldgicas e ingenieria, y su operacion es
significativamente mas sencilla. El presente estudio documenta con precision las limitaciones de
la liofilizacién en términos de integridad estructural del aerogel, pero también demuestra que

estas limitaciones son en principio superables mediante la optimizacion de la concentracion de
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colageno, el tiempo de gelificacion y la velocidad de congelacion, parametros que no requieren
equipamiento adicional sino ajustes en el protocolo.

5.6 Posicionamiento del material obtenido frente a los requerimientos clinicos de un injerto
0seo

La discusion no estaria completa sin una evaluacion explicita de la distancia que separa el
material obtenido en el presente estudio de un producto apto para aplicacion clinica como injerto
0seo. Esta evaluacion honesta es necesaria tanto para contextualizar correctamente el alcance del
trabajo como para definir con precision la hoja de ruta de investigacion futura.

Los requerimientos minimos para que un andamio de colageno sea considerado viable
para aplicacion en regeneracion Osea incluyen, segin la literatura de referencia: integridad
estructural macroscopica suficiente para el manejo quirurgico; porosidad superior al 50% con
poros interconectados de didmetro en el rango de 100-500 um para macroporos; ausencia de
contaminantes citotoxicos; demostracion de biocompatibilidad in vitro mediante cultivo de
osteoblastos; mddulo elastico en el rango de 0,1-36 MPa para andamios de tejido esponjoso; y
permeabilidad en el rango de 107'“-10"'> m? (Martins et al., 2015; O'Brien et al., 2007; Anaya-
Barajas et al., 2019).

El material del presente estudio cumple parcialmente con estos criterios. La porosidad
global (52,19%) supera el umbral minimo requerido. La permeabilidad predicha (3,18 x 102
m?) y el médulo eléstico simulado (22,94 MPa) se encuentran dentro de los rangos clinicamente
relevantes. La composicion elemental confirma la naturaleza colagénica del material, lo que es
condicion necesaria para la biocompatibilidad. Sin embargo, el material no cumple con el criterio
de integridad estructural macroscopica (al presentarse como polvo), la distribucion de

macroporos no ha sido cuantificada en el rango de 100-500 um requerido para la
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vascularizacion, la contaminacion por NaCl representa un riesgo de citotoxicidad osmotica no
evaluado, y no se han realizado ensayos de biocompatibilidad de ningtn tipo.

Esta evaluacion sitiia el presente trabajo en la etapa inicial del proceso de desarrollo de
un biomaterial, correspondiente a la sintesis y caracterizacion morfologica-estructural del
candidato, con validacion computacional de sus propiedades funcionales. Las etapas
subsiguientes, que incluyen la optimizacion del protocolo de sintesis, la cuantificacion de la
pureza del colageno, los ensayos de biocompatibilidad in vitro y, eventualmente, los estudios in
vivo, quedan claramente definidas como trabajo futuro a partir de los resultados y limitaciones

documentados en el presente estudio.

5.7 Sintesis critica: lo que el trabajo aporta y lo que deja abierto

El presente estudio aporta tres contribuciones especificas al campo de los aerogeles de
colageno para regeneracion Osea que merecen ser enunciadas con precision al cierre de la
discusion.

La primera contribucion es la documentacion sistematica de un protocolo adaptado de
sintesis de aerogeles de coldgeno tipo I a partir de tendén bovino local mediante liofilizacion,
ejecutado integramente con equipos disponibles en la Universidad Industrial de Santander. Este
protocolo, con sus limitaciones explicitamente documentadas, constituye una base reproducible
para investigaciones futuras en el mismo entorno institucional y en contextos similares de la
region.

La segunda contribucion es la demostracion de que la homogeneizacion micromecéanica
por FFT sobre modelos digitales construidos a partir de micrografias SEM es una herramienta

metodologicamente valida para la prediccion de propiedades multifisicas de aerogeles de
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colageno en ausencia de muestras con integridad estructural suficiente para ensayos mecanicos
convencionales. Esta demostracion abre una via metodologica con potencial de aplicacion en una
clase mas amplia de biomateriales porosos fragiles.

La tercera contribucion es el establecimiento de una caracterizacion cuantitativa de la
morfologia porosa del material mediante analisis digital con Fiji, validada cruzadamente con las
mediciones del SEM, que proporciona parametros morfométricos concretos (diametro de Feret,
relacion de aspecto, redondez, solidez, porosidad global) como punto de partida para la
comparacion con materiales optimizados en estudios futuros.

Lo que el trabajo deja abierto es igualmente claro: la optimizacion de la concentracion de
colageno y el tiempo de gelificacion para obtener aerogeles con integridad estructural, la
eliminacion de la contaminacion por NaCl, la cuantificacion directa de la pureza del coldgeno
mediante SDS-PAGE o FTIR, la validacion bioldgica del material mediante cultivo celular, y la
exploracion del secado supercritico como alternativa cuando el acceso al equipo sea posible.
Cada uno de estos puntos abiertos deriva directamente de un resultado o limitacién documentada
en el presente estudio, lo que garantiza que la agenda de investigacion futura propuesta es

coherente con los hallazgos reales del trabajo y no especulativa.

6. Conclusiones

6.1 Sobre el cumplimiento del objetivo general

El objetivo general del presente trabajo, sintetizar y caracterizar aerogeles de coldgeno
tipo I para su uso en injertos 0seos evaluando sus propiedades mecanicas y estructurales, fue
cumplido en su dimensidon esencial, aunque con adaptaciones metodoldgicas significativas

derivadas de las restricciones técnicas del entorno experimental. El material obtenido no
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conservo la integridad geométrica de un aerogel convencional, presentindose en forma
pulverulenta tras la liofilizacién. Sin embargo, la caracterizacion morfologica experimental y la
simulacion computacional multifisica permitieron evaluar de forma rigurosa las propiedades
estructurales y funcionales del material, demostrando que la validacién biomecanica de aerogeles
de colageno es viable incluso bajo condiciones de colapso estructural, siempre que se adopte un
marco metodolégico de validacion dual apoyado en herramientas computacionales de la

ingenieria mecanica.

6.2 Conclusiones derivadas de los objetivos especificos

Sobre el disefio del protocolo de sintesis:

Se disefio e implementd un protocolo de sintesis para la produccion de aerogeles de
colageno tipo I mediante el método sol-gel con secado por liofilizacion, considerando variables
como la concentracion de colageno (=1-2% p/v), el agente de gelificacion (pepsina, relacion
1:10 enzima/tejido), el pH de gelificacion (7,0-7,4), la temperatura de gelificacion (37°C, 24
horas), la temperatura de congelacion (—80°C, 12-24 horas) y el tiempo de liofilizacion (2448
horas). El protocolo fue ejecutado integramente con equipos disponibles en la Universidad
Industrial de Santander, demostrando su viabilidad técnica en un entorno universitario
colombiano con restricciones instrumentales. La principal limitacion identificada fue Ia
concentracion efectiva de colageno, que operd en el limite inferior del umbral critico reportado
en la literatura para la formacion de redes tridimensionales estables, lo que determiné el colapso
estructural del material durante el secado.

Sobre la sintesis mediante el método sol-gel:
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Se sintetiz6 el aerogel mediante el método sol-gel con secado por liofilizacion, utilizando
colageno tipo I extraido de tendon bovino como materia prima local. El proceso incluyo las
etapas de pretratamiento y desgrasado del tendon, digestion enzimatica con pepsina, purificacion
por precipitacion selectiva con NaCl y etanol, filtracion esterilizante, neutralizacion del pH,
gelificacion a temperatura fisioldgica, congelacion a —80°C y sublimacion del solvente bajo
vacio. El material obtenido present6 apariencia blanca y esponjosa en estado seco, con evidencia
de estructura porosa confirmada por microscopia electronica, aunque sin integridad geométrica
macroscopica. Este resultado documenta con precision las condiciones de sintesis que deben ser
optimizadas en estudios futuros, particularmente la concentracion de coldgeno y el tiempo de
gelificacion.

Sobre la validacion de la sintesis mediante caracterizacion morfologica y computacional:

La sintesis fue validada mediante un marco de caracterizacion dual que integré andlisis
experimental y simulaciéon computacional, constituyendo la contribucion metodoldgica central
del trabajo desde la perspectiva de la ingenieria mecénica.

Desde el analisis experimental, las micrografias SEM revelaron una arquitectura porosa
heterogénea con jerarquia multiescala (macro, meso y microporos), poros comunicantes y
rugosidad superficial favorable para la adhesion celular. El andlisis morfométrico digital con Fiji
sobre 261 particulas identificadas produjo un didmetro de Feret promedio de 6,74 + 14,23 um,
una redondez promedio de 0,53 + 0,28 y una solidez promedio de 0,82 + 0,18, cuantificando con
precision la heterogeneidad morfologica del material. El andlisis EDS confirm6 la presencia de
carbono, nitrogeno y oxigeno en proporciones caracteristicas del colageno tipo I (C: 36,30%, N:
5,03%, O: 30,53% en zonas homogéneas), validando la identidad quimica del material

sintetizado.
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Desde la simulacion computacional, la construccion de un modelo digital tridimensional
de 204 x 188 x 204 voxeles a partir de las micrografias SEM, con una porosidad global del
52,19%, y su andlisis mediante homogeneizacion micromecénica por FFT, permiti6 predecir una
conductividad térmica de 0,084 W/(m-K), un médulo eléastico de 22,94 MPa y una permeabilidad
de 3,18 x 1072 m?, valores consistentes con los rangos reportados en la literatura para andamios

de colageno, validando el desempeno funcional potencial del material.

6.3 Conclusiones desde la perspectiva de la ingenieria mecanica

Este trabajo es, en su nucleo més profundo, un trabajo de ingenieria mecéanica aplicada a
la biomedicina, y sus conclusiones més originales deben leerse desde esa perspectiva.

El disefio de proceso como problema de ingenieria: La sintesis de un aerogel de colageno
es, antes que un procedimiento de laboratorio bioquimico, un problema de disefio de proceso en
el que variables como la temperatura, el tiempo, la concentracion, la velocidad de enfriamiento y
la presion de vacio determinan la microestructura del producto final y, con ella, sus propiedades
mecanicas y de transporte. El presente trabajo abordd este problema de disefio de proceso en
condiciones de recursos limitados, identificando con precision los parametros de control criticos
y documentando su efecto sobre las propiedades del material. Esta aproximacion de ingenieria al
proceso de sintesis, que va mas alld de la simple ejecucion de un protocolo bioquimico,
constituye la primera dimension del aporte desde la disciplina.

El disefio mecanico de los moldes: El disefio e impresion en 3D de los moldes utilizados
para la sintesis, con dos configuraciones especificas (lamina para SEM y cilindros para
compresion), ensamblados con pernos y sellados con Parafilm, resolvio un problema concreto de

ingenieria de precision: producir probetas con geometria controlada y reproducible a partir de un
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material altamente deformable en estado htimedo. Este tipo de solucion de disefio mecénico,
aunque aparentemente sencilla, es indispensable para garantizar la reproducibilidad de los
ensayos y rara vez recibe el reconocimiento que merece en trabajos de biomateriales con
orientacion biologica.

La simulacién computacional multifisica como herramienta central de la ingenieria
mecanica: La contribucion mas distintiva de este trabajo desde la ingenieria mecanica es la
implementacion del marco de homogeneizaciéon micromecéanica por FFT para la prediccion de
propiedades multifisicas acopladas del aerogel. Esta metodologia, desarrollada en el &mbito de la
mecanica computacional de materiales heterogéneos, permite resolver simultdneamente
problemas de elasticidad lineal, difusion térmica y permeabilidad sobre la microestructura real
del material, sin necesidad de mallado y con condiciones de contorno periddicas apropiadas para
el estudio del Volumen Elemental Representativo. Su aplicacion al caso especifico de aerogeles
de colageno liofilizados en condicion de colapso estructural demuestra que las herramientas de la
mecanica computacional avanzada pueden generar informacion funcional valida sobre materiales
que son inaccesibles a los métodos experimentales convencionales, lo que tiene implicaciones
directas para el disefio y optimizacion de biomateriales en la practica de la ingenieria
biomecanica.

La densidad aparente como parametro de disefio: La determinacion de la densidad
aparente del material (0,674 g/cm?®) a partir de la porosidad computacional, en ausencia de
medicion gravimétrica directa por colapso del aerogel, es un ejemplo paradigmatico del
pensamiento de ingenieria aplicado a un problema experimental con restricciones: cuando la
medicion directa no es posible, se construye un modelo que relaciona las variables medibles con

la variable de interés mediante principios fisicos fundamentales. Este razonamiento, natural para
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un ingeniero mecanico, no es evidente para un investigador con formacion exclusivamente
biologica, y su aplicacion sistematica en el presente trabajo refleja la perspectiva disciplinar
desde la que fue concebido.

La ingenieria de tejidos como campo de accidon de la ingenieria mecanica: El presente
trabajo contribuye a establecer que la ingenieria de tejidos Oseos es un campo legitimo y
relevante de aplicacion de la ingenieria mecanica, donde competencias como el disefio de
proceso, la mecanica de materiales, la simulaciéon computacional y el disefio de experimentos son
indispensables y complementarias a las competencias biologicas y quimicas. En el contexto
colombiano, donde la ingenieria biomecanica es una disciplina emergente, este trabajo representa
un antecedente concreto de la aplicacion de herramientas de ingenieria mecanica al desarrollo de

biomateriales para el sistema de salud local.

6.4 Limitaciones fundamentales y su jerarquia

No todas las limitaciones identificadas tienen el mismo peso sobre las conclusiones del
trabajo, y una sintesis rigurosa debe jerarquizarlas con claridad.

La limitacion de mayor impacto es la ausencia de cuantificacion directa de la
concentracion y pureza del colageno extraido. Sin este dato, la causa exacta del colapso
estructural permanece como hipdtesis plausible pero no demostrada, y cualquier intento de
optimizacion del protocolo operard con incertidumbre sobre la variable mas critica del proceso.
Esta limitacion debe resolverse antes de cualquier otra optimizacion en estudios futuros.

La segunda limitacién en importancia es la contaminacion por NaCl, que compromete la
biocompatibilidad del material y, por tanto, su viabilidad para cualquier ensayo bioldgico

posterior. Esta limitacion es técnicamente superable mediante la modificacion del protocolo de
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lavado, pero su resolucion es condiciéon necesaria para avanzar hacia la siguiente etapa del
desarrollo del biomaterial.

La tercera limitacion es la bidimensionalidad de la informacion microestructural utilizada
para construir el modelo digital, que introduce incertidumbre en la representatividad
tridimensional del modelo computacional. Esta limitacion es instrumental y puede resolverse con
acceso a tomografia de rayos X o tomografia electronica.

Las demds limitaciones identificadas, incluyendo la fuerza centrifuga suboptima, la
variabilidad ambiental de temperatura y humedad, y el tamafio reducido de las probetas, son de

impacto menor y pueden ser controladas con ajustes protocolares directos.

7. Recomendaciones

Con base en las limitaciones identificadas durante el desarrollo del presente trabajo, se
formulan las siguientes recomendaciones para futuras investigaciones:

Optimizar las condiciones de sintesis: Aumentar la concentracién de colageno (>1,5
mg/mL) y extender el tiempo de gelificacion (24 horas a 4°C o asegurar 4 horas a 37°C) para
mejorar la formacion de la red tridimensional y evitar el colapso estructural del aerogel
(Gobeaux et al., 2008).

Utilizar secado supercritico: De ser posible, emplear secado supercritico con CO: para
obtener una estructura porosa mas homogénea y definida, ya que este método preserva mejor la
nanoestructura del aerogel (Duarte, 2017).

Incrementar los lavados con etanol: Realizar al menos 5 lavados con etanol absoluto frio
para eliminar completamente los residuos de cloruro de sodio (NaCl) provenientes del proceso

de purificacion por salting out.
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Emplear una centrifuga de mayor capacidad: Utilizar una centrifuga que alcance al menos
10.000 xg para mejorar el rendimiento y la pureza del colageno extraido, siguiendo el protocolo
de referencia (Gomez Lizarraga et al., 2011).

Almacenar las muestras adecuadamente: Desde el momento de la liofilizacion, almacenar
los aerogeles directamente en desecador con silica gel o bajo vacio para evitar la absorcion de
humedad ambiental.

Realizar ensayos de biocompatibilidad: Evaluar la respuesta celular del material obtenido
mediante cultivos celulares (osteoblastos) para confirmar su idoneidad como injerto 6seo.

Cuantificar la pureza del coldgeno: Realizar andlisis de SDS-PAGE o espectrofotometria

para determinar el grado exacto de pureza del coldgeno extraido y purificado.
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