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RESUMEN
TiTULO:

EVALUACION NANOOGRAVIMETRICA Y  ELECTROQUIMICA DE LA INTERACCION
SUPERFICIAL ENTRE FLUIDO CORPORAL SIMULADO PBS Y POLIMEROS
BIODEGRADABLES MEZCLADOS CON HIDROXIAPATITA *

AUTOR:
ADRIANA DEL PILAR CORDOBA CASTELLANOS**
OSCAR MAURICIO MORALES RUEDA

PALABRAS CLAVES:
(QCM) micro balanza de cristal de cuarzo, (EIS) espectroscopia de impedancia electroquimica,

hidroxiapatita, biomateriales, interaccion superficial, PLG-PLA, hidrofilicidad.

DESCRIPCION DEL CONTENIDO:

En el estudio de biocompatibilidad para materiales de oseo-integracion, es fundamental el analisis
de la interaccion superficial con el cuerpo humano.

El medio fisiolégico humano reune las condiciones apropiadas para que se puedan producir con
facilidad procesos hidroliticos. Para ello el material a utilizar debe poseer enlaces hidroliticamente
inestables, para que el proceso biodegradativo se produzca y la hidrolisis se pueda realizar en
condiciones de pH fisiolégico.

El acido poliglicolico (PLG), acido polilactico (PLA) y la hidroxiapatita (Hap) son materiales
biodegradables con importantes caracteristicas individuales, comunmente usados para diversas
aplicaciones biomédicas. Con el propésito de evaluar propiedades interfaciales entre un fluido
corporal simulado y mezclas de PLA, PLG y Hap, en este trabajo se determinaron los angulos de
contacto, tensiones superficiales y capacitancias interfaciales para diferentes combinaciones de los
polimeros PLA-PLG mezclado con Hap, mediante la comparacion de las técnicas nanogravimetria ,
espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS) y microscopia optica. El contraste entre las
técnicas evidencio una mejora en la interaccion superficial entre el fluido corporal simulado (PBS) y
la mezcla polimérica de PLA-PLG al mezclarse con la hidroxiapatita, dando como resultado un

material mas hidrofilico, por tanto mas biocompatible para aplicaciones biomedicas.

" Trabajo de grado
“*Facultad de Ingenierias Fisico-Quimicas. Escuela de Ingenieria Quimica.
Director: Custodio Vasquez M.s.C. Codirector: Hugo Armando Estupifian M.sC.



ABSTRACT

TITLE

MICROGRAVIMETRIC AND ELECTROCHEMICAL EVALUATION OF SURFACE INTERACTIONS
BETWEEN SIMULATED BODY FLUID (PBS) AND BIODEGRADABLES POLYMERS MIXED WITH
HIDROXYAPATITE.”

AUTHOR
ADRIANA DEL PILAR CORDOBA CASTELLANOS"
OSCAR MAURICIO MORALES RUEDA

KEYWORDS: (QCM) quartz crystal microbalance, (EIS) electrochemical impedance spectroscopy,
hidroxyapatite, Biomaterial, surface interaction, PLG-PLA, hidrophilicity.

DESCRIPTION

In the biocomapibilidad studies for osseointegration materials is necessary to analyze the
interaction with the human body surface.

The human physiological environment meets the appropriate conditions so that they can easily
produce hydrolytic processes. For this, the material used must have hydrolytically unstable bonds,
in order to the biodegradable process can produce and hydrolysis can be performed at
physiological pH conditions.

Polyglycolic acid (PLG), polylactic acid (PLA) and hydroxyapatite (Hap) are biodegradable
materials with important individual characteristics, commonly used for various biomedical
applications.

In order to evaluate interfacial properties between a simulated body fluid and mixtures of PLA, PLG
and Hap, in this study was determined contact angles, surface tension and interfacial capacitances
for different combinations of PLA and PLG polymers mixed with Hap, by comparing techniques
such as nanogravimetric, electrochemical impedance spectroscopy (EIS) and optical microscopy.
The contrast between the techniques showed a better surface interaction between the simulated
body fluid (PBS) and the polymer matrix of PLA / PLG mixed with Hap, giving as a result a material

more hydrophilic and therefore more biocompatible for biomedical applications.

“Trabajo de grado
* Facultad de Ingenierias Fisico-Quimicas. Escuela de Ingenieria Quimica.
Director: Custodio Vasquez M.s.C. Codirector: Hugo Armando Estupifian M.s.C.



1 INTRODUCCION

La investigacion en el area de los biomateriales inicié hace siglos, ya que se han
encontrado trazas de proétesis implantadas en momias egipcias [1], Sin embargo,
es a partir de la segunda guerra mundial que en el intento de resolver los
problemas cotidianos asociados al tratamiento masivo de pacientes, aparece un
vasto campo asociado a la tecnologia médica que fue tomando cuerpo en la

Ingenieria de tejidos.

La ingenieria de tejido 6seo surge como una nueva opcion para el tratamiento de
muchos tipos de afecciones, entre ellas las enfermedades dOseas, permitiendo
resolver multiples problemas en el area médica. El éxito de la ingenieria de tejidos
depende del desarrollo de matrices porosas que proporcionen el soporte necesario
a las células para su proliferacion y el mantenimiento de sus funciones
diferenciadas o sefales bioldgicas requeridas para la conservacion de la expresion

especifica de los genes en el tejido [2].

Estudios previos han investigado diferentes materiales incluyendo metalicos,
polimeros, ceramicos y combinaciones de estos. En particular, la hidroxiapatita ha
alcanzado un éxito notable para estas aplicaciones, debido principalmente a que
presenta una estructura y composicion quimica muy similares a la del soporte
mineral del tejido 6seo y dental humano, de ahi la elevada biocompatibilidad
demostrada en su amplio uso clinico en los ultimos 20 afios como biomaterial de

implante 6seo [3].

En este orden de ideas, ha sido necesario el estudio de los materiales para
implantacién en condiciones in vitro, utilizando fluidos simulados que proporcionan
resultados confiables, permitiendo cumplir con los requisitos necesarios para ser

implantados en el cuerpo humano,



es decir, que sean biocompatibles, osteoconductivos, bioabsorbibles en el medio,
acercandonos de esta forma a las condiciones complejas del medio de

implantacion [4]

El objetivo principal de este trabajo fue el estudio de la interaccidén superficial de
los polimeros acido polilactico (PLA) y acido poliglicolico (PLG) mezclados con
hidroxiapatita (HAP) sumergidos en fluido simulado PBS. Se desarroll6 como
primer analisis la obtencion del angulo de contacto y tension superficial para
diferentes combinaciones PLA-PLG y HAP, usando como técnica Ila
nanogravimetria, basada en investigaciones anteriores donde se ha demostrado la
capacidad de la microbalanza de cristal de cuarzo (QCM) para medir cambios de
masa asociados a un cambio de frecuencia resonante [5]. Paralelo a esto se
evaluo la interfase de la doble capa electroquimica formada por cada uno de los
materiales en contacto con el PBS, usando espectroscopia de impedancia

electroquimica (EIS) [6].

La técnica EIS permiti6 determinar las propiedades eléctricas de este sistema
heterogéneo estableciendo la conformacion de interfases entre monocapas
diferentes, tales como: electrolito-recubrimiento, recubrimiento-electrodo, usando

espectros de impedancias y modelos de circuitos equivalentes.

Este trabajo se desarroll6 en el marco del proyecto de Investigacion titulado
“‘Desarrollo de Soportes y Peliculas de PLA/Bioceramico sobre Ti6Al4V para
regeneracion 6sea como producto de innovacién tecnolégica de la Empresa
Quirurgicos Especializados S.A” financiado por Colciencias y realizado por el
grupo de investigacion en corrosion UIS, y el proyecto interno financiado por la
VIE-UIS: Evaluacion del crecimiento y diferenciacion de osteoblastos sobre

colageno direccionado electroquimicamente, mediante analisis nanogravimetrico.



2 MARCO TEORICO
2.1 BIOMATERIALES Y BIOCOMPATIBILIDAD

La definicién de biomaterial mas amplia y ajustada, se acordé como: "Un material
disenado para actuar interfacialmente con sistemas biolégicos con el fin de
evaluar, tratar, aumentar o reemplazar algun tejido, 6rgano o funcién del

cuerpo"[1].

Sobre la base de la duraciéon y la forma del contacto que se establece con el
organismo, los biomateriales se han usado en dispositivos destinados al soporte,
al diagnéstico o al tratamiento de tejido 6seo. Los biomateriales con mejor
aplicabilidad han sido obtenidos a partir de metales, ceramicos, polimeros y
mezclas entre ellos [7]. Investigaciones en los afios 70’s donde por primera vez se
obtuvieron los polimeros conductores (PCs), mostraron propiedades tanto
eléctricas como Opticas similares a las de los metales y semiconductores
inorganicos, ademas propiedades asociadas con los polimeros convencionales,

tales como facilidad de sintesis y flexibilidad en el procesamiento [2].
2.1.1 Acido poli lactico (PLA)

El PLA durante su biodegradacion tiene la capacidad de formaciéon controlada de
tejidos bioldgicos [3], ademas otorga propiedades como la termoplasticidad,
semicristalinidad, biocompatibilidad, biodegradabilidad, alta resistencia a la tension
y baja elongacion, lo que hace al polimero adecuado para aplicaciones en las que

tienen que soportar carga, como son las suturas y fijaciones ortopédicas.
2.1.2 Acido poliglicolico (PLG)

Es un poliéster lineal biodegradable de estructura simple, cristalinidad elevada,
ademas sus propiedades mecanicas que lo caracterizan, tales como: tenacidad y
poco flexible [8]. Se destaca por un punto de fusion elevado y una temperatura de

transicion vitrea relativamente baja. Estudios anteriores demuestran que las



mezclas de estos polimeros presentan mejores propiedades que los usados

individualmente [7].
2.1.3 Hidroxiapatita (HAP)

Es un ceramico que contiene el principal componente mineral del sistema éseo,
facilita los enlaces quimicos con el hueso mejorando biocompatibilidad, no
toxicidad, estabilidad quimica, osteoconduccion y bioactividad [9]. La hidroxiapatita
es uno de los fosfatos mas eficientes debido a su estabilidad ante cambios de pH,

temperatura y composicion del fluido fisiolégico [10].
2.1.4 Solucion buffer de fosfatos (PBS)

Para el estudio y el analisis in vitro de estos materiales se utiliza una gran gama
de fluidos corporales simulados, entre ellos se encuentra el PBS el cual es una
solucién salina amortiguada por fosfato, su concentracion de iones (CI, Na™ y K*)

y pH de 7,4 es muy similar al fluido extracelular humano. [11-12].
2.2 MICROBALANZA DE CRISTAL DE CUARZO

La facilidad de medir frecuencia de resonancia con alta precision ha hecho de la
QCM una muy util herramienta para medir cambios de masa asociados con la
deposicion o pérdida de un material extrano a la superficie del electrodo de la
QCM en tiempos muy pequefios [5]. La base para estas medidas es la
propagacién de una onda transversal de corte acustico, generado por el campo
eléctrico alterno, a través del cristal de cuarzo y el material extrafio en la superficie
de la QCM [13], si el material extrano se asume como rigido y elastico, las series
de frecuencia de resonancia proporcionan una medicidon directa de los cambios de

masa en la superficie de la QCM de acuerdo con la ecuacion 2.1 [5].

Af= —26*Am/ AW"".Pq“q Ecuacién 2.1



Donde Af es el cambio de frecuencia medido, Fo la frecuencia inicial de
resonancia del cristal de cuarzo, Am la variacion de la masa, A el area activa
piezoeléctrica definida por dos electrodos de oro de excitacion, pq la densidad de
cuarzo (2,648 g cm™), y yq el médulo de corte (2,947 1,011 dinas °™2) [13].

La frecuencia de resonancia también esta influenciada por la viscosidad y la
densidad del fluido en contacto con la superficie de la QCM, ya que la superficie
del cuarzo resonador se encuentra como antinodo de la onda de corte generada
por la vibracion de cristal. Esta permite la propagacion de las ondas de corte, con
desplazamiento en la direccién del movimiento de corte de cristal, en la solucién a

lo largo de una direccién normal a la superficie de la QCM [14].

El valor de & se determina por la frecuencia de resonancia, la viscosidad y la

densidad del liquido de acuerdo a la ecuacion 2.2.

1/2

&= (i /xf
I/ hpr) Ecuacion 2.2

Donde 7":es la viscosidad del liquido y p. es la densidad del liquido (& & 2200°%4 )
para una onda de corte de 5 MHz en el agua) [1]. En consecuencia, el cambio de
frecuencia obtenido por la QCM en contacto con un liquido depende sobre estas

cantidades de acuerdo a la ecuacion 2.3 [14].

AF— _ p3/2
Af= =7 punL/ Tpgitg

Ecuacion 2.3

Investigaciones anteriores han demostrado la capacidad de la QCM para
analizar la interaccién de la interface fluido-recubrimiento en contacto con la
superficie del cristal, a través de mediciones que pueden ser utilizadas para medir
la tasa a la cual peliculas delgadas de liquido se difunden en un substrato solido
[15]. Las tasas de propagacion se calculan a partir de los cambios de frecuencia

que acompanan a la introduccién de una pequena gota acuosa en el centro del



resonador de cuarzo y su subsecuente extendimiento radial a través del electrodo
de oro [14].

En consecuencia, el cambio de frecuencia asociado con el area de una gota de
liquido en contacto con el resonador puede ser descrito de acuerdo a la ecuacién
2.4 [14].

W2 gl
— 95 - ( . S
Af= [ [S(r.0) m(r,0)r dr d6 Ecuncion 2.4
Donde S es diferencial de sensibilidad (df / dm) y m (r,0) representa la parte radial
y la distribucion masiva angular, de la QCM con respecto a la distancia desde el

centro del resonador [14]. En el caso de un fluido newtoniano, m (r, ©) es descrito

Figura 2.1 Diagrama esquematico de la microbalanza de cristal de cuarzo. Fuente [5]

por la masa efectiva contenida en un decaimiento de longitud & .

La dependencia radial del movimiento de cristal ha sido descrita por una funcién
de Bessel modificada. [16] Sin embargo, estudios han demostrado
que para liquidos newtonianos la dependencia angular y sensibilidad radial, son

descritas adecuadamente por una funcion Gaussiana [17].

Sird) = S(r)y = Kexpl—pri/r)

’

Ecuacién 2.5

Donde K representa la maxima sensibilidad en el centro del resonador (r = 0), B es
una constante que define la sensibilidad de la dependencia enr, y r. es el radio del
electrodo de la QCM [14]. Esta relacion indica que la frecuencia de resonancia

dependera del radio de la gota de PBS centrada en el cristal recubierto de la QCM.



La masa efectiva detectada puede ser descrita generalmente por la ecuacion 2.6
[13-15].

m= {0 = 0dpy
Ecuacion 2.6
El cambio de frecuencia debido a la gota agregada sobre el centro del cristal
recubierto con un radio r es dada por la ecuacion 2.7,
rl ;
Af = —.'m‘.&,p,!{'%[l - -:—xp| —,"1’%)]
H I

Ecuacién 2.7

Donde 1= ':'TI-":-""'{I'I’-"IJIF‘Y fo es la frecuencia inicial de la QCM, y p_y 7zson la
densidad y la viscosidad del PBS respectivamente, que son aproximadamente la

del agua ya que es una solucién muy acuosa.

Estas expresiones muestran que, si la densidad y viscosidad de la gota y las
constantes de sensibilidad para la QCM se conocen, el radio interfacial se puede
determinar a partir del cambio de frecuencia [14]. Las expresiones se pueden
simplificar aun mas si se considera que el radio de la gota es mucho menor que el
radio del electrodo de oro. En este caso, la ecuacion 2.7 se puede simplificar a la

ecuacion 2.8.
= —{mwgyfakh® Ecuacion 2.8

Esto es simplemente equivalente a afirmar que en la vecindad de r=0, la
sensibilidad de la funcién es relativamente plana [14-15], y por lo tanto el caracter
exponencial puede pasar por alto. Si ¢=mR:d&k la relacion se convierte en la

ecuacion 2.9.



AF = —{c*  Ecuacion 2.9

El volumen de una gota liquida sobre una superficie solida esta dada por la

ecuacion 2.10,

Vy="/R* (2 — 3 cos 8 + cos’ 6)
Ecuacion 2.10

Donde R es el radio de curvatura y 6 es el angulo de contacto formado entre la

gota de PBS y el recubrimiento.

si I'= Ksin#. |3 ecuacion 2.10 se convierte en la ecuacion 2.11.

. BVy/m) #3(1 — cos® @)

- (2 — 3 cos @ + cos® 8)*°

f
Ecuacion 2.11

2.3 IMPEDANCIA ELECTROQUIMICA

La espectroscopia de impedancia electroquimica es una de las técnicas mas
modernas utilizadas para caracterizar las propiedades eléctricas de una interface
[18], presenta la ventaja de relacionar datos del desempefio de los recubrimientos,
que pueden ser obtenidos in situ, de modo no destructivo. Su superioridad sobre
otras técnicas de laboratorio radica en que utiliza una pequeha sefal,
generalmente en modo de tension, que minimiza las alteraciones de las
propiedades del medio, es decir, que el estimulo aplicado no altera las condiciones
de equilibrio del sistema. La senal aplicada a las muestras permite relacionar las
propiedades del liquido o sdélido que se estudia, con las variaciones 0 cambios
obtenidos en su impedancia caracteristica. Estas variaciones obedecen a la
estructura fisica del material, a los procesos quimicos que ocurren en él o a la

combinacion de ambos. Consecuentemente, la espectroscopia de impedancia



electroquimica es una técnica no destructiva que proporciona mediciones
robustas [19].

Los resultados de EIS permiten obtener informaciéon acerca de las diferentes
subcapas de sistemas heterogéneos para poder explicar los procesos
electroquimicos, usando impedancias y modelos de circuitos equivalentes [27]

Las mediciones de impedancia electroquimica son registradas en los
diagramas de Nyquist y Bode, para cada recubrimiento.

Uno de los parametros mas significativos determinados por EIS, es la capacitancia
que es la medida de la capacidad de almacenar carga y energia potencial
eléctrica. Cuanto mayor sea la capacidad de almacenamiento de carga, mayor es

la constante dieléctrica del material.



3 DESARROLLO EXPERIMENTAL
3.1 MATERIALES REACTIVOS
3.1.1 PBS

La solucion salina amortiguada por fosfatos (abreviada PBS por sus siglas en

ingles) se obtuvo a partir de cloruro de sodio, fosfato de sodio con un pH de 7 4.

SALES CANTIDAD

NaCl 8,06 g

KCI 0,22 g
Na,HPO4 1,15 g
KH,PO, 0,20 g

H-0 Aforar 1 L

Tabla 3.1 Formulacion PBS

3.1.2 PLA (Acido poli-lactico)

Acido poli-lactico, se sintetizé por policondensacion del acido L-lactico (MERCK)
con Zn*? como catalizador. Este polimero fue disuelto en acetona (MERCK) a 10%

p/v para realizar las deposiciones electroforéticas.
3.1.3 PLG (Acido poliglicolico)

Se prepar6é acido poliglicélico (PLG) por policondensacion a partir de acido
glicolico Carlo Erba al 98%, con 0,2% de cloruro de estafio como catalizador. Este
polimero fue disuelto en acetona (MERCK) a 10% p/v para realizar las

deposiciones electroforéticas.
3.1.4 HAP (Hidroxiapatita)

Fue sintetizado por precipitacion de fosfatos de calcio a partir de las soluciones
acuosas de nitrato de calcio tetrahidratado (Ca(NO3).4H,0) (Aldrich) y fosfato
amonico (Hz(PO4)NH,) (Aldrich) en concentraciones 1M y 0.48M respectivamente.
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3.2 EQUIPOS

Recubriminetos:

33

8

Fuente de Voltaje EC570-90. Marca Thermo Electron Corporation.
Balanza meter AE.

Cristales de cuarzo AT-cut 5 MHz Au-Cr.

Microscopio de contraste Olympus BX51

X/
‘0

L)

X3

A

>

X/
*

L)

]
()

o o
o =
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Cristales de cuarzo con electrodo Au-Cr.
Microbalanza de Cristal de cuarzo (QCM 200).
Microscopio perfilometro axes.

*
X4

L)

EIS:

Gamry 600 (Potenciostato/Galvanostato/ZRA)

Celda de base plana de 200 ml.

Electrodo de grafito y (Ag/AgCI/NaCl) (3M)

Barno termostatado HUBER con recirculacion y control de temperatura.

* R/ *
LXK X4

7
X4

*

3.3 DESARROLLO METODOLOGICO.
Este proyecto se desarrollo mediante las etapas:

Revision
Bibliografica

Pruebas
preliminares

Pruebas finales

Microscopia
optica

Simulacion CE

Determinacion Zview

angulo de contacto

tension superficial Determinacién capacitancia interfacial y
constante dieléctrica

Resultados y analisis Conclusiones
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3.3.1 Preliminares
3.3.1.1 Recubrimientos

Las pruebas preliminares se realizaron para obtener las mejores condiciones de
trabajo por deposicidn electroforética de los recubrimientos. Se uso una solucién al
10% de PLA en acetona. Se aplicaron voltajes de 3, 6 y 9 voltios a 5, 10 y 15
minutos (ANEXO A).

3.3.1.2 Sintesis Hidroxiapatita.

La sintesis de hidroxiapatita se realizd por precipitacion de fosfatos de calcio a
partir de las soluciones acuosas de nitrato de calcio tetra hidratado
(Ca(NO3).4H,0) (Aldrich) y Fosfato amonico (H2(PO4)NH4) (Aldrich) en
concentraciones 1M y 0.48M respectivamente (ANEXO B). Posteriormente se
evaluo las fases cristalinas presentes en el producto final por medio de difraccion
de rayos X. Se realiz6 en un difractometro de polvo marca RIGAKU modelo
D/MAX 11IB.

3.3.2 Deposicion electroforética del polimero sobre el cristal de cuarzo.

AnCr. ‘ 1 ; |  Acero3ls

J ; %PLA :PLG % HAP

.?':‘m P> @a
DD “e—o HiTg 100:0 0 5 10
@ LD g TG -
. :’% B PLA - 7030 0 5 ===
e @ ~® - & 30:70 0 5 10
Figura 3.1 Esquema deposicion Tabla 3.2 Soluciones preparadas para la
electroforética de PLA-PLG-HAP para los deposicion electroforética.

recubrimientos. Fuente los autores.

Se utilizé una fuente de poder de 500V, 375W, 2.5 A y una celda para electrdlisis

catddica, donde el catodo se conecto con el Acero inoxidable 316 y el anodo a una
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paleta de latdn, en contacto con el electrodo de cristal de cuarzo, dentro de la
celda. El anodo y el catodo se sumergieron en las diferentes soluciones al 10%
P/V, como se muestra en la tabla 3.2; pesos y volumenes para las soluciones
preparadas estan incluidas en el (ANEXO A). Se aplicé un voltaje de 3 voltios
durante 10 minutos, como se observa en la figura 3.1. Para los ensayos de EIS y
QCM, se realizo un recubrimiento para cada prueba, debido al corto tiempo de

degradacion del recubrimiento.
3.3.3 Determinaciéon morfolégica.

Mediante el microscopio Olympus Bx51 se obtuvo las micrografias de los

recubrimientos sobre los cristales, para el posterior analisis morfolégico.
3.3.4 Pruebas de gravimetria.
3.3.4.1 Diserio de celda

Se disefio una celda cilindrica de teflén con rosca interna su parte superior
translucida y orificio circular concéntrico a su base, (figura 3.2), de manera que se
pueda alojar una micropipeta alineada perpendicularmente al centro del cristal con
una distancia fija, para minimizar la contribucion longitudinal de las ondas estaticas
y electro estaticas [14]; en los espectros se observo una estabilidad de +/- 1 Hz

durante periodos largos de tiempo (ANEXO D).
3.3.4.2 Determinacion de variables.

Las condiciones de trabajo constantes fueron presion, temperatura, fluido PBS y
volumen de la gota de PBS agregada sobre la superficie del recubrimiento
depositado sobre el cristal. Las variables independientes se muestran en la tabla
3.3. La variable respuesta es angulo de contacto. La solucién de PBS se emplea
en los ensayos de citocompatibilidad como medio de cultivo y crecimiento celular.
Los ensayos de mojabilidad con PBS definen la interaccion del medio fisiolégico

con el del tejido en términos de biocompatibilidad. El disefio experimental se baso
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en un disefio factorial 3% que corresponde a tres niveles alto, medio y bajo con 2
variables (proporcién PLG-PLA-%HAP), con 6 repeticiones. Tabla de disefo
experimental (ANEXO C)

Niveles. PLA :PLG HAP

%(p/p) %(p/p)
Alto 100:0 0
Medio 70:30 5
Bajo 30:70 10

Figura 3.2 Montaje QCM para determinacion

Tabla 3.3 Variables independientes QCM.
I : P ! Q de angulos de contacto. Fuente los autores.

3.3.4.3 Determinacion de angulos de contacto y tensién superficial de los

recubrimientos ensayados en PBS mediante microbalanza de cristal de cuarzo.

Para la determinacion del angulo de contacto se agreg6 una gota de 10 uyl de PBS
en el centro de la superficie del cristal recubierto con las combinaciones de PLG-
PLA mezclado con HAP, mediante la utilizacion de una micro pipeta de 0,5-10 pl
cuya sensibilidad fue de +/- 0.5 pl, mientras mediante la QCM se registraron los
cambios de frecuencia producidos por el contacto de la gota con la superficie del
recubrimiento (ANEXO D). Después de cada medicién la celda fue desmontada y

el cristal lavado con acetona y secado al ambiente para su reutilizacion.
3.3.5 Espectroscopia de impedancia electroquimica.

Se uso una celda de base plana con capacidad de 200 ml (Anexo C), con un
intercambiador de calor conectado a un bafio termostatado con recirculacion de
agua. Se utiliz6 como contra electrodo grafito de alta pureza, el electrodo de

referencia (Ag/AgCI/KCI) (3M) y como electrodo de trabajo cristales de cuarzo AT-
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cut 5 MHz Au-Cr; el montaje puede observarse en la figura 3.3. Las mediciones de

EIS fueron realizadas con siete puntos por década, desde 0.01 a 100000 Hz.

3.3.5.1 Determinacion de variables.

Niveles PLA- HAP:PLA:

PLG(%p/p PLG(%p/p)
100:0

Alto

Medio 70:0 5

Bajo 30:70 0

Bafio tefmostatado

Tabla 3.3Variables independientes EIS.

Figura 3.3 Montaje pruebas EIS para determinacion
de capacitancia. Fuente los autores.

El disefio experimental se realizé basado en un disefio especifico con 2 variables
(ANEXO C). Las condiciones de trabajo constantes fueron presion, temperatura y
potencial aplicado de 0 V. Las variables independientes se muestran en la tabla

3.4. La variable respuesta es capacitancia interfacial.

3.3.5.2 Determinacion de la influencia de la temperatura en QCM y EIS.

Se realizaron ensayos preliminares de medicion de angulo de contacto sobre un

mismo recubrimiento a diferentes temperaturas, determinandose que la variacién

de la frecuencia &f fue de =1®HZ (180 nano-gramos), el cual no presentd gran
incidencia en el angulo de contacto; sin embargo si se establece una importante
incidencia en las propiedades viscoelasticas de adhesién, medidas en los
componentes de tension superficial. Pruebas preliminares para EIS se realizaron a
las temperaturas de 33.5°, 36.5° y 39.5°, donde se determino que las
capacitancias no variaron significativamente, presentandose la mayor capacitancia
a 36.5°C (ANEXO E), por tanto, las pruebas para el analisis de mojabilidad de la

superficie de la mezcla polimérica con HAP, se realizaron a esta temperatura.
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4 RESULTADOS Y ANALISIS
4.1 ENSAYOS PRELIMINARES
4.1.1 Caracterizacion de la hidroxiapatita obtenida.

La caracterizacion cualitativa del bioceramico obtenido, presentd, compuestos de
Hidroxiapatita y ademas, 6xido de calcio, la cual es una fase cristalina producida
por un exceso de calcio, combinado con una ambiente moderadamente oxidante
durante la calcinacion [20]. (ANEXO B)

4.1.2 Recubrimientos de PLA- PLG mezclados con HAP.

Se pesaron los cristales de cuarzo con electrodo Au-Cr, antes y después de la
deposicién electroforética, determinando la ganancia de peso, y la homogeneidad
de la superficie (anexo A). Como se mencioné anteriormente las mejores
condiciones para realizar la electrodeposicion de la mezcla de PLA-PLG y HAP, se
estableci6 a 3 V y 10 minutos, programados en una fuente de potencia,

recomendada para este proceso.
4.1.3 Caracterizacion morfoldgica de los recubrimientos.

En las micrografias de los recubrimientos se observo un cambio en la morfologia,

con la inclusién de particulas de HAP, con una superficie mas porosa y rugosa en

comparacién con las microscopias de las superficies sin HAP.

Figura 4.1 Recubrimiento PLA 100 % Figura 4.2 Recubrimiento PLA 100%

(zoom 20x). Fuente los autores. (zoom 5 x). Fuente los autores
16



Figura 4.3. Recubrimiento PLA 30 PLG 70 HAP  Figura 4.4 Recubrimiento PLA 100 HAP 10 (zoom

5 (zoom 20x). Fuente los autores. 20x). Fuente los autores.

Para los recubrimientos con los polimeros PLA-PLG, y HAP, se observo que al
adicionar una mayor composicién de PLG y HAP se obtuvo una morfologia mas
compacta y aglomerada, aunque topograficamente irregular, como se observa en

la figura 4.3.
4.2 ANALISIS NANOGRAVIMETRICO.

Si se conoce el volumen de la gota de PBS y el radio interfacial, el angulo de
contacto 6 puede ser determinado por la ecuacion 2.11. Para la determinacion
experimental de la constante de sensibilidad radial K, se obtuvieron y analizaron 2

micrografias para los recubrimientos 13 y 14.

2
(i 1 —cos?a)

= 0
2 Beos@ 1 cas*@T  Ecuacion 2.11

Para el recubrimiento obtenido con (30%PLA, 70%PLG) y 10%HAP, se obtuvo
una vista panoramica de la base de la gota (figura 4.6), de donde se determino el
radio de interface, con el cual se calculo la constante K de la ecuacion 2.8, con un
valor K~432 36Hz*cm?/ug.

Para el recubrimiento obtenido con (30%PLA, 70%PLG) y 5%HAP se realizé una

topografia del sistema gota-superficie del recubrimiento (figura 4.7), donde se
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observo la curvatura de la gota y se determiné un angulo de contacto de 125°.
Este se compard con el calculado al introducir la constante K del recubrimiento
obtenido con (30%PLA, 70%PLG) y 10%HAP, el cual evidencié una diferencia de
+1% En la tabla 4.1 se presentan los resultados de angulo de contacto calculados

a partir de esta medicion.

Recubrimiento  PLA PLG HAP ‘4 Angulo de contacto ¥
% (plp) % (plp) % (PIP) (Hz) (grados) (dinas/cm)
1 100 0 0 566 99 24,32
2 100 0 0 594 102 26,54
3 100 0 5 791 118 39,27
4 100 0 10 766 120 39,27
5 100 0 10 817 122 42,57
6 70 30 0 633 106 29,60
7 70 30 0 623 105 28,82
8 70 30 5 780 119 40,10
9 70 30 5 754 117 38,45
10 30 70 0 653 108 31,16
11 30 70 0 686 111 33,56
12 30 70 5 816 122 42,57
13 30 70 5 845 124 44,22
14 30 70 10 902 128 47,48

Tabla 4.1. Angulos de contacto y tensién superficial

Para el calculo de la energia superficial del sistema recubrimientos-fluido, se utilizé

la ecuacion de Young 4.1 [31].

¥F = y5 + vicost®}  Ecuacion 4.1

El valor de ¥: se tomo como 72,75 (milinewton/metro) y para la determinacion de
¥si se considero la teoria de Neuman [32], donde ¥z = F¥i ¥z} . Posteriormente
se ha aplicado la aproximacién de Berthelot [33], que viene definida por la

ecuacion 4.2.

Ysi = Vi + Vs — 24 V1Vs Ecuacién 4.2
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Substituyendo la ecuacion 4.1 en 4.2 se puede obtener:

& 4 Lia
_ Fill + cosld)!

Vs & Ecuacion 4.3

Figura 4.5 Equilibrio de Figura 4.6 Panoramica gota. Figura 4.7 Topografia gota.

tensiones. Fuente [5] Fuente los autores. Fuente los autores.

La evaluacion de los angulos mediante la QCM se enfoco en las caracteristicas de

humectacién o mojabilidad entre los recubrimientos y el PBS.

Con el fin de determinar el trabajo necesario para separar la fase liquida y la fase
so6lida, se calculo el trabajo de la adherencia o la energia negativa libre asociada a

la adhesién de las fases, solida y liquida [22].

La ecuacion 4.4 se emplea para expresar la fuerza de interaccion entre las dos
fases [32].

W, = ¥l 4+ ces@} Ecuacion 4.4

El trabajo necesario para separar un liquido en dos partes es una medida de la
fuerza de las interacciones moleculares dentro del liquido y se expresa como:

We=12y Ecuacién 4.5

El trabajo de propagacién de la energia libre negativa asociado al esparcimiento
del liquido sobre superficies sdlidas, se calculo de la ecuacién 4.6 [23]. También

se le conoce como componente difusional que se da como:
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W, = yicas@ - 1} Fcyacion 4.6

El angulo de contacto indica la mojabilidad de una superficie y por lo tanto su
hidrofilicidad o hidrofobicidad. Los resultados indicaron a mayor concentracion de
PLG y HAP en la composicion del recubrimiento se obtuvieron mayores angulos
de contacto, lo anterior se explica porque al adicionar estos compuesto en el PLA
se producen variaciones quimicas y topograficas que influyen en la mojabilidad,
reflejado en la medicién del angulo de contacto, siendo mas notable la variacion
del angulo en los recubrimientos con mayor cantidad de HAP, en comparacion con
los de la mezcla PLA-PLG.

1 100 0 0 22,52 9,50 -13,02
2 100 0 0 29,94 11,86 -18,08
3 100 0 5 71,99 18,00 -53,99
4 100 0 10 67,59 17,93 -49,66
5 100 0 10 76,30 17,93 -58,36
6 70 30 0 44,49 15,37 -29,12
7 70 30 0 51,60 16,55 -35,04
8 70 30 5 69,80 17,98 -51,82
9 70 30 5 65,37 17,85 -47,52
10 30 70 0 39,69 14,37 -25,31
11 30 70 0 37,26 13,81 -23,45
12 30 70 5 76,30 17,93 -58,36
13 30 70 5 80,51 17,75 -62,77
14 30 70 10 88,64 17,03 -71,61

Tabla 4.2 Trabajos de cohesion, adhesion y difusion para las combinaciones PLA-PLG y HAP

La porosidad del recubrimiento, pudo influir directamente sobre el angulo de
contacto, ya que un aumento en el numero de poros del recubrimiento se refleja
en un aumento de la energia superficial de la misma [24]. Existen varios estudios
donde se especifica la preferencia de utilizar superficies con una elevada energia
superficial para implantes endo-6seos. Esta caracteristica mejora la mojabilidad y

mejora la interaccién entre el implante y el medio biologico, desde un punto de
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vista fisicoquimico [25], debido a que aumenta la tendencia de proliferacién celular
y por lo tanto, su biocompatibilidad. El analisis de las componentes de trabajo
calculadas, corroboran la ocurrencia de una mojabilidad parcial ya que el trabajo
de adhesién es menor que el trabajo de cohesion, por lo tanto, las fuerzas de
atraccion internas del fluido, son mayores que las existentes con el recubrimiento.

Este analisis se complementa con el analisis estadistico (ANEXO G).
4.3 ANALISIS ELECTROQUIMICO (EIS).

En la interaccion superficial de los recubrimientos y el PBS, ocurren cambios que
afectan la estructura quimica del material equivalentes a los cambios, por efecto
de las condiciones del sistema biologico, resultando en una pérdida de las
propiedades del mismo [19]. Por esto, la técnica EIS se empleo, para analizar el
comportamiento de la interfaz electrolito-recubrimiento, y el efecto sobre este, de
la temperatura. Los resultados obtenidos, se ajustaron al circuito equivalente
ilustrado en la Figura 4.8 [18] utilizando el software Zwiew (Anexo F), donde se
corroboré la existencia de dos constantes de tiempo, que se observan solapadas

en los diagramas de Nyquist.

Con la simulacion, se obtuvieron los valores de capacitancia interfacial

(recubrimiento-PBS).

Rs CPE ,

N >
R1 CPE=
>—
R2

Figura 4.8 Circuito equivalente. Fuente los autores

El circuito muestra inicialmente la resistencia Rs que ejerce la solucion o electrolito
PBS, seguida de dos circuitos RC en paralelo, los cuales representan cada una de
las constantes de tiempo; CPE.1 esta asociado al comportamiento de la doble capa
electroquimica cargada, a partir de la interfase recubrimiento/electrolito, y Rq a la
resistencia al transporte de carga a través de la pelicula polimérica.

21



Por otra parte, el circuito RC interno esta asociado con el comportamiento de la
doble capa electroquimica cargada con los electrones provenientes del metal-
oxido/recubrimiento y la adsorcion de fosfatos, a partir de la interfase
metal/recubrimiento, debido a que entre el cristal y el recubrimiento polimérico no
existe transferencia de masa, R, se puede asumir como la resistencia total a la
transferencia de carga de adsorcion y CPE., representa la capacitancia
caracteristica de los procesos de carga y de adsorcion, que se evidencia a bajas
frecuencias de la doble capa electroquimica cargada [18]. Con los ajustes
realizados para las pruebas EIS se determinaron los respectivos parametros para
el circuito equivalente para cada recubrimiento, encontrando buenos ajustes, con
chi? en el orden de 10 (ANEXO F), lo cual lo hace un ajuste aceptable. Los datos
obtenidos de las capacitancias de los recubrimientos, a partir de la simulacién en

Zwiew 2, se muestran en la tabla 4.3.

La constante dieléctrica contiene la informacion del comportamiento del material
[31]. El valor de la constante dieléctrica puede verse afectado por muchos
factores, como el peso molecular, la forma de la molécula, la direccion de sus
enlaces (geometria de la molécula), el tipo de interacciones que presente y la
degradacion. Los valores de £r son calculados a partir de la ecuacion 4.14, donde
e es el espesor del recubrimiento (25um), CPE, la capacitancia del recubrimiento,
y & la permitividad en el vacio, equivalente a (8,8542*10™'2 F/m), [31]. Los valores
de las constantes dieléctricas relativas para cada recubrimiento &;, se muestran en
la tabla 4.3, y representan las variaciones en la polaridad. Una mayor capacitancia
esta relacionada con una mayor constante dieléctrica, y a su vez una mayor
polaridad de la superficie, debido a un aumento de carga superficial sobre la
misma. La polaridad de la superficie del recubrimiento indica una tendencia a
tener una mayor mojabilidad, por tanto ser mas afin con el medio circundante,
formado en su mayor parte por compuestos polares.
_ €' LPE,

Fp

£, Ecuacion 4.6
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100 0 15,399 43,4793657
100 5 20,34 57,430372
100 10 19,432 54,866617
70 0 16,942 47,8360552
70 0 16,942 47,8360552
70 5 22,967 64,8477559
70 10 19,883 56,1400239
30 0 14,713 41,5424318
30 5 21,94 61,9480021
30 10 19,861 56,0779065
30 10 19,64 55,4539089

Tabla 4.3 Capacitancias y constantes dieléctricas.

90000 - log f (Herz)
80000 ~ 0,01 1 100 10000 1000000
70000 0
60000 ¥
£ - f[:
500005 . 820 ! /
C : 2
40000 %[ . 2040
E S o j/
30000M™ * Il
., <60
20000 | g, 2
| B3 3
10000 | e+ Bg0 =
«PLA30  ®mPLA70  +PLA100 ®
0 L T T T 1
0 10000 20000 30000 40000 100
Zreal(ohms) PLA100 PLA30 PLA70

Figura 4.9 Diagrama Nyquist,(0.1-100) Hz para  Figura 4.10 Diagrama de bode, para
PLA/PLG. recubrimientos PLA/PLG.

Para la figura 4.9 en el diagrama de Nyquist se evidencia la diferente depresion de
los semicirculos para cada recubrimiento. Para el PLA, se evidencio una mayor
resistencia en zonas de frecuencias medias, consecuentemente un alejamiento del
comportamiento de capacitor ideal por tanto una menor capacitancia. En el
diagrama de bode, figura 4.10, para los recubrimientos poliméricos, se evidencia

que la composicion 70:30 a frecuencias medias donde se representan la interface
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recubrimiento- electrolito, fue la mas capacitiva; se corrobora que un mayor angulo
de fase entre los tres recubrimientos para la misma frecuencia, esta asociado con
una menor resistencia a la transferencia de iones en la interfaz [19], por tanto una

mayor capacitancia, lo cual lo hace un material mas inestable.

Para los recubrimientos 70:30, se obtuvieron mayores capacitancias que las
obtenidas para 30:70, en contraste con los datos obtenidos por la QCM, donde se
reporto el mayor angulo para 30:70, esta diferencia puede producirse porque el
recubrimiento con mas contenido en PLG, es mas rugoso, afectando la medicién
por un fendémeno de histéresis (ANEXO H) [32].

60000
0 log f (herzt)
! R G
50000 . . 0,01 1 100 ?'0'00 1000000
a %20 |
400002 ] J
= u 0 h=] ,-n
30000% +hap0 gﬁlo ) —+—fhap 0
e e i e 0 b ,y —ehaps
20000N e S T T o | hap
i hap 10 %60 ;
i : d 1 g-, j/ hap 10
5 ®80 =
’[_ Mt
0 £ " Zreal {ohms)
0 5000 10000 15000 20000 25000 || -100

Figura 4.12 Diagrama Bode para

Figura 4.11 Diagrama Nyquits para recubrimientos PLA/PLG 70-30.

recubrimientos PLA/PLG 70 30.

Para el porcentaje de la HAP, no se pude establecer una tendencia, de como esta
variable afecta la capacitancia. En la figuras anteriores se observa que para
recubrimientos sin HAP, la resistencia es mayor por tanto son menos capacitivos,
pero cuando el recubrimiento contiene HAP es dificil determinar si al adicionar
mas hidroxiapatita, se comporta mas capacitivo porque las dos funciones se
sobreponen, en este orden de ideas, la adicion de HAP, modifica notablemente el
comportamiento de la interfaz. Este analisis se complementa con el analisis
estadistico (ANEXO G).
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5 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

A partir de los angulos de contacto determinados por nanogravimetria, se
concluye que la técnica nanogravimetrica es una herramienta confiable par
la determinacién de angulos de contacto comparada con la técnica de
microscopia Optica, debido a que los resultados obtenidos por las dos
mediciones fueron similares (diferencia de £1 grado).

De los resultados obtenidos de angulos de contacto se determiné que el
factor porcentaje de HAP agregado a la mezcla polimérica, fue
estadisticamente el mas significativo, donde la combinacién PLA30-PLG70
reporto los angulos mas hidrofilicos.

Con las capacitancias calculadas a partir de la espectroscopia de
impedancia electroquimica, se determind la constante dieléctrica para cada
recubrimiento, que fue mayor para los recubrimientos que contenian HAP,
relacionado con un aumento en la polaridad, evidenciando una mayor
hidratacion del recubrimiento.

Basado en el analisis comparativo de las técnicas QCM y EIS se determino
que al agregar particulas de HAP en la composicion de los recubrimientos,

mejora la interaccion superficial entre el fluido PBS vy los recubrimientos.

Para acercarse mas a las condiciones reales del cuerpo humano, se
recomienda utilizar fluidos simulados mas complejos como DMEM o
HansF:12.

En estudios posteriores se recomienda realizar la sintesis de PLA-PLG-

HAP, simultdneamente para tener una matriz mas homogénea.
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PREPARACION DE SOLUCIONES Y RECUBRIMIENTOS PLG/ PLA
MEZCLADOS CON HAP

10%

ANEXO A

PRELIMINARES
Se preparo una solucion de PLA al 10% p/v en un vaso de 100 ml
% P/IV PLA(g) Volumen (ml) Acetona

8.0750

80

Los recubrimientos se realizaron a las siguientes condiciones:

DE 0 olta oJo A aS3 ad Del Re 0
1 3 5 0.0040 homogéneo
2 3 10 0.0042 homogéneo
3 3 15 0.0043 heterogéneo
4 6 5 0.0036 homogéneo
5 6 10 0.0039 heterogéneo
6 6 15 0.0035 heterogéneo
7 9 5 0.0039 heterogéneo
8 9 10 0.0041 heterogéneo
9 9 15 0.0041 heterogéneo
10 3 10 0.0041 homogéneo

SOLUCIONES PREPARADAS

% PIV W PLA(9) W PLG(g) W HAP(g) Volumen (ml)
Cetona
10% 8.0750 0 0 80
10% 8.0750 0 0.35 80
10% 8.0750 0 0.70 80
10% 4.9003 2.1005 0 70
10% 4.9003 2.1005 0.35 70
10% 4.9003 2.1005 0.70 70
10% 2.1002 4.8999 0 70
10% 2.1002 4.8999 0.35 70
10% 2.1002 4.8999 0.70 70
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ANEXO B

PROTOCOLO SINTESIS HAP

Se prepararon las soluciones acuosas iniciales utilizando Nitrato de Calcio
tetrahidratado (Ca(NO3).4H,0) (Aldrich) y Fosfato amonico (H2(PO4)NH4) (Aldrich)

en concentraciones 1M y 0.48M respectivamente.

Las soluciones se basificaron independientemente a PH 10, se mezclaron en
adicion de nitrato de calcio al fosfato de amonio, dejando caer lentamente un
reactivo sobre el otro en un balén con permanente agitacion a 240 rpom por 3
horas. Luego de reposo, se recupera el precipitado, se lavo con agua destilada y
se seco lentamente a 60°C en un periodo de 5 dias y se calcino por 1 hora a
1050°C.posteriormente se evalud las fases cristalinas presentes en el producto

final por medio de difraccién de rayos X.

Vol(ml) Vol(ml) (H2(PO4)NH,) W hidroxiapatita(g)

50 50 2.54
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1.

4.

METODOLOGIA

Preparacion y Montaje de las muestras

La muesftra fue pulverizada en un mortero de agata y llevada a un tamafio de 35 pm (400
mesh). El espécimen seleccionado de la muestra fue montado en un portamuestra de aluminio
de zero background.

Toma de datos de difraccion
Se realizd en un difractometro de polvo marca RIGAKU modelo DVMAX 1B bajo las siguientas
condiciones:

Woltaje 40(kV)
Corriente 30{mA)
Rendijas (Slits) DS 1.0°

RS 0.3mm

35 1.0°
Muesfreo 0.02° (28)
Rango de Medicion 2-T0* (28)
Radiacion Cukal
Monocromador Grafito
Detector Centelleo
Tipo de barrido a pasos
Velocidad de Barrido 1 segundo

Tipo de Analisis

Analisis Cualitativo

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

Informacion suministrada por el cliente

Analisis elemental: Mo.

Fases de interés: ldentificacion de la fase cristalina de hidroxilapatita.
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RESULTADOS
1. HIDROXILAPATITA (C1RU)

No. TARJETA
FASE PDE.2 NOMBRE
. CaS (P O4)20H 010-75-0654 Hidroxilapatita
Cristalinos .
Ca® Q00-04-0777 Limao

Observaciones:

*  Serecomienda realizar analisis elemental para corroborar la presencia de las fases reportadas.

HIDROXILAPATITA

CARL dat

INTENSIDAD

2THETA

Elaboro: Reviso:

Qco. José Luis Pinto C. Qco. MSc. Jess Andelfo Pinilla A
Profesional Analista Director Técnico
PQ. 2000 PQ. 1585
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ANEXO C.
DISENO EXPERIMENTAL
Celda y Montaje pruebas QCM.

4L

HOLDER

MICRO PIPETA

GOTA PBS

CRISTAL

HOLDER

Diseino experimental para QCM.
El disefio experimental se baso en el factor de disefio 2° que corresponde a tres
niveles alto y bajo con 2 variables (proporcion PLG-PLA-%HAP), con 5

repeticiones al azar.
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Nivel bajo (proporcion PLG-PLA: 30:70-%HAP: 5%) — 0
Nivel medio (proporcion PLG-PLA: 30:70-%HAP: 5%)—» 1
Nivel alto (proporcion PLG-PLA: 70:30-%HAP: 10% —* 2

K PLA-PLG %HAP

1 100:0 0
2 100:0 5
3 100:0 10
4 70:30 0
5 70:30

6 30:70 0
7 30:70 5
8 30:70 10
9 100:0 10
10 100:0 0
11 100:0 10
12 70:30 0
13 70:30 5
14 30:70 5

Tabla disefio experimental.
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MONTAJE Y CELDA EIS.
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DISENO EXPERIMENTAL EIS.

El disefio experimental se realizo basado en un disefio especificado por los
autores considerando la cantidad de reactivos existentes, las condiciones del
equipo, y la disponibilidad del material, usando tres niveles alto, medio y bajo con
3 variables (temperatura, % PLG-PLA-%HAP), con repeticiones al azar.

Nivel bajo (proporcion PLG-PLA: 30:70-%HAP: 5%) —0

Nivel medio (proporcion PLG-PLA: 30:70-%HAP: 5%) —» 1

Nivel alto (proporcion PLG-PLA: 70:30-%HAP: 10% —* 2

K PLA %HAP  Temperatura
1 100 0 36.5
2 100 5 36.5
3 100 10 36.5
4 70 0 36.5
5 70 0 36.5
6 70 5 36.5
7 70 10 36.5
8 30 0 36.5
9 30 5 36.5
10 30 10 36.5
11 30 10 36.5

Tabla disefio experimental.
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ANEXO D

GRAFICAS QCM Y EIS PARA DIFERENTES MEZCLAS DE PLG-PLAY HAP

GRAFICAS EIS PARA DIFERENTES MEZCLAS DE PLG-PLA Y HAP
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GRAFICAS QCM PARA DIFERENTES MEZCLAS DE PLG-PLA Y HAP
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ANEXO E

TABLAS DE CAPACITANCIAS A DIFERENTES TEMPERATURAS
DETERMINADAS POR EIS

100 0 33,5 14,888
100 0 36,5 15,399
100 0 36,5 15,699
100 0 36,5 15,389
100 0 39,5 15,194
70 5 33,5 21,359
70 5 36,5 22,967
70 5 39,5 22,125
30 10 33,5 19,244
30 10 36,5 19,644
30 10 39,5 19,135
30 10 39,5 19,369
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ANEXO F.

SIMULACION DE CIRCUITOS EQUIVALENTES EN ZWIEW.

Chi-Sqgr Sum-Sqr Rs(+) CPdI-T(+)

30 0 0,0024201 0,23475 22,18 1,47E-05

30 5 0,0025774 0,24743 22,99 2,18E-05

30 10 0,0010901 0,16356 24,45 1,96E-05

30 10  0,00090901 0,086356 24,12 1,98E-05

70 0 0,0049956 0,47459 19,72 1,69E-05

70 0 0,0049956 0,47459 19,72 1,69E-05

70 5 0,0010496 0,78721 28,71 2,29E-05
100 0 0,0029826 0,27738 17,62 1,52E-05
100 5 0,0055316 0,5255 21,56 2,03E-05
100 10 0,0019503 0,18138 259 1,92E-05

HAP CPdI-P(X) Rp(+) Cmetal- Cmetal- R1(+)
T(+) P(X)

30 0,94996 2,10E+05  2,12E-05 0,88595  6,10E+05
30 5 0,94327 0,0029979  4,32E-06 0,77876  7,14E+05
30 10 0,92734 1,37E+05  2,68E-05 0,77876  2,83E+05
30 10 0,92734 1,37E+05  2,68E-05 0,77876  2,83E+05
70 0 0,22688 1974  5,28E-07 0,7787  8,74E+05
70 0 0,22688 1974  5,28E-07 0,7787  8,74E+05
70 5 0,92335  0,053372 6,4931 7,65E-01  6,45E+05
100 0 0,93337 79296  2,50E-05 0,7876  3,07E+05
100 5 0,88827 91566  3,49E-05 0,78 2,69E+05
100 10 0,92513  1,41E+05 1,35E-05 0,77388  3,89E+05
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ANEXO G

ANALISIS ESTADISTICO.

Andlisis estadistico de las pruebas de QCM

Los resultados para el angulo de contacto fueron analizados usando un software
estadistico. En el diagrama de pareto se observo que el porcentaje de HAP fue un
factor estadisticamente mas determinante que las otras variables, lo cual se
comprueba en el diagrama de efectos; ademas, para la composicion definida de
polimeros PLA-PLG, al variar el porcentaje de particulas de HAP, se determino
que la que la mezcla polimérica 30PLA-70PLG, fue en la que mayores angulos de

contacto se obtuvieron, al adicionar HAP, de acuerdo con la grafica 4.10.

Stardardized Pareto Chart for angulo contacto

B:Hap B -

APLA,

BB

1] 2 4 B 8 10 12
Stardardized effect

Diagrama de Pareto QCM.
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angula contacto

hlain Effects Plot for angulo contacto
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Grafica de la relacion del angulo de contacto con HAP depositada
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Mediante el software estadistico se determino una correlacion experimental que
permite calcular el angulo de contacto con el porcentaje de particula de HAP y la
relacion PLA-PLG, bajo las mismas condiciones experimentales. En la ecuacién

4.7 se muestra esta correlacion

@ = 112,248 - 0106218+ PLA + 8,72721 +Hap — 0,180433 +Hap®

Andlisis estadistico pruebas EIS.

En el analisis estadistico se determino que la HAP y el PLA tienen un efecto de
interaccion doble sobre los recubrimientos, estos efectos dobles se deben a
cambios superficiales y quimicos que estan ocurriendo en la interface. Se observo

que el efecto mayor lo hace la HAP.

Standardized Pareto Chart for capacitancia

B:Hap E _+
EB
AR

A:FLA

Fa T

0 2 4 [i] 3 10
Standardized =ffect

Diagrama del pareto para analisis EIS.
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Mazin Effects Flot for capacitancia
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Diagrama de efectos para analisis EIS.
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CAPACITANCIA

Hap depositada

Relacién de la capacitancia interfacial con Hap depositada.

Mediante el software estadistico se determino una correlacion experimental que
permite calcular la capacitancia interfacial por medio del porcentaje de particula de
HAP y la relacion PLA-PLG, bajo las mismas condiciones experimentales ecuacion
4.9. Se determino que la que la mezcla polimérica 70PLA-30PLG, fue en la que
mayores capacitancias se obtuvieron (mayor polaridad superficial [27]) al adicionar
HAP, de acuerdo con la grafica de relacion de capacitancia Vs Hap depositada.

CPE1 w 12,2092 + QL8714 s FLA + LP9UlG s Hap
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ANEXO H.

Histéresis del angulo de contacto

Introducciéon

El dngulo que exhibe un liguido al mojar una superficie, el dngulo de contacto, es una
medida de la mojabilidad de dicha superficie. Sin embargo, més allé de la precisidn de
los instrumentos que usamos para medir este dngulo, encontramos sobre la mayor parte
de las superficies de los sdlidos upa variedad de angulos de contacto gue ponen
incertidumbre en la determinacién de la mojabilidad de dichas superficies. Esta aparente
falta de reproducibilidad en la medida del dngulo de contacto, manifiesta una
complejidad en las superficies que no puede ser explicada en términos de su deseripeidn
aparente.

El dngulo de contacto en los distintos estados de un sistema formado por un liquido
mojando una superficie varia seglin se haya alcanzado ese estado. La dependencia del
angulo de contacto observable con los estados previos del sistema es conocida como
histéresis del dngule de contacta”.

Se apunta a la heterogeneidad quimica y rugosidad microscopicas de la superficie como
causantes del fendmeno de histéresis del dngulo de contacto observable. Sin embargo, la
descripeidn detallada de las caracteristicas microscdpicas de la superficie v su influencia
en la histéresis del dngulo de contacto no estin suficiente desarrolladas, v ain hoy son
terna de investigacion.

En este capitulo describiremos los fendmenos de histéresis desde un punto de vista

fenomenclégico sin atender directamente a sus causas, y relaciondndolo con algunos
parimetros caracteristicos de la superficie.

Angulos de avance y retroceso

La histéresis del dngulo de contacto manifiesta la dependencia del dngulo de contacto
con el modo en el que ese estado ha sido alcanzado, Esta naturaleza de la histéresis del
dngulo de contacto se manifiesta claramente cuando la linea de contacto ha avanzado
(desde zonas que ahora estin mojadas) o retrocedide (desde zonas que ahora estin
secas) hasta llegar a su posicién actual.
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Los dngulos de contacto que se encuentran mediante una y otra forma s¢ denominan
dngulo de avance ¢, ¥ dngulo de retroceso ¢y respectivamente,

La histéresis del angulo de contacto s¢ manifiesta como una cierta resistencia al
maovimiento de 1a linea de contacto, es decir, una resistencia a modificar la extensidn de
la superficie de contacto. Asi pues en el avance el dngulo de contacto es mayor de lo
esperado, pues la extension del liguido sobre la superficie es menor de la que
corresponderfa. Al contrario en el retroceso, la inmovilidad del la linea de contacto

permite alcanzar estados mis extendidos de lo correspondiente encontrande con ello
angulos menores de lo esperado.

Angulo de contacto de equilibrio

Estos maltiples estados que puede alcanzar el sistema, se consideran estados
metaestables, que representan minimos locales en la energia. Mientras que sigue
existiendo un minimo absoluto en la energia que corresponde con el dngulo de contacto
que verificaria la ecuacidn de Young o sus modificaciones (véase Seccidn 2. 1}, es decir,
aquel dngulo hipotético que encontrariamos en ausencia de histéresis. Este dngulo de
contacto, llamado habitualmente dngulo de equilibrio ¢5 toma un valor intermedio entre
los dngulos de avance v retroceso.

fnsdr Sy

En ocasiones se ha considerado al dngulo de equilibrio el valor medio de los otros, v
aunque en algunos casos especiales, esta relacidn parece tener su justificacidn
geométrica:

g =g+ g

Cuando se describen los dngulos de avance y retroceso como fruto de una resistencia al
mavimiento del dngulo de contacto, una cierta energia es necesaria para vencer esa
resistencia, de manera que:

Tgp = G + oL cOsghy +
Ogp + [ =og + oy cosgdy
gy = dgp + oyp cOSdy

Esta fuerza de friccidn f fue propuesta ya por Adam y Jesoph (1925) y rescatada por
Good (1932). Considerando la misma para el avance v el retrocess encontramos la
siguiente relacidn:

2eosgy = cosd, + cosgp
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Ciclos de histéresis

A menudo los dngulos de avance y retroceso presentan una gran reproducibilidad de
manera que ¢l intervalo de dngulos de contacto sustituye al valor (nico del dngule de
contacto en la descripeidn de la mojabilidad de la superficie. La diferencia entre estos
valores maxime y minimo del &ngulo de contacto sobre una superficie se conoce
también con el nombre de histéresis del dngulo de contacto A De este modo
cuantificames la envergadura del fendmeno por esta diferencia de dngulos (tamafio del
mtervalo), cuando los dngulos de avance y retroceso son iguales, decimos de acuerda a
la definicién anterior, que la histéresis es cero o que no hay histéresis del angulo de
contacto,

$p =y = bz &g

De acuerdo a la relacion;

Af =gy — g

sabemos que las pendientes han de estar relacionadas de la forma:
ky+kp=1

Mediante un ajuste lineal de los dngulos de avance ¢y ¥ rétroceso ¢y frente a la
histéresis A¢ podemos extrapolar ¢l valor del dngulo de contacto observable en ausencia
de histéresis dy.

Esta dependencia lineal no estd justificada tedricaments, ya que la dependencia de la
histéresis con la rugosidad no es conocida, Sin embargo esta relacion lineal, como
veremos més adelante conlleva una relacién entre la histéresis y el factor de rugosidad.

Medida indirecta del factor de rugosidad

Ademas, este modelo permite encontrar un valor indirecto del coeficiente de mugosidad
de la superficie, al comparar el valor de equilibric que podemos cbtener a partir de los
angulos de avance y retroceso con aquél én ausencia de histéresis (presumiblemente en
ausencia de rugosidad v que comresponde al valor 1 del factor de Wenzel).

Si tomamos, de acuerdo a Good, como valor de equilibrio el promedio de los cosenos de
los Angulos:

2eosge = cos gy + cosdy
¢l factor de rugosidad vendra dado por;

_ cosdy  cosgy 4+ cosdy
T cosdy 2cosdy

¥
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esto nos permite comparar este valor indirecto y efective con aguel que podemos
ohtener a partir de medides directas de la rugoesidad de las superficies.

Mitese que esta relacidn presupone otra entre el factor de rugosidad y la histéresis del
gngulo de contacto:

., = COS(A8/2) cos[dy + (k, —1/2)Ad]
cos gy

Estudio experimental

Un estudio experimental exhaustivo de sistemas reales nos permite no s6lo conftrastar
los modelos y ecuaciones que describen los fendmenos de mojado, sino que ademés nos
avuda a comprender las dificultades que encuentra el cientifico experimental para
comprender v modelar los fendmenos de mojado de interés tecnoldgico.

Estas dificultades tienen lugar, en muchas ocasiones, debido a la verdadera complejidad
que presentan los sistemas reales, en los que a la dificultad propia de los fendmencs de

posteriormente ese volumen (retroceso). Para la realizacidn de los ciclos con la balanza
de Wilhelmy la limina cuya mojabilidad pretende ser determinada, se introduce y extrae
verticalmente del liquido obteniendo asi los dngulos de avance y de retroceso.

Anadlisis de la histéresis del angulo de contacto

La histéresis del dngulo de contacto se presenta como un fendmeno difieil de evitar en
el estudio de los sistemas reales. Por elle, ¢l andlisis de la histéresis resulta una
herramienta imprescindible en la comprensién vy el estudio del mojado de estas
superficies. Principalmente s¢ apunta a la heterogeneidad guimica y a la rugosidad
caracteristicas de estas superficies como causantes de esta indeterminacién del dngule
de contacto observable.

Para hacer un estudio de la histéresis en funcidn de la heterogeneidad de las superficies,
debemaos poder variar la proporcién entre los materiales componentes que producen
dicha heterogeneidad, ¥ asi determinar la influencia de cada uno.

Por ofro lado para hacer un estudio de la histéresis en funcidn de la rugosidad de las
superficies no debemos variar la composicidn de la superficie (v con ello su mojabilidad
intrinseca) sino sdlo su morfologia. Esto hace a este andlisis de especial interés, ya que
nos permite determinar la mojabilidad intrinseca de la superficie en el limite en ¢l que
hay ausencia de histéresis,
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CO5Pp = My cOSdy

donde @r es el dngulo de equilibrio sobre una superficie caracterizada por el factor de
rugosidad re- v ¢l dngulo de contacto en ausencia de rugosidad ¢y Como veremos, al
igual que ¢l dngulo de contacto $g, la histéresis se ve influenciada por la rugosidad,
siendo, habitualmente mayvor cuanto mayor 524 ésta,

Modelo de Possart y Kamusewitz para la histéresis

Experimentalmente se observa, que a medida que hacemos més rugosa la superficie de
un determinado material, mayor es la histéresis que presenta el dngulo de contacto sobre
ella. Idealmente en ausencia de rugosidad no deberfamos encontrar histéresis, v el
dngulo de contacto, seria una medida adecuada de la mojabilidad de dicha superficie.

Sin embargo, esta posibilidad no es accesible experimentalmente. Para evitar esta
imposibilidad v obtener ¢l dngulo de contacto en ausencia de histéresis, Possart y
Eamusewitz proponen el siguiente modela:

5i representamos los dngulos de avance v retroceso frente a la histéresis (su diferencia)
podemos abservar que la tendencia de estos dngulos parece seguir la forma de una reeta.
Asi pues podemos plantear la siguiente dependencia:

by =gy + kg A
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