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En los altimos afios se ha extendido el uso de materiales que destacan, principalmente,
por su biocompatibilidad, razén por la cual son utilizados en aplicaciones biomédicas. El
acido polilactico (PLA) es un biopolimero que, ademas de ser biocompatible, es
biodegradable. Estas caracteristicas lo hacen ser un material muy utilizado en
biomedicina.

Sin embargo, las aplicaciones biomédicas requieren la consideracion de diversas
propiedades del material, pues se busca lograr una estabilidad en la interaccién con
sistemas bioldgicos. De esta forma, el interés es desarrollar materiales multifuncionales
gue presenten propiedades optimizadas, tales como mecanicas, bioactividad, propiedad
antibacteriana, conductividad eléctrica, entre otras.

La presente memoria se centra en el desarrollo de nanocompuestos poliméricos de PLA
con derivados del grafito (6xido de grafeno, GO, y 6xido de grafeno térmicamente
reducido, TrGO) mediante mezclado en fundido. Asi, se busca evaluar las propiedades
antimicrobianas, biocompatibles, mecanicas y eléctricas de los materiales desarrollados.

Los ensayos microbiologicos indican que el compuesto con 5% en peso GO logra un 100%
de efectividad en contra de ambas bacterias estudiadas (E. coli y S. aureus). Mismo
resultado se obtiene cuando se genera una corriente eléctrica por la placa de 10% en peso
de TrGO.

Por otro lado, para los compdsitos con GO aumenta la proliferacidn celular, mientras que
para el TrGO se logra el mismo valor de viabilidad que para el PLA, en células SaOS-2.
Esto indica que los compdsitos desarrollados tienen una buena biocompatibilidad, sin
riesgo de toxicidad para su uso con tejidos vivos. En particular, los compdésitos con GO
emergen como una alternativa pues mejoran la proliferacion de las células.

El médulo de elasticidad aumento su valor tanto para los compuestos con GO como para
los con TrGO. Sin embargo, este crecimiento se acentta para los primeros, donde se logra
aumentar un 14% el médulo a una concentracién de solo 2% en peso de GO. Ademas, para
compdésitos con ambas particulas la elongacion a la rotura disminuyo.

La conductividad eléctrica de los compositos depende fuertemente del tipo de relleno
utilizado, logrando una conductividad eléctrica de 1072[S/m] para un contenido de 10%
en peso de TrGO. En contraste, para los compdsitos con GO no se obtuvo conductividad,
ya que, a diferencia del grafeno, esta nanoparticula no es conductora.

De esta forma, el estudio indica que se mejoraron las propiedades antibacteriales,
biocompatibles, mecanicas y eléctricas de los nanocompdésitos de PLA al agregar rellenos
de GO y TrGO. Asi, los materiales desarrollados pueden ser utilizados en aplicaciones
biomédicas e interaccionar con sistemas biol6gicos sin problemas.
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CAPITULO I. INTRODUCCION

1.1. ANTECEDENTES GENERALES

Durante los ultimos afios se ha configurado un nuevo paradigma en el desarrollo de
materiales, posibilitando el avance de biomateriales para aplicaciones en medicina [1].
Estos se definen como un material hecho para interaccionar con sistemas bioldgicos, y
para evaluar, tratar, aumentar o reemplazar cualquier tejido, 6rgano o funcion del cuerpo
[2]. Entre los principales tipos de biomateriales se encuentran los materiales poliméricos
con biocompatibilidad, denominados biopolimeros, propiciados por la aparicion de
nuevas tecnologias biomédicas, tales como la ingenieria de tejidos, la medicina
regenerativa, la administracion controlada de farmacos y la fabricacidén de scaffolds [2].
Si bien se han utilizado polimeros naturales desde los afios 60, el avance en tecnologias
quimicas ha permitido la busqueda de nuevos polimeros.

Entre ellos se encuentra el acido polilactico (PLA), que es un poliéster alifatico derivado
de fuentes 100% renovables, tales como remolachas de azlucar o de maiz. Este polimero
ha sido ampliamente investigado para aplicaciones biomédicas, producto de su
biodegradabilidad, bioreabsorcion y biocompatibilidad [1]. Sin embargo, estas
aplicaciones requieren materiales con propiedades optimizables, que incluyen cambios en
la quimica de superficie, velocidades de degradacion, bioadhesién, comportamiento
mecéanico, propiedad antimicrobiana, entre otras [3].

Para lograr estas caracteristicas deseables, se utilizan compdésitos, los cuales son
materiales fabricados a partir de dos 0 mas constituyentes, cuyo objetivo es mejorar las
propiedades segun el uso que se requiera. De esta forma se generan materiales
multifuncionales, con nuevas propiedades, que pueden ser utilizados en variados campos
de la ingenieria.

Actualmente se utilizan diferentes nanoparticulas como relleno para producir
nanocompdsitos con propiedades incrementadas. Entre ellas destacan los compuestos
basados en el carbono, los cuales son: nanotubos de carbono (CNT), 6xido de grafeno (GO)
y oxido de grafeno térmicamente reducido (TrGO). Estas nanoparticulas le adicionan
propiedades deseables a las matrices poliméricas donde son afiadidas (tales como
propiedad antibacteriana o dotarlas de conductividad eléctrica), generando
nanocompuestos que se caracterizan por su versatilidad en la aplicacién en distintos
campos de la ingenieria [4].



CAPITULO Il. ESTADO DEL ARTE

2.1. BIOMATERIALESY APLICACIONES EN MEDICINA
2.1.1 Biomateriales

Los biomateriales son utilizados para interaccionar con sistemas bioldgicos [5]. De esta
forma, las caracteristicas son obtenidas por medio de una adecuada combinacion de
propiedades quimicas, mecanicas, fisicas y biologicas, con tal de disefiar un biomaterial
con cualidades deseables [6]. Estos son fabricados utilizando distinto tipos de materiales,
entre los cuales se encuentran polimeros, metales, cerdmicos y compaésitos [7].

- Polimeros: utilizados principalmente en protesis vasculares y faciales, catéteres,
liberacion de drogas, piel y cartilagos y, junto a metales, en ortopedia.

- Metales: usados en implante ortopédicos (cables, tornillos y articulaciones) y
aplicaciones dentales.

- Ceramicos: debido a su dureza y fragilidad se utilizan en restauraciones dentales y
en ciertas aplicaciones ortopédicas (como parte de articulaciones artificiales).

- Compositos: estos materiales combinan los beneficios de sus componentes. Son
diseflados dependiendo de su uso, por lo que abarcan un amplio rango de
aplicaciones biomédicas. Pueden ser microcompositos cuando se utilizan
microrrellenos, o nanocompaésitos cuando el relleno es de tamafio nanométrico.

En el disefio de los biomateriales deben considerarse ciertas caracteristicas que resultan
fundamentales para que pueda desempefiarse de forma exitosa como implante o en
contacto con sistemas bioldgicos. Estas propiedades tienen que ver tanto con la estabilidad
en los sistemas bioldgicos como estabilidad mecénica, y se muestran a continuacién [8].

- Toxicidad: la toxicidad del material se puede deber a la liberacion no intencional
de sustancias dentro del sistema bioldgico, afectando a células, tejidos y érganos.

- Biocompatibilidad: se define como la habilidad del biomaterial para desempenarse
con una apropiada respuesta del sistema bioldgico durante una aplicacién
especifica.

- Reaccién corporal a cuerpos extrafios: es una reaccién del sistema a los cuerpos
externos, expresado en el rechazo a la utilizacion del material.

- Propiedades mecanicas: las propiedades fisicas del biomaterial deben
compatibilizar a los del tejido u érgano que se busca reemplazar, de tal forma de
igualar o al menos asemejar el comportamiento mecénico del sistema bioldgico
donde sera implantado.

- Propiedad antibacterial: se relaciona con la capacidad del material de inhibir el
crecimiento o producir lisis celular en bacterias en su superficie.



2.1.2 Aplicaciones de los biomateriales [7,8]

El campo de los biomateriales es altamente interdisciplinario, involucrando elementos de
fisica, toxicologia, ciencias de los materiales, ingenieria, biologia, quimica y medicina,
entre otros.

Los materiales desarrollados han comenzado a jugar un importante rol en diferentes
aplicaciones clinicas, las que se listan a continuacion:

- Liberacion controlada de drogas
- Terapias génicas

- Desarrollo de scaffolds

- Reemplazo y mejora de tejidos

- Aparatos quirurgicos

Todas estas aplicaciones se enmarcan dentro de la ingenieria tisular, cuyo principal
proposito es recrear los procesos naturales involucrados en el reemplazo y regeneracion
de tejidos perdidos. Esto, pues los tejidos tienen la habilidad de regenerarse. Por ejemplo,
organos como el higado, el hueso y la piel se regeneran para reparar heridas no criticas.
Desafortunadamente el potencial regenerativo es limitado, y el uso de biomateriales como
base para el cultivo de células ofrece una solucion. El actual acercamiento de la ingenieria
tisular es el desarrollo de materiales que promuevan las interacciones con células que
aumenten drasticamente las capacidades del cuerpo para la reparacion y reemplazo de
tejidos [9].

2.1.3 Problemasy limitaciones del uso de biopolimeros

Los biopolimeros son obtenidos de fuentes naturales, ya sea directamente (celulosa,
almiddn, etc.) o indirectamente (acidos poliglicélico y polilactico) [3, 10, 11]. Este tipo de
biomateriales ha encontrado un gran uso a nivel industrial, particularmente en la
industria del packaging. Entre las caracteristicas que poseen se encuentran la alta
biocompatibilidad, biodegradabilidad y bioabsorcion, por lo que son considerados como
ecoldgicamente seguros [12]. Por ello han surgido como una alternativa a los polimeros
basados en fuentes de petréleo, como el polietileno. De esta forma se busca reducir la
produccion de basura plastica que resulta en una gran fuente de contaminacion
medioambiental [12, 13].

Como se dijo anteriormente, en las aplicaciones biomédicas se deben considerar ciertas
propiedades. En cuanto a las propiedades mecanicas, éstas deben ser apropiadas a la
aplicaciéon a la que se destinara [1]. Sin embargo, comparadas con las poliolefinas, los
biopolimeros tienen menor comportamiento mecanico. Esto se transforma en un primer
problema para el uso de éstos en las diversas posibles aplicaciones. De esta forma, se han
desarrollado técnicas para mejorar las propiedades mecanicas de estos biomateriales, que
incluyen la modificacién quimica, adicion de plastificantes o la incorporacion de otros
biopolimeros u otros materiales para producir compuestos con propiedades intermedias
[13, 14].



Otro importante problema, que afecta a todo material ocupado en biomedicina, son las
infecciones. Alrededor del mundo las infecciones producidas en hospitales han causado la
muerte de millones de personas, en un panorama donde las terapias antimicrobianas
clasicas han dejado de tener el efecto de antafio [15]. Particularmente, en Chile se
producen alrededor de 70 mil infecciones asociadas a la atencién de salud (IAAS) al afio,
produciendo aproximadamente 6 mil muertes anuales [16]. Esto se debe a la habilidad de
los microbios de adaptarse y evolucionar en la presencia de agentes antibacteriales,
generando bacterias resistentes a los antibioticos tradicionales, lo que se transforma en
un problema grave en el tratamiento de enfermedades [15, 17].

En general los biopolimeros no tienen la capacidad de inhibir el crecimiento o causar la
muerte de bacterias (el quitosano es una excepcion, ya que se usa en medicina justamente
para prevenir la proliferacion de infecciones). Asi, es necesario buscar técnicas que logren
dotar de propiedad antibacteriana a los biopolimeros para permitir su uso en biomedicina,
disminuyendo el riesgo de causar infecciones en los tejidos.

2.2. ACIDO POLILACTICO

El acido polilactico (PLA, por sus siglas en inglés) se ha conocido por mas de 80 afios. Fue
inicialmente preparado por Wallace Carothers en 1931, mediante el calentamiento de
acido lactico en vacio. Eso, hasta que en 1954 la empresa DuPont patentd un sistema de
produccion a mayor escala [9]. Se forma por la dimerizacion del acido lactico, por medio
de dos métodos: apertura de anillos o policondensacion.

El PLA es un material termoplastico que, comparado con otros polimeros, tiene alto
maodulo eléstico y baja elongacion a la fractura (ver Tabla 1). Debido a que el acido lactico
puede existir en dos formas (D-acido lactico y L-acido lactico), el PLA también tiene dos
formas 6pticas: acido poli-D-lactico (PDLA) y acido poli-L-lactico (PLLA). Ademas, estas
dos formas se pueden combinar para crear un meso-complejo, llamado acido poli-D-L-
lactico (PDLLA) [19].

A las propiedades expuestas anteriormente, se le suma la alta biocompatibilidad y
biodegradabilidad que presenta [20-22]. Por esta razon el PLA se utiliza en el area de la
ingenieria de tejidos, y ha sido estudiado de forma extensa en aplicaciones para la piel,
nervios, higado, cardiovascular, cartilagos y regeneracion de hueso [22].

El PLA puro ha sido estudiado mayormente en aplicaciones como aparatos de implante,
scaffolds biodegradables, material de sutura, entre otras. Sin embargo, para mejorar sus
propiedades, tales como capacidad de carga, bioactividad, respuesta biolégica o
comportamiento mecanico, se han desarrollado micro y nanocompésitos de PLA con
diferentes tipos de fibras y rellenos.

Muchas investigaciones se han realizado en relacion a la incorporacion de fibras de origen
vegetal en matrices de PLA. Bodros et al. [23] reportaron un incremento de mas de 2 veces
en la resistencia a la traccion y en el modulo de Young de compdésitos de PLA con lino o
linaza en comparaciéon con compuestos de matriz de polipropileno con la misma fibra.
Asimismo, se han utilizado fibras de kenaf para mejorar las propiedades térmicas y
mecénicas de la matriz de PLA [24, 25].

Por otro lado, la utilizacion de microparticulas también ha sido objeto de interés. La
incorporacion de Bioglass® [26] o vidrio-fosfato [27] ha demostrado mejorar las
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propiedades mecanicas del material, ademas de inducir funciones bioactivas, como el
enlazamiento al hueso por laformacion de capas superficiales de hidroxiapatita (HA) [28].
Ademas, en los estudios de Lee et al. [29] y Stoclet et al. [30] se utilizé talco como relleno,
lo que aumenté la cristalinidad alrededor de un 25% y el médulo de elasticidad en un 90%
a un contenido 30% en peso de talco en los compdsitos.

Tabla 1: Propiedades mecanicas (modulo de elasticidad y elongacion a la rotura) de algunos polimeros
termoplésticos [18].

Polimero Maodulo de Elongacidon ala

elasticidad [GPa] rotura [%]

PLA 3,2—-4,0 3-6

Poliestireno (PS) 2,7—3/4 1-3

Nylon 6 3,0-35 250 — 300

Polipropileno (PP) 1,1-1,8 500 —-700

Polietileno de baja 0,1-0,3 500 — 725

densidad (PEBD)

Polietileno de alta 05-10 100 - 400

densidad (PEAD)

Polimetilmetacrilato 29-3.3 3-10

(PMMA)

Polioximetileno 3,0-3/4 60 - 80

(POM)

El uso de nanoparticulas ha sido estudiado por diversos autores. Ray et al. [31] y Paul et
al. [32] investigaron la incorporacion de montmorillonita (MMT) en una matriz de PLA,
obteniendo un mejoramiento de las propiedades mecanicas de aproximadamente un 60%
comparado con talco o fibras de vidrio, de permeabilidad al oxigeno y de las tasas de
biodegradabilidad (50% mas rapido para PLACN4 (4% en peso de MMT) comparado con
el PLA puro). Asimismo, con la utilizacion de nanocilindros de celulosa (CNW) se obtuvo
un maximo de aumento en el médulo de elasticidad de un 19% a un agregado de 5% en
peso de surfactante junto con CNW, ademas de un aumento en la cristalinidad de un 50%
a un 5% de CNW y de una disminucion de la permeabilidad del material al agua y al
oxigeno de casi un 80% a 5% de contenido en peso [33, 34]. También se han estudiado los
compositos multifuncionales usando PLLA y nanodiamantes funcionalizados con
octadecilamina (ND-ODA) [35], obteniendo un aumento de 200% en el médulo de Young
y de 800% en la dureza a un contenido de 10% en peso.



Sumado a lo anterior, los nanocompésitos basados en nanoparticulas metélicas han
atraido mucho la atencion, debido a las diversas propiedades que entregan a las matrices
poliméricas. Por ejemplo, las nanoparticulas de plata dotan a la matriz de PLA de la
propiedad antibacterial, caracteristica intrinseca que poseen [36, 37]. Por otro lado,
nanoparticulas de éxido de zinc (ZnO) se ocupan también para dar al PLA caracteristicas
antibacteriales, ademas de mejorar la permeabilidad a gases. Sin embargo, esto ocurre a
costa de las propiedades mecanicas del compdésito [38, 39].

Otro tipo de nanocompasitos estudiados son los basados en los llamados nanotubos de
carbono (CNT). Esta nanoparticula ha cobrado relevancia debido a su alto médulo de
Young y altas conductividades eléctrica y térmica, que lo hacen interesante para ser
utilizado como refuerzo o como componente eléctricamente conductor en matrices
poliméricas [40, 41]. En nanocompositos con PLA se utiliza para dotar de conductividad
eléctrica [42-45], aumentar la cristalinidad [46] y mejorar las propiedades mecanicas y
térmicas [44, 47] de la matriz.

Sin embargo, en el tltimo tiempo han aparecido otros tipos de nanoparticulas basadas en
el carbono, las que son utilizadas como rellenos en diferentes matrices poliméricas para
mejorar y otorgar distintas propiedades al polimero. Estas particulas son derivadas del
grafito, y han llamado la atencion pues tienen similares caracteristicas a los nanotubos de
carbono, pero a un menor costo en procesamiento [48].

2.3. NANOESTRUCTURAS DE CARBONO
2.3.1 Generalidades

Los atomos de carbono son capaces de enlazar con otros atomos con hibridacion sp, sp2y
sp3, por lo que puede generar una numerosa cantidad de moléculas estables. Debido a lo
anterior, puede formar distintas formas moleculares o cristalinas, entre las que se
encuentran el grafito, el diamante, nanotubos, grafenos y fulerenos [49], los que se
muestran en la Figura 1.

Estas nanoestructuras han atraido mucha atencidén en las ultimas décadas, debido,
principalmente, a sus propiedades térmicas [51], eléctricas [52,53], Opticas [54,55] y
mecanicas [56], ademas de su caracteristica de poseer una alta superficie especifica [57].
Por ello, sus aplicaciones abarcan una gran cantidad de &mbitos de la tecnologia y la
ciencia, entre las que se destacan el uso en sensores [58,59], en placas fotovoltaicas [60],
celdas combustibles [61], compdsitos [62,63] y biomateriales [64], entre otros.

A escala nanométrica los comportamientos fisico y quimico de los nanomateriales estan
fuertemente determinados por su estructura y las interacciones interfaciales con el
material utilizado como matriz. De esta forma, cada tipo de nanoestructura de carbono
tiene su propio comportamiento, lo que lleva a distintas propiedades, generando pros y
contras en su uso [65].

Por ejemplo, los nanotubos de carbono (CNT, por sus siglas en inglés) han sido utilizados
en aparatos electronicos, sensores y refuerzo de matrices poliméricas [48]. Esto debido a
sus propiedades unicas, tales como una estabilidad térmica mayor a 700°C en aire,
resistencia a la traccion de aproximadamente 50 GPa, una alta relacion de aspecto similar
a1000 y una conductividad eléctrica de alrededor de 108 S/m. De esta forma son utilizados
en nanocompuestos poliméricos conductores eléctricos o en el aumento de la estabilidad
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térmica del material [63]. Sin embargo, aun existen desafios para superar la aglomeracion
de nanotubos al momento de la mezcla, lo que disminuye la disponibilidad de nanotubos
de alta calidad, limitando la dispersién de éstos en la matriz. A ello se suma el alto costo
de produccion, lo que impide la fabricacién de nanotubos en escalas mayores a la de
laboratorio [48].

Figura 1: Grafeno (superior) y las posibles estructuras del carbono a las que da origen (abajo): fulereno (izquierda),
nanotubos de carbono (centro) y grafito y/o diamante (derecha) [50].

Por lo anterior es necesario buscar materiales mas econémicos que conserven las
propiedades otorgadas por los CNT, que puedan ser transferidas de forma facil a la matriz.
De esta forma, el grafeno se presenta como una alternativa para la creacién de materiales
avanzados debido a sus excelentes propiedades fisico-quimicas. A esto se suma la
abundancia natural de su precursor, el grafito, lo cual lo hace atractivo desde el punto de
vista comercial [48].

Grafeno es el nombre dado a una monocapa de atomos de carbono estrechamente
empacados en una distribucién tipo panal de abeja en dos dimensiones (2D), y es la base
para la construccidn de los materiales grafiticos de otras dimensiones (Figura 1). Por ello
puede envolverse para formar fulerenos (OD), pueden enrollarse y formar nanotubos (1D)
o apilarse y formar grafito (3D) [50]. Los &tomos de carbono en el grafeno estan enlazados
covalentemente con hibridacién sp2, con una estructura analoga al benceno. Sufre
distintas reacciones de adiccion, tales como hidrogenacion, oxidacion, hidroxilacion,
entre otros. Por ello la ruptura y formaciéon de enlaces C-C con conjugacion sp? (plano
basal) o enlaces C-H sp2 (borde), son importantes en la quimica del grafeno [4].



Entre las propiedades del grafeno se encuentran su gran conductividad térmica (5000
W/m*K), alta conductividad eléctrica (6*105 S/m), un mddulo de Young de
aproximadamente 1 TPa, resistencia a la traccion de 130 GPa, tramitancia optica de 98%
y una alta area especifica (2675 m2/q) [48]. De esta forma el grafeno se transforma en un
material de gran potencial para el desarrollo de nanocompuestos, modificando las
propiedades de la matriz polimérica a la cual se afiade, mejorando la resistencia mecanica,
la conductividad téermicay eléctricay el desempefio como barrera para el traspaso de gases
[140,66,67].

Se han desarrollado diferentes métodos para la obtencion de grafeno de alta calidad,
incluyendo métodos fisicos como la exfoliacién mecanica [68], y métodos quimicos como
la reducciéon quimica del 6xido de grafito (GtO, por sus siglas en inglés) [69], la sintesis
orgénica total [70] y la deposicién quimica de vapor (CVD, por sus siglas en inglés) [71].

Sin embargo, los esfuerzos se han concentrado en la exfoliacion quimica del grafito,
utilizando fuertes agentes oxidantes capaces de producir GtO. Cada capa de GtO es una
hoja de grafeno oxidado, conocido como 6xido de grafeno [72]. Este consiste en regiones
grafiticas intactas intercaladas con carbonos con hibridacion sp3 que contienen grupos
funcionales hidroxilos y epoxidos en la superficies superior e inferior de cada hoja y con
carbonos con hibridacion sp? que contienen grupos carboxilos y carbonilos, mayormente
en los bordes de la hoja [73,74], lo que se puede apreciar en la ilustracion de la Figura 2.
La presencia de estos grupos hace que el GO sea térmicamente inestable [4] y un aislante
eléctrico, ya que irrumpe en la estructura electronica deslocalizada del grafito [75].

El 6xido de grafito se produce generalmente por tratamiento del grafito usando acidos
minerales fuertes y agentes oxidantes. Por ejemplo, en el método de Hummers (y sus
derivados) se utiliza permanganato de potasio (KMnOa4) y acido sulfarico (H2S04), y en
los métodos Staudenmaier o Brodie se utiliza clorato de potasio (KCIO3) o clorato de sodio
(NaClO3) junto con é&cido nitrico (HNO3), obteniendo niveles de oxidacion similares
(razon C:0 de aproximadamente 2:1) [76].

Figura 2: Estructura molecular del éxido de grafeno (GO) [74].

La reducciéon del GO restaura la conductividad eléctrica del grafito, obteniéndose un
compuesto reducido. Las técnicas basadas en el uso de solventes y térmicas han emergido
como las dos rutas preferidas para obtener grafeno.
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En la primera forma (la reduccion quimica), la naturaleza hidrofilicay el alto espacio entre
capas del GO (relativo al grafito) facilita la exfoliacién directa en agua por exfoliacion
mecanica, mediante ultrasonicacion o agitacion, generando una suspension coloidal de
“Oxidos de grafeno” (G-0). Esta suspension puede ser quimicamente reducida utilizando
agentes reductores, como hidracina (N2H4) o borohidruro de sodio (NaBHa4). De esta
forma se producen 6xidos de grafeno quimicamente reducidos (CrGO, por sus siglas en
inglés) [77].

La segunda técnica se basa en el rapido calentamiento del GO, formando 6xidos de grafeno
térmicamente reducidos (TrGO, por sus siglas en inglés). En este método el polvo seco es
expuesto a shock térmico (es decir, a un repentino cambio en la temperatura) a
temperaturas superiores a 600°C [78]. El rapido calentamiento causa pequefias moléculas
de diversas especies (CO, COz y agua, principalmente). Esto genera un aumento de la
presion interna, forzando a las hojas de GO a separarse, generando un material seco, con
alta area superficial y con baja densidad [79]. De esta forma, se ha reportado que el TrGO
contiene razones de C:0 de 10:1 [78], demostrando la estructura reducida que se obtiene
mediante la exfoliacion térmica.

La ventaja principal de la técnica de exfoliacion térmica radica en la formacion de grafeno
sin necesidad de usar solventes para dispersar el compuesto. Estos solventes son
peligrosos y de alto valor econémico, por lo que limitan su uso en aplicaciones de
produccion de grafeno [4].

2.3.2 GOy TrGO como biomaterial

Las propiedades intrinsecas del grafeno y sus derivados (GBM, graphene based
materials) llevan a que se utilicen en variados campos de la ingenieria. Particularmente,
como biomateriales han ido progresivamente cobrando importancia desde su
descubrimiento. Esto se debe a que el grafeno puede proveer una buena superficie para el
cultivo de células debido a su biocompatibilidad, a que es quimicamente inerte, y a su alta
elasticidad, flexibilidad y conductividad eléctrica. Asi, los derivados del grafeno han
cobrado una gran importancia en la ingenieria de tejidos, debido principalmente a su
estructura compacta y regular susceptible de ser funcionalizada y modificada [80].

Sin embargo, el estudio de estos nanomateriales ha llevado a variadas conclusiones en
cuanto a su toxicidad, la que es dependiente del tipo y la forma de produccién de los
derivados del grafeno, de la dosis, de sus propiedades fisicas (forma y tamafno) y quimicas
y del tiempo de exposicion [80-82].

La mayoria de los estudios reportan que la viabilidad celular (fibroblastos humanos o
células HelLa) disminuye menos del 20% frente a una exposicion de 24 horas o mas a una
concentracion de ~10 [pg/mL] de GBM, ademas de mencionar que aumentar el tiempo de
exposicion y la concentracién disminuye considerablemente la viabilidad de las células
[83-86].

El GO es un GBM hidrofilico, y los mecanismos de accion sobre la célula se explican por
penetracion en la célula [83, 84, 86] o mostrando formacion de moléculas oxidantes (ROS,
reactive oxidative stress) [82], lo que produce una alta desregulacion de antioxidantes y
de reparacién de ADN.



Por otro lado, el rGO (ya sea reducido térmica o quimicamente) presenta caracteristicas
hidrofdbicas, y actua sin penetrar en la célula (debido a las repulsiones producidas en la
interaccion con la superficie de la célula), generando deformacién en la membrana,
desestabilizacion del citoesqueleto [82, 87] y produciendo estrés oxidativo [85].

En contraste, en otros estudios se ha demostrado que la utilizacion de films de GBM tiene
diferente comportamiento. Por ejemplo, no se observo cambio en la viabilidad celular de
fibroblastos NIH-3T3 en films de CrGO o de GO [88], ni cambios en la viabilidad de
células A549 en films de GO [89]. Incluso, se ha observado un crecimiento de la
proliferacién en células adenocarcinoma colorrectal (HT-29) sobre films de GO [90].

En otro aspecto, también se ha estudiado como agente antibacterial tanto en bacterias
gram-positivas como gram-negativas, mostrando inhibicion del crecimiento y propiedad
bactericida en estudios en solucion [91-95] y en films [95-97]. Los mecanismos
antibacteriales explicados por las investigaciones incluyen la formacion de estrés
oxidativo [91-93, 95] o disrupcidon mecanica de la membrana de las bacterias [91, 92, 94,
96, 97], tanto para el GO [91, 92, 94-96] como para el CrGO [91, 92, 94, 95] o TrGO [91,
93, 97]. Estos mecanismos pueden incluso ocurrir de forma simultanea, tal como ocurre
en los estudios de Liu et al. [92] y Hu et al. [95].

Los usos en biomedicina de los GBM son variados. Abarcan desde aplicaciones en
ingenieria tisular y medicina regenerativa [98], farmacéutica (liberacion de drogas,
fototerapia, entre otros) [99-101] y biosensores y toma de bioimagenes [100, 101].

Las propiedades y usos que denotan al grafeno y sus derivados los hacen ser alternativas
para su utilizacién junto a otros biomateriales, en particular con matrices poliméricas
[87].

2.3.3 Nanocompadsitos de polimero/grafeno

Los métodos de dispersion de las nanoparticulas de GBM en la matriz polimérica son
variados, e incluyen al mezclado en solucion y en fundido, polimerizacion in situ,
enlazamiento covalente y pulverizacion en estado sélido [75, 102]. Tanto la utilizacion del
meétodo de mezclado como el tamafio y forma de las nanoparticulas influyen en las
propiedades del compdsito [102].

Se han estudiado una gran cantidad de polimeros en este aspecto, que incluyen a las
resinas epoxicas, poliestireno, polianilinas, nafion, polivinil alcohol, poliuretano, acido
polilactico, entre otras [63, 103-116]. Esto se debe a que el uso de los derivados del grafeno
mejora muchas propiedades de los polimeros. Por ejemplo, puede dotar a la matriz de
conductividad eléctrica [63, 105-109], de conductividad térmica [75], mejorar las
propiedades mecanicas [63, 109-115], de permeabilidad a gases [75, 106, 107], de
biocompatibilidad [114-117], antibacteriano [117-119] y cambiar el comportamiento
cristalino y reoldgico, entre otras [75, 102].

De esta forma, el uso de los nanocompasitos poliméricos con particulas GBM es amplio,
abarcando areas como la electronica, la energia y la biomedicina (ingenieria tisular y
farmacéutica) [100, 120, 121].
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2.4. COMPOSITOS DE PLA CON DERIVADOS DEL GRAFENO

Debido tanto a las propiedades del PLA como de los GBM expuestas anteriormente, es
natural realizar estudios sobre nanocompdsitos utilizando ambos materiales. Con ello se
busca conciliar la biodegradabilidad y biocompatibilidad del PLA con la mejora en las
propiedades otorgada por los derivados del grafito, particularmente del GOy TrGO.

2.4.1 Propiedad antimicrobiana

Como se menciond, las infecciones microbiolédgicas en implantes y/o biomateriales en
cirugias ortopédicas contintdan siendo un problema critico en medicina. Estas infecciones
son producidas por organismos Gram-positivos, como las Staphylococcus aureus, S.
epidermidis y Streptococci, y por organismos Gram-negativos, tales como la Escherichia
coli, Enterobacter y Pseudomonas aeruginosa [122]. De esta forma, se hace necesario
estudiar la propiedad bactericida que pueden otorgar los rellenos a la matriz polimeérica.

Huang et al. [123] estudiaron el efecto antimicrobiano en films de compadsitos de PLA/GO-
ZnO durante 24 horas. En dos condiciones de luminosidad (con luz y oscuro) se
obtuvieron resultados concluyentes que muestran un claro comportamiento bactericida,
obteniéndose valores cercanos al 100% de eficacia bajo condiciones de iluminacién. Segun
los autores se debe a la sinergia producida entre las particulas de ZnOy el GO, debido a la
creacion de pares electron-hueco, que fomentan la formacion de especies oxidativas que
llevan al dafio de la membrana celular de las bacterias. La Figura 3 resume los resultados
obtenidos en la investigacion.

Under light illumination In dark condition

Bacteria control? treated® R (%) control? treated® R (%)

S. aureus 99.2+05 83.0+16

E. coli 976+08 523425

3 Pure PLA film.
b PLA/0.2 wt% GO—-ZnO nanocomposite film.

Figura 3: Ensayos de propiedad antibacterial en films de PLA y PLA/0.2 wt% GO-ZnO, durante 24 horas sobre
bacterias S. Aureus y E. Coli, en condiciones luminosa y oscura [123].

Por otro lado, los estudios de An et al. [124] muestran un comportamiento antimicrobiano
de compositos de acido polilactico (PLA) con poliuretano (PU) con agregados de GO. La
Figura 4 muestra que para dos tipos de bacterias el comportamiento es similar: con solo
agregar un 3% en peso de GO a la matriz polimérica se obtiene una eliminacion
practicamente completa de las bacterias después de 24 horas. Ademas, con solo 4 horas
de cultivo la mitad de las bacterias es eliminada, lo que es un resultado notable, pues la
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eliminacidn es rapida. Los autores explican este efecto por cambios en la estructura de la
bacteria (por estudio SEM) producido por estrés oxidativo o interrupcion fisica del GO.

Ademas, los autores investigan la proliferacion celular, obteniendo un resultado positivo.
Esto se debe a la biocompatibilidad y la propiedad hidrofilica de los 6xidos de grafeno, que
promueven la interaccion entre las células y el material.

Los resultados obtenidos son importantes, pues la incorporacién de grafeno contiene una
doble accion: por un lado, promueve la proliferacion celular, y por otro reduce la accion
de bacterias en el material. Esta propiedad es la base para la utilizacién de estos materiales
en sistemas bioldgicos, pues fomenta la formacion de tejido mientras que impide el ataque
de bacterias que puedan dafar tanto a los mismos tejidos como al material.

PLA/PU/GO (3%) PLA/PU/GO (5%)

PLA/PU/GO (3%) PLA/PU/GO (5%)
(b)

Figura 4: Cultivo de 24 horas para (a) S. Aureusy (b) E. Coli para distintas concentraciones en peso de GO en una
matriz de PLA/PU [124].

2.4.2 Toxicidad

Tal como ocurre con las propiedades eléctricas y mecanicas, la toxicidad del material
puede verse afectado por la incorporacion de rellenos en la matriz polimérica. De esta
forma, la interaccion con sistemas biologicos puede ya no ser posible.

El estudio del efecto en la viabilidad celular frente al contacto directo con GO y grafeno
fue realizado por Gurunathan et al. [125]. Se investig6 la biocompatibilidad con
fibroblastos embrionarios de raton (PMEF) de tres muestras en concentraciones de O a
100 [ug/mL]: GO, GO reducido microbiol6gicamente (M-rGO) y GO reducido con
hidracina (H-rGO). La Figura 5 muestra los resultados obtenidos, donde se observa que
la viabilidad celular disminuye con el aumento de la concentracion de GO, efecto que se
potencia con el H-rGO. Esto se debe principalmente al uso de agentes toxicos en la
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reduccion del GO, los cuales no se eliminan completamente de la estructura, por lo que
permanecen y afectan en gran medida el crecimiento celular, aumentando las muertes de
células.
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Figura 5: Viabilidad celular (izquierda) y porcentaje de muerte celular (derecha) respecto al control de fibroblastos
embrionarios de ratén en presencia de distintas concentraciones de GO, M-rGO y H-rGO [125].

En contraste, el M-rGO presenta una caracteristica més atenuada, mostrando un efecto
practicamente inexistente. Esto se corrobora al ver el grafico de muerte celular, la que se
mantiene constante respecto a la concentracion.

Por otro lado, Yoon et al. [126] estudiaron este efecto al incorporar nanocapas de GO a
una matriz de acido poli(D-L-lactico-co-glicélico) (PLGA). La Figura 6 muestra la
proliferacién y viabilidad de células neuronales respecto al material puro. Se observa que
un agregado de 2% en peso de GO aumenta en un 10% la proliferacion de células, lo que
se debe al cambio en las propiedades superficiales del material.
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Figura 6: Proliferacion y viabilidad celular para el polimero puro y los compoésitos con GO en concentraciones de 1%
y 2% en peso [126].
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Ademas, Pinto et al. [127] incorporaron GO y nanoplaquetas de grafeno (GNP) a una
matriz de PLA para estudiar la biocompatibilidad del material compdésito. La Figura 7
muestra que el indice de inhibiciéon CPIl es menor para el composito de PLA/GO
comparado con el polimero puro y el compoésito de PLA/GNP, es decir, la proliferacion
celular es mayor en PLA/GO. Esto se debe a que la incorporacion de GO a la matriz
aumenta el comportamiento hidrofilico, lo que crea una morfologia superficial mas
adecuada para la adhesion celular.
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Figura 7: indice de inhibicion (%) para el material puro y los comp6sitos de PLA con GO y GNP a distintos tiempos
[127].

Estos resultados se condicen con lo obtenido por Luo et al. [128], utilizando una matriz de
PLGA y GO como relleno a una concentracion de 1% en peso. El estudio indica que el
crecimiento de las células troncales mesenquimaticas humanas (hMSC) se vio favorecido
con la incorporaciéon del relleno en la matriz, aumentando dramaticamente la
proliferacién celular al dia 7 en comparacién con el PLGA puro. Ademas, aumenta la
diferenciacion osteogénica de las células. Esto se debe, de acuerdo a la investigacion, al
aumento en la hidrofilicidad del material que fomenta la adsorcidn de proteinas. La Figura
8 muestra los resultados conseguidos con el estudio.

Estos resultados muestran que es posible dotar de la deseada conductividad eléctrica al
PLA e incrementar sus propiedades mecanicas, sin disminuir su biocompatibilidad, pues
la toxicidad del material no se ve afectada. Es mas, se observa que la proliferacion celular
aumenta cuando se tiene una concentracion baja de agregado en la matriz,
particularmente para el GO.
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Figura 8: Proliferacion celular de células MSC humanas en compdésitos de PLGA y GO a un contenido de 1% en peso
[128]

2.4.3 Propiedades mecanicas

Los resultados obtenidos en la investigacion realizada por Kim et al. [109], sobre
compositos de PLA con grafito exfoliado (EG) y no exfoliado (NG), se muestran en la
Figura 9.
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Figura 9: Mddulo de elasticidad (izquierda) y elongacion a la rotura (derecha) v/s contenido de grafito en peso
para compésitos de PLA/EG y PLA/NG [109].

Se observa que el modulo de Young (izquierda en la Figura 9) de los nanocompositos de
PLA/EG incrementa un 30% con el aumento en la carga de EG en la matriz polimérica
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hasta un porcentaje cercano al 2% en peso. Luego, por sobre un 3% en contenido se
mantiene constante. En contraste, en los compadsitos de PLA/NG el modulo aumenta
gradualmente con el incremento en peso de grafito no exfoliado. A pesar de ello, el médulo
de elasticidad obtenido es significativamente mayor en los compositos de PLA/EG que en
los de PLA/NG, lo que probablemente se debe a la dispersibn homogénea de las
nanoplaquetas de EG en la matriz de PLA. El grafico de la derecha en la Figura 9 muestra
la elongacion a la rotura para los compdésitos. El valor para el PLA sin carga es de
aproximadamente 3,1% de elongacion, la que disminuye al agregar cualquiera de las dos
cargas. Sin embargo, para los compdésitos de PLA/EG la disminucién es mayor, lo que los
investigadores aducen al efectivo refuerzo que realizan las nanoplaquetas de EG en la
matriz de PLA.

Por otro, en el estudio del grupo de Valapa se obtuvo un aumento de la elongacion a la
rotura a un 0,1% en g le relleno para grafeno (grafito expandi xfoliado) en una
matriz de PLA, tal como se puede ver en la Figura 10. Este aumento es de un 53% en
comparacion con el polimero puro. Sin embargo, a un mayor contenido se observa una
fuerte disminucién. Los autores lo aducen a la baja dispersion del relleno que se produce
en la matriz a un contenido mayor al 0,1% en peso, lo cual disminuye la ductilidad del
polimero [129].
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PLA PLA-GR-0.1 PLA-GR-0.3 PLA-GR-0.5

Figura 10: Elongacion al quiebre para los compdésitos de PLA [129].

Los resultados obtenidos por Cao et al. [130] en compdsitos de PLA y nanohojas de
grafeno (GNS), muestran que a un contenido de 0,2% en peso hubo un aumento del 18%
en el médulo de Young. Asimismo, se obtuvo un méaximo de aumento del 115% para un
0,3% en peso de contenido de GO y de un 156% para una concentracion de 0,4% en peso
de nanoplaquetas de grafeno (GNP) en una matriz de PLA en el modulo de elasticidad,
segun el estudio del grupo de investigaciéon de Pinto [131].

En otro estudio realizado por Chieng et al. [132] se observa un leve aumento y una leve
reduccion en el médulo de elasticidad al agregar nanoplaquetas de grafeno y 6xidos de
grafeno reducidos (rGO) en una matriz de PLA, respectivamente. Este ligero cambio en
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las propiedades mecéanicas se condice con los resultados obtenidos por Chartarrayawadee
y Su grupo, que muestran una tenue disminucion de la elongacién al quiebre al agregar
GO a una matriz de PLA a concentraciones de 1%, 2% y 3% en peso [133]. Los autores
indican que esto se debe a la baja dispersion de los rellenos en la matriz polimérica.

2.4.4 Conductividad eléctrica

Los estudios realizados por Shen et al. [108] se realizan sobre compositos de PLA con
oxidos de grafeno y oxidos de grafeno reducidos con distintas sustancias. El principal
resultado se muestra en la Figura 11, donde se observa que los 6xidos de grafeno reducidos
(rGO) aumentan casi 10 6rdenes de magnitud la conductividad eléctrica a bajas
concentraciones de relleno, encontrandose el punto de percolacion entre 0.5% y 1% en
volumen. Ademas, los autores indican que una concentracion de 1.25% de rGO-g muestra
una conductividad de 2.2 S/m, lo que equivale a un semiconductor.

10°

—r —
= [ ]
L s

Conductivity (S/m)
s 3

L B L L B B B L I L N L

10" L

-16 i L 1 i i 1 i i
0.0 0.5 1.0 15 2.0 2.5 3.0

Volume Fraction of Filler (%)

Figura 11: Conductividad v/s concentracion en volumen (%) de compdésitos de PLA y 6xidos de grafeno:GO (6xidos
de grafeno), rGO-g (6xidos de grafeno reducidos con glucosa), rGO-p (6xidos de grafeno reducidos con
polivinilpirrolidona (PVP)) [108].

Por otro lado Kim y Jeong [109] muestran resultados similares para 6xidos de grafeno
térmicamente reducidos (EG o TRGO). La Figura 12 muestra la resistividad eléctrica (que
es el inverso de la conductividad) versus el contenido de relleno en peso. Se observa que
el composito de PLA con EG a bajas concentraciones disminuye casi 10 6rdenes de
magnitud la resistividad, es decir, aumenta considerablemente la conductividad eléctrica.
El grafito no exfoliado (NG) presenta también una disminucion, pero a mayor
concentracion. El punto de percolacion se ubica entre un 3%y 4% en peso para el PLA/EG.
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(NG) y grafito exfoliado (EG) [109].
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A esto se suma la investigaciéon del grupo de Kashi, que estudiaron compdsitos de
nanoplaquetas de grafeno (GNP) y PLA a diferentes concentraciones en peso. Lo
resultados se muestran en la Figura 13, donde se observa un aumento de la conductividad
eléctrica a medida que crece la concentracion del relleno en la matriz, llegando un valor
de 7,4 [S/m] a un contenido de 15% en peso de GNP. Ademas, los autores ubican que la
percolacion eléctrica ocurre a una concentracion entre 7% y 8% en peso [134].
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Figura 13: Conductividad eléctrica v/s contenido en peso de nanoplaqueta de grafeno (GNP) en compositos de
PLA/GNP [134].
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2.5. BIOAPLICACIONES DE LA CONDUCTIVIDAD ELECTRICA
2.5.1 Estimulacion eléctrica

Las propiedades eléctricas son un importante asunto en la interaccion celular, ya que la
conduccion permite el intercambio de sefiales eléctricas entre las células en muchos tipos
de tejidos. Por ello, via estimulacién eléctrica, es posible modular la actividad celular, lo
gue incluye la adhesion, migracién, sintesis de ADN y secrecién de proteinas [135, 136].

Por ejemplo, la conduccion eléctrica en el sistema cardiaco es esencial para mantener los
latidos sincronizados que bombean sangre de forma ordenada [137, 138]. O en el sistema
nervioso, que posee un bien conocido sistema de sefiales electroquimicas. En la
fabricacion de scaffolds, los biomateriales conductores han sido estudiados para entender
de qué forma afectan a los campos bioeléctricos en células y tejidos para replicar la
electrofisiologia natural [139].

Supronowicz et al. [140] estudiaron el efecto de la estimulacién eléctrica en
nanocompasitos de PLA y nanotubos de carbono. Cultivaron osteoblastos en la superficie
del material, y lo sometieron a una estimulacion de 10 pA a 10 Hz por 6 horas al dia por
varios dias. Los resultados arrojaron un incremento de casi un 50% de proliferacion
celular después de dos dias, y mas de 4 veces de aumento de la concentracién de calcio
extra celular después de 21 dias. Estos resultados muestran que una estimulacién eléctrica
en matrices conductoras fomenta las funciones de los osteoblastos que son responsables
de la composicidén organica e inorganica del hueso. Similar resultado se obtuvo en la
investigacién de Mata et al. [141], donde se encontré que la actividad metabdlica de los
osteoblastos humanos aumenté un 130% utilizando compdsitos de nanotubos de carbono,
hidroxiapatita y vidrio (CNT/HA/Glass) con estimulacion eléctrica, comparada con la
situacion no estimulada.

Por otro lado, Hu et al. [142] estudiaron la estimulacion eléctrica en peliculas conductoras
de polipirrol. Obtuvieron que la mineralizacion se fomentaba sin necesidad de aplicar la
estimulacion. Cuando se aplicé el tratamiento eléctrico, se obtuvo una mayor promocion,
encontrando un optimo de 0.35 V/cm por 4 horas. Este resultado muestra que el material
por si mismo puede promover la proliferacion celular, y al aplicar una estimulacion
eléctrica, ésta se aumenta. Sin embargo, también indica que existe un 6ptimo en este valor,
por lo que es necesario realizar estudios variando el voltaje y la intensidad de la
estimulacion.

Ademas, se ha estudiado el efecto de campos eléctricos y la respuesta como contracciones
sincronizadas de cardiomiocitos cultivados en scaffolds de colageno. Se obtuvo que en solo
8 dias se expresé la diferenciacion cardiaca y una contraccion sincronizada a la
estimulacién eléctrica [137]. Este resultado demuestra la importancia del tratamiento
eléctrico del cultivo en el scaffold, permitiendo la diferenciacion de las células cardiacas y
el fomento a las contracciones que se producen en el corazén.

2.5.2 Propiedad antibacteriana

Otra caracteristica importante es inhibir o matar bacterias a travées de la conductividad
eléctrica en superficies. Por ello, se han realizado numerosos estudios sometiendo a
diferentes cepas bacterianas en solucion a corrientes eléctricas de baja intensidad. Uno de
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ellos, realizado por el grupo de Obermeier, establece que someter a diferentes campos
eléctricos y electromagnéticos a un medio con Staphylococcus aureus reduce la
concentracion de la bacteria en solucion cerca de un 40% [143]. Similares resultados
obtenidos por la investigacion realizada por del Pozo et al. [144], que muestra una
reduccién importante en el nimero de bacterias viables en biofilms de Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis. Ademas, se observo
una dependencia del tiempo y de la dosis de densidad eléctrica aplicada. Los autores
bautizan esta propiedad como “electricidal effect”.

Por otro lado, el grupo de Schmidt-Malan prob6 diferentes superficies (acero inoxidable,
grafito, titanio y platino) con diferentes tipos de bacterias (33 cepas de 13
microorganismos distintos) encontrando que la utilizacion de corriente eléctrica de bajo
amperaje (200-2000 [pA]) disminuye las bacterias viables en los biofilms [145].
Asimismo, se ha estudiado que los agentes bactericidas pueden aumentar su efecto si se
utilizan en conjunto con corriente eléctrica de baja intensidad [146, 147].

Finalmente, también se ha estudiado el efecto de la corriente en agar nutritivo,
obteniéndose un halo de inhibiciéon alrededor del catodo cuando se hace pasar una
corriente de 10 [puA] por 16 horas [148].

El mecanismo de la actividad antibacterial de la corriente eléctrica se debe a diversas
situaciones, entre las cuales estan la produccién de sustancias toxicas (H202, radicales
oxidativos y moléculas cloradas) a raiz de electrdlisis, la oxidacion de enzimas, dafio a la
membrana y disminucion de la velocidad de respiracion celular [144, 148].

Sin embargo, los polimeros conductores no han sido estudiados como materiales base
para propiedad antibacterial con conduccion eléctrica. No obstante, los biopolimeros
conductores tienen extensas aplicaciones, tales como biosensores, herramientas de
microcirugia o en conductores para la reparacion de nervios y otros tejidos, tales como
cardiaco, pulmonar, dérmico, etc. [149]. Asi, es deseable impartir conductividad eléctrica
a polimeros biocompatibles y biodegradables, como el PLA.

2.5.3 Percolacion eléctrica

El concepto de percolacion es aplicable a muchos y diferentes tipos de sistemas
heterogéneos. Esta relacionado a una transicién que experimenta el material cuando se
modifican la estructuray distribucion espacial a los elementos que constituyen el sistema.
Considérese la Figura 14 como un sistema que puede aplicarse a materiales compuestos,
donde el enrejado representa la matriz polimérica y los sitios 0 nodos son las cargas del
material compuesto. Supongamos que estos sitios pueden estar conectados mediante un
enlace al que se le asocia una resistencia eléctrica ya que son sitios que poseen una
conductividad eléctrica considerable. Este enlace est4 presente siempre y cuando existan
dos sitios contiguos ocupados por una carga. Aplicando las propiedades eléctricas a este
sistema de enrejado los sitios ocupados y contiguos podran generar una via de conduccion
de electrones desde un extremo a otro siempre y cuando exista un camino posible asociado
a sucesivas resistencias. Se dira que un sistema se encuentra percolado cuando existe un
camino posible de un extremo a otro del enrejado para poder generar el transporte de
alguna propiedad en cuestion. Este genera un cambio no lineal en las propiedades del
material heterogéneo. En el caso de un material compuesto de una matriz aislante cargado
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con nanoparticulas conductoras, las nanoparticulas son las encargadas de conducir
electrones para que finalmente el material aumente en varios 6rdenes de magnitud su
conductividad eléctrica [150, 151].

Figura 14: Representacion esquematica del concepto de percolacién eléctrica. En la figura de la izquierda el
enrejado esta sin sitios activos, al medio con un 50% de sitios activos, y a la derecha con un 67% de sitios activos,
donde se observa el camino existente desde un extremo a otro.

Garzoén et al. [63] investigaron la incorporacion de grafito, nanotubos de carbono (CNT) y
TrGO en una matriz polimérica de polipropileno (PP), obteniendo que el punto de
percolacion eléctrica méas bajo fue obtenido para los CNT (menos de 2% en volumen),
mientras que para el TrGO y G se obtuvo alrededor del 3% y 13% en volumen,
respectivamente. Ademas, por sobre el 10% de contenido no se aprecia un aumento
considerable de la conductividad.

También se ha investigado agregar TrGO a una matriz de poliuretano, obteniéndose una
percolacion a solo un 0,5% en peso de contenido de TrGO, logrando disminuir la
resistencia superficial del compuesto de 101 a 103 [Ohm] a un contenido de 1,5% [107].

Varios otros polimeros han sido utilizados con TrGO o grafeno para aumentar sus
propiedades conductoras, tales como el poliestireno, nafién, polivinil alcohol, polietileno,
entre otros, extensamente revisados por los grupos de Khanam [105] y Ammar [106].

21



CAPITULO IIl. OBJETIVOS

» General
» Estudiar el efecto de agregar derivados del grafito en una matriz de acido
polilactico sobre las propiedades eléctricas, mecanicas, citotoxicidad y
antimicrobianas.

» Especificos

» Modificar grafito para obtener oxido de grafeno (GO) y 6xido de grafeno
térmicamente reducido (TrGO) y desarrollar nanocompésitos de acido
poliléctico y estas nanoparticulas.

» Analizar las propiedades eléctricas, mecanicas, citotoxicas y antibacteriales
de los nanocompasitos.

» Determinar el efecto de la electricidad en la propiedad antibacterial de los
compuestos.
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CAPITULO IV. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.1. MATERIALES

La matriz polimérica utilizada fue un filamento de acido polilactico (PLA) de grado
comercial para impresion 3D de color gris, obtenido de la empresa MCI Ltda. Este
material tiene una densidad de 1,24 [g/cm3], un punto de fusion de 160°C y un valor MFI
de 15 [g/10 min] [152].

El polvo de grafito extra puro (tamafio de particula menor a 50 micrones), el acido
sulfarico (H2S04) con pureza del 98,08%, el permanganato de potasio (KMnO4) con
pureza del 99%, acido clorhidrico (HCI) en concentracién 32% y el nitrato de sodio
(NaNO3) con pureza del 99,5% fueron obtenidos de la empresa Merck (Alemania).

El perdxido de hidrogeno (H202) se compré a Kadus S.A.
3.2. METODOLOGIA

La metodologia utilizada para este trabajo se divide en tres partes basicas:

1. Produccion y caracterizacion de oOxido de grafito (GO) y 6xido de grafeno
térmicamente reducido (TrGO).

2. Preparaciény caracterizacion de nanocompuestos PLA/GO y PLA/TrGO.

3. Ensayos bioldgicos en nanocompuestos de PLA/GO y PLA/TrGO.

3.2.1. Produccion de GOy TrGO

En esta parte se contempla la modificacion del grafito (G) mediante el proceso de
oxidacion en solucién utilizando el método de Hummers modificado, seguido de un
tratamiento térmico de reduccién a alta temperatura.

a) MODIFICACION DEL GRAFITO

Se empled el proceso de oxidacion en solucion de Hummers y Offeman para oxidar el
grafito [153]. El primer paso, es una oxidacion del grafito con KMnOa4y NaNOs en acido
sulfarico concentrado. Esta oxidacion se realiza usando 250 ml de H2SO4 concentrado por
10 g de grafito como medio de dispersion. A la dispersion agitada se le adiciona 5 g de
NaNOsy 30 min después de agitacion es enfriada a O ©C usando un bafio frio. Después 30
g de KMnOua es adicionado durante 4 h. Cuando la adicion es completada, la dispersion
resultante es agitada a temperatura ambiente por 1.5 h. La reaccion es terminada
vertiendo la dispersiéon dentro de 0.5 L de agua y adicionando 450 ml de H202 (5% peso)
hasta que el exceso de KMnOa es destruido. El GO se separ6 por filtracion y se lavd con
HCl acuoso y subsecuentemente fue lavado con agua. El GO purificado fue secado en vacio
a 110 ©C durante 10 h. En el segundo paso, el GO seco fue téermicamente reducido (para
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proporcionar TrGO) en atmosfera de nitrégeno mediante un rapido calentamiento del GO
a ~600 °C durante 40 s usando un reactor de cuarzo calentado en un horno de tubo
vertical. EI TrGO fue obtenido como un polvo negro de muy baja densidad bulk. El choque
térmico es el principal requerimiento para lograr la exfoliacion del GO.

b) CARACTERIZACION

i) Difraccion de Rayos X (XRD)

La difraccion de rayos x (XRD, por sus siglas en inglés), se realiza en un difractometro
Siemens D-5000 con un sistema de difraccion con detector de centelleo y geometria
Bragg-Brentano que funciona con una fuente de radiacion de CuKau filtrada con un
monocromador de grafito (A = 1,5406 A) a 40 kV y 30 mA en el rango 26 de 2-80° a una
tasa de barrido de 0,02°/s.

3.2.2. Nanocompuestos de PLA/GOy PLA/TrGO

Durante esta fase experimental se realiza la preparacion de nanocompuestos de
PLA/TrGO, mediante mezclado en fundido. En esta etapa se tuvo como objetivo evaluar
el efecto de la modificacidén del grafito sobre el comportamiento eléctrico y mecanico de
los compuestos de PLA. Para tal efecto esta etapa contemplé las siguientes actividades y
su correspondiente procedimiento experimental.

a) PREPARACION DE NANOCOMPOSITOS

Tanto el PLA como el GO y TrGO fueron secados en una cadmara de vacio a 60° C por 24
horas antes de realizar el mezclado. Los nanocompuestos de PLA/GO y PLA/TrGO se
preparan mediante mezclado en fundido en un mezclador discontinuo Brabender Plasti-
Corder (Brabender-Germany) de doble tornillo (capacidad 40 cm3) a 190°Cy 110 rpm. La
concentracion de rellenos vario de O a 5% en peso de GO y de O a 10% en peso de TrGO
para los nanocompuestos de PLA/GO y PLA/TrGO, respectivamente. Primero,
aproximadamente un tercio de polimero (13 [g]) es adicionado al mezclador (operado a
20 rpm). Luego se adicionan aproximadamente 2 gramos de GO o TrGO, segun
corresponda. Estos pasos se repiten e intercalan durante todo el proceso de ingreso, por
aproximadamente 4 minutos. La velocidad de mezclado se aument6 a 110 rpm por 10
minutos mas, proporcionando un tiempo total de mezclado de 14 minutos.

Luego se realiza un prensado de las muestras en fundido usando una prensa hidraulica
HP (con sistema de calentamiento, modelo D-50, y sistema de enfriamiento por agua) a
5000 kPa y 190°C durante 3 minutos, para obtener placas de los materiales
nanocompuestos.

b) CARACTERIZACION
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i) Conductividad Eléctrica

Se utilizo el método de dos puntos estandar para realizar las mediciones de resistividad
eléctrica, usando diferentes megdémetros (Megger BM11 con voltaje maximo de 1200 V, y
AEMC 1060 con un voltaje maximo de 5000 V) (Unidad de Ensayos Eléctricos, Seccién
Especialidades, Division de Inspeccion de Obras-IDIEM) de acuerdo a la conductividad
de las muestras. Para cada valor de conductividad, se preparan por lo menos cuatro
muestras. Para estas pruebas, se utilizan probetas de 40x16 mm2y 1 mm de espesor.

i) Propiedades Mecanicas (analisis de traccion)

Las propiedades mecanicas a traccion son medidas en un dinamémetro HP D500 segun
la norma ASTM D638, a una tasa de desplazamiento de 50 mm/min a 23 +2 ©C. Las
muestras son probetas del tipo | segiin norma, con 1 mm de espesor. Los ensayos fueron
realizados en el Laboratorio de Polimeros de la Facultad de Ciencias Fisicas y Matematicas
(FCEM) de la Universidad de Chile.

iii) Citotoxicologia in vitro

La citocompatibilidad de los compdésitos fue evaluada por el ensayo MTT (3-(4,5-
dimethylthiazole-2-yl)-2,5- diphenyltetrazolium bromide), basado en la norma ISO
10993-5:2009 (Biological evaluation of medical devices — Part 5: Tests for in vitro
cytotoxicity). Los ensayos fueron realizados en el Centro de Investigacion Clinica y
Estudios Farmacologicos (CICEF) de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile.
Se utilizé la linea celular osteosarcoma humano (Sa0S-2). El cultivo se realizé a una
temperatura de 37°C en una atmosfera humidificada con 5% CO y 95% aire; a 24 horas.
Se utilizaron 6 muestras por cada material tratado, y cada ensayo fue realizado 3 veces,
independientes uno del otro. Las células cultivadas en un medio de DMEM/F12 en el
material de la placa de 96 pocillos fueron utilizadas como blancos.

iv) Microbiologia

La actividad antibacterial de los nanocompésitos de PLA/GO y PLA/TrGO fue medida de
acuerdo al estandar internacional 1SO 22196:2007 (Plastics — Measurement of
antibacterial activity on plastics surfaces) en el Laboratorio de Microbiologia de la
Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile. Escherichia coli (ATCC 25922) y
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), fueron utilizadas para el estudio como bacterias
Gram-negativa y Gram-positiva, respectivamente. Las muestras fueron cortadas en
cuadrados de lado de 50+2 [mm]. El cultivo se realiz6 a una temperatura de 37°C a
aproximadamente 90% de humedad relativa durante 24 horas. Se utilizaron 3 muestras
por cada material tratado, y el ensayo se realizé dos veces con cultivos diferentes.

Para las placas que requieren conductividad eléctrica se utiliza una configuraciéon que
consiste en 6 baterias de 9 V conectadas en serie entre si, y conectadas a la placa cuadrada
de lado de 50+2 [mm]. Este arreglo se deja de la misma forma que las demas placas, es
decir, durante 24 horas a 37°C a un 90% de humedad relativa.
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La formula utilizada para el calculo de la propiedad antibacterial en forma de porcentaje
fue la siguiente:

No—
Ny

R(%) =2"x100

Siendo R la propiedad antibacterial en porcentaje, No y N son el nimero de células viables
obtenidas por el método de conteo de la muestra a 24 horas de contacto del PLA puroy de
los compdésitos a estudiar, respectivamente.
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CAPITULO V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 DERIVADOS DEL GRAFENO
5.1.1 Modificacién del grafito

El grafito fue tratado mediante un proceso de oxidacidn con el objetivo de obtener GO, el
cual fue a su vez reducido mediante un tratamiento térmico de choque, produciendo
TrGO. Este tratamiento produce una expansion del polvo, generada por la creciente
presion de CO2 formado en el proceso (debido a la descomposicion de los grupos epéxido
e hidroxilo del GO), la que es més mayor a las fuerzas de Van der Waals entre las hojas de
grafeno [102,4].

El patrén de difraccion parael grafito, GOy TrGO se presenta en la Figura 15. Observando
la curva correspondiente al grafito, se nota un pico agudo en 20=26,5°, lo que corresponde
a una distancia interlaminar de 3,38 A. Esto da cuenta de que la estructura de esta
sustancia es cristalina. Después del proceso de oxidacion, el pico se reduce
significativamente y cambia a 20=10,98°, lo que aumenta el espacio entre cada lamina a
8,1 A. Este aumento se debe a la presencia de grupos funcionales que contienen oxigeno
(tales como hidroxilos y carboxilos, entre otros) [154,155]. Para el TrGO no se observa
ningun pico.

e

T

D

o

S MTrGO m n )

S | w — .

g GO

8 ORI A W -
=

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Figura 15: Patrones de difraccion de rayos X (DRX) parael G, GOy TrGO.
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5.2 COMPOSITOS PLA CON DERIVADOS DEL GRAFENO
5.2.1 Propiedad antibacterial

Las infecciones son unos de los graves problemas al momento de usar materiales en
aparatos implantables o en contacto con sistemas bioldgicos [15]. La adhesion bacteriana
a la superficie de los biomateriales es el paso esencial para el inicio de estas infecciones.
Sin embargo, el mecanismo de accion de las interacciones moleculares y fisicas que
gobiernan la adhesion siguen sin ser entendidas en detalle [156].

En esta investigacion se realizdé un estudio de propiedad antibacterial para verificar la
eficacia de los materiales desarrollados, a través del ensayo de contacto directo descrito
en la parte de metodologia, cuyos resultados se muestran en la Tabla 2 (ver fotografias en
ANEXO D).

Tabla 2: Propiedad antibacterial (%) y CFU/mI de los compositos de PLA con GO y TrGO a las concentraciones (en
peso) indicadas. (PLA se us6 como control; e-: composito sometido a conductividad eléctrica).

E. coli S. aureus
Material R (%) CFU/ml R (%) CFU/ml
PLA - - 882x107 - - 8,09%107

5% TrGO 13,8 +8 7,60x107 0,0 6 8,62*107
10%TrGO 44,9 #11 4,34%107 355 +3 522%107
10% TrGOe- 1000 0 9,63%10' 100,0 *0 3,93 *10*
3% GO 3,1 #3 855%107 1,8 3 7,95%107

5% GO 100,0 #0 3,13%10' 100,0 0 3,88x 10!

Como se observa, tanto los compdsitos con 5% en peso de TrGO y 3% en peso de GO
mostraron nula actividad antimicrobiana. En contraste, los materiales con
concentraciones de 10% en peso de TrGO y 5% de GO mostraron actividad significativa.
Ademas, no se logra apreciar ninguna diferencia estadisticamente significativa entre las
dos bacterias frente a un mismo compdésito, por lo que los mecanismos de accion
antibacterial son validos para ambas.

Particularmente, el compédsito de PLA/5%GO mostré un buen comportamiento
antibacterial, inhibiendo el 100% de ambas bacterias estudiadas. El comportamiento de
esta nanoparticula se condice con lo estudiado por Huang et al. [123] y An et al. [124]. Sin
embargo, existen diferencias respecto a las concentraciones de los rellenos. Por un lado,
el equipo de Huang elabora compuestos al 0,2% en peso de GO/Zn0O en una matriz de
PLA, lo cual es una cantidad bastante menor a la investigada en este estudio. Sin embargo,
esta caracteristica antibacterial generada a bajas concentraciones de GO es producida por
un efecto sinérgico entre el ZnO y el GO, tal como explican los autores, ademas del estudio
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de Wuang et al. [158]. Por otro lado, el grupo de An desarrolla materiales de PLA y
poliuretano (PU) con GO, obteniendo eficacia antibacterial del 100% para contenidos en
peso de GO del 3% y 5%, para ambas bacterias (E. coli y S. aureus). La diferencia con esta
investigacién se puede deber a la mejor dispersion del GO en la matriz de PLA, potenciada
por el PU o por el método utilizado para el desarrollo de los compuestos (mezclado en
solucidn, mientras que en esta investigacién se usé mezclado en fundido), razén por la
cual en el presente estudio se obtienen caracteristicas antibacteriales solo para el
compoésito con 5% de GO.

Por otro lado, los mecanismos de accién para lograr una inhibicién en el crecimiento
bacteriano por medio del GO y del TrGO son variados [157]. Uno de los mas estudiados
es el de interaccién cortante [92-94], que se basa en el corte de la membrana
citoplasmatica de las bacterias, que en la superficie se puede producir por bordes
parcialmente expuestos de los nanorrellenos, tal como Pinto et al. verifican [127]. Otro
mecanismo es la produccion de moléculas oxidativas, que producen un estrés sobre las
bacterias [91, 95, 97], generando interrupciones en la membrana que producen la muerte.

Sin embargo, la propiedad antibacterial lograda para los compuestos con GO se explica,
ademas de lo anterior, mediante el aumento de la hidrofilicidad al agregar el relleno a la
matriz de PLA [127, 128]. Esto, a la vez que crea una superficie adecuada para la
proliferacion de células (como fue explicado en el apartado anterior), inhibe en cierta
medida la adhesion de las bacterias, pues éstas muestran mejor afinidad con superficies
hidrofébicas [156, 159-162]. Es mas, cuando la superficie del material presenta un
comportamiento anfifilico el efecto antimicrobiano se potencia [163-165]. Segun lo
reportado por la investigacion realizada por el grupo de Pinto [127], la incorporacion del
GO como relleno en la matriz de PLA hace que la superficie del material presente dicha
dualidad, teniendo tanto un comportamiento hidrofilico como hidrofébico. Este
mejoramiento en la propiedad antibacterial ha sido observado por numerosos estudios
[166-170], donde se han desarrollado materiales con caracteristicas anfifilicas que sean
antibacterianos y, a la vez, no sean toxicos para las células. EI mecanismo de accion para
estas superficies se inicia con una favorable unidn a la superficie anfifilica, seguido de una
interrupciéon de membrana citoplasmatica, creando una diferencia de presion entre el
interior y el exterior de la bicapa en la pared celular, lo que resulta en la formacion de
agujeros debido a un reordenamiento de la membrana [96, 163, 164].

Como se vio en la parte de conductividad eléctrica de esta investigacion, el compadsito de
PLA/5%TrGO (en peso) no esta percolado, mientras que el de PLA/10%TrGO si lo esta.
De esta forma, para los compdésitos con TrGO que no son sometidos a un flujo eléctrico, si
bien se cumplen los mecanismos de corte y de estrés oxidativo, también se agrega uno
distinto. Debido a las moléculas de &cido teicoico presentes en la pared celular de las
bacterias Gram-positivas, a los lipopolisacaridos y fosfolipidos de la membrana externa
de las bacterias Gram-negativas y a la composicion de una bicapa de fosfolipidos de la
membrana citoplasmatica, las bacterias se rodean de una carga neta negativa [164, 165].
Ademas, en la respiracion celular, se requieren aceptores de electrones extracelulares, que
forman parte de la cadena respiratoria para generar energia [171]. Asi, el TrGO, a través
de los caminos percolados en la matriz, actia como un aceptor de electrones, llevandolos
lejos de la membrana de las bacterias [172]. Esto interrumpe la cadena de transferencia
de electrones en la respiracion celular, lo que desencadena la muerte de las bacterias. Esto
explicaria que el PLA/5%TrGO no muestre actividad antibacterial, mientras que el
compoésito con 10%TrGO si.

29



En contraste con los compdsitos con GO, el mecanismo de accidén de transferencia de
electrones en los compuestos percolados con TrGO tiene un menor impacto, lo cual se ve
reflejado en los porcentajes de propiedad antibacteriana obtenidos (100% para
PLA/5%GO versus ~40% para PLA/10%TrGO, en ambos tipos de bacterias).

Para el compdsito sometido a un flujo de corriente eléctrica (a través de pilas en serie; ver
seccion de metodologia), simbolizado por “e-“ en la Tabla 2, se observa que el efecto de
transporte electronico se ve potenciado, en concordancia con lo que se obtuvo en
diferentes estudios anteriores [143-147]. Se propone como mecanismo que el flujo de
corriente deslocaliza los electrones de la cadena de respiracién celular, logrando un efecto
inhibidor producto de un efecto electrostatico, que inmoviliza a la bacteriay no le permite
sobrevivir [145, 147]. Asi, se obtiene que el compésito de PLA/10%TrGOe- (compésito con
corriente eléctrica) logra fortalecer la transferencia de electrones de mejor manera,
mostrando un 100% de efectividad antibacteriana versus el ~40% obtenido para el sistema
sin flujo eléctrico, para ambas bacterias.

5.2.2 Toxicidad

El ensayo MTT es un método para evaluar la citotoxicidad a partir del niumero de células
vivas y la capacidad metabolica de las mismas [173]. Asi, esta técnica fue utilizada para
evaluar la biocompatibilidad de los compadsitos de PLA con GO y TrGO con células SaOS-
2, cuyos resultados se muestran en la Figura 16. Comparados con el control, se puede
observar gque el PLA sin ningun relleno presenta el menor valor de viabilidad celular,
llegando al valor limite del 70%, que es considerado toxico para las células [173, 174]. Este
mismo resultado se obtiene para los compositos con TrGO a concentraciones mayores a
3% en peso. En contraste, agregar un contenido bajo de GO (0,5%) aumenta
significativamente la citocompatibilidad (p<0,05), manteniéndose en valores cercanos al
del control a valores elevados de relleno (5% en peso).

Como antecedente, se tiene que la proliferacion celular requiere la promocién de la
adhesion de vitronectinay la reorganizacion de la fibronectina adsorbida en la superficie,
que es la proteina presente en la matriz extracelular (ECM) de las células [127, 175]. Esto
ocurre de mejor manera en superficies hidrofilicas que en hidrofobicas [127]. Ademas, el
PLA pristino posee cierta hidrofobicidad, al igual que los compdsitos con TrGO o grafeno
[174]. De esta forma, las proteinas presentes en la ECM de las células no logran adherirse
de buena manera a la superficie, lo que no permite la adhesion ni la proliferacion celular.
Sin embargo, segun lo reportado por diversos estudios [127, 176-178], es posible que ello
solo retrase la adhesion de las células, pues en analisis de citocompatibilidad a mayor
tiempo (3 a 4 dias) realizados por las investigaciones citadas se obtiene que el polimero
puro y los compdésitos con GNPs o TrGO se acercan a los valores de viabilidad del control
y de los compdsitos con GO, tanto para una matriz de PLA [127, 176, 178] como para otros
polimeros [177, 117].

Interesantemente, para el compdésito con 1% de TrGO se observa un incremento en la
viabilidad celular en comparacion con el PLA puroy los compdsitos con porcentaje mayor
a 3% de TrGO, llegando a niveles similares a los compdsitos con GO. Esto se explica pues
el agregar los rellenos de TrGO se genera una superficie mas rugosa, tal como verifico el
equipo de Pinto [127]. De esta forma, y considerando como antecedente que la rugosidad
de la superficie afecta la adhesion celular [125] promoviendo su proliferacion [177], se
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tiene que la superficie lograda en el compdsito de PLA con 1%TrGO es adecuada para el
crecimiento celular. Para mayor porcentaje de TrGO, es posible que, si bien la superficie
se vuelve mas rugosa [127], la hidrofobicidad que adquiere la superficie genere rechazo
para la adhesion de las proteinas y el efecto de la rugosidad sea anulado.

Por otro lado, al agregar GO a la matriz polimérica se observa un aumento en la
hidrofilicidad del compésito, debido a que esta particula posee intrinsecamente esta
propiedad. De esta forma, se crea una adecuada superficie que permite mejorar la
absorcion de proteinas y la adhesién celular [127, 128].

Esta tendencia obtenida se observa también en estudios anteriores realizados. En matrices
de PLA, el equipo de Yoon [126] investigo la proliferacion celular en nanofibras de
compositos de PLGA con concentraciones de GO de 1% y 2% en peso, obteniendo que la
viabilidad en los nanocompasitos de PLGA con 2% de GO era aproximadamente 8% mayor
que la del PLGAy la del PLGA/1%GO. Similar resultado fue el conseguido por Pinto et al.
[127], donde se obtuvo que los compositos de PLA/GO tenian una adhesiény proliferacion
de los fibroblastos significativamente mayor (17%) que el PLA sin tratar. Ademas, los
compuestos con GNP no muestran una variacion de la proliferacion y la adhesion, por lo
gue la presencia de esta particula no afecta la viabilidad celular. Ademas, estos resultados
se obtienen en otras matrices poliméricas, tales como en PLA con policloruro de vinilo
(PVC) [116], en polietileno de ultra alta densidad (UHMWPE) [114], en polifluoruro de
vinilideno (PVDF) [177] o en quitosan [115].
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Figura 16: Citocompatibilidad a 24 horas de células Sa0S-2 para compositos de PLA/GO y PLA/TrGO respecto al
control (n=6; *Diferencia estadisticamente significante entre los test y el control. +Diferencia estadisticamente
significante entre los test y el PLA; p<0,05).
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5.2.3 Propiedades mecanicas

El secado de los materiales antes del mezclado en fundido explicado en la parte de
metodologia experimental es importante para lograr un material que sea mecanicamente
manejable, es decir, que pueda ser moldeado y transportado sin sufrir fractura.

Esto se hace particularmente importante cuando se trata del GO, ya que la alta humedad
que adquiere desde el ambiente producto de los grupos hidroxilos que abundan en su
estructura [87] es transferida al PLA, el cual se degrada al estar expuesto a esas
condiciones. Aquello se acentia cuando el método utilizado para mezclar los dos
materiales es en fundido, ya que la alta temperatura del procedimiento, sumado a la
humedad que rodea al polimero genera un ambiente ideal para la degradacion del PLA
[19, 20].

Los resultados comparativos entre la situacién sin secado y con secado de los materiales
se aprecian en la Figura 17. Se observa que el no secar los materiales antes de su
procesamiento genera compuestos muy fragiles que se fracturan al tacto, resultando en
materiales que son inservibles desde el punto de vista de la ingenieria. Al secar los
constituyentes del compdsito, se logra desarrollar compuestos que responden a las
necesidades de manipulacion.

No obstante, y producto de la estructura llena de grupos funcionales del GO [77, 87] la
mezcla de PLA con concentraciones mas alla de 5% en peso de GO genera materiales muy
fragiles, aun con un intensivo secado de los materiales (48 horas de secado en vacio).

Figura 17: Comparacion entre compositos de PLA/GO a distintas concentraciones y los efectos del secado de los
materiales antes del mezclado en fundido.
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Por otra parte, los rellenos a base de carbono, y particularmente el grafeno, son una
prometedora alternativa para el refuerzo de nanocompadsitos de matrices poliméricas [110,
112, 179], ya que las altas propiedades mecanicas de estos rellenos pueden ser transferidos
parcialmente a la matriz.

La Figura 18 muestra la variaciéon del modulo de elasticidad de los compositos respecto
del contenido de relleno en peso, mientras que la Figura 19 grafica la variacion de la
elongacion a la rotura respecto del contenido de la carga. Las curvas de esfuerzo versus
deformacion obtenidas se usaron para obtener los graficos anteriores [ANEXO A]. La
principal observacion que se puede realizar es que el comportamiento mecéanico depende
fuertemente tanto del tipo de relleno utilizado como de la concentracion de estos.
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Figura 18: Mddulo de elasticidad del PLA a distintas concentraciones en peso de GOy TrGO.

Particularmente, el médulo de elasticidad o de Young incrementa con el aumento del
contenido de GO y de TrGO. Este resultado es consistente por lo obtenido por otros
autores, ya que se observa el mismo comportamiento utilizando grafito exfoliado en PLA
[109], al agregar nanolaminas de grafeno a una matriz de alcohol polivinilo (PVA) [112] y
de polipropileno (PP) [63] o al utilizar GO como relleno en compuestos con polisulfona
(PSf), con poliimidas (PI), oxido de polietileno (PEO) y quitosan (CS) [106].

Para el TrGO el modulo de elasticidad aumenta cerca de 18%, mientras que la elongacion
disminuye mas de un 40%, a una concentracion de 8% en peso. Para el GO el
comportamiento es distinto, pues se observa un crecimiento mayor que el TrGO a baja
concentracion de relleno, logrando obtener un aumento de un 14% solo a una
concentracion de 2% de peso de GO. Ademas, la elongacion a la rotura disminuye
considerablemente, cerca de un 36% respecto al PLA, a una concentracion de 0,5%. Sin

33



embargo, en concentraciones mayores se logra un aumento en la elongacién, lo que puede
deberse a una mejor dispersion del relleno dentro de la matriz polimérica [106, 180].

Para ambos rellenos, si bien se sigue la tendencia esperada, no se logran los valores
encontrados por otros autores. Particularmente, en el estudio de Kim et al. [109] se
obtiene un aumento de mas de un 40% en el modulo de elasticidad a un 7% en peso de
TrGO, mas del doble de lo conseguido en la presente investigacion. Otros autores obtienen
incluso mejores resultados a menores concentraciones [130, 131] para el GO en una matriz
de PLA. Esto se debe principalmente a la pobre dispersion lograda de los rellenos en la

matriz polimérica, tal como se obtiene de los resultados de Wu y sus colaboradores [181]
y de otros estudios [132, 133].
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Figura 19: Elongacioén a la rotura del PLA a distintas concentraciones en peso de GOy TrGO.

El modelo de Halpin-Tsai se ocupa cuando existe una alta interaccion entre la matriz y el
relleno [182]. En este sentido, el modelo da la posibilidad de calcular el valor del médulo

de Young realizando el supuesto de adherencia perfecta. EI modelo consiste en las
siguientes ecuaciones [183]:

(2)

3 1+&nv 51421V
EC = Em - 4 - 4
8 1-mvg 8 1-Mmpvg

_ (Eg/Em)_l

m = yrmt )
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_ (Eg/Em)_l
t ™ (Eg/E.m)-2 (4)

(W+1)/2

¢=2(7F) ©

donde Eg y Em representan los moédulos de Young del relleno y de la matriz,
respectivamente; vg es la fraccion volumétrica de las particulas; y € es un parametro que
depende de la geometriay condiciones de enlace del relleno. Parael GOy el TrGO, larazon
de aspecto puede ser expresado como en la ecuacion (5), donde I, w, y t representan la
longitud, ancho y espesor promedio de la particula, respectivamente, usado para
filamentos rectangulares [63, 183]. El mddulo de Young (E) del PLA, GO y TrGO se
considera como 2,1 GPa, 32 GPa y 70 GPa [63, 184], respectivamente, en el caso de
particulas individuales. Los valores estadisticos promedios de |, w, y t para el TrGO y el
GO utilizados (y supuestos iguales para ambas nanoparticulas) son 500 [nm], 500 [nm] y
1,75 [nm] [63], respectivamente.

La Figura 20 muestra la comparacion de los datos experimentales obtenidos y el modelo
Halpin-Tsai para los compdésitos de PLA/TrGO (a)) y PLA/GO (b)). Tanto para el TrGO
como para el GO se observa que el modelo no logra ajustarse a los datos experimentales,
lo que se puede deber a la baja dispersion del relleno en la matriz y/o a la formacion de
aglomerados, lo que hace que disminuya su razén de aspecto generando una disminucion
en el valor del médulo de elasticidad [63, 109, 185, 186]. De esta forma, es necesario
cambiar la razon de aspecto en el modelo para encontrar el valor que se ajuste.

Los datos asumidos para ambas particulas dan una razén de aspecto de 285. Para el TrGO
este valor disminuy6 a 60, y su curva se presenta en la Figura 20 (a) como Halpin-Tsai
ajustado. Este ajuste se debe a que es probable que las particulas presenten una baja
dispersion en la matriz polimérica, generando aglomerados que impidan la transmisién
de las propiedades del TrGO al PLA. De esta forma, no existe una perfecta adherencia a la
matriz de PLA.

Por otro lado, para los compdésitos de PLA/GO (Figura 20 b)) se observa que la razén de
aspecto asumida en el modelo no logra representar a cabalidad los datos experimentales.
Si se aumenta el valor, se obtiene una razén de aspecto igual a 500, lo que es casi el doble
de lo asumido (Halpin-Tsai Ajustado en Figura 20 (b)). Sin embargo, este valor es bastante
alto (pues supone una perfecta adhesion), lo cual se aleja de la realidad. De esta forma, es
posible decir que existe un fenomeno involucrado que mejora el refuerzo otorgado por el
GO al PLA. Esto puede explicarse debido a la presencia de los grupos funcionales —OH en
la estructura del GO, que puede formar fuertes enlaces de hidrogeno con el PLA [126, 187,
188] y otros polimeros polares, tales como el polivinil alcohol (PVA) [113], el polimetil
metacrilato (PMMA) [189] o el poliuretano (PU) [107]. Este enlace produce una fuerte
cohesion entre el GOy la matriz de PLA, por lo que las propiedades caracteristicas del GO,
en particular las mecanicas, se transfieren de mejor manera al PLA.

35



£

Modulo de Elasticidad [GPa]

na
@
]

2,54

Und
~
1

ha
w
1

r
LS
1

ra
-
1

2,0

b) 26~
A 25
P T
o
y O 24 A
' =
i - ©
o E
._.'/// ..g 2|3 -
—_ ".// o
.-;',/ —m— Experimental o
; © 'y .
] Halpin-Tsai o 227 ok A— Experimental
= .
=] . .
Halpin-Tsai ajustado 2 [ Halpin-Tsai
214 & Halpin-Tsai ajustado
I T T T T T T T T T 1 2,0 T v T T T T T T T T T ~ 1
o 1 2 3 4 5 & 7 8 o 10 0 1 2 3 4 5 6

i 0,
Contenido [wt%] Contenido [wt%]

Figura 20: Modulo de Young experimental y resultados del modelo Halpin-Tsai para compuestos de PLA con a)
TrGOy b) GO.

Si bien el modelo Halpin-Tsai predice un mejor comportamiento mecéanico (mayor
maodulo de elasticidad) para el TrGO, pues la union interfacial se ve favorecida por el
anclaje mecanico con la matriz (producto de la textura rugosa y arrugada del TrGO [63,
151]), esta investigacion muestra que se obtiene un mejor desempefio cuando se utiliza al
GO como relleno. Esto se explica también por los mencionados puentes de hidrégeno
generados entre el PLA y los grupos hidroxilos del GO, produciendo que se obtenga un
mejor refuerzo de la matriz polimérica.

5.2.4 Conductividad eléctrica

La Figura 21 muestra la curva experimental de percolacién eléctrica para los compdsitos
de PLA/TrGO y PLA/GO para distintas concentraciones en peso de la carga. Se observa
gue para el GO no hubo cambio significativo en la conductividad, ya que esta particula no
es conductora de la electricidad debido a los grupos funcionales oxigenados que
componen su estructura [75, 190, 191]. En contraste, el TrGO logra dotar a la matriz
polimérica de PLA de conductividad eléctrica, logrando valores equivalentes a los de un
semiconductor (~10~2 [S/m]) [192] al maximo porcentaje de carga estudiado (5,5 vol%).
Este comportamiento eléctrico sigue la ley potencial planteado por la teoria de percolacion
eléctrica, es decir, que a partir de cierta cantidad en volumen de carga la conductividad
aumenta varios ordenes de magnitud de forma rapida [ver ANEXO B].
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Figura 21: Curva experimental de percolacion eléctrica y ajuste a modelo clasico para los compésitos a distintas
concentraciones en volumen de GO y TrGO (densidad GO=2,2 [g/cm?3] [193]; densidad TrGO=2,38 2 [g/cm?3] [183]).

Los parametros de la teoria clasica de percolacion eléctrica (ecuacion (6); ver ANEXO B
para mas detalle) indican que para el compdsito de PLA/TrGO la percolacion eléctrica se
encuentraa un 2,4% de contenido en volumen del relleno en la matriz y una conductividad
en ese punto de aproximadamente 1078 [S/m] (ver ANEXO C). Este valor se condice con
los resultados obtenidos por Kim et al. [109], quienes encontraron que la percolacion se
encontraba en 2,1% en volumen con conductividad de 10~°[S/m]. Sin embargo, esto
contrasta con la investigacion realizada por Shen et al. [108], donde el valor encontrado
para el GO reducido con glucosa es casi 3 veces mas bajo, aproximadamente un 0,8% en
volumen.

0= 0'0(¢ - d)c)t (6)

Esta diferencia se produce debido al método de fabricacion de los nanocompasitos. Tanto
en esta investigacion como la realizada por Kim et al., el grafeno se incorpora a la matriz
polimérica mediante mezclado en fundido, mientras que el equipo de Shen et al. realiza la
fabricacion mediante mezclado en solucion. De esta forma, estos ultimos obtienen una
mejor dispersion de los rellenos en la matriz de PLA, lo que genera caminos percolados a
un menor porcentaje de contenido [190, 105]. No obstante, el mezclado en fundido es
considerado una mejor alternativa desde el punto de vista econémico, pues no es necesaria
la utilizacion de solvente [190]. De esta forma, si bien no se alcanza una percolacion a un
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porcentaje bajo, la técnica usada se convierte en una alternativa econOmica para su
implementacién a nivel industrial.

Ademas, el valor de conductividad obtenido a una concentracion de 7% en peso (3,7 vol%)
es de 107> [S/m], mismo valor obtenido por el equipo de Kim, lo que confirma los datos
de percolacién encontrados en esta investigacion.

Por otro lado, el indice critico de conductividad t obtenido fue de 6,2, que es mayor a t=2,
lo que indica que la red percolada en los nanocompasitos es una estructura 3D.

La Figura 21, ademas, muestra el ajuste de los datos al modelo clasico de la ecuacion (6)
(ANEXO B), donde es posible observar que el modelo representa muy bien a los datos
experimentales posteriores a la percolacion.

g = geexp(—Co~%) (1)
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Figura 22: Linealizacion del modelo tlnel para los datos experimentales en compdsitos de PLA/TrGO.

De la misma figura se ve que los nanocompdésitos de PLA/TrGO muestran un rapido
proceso de percolacion. De esa forma, para comprobar un posible efecto tinel en la
conductividad eléctrica se debe utilizar una linealizacién de la ecuacion (7) (ANEXO B)
[194-196], lo que se muestra en la Figura 22. Como se observa, los datos a bajas
concentraciones (derecha del grafico) no estan cerca de la linea continua, y el modelo no
se ajusta tan bien a los datos como el modelo clasico, lo que manifiesta que no existe un
efecto tunel considerable [63, 195, 197].
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CAPITULO VI. CONCLUSIONES

El comportamiento mecanico del compuesto mejor6 mas de un 15% para ambas
particulas. Sin embargo, con el GO se obtienen mejores resultados, pues este incremento
se obtiene a una baja concentracion (2% en peso) en comparacion con el TrGO (8% en
peso). Con ambas particulas la elongacién a la rotura disminuye cerca de un 40%, por lo
que la ductilidad de los compositos disminuye.

Por otro lado, la conductividad eléctrica para los compositos con TrGO aumento 7 6rdenes
de magnitud, llegando a un valor de 1072 [S/m] a una concentracién de 10% en peso. El
punto de percolacion se obtuvo a un contenido de 2,4% en volumen de TrGO, valor similar
al alcanzado por otros autores. En contraste, para los compuestos con GO no se obtuvo
conductividad.

Se obtuvo que el valor de viabilidad de células SaOS-2 para PLA puro fue baja (~70%).
Ademas, la adicion de TrGO en contenidos mayores a 3% en peso no modifica dicho valor
de la matriz de PLA. Ademas, el compuesto con 1% de TrGO mostré un aumento de la
viabilidad respecto al PLA. Por otro lado, se obtuvo una diferencia significativa entre el
PLAy los compdésitos con GO, por lo cual es posible decir que la adicion de GO a la matriz
aumenta la viabilidad celular (alrededor de un 20%), incluso a niveles altos de contenido
(5% en peso). De esta forma, se posibilita el uso de estos compuestos en contacto con
tejidos vivos sin riesgo de toxicidad.

Finalmente, los ensayos microbioldgicos en las bacterias E. coli y S. aureus mostraron que
los compositos de PLA con 5%GO, 10%TrGO y 10%TrGO sometido a flujo eléctrico
mostraron actividad antimicrobiana. Para el primero se obtuvo un 100% de efectividad, el
segundo presenta un 40% y el tercero un 100%. Ningun composito mostro diferencia
significativa en la efectividad entre las bacterias analizadas, por lo que se puede decir que
no existe un mecanismo aparente ligado intrinsecamente a las bacterias.

De esta forma, la investigacion realizada aporta datos utiles sobre el uso del PLA como
biomaterial, otorgandole propiedades, como la conductividad eléctrica y antibacterial, y
mejorando otras, como el comportamiento mecanico o la biocompatibilidad. Esto fue
logrado mediante la fabricacién de compdsitos con derivados del grafito. Asi, se consigue
desarrollar materiales que pueden cumplir con las exigencias de desempefio mecanico y
bioldgico que requieren las aplicaciones biomédicas.
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ANEXOS

ANEXO A. CURVAS DE ENSAYO DE TRACCION PARA LOS COMPOSITOS

Los datos obtenidos en los ensayos de traccidon se observan en la Figura 23 para los
compoésitos con TrGO y en la Figura 24 para los compdsitos con GO.
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Figura 23: Comparacion curvas esfuerzo versus elongacién obtenidas para los compésitos PLA/TrGO.
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Figura 24: Comparacion curvas esfuerzo versus elongacion obtenidas para los compoésitos PLA/GO.
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ANEXO B. TEORIA DE PERCOLACION ELECTRICA

En la teoria clasica de percolacién, la conductividad (o) de los materiales compuestos
viene dada por la ecuacion (6) [4,198,199],

o =0o(¢p — d)c)t (6)

donde,

0,: conductividad del compuesto,

0,: conductividad del relleno,

@: fraccion volumeétrica del relleno,

¢.: fraccion volumeétrica critica del relleno,

t: indice critico de conductividad, que se relaciona con la dimensionalidad del relleno.

Esta teoria predice una correlacién de ley de potencia entre estos parametros, suponiendo
el contacto fisico entre las particulas. Sin embargo, los compuestos poliméricos con
rellenos a base de carbono son sistemas mas complejos donde la conductividad eléctrica
no puede ser predicha sélo por esta teoria. En los compuestos poliméricos, las particulas
conductoras estan separadas por barreras de energia (moléculas poliméricas) y el efecto
tunel se vuelve relevante, modificando el modelo de percolacién, descrito en la ecuacién

(8),
o a exp(—Cd) (8)

donde,

0,: conductividad del compuesto,
C: parametro tunel,

d: distancia de tunel.

Si se asume una distribucion al azar de las particulas, entonces el promedio de las
distancias entre particulas puede ser aproximado a ¢ =/3, llevando a la ecuacion (7),

g = gpexp(—Cp~'/?) (M

donde,

0,: conductividad del compuesto,

0,: conductividad del relleno,

C: parametro tunel, que varia de acuerdo a la dimensionalidad de la particula,
@: fraccion volumeétrica del relleno.

Bajo este modelo, el efecto de los rellenos a base de carbono en el umbral de percolacion
se explica mejor teniendo en cuenta la distancia media entre particulas relacionada con la
probabilidad de contacto entre particulas conductoras. Esta distancia entre particulas
depende de la relacion de aspecto y el tamafio de las particulas.
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ANEXO C. DETERMINACION PUNTO DE PERCOLACION Y EXPONENTE
CRITICO

Con los datos experimentales para los compdésitos con TrGO se determiné el punto de
percolacion 6c¢ considerando solamente los puntos percolados, a través de un ajuste lineal
del grafico log(o/0o) versus log(6 — 6¢c) (ecuacion (6)). EI mejor ajuste (viendo el valor de
R?) determinaba el umbral de percolacién, como se ve en la siguiente figura.

Linealizacion R2=0,9717

-1,4 -1,2 -1 -0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0 0,2 0,4 0,6

log(o/00)

log(¢-¢c)
Como dato se utilizo el valor de conductividad eléctrica para el TrGO [53, 50]:

4 S
Orrgo = 10 [E]

Posteriormente se obtuvo el exponente critico utilizando la herramienta Solver de Excel,
la cual se basa en la minimizacion de la suma de los cuadrados para ajustar los valores
experimentales a la ecuacion tedrica.
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ANEXO D. FOTOGRAFIAS DE ENSAYOS DE MICROBIOLOGIA

Para realizar el conteo de las colonias obtenidas después del ensayo se utilizé un aumento
de 6X. Las fotografias a continuacién son de una seccion representativa de los cultivos.

Material E. coli S. aureus

PLA

5%TrGO

10%TrGO

10%TrGOe-
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3%GO
5%GO




Esta pagina ha sido intencionalmente dejada en blanco
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