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RESUMEN

La biomimética o mimetismo de lo bioldgico es una disciplina muy antigua que
trata de imitar algo preexistente en la naturaleza, por lo tanto tiene como fuente de
inspiracioén alguna caracteristica o habilidad bioldgica de los organismos para generar
materiales utiles para el ser humano. Debido a la necesidad del ser humano por alcanzar
nuevos logros y seguir superando sus limitaciones son que la biomimética ha alcanzado
la importancia tecnoldgica que tiene actualmente. Por tal razén numerosas
investigaciones se han realizado con el objeto de dilucidar los diferentes mecanismos
moleculares que permitan conocer como se forman estos biomateriales de origen
bioldgico y obtener materiales mas complejos con caracteristicas superiores a las ya
existentes. Dado al menor conocimiento que se tiene sobre los materiales amorfos, en la
presente memoria de titulo se estudi6é un tipo de reserva inorganico de tipo amorfo del
carbonato de calcio (CaCOs) del crustaceo Cherax quadricarinatus llamado gastrolito.
Cherax quadricarinatus es un crustdceo que vive en zonas de agua dulce y que presenta
un exoesqueleto que muda constantemente. Los gastrolitos son concreciones altamente
calcificadas, encontradas en la zona cardiaca del estomago de algunos Decapodos, que
actuan como reservorios temporales formados por CaCO; de tipo amorfo (CCA),
material inorganico crucial para el proceso de muda de su exoesqueleto y un excelente
modelo de mineralizacion de CCA.

En estudios de biomineralizacion se han usado variados tipos de aditivos para
evaluar la participacion de éstos en ensayos de cristalizacion in vitro de CaCOs. En esta
memoria de titulo se utilizaron diferentes polimeros acidicos comerciales tales como:
acido fitico (AF), acido poliaspartico (APS) y acido poliacrilico (APA) en conjunto con
sustratos (esponja y gastrogel) y proteoglicanos (PGs) de fracciones solubles (PG-FS) e
insoluble (PG-FI) obtenidos a partir del gastrolitos como aditivos en la cristalizacion del
CaCOs;. Los acidos AF, APS y APA son polimeros comerciales usados por el ser
humano en diferentes procesos industriales y que han mostrado tener efectos

modificadores sobre la cristalizacion del CaCOs.



El proceso in vitro de cristalizacion del CaCOs fue el método de difusion de
gases y las técnicas de caracterizacion de los cristales obtenidos fueron la microscopia
electronica de barrido (SEM) y la difraccion de rayos X (XRD), con los cuales se pudo
observar la morfologia y determinar la estructura cristalina del CaCO; obtenidos en las
diferentes combinaciones ensayadas de polimeros, sustratos (esponja y gastrogel) y
proteoglicanos de ambas fracciones (PG-FS; PG-FI) durante la cristalizacion de CaCOs.

Encontramos que los sustratos esponja y gastrogel al ser usados como aditivos
unicos en los ensayos de mineralizacion de CaCO3; mostraron una clara tendencia a la
formacion de estructuras amorfas y un efecto modulador mecanico del deposito
cristalino. Con PG-FS se obtuvieron cristales de CaCO3 con morfologia semejantes a los
polimorfos de aragonita y calcita y estructuras cristalinas del tipo aragonita, calcita y
vaterita, los cuales se determinaron mediante XRD. Sin embargo, con PG-FI se
obtuvieron cristales con morfologia similar a los polimorfos de aragonita y vaterita y se
determinaron estructuras cristalinas del tipo aragonita, calcita y vaterita mediante XRD.

Por otro lado, el uso de APA como tunico aditivo indujo la formacion de
estructuras cristalinas con morfologias esféricas observadas con SEM y estructuras
cristalinas del tipo aragonita y calcita determinadas por XRD. Cuando el APS fue usado
se observaron cristales con morfologias espiculadas y estructuras cristalinas del tipo
aragonita, calcita y vaterita mediante XRD. Sin embargo, con AF como aditivo se
observaron cristales con morfologias irregulares y se determinaron los polimorfos
aragonita, calcita y vaterita mediante XRD. Por ultimo, cuando AF se utilizdé en
presencia de otros aditivos o sustratos se obtuvieron cristales con morfologia
espiculadas, esféricas, romboédricas, etc.

La determinacion morfolégica de los cristales de CaCOs in vitro obtenidos
mediante el proceso de difusion de gases fueron observados claramente mediante SEM y
la determinacion cristalina de sus polimorfos mediante XRD confirmando la importancia
del efecto nucleador de los diferentes polimeros en combinacién con sustratos de origen
bioldgico, creemos, sin embargo, que el uso de nuevas técnicas de caracterizacion como

AFM, XPS y microscopia electronica de transmision (TEM) potenciarian enormemente



la presente memoria de titulo contribuyendo a un mejor entendimiento de los procesos
moleculares involucrados en los ensayos de cristalizacion biologica de minerales
inorganicos como el CaCOs.

Finalmente concluimos que es importante seguir ahondando en el conocimiento
de la formacion cristalina de materiales inorganicos con el objeto de desarrollar nuevos
materiales utiles para el ser humano y la creacion de nuevas tecnologias de materiales,

los cuales podrian llevar al hombre a nuevas fronteras aiin no conocidas.



SUMMARY

The biomimetic or biologic mimicry is a very old discipline that tries to imitate
something preexisting in nature, so it has as a source of inspiration some characteristic
or biological ability of the organisms to generate useful materials for the human being.
Due to the necessity of the human being to reach new achievements and exceed his
limitations is that biomimetic has reached the technological importance it has nowadays.
Therefore many investigations have been fulfilled with the objective of elucidate the
different molecular mechanisms which allow to know how the formation of these
biological biomaterials is and how to obtain more complex materials with superior
characteristics than the ones already existing. Due to the little knowledge that we have
about amorphous materials, the subject of study in this memory was a kind of inorganic
amorphous calcium carbonate supply (CaCOs) of the crustacean Cherax quadricarinatus
called gastrolyth. Cherax quadricarinatus is a crustacean that lives in fresh water areas
and that present a constantly molting exoeskeleton. The gastrolyth is a highly calcified
concretion, found in the cardiac area of the stomach of some Decapods, which works
like temporary reservoir formed by amorphous calcium carbonate (CCA), which is an
inorganic material crucial for the exoeskeleton molting process and an excellent model
of CCA mineralization.

In biomineralization researches there had been used many kinds of additives to
assess the participation of them in CaCOj in vitro crystallization assays. In this memory
there were used as additives in the CaCOj cristallization essays different commercial
acids polymers (phytic acid (AF), polyaspartic acid (APS) and polyacrilic acid (APA))
together with substrates (sponge and gastrogel) and proteoglycans (PGS) of soluble
fractions (PG-FS) and insoluble (PG-FI) obtained of gastrolyth. The AF, APS and APA
are commercial polymers which human being use in many industrial processes and they
have showed modifying effects over CaCO3 crystallization.

The in vitro CaCOs crystallization process was the gas diffusion method of and

the characterization techniques of obtained crystals were the scanning electronic



microscopy (SEM) and the X- ray diffraction (XRD), with this techniques we observed
the morphology and determined the CaCOj crystalline structure of the differents essay
combinations of polymers, substrates (sponge and gastrogel) and proteoglycans of both
fractions (PG-FS; PG-FI) during the CaCOj crystallization.

It was found that when the substrates (sponge and gastrogel) were used as
uniques adittives in the CaCOs; minerallization essays, they showed a tendency to the
formation of amorphous structures and a mechanic modultory effect of the crystal
deposit. With PG-FS it was obtained CaCOj crystals morphology like the morphology of
polymorphs of aragonite and calcite, and crystals structures of the kind aragonite, calcite
and vaterite which were determined through XRD.

However, with PG-FI it was obtained a cristal morphology like the polymorphs
aragonite and vaterite and crystals structures of the kind aragonite, calcite and vaterite
which were determined through XRD.

By the way, the use of APA like a unique additive led to the formation of crystal
structures morphology like spheres observed with SEM and crystaline structures of the
aragonite kind determined with XRD. When the APS was used as the unique additive we
observed crystals with thorned morphlogy and crystaline structures of the kind
aragonite, calcite and vaterite determined with XRD. However, with AF as the only
additive, an irregular crystal morphology was observed and the polymorphs of aragonite,
calcite and vaterite were determined with XRD. Finally, when we used AF in the
presence of other additives or substrates we obtained thorned, spherical and
romboedrical crystal morphologies.

The morphologycal determination of the CaCOs in vitro crystals obtained with
the gas diffusion method was observed well defined through SEM and the crystaline
determination of the polymorphs was through XRD confirming the importance of the
core generator effect of the differents polymers in combination with biological
substrates, it is believed, however, that the use of new chacaracterization techniques like

AFM, XPS and transmission electron microscopy (TEM) could boost enormously this
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memory contributing to a better understanding of the molecular process involved in the
biological crystallization essays of inorganic minerals like CaCOs.

To sum up, it is important to keep deepening in the knowledge of cristal
formation of the inorganic materials with the objective of developing new materials
useful for the human being and the creation of a new generation of materials, which

could bring the humanity to new frontiers not known yet.
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INTRODUCCION

Durante la historia, la ciencia ha estado al servicio del hombre transformandose en
una herramienta util y sustentable capaz de estudiar los distintos materiales presentes en
la naturaleza producidos por los organismos vivos. La biomineralizacion o cristalizacion
bioldgica, representa la capacidad que tienen los organismos vivos de sintetizar
materiales inorganicos (Lowenstam y Weiner, 1989). Sistemas naturales
biomineralizados producidos por los organismos son: las conchas de moluscos, los
huesos, los dientes, la cascara del huevo, los corales, etc. La capacidad de imitar y
reproducir in vitro estos materiales conservando su funcionalidad y ponerlo al servicio
del hombre ha sido constantemente abordada por la biomimética (Xu et al., 2006).

En estudios previos, nuestro laboratorio ha utilizado la especie Cherax
quadricarinatus (von Martens, 1868) (Langosta Tenaza Roja) como modelo de
biomineralizacion y ha investigado la presencia y caracterizacion de algunas
macromoléculas bioldgicas sulfatadas extraidas de esta especie, las cuales se encuentran
involucradas en la mineralizacion inorgénica de concreciones temporales llamadas
gastrolitos (Navarrete, 2004). Cherax quadricarinatus es un crustaceo que vive en zonas
de agua dulce y que presenta una cuticula protectora (exoesqueleto), que muda
constantemente lo que le permite crecer (Hecker et al., 2003). La muda (conocida como
ecdisis), es un proceso continuo y fisiologicamente muy activo, debido a las diferentes
etapas de crecimiento del exoesqueleto, y a la vez variable dependiendo de las diferentes
especies (Testeniere ef al., 2002; Greenaway, 1985). Los conceptos y etapas fisioldgicos
claves que participan en la mineralizaciéon en crustidceos y en particular en la especie
Cherax quadricarinatus (von Martens, 1868) son: exoesqueleto, muda y formas de
almacenamiento de calcio (Ca®"). La formacion del gastrolito en la especie Cherax
quadricarinatus se inicia un poco antes de comenzar la muda, y constituyen estructuras
de reserva altamente calcificada. Los gastrolitos son estructuras calcareas que se forman
en la pared del estdmago por células epiteliales especializadas y que actian como una

fuente temporal de Ca®" almacenado como carbonato de calcio (CaCOs3) principalmente
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como carbonato de calcio amorfo (CCA). Por su parte, el CaCO; presenta tres
polimorfos cristalinos: calcita, aragonita y vaterita, siendo la calcita el polimorfo
termodindmicamente mas estable, seguido de aragonita y finalmente vaterita, lo que no
significa que no pueda ocurrir una co-precipitacion de una mezcla de estos polimorfos o
una precipitacion selectiva en la cual predomina un polimorfo en particular (Tai y Chen,
1998). El CCA, en cambio, es altamente inestable y debido a su gran solubilidad tiende a
transformarse y estabilizarse rapidamente como calcita (Koga, et al. 1998). Una vez
terminada la descalcificacion del antiguo exoesqueleto y el crecimiento del animal, el
gastrolito se desprende de la pared del estdbmago y es disuelto por los acidos de éste,
transportandose el Ca®" a través de la hemolinfa y utilizandose nuevamente en la
remineralizacion del nuevo exoesqueleto del animal (Greenaway, 1985). Dado que el
CaCOs presenta estructuras cristalinas (calcita, aragonita y vaterita) y estructuras
amorfas (CCA) (Lee et al. 2005), el CaCOj; se ha convertido en el mineral inorganico
mas estudiado in vitro en diferentes laboratorios. El CCA representa la forma
termodindmica mds favorable para el inicio de la cristalizacion inorgdnica en modelos de
biomineralizacion y la estrategia mas utilizada por los diferentes organismos vivos para
crear materiales altamente complejos estructural y funcionalmente, dado a que el CCA
presenta alta solubilidad, poca estabilidad y facilidad de ser moldeado, etc (Addadi et
al., 2003; Lee et al., 2005). Por tal razon, el estudio de la remineralizacion de CCA en
gastrolito de Cherax quadricarinatus se ha convertido en un nuevo y prometedor
modelo de biomineralizacion.

Por otro lado, es importante destacar que el uso de biopolimeros (colageno,
celulosa, quitina, quitosano, proteinas, etc.) y polimeros sintéticos (derivados acrilicos,
polietilenglicol, etc.) han sido intensamente utilizados como eficientes controladores de
nucleacion y crecimiento cristalino (templates) en diferentes experimentos de
biomineralizacion con excelentes resultados. Al mismo tiempo es sabido que el
mecanismo de biomineralizacion es altamente influenciado por diferentes
funcionalidades quimicas presente en biopolimeros tales como: 4cido carboxilico, acido

sulfonico, amina, amida, etc. (Addadi et al., 1987; Weissbuch et al., 1991; Aizenberg,
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2000; Grassmann y Lobmann, 2004; Neira-Carrillo et al, 2005, 2009; Demadis y
Neofotistou, 2007).

El uso de polimeros sintéticos funcionalizados en soluciones supersaturadas de
sales de Ca®" permite la concentracion de iones divalentes controlando no solo el
proceso de nucleacion, sino también el crecimiento cristalino y orientacion
cristalografica (Ball et al.,2006). Diferentes polimeros funcionalizados se han utilizado
en diferentes formas como: esferas, peliculas, estructuras esponjosas, complejos ligando-
receptor, copolimeros, polipéptidos sintéticos, etc. (Kato ef al., 2000; Mann et al., 1995,
1999; Colfen H et al., 2001, 2004; Neira-Carrillo et al., 2005).

Estudios con diferentes polimeros han permitido controlar selectivamente la
nucleacion, crecimiento cristalino y morfologia de los diferentes polimorfos del CaCOs.
Dado el creciente interés en el conocimiento del comportamiento in vitro de los
diferentes componentes extraidos de gastrolitos de la especie Cherax quadricarinatus y
el rol creciente de los distintos polimeros funcionalizados, capaces de actuar como
aditivos y/o substratos (moldes) orgéanicos en ensayos biomiméticos, es que en la
presente memoria de titulo se estudi6 el efecto en conjunto de las diferentes fracciones
(soluble e insoluble) extraidas de gastrolitos y polimeros sintéticos funcionalizados
utilizando una técnica de retrosintesis biomimética de CaCOs desde sus estadios
precursores amorfos. Se evaluod el rol de tres polimeros sintéticos en los procesos de
nucleacion, crecimiento cristalino, control morfologico y el habito cristalografico del
CaCO; como material inorganico en los ensayos de retrosintesis. La retrosintesis del
CaCO;s se realiz6 mediante difusion de gases como técnica de mineralizacion in vitro
usando fracciones solubles (FS) e insolubles (FI) extraidos de gastrolitos, en presencia
de polimeros sintéticos. Los polimeros sintéticos comerciales utilizados en esta memoria

de titulo fueron los 4cidos fitico (AF), acrilico (APA) y poliaspartico (APS).

14



REVISION BIBLIOGRAFICA

La biomineralizacion o cristalizacion bioldgica es la capacidad de los organismos
vivos de sintetizar minerales, concepto que puede ser entendido como un conjunto
ordenado de eventos moleculares en los cuales macromoléculas y minerales secretados
en solucion, por células especializadas, precipitan y forman estructuras cristalinas en
conjunto, segin un ordenamiento definido. Los materiales inorganicos resultantes asi
formados representan materiales hibridos compuestos por dos fases, una fase inorganica
que usualmente corresponde a sales de Ca’’, y una fase organica compuesta por
macromoléculas organicas como proteinas, polisacaridos, lipidos y mezclas de ellos.
(Heuer et al., 1992; Carreiio, 2004).

La especie Cherax quadricarinatus (von Martens, en 1868) ha sido considerada
como un prometedor modelo biologico de estudio en el campo de la biomineralizacion,
fundamentalmente por cumplir ciertas caracteristicas dadas por la presencia del
exoesqueleto temporal, muda y almacenaje transitorio de fuentes de Ca®".

El exosqueleto en crustaceos otorga al animal capacidades indispensables para su
sobrevivencia como son:

- Capacidad de locomocion: otorgandole estructuras rigidas en su cuerpo
permitiendo el movimiento de sus apéndices articulados.

- Consumo de alimento: mediante la presencia de pinzas y de estructuras bucales
rigidas que permiten la prehension y procesado del alimento.

- Proteccion: gracias a un exoesqueleto rigido que evita en cierto grado el ataque

de los depredadores.

Los crustidceos durante su ciclo de vida experimentan un proceso denominado
muda, el cual se caracteriza por el recambio del exoesqueleto antiguo por uno nuevo con
un aumento de tamafio del cuerpo. Tradicionalmente la muda ha sido clasificada en tres

etapas:
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- Intermuda: Durante la intermuda el animal posee su exoesqueleto completamente
formado, presentando una vida normal y un metabolismo de Ca®" con poca
actividad (Greenaway, 1985; Numonoi, 1939).

- Premuda: En esta etapa existe descalcificacion del exoesqueleto con una gran
pérdida de Ca®" hacia el ambiente, con formacién de reservas de CaCO;3 y con un
aumento de Ca’" en la hemolinfa. Al final del periodo de premuda el animal
aumenta de tamafio mientras su exoesqueleto estd descalcificado (Greenaway,
1985; Numonoi, 1939).

- Postmuda: En esta etapa se ocupan las reservas de Ca’" las cuales aportan un
pequefio porcentaje de lo que el animal necesita para la remineralizacion del
exoesqueleto, aproximadamente entre el 10 y 15 %. La mayor cantidad de Ca*"
se obtiene desde el ambiente, ya sea desde el agua o desde el alimento
remineralizando la cuticula del exoesqueleto y asi recuperando todas las ventajas

otorgadas por ¢l (Greenaway, 1985; Numonoi, 1939).

Existen diferentes formas de almacenamiento de sales de Ca’' en los crustaceos,
dentro las cuales destacan los gastrolitos, la glandula del intestino medio, ciego,
hemolinfa y las concreciones formadas en algunos isopodos.

En la especie Cherax quadricarinatus la forma de almacenamiento de Ca*" estd
dada por la presencia de gastrolitos en su estdmago. Los gastrolitos son concreciones
altamente calcificadas, las cuales se encuentran en la zona cardiaca del estomago de
algunos Decépodos (Greenaway, 1985). Los gastrolitos son reservorios temporales
formados por CaCOj principalmente amorfo (CCA). EL CCA se elimina al momento de
descalcificarse la cuticula del exoesqueleto en el periodo de premuda. El Ca** contenido
en el gastrolito es responsable de la recalcificacion de aproximadamente la décima parte
del exoesqueleto por lo que siempre es necesario extraer Ca’” ya sea del agua o del
alimento (Simkiss y Wilbur, 1989, Greenaway, 1985). La importancia de la biomimética
de materiales mineralizados en crustiaceos y en la especie Cherax quadricarinatus en

. ., 2+ .
particular, se debe a su gran acumulacion de Ca™ en su exoesqueleto y su activo
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metabolismo del Ca®". En este contexto, la biomimética pretende imitar in vitro los
diferentes mecanismos moleculares utilizados por los organismos vivos en la produccion
de los materiales mineralizados de la naturaleza. De esta manera, la biomimética
representa una herramienta de gran aproximacién mecanistica, de incalculable utilidad
para comprender los mecanismos moleculares de produccion de ciertos materiales de
alta complejidad que estan presentes en la naturaleza y nos ayudan a entender como
plantas y/o animales producen biomateriales con funcion especifica (Xu et al., 2006).

Como funcidn especifica de biomateriales podemos citar la fabricacion de “esferas
de CaCOs con factores de crecimiento” utilizadas para estimular el crecimiento de
células del estroma medular de huesos en humanos, de gran utilidad en personas con
fracturas multiples o pérdida masiva de estructuras dseas o en personas de edad
avanzada con dificultad para la regeneracion osea (Green et al., 2004). Otro ejemplo han
sido la produccion de “nanoparticulas magnéticas disefiadas para diagnostico médico y
terapia” utilizadas como marcadores inteligentes en el diagnostico de tumores malignos
mejorando asi el diagnostico con resonancia magnética y/o funcionar en la terapia como
transportadores de drogas y en la hipertermia magnética para estos tumores (Mornet et
al., 2004).

En la presente memoria de titulo estudiamos el efecto que ejercen algunos
polimeros sobre la cristalizacion del CaCOs in vitro en conjunto con moléculas
organizadoras de la cristalizacion presentes en fracciones solubles (FS) e insolubles (FI)
obtenidas desde gastrolitos de la especie Cherax quadricarinatus (Wegner, 2000).

Los polimeros son macromoléculas de gran tamafio y peso molecular variable,
formados por unidades basicas llamadas monomeros, los cuales son iguales entre si
dentro de un polimero. Los polimeros se obtienen por diversos procesos de
polimerizacion controlada, a partir de mondmeros de bajo peso molecular. Un gran
nimero de materiales estdn construidos por polimeros y muchos de ellos son
irremplazables en el actual mundo tecnologico. Sabemos que los polimeros sintéticos
son utilizados en un amplio campo de aplicaciones ya sea industriales, farmacoldgicas,

tecnologicas, biomédicas, etc. Los polimeros presentan un amplio rango de propiedades
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debido a su habilidad de conjugarse con otras moléculas gracias a sus superficies
reactivas y funcionalizables (Colfen y Antonietti. 1998), permitiendo generar moléculas
de alta complejidad, como por ejemplo materiales de altisima resistencia a la tension,
resistencia a la compresion y alta elasticidad al mismo tiempo (Guan et al., 2004). Al
mismo tiempo, los polimeros pueden generar acoplamientos moleculares de diferentes
grupos quimicos ampliando enormemente la posibilidad de generar nuevos materiales
hibridos con diferentes formas y propiedades controladas (Wegner, 2000; Neira-Carrillo,
2008).

En la presente memoria de titulo usamos tres tipos de polimeros, los cuales son

descritos a continuacion:
1. Acido Fitico (AF)

El acido fitico (AF) o &cido hexa-inositol fosforico [CsHe(OPO(OH),)s] es un
acido organico que contiene fosforo y esta presente en los vegetales. El AF se

caracteriza por poseer seis grupos acidicos del tipo acido fosforico. La siguiente figura

muestra la estructura quimica del AF.

Figura 1. Estructura quimica del acido fitico (AF).

El AF es la principal forma de almacenamiento de fosforo en diferentes tejidos

vegetales, especialmente en la cascara de las semillas como el trigo, algunos granos y
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porotos. El fosforo estd en forma biodisponible sélo para los animales rumiantes, los
cuales presentan enzimas digestivas fitasas debido a la presencia de microorganismos en
el rumen. Los estudios tradicionales con AF se han enfocado en su estructura que tiene
la capacidad de unir minerales, proteinas y almidones, y la resultante disminucion de la
absorcion de estos elementos en el tracto gastrointestinal. En el area de la
biomineralizacion el AF ha sido utilizado como un agente precursor de mineralizacion
desde estados amorfos de CaCOs (Xu et al., 2006). Ademas, estudios recientes han
demostrado propiedades favorables para la salud por el uso de AF, que se comporta

como un agente: antioxidante, anticancerigeno, hipocolesterolémico e hipolipidémico.
2.  Acido Poliaspartico (APS)

El acido poliaspartico (APS) es un biopolimero que pertenece al grupo de los
poliaminodacidos, el cual corresponde al polimero del aminoacido acido aspartico. La

siguiente figura muestra la estructura quimica resumida del polimero APS.

o

| NH L'
] \CH/ ",

/

L H,C |

-]

COOH

Figura 2. Estructura quimica del acido poliaspartico (APS).

El APS pertenece a una nueva generacion de polimeros biodegradables, que no
genera toxicidad ni contaminacién por ser soluble en agua y de facil degradacion. Estas
caracteristicas permiten que presente variadas aplicaciones como son: tratamiento de
aguas servidas, agricultura, formulacién de quimicos usados en el hogar, fabricacion de
cosméticos, etc. En el area de la biomineralizacion el APS ha sido utilizado como un

aditivo capaz de estabilizar selectivamente el polimorfo metaestable de aragonita, como

19



un agente capaz de mejorar las interacciones entre interfaces organicas e inorganicas lo
cual es ideal para la construccion de nanoparticulas ensambladas con una arquitectura
mas compleja (Zhang et al., 2006; Colfen, 2008) y como agente activo en la velocidad

de nucleacion de cristales de CaCOsy fosfato de calcio (Ball et al., 2006).

3.  Acido Poliacrilico (APA)

El acido poliacrilico (APA) es el polimero formado a partir del monémero acido
acrilico o acido 2-propenoico. El acido acrilico representa al monémero mas simple con
acido carboxilico capaz de polimerizar. La siguiente figura muestra la estructura quimica

resumida del polimero APA.

’CHZ /CH
/ \ T 2

COOH

Figura 3. Estructura quimica del acido poliacrilico (APA).

El mondémero de acido acrilico y sus ésteres facilmente se combinan entre ellos o
con otros tipos de monomeros como amidas, acrilonitrilos, vinilos, estirenos y
butadienos, reaccionando por sus dobles enlaces formando homopolimeros o
copolimeros los cuales son usados como: adhesivos, elastdmeros, polimeros super-
absorbentes y fibras. El APA y sus derivados muestran un rango muy amplio de
propiedades dependiendo del tipo de mondmeros con el que se polimericen y las
condiciones de la reacciones. En el area de la biomineralizacion derivados del APA han

sido usado como un agente moderador de la cristalizacion de CaCOs (Payne et al., 2007;

Colfen, 2008).
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Por tultimo, en esta memoria de titulo usaremos dos técnicas para la

caracterizacion de los resultados obtenidos.

4. Técnicas de caracterizacion Morfoldégica y Fisico-quimica

4.1 Microscopia electronica de barrido (SEM)

La microscopia electronica de barrido (SEM) es una técnica para la obtencion de
imagenes de superficies con alta resolucion. EI SEM utiliza un haz de electrones que
barre la superficie de la muestra para la obtencion de imédgenes de igual forma que el
microscopio optico utiliza luz visible. Las ventajas del SEM frente a la microscopia
optica son, entre otras, una mayor capacidad de magnificacion (hasta 100.000x) y mayor
profundidad de campo. El microscopio electronico de barrido puede estar equipado con
diversos detectores, entre los que se pueden mencionar: un detector de electrones
secundarios para obtener imagenes de alta resolucion SEI (Secundary Electron Image),
un detector de electrones retrodispersados que permite la obtencion de imagenes de
composicion y topografia de la superficie BEI (Backscattered Electron Image), y un
detector de energia dispersiva EDS (Energy Dispersive Spectrometer) permite colectar
los Rayos X generados por la muestra y realizar diversos analisis e imagenes de

distribucion de elementos en superficies pulidas (Iowa State University, 2009).

4.2 Difraccion de rayos X (XRD)

Es una técnica no destructiva que permite la identificacion cualitativa de la
composicion mineralégica de una muestra cristalina. De esta manera, es posible
reconocer estructuralmente los distintos polimorfos obtenidos del CaCO; durante los
ensayos de retrosintesis biomimética. La técnica de XRD esta basada en la interferencia
optica que se produce cuando una radiacion monocromatica atraviesa una rendija de
espesor comparable a la longitud de onda de la radiaciéon X (University of Cambridge,

2007).
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OBJETIVOS

General:

Conocer el efecto de fracciones solubles e insolubles extraidas de gastrolito de
langosta tenaza roja (Cherax quadricarinatus) sobre la cristalizacion del CaCOs en

presencia de polimeros sintéticos en ensayos de retromineralizacion in vitro.

Especificos:

Realizar ensayos de retromineralizacion usando distintas fracciones, soluble (FS) e
insoluble (FI), extraidas de gastrolito en presencia y/o ausencia de polimeros
mediante la técnica de difusion de gases como técnicas de cristalizacion in vitro.
Conocer la morfologia de los cristales de CaCOj; obtenidos en los diferentes
ensayos de cristalizacion mediante microscopia electronica de barrido (SEM).
Determinar los distintos polimorfos de los cristales de CaCO; obtenidos en los

diferentes ensayos de cristalizacion mediante difraccion de rayos X (XRD).
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MATERIALES Y METODOS

En la presente memoria de titulo se trabajo con gastrolitos extraidos de langosta
tenaza roja (Cherax quadricarinatus) perteneciente al Proyecto FIA (C00-1-DA.113) de
la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile. La figura 4
muestra el proceso de extraccion y purificacion de las distintas fracciones, soluble (FS) e
insoluble (FI), obtenidas desde gastrolitos y de moléculas organicas de proteoglicanos

(PGs) del gastrolito y describe los distintos procedimientos de las distintas etapas

experimentales.
Gastrolitos
Descalcificacion
= r con .y
Fraccion | ] _aci smice [N |Fraccion
Insoluble Soluble
y A
Dialisis, Congelacion, Liofilizaciénl Dialisis, Congelacidn, Liofilizacic')nl
Gastrogel § * |4 M Guanidinal
4 M Guanidina I Columnas
G50 y DEAE
Columnas I
G50 y DEAE .
PG de FS

PG de FI| Esponja! ’ /

Mineralizacion in vitro

*= |ltems para ensayos de remineralizacion

Figura 4: Procedimiento de extraccion y purificacion de FS y FI y de las moléculas organicas
PGs extraidas desde gastrolitos.
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1. Desmineralizacion.

Las dos fracciones (FS y FI) fueron obtenidas a partir de 10 gastrélitos de
aproximadamente 1,5 cms de didmetro cada uno, y con un peso total de 29,99 gr,
extraidos de langosta tenaza roja (Cherax quadricarinatus) mediante desmineralizacion
usando una solucion de acido formico al 10% mantenidas a 4 °C por 7 dias con
reemplazo del sobrenadante dia por medio, hasta descalcificar completamente los
gastrolitos, es decir, hasta que los gastrolitos estuvieran totalmente transparentes y que la
solucion de acido formico no produjera ninguna reaccion visible al ser recién agregada.

Se utilizaron en total 400 ml de solucién de acido foérmico, retirando
aproximadamente la misma cantidad de sobrenadante. De la desmineralizacion se
obtuvieron las dos fracciones (FS y FI) que fueron usadas en los ensayos de
cristalizacion de CaCOs; en esta memoria de titulo. El sobrenadante recuperado
corresponde a la FS y los gastrolitos descalcificados corresponden a la FI, a estos
ultimos los llamaremos gastrogel.

Los términos soluble e insoluble estdn referidos a la presencia de moléculas
organicas de proteoglicanos presentes en el gastrolito y que pueden ser solubles o

insolubles en acido férmico.

2. Dialisis.

La dialisis se realizo para retirar los residuos de acido férmico de las FS e FI en un
volumen de 3 L contra agua deionizada con agitacion constante a 4 °C. Se prepararon
cinco bolsas de dialisis (Molecular Porous Membrane Tubing Spectro/Por (Spectrum))
de 25 cms de largo cada una, las cuales fueron cargadas por separado con el
sobrenadante y los gastrolitos descalcificados recuperados de la desmineralizacion. El
agua deionizada fue cambiada todos los dias y registrado el pH al finalizar cada ciclo. El

criterio de término de la dialisis fue que el pH del agua deionizada fuera igual al del
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agua deionizada de lavado después de un ciclo de didlisis, lo cual corresponde a un dia.

El proceso de dializado dur6 aproximadamente 60 dias.

3. Liofilizacion.

La liofilizacion se realizd6 para remover el agua deionizada presente en el
sobrenadante y secar los gastrogel ya dializados, y proceder al aislamiento de los PGs.
La liofilizacion de las FS y FI (dializadas y previamente congeladas) se realizdé en un
equipo marca CHRIST modelo ALPHA 1-4 a -56 °C. Finalmente, se obtuvieron las dos
fracciones secas, la FS semejante a un pellet de color café claro y la FI semejante a

hojuelas semitransparentes y rugosas.

4.  Aislamiento de proteoglicanos.

La obtencion de la solucion enriquecida en PGs desde las FS y FI del gastrolito se
realizd usando un método descrito por Carrino, et al (2005). Este método consiste en
colocar las diferentes fracciones extraidas desde gastrolitos en presencia de una solucion
Guanidina 4M y el uso de la técnica de cromatografia de intercambio idnico usando
columnas de DEAE y Sephadex G-50 para la concentracion de los PGs. El método se

detalla a continuacion:

4.1. Guanidina 4 Molar.

Inicialmente se preparan 2 soluciones de 10 ml de Guanidina 4M con agua
deionizada, estas soluciones se prepararon para cada muestra por separado de la
siguiente manera:

- Solucion de Guanidina 4M para fraccion soluble: 3,8208 gr de guanidina,
0,0408 gr de acetato de sodio, 783,9 mg de benzamidina, 131,5 mg de acido 6-

amino caproico y 38,3 mg é&cido etileno diamino tetra acético (EDTA).
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- Solucion Guanidina 4M para fraccién insoluble: 3,8209 gr de guanidina,
0,0413 gr de acetato de sodio, 783,2 mg de benzamidina, 131,1 mg de acido 6-
amino caproico y 38,6 mg de EDTA

A cada una de estas soluciones se agreg6 0,0372 gr de la FS y 0,3026 gr de FI a las
respectivas soluciones de Guanidina 4M. Luego se agregaron 100 pl de una solucion de
N-Etilmaleimida (NEM) y 100 pl de una solucién de Fluoruro de metil fenil sulfénico
(PMSF) a cada una de las soluciones de Guanidina 4M y se llevé a pH 5,8.

Estas soluciones fueron preparadas de la siguiente forma:

NEM 12,5 mg + 100 ml metanol
PMSF 1,7 mg + 100 ml metanol
Ambas soluciones fueron filtradas con Millipore, desgasificadas y guardadas

durante un dia a 4 °C con agitacion constante.

4.2. Columnas G-50 y DEAE.

Para la preparacion de ambas columnas se prepararon 3 soluciones Buffer por
duplicado dado que el procedimiento es repetido dos veces ya que las FS y FI son

tratadas por separado. Las composiciones de los Buffer se resumen a continuacion:

Buffer 1:

48,00 gr de urea, 0,88 gr de NaCl, 8,41 gr de acetato de sodio, 0,5 gr de CHAPS
(pH 7,0, Volumen 100 ml en agua deionizada, NaCl 0,15 M).
Buffer 2:

9,6 gr de urea, 0,29 gr de NaCl, 0,08 gr de acetato de sodio, 0,1 gr de CHAPS (pH
7,0, Volumen 20 ml en agua deionizada, NaCl 0,25 M).
Buftfer 3:

9,6 gr de urea, 1,17 gr de NaCl, 0,08 gr de acetato de sodio, 0,1 gr de CHAPS (pH
7,0, Volumen 20 ml en agua deionizada, NaCl 1 M).
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Procedimiento G-50.

Se tomaron 1,7 gr de Resina Sephadex G-50 y se agregd 30 ml de Buffer 1, esto se
dispuso en una pipeta de 30 ml graduada. En la parte inferior de la pipeta se dispuso un
trozo de algodon para retirar el Buffer pero no la resina y en el extremo de la pipeta se
coloc6 una llave de 3 pasos. Se agregd 6 ml de solucion de Guanidina 4M de la
respectiva muestra de FS o FI (sobrenadante en fraccion insoluble) por la parte superior
de la pipeta, al mismo tiempo se fue retirando 6 ml de solucion por el extremo distal de
la pipeta en un tubo de ensayo plastico. Luego se agreg6 1,5 ml de Buffer 1 por la parte
superior de la pipeta y se recolectd 1,5 ml por el extremo distal de la pipeta. Por ltimo,
se agregaron 9 ml de Buffer 1 por la parte superior y se recolectaron 9 ml por el extremo

distal de la pipeta. Estos ultimos 9 ml son utilizados en la columna de DEAE

Procedimiento DEAE.

Se agregaron 4 ml de DEAE-Sephacel, se marco el nivel de la resina y se lavé con
10 ml de Buffer 1 procurando no secar la resina. Luego fueron agregados los 9 ml de la
muestra obtenida de las respectivas columnas de G-50 y descartaron los primeros 6 ml
que salen por la parte inferior de la columna. Luego fueron agregados en el siguiente
orden 10 ml de Buffer 2 y 10 ml de Buffer 3 procurando que la resina no se seque y
retirando por el extremo distal de la columna fracciones constantes de 1,5 ml en 20
tubos. Este método describe que en una serie sucesiva de estos tubos se forma una nube
blanquecina en las soluciones que indica la presencia de PGs. Estos tubos
correspondieron a los niimeros 13, 14, 15, 16 y 17 de la serie de 20.

Luego del aislamiento de los PGs se procedid a su concentracion usando la
liofilizacion, obteniéndose FS y FI enriquecido en PGs de los gastrolitos sin agua, las
cuales fueron almacenadas a 4°C hasta su uso. Del procedimiento de extraccion de los
PGs desde la FI se obtuvo otra subfraccion la cual llamaremos esponja, esta consiste en

los gastrogel de gastrolitos (descalcificados, dializados y liofilizados) obtenidos desde
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Guanidina 4M, por lo tanto no tienen PGs a diferencia de los gastrogel. Se obtuvieron 4

mgy 5 mg de FS y FI respectivamente.

5. Técnica de retrosintesis biomimética

5.1. Fracciones y aditivos para ensayos de Cristalizacion

Los diferentes ensayos de cristalizacion de CaCOs se realizaron usando el método

de difusion de gases (ver Figura 5; Dominguez et al., 1999) y empleando las siguientes

fracciones y aditivos:

5.1.1. Gastrogel:

Fraccion obtenida de la descalcificacion de gastrolitos usando acido formico al

10% y posterior dialisis.

5.1.2. Esponja:

Fraccion obtenida del lavado de los gastrogel con una solucion de Guanidina 4M
para retirar los PGs y posterior lavado con agua deionizada para retirar la Guanidina
remanente.

5.1.3. Fraccion soluble enriquecida en PGs (PG-FS):

Obtenidos a partir del sobrenadante de la desmineralizacion, con posterior dialisis,
liofilizacion y concentracion de PGs segiin el método de Carrino ef al, (2005) a partir de

gastrolitos. Se utiliz6 una solucion de PG-FS de concentracion 64 pg/ml a partir de una

solucion madre acuosa de concentracion 1,6 mg/ml.
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5.1.4. Fraccion insoluble enriquecida con PGs (PG-FI):

Obtenidos a partir de la FI de la desmineralizacion, con posterior dialisis,
liofilizacion y concentracion de PGs segin el método de Carrino et a/, (2005) a partir de
gastrolitos. Se utilizd una solucion de PG-FI de concentracion 64 pg/ml a partir de una

solucién madre acuosa de concentracion 1,6 mg/ml.

5.1.5. Acido poliacrilico (APA):

Se utilizo una solucion de APA obtenida desde Sigma Aldrich de concentracion 64

pg/ml a partir de una solucion madre acuosa de concentracion 1,6 mg/ml

5.1.6. Acido poliaspartico (APS):

Se utiliz6 una solucion de APS obtenida desde Sigma Aldrich de concentracion 64

png/ml a partir de una solucion madre acuosa de concentracion 1,6 mg/ml

5.1.7. Acido fitico (AF):

Se utiliz6 una solucion de AF obtenida desde Sigma Aldrich de concentracién 64

pg/ml a partir de una solucidon madre acuosa de concentracion 1,6 mg/ml
La siguiente tabla muestra las distintas combinatorias de las fracciones FS y FI

obtenidas de los gastrolitos y polimeros comerciales usados en los procesos de

cristalizacion de CaCOs in vitro:
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Ensayo
Aditivo™. 213 5 8 101112 |13 [14]15]16] 17|18 |19
Gastrogel - - - - - - N T P e
Esponja t - - + + |+ | +[+[+]+]+]-
PG-FS -t - + - - +l+l -1 -1-1-2
PG-FT ol i - - - - B R
APA - - + T T T
APS - - e B S A e I

Tabla 1: Combinatorias de fracciones y polimeros comerciales usados en los procesos de
cristalizacion de CaCQOj in vitro. Los signos + y — indican la presencia del aditivo y ausencia de
éste en el ensayo de cristalizacion respectivo.

5.2. Sistema de Difusion de Gases

La figura 5 muestra la cdmara experimental de la cristalizacion in vitro de CaCOs
usado en el método de difusion de gases. Este método consta de una camara fabricada a
partir de una placa Petri con un orificio central en la base en donde se depositan 3 ml de
una solucion de bicarbonato de amonio ((NH4)HCO3) 25 mM. Dentro de esta cdmara de
cristalizaciébn se ubicaron los micropocillos de poliestireno (Hampton Rs., Laguna

Niguel, CA) con las diferentes combinaciones de polimeros y las distintas fracciones

obtenidas de los gastrolitos.

30




Figura 5: Camara experimental para la cristalizacion in vitro de CaCO; mediante difusion de
gases. La solucion de (NH,) HCO; genera espontaneamente una atmosfera saturada de gases de
NHj; y CO,, este Glltimo reacciona con Ca** presente en los micropocillos cristalizando CaCO;,

La fuente de Ca®" es proporcionada por una solucién de cloruro de calcio (CaCly)
200 mM tamponada con una solucion de Tris-(hidroximetil)-aminometano la cual fue
colocada en todos los micropocillos. Cada micropocillo fue llenado con un volumen de
35 pl de la solucioén de CaCl, 200 mM en buffer Tris 200 mM.

Se prepararon distintas soluciones stock de los solidos obtenidos por liofilizacion
de las soluciones enriquecidas con PGs y de cada uno de los polimeros sintéticos con
una concentracion de 1,6 mg/ml respectivamente, y se agregaron 4 ul de estas soluciones
a cada micropocillo dependiendo de la combinacion de aditivos de cada ensayo. Ademas
en algunos micropocillos se agregaron trozos de aproximadamente 3 mm cuadrados de
los sustratos esponja o gastrogel del gastrolito.

La reaccion de precipitacion de los cristales de CaCOs ocurre por la difusion de gas
de dioxido de carbono (CO;) desde el recipiente inferior hacia la camara superior, la cual
reacciona con la soluciéon de CaCl,, como se muestra en el siguiente esquema de

reacciones:
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(NH4)HCO3 (ac) ————— COz(g) + 2NH3(g) + HzO(ac)
COz(g) + CaClz(ac) + 2NH3(g) + HzO(ac) ——— CaC03(s) + 2NH4C1(g)

La reaccion de precipitacion de CaCOs fue realizado a 20°C durante 24 horas.

6.  Caracterizacion Morfoldgica y Fisico-quimica.

6.1. Microscopia Electréonica de Barrido (SEM)

La morfologia de los cristales de CaCOs obtenidos mediante las retrosintesis
biomimética con el método de difusion de gases fue estudiada en un microscopio
electronico de barrido TESLA BS 343A. Los cristales de CaCO; fueron secados a
temperatura ambiente, montadas sobre soportes metalicos y recubiertos con una capa de
oro de 12 nm usando un equipo marca Electron Microscopy Science (Sputter-EMS-550).
La figura 6 ilustra la morfologia de los distintos polimorfos del CaCOj; obtenidos en

ausencia de aditivos.

calcita Aragonita , Vaterita

Figura 6. Imagenes SEM de los polimorfos de CaCOj; (Neira-Carrillo, 2007).

La observacion mediante SEM fue dirigido a dos sectores en las muestras:
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- El primer sector fue el fondo de los micropocillos en los cuales se observaron
cristales de CaCQs. Esto fue realizado en todas las muestras analizadas.

- El segundo sector, fueron los cristales depositados en los sustratos esponja o
gastrogel y correspondian a las muestras N° 2, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20y 21.

6.2. Caracterizacion inorganica mediante Difraccion de Rayos X (XRD).

Para la caracterizacion inorganica de los cristales de CaCOs se utiliz6 la técnica de
Difraccion de Rayos X (XRD). Esta técnica permite la identificacion cualitativa de la
composicion mineralégica de una muestra cristalina. De esta manera, es posible
reconocer estructuralmente los distintos polimorfos obtenidos del CaCO; durante los
ensayos de retrosintesis biomimética. La técnica de XRD esta basada en la interferencia
optica que se produce cuando una radiacion monocromatica atraviesa una rendija de
espesor comparable a la longitud de onda de la radiacion. Los resultados son mostrados
en difractogramas de coordenadas U.I vs. 20, los cuales fueron comparados con
difractogramas estandares de cada polimorfo de los cristales de CaCOj; usando la base de
datos tedricos PCDWIN. Los difractogramas de XRD fueron obtenidos con un
instrumento Siemens D-5000 con radiacion CuKa perteneciente a la Facultad de Fisica
de la Universidad de Chile. Para los andlisis de XRD se utilizaron como sustrato la
esponja y el gastrogel en las muestras N° 2, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20y 21. Y para las muestras 1, 3,4, 5, 6 y 7 que no tenian esponja ni gastrogel se utilizd
un film transparente (alusaplast) en el fondo de los micropocillos sobre los cuales se
depositaron los cristales de CaCOs. Luego de terminado el ensayo de cristalizacion el
alusaplast fue analizado en el difractometro de XRD. El film de alusaplast no influye
sobre los datos entregados por la técnica XRD debido a que difracta a &ngulos muy por
debajo de los angulos de los picos cristalinos de todos los polimorfos de CaCOs,
permitiendo analizar pequefias cantidades de material inorgénico.

La figura 7 muestra los distintos estandares de los polimorfos del cristal de CaCO;
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Figura 7. Difractograma de XRD de los tres polimorfos del cristal de CaCOs.
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De estos estdndares s6lo se utilizaron los datos de intensidades de los dngulos

cuyas intensidades relativas son las 3 mas altas en los respectivos difractogramas, dado

que la presencia de uno so6lo de estos angulos en las respectivas muestras, confirma que

al menos esa fase de ese polimorfo del CaCOs esta presente. Esto fue realizado ya que

los cristales obtenidos estan orientados debido a que la técnica de retromineralizacion, el

tipo de sustrato utilizado (esponja, gastrogel y papel film) y la escasa cantidad de

producto final impiden colocar las muestras en el difractometro de XRD de la forma
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clasica. La forma clasica de posicionar muestras en el difractometro de XRD es
depositar homogéneamente una gran cantidad de material en polvo sobre el porta
muestra dada las caracteristicas de nuestras muestras y poca cantidad de cristales
obtenidos, la cual estaba cristalizada sobre un sustrato que influye en la disposicion de
los cristales y que esta no era homogénea se analizaron los XRD como se describio.

Si las muestras hubieran sido mas abundantes, lo 6ptimo habria sido buscar la
presencia de los 3 datos de &ngulos con intensidades relativamente mas altas de los
estandares dentro de las muestras analizadas y con esto se podria asegurar que ese
polimorfo estd presente en todos sus estadios de formacion. Con estas restricciones se
busco solo la presencia de los 3 angulos con intensidades relativamente mas altas pero
con la salvedad de que s6lo uno o més de uno de estos 3 picos cristalinos mas altos
estuviera presente en la muestra y asegurar la existencia de una fase de un cristal de un
polimorfo especifico.

Es importante destacar, que en una muestra se pueden encontrar simultineamente
mas de un polimorfo del CaCOsy que el analisis de XRD debe ser hecho a la luz de lo

observado en las fotos tomadas por SEM.
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RESULTADOS

Los resultados del andlisis morfologico y cristalografico usando SEM y XRD
respectivamente seran mostrados segin las distintas combinatorias de fracciones
solubles (FS) e insolubles (FI) y polimeros sintéticos usados en los procesos

cristalizacion de CaCOjs in vitro (ver Tabla 1, pag 26).

Los graficos de simulacion de los cristales obtenidos mediante SEM fueron
construidos con los indices de Miller respectivos para cada uno de los angulos con las
intensidades relativas mas elevadas de los estandares obtenidos de los difractogramas de

XRD usando el programa OriginPro 8 SRO v 8,0724.

Los indices de Miller de un plano cristalino estan definidos como los reciprocos de
las intersecciones, que el plano determina con los ejes X, y, z de los tres lados no
paralelos del cubo unitario. La notacion (hkl) se usa para indicar indices de Miller en
sentido general, donde h, k, y 1 son los indices de Miller para un plano de un cristal
cubico de ejes x,y,z respectivamente (Rodriguez, 2008). Estos indices de Miller son
exclusivos para los distintos planos de los cristales de los estdndares de los polimorfos
del cristal de CaCOs y mediante el uso de softwares especiales (JCrystal 2005, Crystal
Morphology Editor & Viewer 1.05) permiten construir o simular replicas morfoldgicas

de los cristales de CaCOj; obtenidas mediante el analisis de SEM.
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1.  Controles
1.1  Esponjay gastrogel
La figura 8 muestra la imagen SEM obtenida de los sustratos esponja y gastrogel

utilizada en los ensayos de cristalizacion de CaCOs, en la cual se observa la morfologia

de estos sustratos mostrando ambos una superficie bastante heterogénea y rugosa.

B o,

Figura 8. Imagen SEM de los sustratos esponja y gastrogel. Superficie de la esponja (A).
Superficie del gastrogel (B).
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1.2 Muestra control Ensayo N° 1

La figura 9 muestra el difractograma de XRD obtenido de los cristales de CaCOs3
del ensayo control N° 1, el cual realizado en ausencia de las fracciones PG-FS, PG-FI y

de los polimeros comerciales, mostrando la presencia de los polimorfos de aragonita y

calcita.
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Figura 9. Difragtograma XRD de los cristales de CaCOj; obtenidos usando el ensayo N° 1.

La figura 10 muestra la imagen SEM obtenida de los cristales del fondo del
micropocillo en el ensayo N° 1, el cual mostrd la presencia de cristales romboédricos
caracteristicos para el polimorfo de calcita de tamafios entre 10-15 pm y pequefios
cristales hexagonales de aproximadamente 5 um de tamafio. Estas se correlacionan con

las imagenes de SEM de los polimorfos del CaCOs (Fig. 6).
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Figura 10. Imagen de SEM que muestra los cristales de CaCO; obtenidos del fondo del
micropocillo usando el ensayo N° 1. Cristales romboédricos y hexagonales (A). Cristales
romboédricos obtenidos usando el ensayo N° 1 (B). Simulacion del cristal de calcita observado
en (B) obtenido usando el Software JCrystal, (2008) (b).
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2.  Muestras con fracciones Gnicas.

A continuacién se presentan los resultados de los XRD y SEM de los ensayos de
cristalizaciéon de CaCOs utilizando un componente constante, es decir esponja, PG-FS,

PG-FI, APA, APS, AF), estos ensayos corresponden a los nimeros N° 2,3,4,5,6y 7.

2.1 Muestra Ensayo N° 2

La figura 11 muestra el difractograma de XRD obtenido de los cristales de CaCOs3
del ensayo N° 2, el cual s6lo contiene el sustrato esponja como aditivo s6lido mostrando

la presencia de los polimorfos de calcita y vaterita.
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Figura 11. Difragtograma XRD de los cristales de CaCO; obtenidos usando el ensayo N° 2.

La figura 12 A y B muestra la imagen SEM obtenida de los cristales de CaCOs
depositados en el fondo del micropocillo del ensayo N° 2, el cual mostro la presencia de
cristales con modificaciones en su estructura romboédrica que corresponden con calcita
modificadas de tamafio mayores al control entre 20-40 um (Fig. 12A) y esferas de
tamafos diferentes entre 5-10 pm y de superficies irregulares similares a vaterita

(Fig.12B). La figura 12 C y D muestra la imagen SEM obtenida de los cristales de
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CaCOs depositados en el sustrato esponja del ensayo N° 2, el cual mostré la presencia de
cristales de calcita con modificaciones en su estructura romboédrica (Fig. 12D) similares
a los cristales observados en el fondo del micropocillo (Fig. 12A) que concuerdan con la
morfologia de calcita con tamafio mayores al control entre 20-40 pm y cristales esféricos
de tamanos entre 5-10 um (Fig. 12C) distribuidos sobre toda la esponja. La nucleacion
de cristales de CaCOs sobre este sustrato no modificé morfologicamente la superficie de

la esponja.

Figura 12. Imagen de SEM que muestra los cristales de CaCO; obtenidos del fondo del
micropocillo (A, a y B) y sobre el sustrato esponja (C y D) usando el ensayo N° 2. Cristales
romboédricos modificados y cristales esféricos de fondo de micropocillo (A). Simulacion del
cristal de calcita observado en (A) usando el Software JCrystal, (2008) (a).Cristales esféricos de
fondo de micropocillo (B). Cristales esféricos sobre esponja (C) Cristales romboédricos sobre
esponja (D).
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2.2 Muestra Ensayo N° 3

La figura 13 muestra el difractograma de XRD obtenido de los cristales del fondo
del micropocillo del ensayo N° 3, el cual solo contiene PG-FS como aditivo mostrando

la presencia de picos cristalinos de los polimorfos de aragonita, calcita y vaterita.
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Figura 13. Difragtograma XRD de los cristales de CaCO; obtenidos usando el ensayo N° 3.

La figura 14 muestra la imagen SEM de los cristales de CaCOj; obtenidos del
fondo del micropocillo en el ensayo N° 3, en esta se observan estructuras cristalinas que
corresponden a calcitas romboédricas caracteristicas con tamafios entre 10-20 pm,
cristales aplanados circulares de tamafios menores entre 5-7 um, y formaciones
policristalinas esféricas con morfologias mas complejas de tamafios un poco mayores
entre 15-20 pm formadas presumiblemente por multiples cristales aplanados mas
pequefios. Las estructuras cristalinas observadas presentaron una distribucion

homogénea en todos los sectores del micropocillo.
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Figura 14. Imagen de SEM que muestra los cristales de CaCO; obtenidos del fondo del
micropocillo usando el ensayo N° 3. Cristales de calcita romboédricos y cristales aplanados (A).
Simulacion del cristal de calcita observado en (A) usando el Software JCrystal, (2008) (a).
Estructura policristalina esférica y cristales aplanados (B). Estructura policristalina esférica con
mayor magnificacion (b).
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2.3  Muestra Ensayo N° 4

La figura 15 muestra el difractograma de XRD obtenido de los cristales del ensayo
N° 4, el cual solo contiene PG-FI como aditivo mostrando la presencia de los polimorfos

de aragonita, calcita y vaterita.
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Figura 15. Difragtograma XRD de los cristales de CaCO; obtenidos usando el ensayo N° 4.

La figura 16 muestra la imagen SEM de CaCO; obtenida de los cristales
depositados en el fondo del micropocillo del ensayo N° 4, en ella se observan dos tipos
de cristales distribuidos de manera homogénea por todo el fondo del micropocillo. El
primer tipo son estructuras policristalinas (Fig. 16A) de tamafios entre 30-40 um de
forma esférica, superficie rugosa, astillada y al parecer formado por multiples cristales
aplanados. El segundo tipo corresponden a cristales de morfologia esférica con una
superficie lisa con pequefias irregularidades (Fig. 16B) de tamafios un poco menor entre

15-20 pm, estas formas concuerdan con la forma clasica de vaterita.
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Figura 16. Imagen de SEM que muestra los cristales de CaCO; obtenidos del fondo del
micropocillo usando el ensayo N° 4. Cristal con forma esférica de superficie rugosa (A). Cristal
con forma esférica de superficie lisa (B).
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2.4  Muestra Ensayo N° 5

La figura 17 muestra el difractograma de XRD obtenido de los cristales del ensayo

N° 5, el cual s6lo contiene APA como aditivo mostrando la presencia de los polimorfos

de aragonita y calcita.
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Figura 17. Difragtograma XRD de los cristales obtenidos usando el ensayo N° 5.

La figura 18 muestra la imagen SEM obtenida de los cristales de CaCOs
depositados en el fondo del micropocillo del ensayo N° 5, en ella se observan sélo
cristales con formas esféricas de tamafios variables entre 2 - 20 um. Estan distribuidas

homogéneamente por todo el fondo del micropocillo, solas o formando pequefos

grupos.
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Figura 18. Imagen de SEM que muestra los cristales de CaCO; obtenidos del fondo del
micropocillo usando el ensayo N° 5. Formas esféricas de tamafios variables (A). Formas
esféricas con mayor magnificacion (B).
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2.5  Muestra Ensayo N° 6

La figura 19 muestra el difractograma de XRD obtenido de los cristales de CaCOs3
del ensayo N° 6, el cual s6lo contiene APS como aditivo mostrando la presencia de los

polimorfos de aragonita, calcita y vaterita.
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Figura 19. Difragtograma XRD de los cristales obtenidos usando el ensayo N° 6.

La figura 20 muestra la imagen SEM de los cristales depositados en el fondo del
micropocillo del ensayo N° 6, en ella se aprecian estructuras cristalinas complejas con
superficie rugosa de formas irregulares y esferoidales y de tamafios que van entre los 5-
50 pm. Similares formaciones cristalinas fueron encontradas so6lo cuando los aditivos
PG-FS y PG-FI fueron usados como aditivo, cristales aplanados podrian estar formando

parte en estas formaciones.
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Figura 20. . Imagen de SEM que muestra los cristales de CaCO; obtenidos del fondo del
micropocillo usando el ensayo N° 6. Cristal esférico rugoso (A). Cristal esférico rugoso con
mayor magnificacion (B).
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2.6  Muestra Ensayo N° 7

La figura 21 muestra el difractograma de XRD obtenido de los cristales del ensayo
N° 7, el cual solo contiene AF como aditivo mostrando la presencia de los polimorfos de

aragonita, calcita y vaterita.
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Figura 21. Difragtograma XRD de los cristales obtenidos usando el ensayo N° 7.

La figura 22 muestra la imagen SEM obtenida de los cristales de CaCOs;
depositados en el fondo del micropocillo del ensayo N° 7, en este ensayo se aprecia un
solo tipo de cristal con una morfologia bastante irregular de superficies rugosas, los
cuales estan distribuidos por todo el fondo del micropocillo de manera homogénea. A
pesar de no poseer una forma definida reconocible si es posible distinguir faces

cristalinas 104 de calcita (Fig. 22B). Sus tamafos van desde los 40 pm hasta los 100 um

aproximadamente.
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Figura 22. . Imagen de SEM que muestra los cristales de CaCO; obtenidos del fondo del
micropocillo usando el ensayo N° 7. Cristales de superficies rugosas (A). Cristales de superficies
rugosas con mayor magnificacion (B).
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3.  Muestras con sustrato esponja y un aditivo.

A continuacién se presentan los resultados de los XRD y SEM de los ensayos de
cristalizacion de CaCOs; utilizando un componente constante, es decir, el sustrato

esponja al cual se les agreg6 un segundo componente (PG-FS, PG-FI, APA, APS, AF).

Estos ensayos corresponden a los nimeros N° 8,9, 10, 11 y 12.

31 Muestra Ensayo N° 8

La figura 23 muestra el difractograma de XRD obtenido de los cristales de CaCOs3

del ensayo N° 8, el cual contiene el sustrato esponja y PG-FS mostrando la presencia de

los polimorfos de aragonita, calcita y vaterita.
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Figura 23: Difragtograma XRD de los cristales obtenidos usando el ensayo N° 8.

La figura 24 A y B muestra la imagen SEM obtenida de los cristales de CaCO;
depositados en el fondo del micropocillo del ensayo N° 8, en esta muestra se observa la
presencia de cristales de calcita dramaticamente modificados de tamafio mayores a los

encontrados en ausencia de aditivos y a los encontrados con un s6lo componente. Los
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cristales presentaron una morfologia alargada con un extremo romboédrico de calcita
con una face 104 y un tamafio de aproximadamente 50 um (Fig. 24A). La figura 24 C y
D muestra la imagen SEM obtenida de los cristales de CaCOj; depositados en el sustrato
esponja del ensayo N° 8, en esta muestra se observan cristales sobre toda la superficie de
este sustrato, los cuales presentaron una morfologia irregular y tamanos variables que
van desde unos pocos pm hasta los 50 um. Los mas regulares poseen caras lisas en sus
extremos romboédricos con una face 104, siendo rugosos en la parte central del cristal.

En algunos se pueden apreciar pequefios cristales esféricos de aproximadamente 2.5 um.

Figura 24. Imagen de SEM que muestra los cristales de CaCO; obtenidos del fondo del
micropocillo (A y B) y sobre el sustrato esponja (C y D) en el ensayo N° 8. Cristales
romboédricos alargados de fondo de micropocillo (A). Cristales romboédricos alargados con
mayor magnificacion (B).Cristales romboédricos alargados sobre esponja (C). Zona del cristal
romboédrico alargado con mayor magnificacion vy cristal esférico (D).



3.2  Muestra Ensayo N° 9

La figura 25 muestra el difractograma de XRD obtenido de los cristales de CaCOs3
del ensayo N° 9, el cual contiene el sustrato esponja y PG-FI mostrando la presencia de

los polimorfos de aragonita, calcita y vaterita.
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Figura 25. Difragtograma XRD de los cristales obtenidos usando el ensayo N° 9.

La figura 26 A y B muestra la imagen SEM obtenida de los cristales de CaCOs3
depositados en el fondo del micropocillo del ensayo N° 9, en esta muestra se pueden
apreciar dos tipos de estructuras cristalinas distribuidas de manera homogénea en todo el
micropocillo. Las primeras formas cristalinas corresponden a cristales romboédricas
irregulares con caras de superficies lisas de tamafio de 50 um aproximadamente. El
segundo tipo de formas observadas corresponden a un gran nimero de agregados
cristalinos esféricos y de superficies relativamente lisas, muy similares a la forma de la
vaterita de aproximadamente 20 um. La figura 26 C y D muestra la imagen SEM
obtenida de los cristales de CaCOj; depositados en el sustrato esponja del ensayo N° 9, se
encuentran agregados cristalinos esféricos en un nimero mayor que en el micropocillo y

de tamafios variables que van entre los 2-5 pm.
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Figura 26. Imagen de SEM que muestra los cristales de CaCO; obtenidos del fondo del
micropocillo (A y B) y sobre el sustrato esponja en el ensayo N° 9. Cristales romboédricos
irregulares y esféricos sobre fondo de micropocillo (A). Cristales esféricos con mayor
magnificacion (B). Formas esféricas sobre superficie esponja (C). Formas esféricas con mayor
magnificacion (D).
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3.3  Muestra Ensayo N° 10

La figura 27 muestra el difractograma de XRD obtenido de los cristales de CaCOs3
del ensayo N° 10, el cual contiene el sustrato esponja y el polimero APA mostrando la

presencia de los polimorfos de aragonita, calcita y vaterita.
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Figura 27. Difragtograma XRD de los cristales obtenidos usando el ensayo N° 10.

La figura 28 A y B muestra la imagen SEM obtenida de los cristales de CaCOs3
depositados en el fondo del micropocillo del ensayo N° 10, en la cual se observa la
presencia de cristales esféricos pequefos con tamafios entre los 2 -5 um con una
superficie lisa. La figura 28 muestra la imagen SEM obtenida de los cristales de CaCOs
depositados en el sustrato esponja del ensayo N° 10, se observan depdsitos cristalinos
irregulares de CaCO; (ver flecha Fig. 28C) sobre la esponja y agregados cristalinos
circulares que irrumpen hacia la superficie del sustrato como una placa cristalina circular
(ver circulo Fig. 28C) de tamanos que van desde los 10 um hasta los 20 pm de didametro
dispuestos sobre toda la superficie de la esponja. La particularidad de estos agregados
cristalinos circulares es que afectan la morfologia de la superficie de la esponja, es decir,
la esponja circundante presenta pliegues concéntricos alrededor de los agregados

circulares.
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Figura 28. Imagen de SEM que muestra los cristales de CaCO; obtenidos del fondo del
micropocillo (A y B) y el sustrato esponja (C y D) en el ensayo N° 10. Cristales esféricos de
fondo de micropocillo (A). Cristales esféricos con mayor magnificacion (B). Cristales
irregulares y agregados cristalinos esféricos sobre esponja (A). Agregados cristalinos esféricos
con aumento mayor (C).
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34  Muestra Ensayo N° 11

La figura 29 muestra el difractograma de XRD obtenido de los cristales de CaCOs3
del ensayo N° 11, el cual contiene el sustrato esponja y APS mostrando la presencia de

los polimorfos de aragonita, calcita y vaterita.
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Figura 29. Difragtograma XRD de los cristales obtenidos usando el ensayo N° 11.

La figura 30 A y B muestra la imagen SEM obtenida de los cristales de CaCOs3
depositados en el fondo del micropocillo del ensayo N° 11, en la cual se observan dos
tipos de estructuras cristalinas, las mas numerosas corresponden a cristales esféricos de
un tamafio promedio de 10 pum dispuestas de manera homogénea por todo el
micropocillo. Ademads, se observan agregados cristalinos de morfologia mas compleja
semejantes a “donuts” (Fig. 30 A y B) con un tamafio de 40 um aproximadamente, las
cuales se encuentran rodeadas por esferas cristalinas mas pequefias de 20 pum de
diametro. Estas “donuts” son de superficie irregular y se encuentran dispuestas de
manera homogénea sobre el micropocillos. La figura 30 C, D y E muestra la imagen
SEM obtenida de los cristales de CaCO; depositados en el sustrato esponja del ensayo
N° 11, se observan agregados cristalinos circulares como “botones” cristalinos de

tamafnos que van desde los 10 um hasta los 20 um de didmetro dispuestos sobre toda la
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superficie de la esponja. La superficie de estos “botones” cristalinos en algunos casos es
rugosa y en otro liso. Ademas podemos mencionar que existe un halo con morfologia
microporosa alrededor de estos botones (Fig.30 B). Es importante sefialar que estos
“botones” cristalinos afectan la superficie de la esponja que esta alrededor de ellos, es
decir, la esponja circundante se ve a veces recogida y con pliegues concéntricos hacia el
“boton” y otras veces se ve erosionada y porosa. Estos agregados cristalinos circulares
se proyectan desde debajo de la esponja y se alcanza a percibir que la superficie de la

esponja esta rota por el efecto de los botones (Fig. 30 E).
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Figura 30. Imagen de SEM que muestra los cristales de CaCO; obtenidos del fondo del
micropocillo (A y B) y sobre el sustrato esponja (C, D y E) en el ensayo N° 11. Agregados
cristalinos semejante a “Donut” sobre micropocillo (A). “Donut” con mayor magnificacion (B).
Superficie esponja y agregados cristalinos circulares o boton cristalino (C). Botones cristalinos
con mayor magnificacion (D y E).
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3.5 Muestra Ensayo N° 12

La figura 31 muestra el difractograma de XRD obtenido de los cristales de CaCO;
del ensayo N° 12, el cual contiene el sustrato esponja y el polimero AF mostrando la

presencia de los polimorfos de aragonita, calcita y vaterita.
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Figura 31. Difragtograma XRD de los cristales obtenidos usando el ensayo N° 12.

La figura 32 A y B muestra la imagen SEM obtenida de los cristales de CaCOs3
depositados en el fondo del micropocillo del ensayo N° 12, en la cual se observa la
presencia de poliagregados cristalinos irregulares (Fig. 32A), de tamaios variables de
hasta 100 um. Se pueden apreciar los componentes de estas estructuras irregulares que
corresponden a cristales prismaticos orientados, definidos, con tamafios de entre 10-20
um de largos y delgados y orientados en la misma direccion desde donde nacen (Fig.
32B). Es importante destacar que dentro de los componentes de estos agregados
cristalinos podemos describir 3 zonas. La primera corresponde a zonas rugosas
irregulares, con agrietamientos transversales. La segunda corresponde a una zona con
cristales prismaticos orientados y la tercera a una zona donde se alojan cristales esféricas
de aproximadamente 5 pum de didmetro (Fig. 32A). La figura 32 C y D muestra la

imagen SEM obtenida de los cristales de CaCOs depositados en el sustrato esponja del
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ensayo N° 12, en la cual se observan estructuras cristalinas irregulares que son muy
parecidas a los cristales observadas con menor aumento en el fondo del micropocillo .
Sin embargo, con mayor aumento estos cristales obtenidos con el polimero AF
presentaron una superficie totalmente desorganizada, irregular y rugosa. Estos agregados
cristalinos tienen un tamafo similar a las obtenidas en el fondo del micropocillo, y se

encuentran formando aglomeraciones sin ningiin ordenamiento preferente.

; : 5
Figura 32. Imagen de SEM que muestra los cristales de CaCO; obtenidos del fondo del
micropocillo (A y B) y sobre sustrato esponja (C y D) en el ensayo N° 12. Cristales irregulares
con formas esféricas y romboédricas que presenta las 3 zonas mencionadas en el fondo del
micropocillo (A). Cristales prismaticos orientados en el fondo del micropocillo (B). Placas
irregulares y rugosas sobre la esponja (C). Placas irregulares y rugosas con mayor magnificacion

D).
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4.  Muestras con sustrato esponja, fraccion PG-FS y un polimero (ensayos N° 13,
14y 15)
A continuacién se presentan los resultados de los XRD y SEM de los ensayos de
cristalizacion de CaCO; utilizando dos componentes constantes, es decir, el sustrato
esponja y PG-FS y que ademads se les agregd un polimero como un tercer componente

(APA, APS, AF), estos ensayos corresponden a los numeros N° 13, 14y 15.

4.1 Muestra Ensayo N° 13

La figura 33 muestra el difractograma de XRD obtenido de los cristales de CaCOs3
del ensayo N° 13, el cual contiene el sustrato esponja, PG-FS y APA mostrando la

presencia de los polimorfos de aragonita, calcita y vaterita.
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Figura 33. Difragtograma XRD de los cristales obtenidos usando el ensayo N° 13.

La figura 34 A y B muestra la imagen SEM obtenida de los cristales de CaCOs3
depositados en el fondo del micropocillo del ensayo N° 13, en la cual se observan
presencia de estructuras cristalinas esféricas muy definidas con una superficie

homogénea y lisa, de tamafios que van desde 1 pm a los 10 um. La figura 34 By C
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muestra la imagen SEM obtenida de los cristales de CaCO3 depositados en el sustrato
esponja del ensayo N° 13, en el cual se observan agregados cristalinos de morfologia
compleja con forma de un “bloque cristalino” de tamafos que van desde los 20 pm hasta
los 30 um de didmetro dispuestos sobre toda la superficie de la esponja. Es importante
destacar que similares estructuras cristalinas fueron observadas cuando sélo el sustrato
esponja y el polimero APA fueron usados (ver Fig. 28), sin embargo la incorporacion de
PG-FS como un tercer componente en el sistema de cristalizacion de CaCOs in vitro
produjo un mayor crecimiento del bloque cristalino (Fig. 34C). El mayor crecimiento del
bloque cristalino afecté en mayor medida la morfologia de la superficie de la esponja
alrededor del sitio de crecimiento mostrando depresiones y pliegues concéntricos hacia
el “bloque cristalino” (Fig. 42c). Estos “bloques cristalinos” se proyectan
perpendicularmente desde la superficie de la esponja hasta 20 um, observandose incluso

ruptura de la superficie de la esponja (Ver flecha en Fig.34 C).
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Figura 34. Imagen de SEM que muestra los cristales de CaCO; obtenidos del fondo del
micropocillo (A y B) y sobre el sustrato esponja (C y D) en el ensayo N° 13. Cristales esféricos
sobre fondo de micropocillo (A). Cristales esféricos con mayor magnificacion (B). Crecimiento
del Bloque cristalino perpendicularmente desde la esponja (C). Mayor magnificacion de
superficie de “Bloque cristalino” (D).
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4.2 Muestra Ensayo N° 14

La figura 35 muestra el difractograma de XRD obtenido de los cristales de CaCOs3
del ensayo N° 14, el cual contiene el sustrato esponja, PG-FS y APS mostrando la

presencia de los polimorfos de aragonita, calcita y vaterita.
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Figura 35. Difragtograma XRD de los cristales obtenidos usando el ensayo N° 14.

La figura 36 A, B y b muestra la imagen SEM obtenida de los cristales de CaCOs3
depositados en el fondo del micropocillo del ensayo N° 14, en la cual se observan
estructuras cristalinas de formas irregulares, esféricas y elipticas de superficie
relativamente lisa. Los tamafos son variable con tamafios desde 1 um hasta 25 um. La
figura 36 C, D y E muestra la imagen SEM obtenida de los cristales de CaCO;
depositados en el sustrato esponja del ensayo N° 14, en la cual se observan agregados
cristalinos circulares de morfologia compleja con forma de “botones cristalinos” de
tamafos que varian entre los 2-30 pm de diametro y distribuidos sobre toda la superficie
de la esponja. La superficie de los “botones cristalinos” mas pequefios es rugosa (Fig.
36D) y en el caso de los grandes es mas liso (Fig. 36C), estos ultimos estan rodeados por
un halo rugoso de aproximadamente 3 pm de ancho. Es importante destacar que

similares estructuras cristalinas fueron observadas cuando solo el sustrato esponja y el
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mismo polimero APS fueron usados (ver Fig. 30), sin embargo la incorporacion de PG-
FS como un tercer componente en el sistema de cristalizacion de CaCOjs in vitro produjo
el mismo tipo de boton cristalino y de mayor aumento (Fig. 34C). El mayor crecimiento
del bloque cristalino afectd en mayor medida la morfologia de la superficie de la esponja
alrededor del sitio de crecimiento mostrando un mayor solevantamiento de la superficie
parecidos a mesetas, debajo de la superficie de la esponja que se hacen mas
pronunciados al acercarse a un boton de mayor tamafio y mostrando pliegues mas
pronunciados alrededor del “boton cristalino” (Fig. 34C). Por otro lado, la figura 36E
muestra la presencia en forma aislada de un material cristalino aislado desorganizado,
pero que con aumentos mayores se ve la presencia de pequefias cristales espiculados

orientadas en la misma direccion de crecimiento de este material.
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Figura 36. Imagen de SEM que muestra los cristales de CaCO; obtenidos del fondo del
micropocillo (A y B) y sobre el sustrato esponja (C, D y E) en el ensayo N° 14. Cristales con
formas irregulares y esféricas sobre micropocillo (A). Cristales elipticos sobre micropocillo (B).
Cristales elipticos con mayor magnificacion (b). Boton cristalino y superficie de esponja (C).
Boton cristalino pequefio obre esponja (D). Estructura cristalina espiculada sobre esponja (E).
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4.3 Muestra Ensayo N° 15

La figura 37 muestra el difractograma de XRD obtenido de los cristales de CaCOs3
del ensayo N° 15, el cual contiene el sustrato esponja, PG-FS y AF mostrando la

presencia de los polimorfos de aragonita, calcita y vaterita.
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Figura 37. Difragtograma XRD de los cristales obtenidos usando el ensayo N° 15.

La figura 38 A y B muestra la imagen SEM obtenida de los cristales de CaCOs3
depositados en el fondo del micropocillo del ensayo N° 15. En algunas de estas formas
cristalinas se puede observar una forma arquitecténica mas compleja con crecimiento en
terrazas de laminas puestas unas sobre otras (Fig. 38A). Con aumentos mayores se
logran observar con mayor detalle los componentes de estas estructuras cristalinas
irregulares (Fig. 38B). Es importante destacar que estructuras cristalinas similares
también se observaron cuando se utilizaron s6lo el sustrato esponja y el mismo polimero
AF (ver Fig. 32), observandose los cristales irregulares con formas esféricas y
romboédricas presentes en las 3 zonas mencionadas (Fig. 38B) como en la figura 32B.
Es importante destacar que dentro de los componentes de estos agregados cristalinos
podemos describir 3 zonas. La figura 38B muestra con mayor detalle los cristales

prismaticos mas cortos, irregulares y esféricos. La figura 38 C y D muestra la
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imagen SEM obtenida de los cristales de CaCOs depositados en el sustrato esponja del
ensayo N° 15, en la cual se muestra con bajo aumento la presencia de estructuras
cristalinas irregulares de superficies rugosas y de tamafios variables de hasta 40 um. Con
aumentos mayores se logran observar con mayor detalle estas estructuras irregulares
(Fig. 48 B) y la presencia de cristales esféricos lisas que van de 2 um hasta 5 pm de
diametro, y también la presencia de cristales triangulares orientados con forma de

dientes de tiburon y de un tamafio regular de 1 pum de largo (Fig. 38 D).

Figura 38. Imagen de SEM que muestra los cristales de CaCO; obtenidos del fondo del
micropocillo (A y B) y sobre el sustrato esponja (C y D) en el ensayo N° 15. Cristales irregulares
de apariencia laminar sobre fondo micropocillo (A). Cristales irregulares con formas esféricas y
romboédricas sobre fondo de micropocillo (B). Cristales irregulares sobre superficie de esponja
(C). Cristales esféricos y cristales triangulares con forma de “dientes de tiburon” (D).
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5. Muestra con sustrato esponja, fraccion PG-FI y un polimero.

A continuacién se presentan los resultados de los XRD y SEM de los ensayos de
cristalizacion de CaCOs, en los cuales contenian dos componentes constantes, es decir,
el sustrato esponja y PG-FI y que ademds se les agregd un polimero como un tercer

componente (APA, APS, AF), estos ensayos corresponden a los nimeros N° 16, 17 y 18.

5.1 Muestra Ensayo N° 16
La figura 39 muestra el difractograma de XRD obtenido de los cristales de CaCOs3
del ensayo N° 16, el cual contiene el sustrato esponja, PG-FI y APA mostrando la

presencia de los polimorfos de aragonita, calcita y vaterita.
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Figura 39. Difragtograma XRD de los cristales obtenidos usando el ensayo N° 16.

La figura 40 A y B muestra la imagen SEM obtenida de los cristales de CaCOs3
depositados en el fondo del micropocillo del ensayo N° 16, en la cual se observan
estructuras cristalinas irregulares esféricas de superficies lisas de tamafios muy variable
que van desde los 10 um hasta 50 um. Abundan pequenas esferas de aproximadamente 5

um de didmetro, los cuales también fueron observados pero solo cuando el sustrato
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esponja'y APA fueron usados (ver Fig. 28). La figura 40 C y D muestra la imagen SEM
obtenida de los cristales de CaCOs depositados en el sustrato esponja del ensayo N° 16,
se observan pequefios depositos cristalinos irregulares de CaCOs sobre la esponja y
agregados cristalinos circulares formando placas cristalinas estratificadas que irrumpen
hacia la superficie del sustrato con superficies rugosas y lisas (ver flecha Fig. 40C). Las
placas presentan un didmetro de 50 um aproximado. Ademas, se aprecian pequeinos
botones cristalinos como agregados cristalinos esféricos (Fig. 40 D y d) con tamafios de
10 um dispuestos homogéneamente sobre la esponja. La superficie de estos “botones”
cristalinos es mas bien rugosa. Se puede observar que estos agregados cristalinos
también afectan la disposicion de la superficie de la esponja que esta alrededor de ellos

mostrando pliegues.
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Figura 40. Imagen de SEM que muestra los cristales de CaCO; obtenidos del fondo del
micropocillo (A y B) y sobre sustrato esponja (C y D) en el ensayo N° 16. Cristales esféricos
irregulares de diferentes tamafios sobre fondo de micropocillo (A). Cristal esférico irregular con
mayor magnificacion (B). Cristales irregulares y agregados cristalinos esféricos y superficie de
la esponja (C). Boton cristalino sobre superficie de esponja (D). Botdn cristalino con mayor
magnificacion (d).
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5.2 Muestra Ensayo N° 17

La figura 41 muestra el difractograma de XRD obtenido de los cristales de CaCOs3
del ensayo N° 17, el cual contiene el sustrato esponja, PG-FI y APS mostrando la

presencia de los polimorfos de aragonita y calcita.
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Figura 41. Difragtograma XRD de los cristales obtenidos usando el ensayo N° 17.

La figura 42 A y B muestra la imagen SEM obtenida de los cristales de CaCOs3
depositados en el fondo del micropocillo del ensayo N° 17, en la cual podrian
describirse 3 tipos de estructuras cristalinas. El primer tipo menos abundante,
corresponde a cristales romboédricos modificados pero bien definidos de caras lisas y de
tamafio promedio de 40 pum (Fig. 42A). El segundo tipo corresponde a agregados
cristalino relativamente esféricos, de superficie irregular y de un tamafio promedio
aproximado de 30 um (Fig. 42A). Finalmente, cristales esféricos muy numerosos con
una superficie relativamente lisa, de un tamafio promedio aproximados de 5 um y que
cubren el micropocillo en toda su extension y que ademas podemos encontrar cubriendo
a los otros dos tipos de estructuras cristalinas (Fig. 42B). La figura 42 C y D muestra la
imagen SEM obtenida de los cristales de CaCOs depositados en el sustrato esponja del

ensayo N° 17, en la cual se observan agregados cristalinos circulares como “botones”
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cristalinos de tamafos que van desde los 5 um hasta los 15 pm de didmetro dispuestos
homogéneamente sobre la esponja. La superficie de estos “botones” cristalinos en
algunos casos es rugosa y en otro liso. Es importante sefialar que estos “botones”
cristalinos también afectan la superficie y textura de la esponja que esta alrededor de ella
como en los casos anteriores donde solo la esponja y el mismo polimero APS (ver Fig.

30) fueron usado en los ensayos de cristalizacion de CaCOs.

Figura 42. Imagen de SEM que muestra los cristales de CaCO; obtenidos del fondo del
micropocillo (A y B) y sobre el sustrato esponja (C y D) en el ensayo N° 17. Vista general de los
3 tipos de estructuras cristalinas sobre el fondo del micropocillo (A). Aumento mayor de 2 de los
3 tipos de estructuras cristalinas (B). Superficie esponja y agregados cristalinos circulares o
botdn cristalino (C). Boton cristalino pequefio con mayor magnificacion (D).
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5.3 Muestra Ensayo N° 18

La figura 43 muestra el difractograma de XRD obtenido de los cristales de CaCOs3
del ensayo N° 18, el cual contiene el sustrato esponja, PG-FI y AF mostrando la

presencia de los polimorfos de aragonita, calcita y vaterita.
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Figura 43. Difragtograma XRD de los cristales obtenidos usando el ensayo N° 18.

La figura 44 A y B muestra la imagen SEM obtenida de los cristales de CaCOs3
depositados en el fondo del micropocillo del ensayo N° 18, en la cual se observa la
presencia de estructuras cristalinas con formas irregulares, de tamafios variables que van
desde los 20 um hasta 50 um (Fig. 44A). Con aumentos mayores (Fig. 44B) se logran
observar con mayor detalle los componentes de estos agregados cristalinos. Estructuras
cristalinas con similar morfologia también fue observada cuando sdlo el sustrato esponja
y el polimero AF fueron utilizados en los ensayos de cristalizacion de CaCOs (ver Fig.
32 A y B). Es posible describir presencia de poliagregados cristalinos irregulares
constituidos con pequefios cristales agrupados no muy bien definidos, cortos e
irregulares y orientados en diferentes direcciones. Ademas, se distinguen la presencia de
estructuras esféricas de aproximadamente 5 pm de diametro. La figura 44 C, D y E

muestra la imagen SEM obtenida de los cristales de CaCO3 depositados en el sustrato

76



esponja del ensayo N° 18, en la cual se observa la presencia de agregados policristalinos
de morfologia compleja caracteristica, de tamafios variables de hasta 100 pm (Fig. 44C).
Con aumentos mayores se logran observar con mayor detalle la ultraestructura cristalina
de estos agregados, en la cual se presencian cristales triangulares orientados con forma
de dientes de tiburén y de un tamaiio regular de 1 pm de largo (Fig. 44D). Ademas, se
observa la presencia de cristales esféricos de tamafios de 5 pm de didmetro (Fig. 44E) en
el centro de la microestructura cristalina y cristales prismaticos orientados de tamafio
aproximado de 5 um. Es importante destacar que estos cristales triangulares orientados
también fueron observados (ver Fig. 38D) s6lo cuando el sustrato esponja y el polimero
AF fueron puesto junto el PG-FS. La disposicion espacial de todas las estructuras
cristalinas parece estar relacionadas en un orden particular que permiten la formacion de

estos agregados policristalinos caracteristicos de morfologia compleja.
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100 pm

Figura 44. Imagen de SEM que muestra los cristales de CaCO; obtenidos del fondo del
micropocillo (A y B) y sobre el sustrato esponja (C, D, d, E y ¢) en el ensayo N° 18. Estructura
cristalinas de formas irregulares sobre fondo de micropocillo (A). Estructura cristalinas de
formas irregulares con mayor aumento (B). Agregados policristalino y superficie de la esponja
(C y D). Aumento mayor de mostrando la presencia de cristales triangulares con forma de
“dientes de tiburon” (d). Estructura cristalina espiculada y cristales esféricos sobre esponja (E).
Aumento mayor de mostrando la presencia de cristales prismaticos orientados (e).
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6. Muestra con sustrato gastrogel y un polimero.

A continuacién se presentan los resultados de los XRD y SEM de los ensayos de
cristalizacion de CaCOs, los cuales contenian el sustrato gastrogel constante y que
ademas se les agregd un polimero (APA, APS, AF) como un segundo componente como

aditivo, estos ensayos corresponden a los nimeros N° 19, 20y 21.

6.1 Muestra Ensayo N° 19

La figura 45 muestra el difractograma de XRD obtenido de los cristales de CaCOs3
del ensayo N° 19, el cual contiene el sustrato gastrogel y APA mostrando la presencia de

los polimorfos de aragonita, calcita y vaterita.
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Figura 45. Difragtograma XRD de los cristales obtenidos usando el ensayo N° 19.

La figura 46 A y B muestra la imagen SEM obtenida de los cristales de CaCOs3
depositados en el fondo del micropocillo del ensayo N° 19, en la cual se observa la
presencia de cristales esféricos pequefios con tamafios entre los 2 -7 um con una
superficie lisa y en algunos casos con grietas en su superficie. Similares cristales

esféricos fueron observados cuando el APA fue usado en presencia del sustrato esponja
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(ver Fig. 28 A y B). La figura 46 C y D muestra la imagen SEM obtenida de los cristales
de CaCOs; depositados en el sustrato gastrogel del ensayo N° 19, se observan dos zonas
definibles sobre el gastrogel. La primera zona esta conformada por placas cristalinas de
superficie irregular y rugosa (ver flecha en la Fig. 46 C). Las placas llegan a cubrir zonas
de mas de 300 um de largo por 100 um de ancho. La segunda zona corresponde
agregados cristalinos circulares que irrumpen hacia la superficie del gastrogel como una
placa cristalina circular las cuales presentan cristales esféricos de aproximadamente 3
um de diametro en el centro (Fig. 46D). Estos agregados cristalinos circulares no afectan
mayormente la morfologia de la superficie del gastrogel alrededor de los agregados

circulares.
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Figura 46. Imagen de SEM que muestra los cristales de CaCO; obtenidos del fondo del
micropocillo (A y B) y sobre el sustrato gastrogel (C y D) en el ensayo N° 19. Cristales esféricos
del fondo de micropocillo (A). Cristales esféricos con mayor magnificacion (B). Placas de
superficie irregular y rugosa sobre gastrogel (C). Agregados cristalinos esféricos con aumento
mayor (D).
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6.2 Muestra Ensayo N° 20

La figura 47 muestra el difractograma de XRD obtenido de los cristales de CaCOs3
del ensayo N° 20, el cual contiene el sustrato gastrogel y APS mostrando la presencia de

los polimorfos de aragonita, calcita y vaterita.
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Figura 47. Difragtograma XRD de los cristales obtenidos usando el ensayo N° 20.

La figura 48 A y B muestra la imagen SEM obtenida de los cristales de CaCOs
depositados en el fondo del micropocillo del ensayo N° 20, en la cual se observa se
observa la presencia de cristales esféricos pequefios con tamafos entre los 2 -5 um con
una superficie lisa. La figura 48 C y D muestra la imagen SEM obtenida de los cristales
de CaCOj; depositados en el sustrato gastrogel del ensayo N° 20, en la cual se observa la
superficie del gastrogel y la presencia de pequefios cristales esféricos de
aproximadamente 3 um de didmetro, las cuales se fusionan formando agregados
cristalinos mayores. Es importante destacar que no se aprecia que estas estructuras

deformen la superficie del gastrogel.
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Figura 48. Imagen de SEM que muestra los cristales de CaCO; obtenidos del fondo del
micropocillo (A y B) y sobre el sustrato gastrogel (C y D) en el ensayo N° 20. Cristales esféricos
sobre micropocillo (A). Cristales esféricos con mayor magnificacion (B). Cristales esféricos
sobre gastrogel (C). Cristales esféricos con mayor magnificacion (D).
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6.3 Muestra Ensayo N° 21

La figura 49 muestra el difractograma de XRD obtenido de los cristales de CaCOs3

del ensayo N° 21, el cual contiene el sustrato gastrogel y AF mostrando la presencia de

los polimorfos de aragonita, calcita y vaterita.
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Figura 49. Difragtograma XRD de los cristales obtenidos usando el ensayo N° 21.

La figura 50 A y B muestra la imagen SEM obtenida de los cristales de CaCOs3
depositados en el fondo del micropocillo del ensayo N° 21, en la cual se observan 2
tipos de estructuras cristalinas. El primer tipo corresponde a agregados policristalino
irregulares de tamafios que va desde los 10 pm a los 20 pm (Fig.50A) formadas por
cristales mas pequenios y dispuestos en la misma direccion desde su origen. El segundo
tipo de estructuras corresponden a cristales esféricos de superficie lisa con tamafios
regulares de 10 um (Fig. 50B). La figura 50 C y D muestra la imagen SEM obtenida de
los cristales de CaCOj; depositados en el sustrato gastrogel del ensayo N° 21, en la cual
se observan agregados cristalinos como placas irregulares de superficie rugosa con

tamafios maximos de 100 um formadas por cristales mas pequefios y depositados en
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multiples direccion. Nuevamente se observa que el crecimiento de estos cristales no

modifica la superficie del gastrogel.

Figura 50. Imagen de SEM que muestra los cristales de CaCO; obtenidos del fondo del
micropocillo (A y B) y sobre el sustrato gastrogel (C y D) en el ensayo N° 21. Cristal irregular
sobre fondo de micropocillo (A). Cristal esférico sobre el fondo de micropocillo (B). Agregados
cristalinos como placas irregulares sobre gastrogel (C). Aumento mayor de los agregados
cristalinos como placas irregulares (D).
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DISCUSION

El gastrolito al igual que otros modelos de biomineralizacién como conchas de
moluscos, corales, huesos, dientes, cascara de huevo corresponden a bioceramicas
constituidas por dos fases, una inorganica y otra orgéanica. La fase inorgénica constituye
el mayor porcentaje de la bioceramica (sobre el 95%), y la fase organica esta constituida
por macromoléculas bioldgicas la cual alcanza una pequefia fraccion del material
hibrido, sin embargo juega un papel decisivo en el control de la nucleacion, crecimiento
y morfologia de los cristales de CaCOs (Lowenstam y Weiner, 1989).

En estudios previos realizados en gastrolitos en este laboratorio se determind que
su estructura esta organizada por multicapas del biopolimero de quitina dispuestas
concéntricamente (Navarrete, 2004; Huxley, 1880). Esta disposicion permite que el
material inorgénico se deposite de manera ordenada, funcionando como una plataforma
organizadora de la cristalizacion del CaCOs, situacion que fue observaba en algunos de
los ensayos de cristalizacion de esta memoria de titulo y que serd discutido mas adelante.

En estudios anteriores usando las técnicas de caracterizacion de difraccion de rayos
X (XRD), espectroscopia fotoelectronica de rayos X (XPS) y espectroscopia de
infrarroja (FTIR) se determind que el gastrolito estd compuesto principalmente por
CCA, el cual podria eventualmente cristalizar como calcita al variar las condiciones de
humedad durante su analisis por XRD (Navarrete, 2004), esto también fue observado en
esta memoria de titulo y evaluado comparando XRD y SEM.

Por otro lado, se ha determinado que la presencia de los PGs al igual que otras
moléculas organicas cumplen un rol importante en la biomineralizacion ya que serian los
responsables de la nucleacion y distribucion de los cristales de CaCOs, controlando
ademas su produccion (Fernandez et al., 2001), este efecto también fue observado en
nuestros ensayos de cristalizacion que contenian PGs, Gastrogel o Esponja como
aditivos, lo cual estd en concordancia con estudios previos que confirman que en el

gastrolito se encuentran diferentes tipos de PGs como dermatéan sulfato, queratan sulfato
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y condroitin sulfato, presentes en muy pequeia cantidad asociados intimamente a capas
de quitina (Navarrete. 2004).

En esta memoria de titulo se observaron diferentes morfologias mediante SEM y se
determinaron diferentes polimorfos de CaCO; mediante la técnica de XRD. La
nucleacion y el crecimiento de los cristales de CaCOj; fue modificada significativamente
en los diferentes ensayos de cristalizacion dependiendo de la presencia de las distintas
fracciones (PG-FS, PG-FI) y polimeros (APA, APS y AF) usados como aditivos. Esta
observacion experimental concuerda con lo descrito en literatura acerca del rol
moderador sobre la cristalizacion del CaCO; de moléculas bioldgicas y sintéticas
dependiendo de la estructura quimica de ésta. Ademas, en el fondo de los micropocillos
se observaron similares morfologias de los cristales de CaCOs cuando se utilizaron los
sustratos esponjas o gastrogel. Este efecto es igual al proceso de difusion de moléculas
de aditivos que observo Carrefio (2004) usando polimeros funcionalizados depositados
sobre filtros los cuales difunden hacia la solucidon explicando la similitud en la
morfologia de los cristales de CaCOs3 depositados tanto en el micropocillo como sobre
los sustratos.

En el analisis de las imagenes de SEM de los cristales de CaCO; obtenidos en los
micropocillos en presencia del sustrato gastrogel con los diferentes polimeros
comerciales, APA en el ensayo N° 19 (Fig. 46A), APS en el ensayo N° 20 (Fig. 48A) y
con AF en el ensayo N° 21 (Fig. 50B) se observo que cuando el gastrogel fue usado
como sustrato mostrd una tendencia a formar cristales de CaCOj esféricos con pequeias
variaciones morfoldgicas las cuales fueron depositados en el fondo del micropocillo.
Estos cristales circulares esféricos similares a vaterita de tamafios entre 2 a 5 um son
similares a los cristales de CaCOj; esféricos de 5 pum reportados por Ouhenia (2008) en
presencia de acido poliacrilico.

También en el analisis de las imagenes SEM de los cristales de CaCO; obtenidos
sobre el sustrato gastrogel con los diferentes polimeros comerciales, APA en el ensayo
N° 19 (Fig. 46 C y D) y APS en el ensayo N° 20 (Fig. 48 C y D) se observan cristales

esféricos con un halo polimérico claramente visible con un tamafo variable entre 3-10

87



um y cristales esféricos de tamafios entre 2 a 5 um respectivamente. Es importante
destacar que la morfologia de los cristales de CaCOs; difieren con respecto a los
obtenidos sobre gastrogel cuando el AF fue usado (Fig. 50 C y D), lo cual es atribuido al
efecto precursor de estadios amorfos del polimero AF presente como aditivo (Xu et al.
2006). Similares cristales de CaCOs esféricos encontrados sobre el gastrogel (Figuras
46C, 48 C y D) han sido obtenidas en presencia de polidcido lactico por Gorma (2007) y
por Neira-Carrillo (2005), este ultimo trabajando en ensayos de mineralizacion de
CaCOs; con quitosano en presencia de APA identificando la presencia de una fase amorfa
del CaCOs. Al mismo tiempo Gower y Odom (2000) describen al utilizar APS Ia
formacion de un film cristalino por acumulacion de pequenas gotas de CaCO; y de
calcita. La formacion del film inorganico se genera al interaccionar interfacialmente dos
gotas de CaCOs. Este mecanismo podria ser aplicado a las morfologias observadas
cuando el sustrato gastrogel y los polimeros APA y APS fueron usados (Figuras 46D y
48D), es decir que al existir coalescencia entre las estructuras simples de CCA, estas se
agregan formando films inorgénicos de caracter amorfo sobre el sustrato gastrogel.

Por otro lado, los cristales de CaCOs obtenidos sobre el sustrato gastrogel con el
polimero comercial AF (Fig. 50 C y D) usado en el ensayo N° 21 presentan una notable
similitud con los cristales de CCA reportado por Hyun Sook Lee (2005) obtenidos en
presencia de Etanol. Cuando el polimero AF es usado, la morfologia de los cristales de
CaCQOs difieren notablemente y una morfologia irregular es observada atribuido al efecto
inductor de estadios amorfos del AF. En este ensayo de cristalizacion se distinguen la
formacion de agregados cristalinos de CCA desorganizados morfoldogicamente sobre el
gastrogel y en menor medida en el fondo del micropocillo.

De los ensayos de cristalizacion realizados, podemos decir que el sustrato
gastrogel present6 un fuerte efecto sobre la nucleacion y moderacion de la cristalizacion
del CaCOj; superior al efecto moderador de los polimeros APA y APS, pero menor al
efecto producido por AF bajo estas condiciones experimentales. En los ensayos de
cristalizaciéon que contenian AF y gastrogel se observaron formaciones amorfas

similares a las observadas en el ensayos que solo contenia AF como aditivo, lo cual
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concuerda con lo descrito por Xu et al.(2006) en cuanto a su rol precursor de estadios
amorfos de CaCO;.

En las imagenes de SEM de los cristales de CaCO3 obtenidos en los micropocillos
en presencia del sustrato esponja en el ensayo N° 2 (Fig. 12) se pudo apreciar el efecto
modulador de este sustrato sobre la morfologia de los CaCOj; depositados sobre ella
durante el crecimiento cristalino in vitro. En este ensayo cristalino tuvo lugar el proceso
de difusion de moléculas organicas que posiblemente estén presentes aun en la esponja
permitiendo la formacion de los mismos cristales de CaCO3 en el micropocillo y sobre la
esponja, similar efecto también fue descrito por Carreio (2004). En la figura 12 A y D
podemos observar cristales similares morfologicamente a calcita y la presencia de
agregados cristalinos esféricos (Fig. 12D), muy similares a las particulas de CCA
estabilizadas por An-Wu (2005) en un medio con AF.

En el analisis de las imagenes de SEM de los cristales de CaCOs obtenidos sobre el
sustrato esponja en presencia de los polimeros APA y APS con las fracciones de PGs en
las diferentes combinatorias de los ensayos cristalinos (Figuras 28 Cy D; 30 C, D y E;
34CyD;36 CyD; 40 C,Dyd; 42 Cy D) se observaron estructuras similares a las
encontradas por Navarrete (2004) en ensayos de retromineralizacion con gastrolitos de
Cherax quadricarinatus. A este tipo de estructuras cristalinas se las denomin6 cristales
“rosetas” descritas por Navarrete (2004) observadas en ensayos en los que se uso
gastrogel como sustrato. Estas “rosetas”, “botones cristalinos” o “bloques cristalinos”
como son descritos en la presente memoria de titulo aparecieron en un nimero acotado
de muestras en las cuales siempre habia como factor comun, la presencia de APA o APS
y esponja, no asi con gastrogel. No hubo modificaciones de la superficie de la esponja
cuando se us6 el polimero AF como aditivo y s6lo se observaron agregados cristalinos
irregulares y esféricos depositados sobre las esponjas (Figuras 38 Cy D; 44 C,D,d,Ey
e). La presencia de la nucleacion de los cristales “rosetas” o botones cristalinos modifico
la forma y la continuidad de la superficie de la Esponja, las diferencias morfoldgicas de
ésta, creemos que puede deberse a que se encuentran en diferentes estadios de

crecimiento del boton y bloque cristalinos. El crecimiento de las “rosetas” podrian ser
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explicado como un crecimiento de cristales de CaCO;3; que ocurre en el interior del
sustrato esponja y crece hacia la superficie acumulandose sobre ésta y modificando la
superficie de la esponja llegando incluso a romperla. El solevantamiento se puede
observar en las figuras 30C y 36C mientras que el rompimiento de la superficie de la
esponja puede ser claramente observado en la figura 34C. Es importante recordar que el
sustrato esponja se obtiene desde el gastrolito después de retirar los PG-FI del gastrogel,
por lo tanto se deberia estar minimizando el factor modulador de los PGs sobre la
formacion de cristales de CaCO;, esto explica la presencia de los ‘“botones” y
crecimiento de los “bloques cristalinos”, la cual estaria intimamente ligada a la presencia
de fibras de quitina en la esponja (Huxley et al. 1880 y Navarrete 2004) mas que al
efecto modulador de las moléculas de PGs o de los polimeros.

Un caso particular representa la presencia del polimero AF durante el ensayo con
el sustrato esponja (Figuras 32 C y D; 38C; 44B). Hay que recordar que el AF ha sido
usado como un agente precursor de mineralizaciéon desde estados amorfos de CaCO;
(Xu et al., 2006). Cuando el AF se us6 durante nuestros ensayos, el crecimiento de los
cristales tipo Botones fue inhibido y no fueron observados sobre la superficie del
sustrato esponja. El crecimiento de cristales de CaCOj; resultd muy similar a los cristales
estabilizados en medio alcohdlico reportado por Hyun Sook Lee (2005) los que
correspondian a CAA. En el caso del AF (Fig. 44B) del ensayo N° 18 se muestran
cristales de CaCOs en el fondo del micropocillo, los cuales corresponden a formaciones
semejantes con CCA descrito por Hyun Sook Lee (2005), no descartandose la presencia
de algtn otro polimorfo cristalino del CaCOs. Esta muestra fue la tinica en la que no se
pudieron apreciar formaciones amorfas sobre la superficie de la esponja, las razones

seran discutidas cuando se aborde la influencia del PG-FI como aditivo.
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A continuacién se discutiran los efectos de los polimeros comerciales (APA, APS
y AF) en los ensayos de cristalizacion de CaCOs3

En el area de la biomineralizacion derivados del APA han sido usado como un
agente moderador de la cristalizacion de CaCO; (Payne et al., 2007; Colfen, 2008).
Diferentes estudios usando APA como aditivo en ensayos de cristalizacion de CaCOs
han sido reportados en la literatura, dentro de ellas podemos mencionar los trabajos de
Jiaguo Yu (2004), quien controlando variables como la concentracion del APA y la
temperatura pudo obtener diferentes morfologias de calcita encontrando formas cubicas,
elipsoidales, romboédricas, etc. Por otro lado, Ouhenia et al. (2008), logro estabilizar el
polimorfo de vaterita ocupando las mismas variables y Xu-Ron Xu (2008) logrd obtener
CCA estable. Es importante destacar que estos tres investigadores ocupando las mismas
variables (concentracién y temperatura) lograron estabilizar diferentes polimorfos
cristalinos. Esto sugiere que para conocer el rol de un polimero como aditivo es
importante conocer las condiciones y variables experimentales del ensayo de
cristalizacion in vitro.

El uso del polimero APA en nuestros ensayos de cristalizacion de CaCOs (Figuras
18 AyB;28 AyB;34 AyB; 40 Ay B; 46 A y B) mostrd una similar tendencia a la
formacion de vaterita esféricas como se ha reportado en literatura por Ouhenia (2008).
Es importante destacar que Ouhenia ocupd moléculas organicas de PGs ademas de APA
observandose la presencia de una aglomeracion de pequeios cristales esféricos de
tamafio aproximado de 2-4 um con formacion de estructuras mas complejas de mayor
tamafio entre 10 a 40 um. Este mismo hallazgo fue encontrado usando la fraccion de
PG-FI con APS como polimero (Fig. 42 A y B).

Usando APA las imagenes SEM de los cristales de CaCO; en el fondo de los
micropocillos mostraron la formacion de vaterita mientras que al analisis de XRD de los
cristales obtenidos s6lo con APA no fueron encontrados picos cristalinos de vaterita
(Ensayo N° 5). Hay que recordar que debido a la poca cantidad de cristales obtenido en
estos ensayos de cristalizacion y que la técnica de XRD fue adaptada para estos analisis

es posible que existan otras fases de la vaterita menos intensas que pudieron estar
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presentes pero que no fueron detectadas. Del andlisis morfoldgico de los cristales
obtenidos en presencia APA en conjunto con los sustratos esponja o gastrogel creemos
que el deposito cristalino de vateritas esféricas fue gobernado enormemente por la
presencia de estos sustratos mas que por el efecto del APA como aditivo. Nuestros
resultados presentados aqui concuerdan con lo descrito en literatura, ya que el APA ha
mostrado efectos diferentes dependiendo de la concentracidon y temperatura usados en
los experimento de cristalizacion. Es importante destacar que APA presentd un efecto
modificador real, resulta interesante conocer bajo que variables se expresa el efecto
modulador deseado.

Con respecto al APS, éste ha sido utilizado como un aditivo capaz de estabilizar
selectivamente el polimorfo metaestable de aragonita, como un agente capaz de mejorar
las interacciones entre interfaces organicas e inorganicas lo cual es ideal para la
construccion de nanoparticulas ensambladas con arquitectura compleja (Zhang et al.,
2006; Colfen, 2008) y como agente activo en la velocidad de nucleacion de cristales de
CaCOsy fosfato de calcio (Ball et al., 2006).

El uso del polimero APS en nuestros ensayos de cristalizacion de CaCO3; mostro
una tendencia similar a la formacion de aragonita como se ha reportado en literatura. La
figura 20 A y B muestra las imdgenes SEM de los cristales de CaCOs obtenidos en
presencia del polimero APS en el micropocillo en el ensayo N° 6, lo que concuerda con
los cristales de aragonita reportado por Arias y Ferndndez (2003), y con los estudios de
Zhang et al. (2006) y Colfen (2008) en relacion a la capacidad del APS en estabilizar el
polimorfo de aragonita. Por otro lado, cristales espiculados caracteristicas del polimorfo
de aragonita (Fig. 36E) similares a lo obtenido por de Zeshan Hu ef al. (2008) en
presencia de magnesio fueron encontrados cuando el polimero APS fue utilizado en
presencia del sustrato esponja. Sin embargo, esto no fue una tendencia en el resto de las
muestras en las cuales el APS fue usado como aditivo, este hallazgo experimental
sugiere que el efecto formador de aragonita descrito para APS, puede estar influenciado

por la presencia que producen los otros polimeros usados y/o el sustrato gastrogel.
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Con respecto a los cristales de CaCOs3 obtenidos en el fondo de los micropocillos
usando el polimero APS (Figuras. 30 Ay B; 36 Ay B; 42 Ay B; 48 A y B) se puede
apreciar una similitud en la morfologia de los cristales de vaterita y en la coalescencia
entre las pequenas esferas, las que forman estructuras mas grandes e irregulares, a lo
reportado por Roqué ef al. (2004) quien también ocupd APS.

Finalmente del analisis morfologico de los cristales de CaCO; obtenidos en
presencia del APS la tendencia fue observar depositos cristalinos de formas amorfas
atribuibles mas al efecto de los respectivos sustratos que al APS con la excepcion ya
mencionada del sustrato esponja en el ensayo N° 14 (Fig. 36E) en la cual se encontraron
espiculas concordantes con cristales de aragonita.

El tercer polimero utilizado fue el AF, el cual mostr6 mediante SEM resultados
que concuerdan con estudios previos reportados por Xu (2006), quien lo utilizdé como un
agente inductor de nanoparticulas de CaCOjs estabilizadas por AF.

El uso del polimero AF en nuestros ensayos de cristalizacion de CaCO3; mostro
similares resultados en relacion a la capacidad de actuar como un precursor de
mineralizacion desde estados amorfos de CaCO;, aunque se presentan casos con
morfologias que claramente no se asemejan a CCA pero que podrian ser explicados por
la presencia de terceros componentes usados como aditivos en dichas muestras.

La figura 22 A y B muestra las imagenes SEM de los cristales de CaCOs
obtenidos en presencia del polimero AF como tnico aditivo en el micropocillo en el
ensayo N° 7, en la cual podemos observar una morfologia irregular de los cristales de
CaCOs;. A pesar de no poseer una forma definida reconocible si es posible distinguir
fases cristalinas 104 de calcita en combinacion con otros polimorfos del CaCOs (Fig.
22B) Estas formas fueron encontradas en diferentes ensayos en los cuales estaba
presente el acido fitico (micropocillos de ensayos N° 7, 12 y 15). Ademés se pudo
observar una tendencia en las muestras que tenian AF y esponja o gastrogel como
sustrato (Figuras 32 Cy C; 38 C; 44 A y B; 50 C y D), a la formacion de material
amorfo sobre el sustrato comparable al CCA estable fabricado en medio de etanol

obtenido por Hyun Sook Lee (2005). También se pudo observar en las imdgenes de
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SEM en el micropocillo en el ensayo N° 12 (Fig. 32 A y B), la aglomeracion de cristales
de CaCO; pequetios romboédricos y otros esféricos, obtenidos en presencia del polimero
AF con el sustrato esponja. Estos son similares a los cristales de calcita y vaterita
encontrados en lo realizado por Ouhenia (2008) quien ocup6 polimeros moduladores de
la formacion de distintos estadios de CaCO; También se observo la presencia de
cristales prismaticos (Fig. 32B), presumiblemente de aragonita, orientados alrededor de
los cristales de vateritas, ellos también fueron reportados por Zeshan Hu (2008) en
ensayos en presencia de magnesio. Finalmente, en los ensayos N° 15 y N° 18 cuando el
sustrato esponja fue usado en conjunto con AF y PG-FS (Fig. 38D) o AF y PG-FI (Fig.
44 C, D, d, E y e) se observan cristales de CaCOj; con una morfologia muy particular
correspondientes a formaciones triangulares espiculadas y dentadas. Esto es similar a los
cristales de calcita y aragonita reportados por Krishna (2005) quien trabajé con
polimeros y copolimeros derivados de acrilamida funcionalizada con grupos sulfonicos
(Acrylamido methyl propane sulphonic acid (AMPS)) y especificamente con el poly
(acrylamide-co-acrylamido-2-methyl-1-propane sodium sulfonate co-vinyl alcohol)
[poly (AM-NaAMPS-VA) usando miniemulsion como sistema de mineralizacion. La
formas cristalinas observadas en nuestros ensayos con respecto a este polimero se
correlaciona con lo reportado por Xu et al.2006, en cuanto a la formacién de precursores
amorfos y ademds concuerdan con las muestras que ademas contenian esponja y PG-FS
o PG-FL

Con respecto a los cristales de CaCOj; obtenidos en los ensayos de mineralizacion
en presencia solo de las PG-FS y PG-FI (Figuras 14 A y B; 16 A y B respectivamente),
encontramos en ambos casos cristales de aragonita similares a los reportados por Arias y
Fernandez (2003), quienes trabajaron en ensayos de mineralizacion usando proteinas
solubles extraidas de néacar de conchas de moluscos. Es importante destacar que la
diferencia que se observo entre la PG-FS y PG-FI en nuestros ensayos fue la aparicion
de cristales similares a calcita con la fraccion PG-FS (Fig. 14A) y formas cristalinas
similares a vaterita con la PG-FI (Fig. 16B), ambos cristales pueden compararse a los

cristales observados por Ouhenia (2008).
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En las imagenes de SEM de los cristales de CaCO; obtenidos en presencia de las
fracciones organicas PG-FS (Fig. 24) y PG-FI (Fig. 26) en presencia del sustrato esponja
en los ensayos N° 8 y N° 9 respectivamente, se observan estructuras cristalinas similares
en los fondos de los micropocillos entre muestras (Figuras 24 Ay B; 26 Ay B), y
diferencias sobre las superficies de los sustratos esponjas respectivas (Fig. 24 C y D; 26
C y D). Cristales de CaCOs con similares morfologia a los obtenidos en estos ensayos
han sido reportados por diferentes autores como por ejemplo, cristales de vaterita
reportados por Ouhenia (2008) y cristales de calcita obtenidos por Arias (2003 y 2004) y
Altay (2005). En el caso de Arias, los cristales de calcita fueron obtenidos usando
proteinas solubles de la capa prismatica de la concha de moluscos y en el de Altay los
cristales fueron obtenidos en ensayos de cristalizacion en presencia de EDTA. La
morfologia de los cristales que fueron diferentes entre las PG-FS e PG-FI depositados
sobre la superficie de las esponjas, se observo solo la presencia de cristales
romboédricos similares a los encontrados sobre el micropocillo en el ensayo con PG-FS
(Fig. 24 C y D), mientras que con la PG-FI (26 C y D) se encontraron estructuras
similares a las particulas de CCA estable obtenidas por An-Wu (2005).

Finalmente, de lo visto en las muestras obtenidas en presencia del sustrato esponja
con las fracciones organicas PG-FS y PG-FI (ensayos N° 13, 14, 15, 16, 17 y 18) y en
presencia de los polimeros comerciales (APA, APS o AF) como un tercer componente
en los ensayos de mineralizacion (Figuras.34 AyB; 36 AyB;38 AyB;40 Ay B;42 A
y B; 44 A y B), podemos mencionar una constante en el efecto de las moléculas
organicas PGs en sus respectivas combinaciones ya sea con el APA y APS.

En el caso de PG-FS se pudo apreciar la formacion de estructuras esféricas y
elipticas definidas (Figuras 34 A y B; 36 A y B); mientras que en el caso de la PG-FI
(Figuras 40 A y B; 42 A y B) se observo aglomeracion de cristales esféricos con
morfologia similar a vaterita encontrada en presencia de APS reportado en los estudios
de Roqué (2004).

Cuando el polimero AF fue usado con las distintas fracciones de PG-FS y PG-FI
(Figuras. 38 A y B; 44 A y B) su efecto fue parcial debido a que se vieron estructuras
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similares a las que se presentaron en muestras con AF como unico aditivo y ademas se
observaron estructuras dentadas con morfologias definidas similares a calcita y aragonita
observados por Ouhenia (2008) atribuibles al efecto de los PGs como aditivos o a la

combinacion de los efectos de PGs, esponja 'y AF (ensayo N° 12. Fig. 32 Ay B).
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CONCLUSIONES

Los sustratos esponja y gastrogel cuando fueron usados en ausencia de aditivos en
los ensayos de mineralizacion de CaCO; mostraron una clara tendencia a la
formacion de estructuras amorfas.

El sustrato esponja mostrd ejercer un efecto modulador mecanico de la forma en
como se depositan los cristales de CaCOs, al servir como contenedor y a la vez
modificar su forma debido al depdsito de CaCOs.

Con el uso de APA como unico aditivo se observéd la formacion de estructuras
cristalinas con morfologias esféricas mediante SEM y se determinaron estructuras
cristalinas del tipo aragonita y calcita mediante XRD. Se pudo apreciar una
tendencia a la formacion de estructuras similares al polimorfo de vaterita mediante
SEM, los resultados de XRD no son definitivos ya que debido al tipo de muestras
no se puede asegurar que no exista vaterita si es que no aparece el pico
cristalino mas intenso.

Con el uso de APS como unico aditivo se observo la formacion de estructuras
cristalinas con morfologias espiculadas y con aristas marcadas mediante SEM, y se
determinaron estructuras cristalinas del tipo aragonita, calcita y vaterita mediante
XRD. Se pudo apreciar una tendencia a la formacion de estructuras morfoldgicas
similares al polimorfo de aragonita.

Con el uso de AF como unico aditivo se observo la formacion de cristales con
morfologias amorfas mediante SEM y se determinaron los polimorfos aragonita,
calcita y vaterita mediante XRD. Sin embargo, cuando el AF se utilizd en
presencia de otros aditivos o sustratos en los diferentes ensayos de cristalizacion
de CaCO; se obtuvieron cristales con morfologia espiculadas, esféricas,
romboédricas, etc.

Con el uso PG-FS como tnico aditivo se obtuvieron cristales de CaCOs con

morfologia semejantes a los polimorfos de aragonita y calcita reportados en
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ausencia de aditivos y se determinaron estructuras cristalinas del tipo aragonita,

calcita y vaterita mediante XRD.

Con el uso PG-FI como unico aditivo se obtuvieron cristales de CaCOs; con
morfologia similara los polimorfos de aragonita y vaterita mediante SEM y se
determinaron estructuras cristalinas del tipo aragonita, calcita y vaterita
mediante XRD.

En algunos ensayos de cristalizacion de CaCO;s el proceso de difusion de
moléculas orgéanicas desde los sustratos (esponja o gastrogel) hacia el
micropocillo tuvo lugar permitiendo la formacion de cristales de morfologia
similares sobre el sustrato y sobre el fondo del micropocillo.

Se confirman que los distintos aditivos y sustratos al estar presentes en un sistema
de cristalizacion cumplen un rol morfolégico determinante y determinan la
estructura cristalina de los productos resultantes de la mineralizacion. Ademas
estos aditivos y sustratos pueden interactuar y formar cristales con morfologia y
control polimorfico diferente a los esperados y reportado en la literatura.
Finalmente, se concluye que es importante seguir investigando el efecto de estos
aditivos en combinacion con sustratos de origen bioldgicos en ensayos de
cristalizacion biomimética del CaCOs con variables experimentales controladas,
con el fin de aumentar el conocimiento sobre los mecanismo moleculares por los
cuales moléculas bioldgicas controlan la nucleacion y orientacion cristalograficas
de materiales inorgédnico y asi crear nuevos materiales hibridos y permitir generar

nuevas tecnologias en beneficio del ser humano.
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