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En el proximo siglo la falta de agua se hara presente en todo el mundo, provocado principalmente
por un incremento en el consumo por parte de la agricultura, la industria y la produccién de
energia; causando un efecto domind que incrementara los efluentes no tratados y acrecentando el
riesgo de polucion de las reservas de agua, lo que generard una mayor escasez de este recurso.
Debido a lo anterior, se hace necesario elaborar nuevos materiales multifuncionales que puedan
tratar el agua, evitando que la contaminacién por microorganismos, organicos, iones de metales
pesados, entre otros siga, aumentando. Un componente utilizado en estos nuevos materiales es el
oxido de grafeno (GO), debido a sus buenos resultados en esta area.

El objetivo de este trabajo es preparar y caracterizar papel de GO y papel de GO con quitosano
(CS) y estudiar sus estructuras, capacidades de adsorcién de un contaminante soluble (azul de
metileno, MB) y efecto antimicrobiano contra dos bacterias (E. coli y S. aureus). Para ello, se
sintetiza GO mediante una modificaciéon del método de Hummers y se preparan los papeles. La
caracterizacion se realiza por los métodos de XRD, FTIR, espectroscopia Raman, SEM y EDS.
Finalmente, se comparan las propiedades de adsorcion y antimicrobianas.

Como resultado se logréo preparar un papel de GO y uno hibrido, y a través de las
caracterizaciones se observo que: tienen una estructura laminada ordenada y que el CS permea el
acoplamiento de hojas de GO, uniéndose por medio de enlaces de hidrogeno, principalmente.
Estas laminas poseen una capacidad maxima de adsorcion del pigmento (qn) de 370,4 y
103,1 [mg/g], respectivamente. Por otro lado, la reduccion de colonias de E. coli a causa del
contacto de estas con el papel de GO y el hibrido fue de 22+ 5 y 30 % 2 [%], respecto al
control. Por otro parte, para S. aureus los valores fueron 56 + 2 y 53 + 5 [%]. Para las dos
bacterias existieron diferencias significativas de los papeles respecto al control (sin material
antimicrobiano), pero no entre ellos.

Se concluye que se pudieron desarrollar dos métodos simples para preparar papeles de GO y de
GO/CS, los que pueden adsorber colorantes y tiene propiedades antimicrobianas. Sobre la
primera funcion, el papel hibrido posee una capacidad de adsorcion méaxima menor de MB
porque tiene menos GO por [mg] de material y por la protonacion de grupos anima del CS, que
repelen al colorante. Por otro lado, en el ensayo de microbiologia se utilizaron ldminas cuadradas
de 1[cm?], con las que el papel hibrido tuvo un [%] mayor o similar de reduccién de colonias
que el papel de GO, a pesar de que estos ultimos tuviesen una masa ~40 [%] mayor que la de los
de GO/CS. Como proyeccidn, se podria utilizar grafito de ldminas mas grandes para comprobar si
este facilita la preparacion de laminas de papel de mayor tamaiio.
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1 INTRODUCCION

1.1 ANTECEDENTES GENERALES Y MOTIVACION

Actualmente, la escasez de agua afecta a 4 de cada 10 personas en el mundo!, y en el proximo
siglo se espera que este niimero aumente?. Esto es preocupante, porque todos los organismos
requieren de agua para su supervivencia, ademas de ser un recurso fundamental en el desarrollo
sostenible, econdmico, social y ambiental. Por otro lado, solo 2,5 [%] del agua es dulce, y una
parte alin menor es accesible debido a que esta se encuentra mayoritariamente en glaciares o
subterrdneamente®. Ademas, se extraen 3.928 [km?/afio] de agua dulce, en que ~70 [%] de esta
es utilizada en la agricultura y una parte mas reducida es para consumo humano.

Actualmente se estima que 2,1 mil millones de personas no tiene accesos a servicios de agua
potable seguros!. Ademés, la calidad del tratamiento de aguas residuales industriales y
municipales de los paises estd directamente correlacionada con su nivel de ingresos. Se estima
que las naciones desarrolladas tratan el 70 [%], las de ingresos medios-altos el 38 [%], y los
paises de ingresos bajos, el valor solo llega a un 8 [%]. Lo anterior provoca que las personas mas
pobres sean las mas afectadas. A futuro el panorama no es alentador, ya que se espera que el
consumo de agua se incremente en las proximas décadas por parte de la agricultura, la industria y
la produccion de energia, causando un efecto domin6 en la cantidad de efluentes no tratados,
aumentando asi el riesgo de contaminar las reservas de agua superficiales y subterraneas, lo que
provocara una mayor escasez de este recurso.

Considerando que la contaminacion del agua va en crecimiento, el riesgo de escasez se ha
transformado en una preocupacion ambiental de caracter global*®, provocando la necesidad de
elaborar nuevos materiales multifuncionales que puedan tratar los contaminantes del agua que
provienen de diversos origenes (organicos, microorganismos, iones de metales pesados, entre
otros *°), desde diversas industrias (como la metalurgica, quimica, minera, entre otras) y
asentamientos humanos. Ademas, es necesario que estos materiales representen una alternativa
ecologica y rentable.

1.2 CONTAMINACION DEL AGUA POR ORGANICOS

La contaminacion acudtica causada por contaminantes orgdnicos ha aumentado en conjunto con
el desarrollo de la industria quimica’, donde el tratamiento de corrientes de efluentes ha cobrado
mayor importancia debido a que se cuenta con estudios que indican que estos sus componentes
son cancerigenos, mutagénicos y toxicos®'°. Esta clase de contaminantes se puede dividir en
colorantes, nitroaromaticos y clorofenoles. Estos ultimos se han catalogados como contaminantes
prioritarios por su alta toxicidad, fuerte potencial de bioacumulacion y resistencia a



biodegradabilidad'!. A pesar de esto, son ampliamente utilizados en la industria farmacéutica
como herbicidas, colorantes y pesticidas®!!.

Por otra parte, los nitroaromaticos son utilizados en industrias similares a los clorofenoles '°, con

efectos mutagénicos y cancerigenos'!.

Finalmente se encuentran los colorantes, en que los de origen azoicos son los mas numerosos
(por ejemplo el azul de metileno (MB) y naranja de metilo (MO)) cuentan con una estructura
aromatica y un grupo cromoforo (—N = N —), usualmente no son biodegradables, son resistentes
a la agente oxidantes y la luz, ademas de ser dificiles de remover!>!* | lo que ha provocado que
ciertos de ellos sean prohibidos en Europa'®. Estos pigmentos son ampliamente utilizados en la
industria textil, pinturas, papel, imprenta y plasticos, y poseen efectos similares a los de las otras
categorias’. Cabe recalcar que el agua residual de las plantas textiles se ha catalogado como la
que mas contamina de todos los sectores industriales, ponderando la composicion y volumen del
efluente generado'®. Esto debido a que esta industria consume ~10.000 [ton/afio] donde cerca
del 1[%] de su consumo (100 [ton/afio]) son descargados como corrientes de efluentes'>.
Algunos pigmentos en estas corrientes, con una concentracion menor a 1[mg/L] afecta
seriamente la calidad del agua y la transparencia de lagos y rios, lo que se traduce en un dafio al
medio acuatico'®. Por ese motivo, se han desarrollado muchas tecnologias para remover
pigmentos, entre las que se destaca: adsorcidn, sedimentacidon, osmosis, procesamientos por
membrana e intercambio i6nico*’. La adsorcion es un método muy utilizado para remover
pigmentos debido a su bajo costo, alta eficiencia y facilidad de operacion'®, por lo que algunas
investigaciones se han enfocado en la elaboracion de nuevos materiales que tengan esa
capacidad'’.

1.2.1 ADSORCION

Este proceso (cuyo inverso se llama desorcion) es un fendmeno de superficie que consiste en la
retencion de un contaminante soluble (adsorbato) en la interfaz de dos fases, una sélida y otra
fluida. La primera (adsorbente) cuenta con sitios activos y distintos niveles de energia, lo que le
permite interactuar con el adsorbato que se encuentra diluido en la fase fluida*®. Esto se presenta
en la Figura 1. El fenémeno puede ser fisico (fisisorciéon) o quimico (quimisorcion), donde el
primero es el mas comun y es provocado por fuerzas de Van de Waals y puentes de hidrogeno, lo
que le confiere un caracter de reversible*****?°, Por otra lado, la adsorcion quimica posee
interacciones mas fuertes que involucran fuerzas de valencia, por lo que puede formar enlaces
que lo transforman en un proceso irreversible!*9%,
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Figura 1. Términos bdsicos de adsorcién®

La cantidad de particulas que seran adsorbidas durante este proceso depende de las propiedades
de ambas fases, ya sea el nimero de sitios activos, el area superficial del adsorbato, la
concentracion, temperatura o pH de la fase fluida o el estado de esta, que puede ser liquido o
gaseoso?’. Con el fin de normalizar, poder cuantificar y entender el mecanismo de adsorcion del
colorante en el adsorbato®!, se han elaborados modelos que describen este fendmeno, entre los

que se describiran el de Langmuir y Freundlich, ambos isotermas de dos parametros?’.

1.2.1.1 Isoterma de Langmuir

Este modelo explica el patron de adsorcion en los sitios activos homogéneos dentro del

adsorbente por medio de tres supuestos??:

1) La adsorcion se lleva a cabo cuando las moléculas de adsorbato forman una monocapa

saturada que posee el espesor de la molécula en la superficie del adsorbente.
2) Todos los sitios activos poseen igual energia y entalpia.

3) No existe interaccion entre las moléculas del contaminante soluble tras ser adsorbidas.

El modelo puede ser expresado como?%22;

Ce 1

qe_qm'KL

. e L .
Donde C, [%] es la concentracion en el equilibrio, Kj, [;g] es la constante de Langmuir,

reciproca de la concentracion y relacionada con la energia de adsorcion (entalpia de adsorcion,

que cambia en funcion de la temperatura), qe Vv qm [%] son la capacidad de adsorcion en el

equilibrio y la méxima, respectivamente. Esta ultima capacidad se considerada como el
parametro mas importante para contrastar la adsorcion de un adsorbato en dos adsorbentes
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distintos. Por otro lado, sobre el segundo también se ha utilizado para mostrar el tipo de isoterma:
desfavorable (K, < 0), lineal (K., = 0) y favorable (K, > 0)?%%, como se ve en la Figura 2. En
que en este ultimo caso se destaca que a medida que la constante aumenta y la capacidad maxima
de adsorcion se mantiene constante, esta Ultima se alcanza a una concentracién de equilibrio
inferior debido a una mayor afinidad entre los componentes del fenomeno. En esa figura también
se presenta el pardmetro de equilibrio de Langmuir o factor de separaciéon (Rp), constante
adimensional que se relaciona con K, y la concentracion inicial de adsorbato. Debido a esto, al
igual que la constante de Langmuir, se puede utilizar caracterizar la favorabilidad del proceso de
adsorcion®.
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Figura 2. Formas de las isotermas de adsorcion indicadas con la constante de Langmuir (K )%,

La ecuacion 1 se puede expresar como una recta: Co/qe =a-Ce + b, y con lo que se puede
calcular q,,, y K;, mediante las siguientes ecuaciones:

-

w3l

Se destaca que, debido a la naturaleza de las suposiciones realizadas por este modelo, existen
casos en que este no es adecuado para describir los datos de isotermas experimentales asociados a



soluciones acuosas. A pesar de esto, también se han encontrado escenarios en que el Langmuir se
ha ajustado aunque los supuestos de la ecuacion claramente no se cumplian®.

1.2.1.2 Isoterma de Freundlich

Este modelo tiene un enfoque basado en una ecuacién empirica, que supone que la adsorcion
ocurre en una superficie heterogénea que contiene sitios de adsorcidon que poseen diferentes
energias y que sigue fenomenos en multicapas®®?2. Se ha sefialado que esta ecuacion esta formada
por una composicion de isotermas de Langmuir con diferentes valores de K; que representan
sectores de sitios de adsorcion que cuentan con distintas energias®’. Se considera que el modelo
de Freundlich tiene un mal desempefio para concentraciones bajas y cuando ocurre el efecto de
saturacion a concentraciones muy alta, pero que se ajusta correctamente en concentraciones
medias®®?2. Este modelo es ampliamente utilizado para caracterizar los procesos de adsorcion de
tratamiento de agua?’.

La ecuacién de Freundlich puede ser expresada como?:
1
In(ge) = In(Kg) + —-In(Ce) (4)

Donde K [(mg/g) - (L/mg)*/"]y n [—]son constantes de Freundlich que indican la capacidad
de adsorcion y los factores de intensidad asociados a la heterogeneidad de la superficie del
adsorbente, respectivamente. En la Figura 3 se observa la influencia de estos pardmetros sobre la
isoterma. A medida que aumenta el primero, mayor cantidad de adsorbente puede ser adsorbido.
Por otro lado, cuando el segundo decrece, mas concava (respecto a la concentracion) es la
isoterma. Si 1/n se encuentra entre 0,1 a 0,5, se considera que la adsorcion es muy favorable y
entre 0,5 a 1,0 significa que sigue siendo favorable pero tiene algunos problemas en la adsorcion,
para valores superiores 1,0 denota que este fendmeno se torna desfavorable?’2!1-24,
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Figura 3. Influencia de los pardmetros sobre la isoterma Freundlich a) K| y b) n?’



Al expresar la ecuacion 4 en la forma de una recta: In(q.) = a-In(Cg) +b, es posible
determinar 1/n y K por medio las siguientes formulas:

=a[] )
1
K, = exp(b) (%) - (mig) (©)

1.3 CONTAMINACION MICROBIANA DEL AGUA

La contaminacion de origen microbiano del agua potable provocada por patdégenos (hongos,
virus, helmintos, protozoos y bacterias) transmitidos por este medio contribuye a brotes de
enfermedades en paises desarrollados y en vias de desarrollo?>2® provocando mas de 3 millones
de muertes e innumerables casos de enfermedades cada afio?’. Ademas, se estima que 340.000

nifios menores de 5 afios mueren todos los afios debido a padecimientos diarreicos®.

Como indicador de la existencia de cualquier patdogeno potencial en las aguas superficiales se
utiliza la presencia de coliformes fecales provenientes de las fecas de animales y humanos. Se
sabe que la contaminacion grave causada por estos microorganismos afecta a 1 de cada 3 tramos
fluviales en Africa, Asia y América Latina (ver Figura 4).
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Febrero 2008-2010
CF [ufc/100ml]

No calculado
Hm Baja contaminacion (=200)
B Contaminacion moderada (200<x=1000)
H Contaminacion grave (>1000)

Nota: Baja: apta para el contacta primario; Moderada: apta para
el riego; Grave: rebasa los umbrales

Figura 4. Concentraciones estimadas de bacterias coliformes fecales en las aguas de los rios en Africa, América Latina y Asia
(febrero 2008-2020)!

Debido a lo anterior, con el fin de proteger a la poblacion de estos patdgenos, se han instaurado
métodos para control microbiano y de desinfeccion del agua?’-?°. Entre ellos se encuentran los
tratamientos térmicos (calentamiento), ultravioleta (UV) y quimicos (ozonacién y cloracion),
estos ultimos son los mas utilizados debido a que poseen un bajo costo y una alta efectividad?’,
sin embargo, los desinfectantes quimicos pueden reaccionar con diversos componentes del agua,
lo que lleva a la formacion de subproductos de la desinfeccion (DBPs) que en muchos casos son
cancerigenos?’29:30,

Adicionalmente, algunos de estos patdogenos son resistentes a los desinfectantes comunes, por lo
que se requieren de dosis extremadamente altas provocando una mayor formacion de DBPs?°. Por
ese motivo, en los ultimos afios la tecnologia de membrana se ha preferido por sobre otros
tratamientos de agua como la desinfeccion, destilacion o filtracion de medios, debido a que no
necesita de aditivos adicionales, entradas térmica y requerimientos de regeneracion del medio

31,32

utilizado Estas membranas son comercializadas desde hace afios para varios usos en

tratamientos de agua, entre los que se incluye la remocion bacteriana3!.



1.4 GRAFENO

Desde que por primera vez en el afio 2004 el grafeno fuese separado y caracterizado mediante el
método de la cinta de scotch de Geim y Novoselov, y que posteriormente se les entregase el
Premio Nobel de Fisica en el 2010 a esos investigadores por su trabajo pionero sobre cristales
atomicos en 2D, la investigacion del grafeno ha crecido rapidamente para aplicaciones en la
academia y en lo industrial debido a las propiedades excepcionales que posee33—3> (Ver Figura

5).
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Figura 5. Una breve linea de tiempo de grafeno post-2004 que representa el numero de publicaciones académicas
relacionadas con este material®*

El grafeno es la unidad basica estructural de algunas alotropias del carbono, entre las que se
incluye el grafito, nanotubos de carbonos (CNT) y fullerenos 3¢ (Ver Figura 6). Fisicamente, es
una lamina plana en 2D con forma de panal de abejas, que se beneficia de su red de hibridacion
pura sp? que la beneficia con el modulo eldstico méas elevado 1[TPa]®’, una altisima
conductividad térmica 5,1 - 103 [W-m™1 - K~1]3 y la conductividad eléctrica intrinseca mas alta
conocida de 6 - 10° [S - m~1]3°. Otras propiedades interesantes son el espesor de sus laminas de
0,34 [nm] (lo que lo convierte en el nanorelleno 2D mas delgado a la fecha?®®) y que su elevada

area superficial*!*2,
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Figura 6. Estructuras alotropas a partir de grafeno, de IZQ. a DER.: Fullereno, CNT y Grafito3°

El grafeno pristino se suele obtener a partir de exfoliacion mecanica del grafito o por medio de
sintesis por deposicion quimica en fase vapor®°. El problema es que ambos métodos tienen como
resultado estructuras defectuosas y heterogéneas, ademas de que el consumo de energia y tiempo
requerido para su fabricacién son altos, lo que dificulta una produccién en masa de grafeno.
Debido a lo anterior, se sintetizan derivados del grafeno que conservan algunas de las
propiedades de este y ademas superan ciertas deficiencias, por ejemplo la de los volumenes de
produccion®?®3, Algunos de estos derivados son: fluorografeno, 6xido de grafeno y oxido de
grafeno reducido*®. Entre las aplicaciones de los materiales de grafeno y sus varios derivados esta
el refuerzo de propiedades mecanicas, eléctricas, térmicas y quimicas de materiales

poliméricos*—>2

1.5 OXIDO DE GRAFENO

Un derivado de grafeno es su forma oxidada (GO), que tiene una alta dispersabilidad y
procesabilidad en medio acuoso®*™°. Se produce desde escamas minerales de grafito por medio
de métodos de oxidacion quimica los cuales utilizan reactivos distintos: Brodie®®, Staundemaier>’
o Hummers®® y las posteriores modificaciones del método de Hummers han sido utilizadas en
diversos trabajos®3%°96363-70 [ o5 primeros dos métodos utilizan una mezcla de acido nitrico
(HNO3) y cloruro de potasio (KCLO3), por otro lado, el método de Hummers oxida al grafito por
medio de una combinacion de 4cido sulftrico (H,S0,) y permanganato de potasio (KMnO,). Las
variaciones de este tiltimo método son las mas ampliamente utilizadas’”' debido a que son menos
toxicas que los dos primeros métodos’ y porque permiten obtener grafeno con cantidades
significativas de grupos epoxi e hidroxilo en ambos lados del plano basal de carbono y carboxilo
alrededor de los bordes®>72. Estos grupos permiten exfoliar de manera mas facil el GO a



monoldminas por medio de agitacion o sonicacién y ademads le proporcionan propiedades
hidrofilicas®”-"1"73. Eso si, es importante sefialar que debido a la alta variacion de parametros que
poseen estas modificaciones entre si (como ejemplo: proporcion entre grafito y permanganato de
potasio’?, tipo de 4cido®, temperatura y tiempo de reaccion®®), ademas de factores como la fuente
del grafito®” da como resultado que se produzcan 6xidos de grafeno con distintas caracteristicas,
al igual que con los otros métodos de exfoliacion antes mencionados*>. Debido a esto tltimo, es
que actualmente no existe un modelo estructural del GO que tenga apoyo undnime. A pesar de lo
anterior, el modelo de Lerf-Klinowski (Ver Figura 7) es el mas aceptado y sefiala que este
material posee dos regiones: una con atomos de carbono altamente oxigenados en que predomina
la hibridacién sp® y otra con atomos de carbono levemente funcionalizado con hibridacién sp?3°.

Figura 7. Estructura propuesta de GO basada en el modelo de Lerf-Klinowski. Grupos hidroxilo y epoxido en rosado,
funcionalidades de oxigeno en azul y dominios aromdticos en verde’.

La proporcion usual de carbono y oxigeno en el GO es cercana a 2: 1, donde el 60 — 70 [%] de
la superficie esta cubierta por regiones oxidadas y los defectos puntuales estan presentes en toda
la estructura, lo que refleja un proceso de oxidaciéon intenso y altamente localizado” 7%,
Visualmente, la mayor cantidad de grupos funcionales de oxigeno se traduce en un cambio de
color de un café oscuro a uno mas claro”. Por otro lado, el espesor tedrico es de 26 = 0,7 —
0,8 [nm] - casi el doble del grafeno pristino debido a la presencia de los grupos funcionales” y el
espesor real puede ser levemente mas elevado debido a la presencia de contaminantes
superficiales, adsorbatos orgénicos, rugosidad de sustrato subyacente, o presencia ocasional de
funcionalidades mas voluminosas*>’>. A pesar de no poseer las propiedades eléctricas del grafeno
y de tener un rendimiento mecanico inferior, sigue exhibiendo un alto potencial en diversas
aplicaciones debido a sus propiedades mecanicas, alta flexibilidad, alto potencial de adherencia y
relaciones de aspecto extremadamente altas. El modulo elastico de una lamina de GO es tan alto

como 250 [GPa] a pesar de la alta concentracion de defectos locales”-°

y se combina con una
alta flexibilidad lateral. El1 GO se carga negativamente en condiciones levemente acidas y basicas

debido a la accion de los grupos carboxilos, lo que sumado a su elevada area superficial, le
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proporciona buenas propiedades para ser aplicado en la adsorcion de pigmentos®!, lo que sera
explicado con mayor profundidad en la Seccion 1.5.1. Ademas, estudios preliminares han
demostrado que la biocompatibilidad del GO es buena en varios casos®>** pero atin se requiere
investigar mas a fondo con el fin de discriminar la citotoxicidad y la acumulacion metabolica
para posibles aplicaciones biomédicas®*. También se destacan algunos estudios sugieren que el
GO posee propiedades antimicrobianas®* 2 debido a una accién sinérgica de mecanismos
quimicos y fisicos de las laminas, que seran mencionadas mas extensamente en la Seccion 1.5.2 y

1.5.3.2.

1.5.1 OXIDO DE GRAFENO PARA ADSORCION DE PIGMENTOS

Como se menciond anteriormente, el 4rea superficial del GO es elevada y asciende a 2.630 [m?/
g], lo que en conjunto con la alta cantidad de grupos funciones y su capacidad de cargarse de
forma negativa en condiciones ligeramente acidas (debido a la accion de grupos carboxilo) le
proporcionan a este material un gran niamero de sitios activos, lo que posibilita aplicaciones en la
remocion de pigmentos organicos®3!. Se ha utilizado en esta drea por si s6lo o formando parte de
compuestos, demostrando su capacidad de remover distintos tipos de pigmentos que tienen cargas
y estructuras diferentes. Algunos de estos trabajos se mencionan a continuacion.

Zhang et al. en el afio 2011 adsorbieron azul de metileno en solucién acuosa en GO?*. Los datos
se adecuaron a la isoterma de Langmuir, obteniéndose una adsorcion méaxima de 1,939 [mg/mg]
y una constante de equilibrio de adsorcion de 18,486 [mL/mg]. Estos resultados se vincularon a
la atraccion electroestatica favorable entre estos materiales, debido a la carga positiva del MB y
la negativa de la superficie de GO, cuyo esquema de interaccion se puede ver en la Figura 8.

CHy
N
\(‘Ih

Figura 8. Esquema de la interaccién entre GO y MB*
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También en el afio 2011, Ramesha et al. estudiaron la adsorcion de GO y rGO en MB, violeta de
metileno (MV, catiénico), rodamina B (aniénico) y naranja G (anionico) en solucion acuosa®. Se
comprobd que la alta densidad negativa en la solucidon facilitd la adsorcion de colorantes con
carga positiva en el GO (llegando a un 95 [%] de eficiencia) y la de pigmentos anidnicos se
consider¢ insignificante. Los datos de adsorcion de MB y MV en GO se ajustaron a la ecuacion
de Langmuir y los valores de qy, fueron 17,3 y 2,47 [mg/g], correspondientemente.

Nuevamente en el afio 2011, Bradder et al. probaron la adsorciéon de GO sobre los colorantes
cationicos MB y verde malaquita (MG)®, ambos catidnicos. Para estos dos pigmentos los datos
se ajustaron a la ecuacion de Langmuir, cuyas q,, fueron de 351,1 y 248,1 [mg/g] para el MB y
el MG, respectivamente. Estos valores son més altos que los obtenidos mediante el uso de carbon
activado, que fueron de 189 [mg/g] para MB en el trabajo de Wang et al. en el 2005%° y de
222 [mg/g] para MG obtenido por Malik en el 2007”.

Robati et al. en el afio 2016 utilizaron GO para adsorber rojo 12 (BR 12) y naranjo de metilo
(MO) desde una fase acuosa®®. Los valores se ajustaron al modelo de Langmuir para ambos
pigmentos, obteniéndose capacidades maximas de adsorcion de 63,69 y 16,83 [mg/g],
respectivamente. La menor capacidad en el segundo colorante se asocid su naturaleza anionica, la
cual genera repulsion con la superficie del GO.

Konicki et al. en el 2017 estudiaron la adsorcion de GO sobre los colorantes azoicos anidnicos
Acid Orange 8 (AO8) y Direct Red 23 (DR23) desde soluciones acuosas®. Los valores
concordaron con el Modelo de Langmuir donde se obtuvieron las capacidades méaximas de
adsorcion de 29,0 y 15,3 [mg/g] para el AO8 y DR23. Los resultados para K;, fueron: 0,139 y
0,201 [L/mg]. La justificacion de estos valores radica en que tanto el colorante y el GO a pH
bajo son de caracter anionico, lo que genera repulsion que resulta en una inhibicion de la
adsorcion. A pesar de eso, estas sustancias se interrelacionan debido a la capacidad del GO para
interactuar con moléculas organicas a través de puentes de hidrégeno y enlaces © — 1, y cuando
disminuye el pH ocurre una protonacion de los grupos carboxilo e hidroxilo, que permite que el
colorante se una en esos sectores.

Nuevamente Konicki et al. en el afio 2017 utilizd GO para adsorber los colorantes catidnicos
Basic Yellow 28 (BY28) y Basic Red 46 (BR46)%. Los datos de equilibrio fueron correctamente
ajustados por el modelo de isoterma de Langmuir, obteniéndose las capacidades méaximas de
adsorcion de 68,5 y 76,9 [mg/g], correspondientemente. Por otro lado, la constante de Langmuir
fue 0,136 y 0,070 [L/mg], respectivamente.

Elsagh et al. en el afio 2017 utilizaron nanotubos de carbono de pared simple (SWCNT) y
funcionalizados con grupos carboxilato (SWCNT-COOH), grafeno y GO como adsorbente para
la eliminacion del pigmento cationico Basic Red 46 (BR 46), en solucion acuosa'®. La adsorcion
de este colorante se ajusta al modelo de Langmuir y las capacidades maximas fueron: 38,35,
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49,45, 30,52 y 55,57 [mg/g], respectivamente. Por otro lado, los valores de K; determinados
fueron: 1,71, 1,57, 2,24 y 1,25 [L/mg].

La ausencia de publicaciones sobre papeles, membranas o films de GO para aplicaciones en el
area de adsorcion de pigmentos se pueda relacionar con la pérdida del area superficial asociada al
ensamblaje en esa forma. Debido a que el GO en forma de polvo posee una mayor area de
contacto, lo que implica una mayor cantidad de sitios activos para realizar la remocion de los
colorantes.

1.5.2 OXIDO DE GRAFENO PARA APLICACIONES ANTIMICROBIANAS

La pared bacteriana cumple la funcion de formar una barrera que protege a la bacteria del
medioambiente y de mantener su morfologia. Debido a esto, ha sido uno de los objetivos de
estudio para examinar las propiedades antibacterianas de diversos materiales, entre los que se

encuentra el 6xido de grafeno, que se ha indicado que posee propiedades antimicrobianas8-°%101
106

Los reportes sobre esta propiedad del GO son disimiles, debido a que hay publicaciones donde se
asegura esta capacidad, otras en que se menciona que el GO no posee dichas
propiedades!®"192107 ¢ incluso hay publicaciones donde se afirma que este material potencia la

actividad microbiana’*1%2, como se puede observar en Figura 9.
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Figura 9. (A) Numero de articulos o revisiones con las palabras oxido de grafeno y bacterias en el titulo o resumen (Scopus).
(B) Nuimero de articulos enfocados en GO en solucion: (rojo) articulos que reportan efecto inhibitorio, y (verde) falta de efecto
0 mejora'®,

Dentro de las publicaciones que avalan la capacidad antimicrobiana del GO se explican diversos
mecanismos de accidon, de naturaleza quimica y fisica, que actian de forma sinérgica. Estos son
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los bordes afilados del GO que interfieren con la actividad fisioldgica de la bacteria, el estrés
oxidativo provocado por las especies de oxigeno reactivas y la peroxidacion de lipidos, entre
otros mecanismos. Algunas de estos trabajos se presentan a continuacion.

Hu et al. en el afio 2010 reportaron las nanoldminas en suspension de GO pueden inhibir el
crecimiento de E. coli y que poseen una minima citotoxicidad (Ver Figura 10)%. Para esto se
incubo durante 2 [h] esta bacteria con concentraciones de 20 y 85 [ug/mL] de nanolaminas de
GO en suspension, lo que disminuy6 la actividad metabolica de la célula en ~70 y ~13 [%],
respectivamente. Ademas, por medio de un método de conteo de colonias se midi6 la viabilidad
antimicrobiana de una suspension con esta misma ultima concentracion, también por 2 [h]. Esto
tuvo como resultado una pérdida de viabilidad de E. coli que ascendid a 98,5 [%]. Estas tltimas
muestras fueron analizadas mediante fotografias tomadas por un microscopio electronico de
transmision (TEM) con lo que se comprobé que la membrana celular fue severamente destruida y
que el citoplasma fluy6é hacia afuera. Este dafio irreversible se asocid al estrés oxidativo o
disrupcion fisica que se habia observado anteriormente en otros nanomateriales relacionados con
el carbon: nanotubos de carbono y fullereno®*!%'13 Ademas, fabricaron un papel de GO y rGO
por filtracion al vacio,

100+ A
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-40+

Loss of E. coli Viability (%)

Control 85 pg/mL

Figura 10. A) Actividad antibacteriana de 85 [ug / mL] de nanolaminas de GO contra E. coli. B) TEM imdgenes de E. coli
expuestas a nanoldminas de GO,

También en el ano 2010, Akhavan y Ghaderi estudiaron la toxicidad bacteriana de nanolaminas
de GO y rGO depositadas en forma de nanoparedes (GONWs y RGNWs) en sustratos de acero
inoxidable, las que fueron obtenidas por deposicion electroforética de nanoldminas de GO —
Mg*2 1% Se midi6 el efluente de RNA de las bacterias Gram-negativo (E. coli) y Gram-positivo
(Staphylococcus aureus), las que fueron significativamente mayores en comparacion al control y
se encontrd6 que el dafio de la membrana habia ocurrido por los bordes afilados de las
nanoparedes, lo que tuvo como consecuencia la inactivacion bacteriana. Las bacterias Gram-
positivo fueron menos resistentes al dafio de la membrana, lo que se asocid a que estas no poseen
membrana externa (Ver Figura 11). Adicionalmente, se planted que las nanoparedes de GO
reducidas en hidracina fueron mas téxicas a las bacterias que sus contrapartes no reducidas, lo
que fue justificado por una mejor transferencia de carga entre las bacterias y los bordes mas
afilados.
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Figura 11. Citotoxicidad de GOWNs y RGNWs y concentraciones de RNA en el PBS de las bacterias A) E. coli y B) S. aureus
expuestas a las nanoparedes'%®

Akhavan et al. en el afio 2011 mostraron que las nanolaminas de GO podian atrapar a E. coli
suspendida en una solucién melatonina''*. Este efecto era més pronunciado a medida que el GO
poseia mdas grupos funcionales. Las bacterias retenidas eran inactivadas, lo que les impedia
proliferar debido a su incapacidad de acceder a la glucosa presente en el medio. Tras sonicar la
solucion pudieron remover las bacterias de las laminas, y se probd que estas se podian reactivar,
lo que fue medido por la disminucidn de glucosa y por la proliferacion de estas. Con lo anterior,
se comprobo que estas podian sobrevivir por lo menos durante 24 [h] encapsuladas por el GO.

Nuevamente en el afio 2011, Liu et al. buscaron entender de forma mas profunda el mecanismo
antimicrobiano del GO disperso en agua, por medio de una comparacion de la actividad
antibacteriana en E. coli por parte de grafito, 6xido de grafito, GO y rGO (Ver Figura 12)%. En
condiciones similares, el GO mostré la mas alta actividad antimicrobiana y a medida que se
aumentan las concentraciones y el tiempo de incubacion, mayor era la pérdida de viabilidad de
las bacterias. Los resultados sugirieron que la accién antimicrobiana estd contribuida por el dafio
que provoca el contacto directo de las nanoldminas de GO con la membrana celular (comprobado
mediante SEM) y por estrés oxidativo, ya que los cuatro tipos de materiales pueden oxidar el
glutation, que sirve de mediador del estado REDOX en bacterias. Debido a la anterior, se propuso
un mecanismo antimicrobiano de tres pasos en que inicialmente las bacterias se depositan en las
nanoldminas, luego ocurre un estrés en la membrana por el contacto directo con los bordes
afilados y finalmente sucede una oxidacion independiente del anidén superdxido.
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Figura 12. A) Medicion de viabilidad celular de E. coli en contacto con grafito, oxido de grafito, GO y rGO B-C) Influencia
del tiempo de incubacion en la viabilidad celular para GO y rGO%°
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Tu et al. en el afio 2013 reportaron que las nanolaminas de GO degradan las membranas externas
¢ internas de E. coli y reducen su viabilidad®. Esto lo realizan por medio de una penetracion en la
membrana (mecanismo Tipo A) y una extraccion de una gran cantidad de fosfolipidos desde esta,
producto de interacciones de dispersion fuerte entre GO y moléculas de lipidos (Tipo B),
facilitada por estructura 2D e hibridacion sp? de los carbonos. Esto fue estudiado mediante una
aproximacion tedrica (mediante una simulacion computacional) y de forma experimental,
mediante fotografias TEM (Ver Figura 13). Estas ultimas permitieron validar el modelo teorico y
permitieron identificar tres etapas durante la incubacion de 2,5 [h] de E. coli. En la primera, las
bacterias no sufren los efectos de las ldminas de GO por un periodo corto al inicio y a bajas
concentraciones, en la segunda etapa las membranas son parcialmente dafiadas (pero no cortadas
completamente) y muestran una menor superficie de fosfolipidos. En la tercera, las células
pierden su integridad celular, debido a un dafio severo en las membranas y a la pérdida de
citoplasma. Adicionalmente, reportaron que un aumento en el tamafio lateral del GO y de
concentracion se traduce en una mayor actividad antibacteriana. Finalmente, plantean la
posibilidad de extender estos mecanismos a otros tipos de bacterias.

Figura 13. Fotografias TEM A) morfologia inicial de E. coli (control y etapa 1) B) Mecanismo Tipo A y B%.

Perreault et al. en el afio 2014 le confirieron propiedades antibacterianas a una membrana delgada
de poliamida por medio de una funcionalizacion irreversible con el GO (Ver Figura 14)%. Esto
ocurre por una amidacion entre los grupos carboxilo del GO y los del mismo tipo presentes de la
capa activa de poliamida. Al contactar directamente E. coli con la superficie de la membrana
durante 1 [h] a temperatura ambiente, ocurrié un 64,5 [%] de inactivacion bacteriana, lo que se
asocio al dafio de la membrana por factores fisicos (que fue confirmado por SEM,), transferencia
y formacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y por extraccion de lipidos. El efecto
bactericida proporcionado no tiene un resultado perjudicial para las propiedades intrinsecas de
transporte de la membrana (permeabilidad al agua pura o sal, por ejemplo).
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Figura 14. A) CFU después de que las células de E. coli estuvieron en contacto con las membranas durante 1 hora a
temperatura ambiente. B) Foto SEM que muestra células E. coli comprometidas indicadas con una flecha naranja®.

Perreault et al. en el afio 2015 investigaron la dependencia del tamaio de las laminas de GO con
las propiedades antimicrobianas de esta sobre E. coli y las diferencias en el mecanismo de accion
entre el GO en suspension y en forma de papel fabricado por filtracion al vacio (Ver Figura
15)38. Por este motivo se sintetizO GO con nanoldminas de tamafio promedio 0,65 [um?] las que
por medio de sonicacidn se disminuyeron de tamafo, formando un rango de muestras con valores
hasta 0,01 [um?]. Cuando el GO se encuentra en suspension a medida que disminuye el tamafio
de las nanolaminas decrece la actividad antimicrobiana (se logré total inactivacion con las de
0,65 [um?] en 3 [h]), lo que fue explicado debido a que en suspension el mecanismo primario de
accion es el de encapsulamiento, anteriormente reportado por Akhavan et al.!'*. También se
comprobd que este mecanismo es reversible, tras recobrar las bacterias mediante sonicacion.

77| Before sonication
| After sonication

Figura 15. CFU de E. coli después de 3 [h] de exposicion a 200 [ng/mL] de GO en suspension de diferentes dreas de la
lamina, antes y después de la sonicacion®,.

En el afo 2016 Nanda et al. desarrollaron un enfoque para el estudio del mecanismo
antibacteriano del GO a través espectroscopia de Raman®2. Para esto, se obtuvieron espectros de
biomoléculas (proteinas y adenina) de los cultivos bacterianos de E. coli y E. faecalis (Gram-
positivo) en presencia de distintas concentraciones de GO. Observaron los picos de Raman mas
alto asociados a las biomoléculas en los cultivos en presencia de GO (Ver Figura 16), lo que fue
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correlacionado con la muerte inducida debido a una degradacién externa e interna de la
membrana celular, lo que posteriormente fue confirmado por medio de fotografias SEM.
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Figura 16. Espectros de Raman de E. coli tratados con GO, hay un incremento de la concentracion de Adenina (729 [cm™1))
y proteinas (S-S de vibracion de estiramiento a 490 [cm~1]) y de banda Amida VI a 610 [cm~'])) en E. coli cuando a medida
que aumenta la concentracion de GO,

Por otro lado, Ruiz et al. en el afio 2011 estudiaron la biocompatibilidad del GO con células de
mamifero Colorectal adenocarcinoma y toxicidad respecto a E. coli (Ver Figura 17)’!. Para esto
sintetizaron GO y lo sometieron a un proceso extenso de purificacion en el que hay una dialisis,
dilucidén y sonicacion prolongada. Los resultados demostraron que este GO no posee propiedades
antibacteriales, sino que promueve la adhesion y crecimiento de las células y las bacterias
analizadas. Las supuestas propiedades antimicrobianas del GO reportadas en otros trabajos se
asociaron a contaminantes residuales de la sintesis del material o subestimaciones de las
concentraciones utilizadas en los ensayos. Por otro lado, cuando se agregd una solucion de 25
[ug/mL] a un cultivo de bacterias, estas proliferaron y formaron un precipitado en el fondo de los
tubos de ensayo, al que se le atribuy6 el rol de un scaffold que potencia el crecimiento. Este
comportamiento se repitid en filtros de Polifluoruro de vinilideno que fueron recubiertos con 25
y 75 [pg] de GO, donde el crecimiento fue dos y tres veces mayor en comparacion al control.
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Figura 17. Filtros de Polifluoruro de vinilideno recubiertos con 0, 25y 75 [ug] de GO se inocularon con E. coliy se incubaron
a 37 [° C] durante 18 [h] 7.

Barbolina et al. en el 2016 discutieron sobre si realmente el GO poseia propiedades
antibacterianas!®®. Sintetizaron, luego purificaron y lavaron extensamente el GO, y
posteriormente lo expusieron en una concentracion de 1 [mg/mL] a bacterias E. coli y S. aureus,
las que no experimentaron cambios de inhibicion o estimulacion de su crecimiento, lo que fue
comprobado mediante fotografias TEM (Ver Figura 18). Por otro lado, se contact6 a esas
bacterias con una solucion con GO insuficientemente purificado, la que si tuvo efectos sobre la
viabilidad de las bacterias. Por lo que el comportamiento antimicrobiano se atribuyé a la
presencia de impurezas 4cidas residuales de la sintesis del GO. Adicionalmente reportaron que
las diferencias del tamano lateral del GO no afecta su accion antimicrobiana. Considerando todo
lo anterior, propusieron un protocolo de estandarizacion de la limpieza del GO con el fin de
asegurar muestras impolutas, que permitiesen estudiar la actividad de biologica de manera mas
precisa.

A

Figura 18. Imagenes TEM antes y después del contacto de la bacterias 100 [pg/mL] de GO purificado con A-B) E.coli C-D) S.
aureus. Las lineas en la imagen B) y C) muestran a las hojuelas de GO***

1.5.3 PAPEL DE OXIDO DE GRAFENO

El papel de oxido de grafeno (también conocido como films o membranas de GO) es una
macroestructura formada por el apilamiento ordenado de nanolaminas de GO. Este material ha
atraido mucha atencion debido a su flexibilidad y bajo peso, por lo que muestra gran potencial en
numerosas areas como supercapacitadores flexibles, membranas robustas y arquitecturas
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bioactivas!'>1!’, Se ha reportado que el GO es capaz de conformar esta macroestructura debido a
la presencia de capas de agua submolecular confinadas entre las nanoldminas, las que las unen
con sus vecinas por medio de la formacion de puentes de hidrogeno entre moléculas de agua y las
de los grupos funcionales presentes en la superficie del GO, lo que se brinda uniformidad al
papel' 18120 A pesar de esto, los enlaces de hidrogenos son fuerzas débiles en comparacion a las
de naturaleza i6nica o covalente*? e incluso una alta densidad de la red de puentes de hidrogeno
puede romperse debido a una elevada movilidad de las moléculas pequefias. Asimismo, un
exceso de agua en el papel (por sobre 15 [%p/p]''"®) puede actuar como plastificante o lubricante
entre las capas y una escasez de agua, bajo un 7 [%p/p] permite la formacion de una red débil.
En ambos casos, se dificulta la formacion de esta estructura, en el primero debido al
ensanchamiento del espacio en la galeria que provoca que s6lo se formen enlaces agua-agua y en
el segundo por falta del adherente de las nanoldminas, lo que en ambos escenarios afecta la

resistencia mecanica del papel'!%12!,

Otra informacidn interesante sobre el papel es que su comportamiento en solventes liquidos es
distinto al que tiene el polvo de GO, debido a la geometria de sus esquinas'?>. Como se observa
en la Figura 19, el polvo posee una estructura de los grupos funcionales de borde sobre borde, en
contraste, el papel tiene una distribucion donde los grupos de este lugar se unen a los grupos
funcionales de la superficie de otra nanolamina. Esto les confiere distintas propiedades, ya que
cuando el GO estd sumergido en agua los grupos -OH se desprotonan parcialmente, lo que
provoca que los bordes del polvo se repelan. Este efecto se disminuye con la disposicion de las
nanolaminas del papel, lo que dificulta la intercalacion del agua que esta en el medio dentro de
las galerias del papel.
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Figura 19. Esquema de la disposicién de GO en polvo (izq.) y papel (der.)'?

Se han propuestos varias soluciones para fabricar el papel de GO, entre las que se incluye:
filtracion al vacio, métodos dirigidos por plantilla, casting-secado, ensamblaje o gelacion
interfacial, crecimiento/ensamblaje in situ'?’. La primera es una técnica de separacion de mezclas
solido-liquido, en que la solucion se introduce en un embudo Biichner que contiene un papel
filtro acoplado al fondo. Este embudo se une a un matraz Kitasato que tiene una salida donde se
coloca la bomba de vacio, la que succiona la soluciéon quedando atrapado el sélido en los poros
del filtro y el resto queda depositado en el fondo del matraz. Esta fue la primera técnica ocupada
para fabricar un papel de GO''® y actualmente sigue siendo la mds utilizada3%.71,81,858891,121,122,124-

146 debido a que el espesor es facilmente controlable y porque se obtienen peliculas que
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usualmente exhiben estructuras de multiples capas, debido al montaje espontaneo cara a cara por
la interaccion de la solucion con la interfaz del filtro membrana?’. El modulo de Young de estos
papeles de GO estan usualmente en un rango de 23 — 42 [GPa]'*®128 resistencia a la traccion
entre 15 — 526 [MPa]®"!?%!1% y tenacidad de 0,26 [M]/m3]'?!, valores que se encuentran por
debajo de los de grafeno pristino o de las predicciones realizadas por modelos mecanicos.
Ademas, es importante sefialar que las propiedades mecanicas reportadas para los papeles de GO
son frecuentemente divergentes, inconsistentes, poco reproducibles y de dificil control!&144,
Otro inconveniente asociado a la utilizacion de esta técnica es la posible contaminacion del papel
por parte del filtro utilizado, por ejemplo los de 6xido de aluminio anodizado pueden liberar
iones AlT3 123197 Por otro lado, se ha mencionado que es més facil fabricar el papel utilizando
laminas mas grandes de GO, las cuales pueden ser obtenidas desde hojuelas de grafito de mayor
tamafio, por medio de una pre-exfoliacion del grafito, evitando utilizar sonicacion y las
reacciones fuertes, lo que en conjunto permite minimizar la ruptura de las laminas durante la

reaccion quimica'*s.

Como se menciond anteriormente, el primer papel lo fabricé Dikin et al.!'® en el afio 2007 por
medio de filtracion al vacio (Ver Figura 20). El papel obtenido fue de color café oscuro, tenia un
modulo de Young de 32 [GPa] (superior al de las laminas flexibles de grafito y papeles Bucky,
los que estan formados por nanotubos de carbono) y una estructura estratificada en la que las
hojas de GO se apilan de forma casi paralela. Mediante, la caracterizacion por Difraccion de
Rayos X (XRD) mostraron que la distancia entre capas era de 26 = 0,83 [nm] y que el papel
tenia un espesor de aproximadamente 6-7 nanolaminas de GO. Adicionalmente se probd que al
humedecer este material, se pierde resistencia y rigidez.

A

g

Figura 20. A-B) Morfologia del papel de GO C-D) Fotografia SEM de la seccién transversal''®

Cruz-Silva et al."* en el afio 2014 reportaron un método alternativo de fabricacién de papel
mediante la utilizacion de una barra de teflon para recubrir una placa de teflon con barro de GO,
como se presenta en la Figura 21. Este método permiti6 obtener papeles altamente ordenados y
similares a los obtenidos mediante filtracion al vacio, con areas de 800 — 1200 [cm?] o incluso
mas grandes, cuyo tamafio solo fue limitado por el area de las placas de teflon. Estos materiales
tenian un excelente comportamiento mecdnico y resistencia al desgarro, debido a que la
superficie de la placa y la barra poseen rugosidades microscopicas que le confiere una estructura
ligeramente arrugada al papel, la que le proporciona una mayor capacidad de deformarse sin
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romperse. Los papeles luego fueron enrollados para preparar fibras de GO con una elongacion de
fractura extremadamente grande (hasta el 76[%]), alta tenacidad (hasta 17 [J/m3]) y
propiedades macroscopicas atractivas, como seccion transversal circular uniforme, superficie lisa,
y gran capacidad para formar nudos#°.
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Figura 21. A) Barro de GO siendo esparcido sobre una placa de teflon mediante el uso de una barra del mismo material B)

Levantamiento del papel de GO C-D) Fotografias SEM de un papel de 2,9 [um| de ancho que posee rugosidades y este siendo

enrollado en forma de fibra, respectivamente'®,

Por otro lado, Zhang et al. en el afo 2015 fabricaron laminas por medio de un recubrimiento de
una placa Petri de poliestireno con el barro de GO a 25 [°C], 50 [%] de humedad y durante un
tiempo de 45 [h], las que se pueden ver en la Figura 22. Este papel tenia una resistencia a la
traccion de 453 + 17 [MPa] y tenacidad de 10,86 + 1,05 [M]/cm3], y tras su reduccion
alcanz6 una resistencia a la traccion de 614 + 12 [MPa] superior a los 585 [MPa] del acero
inoxidable AISI 304129,
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Figura 22. A) Papel de GO (arriba) y r-GO (abajo) B) Fotografia SEM del Papel de GO (arriba) y r-GO (abajo) C) Fotografias
digitales del papel de GO y rGO, que muestran sus flexibilidades'”
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1.5.3.1 PAPELES COMPUESTOS DE OXIDO DE GRAFENO

Considerando lo débil de las uniones por puentes de hidrogeno presentes y la abundancia de
grupos funcionales en su superficie, los papeles de GO son un candidato ideal para la fabricacion
de materiales compuestos, lo que les brindan nuevas o mejoras en sus propiedades a través de
interacciones del tipo de enlaces de hidrogeno, ionicas, covalentes y m — 1 3188123, Para mejorar
las propiedades mecanicas del papel, se ha sugerido utilizar borato para reticular este material y
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asi fabricar uno extremadamente fuerte, pero quebradizo?3°. También una reticulacion adicional
de las capas de papel pueden mejorar las propiedades mecéanicas de este, a través del uso de

125 o por cationes divalentes (Mg?*o Ca?*) para unirlos a grupos de acido

reticulacion covalente
carboxilico o hidroxilo del GO*3%%°, Esto tltimo fue realizado por Park et al. en el afio 2008'%,
donde la inclusion de iones divalentes de metales alcalinos térreos (Mg?to Ca?*) en
aproximadamente 1 [%p/p] incremento la resistencia a la fractura en ~50 [%] y la rigidez entre
10 — 200 [%] en los papeles de GO fabricados mediante filtracion al vacio. La explicacion de
esta mejora fue la union de los iones con los grupos funcionales del plano basal y de los bordes
de las laminas de GO (Ver Figura 23), donde estos ultimos enlaces les permiten resistir de mejor
forma la fuerza de traccion y contribuyen a la mejora de las propiedades mecénicas con mayor

intensidad.

@ individual graphene oxide sheet
Bridging edges, M: alkaline earth metal ions
more tightly bound

o g e = e S o
@ ¢ N <——=i=s == = o._ O
& oW e = == 5 —a= = e

Intercalation between
basal planes,
more weakly bound

o. 0
M =
@—<0/ & o= P :Mi @

Figura 23. Esquema de la union entre el Papel de GOy MCl, (M = Mgy Ca)™’

Yan et al. en el afio 2010 reportaron la fabricacion de dos papeles hibridos, uno de polianilina/GO
y el otro de polinalina/grafeno’. El método simple y de bajo costo fue realizado a través de la
polimerizacion de la anilina utilizando papel de GO fabricado mediante filtracion al vacio como
sustrato, el cual fue sumergido en una solucién del polimero, donde se unidé a los grupos
carboxilo y hidroxilo por medio de fuerzas de Van der Waals y puentes de hidrégeno. Se obtuvo
un papel hibrido delgado, ligero y que mantiene la flexibilidad del papel de GO pristino. Ademas,
se estudid su biocompatibilidad, por medio de la linea celular de fibroblastos £929 de raton,
donde la tasa se supervivencia tras 96 [h] fue 5 [%] superior a la del papel de GO, lo que se
atribuyo a las propiedades intrinsecas de la polianilina.

Por otra parte, una categoria de materiales compuestos que ha generado bastante interés es la de
los nacares sintéticos. Estos se inspiran en el nacar, considerado como uno de los estdndares
naturales a seguir por la biomimética (que se inspira en la naturaleza para desarrollar nuevos
materiales), debido a que presenta dos caracteristicas relevantes: tiene una estructura de “ladrillo
y cemento” formada por 95 [%v/v] de placas de carbonato de calcio aragonito bidimensional, y
5[%v] de quitina y proteina nanofibrilar unidimensional®"!3152 Ademds, posee distintas
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interacciones de interfaz entre la fase inorganica y organico!>. A partir de esto, ciertas
investigaciones se han centrado en crear materiales compuestos que poseen GO cumpliendo la
funcién de matriz o refuerzo, para crear una estructura compleja y jerarquica. Los compuestos
fabricados bajo este enfoque poseen una alta carga, dispersion y un excelente disefio de
interaccion de interfaz. Unos ejemplos de estos trabajos son:

Li et al. en el afio 2012 prepararon un papel inspirado en el nacar a partir de acetato de polivinilo
(PVA) y GO™!, el que después redujeron utilizando acido hidroyddico. La preparacion del papel
fue realizada al recubrir una placa de tereftalato de polietileno (PET) con la soluciéon del
compuesto, lo que es una metodologia rapida, simple y escalable. Los hibridos con 20 [%p/p] de
PVA tuvieron los mejores resultados en resistencia a la traccion y modulo de Young en
comparacion al papel de GO. Para GO/PVA fueron de 118 [MPa] y 11,4 [GPa], rGO/PVA
188,9 [MPa] y 10,4 [GPa], por otro lado, los del papel de GO fueron 5,71 [MPa]y 4,1 [GPa].
Por medio de fotos FESEM (Figura 24), se observo que los papeles compuestos poseian una
estructura mas compacta, lo que se asocié a un rol de “cemento” del polimero en los “ladrillos”
de GO. Ademas, se reportd que los papeles de GO se dispersaban en agua tras 24 [h] de estar
sumergidos en ese medio de manera estatica o con una agitacion leve. Por otro lado, los hibridos
no pudieron ser dispersados con agitaciéon ni con un bafio de ultrasonido, lo que se vinculd
nuevamente a una accion de PVA que impedia que el GO se dispersara en el medio acuoso.
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Figura 24. Imagenes FESEM de la superficie de fractura del papel de GO y el de PVA/GO (20 [% p / p] de PVA)

Cheng et al. en el afo 2013 fabricaron un material compuesto utilizando GO y 10,12-
pentacosadiyn-1-ol (PCDO), los que fueron reticulados con las laminas de GO'?. El porcentaje
en peso de este polimero es de 6,5 [%] (comparable con el nacar natural) y fue determinado
mediante un Analisis Termogravimétrico (TGA). El papel de GO fue preparado por filtracion al
vacio y luego fue remojado en una solucion de PCDO y tetrahidrofurano, después varias horas la
reaccion de esterificacion entre los grupos carboxilo del GO y los alcoholes en uno de los finales
de PCDO termind. Posteriormente, para mejorar su resistencia interfacial y conductividad, las
moléculas de PCDO fuero reticuladas por medio de una polimerizacion con adicion-1,4 sus
unidades diacetilénicas mediante irradiacion UV. Compararon la resistencia a la traccion y la
tenacidad de un papel GO vs el hibrido. Para el primero los valores fueron 95,4 + 3,9 [MPa]y
0,37 + 0,06 [MJ]/m3]. En el de GO/PCDO los valores aumentaron a 106,6 + 17,1 [MPa] y
2,52+ 0,59 [M]/m3].
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Cui et al. en el afio 2014 prepararon un papel composito mediante la reticulacion de dopamina
(DA) en GO por medio de el recubrimiento de un recipiente de vidrio con una solucion de la
mezcla, y posteriormente secado durante 48 [h] a 45 [°C]'*2. Posteriormente, el papel se redujo
mediante acido hidroyddico, con el fin de mejorar su conductividad. Por otro lado, la razén para
elegir este polimero es porque posee grupos funcionales catecol y amina, los que pueden
reaccionar con la nanolaminas de GO y auto polimerizarse en cadenas largas de polidopamina
(PDA). Mediante Espectrometria Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR) confirmaron
que ocurrid una reaccidon entre los grupos epoxi del GO y los amina del DA. A través de la
preparacion de muestras con distintas cantidades de DA, comprobaron que un mayor porcentaje
de GO causa que la estructura del composito sea mas ordenada, mejorando sus propiedades
mecanicas. La justificacion de esto radica en que el exceso de PDA actia como impurezas que
incrementan el area de la seccion transversal del papel (ver Figura 25). Para el GO-PDA-VI (con
5[%p/p] de DA) sus valores de resistencia a la traccion y tenacidad fueron 175.0 +
14.3 [MPa] y 1.5 + 0.6 [M]/m?3], correspondiente. Los que aumentaron respecto a los del papel
de GO, 91.2 + 1.6 [MPa] y 1.4 + 0.1 [MJ/m?3], respectivamente.

A ~~ GO-PDAd GO-PDA-VI

Figura 25. Seccion transversal del Papel de GO con A) 50 [%p/p] de DA y B) 5 [%p/p] de DA

1.53.2 PAPELES DE OXIDO DE GRAFENO PARA APLICACIONES
ANTIMICROBIANAS

El GO en esta morfologia también se ha utilizado para aplicaciones antimicrobianas. Algunos de
estos trabajos se muestran en esta seccion.

Como se menciono anteriormente, Hu et al. en el aiio 2010 fabricaron un papel de GO y rGO por
filtracion al vacio, sefialando que pueden inhibir el crecimiento de E. coli y que poseen una
minima citotoxicidad (Ver Figura 26)%. El papel de GO fue sometido a un ensayo de bacterias
en el aire y luego de 12 [h] de incubacion a 37 [°C] no hubo crecimiento de colonias en el papel
y a través de fotografias tomadas con un microscopio electronico de barrido (SEM) se observd
que las bacterias presentes en el papel habian perdido su integridad, lo que se relacion6 a la
disrupcion fisica o estrés oxidativo.
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Figura 26. A). Actividad antibacteriana del papel GO B) Imdgenes SEM de E. coli unidas al papel GO*.

Como se habld anteriormente, Perreault et al. en el afio 2015 investigaron la relacion entre las
propiedades antimicrobianas y el tamafio de las nanolaminas del GO sobre E. coli®. Ademas,
estudiaron las diferencias entre los mecanismos del GO en forma de papel preparado mediante
filtracion al vacio y GO en suspension. El tamafio promedio de las nanoldminas del GO
preparado fue 0,65 [um?] y tras la sonicacién, se formé un rango de muestras con valores hasta
0,01 [um?]. Cuando el GO se encuentra en forma de papel, a menor tamafio de las ldminas mayor
es el efecto antimicrobiano (contrario al GO en polvo), bajando la viabilidad de las células de un
~75 [%] aun ~25 [%] en el rango de areas. Este efecto no es reversible, y se asocia a una mayor
cantidad de defectos presentes en las nanolaminas mas pequefias las que tienen una mayor accion
oxidativa.
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Figura 27. Numero de células de E. coli viables después de 3 [h] de contacto el papel de GO,

Continuando con el trabajo de Ruiz et al. en el afio 2011 en que estudiaron la toxicidad del GO
respecto a E. coli y su biocompatibilidad con células de mamifero Colorectal adenocarcinoma’".
El efecto del papel de GO en el crecimiento bacteriano se estudio inoculando papel de GO, papel
de Ag-GO vy piezas de filtro de PVDF con E. coli. Las muestras fueron colocadas placas de
cultivo LB que habian sido inoculadas a una concentracién de 10° bacterias por placa. Después
106 de E. coli fueron inoculadas directamente encima de los papeles y se dejaron secar. Luego de
incubar no se observaron zonas de inhibicion en el filtro ni en el papel de GO, pero si en el papel
de Ag-GO. Adicionalmente, se efectudé una quantitative polymerase chain reaction (QPCR) en
tiempo real para determinar cudntas bacterias crecieron sobre los papeles. Los resultados
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mostraron (ver Error! Reference source not found.) que el papel de GO promueve el crecimiento
de bacterias de mejor manera, en comparacion al filtro de PVDEF. Por otro lado, el papel de Ag-
GO logré la muerte de las células bacterianas, por lo que se concluyo que el GO no posee ninglin
efecto adverso o toxico hacia las bacterias, si no que promueve el crecimiento bacteriano al
mejorar la fijacion, proliferacion y formacion de biopeliculas.
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Figura 28. Pequeiias piezas de ~1 [cm?] de filtro de PVDF (f), papel GO (g) y papel Ag-GO se inocularon con E. coli y se
cultivaron durante 18 [h] a 37 [°C]. El crecimiento bacteriano fue cuantificado por qPCR en tiempo real’’.

1.5.4 COMPUESTOS DE GO CON QUITOSANO

Como se menciono anteriormente, se han preparados papeles hibridos mediante la utilizacion de
polimeros y metales. Un biopolimero que ha provocado cierto interés en ese punto es el quitosano
(CS), material biodegradable y que posee muchos grupos funcionales hidroxilo y amino
altamente reactivos®3!. Proviene de la desacetilacion de la quitina (en la Figura 29), el segundo
polimero més abundante en la naturaleza tras la celulosa y que puede ser extraido desde hongos,
levaduras, artropodos y crustaceos®. El quitosano posee excelentes propiedades antimicrobianas,
de biocompatibilidad, biodegradabilidad, adsorcion y no es toxico®. Debido a estas propiedades
ha sido usado en aplicaciones de tratamiento de agua (asociado a la adsorcion de colorantes y
metales pesados), medicina, empaquetamiento de alimentos, como agentes quelantes, entre otras®.

CH,OH CH,0H
H H
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OH B OH
Deacetylation
H  NHCOCH, H  nH,
. dn — —In
Chitin Chitosan

Figura 29. Estructura de la quitina y el quitosano’*
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Considerando la gran cantidad de grupos funcionales que posee el GO, es posible formar
biocompositos con el quitosano a través de puentes de hidrogeno y enlaces quimicos entre los
grupos carboxilo de este y los amina del polimero®!3.

Un ejemplo de la formacion de enlaces entre esos materiales es el trabajo de Yang et al. en el afio
2010, en que prepararon un compuesto donde la matriz fue de CS'*®. Este nanocompuesto fue
sintetizado mediante un auto-ensamblaje en medio acuoso de ambos componentes, hasta la
formacién de una solucion homogénea la que fue vertida en una placa y posteriormente secada,
hasta que se formase un papel. Se observdé mediante fotografias SEM que el nanomaterial se
habia dispersado a un nivel molecular en la matriz. Esta buena dispersiéon provocod que se
formasen interacciones GO-CS entre los grupos cargados negativamente del primero y los con
carga positiva del polimero tras su protonacion en medio acido (estas interacciones se indican en
Figura 30), los que generaron un aumento en las propiedades mecénicas del nanocompuesto con
1 [%p/p] de GO, cuya resistencia a la traccion y modulo de Young se incrementaron en un 122 y
64 [%] respecto al CS puro.

Figura 30. Representacion esquemdtica del nanocompuesto bien disperso de GO en CS™°,

Por otro lado, Zuo et al. en el afo 2013 dispersaron GO en una matriz de CS, en proporcion 1:9
en peso y prepararon un papel con esa mezcla, por medio de un recubrimiento de una placa de
teflon'>’. La dispersion uniforme se logré por medio de la formacion de enlaces amida entre los
constituyentes (comprobados mediante Espectroscopia de Fotoelectrones de Rayos X (XPS)), lo
que proveen una modificacion en las propiedades mecanicas relacionado con una restriccion del
movimiento de las cadenas de CS por parte del nanorelleno, también por las interacciones
electroestaticas debido a la naturaleza policationica del polimero y la aniénica del nanomaterial.
Realizaron una comparacion entre la resistencia a la tracciéon, médulo de Young y Elongacion a
la rotura. Los resultados para un papel de CS fueron 32,7 [MPa], 444,7 [MPa] y 71,3 [%],
respectivamente. En cambio, para el hibrido fueron 82,0 [MPa], 2090,5 [MPa] y 42,5 [%].

Otra ejemplificacion de la formacion de enlaces entre estos materiales es el trabajo de Wan et al.
en el afio 2015 en que fabricaron compuesto de GO y Quitosano (CS) basandose en la inspiracién
proveida por el nacar y utilizando al GO como matriz®!. Este papel hibrido, que posteriormente
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fue reducido, poseia proporciones similares a la del nacar natural y es resistente, tenaz y
conductivo, debido a la accion sinérgica entre los compuestos por medio de puentes de hidrégeno
y enlaces covalentes. El resultado fue un compuesto que posee cuatro veces la resistencia a la
traccion del nacar natural y diez veces su tenacidad. Inicialmente se mezcld una solucion de GO
con otra de CS, donde el volumen de esta ultima cambid entre las muestras (para formar
compuestos con 30, 25, 20, 10 y 5 [%p/p]). Después se prepararon los papeles por medio de
filtracion al vacio y fueron reducidos utilizando acido hidroyddico. Del andlisis de las distintas
muestras se propuso un mecanismo para justificar las mejores propiedades del papel hibrido con
bajas concentraciones de CS (ver Figura 31). Este mecanismo explica que a concentraciones
bajas efecto estérico es menor, permitiendo que ocurra la reaccién quimica de amidacion entre los
grupos carboxilo del GO y los grupos amina del CS, lo que une mas fuerte al compuesto. Por otro
lado, a altas concentraciones el efecto estérico es grande, por lo que ocurre una elevada repulsion
entre los componentes, por lo que la forma de interaccion primaria se limita principalmente a
puentes de hidrégeno.

Hydrogen bonding

GP-K_JS hybrid Assembly through
building blocks vacuum-assisted filtration

Low CS content

I Pt
e 5

Figura 31. Mecanismo propuesto para bloques de construccion hibridos GO-CS con contenido de bajo y alto de CS®!

1.5.4.1 Quitosano y compuestos de GO/CS para aplicaciones de adsorcion

Bajo cierto pH el CS protona sus grupos amina, lo que se ha aprovechado para la utilizacion de
este polimero en la adsorcion de colorantes anidnicos'>®!>) principalmente. Cuando se han
fabricado compuestos entre GO y CS en esta aplicacion, el polimero es usualmente usado como
la matriz. Algunos de estos trabajos son:

Fan et al. en el ano 2012 fabricaron compoésito magnético bioadsorbente a partir de CS, GO y
nanoparticulas de Fe;0,'%. Los dos primeros componentes se unieron por medio de una reaccion
de amidacion. Por otro lado, el o6xido de hierro le proporcion6d al material las propiedades
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magnéticas, que facilitan su separacion. Los resultados de adsorcion de MB se ajustaron a la
isoterma de Langmuir, con capacidad de adsorcién maxima de 180,83 [mg/g]| y constante de
0,38 [L/mg].

Wang et al. en el afo 2014 doparon monolitos de CS esponjosos microporosos preparados
mediante liofilizacion bajas cantidades de GO, para formar monolitos de CSGO para aplicaciones
en adsorcion de MO y de iones Cu*?*. La capacidad méaxima de adsorcion para el naranjo de
metilo fue de 567,07 [mg/g] y para los iones 53,69 [mg/g]. Adicionalmente se mostrd que para
este tipo de estructuras el modelo de Langmuir y de Freundlich no sirven para el ajuste, ya que se
obtuvieron valores de R? de 0,8373 y 0,7260, respectivamente. Esto tltimo fue justificado
debido a las suposiciones realizadas por la primera ecuacion y por qué la naturaleza empirica de
la segunda puede no ser el enfoque adecuado para la adsorcion de MO en los monolitos de
CSGO.

Wang et al. en el afio 2015 doparon aereogeles porosos de quitosano con una pequeiia cantidad de
GO'"!. Este material posee una capacidad de adsorcion méaxima de 686,89 [mg/g] para MO y de
573,47 [mg/g] respecto a Amido Black 10B (AB10B), que también es anidnico. El estudio
también demostro que a medida que aumenta el pH disminuye las propiedades del material como
adsorbente, lo que se correlacion6 con la desprotonacion de los grupos amino del CS a pH
elevado.

Jian et al. en el afio 2016 prepararon un compuestos de CS-GO con nanoparticulas magnéticas de
6xido de hierro (MCGO) para aplicaciones en remocién de pigmentos y antibacterianas °. Los
resultados asociados a las pruebas relacionadas a esta ltima aplicacion son abordados en la
Seccion Quitosano y compuestos de GO/CS para aplicaciones antimicrobianas. El colorante
anidnico utilizado fue MO, cuyos valores tuvieron mejores resultados de ajuste con el modelo de
Langmuir y en donde la capacidad maxima de adsorcion fue de 398,083 [mg/g] vy la constate fue
de 0,01222 [L/mg]. Estos resultados se asociaron a los grupos funcionales amina del CS y al
aumento en el area superficial y de grupos funcionales provocado por el GO, lo que en conjunto
incrementan el nimero de sitios de adsorcion.

También en el ano 2016, Gul et al. fabricaron un compuesto de Quitosano, nanoparticulas de
Fe;0, y GO'®*. Se realizaron los experimentos con MV y Alizarina amarilla R (AY, anionico).
Se reportd que el material posee buenas propiedades para remover ambos colorantes, y que los
datos se ajustaban a la ecuacion de Langmuir, pero no fueron reportados los valores de q,,, y K.

Kamal et al. en el afio 2017 fabricaron una membrana formada por la reticulacion de CS con una
dispersion uniforme de GO, usando ortosilicato de tetraetilo (TEOS) como un agente de
entrecruzamiento??. Se examinaron las muestras por SEM y Brunauer—Emmett—Teller (BET), con
lo que se confirmé un mezclado uniforme en la matriz de CS y que la inclusion del GO en esta
aumenta su area superficial, generando mas sitios activos lo que se puede traducir en una mejora
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de las propiedades de adsorcion. Para esto se utilizo el pigmento aniénico Rojo Congo (CR) y sus
valores de adsorcion se ajustaron a la ecuacion de Langmuir, con capacidad maxima de adsorcion
de 370,37 [mg/g].

De lo anteriormente expuesto resalta la ausencia de membranas compuestas o bifasicas de GO/CS
en la bibliografia consultada. Esto se puede asociar a la disminucion del area de contacto
provocada por esa morfologia.

1.5.4.2 Quitosano y compuestos de GO/CS para aplicaciones antimicrobianas

A lo largo de los afos se ha generado mucho interés en las propiedades antimicrobianas del CS,
cuyo mecanismo (o serie de mecanismos) es desconocido y en muchos casos, los propuestos se
contradicen entre ellos'*!%!. La razon de esto radica en que existe un gran niimero de factores
microbianos, intrinsecos del CS y de las condiciones ambientales, entre otros que afectan al
proceso.

Entre los factores microbianos influiria el tipo de pared que posea la bacteria (Gram-positivo o
negativo). Sin embargo, la literatura es diversa y a veces contradictoria. Existe publicaciones que
afirman que las Gram-positivo son las mas afectadas por el CS"*!5° lo que era justificado
porque estas no poseen una membrana externa, como sucede con las negativo. Otras
publicaciones mencionan que el CS afecta en mayor medida a las Gram-negativo, argumentando
que la carga negativa de la superficie celular era mayor, por lo que més CS es adsorbido y por
ende, ocurre un mayor efecto antimicrobiano'**!>*, Por otro lado, incluso hay algunos reportes en

que mencionan que no existen diferencias en la actividad del CS en ambos tipos'>>.

Dentro de los factores intrinsecos se encuentra la densidad de carga positiva, la que al
incrementarse permite interacciones electroestaticas mas fuertes. Ademas, estd la capacidad
quelante en condiciones 4cidas del CS respecto a varios iones metalicos, algunos de los cuales se
encuentran en la pared celular y son relevantes para la estabilidad de esta!?’. Otro factor es el
peso molecular, donde los reportes también son contradictorios'*, ya que no hay consenso sobre
el efecto de este parametro en la actividad antimicrobiana. Uno de los reportes mas famosos en
esta materia es el de Zheng y Zhu'®® del afio 2003 quienes plantearon que los mecanismos de
accion para ambos tipos de bacteria son diferentes. Ellos realizaron un estudio utilizando E. coli 'y
S. aureus, donde mostraron que a medida que aumentaba el peso molecular del CS se
incrementaba la actividad antimicrobiana contra esta tltima bacteria lo que justificaron mediante
la proposicion de un mecanismo en que el polimero forma una membrana que encapsula a la
célula, impidiendo que los nutrientes entren a la bacteria. Por otro lado, a medida que decrece el
peso molecular del polimero la actividad antimicrobiana era mayor en E. coli, sugiriendo que el
mecanismo de accion del CS es que una vez ingresado a la bacteria absorbe las sustancias
electronegativas de la célula, floculandolas y asi alterando las actividades fisiologicas de la
bacteria, lo que desencadena su muerte.
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En los factores ambientales esta el pH, ya que bajo el pKa de la molécula (6,3 - 6,5) la molécula
de CS se vuelve policationica. Debido a lo anterior, la actividad inhibitoria disminuye con el
aumento de pH '**. Una de las razones para explicar esto radica en las cargas positivas de los
grupos amino, que interactia con las membranas celulares cargadas negativamente, lo que causa

una filtracion del material intracelular que forma al microorganismo !>,

Adicionalmente, Tripathi et al. en el afio 2008 evaluaron la actividad antimicrobiana de una
pelicula de quitosano-almidén sobre E. coli, S. aureus y Bacillus subtilis '**. Durante las pruebas
de microbiologia comprobaron que el papel compuesto presentaba un efecto inhibitorio, lo que
no ocurrid para los papeles formados s6lo por CS (en la Figura 32).

Figura 32. Ausencia de halo de inhibicion por el papel de CS contra (a) E. coli, (b) S. aureus y (c) B. subtilis'®*

Considerando las propiedades anteriormente mencionadas, se han preparado compuestos de CS
con GO con el fin de potenciar sus propiedades antimicrobianas'®.

Sundar et al. en el afio 2014 sintetizaron un papel formado por un nanocompuesto de CS-GO,
preparado por el recubrimiento de una placa Petri con una solucion que contenia a los
componentes'®. Las pruebas de microbiologia sobre E. coli y B. subtillis demostraron que este
material con un 2 [%p/p] de GO posee mejores propiedades que ambos materiales por si solos,
ya que presentaba un halo de inhibicion de mayores dimensiones (ver Figura 33).

Figura 33. Zona de inhibicion de E. coli para (a) control (b) 2 [%] de CS-GO (c) 1 [%] de CS (d) 0,01 [%] de GO.
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En el afio 2015, Marta et al. disefiaron un nuevo material hibrido que combinaba sinérgicamente
las propiedades antibacterianas de nanoparticulas de plata (AgNPs), GO y CS'”’. Anteriormente
se habian fabricado compuestos de GO-AgNPs que poseian mejores propiedades
antimicrobianas, pero no se habian recubierto con quitosano con el objetivo de incrementar su
estabilidad. Se probaron las propiedades antibacterianas ante dos cepas de S. aureus resistentes a
la meticilina, determinando la concentracion minima inhibitoria (MIC) y la concentracion
bactericida minima (MBC). En el ensayo, la concentracion inicial de bacterias fue 10> [CFU/mL]
y se probaron 6 muestras: GO, CS-GO, AgNPs-GO y CS-AgNPs-GO con distinta cantidad de
CS). El resultado fue que el nanocompuesto de proporcion 1:4 de CS: AgNPs — GO tuvo un
mejor rendimiento que los materiales que lo formaban, por ejemplo, la MIC de este era 1,09 Ag+
y 1,35 GO en comparacion a la > 7,5 del GO, 2,25 del CS-GO, 1,90 Ag+y 1,5 GO del AgNPs-
GO. Esto fue justificado debido a que el recubrimiento con quitosano facilitaba la union del
nanohibrido con las paredes cargadas de las células bacterianas, el GO se encargaba de disminuir
la permeabilidad de la célula y por las propiedades intrinsecas del AgNPs.

Como se adelanto anteriormente, Jian et al. en el afio 2016 prepararon MCGO para aplicaciones
en remocion de pigmentos y antibacterianas®. Las propiedades antimicrobianas contra E. coli a
una concentracién inicial de 10°[CFU/mL] de este material se evaluaron mediante una
comparacion con las nanoparticulas de 6xido de hierro, GO y CS, donde todos los materiales
estaban a concentraciones de 50,100y 200 [ug/mL] a 37 [°C] y a agitados a 150 [rpm]. Mas
tarde, se efectuaron una serie de diluciones con las células después de 0 — 120 [min] de
exposicion, en que se esparcieron 100 [mL] de muestras no diluidas y de todas las diluciones en
placas de LB, para después ser incubadas a 37 [°C] durante la noche. Finalmente, el rendimiento
antibacteriano se evaluo por la metodologia de conteo por recuento. Los resultados obtenidos
para el porcentaje de inactivacion de nanoparticulas de 6xido de hierro, GO y CS (tras 2 [h] de
exposicion), fueron: 55,92 + 9,62, 87,26 + 3,75 y 99,91 + 0.,2 [%], respectivamente. Por
otro lado, para el MCGO solo bastaron 40 [min] para inactivar a la mayoria de las bacterias,
como se ve en la Figura 34. A través de imagenes SEM se mostré que estas capacidades del
material podian vincularse a dafio en la membrana. Esto pudo ocurrir por una accioén sinérgica
entre los componentes, el CS provoca una alteracion de la permeabilidad de la membrana celular
causada por la carga negativa de esta y la carga positiva del polimero, lo que provoca una fuga de
material intracelular que termina por matar a la bacteria. Por otra parte, el GO puede dafiar la
estructura de la membrana e inducir estrés oxidativo y finalmente, las nanoparticulas de 6xido de
hierro pueden producir especies reactivas de oxigeno (ROS) que cuando interactian con la
bacteria generan dafio del ADN, a través de la oxidacion de las proteinas.
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Figura 34. Actividad antibacteriana del oxido de hierro, GO, CS y MCGO contra la bacteria E. coli, a la misma concentracion
de 100 [ug /mL] a 37 [°C]".

Grande et al. en el afio 2017 prepararon un nanocompuesto en forma de papel por medio de la
reticulacion del GO con el CS a 120 [°C]'*®. Estos enlaces fueron formados por medio de los
grupos epoxi del GO y los amino e hidroxilo del CS. Se evaluaron las propiedades
antimicrobianas respecto a E. coli y B. subtilis, por medio de mediciones de viabilidad usando un
ensayo basado en fluorescencia. Se compar6d CS con distinto porcentaje en peso de GO: 0, 0,1,
0,25, 0,4 y 0,6. El ensayo consistid en que portaobjetos circulares se recubrieron con peliculas
delgadas CS-GO y fueron depositados en una placa de microtitulaciéon de fondo plano, luego se
afiadieron alicuotas de 2 [mL] de cultivo bacteriano a 0,5 OD600 [nm] en PBS (pH 7,4) en cada
pocillo y luego se incubaron durante 1 [h] (sin agitacién) a temperatura ambiente. Después de
esto, se coloco una alicuota de 10 [uL] de solucidon en un portaobjetos de vidrio, se tifid y se
obtuvieron imagenes bajo un microscopio de fluorescencia. Para determinar la cantidad total de
células vivas y muertas en la suspension, esta se tind con un kit de viabilidad bacteriana
vivo/muerto de Baclight. El porcentaje de células inactivas se expres6 como la relacion
porcentual entre el nimero total de células inactivas (rojas) y el numero total de bacterias (verde).
Los resultados fueron que el compdsito con 0,6 [%p/p] de GO presentd las mejores propiedades
antibacterianas, con un 22,83 y 54,93 [%] de inactivacion, respectivamente. Adicionalmente, la
pelicula de CS no mostrd propiedades antibacterianas.

Dado que en las investigaciones mostradas anteriormente no hay publicaciones sobre papeles
bifasicos de GO y CS, en este trabajo se proponen dos métodos de fabricacion de estos
materiales, los que pueden ser utilizados en aplicaciones de adsorcion de un pigmento y como
antimicrobiano.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Preparar y caracterizar papel de o6xido de grafeno y papel de 6xido de grafeno con quitosano,
estudiando sus estructuras, capacidades de adsorcion de un contaminante soluble y efecto
antimicrobiano.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar ldminas de papel a partir de GO y de GO cubierto en quitosano, sintetizado
desde grafito por medio de una modificacion del método de Hummers.

e C(Caracterizar los papeles fabricados a través de espectroscopia IR (FTIR) y Raman,
Difraccion de Rayos X (XRD), microscopia electronica de barrido (SEM) vy
Espectroscopia de energia dispersiva (EDS).

e Analizar y comparar las propiedades de adsorcién sobre el pigmento orgénico catidnico
azul de metileno (MB) y antimicrobianas versus bacterias S. aureus (Gram-positivo) y E.
coli (Gram-negativo) entre ambos papeles.
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3 FASE EXPERIMENTAL

En esta seccion se describen los reactivos, materiales, procedimientos y técnicas empleados para
la preparacion y caracterizacion de las muestras estudiadas en el trabajo, ademas se detallan los
métodos utilizados en el estudio de propiedades.

3.1 MATERIALES Y EQUIPOS

3.1.1 MATERIALES

Los materiales utilizados para la sintesis del Oxido de Grafeno fueron de grado analitico y no se
purificaron mas extensamente. De la marca Merck se adquirieron los siguientes: Polvo de grafito
extra puro (tamafio de particula menor a 50 [um]), Acido sulfiirico con pureza del 95 — 97 [%]
(H,S0,), Permanganato de potasio con pureza del 99 [%] (KMnO,), Acido clorhidrico en
concentracion 37% (HCI) y Nitrato de sodio con pureza del 99,5 [%] (NaNO3). También se
utilizé Peroxido de hidrégeno (H,0,) de la marca Kadus S.A y Agua destilada producida en el
Laboratorio de Polimeros de la Facultad de Ciencias Fisicas y Matematicas de la Universidad de
Chile. Por otra parte, los materiales para la preparacion de los papeles (de GO, CS y GO/CS)
fueron: papel lija de grano 1200, placas y espatula de teflon, scotch, Quitosano de peso
molecular medio (50.000 — 190.000 [Da]) y con un 75 — 85 [%] de desacetilacion fabricado
por Sigma-Aldrich y Acido Acético al 100 [%)] de la marca Merck. Adicionalmente, para los
ensayos de adsorcion se empled una solucion de azul de metileno a concentracion 1,5 [%p/v]
fabricado por Sigma-Aldrich, Agua Desionizada producida en el laboratorio de Ingenieria de
Polimeros de la FCFM y cubetas de plastico de la marca Ratiolab. En los ensayos de
microbiologia se utilizaron medios ya preparados de Luria Bertani (LB) y Caldo de soja triptico
(TSB).

3.1.2 EQUIPOS

3.1.2.1 Balanzas

Con el objetivo de pesar los reactivos para la preparacion de GO, los papeles y las muestras
usadas para los distintos experimentos se ocupd una balanza analitica marca Precisa modelo
100A-300M, en la Figura 35A, que posee una precision de +0,1 [mg]. Por otro lado, para pesar
los componentes para fabricar los medios de cultivo se ocup6 la balanza Ohaus modelo TS400S,
Figura 35B.
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Figura 35. Balanzas A) Precisa modelo 100A4-300My B) Ohaus modelo TS400S.

3.1.2.2 Agitador magnético con calefaccion

Para agitar la solucion con el objetivo de disolver el CS y de también calentar la mezcla durante
la sintesis de GO se utilizé un agitador magnético con calefaccion marca Dragon Lab modelo
MS-H280-Pro, en la Figura 36.

Figura 36. Agitador magnético con calefaccion.

3.1.2.3 Termodmetro infrarrojo

Para hacer seguimiento de la temperatura durante la preparacion del Oxido de Grafeno y asi
poder ajustarla, se ocup6 un termoémetro infrarrojo doble laser marca Extech modelo 42509, en la
Figura 37.
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Figura 37. Termometro infirarrojo.

3.1.2.4 Centrifugas

Con el fin objetivo de purificar el GO de los residuos remanentes de la sintesis se usd una
centrifuga marca HANIL modelo Supra22k. Por otro lado, para evitar que las soluciones de azul
de metileno contuviesen particulas que afectase las mediciones de absorbancia se utilizaron las
centrifugas de la marca Eppendorf 5804 R (para tubos Falcon de 15 [mL]) y modelo 5403 (para
tubos Eppendorf de 2 [mL]). Estas se pueden ver en la Figura 38.

Figura 38. Centrifugas A) Hanil modelo Supra22k B) Eppendorf modelo 5804 R y C) Eppendorf modelo 5403.

3.1.2.5 Espectrofotometro UV-Visible

Para caracterizar los materiales por medio de la medicién de absorbancia y transmitancia se
ocuparon espectrofotometros UV-Visible marca Rayleigh modelo UV-1601, en el caso de los
ensayos de adsorcion de azul de metileno (el cual se muestra en la Figura 39A) y uno de marca
Dynamica modelo HALO RB-10, para calibrar la concentracion de bacterias durante los
experimentos de microbiologia (en la Figura 39B). El primero se realizé por medio de cubetas
de plastico y utilizando como referencia agua desionizada. Por otra parte, el segundo se efectiio
utilizando tubos de ensayo de vidrio y la referencia fueron los caldos estériles.
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Figura 39. Espectrofotometros UV-Visible A) Rayleigh modelo UV-1601 y B) Dynamica modelo HALO RB-10.

3.1.2.6 Incubadora con agitador

Para agitar las muestras y mantenerlas a una temperatura en especifico durante los ensayos de
adsorcion se uso una incubadora con agitador marca Labwit modelo ZHWY-100B, la que se ve
en la Figura 40.

Figura 40. Incubadora con agitador.

3.1.2.7 Horno de vacio

Con el objetivo de secar el barro de GO a 60 [°C] se ocupd un Horno de vacio de marca Heraeus
Instruments modelo VTR 5036, en la Figura 41.
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Figura 41. Horno de vacio.

3.1.2.8 Secador de pelo

Con el fin de secar el barro de GO esparcido sobre las placas de teflon en el Método A se utilizd
un secador de pelo de la marca SIEGEN modelo SG-3042, en la Figura 42.

Figura 42. Secador de pelo.

3.1.2.9 Agitadores

Durante los ensayos en microbiologia se ocuparon diversos agitadores presentes en la Figura 43.
Para la gradilla que contenia los tubos de ensayo se utilizo el de la marca Biosan modelo 3D,
Sunflower Mini-Shaker. Por otra parte, los tubos Eppendorf fueron agitados utilizando el vortex
de la marca IKA modelo MS 3 digital. Finalmente, para la redispersion del contenido de los tubos
de ensayo se realizé por medio del modelo Maxi Mix II de la marca Thermolyne.
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Figura 43. Agitadores A) 3D, Sunflower Mini-Shaker, B) MS 3 digital y

3.2 METODOLOGIA

3.2.1 PRODUCCION DE OXIDO DE GRAFENO

3.2.1.1 Sintesis 1

El Método mejorado para obtener oxido de grafeno (GO) a partir de laminas de grafito tue
desarrollado por René Castro Cid, Doctorado en Ciencias de los Materiales de la Universidad de
Chile, con el fin de producir y purificar GO. La sintesis fue inspirada en las técnicas propuestas
por Marcano et al.*®. Por otro lado, la purificacién se inspir6 en la metodologia de Cruz Silva et
al.'*. Esta preparacion de GO se inici6 con la dosificacion de una solucion de H,SO,/H5PO, en
una proporcion de 9:1 (360:40 [mL]) en un vaso de precipitado de 1[L], al cual se le
agregaron 3,0 [g] de grafito y luego se agit6 toda la mezcla durante 15 [min] a 200 [rpm)], con el
fin de asegurar la dispersion homogénea del grafito. Posteriormente se agregd un total de
18,0 [g] de KMnO, en un lapso de 60 [min], produciéndose una leve reaccion exotérmica a 35 —
40 [°C]. Luego de terminar esa ectapa, se elevo la temperatura del agitador magnético con
calefaccion hasta 50 [°C] y se agitd la mezcla a 200 [rpm] por 12 [h]. Posteriormente, se sacé el
vaso del agitador y se permitid que la solucion se enfriase hasta llegar a temperatura ambiente,
tras lo que se vertio la mezcla en un vaso precipitado de 2 [L] que tenia en su interior ~400 [mL]
de hielo con 3 [mL] de H,0, al 30 [%]. Finalmente, se dejo la dispersion de GO (de color
amarillo brillante) reposando en la noche para permitir que se neutralizase completamente el
KMnO, y para permitir la sedimentacion de las particulas de GO, que luego ingresan a la etapa de
Purificacion 1.

3.2.1.2 Sintesis 2

Esta sintesis de GO se realiz6 mediante una modificacién del método de Hummers y Offeman?.
Para empezar, se agregaron 250 [mL] de acido sulftrico, 10 [g] de grafito y 5 [g] de nitrato de
sodio a un vaso de precipitado de 1 [L]. Esta solucion se agité a 200 [rpm] en un bafio de hielo
(Temperatura < 10 [°C]) por 30 [min]), con el fin de dispersar los sélidos en el acido.
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Posteriormente, se comenzé a agregar ~0,75 [g] de permanganato de potasio cada 6 [min]
(30 [g] en 240 [min]) utilizando una cuchara (lo que se realiz6 lentamente) procurando mantener
un bafio de hielo durante todo el transcurso de este proceso. Esta tasa de adicion lenta evita el
aumento de temperatura de la reaccion de oxidacion (de caracter exotérmica) y la formacion de
aglomeraciones de permanganato, que dificultan su dispersion en la mezcla evitando asi que
ocurriesen una reaccion fuerte en ciertos focos®’. Tras finalizar el periodo de agregaciéon de
permanganato, se quito el baio de hielo, la temperatura de la placa fue modificada a 35 [°C] y la
solucion se agitd durante 90 [min], ocurriendo ahi la reaccion principal de oxidacion del grafito.
Después de esta etapa, la solucion se trasvasd lentamente a un vaso precipitado de 2 [L] que
contenia 500 [mL] de agua destilada. Tras la adicion la mezcla se calent6 hasta aproximadamente
100 [°C] y se agit6 por 30 [min] a 95 [°C] en la placa calefactora, produciéndose la hidratacion y
una reaccion secundaria de oxidacion del GO. Maés tarde, se agreg6 paulatinamente 400 [mL] de
peroxido de hidrogeno al 10 [%] con el objetivo de retirar el exceso de permanganato que no
reacciono y se dejo agitar por 30 [min] a 60 [°C]. Finalmente, al terminar este periodo se ceso la
agitacion, se retird el vaso de la placa y se dejo reposar 24 [h] para permitir la sedimentacion del
GO que posteriormente entraria a la etapa de Purificacion 2.

3.2.2 PURIFICACION DE OXIDO DE GRAFENO

3.2.2.1 Purificacion 1

Continuando con el Método mejorado para obtener oxido de grafeno (GO) a partir de laminas
de grafito se realiz6 la purificacion inspirada en Cruz Silva et al.'*. Luego de la noche de reposo,
se elimind el sobrenadante de la mezcla de GO mas impurezas producida por la Sintesis 1. El
barro presente en el fondo del vaso se dispersé en una solucioén de 1 [L] de H,SO, a 5 [%p/p],
por medio de un mezclador de rodillos aplicado durante 15 [min]. Luego se centrifugd la
dispersion de GO a 4000 [rpm] por 5 [min] y se desecho el sobrenadante, conservando el barro
de color anaranjado pegado en las paredes de los vasos de centrifugacion. Todo lo anterior se
realizd con el objetivo de eliminar los restos de 4acidos presentes en el GO, donde la
centrifugacion era el ultimo paso del primer ciclo de lavado. Posteriormente se realizaron 3
lavados mas, pero utilizando 1 [L] de agua destilada en vez de la solucion de H,SO,. Tras
finalizado el cuarto lavado, se obtuvo una capa homogénea color marron anaranjado con aspecto
de hidrogel, que se extrajo utilizando una espatula y se dispers6 en 1 [L] de agua destilada. La
solucién se centrifugd a 4000 [rpm] por 3 [min] y se rescatdé el sobrenadante, el cual fue
sometido a un ciclo de centrifugacion por 3 [h] a 6000 [rpm]. Finalmente se rescat6 el producto
final, el GO purificado pegado en las paredes de los vasos de centrifugacion. Este barro de GO se
utilizé para preparar papel mediante el Método A.
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3.2.2.2 Purificacion 2

Este paso (ver Figura 44) se realizd para remover impurezas producidas durante la sintesis del
oxido de grafeno. El proceso se puede dividir en dos etapas, lavado con 4cido para retirar los
subproductos de la oxidacién basada en la modificacion del método de Hummers y Offeman’® y
una limpieza del exceso de acido utilizando agua destilada, inspirada en la metodologia de
purificacion de Cruz Silva et al.!*’. Tras la finalizacion del periodo de sedimentacion del GO
producido mediante la Sintesis 2, se obtuvo una fase con barro y otra con sobrenadante claro, esta
ultima fue eliminada. Luego se lavo el sedimento mediante filtracion al vacio utilizando un filtro
de papel, una bomba de vacio, una malla de 5 [um] y una soluciéon de 400 [mL]de acido
clorhidrico 16 [%]. Al terminar esta etapa, se pudo apreciar una torta de GO, la cual fue
dispersada en un vaso precipitado de 2 [L] que contenia 1[L] de agua destilada por medio
agitacion magnética a 200 [rpm] durante 15 [min]. El contenido del vaso se dejo sedimentar
durante una noche, para permitir la formacion de 2 fases, un sobrenadante café claro con 6xido
de grafeno altamente exfoliado'* y una con barro de GO de menor exfoliacion que se encontraba
en el fondo del vaso. La primera fase fue separada y sometida a 4 ciclos de centrifugacion de
6000 [rpm] durante 4 [min], en donde s6lo se conservo el barro altamente exfoliado que se
pegaba en las paredes de los vasos de centrifugacion y se elimind el sobrenadante. Los dos
primeros ciclos se realizan s6lo ocupando el sobrenadante y en los siguientes se utilizdé agua
destilada para realizar la dispersion del barro altamente exfoliado. Posteriormente, se efectiio una
ultima centrifugacion, a 9000 [rpm] durante 20 [min] y nuevamente se elimind el sobrenadante
formado por una fase liquida transparente. Por ultimo, el barro altamente exfoliado fue
recuperado utilizando una cuchara y almacenado en una placa Petri. Por otro lado, el sedimento
con el barro de GO de baja exfoliacion se dispersd en 1 [L] de agua destilada, se dejo reposar
durante una noche, después se separd el sobrenadante que contenia las particulas con mayor
exfoliacion las que fueron sometidas a los mismos ciclos de centrifugacion descritos
anteriormente, con el fin de recuperar mas barro de GO altamente exfoliado. Finalmente, el barro
de GO altamente exfoliado almacenado en las placas Petri pas6 a la siguiente etapa, donde pudo
ser ocupado para la preparacion de papel mediante los Métodos B,C o ser secado para obtener
polvo de GO. Por otro lado, el barro de GO de baja exfoliacion se almacena.
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Figura 44. Diagrama de la Purificacion 2 del GO

3.2.3 SECADO DE OXIDO DE GRAFENO

Una parte del barro de GO altamente exfoliado producto de la Sintesis 2 y Purificacion 2 fue
secado mediante calor durante 24 [h] en el horno de vacio a baja temperatura (60 [°C]) para
prevenir la descomposicion térmica del GO, formandose asi unas estructuras como piedrecillas
de GO. Estas fueron molidas ocupando un mortero de 4gata, hasta la obtencién de un polvo de
tamafio uniforme.

3.2.4 PREPARACION DE LA SOLUCION DE QUITOSANO

Esta metodologia fue propuesta por Wan et al., 2015%!. Para comenzar, se prepararon 100 [mL]
de una solucion al 2 [%v/v] de &cido acético (98 [mL] de agua desionizada y 2 [mL] de acido
acético) en un vaso de 2 [L]. Después se agregé 1[g] de quitosano para obtener una
concentracion de 10 [mg/mL] y se agito la solucion a 400 [rpm] durante 24 [h], procurando que
el agitador estuviese funcionando correctamente durante las horas iniciales en que la viscosidad
de la solucién aumenta. Finalmente, la solucion fue almacenada en tubos Falcon de 50 [mL].
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3.2.5 PREPARACION DE PAPEL

3.2.5.1 Método A: Papel GO

Este método (Figura 45) fue ocupado por Cruz-Silva et al., 2014'%. El barro de GO producido
por medio de la Sintesis 1 y Purificacion I fue esparcido en una placa de teflon pulida con un
papel lija de grano 1200, utilizando una barra de teflon. El area del papel se delimitd por 2 o mas
capas de cinta scotch que ademas cumplieron la funcion de regular el grosor de este. Luego la
muestra se secd por una noche mediante el flujo de aire de una campana de extraccion de gases.
Finalmente, se levant6 el scotch y se sacd el papel.

Esparcimiento del Secado con
barro de GO campana de gases

con barra de teflon L
f— ] = —/

Figura 45. Método A: preparacion de papel de GO

3.2.5.2 Método B: Papel GO y de GO/CS

Esta metodologia (Figura 46) es una modificacion de la utilizado por Cruz-Silva et al., 2014'%,
Consistio en dispersar el GO producto de la Sintesis 2 y Purificacion 2 de forma homogénea por
medio de una espatula de teflon en una placa de teflon recientemente pulida (mediante papel de
lija de grano 1200), en la cual se encontraban 2 o mas capas de cinta scotch. Luego a esta seccion
se le aplico aire caliente a través de la utilizacion de un secador de pelo por 10 [s], hasta que
ocurriese la formacion de una pelicula homogénea de GO. Por otra parte, en el caso del papel
hibrido luego de esparcir el barro de GO (mientras aiin se encontraba himedo) este fue cubierto
con 0,0625 [mL] por cada [cm?] de papel de GO, con una solucién de quitosano dispersado en
2 [%v/v] de acido acético a una concentracion de 10 [mg/mL] y después de eso se utilizé el
secador. Finalmente, para ambos casos se retiro el papel al sacar los scotchs.
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Esparcimiento del Secado con

barro de GO secador de pelo
con espatula de teflén
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Esparcimiento del Recubrimiento Secado con

barro de GO con CS secador de pelo
con espatula de teflon

s B oy R

Figura 46. Método B: preparacion de papel de GO y papel de GO/CS

3.2.5.3 Método C: Papel de GO, CS y de GO/CS

La tercera metodologia, en la Figura 47 es una combinacion del Método B con el mostrado por
Han et al.'”. En esta, el barro GO producto de la Sintesis 2 y Purificacion 2 fue esparcido
mediante la espatula sobre la placa de teflon que podia o no estar delimitada por scotchs.
Posteriormente, sobre ¢l se lanzé barro de GO mas htimedo por medio de una micropipeta, hasta
cubrirlo completamente. Luego se dejo secar por mas de 24 [h] a temperatura ambiente hasta
que se formase el papel, el que fue retirado por medio de una espatula de metal. Por otro lado,
para el papel hibrido (al igual que en el método anterior), se esperd que se secase un poco el
papel GO pero que aun estuviese humedo, luego se recubrié con una solucidon de quitosano
dispersado en 2 [%v/v] de acido acético a una concentracion de 10 [mg/mL] y se dejo secar por
24 [h]. Finalmente, para preparar el papel de CS no fue necesario utilizar la espatula, soélo se
ocupd la micropipeta lanzar la solucidon y posteriormente se dejo secar esta sobre la placa de
teflon, lo que tenia como objetivo la eliminacion de agua y acido acético.
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Esparcimiento del Recubrimiento Secado a
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Figura 47. Método C: preparacion de papel de GO, GO/CS y CS

3.2.6 ADSORCION DE COLORANTES

Los ensayos de adsorcion fueron efectuados ocupando el polvo de GO obtenido tras el secado del
producto obtenido de la Sintesis 2 y Purificacion 2, papel de GO y el papel hibrido preparados
mediante el Método C. Para las pruebas con papeles se utilizaron concentraciones de 200 —
800 [mg/L] de adsorbente (2 — 8 [mg] en 10 [mL]). Por otro lado, para las de polvo esta fue
entre 600 — 1.600 [mg/L] (6 — 16 [mg] en 10 [mL]). El colorante utilizado fue azul de metileno
(MB) en diferentes concentraciones (entre 50 — 600 [mg/L]), con el fin de elaborar las isotermas
de adsorcion para cada muestra. La razdn tras la eleccion de este pigmento radica en que es un
contaminante de aguas representativo, ampliamente utilizado en varias industrias®. Las pruebas se
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realizaron en triplicado para volimenes de 10 [mL] depositados en tubos Falcon de 15 [mL], los
cuales fueron posicionados horizontalmente (para evitar que el adsorbente quedase retenido en el
fondo del tubo) y agitados a 140 [rpm] por 1440 [min] a 30 [°C] en la incubadora con agitacion,
para asegurar que la adsorcion llegase a su equilibrio (es decir, que la concentracion se
mantuviese constante). Tras terminar esta etapa, los tubos fueron centrifugados a 8.000 [rpm]
durante 8 [min] para extraer el liquido claro sin particulas en suspension cuando se hace el
traspaso de 4 [mL] de solucién a dos tubos Eppendorf de 2 [mL], los después también fueron
centrifugados en las mismas condiciones para eliminar totalmente la fase solido y asi evitar que
particulas de polvo o papel afectasen las mediciones en el espectrofotometro UV-Visible. La
longitud de onda ocupada para la determinacién de la absorbancia en el azul de metilo fue de
665 [nm], fue obtenida a partir de un barrido espectral de una muestra de colorante a una
concentracion de 50 [mg/mL]. Por otra parte, anteriormente se construyd una curva de
calibracion entre absorbancia y concentracion (Ver Figura 65 en el Anexo FIGURAS
ADICIONALES ), cuya ecuacion de la recta (R> = 0,99) es:

Abs
Ce 0 2995

Donde C, es concentracion de equilibrio y Abs es la absorbancia.

Los valores calculados fueron utilizados para determinar la capacidad de adsorcion en el
equilibrio, definida por®®:

(8)

Q. = (Coy—Co) v [%]

En donde C, es la concentracion inicial de MB [mg/L] , v al volumen de solucion [L] y m es la
masa de adsorbente utilizado [g].

Finalmente, el valor de g, (cantidad de azul catidonico adsorbido) se ingreso en las linealizaciones
de Langmuir y de Freundlich (ecuaciones 2-3 y 5-6, respectivamente) para determinar sus
parametros y asi poder entender de mejor forma el comportamiento entre el adsorbato y el
adsorbente®.
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3.2.7 PROPIEDADES ANTIMICROBIANAS

Para determinar las propiedades antimicrobianas del polvo de GO (producido por medio de la
Sintesis 2'y Purificacion 2) y de los papeles fabricados mediante el Meétodo C, se utilizaron cepas
de las especies Escherichia coli (ATCC 25922) y Staphylococcus aureus (ATCC 25923), como
bacterias modelo debido a que son Gram-negativo y Gram-positivo, respectivamente. Una razon
para escoger estas bacterias es porque estin presentes en aguas contaminadas®. Se realizo el
ensayo en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Odontologia de la Universidad de
Chile. La esterilizacion de los materiales de laboratorio fue mediante autoclave y de las muestras
de los materiales a evaluar se hizo través de 15 [min] de exposicion a UV por cada cara. Por otro
lado, las cepas bacterianas de S. aureus se cultivaron en Caldo de triptona de soja (TSB) y E. coli
en Luria—Bertani (LB) y fueron incubadas a 37 [°C] durante 24 [h].

El Ensayo de contacto (Kill kinetic assay) se encuentra en la Figura 48. Este se inici6 tras
cultivar las bacterias, cuando se inocularon 10 [mL] de medio en tubos de ensayo a una
concentracion de células de partida de ~1,5- 108 [CFU/mL] equivalente a McFarland 0,5 de
bacterias, previamente calibrado mediante la utilizaciéon del espectrofotometro UV vis a una
longitud de onda de 600 [nm] para llegar a una absorbancia de 0,065 [—]. Posteriormente, se
ingresaron en los tubos las muestras de papeles cortadas previamente en piezas cuadradas 1 -
1 [cm?] y de polvo de GO a una masa similar a las de papel de GO de esas dimensiones. Para
calibrar la tasa de supervivencia celular se establecieron grupos de control (sin material
antimicrobiano) y blanco, en que solo se agregaron medios de cultivo. Todas las pruebas
antibacterianas se llevaron a cabo por triplicado, a los cuales se les calcularon los promedios y las
desviaciones estandar. Los tubos fueron incubados durante 24 [h] a 37 [°C], y con agitacion
constante provista por el agitador del tipo SunFlower a la gradilla que contenia a los tubos en
orientacion vertical. Tras finalizar esta etapa, se disperso el contenido de los tubos mediante la
utilizacion de un agitador vortex y se efectuaron diluciones de las muestras en Suero Fisiologico
Estéril (1071, 1072 y 1073 para E. coli y 107*, 1075 y 107% en S. aureus). Después se sembro
1 [pL] de cada dilucion en placas, por medio de una micropipeta, y este volumen se dispersd
uniformemente mediante un rastrillo. Las placas fueron incubadas nuevamente a las mismas
condiciones y posteriormente se evalud el rendimiento antibacteriano realizando un conteo del
numero de colonias.
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Figura 48. Diagrama del ensayo de contacto (Kill kinetic assay)

Se utilizo la siguiente férmula para calcular las unidades formadoras de colonias por cada
mililitro de solucion:

CFU N,

mL  v;-FD ©)

Donde N, es el nimero de colonias en la placa, v; el volumen inicial sembrado y FD el factor de
dilucion.

Mas adelante a estos resultados se les realizd un analisis estadistico mediante el software Excel
utilizando una prueba t para dos muestras suponiendo varianzas desiguales, en que se
consideraron las muestras significativamente diferentes cuando p < 0,05.

Adicionalmente, se calculd el porcentaje de reduccion de colonias a través de la siguiente
formula:
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l\Icontr'ol - Nmuestra

Porcentaje de reduccién [%] = 100 [%] (10)

Ncontrol

Donde N¢gntrol ¥ Nmuestra corresponden al niimero de colonias calculado del experimento de
control y de los materiales ensayados, respectivamente.

3.2.8 CARACTERIZACION

3.2.8.1 Espectrofotometria infrarroja (FTIR)

El papel de GO fue caracterizado por medio de espectrofotdmetro infrarrojo marca Agilent
modelo Cary 630 asistido con un accesorio reflectancia total atenuada (ATR) para comprobar que
el material fuese GO, mediante la observacion de los picos asociados a los enlaces caracteristicos
de este. El ensayo fue realizado en el Laboratorio de Nanobiomateriales de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Chile y el espectro fue tomado en un rango de 500 —
4000 [cm™1] a partir de una muestra de papel de GO.

3.2.8.2 Difraccion de rayos X (XRD)

Esta metodologia fue utilizada para el polvo de GO, papel de GO y de GO/CS, con el fin de
determinar las estructuras presentes en las muestras y encontrar el angulo de difraccion
caracteristico. Los difractogramas fueron obtenidos desde un difractdémetro de rayos X marca
Bruker modelo D8 Advance con una radiacion de CuKa (A = 1,56 [A]). Los ensayos fueron
realizados en el Laboratorio de Cristalografia y Difraccion de Rayos-X de la Facultad de Ciencias
Fisicas y Matematicas de la Universidad de Chile.

Las distancias interplanares (d) de las estructuras analizadas se calcularon por medio de la ley de
Bragg:

nA = 2d - sen(0) (11)

Donde: n es el orden de reflexion (usualmente es utilizado como 1), A es la longitud de onda del
rayo incidente (A = 0,156 [nm]) y 6 es el angulo de difraccion caracteristico, el cual se obtiene
directamente del difractograma.
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3.2.8.3 Espectroscopia RAMAN

Se utilizo la Espectroscopia Raman con el fin de dilucidar la estructura de los papeles y por ser
una técnica de caracterizacion no destructiva. Para esto se ocup6 un equipo de Imagen confocal
de Raman de la marca WITEC modelo Alpha 300 utilizando un laser verde de 532 [nm] como
fuente de excitacion. Este equipo pertenece al Laboratorio de AFM-Raman de la Universidad de
Santiago de Chile.

Por otra parte, la determinacion de la fraccion Ip /I se realiz6 mediante la division de las areas
asociadas a las curvas de ajuste Lorenziano de los picos, efectuado mediante el software
OriginPro.

3.2.8.4 Microscopia electronica de barrido (SEM) y microanalisis de rayos x con
dispersion de energia (EDS)

Para las imagenes SEM se utilizé el equipo de microscopio de barrido electronico con catodo de
emision de campo FESEM Quanta 250 FEG ubicado en el Centro UC de Investigacion en
Nanotecnologia y Materiales Avanzados. Este equipo estaba equipado con Octane Pro de EDAX,
dispositivo que se incorpora al microscopio para brindarle la capacidad de realizar analisis EDS.
El papel de GO/CS fue congelado en nitrégeno liquido e inmediatamente quebrado. Todas las
muestras fueron recubiertas con oro en el Laboratorio Microscopio de Transmision de Alta
Resolucion (HR-TEM) de la Facultad de Ciencias Fisicas y Matematicas de la Universidad de
Chile, previo a la toma de fotografias.
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4 RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1 PREPARACION DE PAPEL

Los papeles fabricados son presentados en la Figura 53. Inicialmente para la preparacion del
papel se ocupaba el GO de la Sintesis 1, que es una modificacion del método de Marcano et al.>
y luego se le aplicaba la Purificacion I partir de un proceso inspirado por el reportado Cruz Silva
et al.'*. Posteriormente el papel se fabricaba con el Método A inspirado en el trabajo de Cruz
Silva et al.'*. De este procedimiento sélo se pudo obtener en una ocasiéon papel, en pequefios
trozos y que eran muy fragiles al tacto, ver Figura 49A. Cabe destacar que se realizaron
aproximadamente 20 experimentos y los resultados fueron usualmente el de pequefias islas de
GO (Figura 49B), lo que puede ser explicado por problemas asociados a la barra de teflon
porque esta poseia defectos macroscopicos (ver Figura 49C), a diferencia de la que ocupaban en
el trabajo mencionado anteriormente, la que sélo tenia defectos microscépicos'*’. Esto pudo
haber provocado que los trazos no fuesen del todo uniforme lo que sumado con la pérdida de
agua asociada al secado y al bajo tamafio de las nanolaminas de GO producidas por el método de
sintesis (debido a las 12 [h] de oxidacion proceso'*®), provocasen que no se pudiese formar una
lamina uniforme, lo que se puede observar a simple vista en las islas de GO que se ven en el
resultado fallido.

Figura 49. Método A: A) pequeiios trozos de papel fabricados, B) papel fallido y C) barra de teflon

Debido a lo anterior y a la imposibilidad de conseguir hojuelas de grafito de mayor tamafio, se
utilizé otro método de sintesis de GO que asegurase laminas mas grandes>**%!*¥ pasando de un
tiempo de oxidacién de 12 [h] a uno 7 [h] lo que implica menos reacciones fuertes, permitiendo
disminuir la ruptura de las ldminas de GO durante el proceso'*®. La razon de la vinculacion de
este nuevo método con reacciones de menor intensidad, y dicho de otra manera a una menor
oxidacion’, es por el color marron del GO obtenido en vez del color café claro/anaranjado de la
sintesis utilizada anteriormente, lo que se puede ver en la Figura 50. Considerando que se
necesitan ldminas de GO de mayor tamafio, debido a que esto esta asociado a una mayor

facilidad de acoplarse entre ellas para la formacion del papel'*®. Este comportamiento se podria
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explicar debido a que un incremento del tamafo de las ldminas provoca una disminucion en las
fuerzas de repulsion vinculadas a sus esquinas'??, ya que habria un menor numero de estas
ultimas. Adicionalmente, se ocup6 una espatula de teflon, porque permitia eliminar de manera
mas facil sus defectos mediante un lijado y posibilitaba mantener un trazo uniforme. De esta
forma se desarrollo el Método B en el que se utilizé un secador de pelo para quitar el exceso de
agua en la lamina, causando la formacion del papel.

Figura 50. GO A) de color café claro/naranjo de la sintesis antigua B) de color marron producido por la metodologia de
sintesis nueva

El problema asociado a esta metodologia fue que se obtuvo un papel poco resistente al tacto y
transliicido. A pesar de esto, en muchas ocasiones las muestras al ser secadas se quebrajaron,

provocando que solo una pequeia porcion uniforme de la lamina pudiese ser recuperada, ver
Figura 51A.B.

Figura 51. Método B, A) Papel exitoso y B) Papel fallido quebrajado

En paralelo a estas pruebas, se comenzoé a utilizar el Método B en conjunto con otros
componentes, para asi formar un material hibrido que tuviese propiedades de ambos. Se utilizd
cloruro de cobre (CuCl,), cloruro de calcio (CaCl,) y quitosano, ver Figura 52. Los primeros dos
componentes fueron inspirados por el trabajo de Park et al.!** asociado a la mejora de propiedades del
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papel de GO mediante la utilizacion de iones divalentes y de donde se inspir6 la etapa de unir los
compuestos cuando el papel se encuentra humedo, debido a que aquello permite que el refuerzo
permee con mayor facilidad versus la estructura de laminas ya apiladas de los papeles secos. Con los
dos primeros materiales no se obtuvieron mejoras significativas, los iones divalentes no
proporcionaron la capacidad de obtener laminas mas grandes cuando se aplicaba el secador o cuando
se dejo secar a temperatura ambiente. Finalmente, con el quitosano se tuvo una mejora en las
propiedades, ya que permitid obtener ldminas mas grandes, homogéneas, mas flexibles y
resistentes al tacto que su contraparte de GO pristino. El aumento en las propiedades mecanicas
se pudo notar inmediatamente al aplicar el secador de pelo, debido a que el papel se rompia en
pedazos mas grandes en contraste a la ausencia del polimero. A pesar de esto, solo se
consiguieron laminas de 2,0 - 1,5 [cm?], por lo que se siguié buscando la forma de elevar esas
dimensiones. Adicionalmente con este polimero, se probd agregando 1[mL] de una solucion
6 [%p/v] Hidroxido de sodio sobre el papel hibrido hiimedo (como recomendaba Wan et al.’!)
para ajustar la distribucion de cargas entre los componentes, lo que provocod la formacion de
“crateres” en el papel, los que le restaban uniformidad a las muestras, por lo que se omitio el uso
de este compuesto, ver Figura S2F.

Figura 52. Papeles compuestos preparados mediante Método A, A) GO/CuCl,, B) GO/CaCl,, C-D) GO/CS cara CS y cara
GO, E) GO/CS baiiado con hidroxido de sodio

Posteriormente, se realizaron modificaciones al Método B las que consistieron en que después
realizar el trazo de barro de GO, el area cubierta por este fue mojada con unos pocos mililitros de
un barro mas hiimedo y ademas se modific6 la forma de secado, el cual se realizé a temperatura
ambiente durante 24 [h]. Estos cambios cumplian el propdsito de humectar al papel y permitir un
secado mas paulatino, reduciendo la tasa de evaporacion del agua. La razon de esto radica en que
la cantidad de agua se ha asociado reiteradamente con las propiedades mecanicas del papel de
GO!!18:120.128 gebido a que las moléculas forman puentes entre las nanolaminas adyacentes de la
estructura (convirtiéndose en una red de enlaces de hidrogeno) lo que se traduce en un
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incremento de la transferencia de tension. A partir de esto se prepard la muestra de la Figura
53A,B por medio del Metodo C, en que se observa un papel de GO uniforme, color café oscuro y
de 7 [um] de espesor (mayor que los espesores de 2,9 y 5,4 [um] sefialados por Cruz Silva et al.
149y 4 — 7 [um] usualmente reportado para los fabricados por medio de filtracion al vacio’®®!, y
menor que los de 9 — 11 [um] fabricados por Zhang et al.'®), de morfologia similar a los
fabricados mediante filtracion al vacio®*®>!'¥ que posee una excelente flexibilidad y que pueden
llegar a tener dimensiones de hasta 3 - 2 [cm?]. Los papeles fabricados mediante este método
fueron posteriormente utilizados en las pruebas de caracterizacion, adsorcion y antimicrobianas.

T

U

Figura 53. Método C, Morfologia de los papeles A) y B) papel de GO, C) y D) papel de GO/CS y E) Papel de CS

A pesar de las mejoras obtenidas por esta metodologia, esta no estuvo exenta de problemas,
debido a que el control del secado no es el ideal, ya que no se puede obtener deliberadamente un
papel con la concentracion optima de agua de un 7 [%p/p]'?®. Este método requiere de un
monitoreo constante de las condiciones de secado para evitar la formacion de “estrias” en el papel
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que desencadenan su ruptura, lo que se puede ver en la Figura 54. En las imagenes a contraluz de
la imagen D se revelan que incluso los papeles de GO que no se quebraron también presentan
estrias (marcadas en 6valos azules), las cuales no alcanzaron a generar rupturas. Adicionalmente,
en esas imagenes muestran que el trazo no es del todo uniforme, lo que se asocia principalmente
a irregularidades de la placa y de la espatula de teflon. Se ha de destacar que las “estrias” no son
provocadas por la accién de la espatula, debido a que una placa de vidrio que fue recubierta con
una solucion de GO y que se formo6 un papel delgado también las presenta. Por otra parte, las
ventajas de este método es que es simple y menos costoso que el de filtracion al vacio, ya que se
hubiese requerido comprar filtros de membrana de Anodisc Alumina, los cuales puede ser
adquiridos desde Sigma Aldrich a un valor en el rango de 700.600 — 1.601.660 [CLP]'®, con los

que ademds se corre el riesgo de contaminar el papel por medio de iones Al*3 123147,

Figura 54. Papeles preparados a partir de Método B: A-B) Formacion de estrias C) Papel con estrias a contraluz D) Lamina
de papel con estrias (marcadas en azul) que no presentaron ruptura E) Presencia de estrias en lamina fabricada mediante
recubrimiento de placa de vidrio

Por otra parte, siguiendo con la blsqueda de ldminas de papel hibrido de mayor tamafio respecto
al Método B, se aplic6 la nueva metodologia C. Con esta se obtuvo el papel de la Figura 53C,D,
que comparado con el de s6lo GO tiene un color café mas claro, posee brillo en la cara bafiada en
quitosano, tiene ~13 [um] de espesor (mayor que el rango de 4,7 — 6,0 [um] reportado por Wan
et al.}! que fabricaron mediante filtraciéon al vacio), posee una mayor flexibilidad (puede ser
doblado extensamente con facilidad) y resistencia al tacto que la otra muestra. Es tltimo punto
podria ser justificado debido a interaccion entre el CS con la matriz del nanomaterial, lo que

dificultaria la ruptura del material. Este comportamiento fue observado por Zuo et al. '*’ cuando
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fabricé un nanocomposito en que la matriz era de CS y el GO cumplia el rol de refuerzo, ademas
de los otros trabajos mencionados para compuestos de GO y CS en el estado del arte. Por otra
parte, es importante mencionar que con este método se obtuvieron muestras con las mismas
dimensiones, pero con masas distintas, lo que indica que no se pudo obtener un papel
estandarizado a lo largo del procedimiento. A pesar de esto, se ha de destacar que la fabricacion
de compuestos hibridos de GO/CS con alto contenido del primero es dificil de obtener®!, por lo
que la fabricacion del papel en si ya se puede considerar como un logro.

Finalmente, se prepard un papel de quitosano en la Figura 53E mediante el Mérodo B,
obteniéndose asi una pelicula dura, flexible, transparente y con imperfecciones asociadas a la
placa de teflon. Las propiedades de este papel se deben a la estructura lineal de los
polisacaridos'>*. Este papel es similar al preparado por Zuo et al. en el afio 2013 mediante el
recubrimiento de una placa Petri de plastico'’.

4.2 CARACTERIZACION

4.2.1 DIFRACCION DE RAYOS X (XRD)

Papel de GO
—— Polvo de Grafito
—— Polvo de GO
Papel de GO/CS

Intensidad [a.u.]

10 20 30 40 50 60 70 80
20[°]

Figura 55. Patrones de XRD Papel de GO, Polvo de Grafito, Polvo de GOy Papel de GO/CS

Se realizé Difraccion de Rayos X con el fin de analizar las fases cristalinas de los materiales,
como se muestra en la Figura 55. Comparando el difractograma del Polvo de Grafito con el del
Papel de GO fabricado por medio del Método C, el primero muestra unos agudos y fuertes picos
cercanos a 20 = 26,34 [°] y 54,34 [°], los que corresponden a los planos reflectivos (002) y
(004) del grafito?***7, correspondientemente. Estos picos se ubican en angulos similares a los
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reportados en la literatura®6-67.70:73.92.169.169.170 'por otro lado, en el difractograma del Papel de GO

se puede observar un pico en el 20 = 11,43 [°], el cual se asocia al plano (002)>?!:41:63.66.67

0
(001)8:68:149.169-171 (15 que depende de la bibliografia consultada) y que indica que este mantiene
la estructura laminar del grafito, confirmando asi que el compuesto sintetizado es GO*!">.
Adicionalmente, en este difractograma o se presenta un remanente del pico caracteristico del
grafito en el 20 = 22,50 [°] correspondiente a dominios sp? alin presentes®’-%®. Este pico es

bastante leve por lo que se puede comprobar que el GO fue altamente oxidado*>%%73,

Ademas, se calcularon las distancias interplanares para el polvo de grafito y este papel de GO,
por medio de la ecuacion de Bragg (ecuacién 11), las cuales fueron de aproximadamente
0,35 [nm] y 0,79 [nm]. Estos valores se explican debido a que tras la oxidacion del grafito, la
distancia d se incrementa como resultado de la intercalacion de grupos funcionales que contienen
oxigeno en las capas?6473171 ademas son consistentes con lo  reportado

21.41.43.66.6873.170 ~ A pesar de esto, la distancia para las laminas de GO inferior al
63,67,73,81,118,167,169,170

anteriormente
publicado en otros trabajos, que estd dentro de un rango de 0,83 — 0,89 [nm]
lo que se puede asociar a un menor grado de oxidacion (donde abrian menos grupos
funcionales®®) o porque esa distancia se ha asociado a una capa de una molécula de agua de ancho
que se encuentra unida mediante enlaces de hidrogeno en las capas de 6xido de grafeno!'8, por lo
que puede que la muestra de GO evaluada en este trabajo puede que tuviese una menor cantidad
de agua®®.

En segundo lugar, comparando el difractograma del Papel de GO fabricado por el Método C'y en
su forma de polvo, en este tltimo aparece un nuevo pico amorfo entre 20 = 17,50 — 39,28 [°]
el que puede corresponder a la suma del plano reflectivo (002) del grafito con el halo amorfo del
72173 que se utilizd como porta muestra (Ver Figura 66 en el Anexo FIGURAS
ADICIONALES). Por otro lado, el pico caracteristico del GO en polvo cambia de posicion a
26 = 11,17 [°], lo que da como resultado un incremento en la distancia entre planos a

vidrio

0,81 [nm] (en comparacion al 0,79 [nm] del papel). Este aumento puede ser justificado por una
mayor presencia de agua en el polvo (lo que seria consistente con la mayor intensidad de este
pico, ya que se ha reportado que a mayor cantidad de agua entre las capas la distancia d
aumenta'’!) | debido a que este solo se secé a 60 [°C] durante 24 [h] y existen referencias en que
se recomienda posteriormente realizar un secado adicional a 120 [°C]®® (no mas temperatura,
para evitar la descomposicion de los grupos funcionales del GO®) para eliminar los restos de
agua. Otra razon para poder justificar esta modificacion de los picos puede ser debido a un error
del equipo utilizado para medir, vinculado con la posicion/altura/cantidad de muestra ocupada en
la prueba. Por otro lado, el polvo de GO presenta un pico adicional en 20 = 41,98 [°], el que se
asocia a al plano (100)*%%7 representa a un remanente de la estructura del grafito no
completamente distorsionada por medio de la oxidacion®, y que también se ha reportado en los
difractogramas de rGO!™. Ese pico desaparece en el papel de GO lo que se puede deber a un
cambio en el orden de las laminas (explicado anteriormente por la interaccion de las esquinas en
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esta morfologia) o debido a contaminacion de las muestras, lo que puede alterar la cristalinidad
provocando los difractogramas se alteren.

En el transcurso de la revision bibliografica se busco algun trabajo en donde se comparasen los
difractogramas del GO en estas dos morfologias. Lamentablemente no se encontr6 nada, lo mas
similar fue el trabajo de He et al.!”> en el afio 2015 donde compararon papel y polvo de grafeno.
En el difractograma del primero encontr6 un pico que no estaba presente en el segundo, asociado
al 20 = 23,7 [°] y que sugeria un apilamiento T — 1 entre las laminas de grafeno en el papel,
presumiblemente inducido por la presion capilar durante la evaporacion del agua. Volviendo a los
difractograma mostrado en esta seccidn, ese pico no se observa en ninguna de las muestras que
contienen GO.

En tercer y ultimo lugar, se compard el difractograma del papel de GO y del Papel Hibrido,
ambos preparados mediante el Método C. En el del segundo material hay un pico en 20 = 11,60
[°], lo que puede representar un remanente de la estructura del 6xido de grafeno, cuya distancia
entre planos es de 0, 78 [nm]. Esto se podria tomar como una evidencia de que el CS no se haya
insertado entre las ldminas o que esto fuese en baja cantidad. En las referencias se ha reportado
que cuando un polimero se inserta entre las nanoldminas el espacio entre estas aumenta'?>!152,
como en el caso de Wan et al. en el afio 2015%' cuando insert6 CS en las nanolaminas de GO. Por
otra parte, los picos en 20 = 16,71 y 22,79 [°] se asocian al quitosano y son similares a los
presentes en las peliculas de quitosano puro®!%:1¢7 por lo que el papel hibrido presenta un estado
generalmente amorfo de este polimero'®’ y una estructura desordenada®!, debido a la influencia
del CS en las propiedades cristalinas. Por medio de estos resultados se comprobd que se fabrico
un material bifdsico que posee una mezcla de las estructuras del GO y del CS y que el
difractograma obtenido es similar al mostrado para los compuestos de GO/CS en el trabajo de
Wan et al. 2014%! y al de los compuestos de CS/GO Wang et al.*!®! en el 2014 y 2015.
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4.2.2 ESPECTROFOTOMETRIA INFRARROJA DE TRANSFORMADA DE

FOURIER (FTIR)
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Figura 56. Espectro infrarrojo de transformada de Fourier de papel GO

Se ocupo este analisis obtener un espectro del papel de GO fabricado mediante el Método C, ver
Figura 56, que permitiese confirmar la exitosa oxidacion de grafito a GO y para estudiar los
distintos tipos de grupos funcionales en un rango de 4000 — 500 [cm™?], sefialando las bandas
més representativas. El FTIR muestra un pico en 3214 [cm™!] se asocia a la vibraciéon de
estiramiento de O-H de las moléculas de agua intercaladas y de los grupos hidroxilo del
GO?141.66-68.70.167.169 " yregentes en los 4cidos carboxilicos (-COOH) y alcoholes (~COH) en los
extremos y base de las hojas de GO®’. Por otro lado, la banda del 1719 [cm™] se debe a las
vibraciones de estiramiento de C=0 de los grupos de 4cido carboxilico y carbonilo?!4!:70-73:169,
También se observa una banda en 1618 [cm™1] debido a la presencia de un estiramiento en los
enlaces aromaticos de la estructura®’, C=C en los dominios de grafiticos no
oxidados?!#1:66.70.73.167.169 * y1na resonancia debido al estiramiento y absorcién de grupos hidroxilo
en el GO™ o incluso se ha asociado a la deformacion moléculas de aguas adsorbidas®"’°.
Finalmente, estd la banda en 1046 [cm™!] asociada a las vibraciones de estiramiento de
CQ86:67.70.73.169 ~ Cabe destacar que uno de los problemas de la caracterizacion mediante FTIR es
que ocurre una superposicion de picos asociados a las moléculas de agua y grupos funcionales
que poseen oxigeno®, por lo que se hace necesario aplicar un método de secado més efectivo y

otros métodos de caracterizacion para complementar los resultados obtenidos por este.
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4.2.3 ESPECTROSCOPIA RAMAN
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Figura 57. A) Espectro de Raman para Papel de GO y Papel de GO/CS B) Ajuste con funciones Lorenzianas de los picos D y
G del Papel de GO C) Ajuste con funciones Lorenzianas de los picos D y G del Papel de GO /CS

Se utiliz6 la Espectroscopia Raman con el fin de dilucidar la estructura de los papeles y porque es
una herramienta estandar rapida, sensible y no destructiva para la caracterizacion de materiales
basados en carbono y polimeros’®739%16%176 "1 a5 caracteristicas principales presentes en los

espectros asociados a materiales basados en grafito son las bandas D, G y 2D'7%. Los resultados
se pueden ver en la Figura 57.

En el papel de GO la banda D (1.351 [cm™1]) est4 asociada a imperfecciones estructurales (como
vacancias, por ejemplo) generadas por los grupos funcionales*!:6?87:87.92169.176 "5 otra parte la G
(1.616 [cm™1]) se asocia al estiramiento del enlace C-C en los materiales de grafito y estd en
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todos los sistemas de carbono sp? #!479216% Estas bandas se pueden descomponer en siete mas,
que se pueden atribuir a los modos de Raman que son activados por vacancias, defectos y
distorsiones, provocado por los grupos funcionales a la hoja de grafeno®’. Por otra parte, la forma
de estos picos y ubicacién se asemeja a los de GO’s altamente oxidados encontrados en la
bibliografia consultada*!:67-6%-70.738187.92 15 que coincide los resultados del FTIR y XRD.
Adicionalmente, las bandas 2D (2.716 [cm™1]), D+G (2.915 [cm™1]) y 2G (3.146 [cm™1]),
cuyas intensidades son leves en comparacion a la D y G, poseen la forma asociada a un GO con
alto grado de oxidacion, que muestra la ruptura del orden de apilamiento grafitico AB en GO™.
La banda 2D es muy sensible a los cambios en el niimero de capas de GO'”’.

Por otro lado, en el espectro del hibrido también se puede ver las caracteristicas principales de
los espectros de materiales de grafito, donde la banda D aument6 a 1.355[cm™!] y la G
disminuy6 a 1.600 [cm™1], lo que se puede relacionar con un error en la medicién del equipo o a
una alteracion de la superficie del GO debido a enlaces quimicos entre los grupos funcionales del
CS con los carbonos del GO'”®. Un comportamiento similar ocurri6 con la bandas 2D en 2.726
[cm™1], lo que puede denotar una modificacion en las capas del GO luego de la unién con el
polimero, lo que en conjunto con lo escrito anteriormente indica que los componentes estan
unidos!”®, lo que es consistente con lo obtenido con uno de los escenarios planteados tras analizar
el difractograma del papel hibrido en los resultados de XRD.

Por otra parte, para calcular la fraccion Ip /I asociada al papel de GO y al hibrido (y que
usualmente se aplica para evaluar el desorden de la red cristalina de los derivados de grafito®¢) se
ajustaron los picos D y G por medio de funciones Lorenzianas. Los valores obtenidos fueron
1,44 [—] y 1,50 [—], los que implican una gran presencia de grupos funcionales. Ya que a
medida que aumenta la fraccion Ip/Ig implica que se incrementan los defectos presentes en el
papel hibrido debido a la mezcla de componentes®®!”8. Esto refuerza los resultados obtenidos de
las caracterizaciones previamente expuestas y que son bastante similares a los reportados el
trabajo de Wan et al.*! que para un papel de GO obtuvo un valor de 1,41 + 0,08 [—] y en el caso
de un papel con matrizde GO y 5 [%p/p] de CS fue de 1,52 + 0,26 [—].
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4.2.4 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM) Y
MICROANALISIS DE RAYOS X CON DISPERSION DE ENERGIA (EDS)

10 pm
CIEN-UC

Figura 58. Fotografia SEM de A-B) seccion transversal y superficie C-D) de Papel de GO, Papel de GO/CS, respectivamente.

Se sacaron fotografias SEM, en la Figura 58, con el objetivo de estudiar la morfologia de los
papeles. En primer lugar, en la Figura 58A,C se muestra las capturas fotograficas de la seccion
transversal y superficial del papel de GO. En la primera se observan ldminas bien empaquetadas a
través de la seccion transversal que tiene un ancho de 7 [um], también observable en reportes
sobre papel de GO**31118  Adicionalmente, se debe destacar que el orden de las capas presente en
esta muestra es menor a los reportados en otros trabajos’®’083118129.151 15 que puede ser
justificado debido a que la espatula y la placa de teflon posee ciertas defectos y rugosidades que
impiden efectuar un trazo completamente uniforme'®) lo que posiblemente cause esta
distribucion menos ordenada a diferencia de lo que ocurre mediante la filtracion al vacio o por
recubrimiento de placas, por nombrar algunos. El argumento asociado a los implementos de
teflon cobra mas fuerza al observar la imagen C, debido a que la superficie del papel no es
regular, ya que tiene laminas de GO orientadas de distinta forma y en diferentes profundidades

(lo que se puede notar por el contraste de la superficie).
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En segundo lugar, en la Figura 58B,D se ve la seccion transversal y la superficie del papel de
hibrido por la cara bafiada en quitosano. En la primera imagen se logra apreciar 2 zonas, la capa
de CS que tiene morfologia suave y la otra que posee la misma estructura del papel de GO sélo,
que también se observa en la imagen A. Esto es importante, debido a que seglin lo reportado por
Li et al. el ano 2012, cuando ocurri6 la permeacion de PVA en la matriz de GO, las laminas de
este se compactaron, lo que vincul6 a una buena dispersion y permeacion del polimerotst. Por el
contrario, la zona de GO en el papel hibrido a la vista es similar en términos de compactacion a la
del Papel de GO. Por otro lado, en la Figura 58D también se ve la superficie es suave y regular
del CS (similar a las mostrada por Yang et al.' o la reportada por Zuo et al.'*” en un compuesto
de CS con GO al 10 [%p/p] bien dispersado en la matriz) con pequeias islas de irregulares que
pueden ser justificar por la tendencia de auto agregacion que posee este polimero en solucion'®”.
Ademas, en esta superficie lisa no se aprecian sefales de la textura superficial del papel de GO
vista en la B (y que se puede ver claramente por la otra cara del papel hibrido Figura 59B), por lo
que se podria pensar que s6lo hay CS en esa capa o que si es que hay GO, este se encuentra
altamente dispersado en esa zona'>%!%7,

Figura 59. Fotografias SEM/EDS y grdfico de composicion atomica del papel hibrido, A) Cara cubierta con CS, B) Cara GO,
C) y D) Seccion transversal zona 1y 2, respectivamente. El area examinada por el EDS se encuentra marcada en rojo.

Considerando que a partir estas fotografias no se podia concluir si el papel estd formado por CS 'y
GO unidos débilmente o si ocurrido una interacciéon mas a fondo, se realizo EDS a la muestra
hibrida (ver Figura 59). Es importante mencionar que debido a limitaciones del equipo este no se
pudo determinar la cantidad de hidrogeno presente en ese papel. E1 EDS mostré la composicion
de la cara cubierta con CS en la Figura 59A, la que cuenta con elementos C (62,71 [%p/p]), O
(14,13 [%p/p]) v N (13,17 [%p/p]), lo que era esperable considerando que son los
componentes principales de ese polimero. Estos resultados son similares a los de la primera zona
en la foto transversal Figura 59C (C, N y O en 6569, 17,75 y 16,57 [%p/p],
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correspondientemente), por lo que se puede comprobar que la primera zona esta compuesta casi
integramente por el polimero, y que si realmente hay GO en esa ubicacion, estd en cantidades
despreciables. Por otro lado, el analisis quimico reveld que en la otra cara del papel hibrido,
Figura 59B, el GO todavia existe en su estado pristino, ya que solo hay presencia de C en un
69,49 [%p/p] y O en 30,51 [%p/p], valores que son similares a los obtenidos por otros trabajos
asociados a GO?!"%7, Finalmente, el andlisis en la segunda zona, en la Figura 59D, cuya estructura
es similar a la del papel tiene siguientes componentes: C (62,93 [%p/p]), O (27,40 [%p/p]) y N
(9,67 [%p/p]), donde la presencia de este Gltimo elemento prueba que el polimero perme6 la
estructura laminar del papel de GO y form6 una mezcla, lo que es consistente con los resultados
de las caracterizaciones de XRD y Raman. A pesar de lo anterior, la permeacion parece ser leve,
lo que puede ser justificado debido a que el papel de GO es grueso y apilado, lo que provoca que
el polimero no pueda entrar completamente en su interior’%!, 1o cual se debe recordar que fue el
motivo para agregar el refuerzo mientras las laminas estuviesen himedas. A partir de lo anterior,
se puede explicar mayor maleabilidad y flexibilidad al tacto del papel de GO/CS vs el de GO,
debido a la generacion de enlaces entre los componentes del papel. Se ha reportado la formacion
de enlaces de hidrogeno (entre GO y CS, e intramolecular entre las cadenas del polimero) y
entrecruzamientos covalentes entre estos, debido a los grupos hidroxilo y amina, que poseen
interacciones sinérgicas que incrementan sus propiedades mecanicas®!-136:157,

Es importante recalcar, que los enlaces covalentes entre GO y CS solamente se manifestaban
cuando existe una baja concentracion del polimero ~5 [%p/p], porque el impedimento estérico
(efecto producido cuando el volumen ocupado por un grupo funcional impide la reaccion de otro
sector de la molécula) es debilitado, provocando que los grupos amina estén expuestos y libres
para reaccionar con los grupos carbonilo del GO, dindose lugar a una amidacion®*®!. Como se
explico antes, debido baja concentracion de CS presente en el papel hibrido y que pudo haber
permeado en las nanoldminas de GO, este efecto puede que no ocurriese en gran medida, debido
a que la fuerte repulsion entre los componentes dificulta que ocurra una reaccion quimica entre
ellos, y por ende, solo se formen principalmente puentes de hidrogeno, que son interacciones
mas débiles®!!°2, A pesar de lo anterior, estos ultimos enlaces poseen mecanismos que posibilitan
que tras su ruptura por estiramiento puedan reformarse, lo que permite que el papel absorba més
energia®!.
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4.3 ADSORCION DE COLORANTES
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Figura 60. A) Isoterma de adsorcion, B) Linealizacion de isotermas de Langmuir y C) Linealizacion de isotermas de
Freundlich. Para MB utilizando Papel de GO, Polvo de GO y Papel de GO/CS.

Tabla 1. Coeficientes de isotermas de Langmuir y Freundlich de la adsorcion de MB por medio de Papel de GO, Polvo de GO

y Papel de GO/CS.
Langmuir Freundlich
dm[mg/g] | Ki[L/mg] | R? | Kg[(mg/g)- (L/mg)/"] | 1/n[-] | R?
Papel de GO 370,4 0,07 0,99 141,1 0,15 0,95
Polvo de GO 322,6 0,46 1,00 200,8 0,08 0,97
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| Papel de GO/CS | 103,1 | 0,111 [ 1,00] 36,5 | 0,19 0,87 ]

Figura 61. A) Papel de GO B) Papel de GO/CS, tras el ensayo de adsorcion.

En la Figura 60A se presentan las isotermas de adsorcion determinadas a partir de las ecuaciones
7 v 8, donde se destaca que las curvas asociadas al papel de GO y polvo de GO poseen una alta
afinidad con el MB, lo que se puede notar por la alta pendiente inicial de las curvas*. Ademas,
desde la concentracion de equilibrio 200 [mg/L], ambos materiales poseen el mismo
comportamiento. La justificacion de esto es que ambas muestras son del mismo material, pero
inicialmente el polvo adsorbe mas rdpido debido a que posee una mayor area de contacto en
comparacion al papel®. Posteriormente, este tltimo se deshace (Figura 61A) debido a la agitacion
y a sus bajas propiedades fisicas, las cuales empeoran luego del contacto con el agua por el
ensanchamiento del espacio de la galeria de la nanoldminas de GO, provocando que el agua se
enlace entre ella y no forme una red de puentes de hidrégeno con las nanoldminas!!'®!"°,
Adicionalmente, durante este tipo de ensayos, se han reportado la formacion de aglomerados de
GO, los que debido a la reduccion de la fuerza repulsiva electroestatica compartida con el azul de
metileno precipita®, lo que se podria traducir en un separacion del aglomerado en el papel. Al
disolverse el papel de GO desde un poco después del inicio del experimento este se disperséd y
tomo6 una morfologia igual a la del polvo, equiparando asi su area de contacto, lo que le confirio
una mayor capacidad de remocién del pigmento.

Cabe senalar que la pérdida de la morfologia del papel producto de la alta agitaciéon no fue una
sorpresa, debido a las bajas propiedades mecanicas al tacto y a la naturaleza de enlaces.
Anteriormente, Li et al. 1! en el afio 2012 mostrd que el papel de GO se re-dispersa en agua
después de 24 [h] tras agitarlo levemente o mantenerlo inmovil, pero cuando preparo el
compésito de GO con PVA este papel ya no se dispersaba aunque hubiese agitacion e incluso
bajo sonicacion, debido a que este polimero actuaba como un pegamento entre las nanolaminas
de GO. Por ultimo, sobre la alta dispersion de datos presentes en el Papel de GO y polvo de GO
en las isotermas de adsorcion, esta se puede deber a la presencia de restos de estos durante las
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mediciones de absorbancia, lo que no ocurrié con el papel hibrido debido a que tenia particulas
solidas de mayor tamaiio.

Por otro lado, el papel hibrido posee una capacidad de adsorcidon mas baja que el papel y polvo de
GO, debido a la cobertura de una cara en CS. Este polimero posee una menor area superficial que
el GO y tiene una tendencia a protonar sus grupos amino en medio acido (pH por debajo del pKa
de la molécula entre 6,3 — 6,5'°°) generando grupos cationicos, lo que causan una repulsiéon con
el MB*!34 Adicionalmente, debido al refuerzo polimérico el papel de GO/CS no se disolvid
completamente en la solucion, sino que solamente unos pequefios trozos (ver Figura 61B) lo que
se puede explicar por las mismas razones expuestas anteriormente para el papel de GO o porque
las moléculas de agua interactuan fuertemente con los grupos hidroxilo del CS, lo que provoca su
hinchamiento'®’ y por consiguiente, una disminucion de la fuerza de los enlaces de hidrogeno
formados entre el polimero y el GO'%’, causando su ruptura. De todas formas, al contrastar las
imagenes de la Figura 61 se puede ver que la evidencia de las mejores propiedades mecanicas
del papel hibrido, ya que una fraccion importante de ¢l no se disuelve, por lo que su area de
contacto fue menor a la de las otras muestras durante todo el transcurso del experimento. Por otra
parte, considerando que el papel hibrido conservé gran parte de su morfologia, abre la posibilidad
de realizar reparaciones utilizando GO como pegamento de nuevas laminas de GO, como lo
reportd recientemente Luo et al. en el afio 2018'. Lo anterior, se podria traducir en un
incremento del potencial de reutilizacion del material.

Respecto a los valores obtenidos para la concentracion de equilibrio, estos permiten comprobar
que el GO sintetizado tienen una gran cantidad de grupos funcionales. Esto ocurre cuando se
logra una alta exfoliacion en las 1aminas, lo que le brinda una mayor area superficial para realizar

la adsorcion®*?°

y porque los grupos funcionales presentes en la superficie del GO generan sitios
activos muy negativos, que le permiten interactuar electroestdticamente de manera muy fuerte
con las moléculas de colorante cationico®>*, las que se afiaden de forma vertical causando que la

repulsion con las otras moléculas de MB en solucion se disminuya®.

En la Figura 60B,C se presentan los ajustes de isotermas de Langmuir (que se determinada a
partir de las ecuaciones 4 y 5) y Freundlich (calculada en base a las ecuaciones 7 y 8) las cuales
se aplicaron para entender el mecanismo de adsorcion del colorante en el GO?'. La Tabla 1
presenta los coeficientes obtenidos tras la utilizacion de estos modelos. De ésta se puede notar
que los datos de equilibrio se ajustan de mejor manera al modelo de Langmuir en comparacion a
Freundlich, ya que el coeficiente de determinacion (R?) para los tres materiales se aproxima a 1,
por lo que se puede asumir que la adsorcion de azul de metileno ocurre como monocapa®'**%, lo
que permite asumir que toda la superficie de adsorbente es homogénea y que todos los sitios de
adsorcion poseian igual afinidad ante el adsorbato®. Este modelo ha sido el con mejores
resultados para cierto trabajos donde hay nanocompuesto de GO y CS*%22160-16217 " qonde se
utiliza CS como matriz y que usualmente se utilizan colorantes anionicos en los ensayos, para

aprovechar la protonacion de CS.
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La capacidad maxima de adsorcion de azul de metileno por lo materiales papel de GO, polvo de
GO y Papel de GO/CS son 370,4, 322,6 y 103,1 [mg/g] respectivamente. Comparando los
valores obtenidos para los materiales de GO que también se ajustaron a la ecuacion de Langmuir,
se obtuvieron resultados menores que los 1.939 [mg/g] obtenidos por Zhang et al.”®, similares a
los 351,1 [mg/g] de Bradder et al.”>, mayores que los 17,3 [mg/g] de Ramesha et al.”*. Es
importante mencionar que es dificil tener una discusion valida sobre los resultados obtenidos para
todas las muestras, considerando que en cada trabajo ocurren variaciones al método de Hummers,
lo que causa que se obtengan GO’s con distintas propiedades®. Por otra parte, comparando los
valores del hibrido con el composito de CS,GO y nanoparticulas de Fe;0, que fabricaron Fan et
al. en el afio 2012'%° con el que obtuvo una capacidad méxima de 180,83 [mg/g] de MB, lo que
puede asociarse al efecto sinérgico entre los componentes y a la morfologia de esferas, que le
brinda mayor area superficial que al papel. Comparando con otras referencias de materiales que
también contienen GO como refuerzo y CS como molde (en donde no se encontraron
membranas), los valores obtenidos para los pigmentos anidnicos evaluados son mayores que los
del pigmento catiénico de este trabajo, por ejemplo: Wang et al.*!®! en el afio 2014 us6 un
monolito de CS esponjoso preparado por medio de liofilizacion de GO obtuvo un 567,07 [mg/g]
y el 2015 uso6 un aereogel dopado poroso con una pequena cantidad de GO fue de 686,89 [mg/
g] para MO y 573,47 [mg/g] para Amido Black. Estos resultados son casi seis veces mayores
que la adsorcion del MB catidénico obtenida en este estudio, lo que puede ser explicado
nuevamente por el mecanismo de protonacion de CS.

Volviendo a los resultados obtenidos por este trabajo, el papel de GO adsorbe ~3,36 veces mas
de MB que el material hibrido. Lo anterior se puede explicar por: la alta area superficial de GO?!
y la presencia de grupos funcionales que contienen oxigeno®. La protonacion del CS explicada
debido a que por cada gramo de material hibrido hay menor cantidad de GO en contraposicion a
un papel de GO pristino. Los resultados disimiles obtenidos para el polvo y papel de GO se
pueden asociar a un error experimental que impidié determinar los valores de adsorcion para el
polvo de GO en una solucion a concentracion de 600 [mg/L] de MB o al error en la medicion de
absorbancia explicado anteriormente (asociado a restos de solidos que quedan en las cubetas), lo
que justificaria porque ambos papeles tienen una q,, similar. Por otra parte, al observar los
valores de la constante de Langmuir (K;,) se puede notar que el polvo de GO posee la mayor
afinidad 6 y 4 veces superiores al del Papel de GO y GO/CS respectivamente, lo que puede ser
explicado por las mismas razones expuestas antes y ademas por las diferencias morfoldgicas
asociadas a la interaccion entre los ejes de cada estructura. Por otra parte, analizando los
parametros de Freundlich, se puede notar que los valores de 1/n cae dentro de la zona (entre 0,1
a 12118%) de adsorcion favorable bajo las condiciones de estudio, donde el polvo de GO es el
posee un adsorcion mas favorable, seguido del papel de GO y finalmente por el hibrido. Estos
resultados coinciden con el analisis realizado mediante el modelo de Langmuir, lo que le brinda
mas peso a las observaciones obtenidas de esa ecuacion.
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4.4 PROPIEDADES ANTIMICROBIANAS: ENSAYO DE CONTACTO

Este ensayo se efectud para evaluar si los materiales tenian algiin efecto sobre viabilidad de las
bacterias en condiciones dinamicas. Para esto se inocularon las bacterias a cierta concentracion,
luego se pusieron en contacto con muestras de los materiales a evaluar y fueron incubadas con
agitacion por 1 [dia]. Posteriormente se sembraron diluciones en placas de agar, estas se
incubaron durante 24 [h] para finalmente realizar un conteo por recuento. Los resultados se
presentan en la Figura 62 (determinados por medio de la ecuacion 9), Tabla 2 (calculado a
través de la ecuacion 10), Figura 63 y Figura 64:
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Figura 62. Unidad Formado de Colonia por mililitro [CFU/mL] de los materiales indicados para A) Staphylococcus aureus y
B) Escherichia coli (%, 1, #, ¢ y ¥ representan diferencias significativas respecto al Control, Papel de GO, Polvo de GO, Papel
de GO/CS y Papel de Quitosano, respectivamente para p > 0,05). Los datos se expresaron como la media +- desviacion
estandar de los tres experimentos independientes.

Tabla 2. Porcentaje de reduccion de colonias para cada material, los valores son la media +- desviacion estandar de los tres
experimentos independientes.

Porcentaje de reduccion [%]
S.aureus E.coli
. Desviacion . Desviacion
Media Estandar Media Estandar

Papel de GO 56 2 22 5
Polvo de GO 26 31 31 5
Papel de GO/CS 53 5 30 2
Papel de CS 72 4 43 10

71



Figura 63. Placas sembradas con 1 [uL] del contenido de los tubos de ensayo, de arriba hacia abajo: Control, Papel de GO,
Polvo de GO, Papel de GO/CS y Papel de CS, para A) Staphylococcus aureus y B) Escherichia coli.

Figura 64. Tubos luego del ensayo de contacto, de derecha a izquierda: medio original, Control, Polvo de GO, Papel de GO,
Papel de CS y Papel de GO/CS, para A) Staphylococcus aureus y B) Escherichia coli.

En primer lugar se debe destacar que debido a la variabilidad de los papeles obtenidos por el
método de preparacion existieron diferencias entre las masas de ldminas que tenian las mismas
dimensiones de 1-1 [cm?] (Tabla 3 y Tabla 4 en el Anexo 7.2 TABLAS ADICIONALES),
debido a las dificultades de estandarizacion de la metodologia. Esto provocd que las
concentraciones utilizadas variaron entre los ensayos realizados en triplicados. Esto tltimo puede
acarrear errores al andlisis de datos. Por otra parte, realizar una comparacion bibliografica
también se dificulta debido a los reportes incongruentes, los distintos GO* sintetizados por
medio de métodos de preparacion diferentes (al igual que los reportes sobre adsorcion) y por las
distintas metodologias para analizar las propiedades presente en las referencias consultadas. Todo
lo anterior genera dificultades al realizar contraposiciones entre esos resultados y los obtenidos en
esta memoria.
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Como se puede observar todos los materiales mostraron actividad antimicrobiana, pero en
diferentes magnitudes y dependiendo del tipo de bacteria (ver Figura 63).

Para S. aureus el Polvo de GO tuvo un rendimiento de reduccion de colonias respecto al control
de 26 + 31 [%], el del Papel de GO fue de 56 * 2 [%], el del papel hibrido fue 53 + 5 [%] y el
del papel de quitosano fue 72 + 4 [%], teniendo este Gltimo tuvo un mejor rendimiento
antimicrobiano. Tras un andlisis estadistico se comprobo6 que todas las muestras, excepto el polvo
de GO, tuvieron diferencias significativas en comparacion el control. Por otro lado, no existieron
diferencias significativas entre el papel de GO y el hibrido. Ademas, el papel de CS tenia
diferencias significantes a los papeles mencionados anteriormente, lo que coincide con la
diferencia de ~15 [%)].

La justificacion de los resultados obtenidos para el polvo de GO radica en el mecanismo
sinérgicos antimicrobianos de este, los que son mediados por interacciones fisicas y quimicas.
Los primeros se asocian a la penetracion de la pared y/o membrana celular por medio de las
bordes atdmicamente puntiagudos de grafeno®%-1% que se encargan de disminuir la barrera de
energia necesaria para la penetracion en la membrana. Los quimicos se vinculan al estrés
oxidativo inducido a las bacterias®*8688181-183 o nor la extraccion de fosfolipidos desde la
membrana debido a las altas interaccion entre las moléculas de lipidos y el GO®. Debido a lo
anterior, este material no tendria efecto en condiciones estaticas y tampoco cuando no se
encuentra en contacto directo con las células®®®88%1% por lo que se requieren condiciones
dinamicas® . El mecanismo primordial de accion del GO en su morfologia de polvo es mediante
sus laminas, las que disueltas en solucidon provoca que las de mayor tamafio recubran a las
bacterias y eviten la proliferacion de estas®®!14!14184 Este mecanismo es reversible (ya que no
mata bacterias, solo las encapsula), lo que puede explicar el bajo porcentaje de reduccion y la alta
dispersion asociada al polvo de GO. Un argumento a favor de esto ultimo es que tras la
finalizacion del ensayo se observéd que los tubos que tenian polvo de GO estaban menos turbios
en comparacion al control (ver Figura 64A). El nivel de turbidez de los tubos de ensayo se puede
ocupar para observar el efecto antimicrobiano del material de manera visual. Considerando lo
anterior, la liberacion de las bacterias (inactivas, pero no muertas) desde su contencion de GO
pudo ser producto de la agitacion por vortex a la que se sometieron los tubos de ensayo, con el
objetivo de dispersar la soluciéon y homogenizarlas, previo al sembrado en placas. Una vez
liberadas y estar en contacto con el medio nutritivo, volvieron a crecer. Los valores obtenidos son
menores al 61,30 [%] reportado por Bao et al. *° cuando incubo durante 4 [h] a 37 [°C] en un
agitador rotatorio una solucién con concentracion de GO de 500 [mg/L] y 10°-10° [CFU/mL].
Esto abre la posibilidad de explicar los resultados debido a que utilizaron otro tipo de GO
mediante otra sintesis o porque los problemas del disefio experimental relacionados con la
orientacion vertical de los tubos y el posterior hundimiento de todos los materiales ocupados. El
polvo decant6 y se mantuvo adherido en las paredes a causa de la leve agitacion lo que redujo su
area de movimiento, posiblemente limitando la accion de su mecanismo antimicrobiano.
Adicionalmente, no se observo ningun tipo de proliferacion generada por el polvo de GO, debido
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a la formacion de un precipitado negro en el fondo de los tubos (que actuaba como un scaffold

que inducia el crecimiento celular masivo), como lo plantearon Ruiz et al.”".

Por otro lado, los resultados obtenidos para el papel del GO son distintos para S. aureus. Esto se
puede justificar debido a que existen matices entre los mecanismos del GO en polvo y en papel®®,
porque en este ultimo las nanoldminas estan inmoéviles. Debido a esto, la accion antimicrobiana
ocurre principalmente por estrés oxidativo y por accion de los bordes afilados. Por esta razon se
prefieren laminas de menor tamafio, ya que estas tienen una densidad de defectos mas alta que las
grandes, lo que potencia este modo de accion®®. Por ese motivo, se podria considerar que se
obtuvo un mejor rendimiento del GO en forma de papel debido a que sus mecanismos de accion
no estan tan criticamente relacionados con la movilidad del material (como es la encapsulacion
por parte de las laminas en el polvo), porque solamente bastaria que las bacterias circulen y se
acerquen a la superficie del papel (lo que se logro con la agitacion y disposicion de los tubos de
ensayo utilizadas) para disminuir su viabilidad al entrar ellas en contacto con el material*°.

Respecto al papel hibrido, este inhibié un 53 + 5 [%] de las colonias de S. aureus, respecto al
control. Este rendimiento fue similar o mejor que el del papel de GO, lo que se considera como
un buen resultado ya que las muestras de papel hibrido utilizadas para esta bacteria tenian un
promedio menor de masa (4,2 [mg]) que la del papel de GO pristino (5,0 [mg]), por lo que se
necesita menos material hibrido para provocar el mismo [%] de reduccion colonias que el otro
papel. Lo anterior, se puede relacionar con la sinergia de mecanismos de los materiales que
forman al hibrido, la que ya fue reportada por Jian et al.’ para un compuesto de CS-GO con
nanoparticulas magnéticas del 6xido de hierro, en que el CS (con carga positiva) alteraba la
permeabilidad de la membrana celular (con carga negativa), lo que provoca una fuga de material
intracelular que en conjunto con el dafio provocado por el GO por sus mecanismo quimicos y
fisicos, tienen como resultado la muerte de la bacteria.

Sobre el CS, efectuar una explicacion certera de cdmo es su mecanismo antimicrobiano es dificil,
debido a que existe gran cantidad de informacion que se contradice sobre la forma en que el CS
inhibe a las bacterias!>. Las razones que se ha provisto estdn relacionadas con sus grupos amina
cargados positivamente (lo que se potencia debido al alto grado de desacetilacion de la muestra
utilizada, ya que se incrementa la solubilidad y densidad de carga'>*!%%) que interactiian con las
membranas celulares, provocando una filtracion del material intracelular'®*, Los mecanismos
para las bacterias Gram-positivo y Gram-negativo se ha mencionado en ciertas publicaciones que
son diferentes'®®. Considerando esto wiltimo como cierto, para las primeras bacterias el efecto
aumenta a medida que se incrementa el peso molecular del quitosano (lo que contradice ciertos
estudios!>>1%%), debido a que el CS en la superficie de la célula puede formar una membrana
polimérica que impide que la bacteria ingrese nutrientes. Esto ultimo podria justificar el mayor
porcentaje obtenido por el papel de CS (72 + 4 [%]).
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Por otro lado, los resultados obtenidos para E. coli por el Polvo de GO fue de un 31 + 5 [%] de
reduccion de colonias en comparacion al control, para el Papel de GO fue 22 + 5 [%], el papel
de GO/CS tuvo un 30 * 2 [%] y finalmente, el papel de CS fue el que obtuvo mejores resultados
con un 43 + 10 [%]. Se destaca que todos los materiales tuvieron diferencias significativas
respecto al control, pero no entre ellos. La ausencia de diferencias significativas para E. coli entre
el papel y polvo de GO e puede explicar debido a que el polvo tenia una masa promedio mayor
8,4 [mg] que la del papel de 6,6 [mg], lo que no le impididé a este ultimo tener resultados
similares en la reduccion de colonias. Por otra parte, la falta de diferencias significativas entre los
demas materiales respecto a ellos puede haber ocurrido debido a los problemas con el disefio del
experimento que se mencionaron antes.

Los resultados para el polvo de GO para la bacteria Gram-negativo pueden ser explicados por los
mismos argumentos planteado para el Gram-positivo. Ademas, el mayor porcentaje de reduccion
en E. coli coinciden con lo reportado por Nanda et al.”? en que el GO en polvo es mas efectivo en
bacterias Gram-negativo, lo que justifico en base a las diferencias entre las estructuras de la
membrana de las bacterias respecto a las Gram-positivo, especificamente sobre el espesor de la
capa de peptidoglicano en que las primeras tienen una mas delgada (7-8 [nm] aproximadamente)
en contraste a las segundas (aproximadamente 20-80 [nm])*’, lo que le brindaria una mayor
proteccion frente a los mecanismos de accion del GO. Este argumento se contradice con lo
publicado por Akhavan y Ghaderi'%, que argumento6 S. aureus era menos resistente a la accion
del GO, debido a que no poseia una membrana externa, a diferencia de la E. coli. Por otra parte,
el porcentaje obtenido es menor que el 51,90 [%] reportado por Bao et al.*° (conseguidos en
condiciones similares a los de este trabajo) y del 87,26 + 3,75 [%] de Jiang et al.® logrado con
una concentracion ~8 menor, pero inoculando las bacterias en agua destilada estéril. Esto podria
ser explicado nuevamente por las caracteristicas del GO sintetizado en cada trabajo o por el
mecanismo reversible explicado antes (ver Figura 64B). Ademas, en este tipo de bacteria
tampoco ocurri6 la proliferacion planteada por Ruiz et al.”!.

Por otro lado, los resultados obtenidos para el papel del GO (22 + 5 [%]) son distintos a los del
polvo, lo que puede ser explicado nuevamente por los matices entre los mecanismos. Respecto al
papel hibrido, este inhibié un 30 + 2 [%] de las colonias de E. coli con una masa promedio de las
muestras de 3,0 [mg], menos de la mitad que la de las muestras de papel de GO que fue de
6,6 [mg]. Esto muestra nuevamente que se necesita menos masa de material hibrido para
provocar un efecto igual o superior que el del papel de GO pristino, debido al efecto sinérgico
entre los componentes explicado antes.

El papel de CS, el efecto antimicrobiano es distinto para las bacterias Gram-negativo. Donde el
quitosano de bajo peso molecular ingresa a la célula por medio de impregnacion, adsorbiendo y
floculando las sustancias electronegativas de la célula'®®. Lo anterior puede justificar el porqué de
los mejores resultados obtenidos para S. aureus, debido a que el CS utilizado era de medio peso
molecular y con un alta desacetilacion. De todas formas, se ha de sefialar que existen reportes que
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muestran que no existen diferencia entre la actividad antimicrobiana del CS en ambos tipos de
bacterias e incluso otros donde este inhibe mas Gram-negativo y en que se reporta que a mayor
peso molecular aumenta el efecto en E. coli'>, por lo que es dificil ser tajante respecto a las
justificaciones tras los resultados obtenidos. A pesar de esto, el porcentaje se considera bajo al
ser contrastado con lo reportado por Jiang et al.® en que los valores de inhibicion de E. coli
ascienden a 99,91 + 0,02 [%] a una concentracion de 100 [pg/mL] (aproximadamente 3 veces
menor que la utilizada, ver Tabla 3 y Tabla 4 en el Anexo 7.2 TABLAS ADICIONALES)
durante 2 [h] de exposicion, pero donde la concentracion de bacterias fueron expuestas a los
materiales en agua destilada estéril. Una razon de la diferencia entre los porcentajes puede
deberse a la metodologia experimental, especialmente a la orientacion vertical en que se
encontraban los tubos durante la agitacion y al posterior hundimiento del papel de CS, que fue
explicado antes para el polvo de GO. Por otro lado, los resultados tampoco calzan con lo
reportado por Grande et al. en el afio 2017, en que la pelicula de CS no mostréd propiedades
antibacterianas sobre E. coli.

Por otro lado, sobre la metodologia de conteo de colonias, de destaca que esta posee problemas
para predecir el crecimiento de bacterias, ya que se han dado casos en que hay bacterias viables
que no forman colonias, debido a que se encuentran inactivas a la espera de condiciones mas
favorables'%®!83  Adicionalmente, los papeles de GO no se rompieron durante el ensayo, ver
Figura 64, lo que le brinda mayor fuerza al argumento de que el tipo de agitacién fue
insuficiente en el experimento (a diferencia de los experimentos de adsorcion, donde los tubos
estaban orientados horizontalmente y se tenia una mayor agitacion).

Para finalizar, no se conoce si los bajos resultados obtenidos para las muestras (en comparacion a
lo contrastado con literatura) se debe al distinto método de sintesis del GO utilizado o a
dificultades relacionadas con el disefio experimental. Para comprobar si es producto de esto
ultimo seria recomendable repetir el experimento utilizando una menor cantidad de medio (<
10 [mL]) o posicionando los tubos de ensayo de forma horizontal, para asegurar el
desplazamiento de las muestras.
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S CONCLUSIONES Y PROYECCIONES

Se desarrollaron dos métodos simples para la preparacion de papeles de GO y papel de GO/CS,
con los que se obtienen ldminas flexibles de hasta 3 -2 [cm?] y que poseen caracteristicas
multifuncionales de adsorbente de pigmentos y antimicrobianos. La caracterizacion mediante
XRD y FTIR del papel comprueba su estructura y detecta las bandas caracteristicas del GO. Por
otra parte, los espectros Raman de ambos papeles presentan los picos tipicos asociados a los
materiales de grafito, pero los del hibrido cambiaron levemente de posicion lo que se vincula a
una posible union entre el CS y GO. Por otro lado, las fotografias SEM permitieron ver la
orientacion ordenada de las nanolaminas y la morfologia irregular de la superficie del papel de
GO y suave de la cara cubierta con CS en el hibrido. Lo desordenado de la superficie del papel de
GO se asocio a los defectos presentes en la espatula y placa de teflon. Continuando, por medio de
EDS se comprob¢ la presencia de que el CS permea las nanoldminas de GO, formando puentes
de hidrogeno y menos probablemente, enlaces covalentes, la conformacion de estos tltimos no
pudo ser comprobado durante el trabajo. A pesar de esto, el papel de GO se rompe con facilidad
al tacto lo que puede estar relacionado con el porcentaje de agua entre las nanoldminas, por lo
que se requiere mayor control sobre el secado. A futuro, con el fin de asegurar una mayor
formacion de enlaces covalentes podria ser recomendable agregar un agente reticulador en alguna
etapa de la preparacion del papel.

Respecto a la adsorcion del colorante cationico MB, los valores son: 370,4, 322,6 y 103,1 [mg/
g] para el papel de GO, polvo de GO y Papel de GO/CS, respectivamente. Los resultados para los
dos primeros materiales son similares debido a que el papel modificé su morfologia durante el
transcurso del experimento, dispersandose en la solucién. Los valores menores del papel hibrido
pueden ser explicados debido al rol del CS, que tiene una menor area superficial y porque ocurre
protonacion en pH acido. Lo anterior provoca que existan menos sitios activos para la adsorcion
del pigmento y que estos repelan al MB de carga positiva. El andlisis de estas propiedades del
papel hibrido se podria extender utilizando un colorante anidnico (naranja de metilo) e
incluyendo en el andlisis a la isoterma de Temkin.

Sobre los ensayos microbioldgico en la bacteria S. aureus, los resultados obtenidos para los
papeles de GO, GO/CS y CS son: 56 +2, 53+ 5 y 72+ 4[%], en que todos tienen
diferencias significativas respecto al control, pero no existen diferencias significativas entre los
dos primeros materiales. Este resultado es elevado para los hibridos considerando que tienen una
masa ~ 40 [%] menor que la de papeles de GO pristino, lo que puede ser explicado mediante
una sinergia entre los mecanismos antibacterianos del CS y GO. Por otro lado, para E. coli los
valores son: 22 +5, 30+ 2y 43 £+ 10 [%], donde todos los materiales tuvieron diferencias
significativas respecto al control, pero no entre ellos, lo que apunt6 a problemas en el disefio del
experimento. El menor efecto de la bacteria Gram-negativo comparado con S. aureus se vincul6 a
las diferencias fisiologicas de estas y al modo de accion de los materiales. A pesar de lo anterior,
la naturaleza contradictoria de la informacion disponible sobre este punto dificulta la posibilidad
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de realizar conclusiones tajantes respecto a los mecanismos de acciéon de los materiales.
Considerando todo lo anterior, seria recomendable repetir el ensayo posicionado los tubos de
manera horizontal, para asegurar una mayor libertad de movimiento de los materiales en el
interior.

Para finalizar, en trabajos posteriores se pueden explorar las propiedades mecéanicas de los
papeles para contrastar de mejor forma con la informacion bibliografica y caracterizar el GO
mediante Microscopio de fuerza atoémica (AFM), para comprobar si una de las razones tras los
bajos valores de inhibicion del material en los ensayos microbiologicos (comparado con la
literatura consultada) estd asociado al tamafo de las ldminas. También puede ser util realizarle
XPS o FTIR a las muestras de papel hibrido, para comprobar si ocurrié amidaciéon en el papel
hibrido. Otra proyeccion seria conseguir un grafito de ladminas mas grandes o pre-exfoliarlo
(como recomienda Aboutalebi et al.!*®) | sintetizar GO a partir de él y luego preparar papel,
evaluando su desempefio en las mismas pruebas de este trabajo. También puede ser util ocupar el
trabajo recientemente publicado por Luo et al. en el afio 2018'%7, para ver si es posible reparar el
papel hibrido, después de su ruptura, utilizando GO como pegamento. Esto Gltimo mejoraria las
posibilidades de que este material se utilizado (y reutilizado) en aplicaciones de tratamiento de

aguas.
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7 ANEXOS

7.1 FIGURAS ADICIONALES
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Figura 65. Curva de calibracion de azul de metileno

Figura 66. Muestras y porta muestras de vidrio utilizados para realizar las mediciones de XRD.
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7.2 TABLAS ADICIONALES

Tabla 3. Masas y concentraciones de las muestras utilizadas en el ensayo de contacto, para S. aureus. En la muestra de papel
la masa equivalente a la de un cuadrado de papel de 1 - 1 [cm?].

Masa | Masa promedio |Concentracion| Concentracion promedio
Muestra -
[mg] [mg] [mg/mL] mg/mLj]
5,80 0,58
Paléecl)de 540 | 503 | 0,82 0,54 0,50 +0,08
3,90 0,39
8,30 0,83
Pogg de 7530 | 833 | +0,05 0,83 0,83 +0,00
8,40 0,84
Papel de 4,90 049
GO/CS 3,90 4,20 +0,50 0,39 0,42 +0,05
3,80 0,38
3,10 0,31
Pa%eé d ™300 | 293 | 0,17 03 0,29 +0,02
2,70 0,27

Tabla 4. Masas y concentraciones de las muestras utilizadas en el ensayo de contacto, para E. coli. En la muestra de papel la
masa equivalente a la de un cuadrado de papel de 1 - 1 [cm?].

Masa | Masa promedio |Concentracion| Concentracion promedio
Muestra
[mg] [mg] [mg/mL] mg/mL|
| 5,0 0,5
Pal(’}eode 73 6.6 | 1,1 0,7 0,7 +0,1
7,5 0,8
Polvo d 8,1 0,8
olvo de
GO 8,8 8,4 10,3 0,9 0,8 +0,0
8,2 0,8
Pavel d 2,5 0,3
apel de
GO/CS 3,0 3,0 +0,5 0,3 0,3 +0,0
3,6 0,4
Pavel d 2,3 0,2
S N 30 | #0,5 0,3 0,3 +0,1
3,6 0,4
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