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Resumen

En este trabajo de tesis nosotros presentamositksisi y caracterizacion de grafeno
oxidado obtenido a partir de la oxidacion del goafiEl grafeno oxidado fue
ulteriormente injertado covalentemente con quesatibtenida a partir de la pluma de
pollo. El oxido de grafeno modificado fue sintetlrautilizando una reaccion de
reduccion-oxidaciéon en un medio acido y caractdozatilizando espectroscopias
Infrarroja (FTIR) y Raman, espectroscopia de dspaerde energia (EDS), Microscopia
de fuerza atémica (AFM) y Microscopia de TransmmsiBlectrénica (TEM). El
comportamiento dispersivo de esta estructura ddaofae observado en un par de
solvente con polaridad opuesta y la cuantificacéhinjerto se efectué mediante el
ensayo de Bradford. Finalmente, grafeno oxidadorafego oxidado injertado con
queratina fueron empelados como nanorefuerzossemédrices poliméricas naturales
quitosano/almidén y carboximetil celulosa/almiddBstos nanocompositos fueron
sintetizados mediante el método moldeado/evaparadé solvente y caracterizados
utilizando espectroscopias Infrarroja y Raman, bicopia de Barrido Electronico
(SEM) y Analisis Dinamico Mecénico (DMA). Nuestrostaedio revel6 que la
compatibilidad entre el grafeno y la matriz anfitd desempefian un papel fundamental
en el control fino de la interfase y en la manipida de las propiedades finales del
material.



Abstract

In this thesis we present the synthesis and charaation of graphene oxide obtained
from graphite oxide. Graphene oxide was subsequentltalently grafted with keratin
obtained from the chicken feather. The graphendeoriodified was synthesized using
a redox reaction in acidic media and characterizesihg FT-IR and Raman
spectroscopies, energy dispersive spectrosopy (E&R&nic Force Microscopy (AFM)
and Transmission Electron Microscopy (TEM). Disparsbehavior of this decorated
structure was observer in a pair of opposite pylaolvents and the quantification of
the keratin grafting was done using the Bradforslags Finally, graphene oxide and
graphene oxide grafting with keratin were use derdi in the natural polymers
chitosan/starch and caboxymethyl cellulose/starGhese nanocomposites were
syntesized by the method casting/solvent evaporatnal characterized using FTIR and
Raman spectroscopies, Scanning Electron Micros¢®gi) and Dynamic Mechanical
Analysis (DMA). Our study showed that the compétipibetween the graphene and
the host matrix play a key role in the fine contwfl the interface and in the
manipulation of the final properties of the materia



Prefacio

54', este trabajo de tesis hubiese sido escrito com,l&pio no creeria que la

primera de sus letras serviria para algo mas qtee gstructurar las palabras de una
idea. Sorpresivamente, esta letra estaria compdelstaaterial mas delgado y resistente
conocido. Las redes que lo conforman admiten gsadééormaciones sin romperse y
su estructura hexagonal facilita el desplazamieetsus electrones a velocidades tan
altas que estos semejan balas. Sus laminillasamdesalo un atomo de grosor, lo

confirman como una estructura verdaderamente bidimoeal donde ambos lados de su
superficie pueden ser funcionalizadas, inaugurandn, esto, un area exquisita en la
sintesis de nuevas moléculas hibridas.

Las impresionantes propiedades de nuestra hipatédéitra se deben a un
material recientemente obtenido: el grafeno. Eat@estructura se produce, de forma
burda, mediante la exfoliacion generada por elsteadel grafito sobre una hoja de
papel. Los investigadores que lograron asilarlo pex primera perfeccionaron el
proceso de exfoliacion utilizando cinta adhesiveap#escascararlo y, posteriormente,
mediante frotado, hacerlo visible sobre una obleasticio. A la fecha, diversas
estrategias han sido desarrolladas para obtenedpamdes cantidades. No obstante, la
mas promisoria es la que parte del grafito oxidado.

Las propiedades del grafeno, distintas a las déaier otro material, abren la
puerta a una miriada de aplicaciones; sin embdegagintesis de nanocompositos
poliméricos con propiedades disefiadas a la med@guers, el area mas efervescente de
investigacion y donde el grafeno oxidado y susvdelios funcionalizados encuentran su
mayor aplicacion.

El avance mas considerable en los materiales ocestgs reforzados con
grafeno se ha dado utilizando polimeros sintétiemspero, el uso excesivo de estos
derivados fésiles ha provocado un profundo impaatéérminos de huella ecolégica vy,
por tanto, la necesidad de sustituirlos por otreaas dafiinos se ha vuelto imperativo.

Congruentes con esta demanda ambiental, en esggotnatilizamos polimeros
naturales, a saber, quitosano, almidon y carboXinetlulosa los cuales son
biodegradables, biocompatibles, no téxicos, ecoodsny renovables. Mejoramos sus
caracteristicas mecanicas al reforzarlos con grad&idado y grafeno oxidado injertado
con queratina, la cual, a su vez, fue extraida rde interesante fuente: la pluma de
pollo. Los resultados son, por demas, satisfacorio



Este trabajo fue organizado en cuatro partes.

El Capitulo 1 proporciona los fundamentos teoricos sobre el gmfesu
estructura y propiedades, métodos de obtenciérigaanes. Asi mismo, provee una
panoramica sobre los biopolimeros, concretamerggpddisacaridos, utilizados como
matriz en este trabajo. Elapitulo 2 describe la metodologia para la obtencion del
grafeno oxidado, su funcionalizacion superficiah cueratina y el protocolo de sintesis
para los nanocompositos. En este mismo orden @s pi®vee los fundamentes de las
técnicas que nos permitieron caracterizar estoseriakgs. En elCapitulo 3 se
presentan a detalle los resultados obtenidos ynalises. Finalmente, eCapitulo 4
provee las conclusiones y detalla algunas mejoraalaar en trabajos futuros.
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1.1 El Carbono

El carbono es quizé el elemento mas importantetreggamte de la tabla periddica. Es un
elemento ubicuo desde el sistema solar, hastatlacksa y funcién de los seres vivos.
Presenta propiedades Unicas, entre ellas, la cgohde catenacion, la cual le permite formar
largas cadenas de atomos y, aquella de enlazamiedtple, que lo faculta para la

formacion de dobles y triples enlaces consigo migroon otros elementos [1].

A partir de estas propiedades es posible consinairamplia variedad de compuestos,
anillos y complicadas redes que, en conjunto canpleentes de hidrégeno, constituyen la
base de la vida, al menos de la forma en la querdacemos.

A demas de poseer una quimica mucho mas extensa psto de los elementos de la
tabla periddica, el carbono tiene la capacidad atebinar sus atomos en diversos arreglos
cristalinos o alétropos. Aunque esta propiedadsexelusiva de este elemento, el carbono si

representa una singularidad en cuanto al nUmeesigdad de sus formas alotrépicas [2].

Para entender la formacion de los alétropos deborer y su disparidad en
comportamiento y propiedades, es necesario coasiderconfiguracion atémica de dicho
elemento y la manera en la cual éste se enlazeoa @omos de carbono. Dichos tépicos

seran revisados a continuacion.

1.1.1 La estructura del atomo del carbono

El carbono es el primer elemento en la serie IVAadabla periddica. Posee 6 electrones que
se distribuyen en orbitales atémicos de acuerdosigliente configuracion: (Fs2sY (2p,)*
(2py)l (2p,). Los electrones localizados en la capa mas extdeh atomo son los que se
encuentran disponibles para intervenir en la forémae enlaces. Estos electrones son
llamados electrones de valencia. En este casogllstrones de valencia son los dos
electrones desapareados del orbital 2p y dan klgaarbono divalente aunque en la forma de
un intermediario altamente inestable. Sin embaamayoria de los compuestos formados
por el carbono y sus alétropos son tetravalentezuéd se explica por la promocién de un
electron del orbital 2s al orbital vacio ,2generando cuatro electrones desapareados
disponibles para enlazarse. La promocion de urrétedel orbital 2s al orbital 2p aclara la

tetravalencia del carbono y permite observar gaeotbitales pueden interactuar para formar
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orbitales nuevos dando origen al concepto de labidoh. La hibridacion es, entonces, la
mezcla de los orbitales atdbmicos en un atomo pamargr un conjunto de orbitales hibridos
[3]. Dependiendo de la cantidad de orbitales inm@dos en el proceso de mezcla son

posibles tres tipos de hibridacion en el carbos@lales trataremos a continuacion.
1.1.1.1 Hibridacion sp3 del carbono

La hibridacién denominada $p tetragonal surge de la mezcla de un orbital rs tees
orbitales p que originan cuatro orbitales hibrigggiivalentes. Estos orbitales hibridos se
orientan tan alejados como es posible ubicandodesevertices de un tetraedro regular con
angulos de enlace de 109.5°. Los cuatro enlacesaflos son enlaces covalentes signja (

que tienen por funcion conferir estabilidad estreadta la molécula.

Es importante observar que a pesar de que se requia energia elevada para llevar
a cabo la hibridacion, ésta se compensa con layienierada por la formacion de enlaces

extraordinariamente fuertes [3,4].
1.1.1.2  Hibridacién sp2 del carbono

En la hibridacion spdel carbono se generan tres orbitales hibridowalentes provenientes
de la mezcla de un orbital s con dos orbitalesspogEtres orbitales hibridasse orientan en

una geometria trigonal plana y el angulo de erdates ellos es de 120°.

En este caso el orbital 2permanece sin hibridar; se sitla de forma perpearai al
plano integrado por los orbitales hibridadoy su electron se encuentra disponible para la

formacion de un enlace pt)(con otros atomos.

1.1.1.3  Hibridacién sp del carbono

En la hibridacion sp o lineal dos orbitales hibsidmn generados por la combinacion de un
orbital s con un orbital p. Ambos orbitales hibedforman un angulo de 180° y en
consecuencia la geometria molecular es lineal. @ proceso los orbitales 2p 2p, no
participan en la hibridacién y sus electrones smientran débilmente ligados y disponibles
para la formacion de enlacesLa Tabla 1.1 muestra los orbitales hibridos n@rexios y su

geometria.
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Tabla 1.1 Hibridacion de orbitales en el &tomo de carbono

Configuracion electrénice Proceso de hibridacion Geometria

Estado fundamental

o [yl JLr L]

ls 25 2p, 2p, 2p.

Estado excitado

c Py i 0]

1ls 25 2p,. 2p, Z2p-

Hibridacion sp®

999
e+ ] OJ’OOQ_)????

1s sp? sp? sp? sp?

Orbital s 3 orbitales p .
geometrla
tetraédrica

Hibridacion sp? ?
x x -99 9+
HHTIITIITl
2
1 3 gp gp P Orbital s 3 orbitales p 3 orbitales talp
sz rado geometria trigum.l

plana

Hibridacion sp

999 4
C*|THTHTHT\0 00 9' 'Oé

1s sp sp p P Orbitals 3 orbitales p 2 orbitales les p
sp dos  geometria lineal

Como puedeser observado, la forma en que se disponen loso&tdm carbono en
espacio esta intimamente ligada con el tipo deidabidn que se hayproducido en sus

orbitalesy, por ello, este atomo posee amplia variedad de formas alotrOpicas
caracteristicas y propiedades muy variac



Fundamentos |4

1.1.2 Formas alotrépicas del carbono
Los solidos alotropicos del carbono pueden seifidagos en tres grandes categorias [2]:

« Estructuras con hibridacién sgue incluyen al diamante y la lonsdaleita (una form
detectada en meteoritos).

 Estructuras con hibridaciénsgue incluyen grafito y grafeno, entre otros.

e Estructuras con hibridacion sp o mezclas de hibiislacomo los carbinos y los

fullerenos, respectivamente.

Para mayor claridad, en la Tabla 1.2 se muestesgnema de clasificacion de aldtropos

de carbono y formas derivadas propuesto por Heireaah[5].

Tabla 1.2 Clasificacion de los alotropos de carbono

sp’ sp’ sp

Diamante Grafito Carbinos
» Cubico * Hexagonal » a-carbino
* Hexagonal * Rombohedral * pB-carbino

(londsaleita) Grafeno Caoita

sp +sp’+sp Spcon 3>n>1)

Carbono amorfo Fullerenos

Carbono vitreo Nanotubos de carbono

Negro de carbono Cebollas de carbono

1.1.2.1 Una breve mirada a los alétropos del carbono

Coémo fue advertido, el carbono puede existir emosaarreglos diferentes. Durante mucho
tiempo se considerd que el carbono formaba, a textysa y presion ambientes, solamente
dos estructuras primarias: el diamante y el grafit® cuales, sin duda, poseen sus encantos lo

gue permitio estudiarlos y aplicarlos ampliamergsdeé hace siglos.

El diamante esta formado por atomos de carbonaipnarhibridacién shbdonde cada
atomo esta unido a otros cuatro en una dispositefraédrica que conforma una red
tridimensional. Esta red tridimensional de enlacesgalentes es la que le proporciona al
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diamante las propiedades de alta dureza, excetemguctividad térmica, comportamiento

eléctrico aislante, transparencia optica y elevgdwgos de fusion.

La estructura del grafito es enteramente diferenta del diamante. Presenta una
hibridacién sp lo que ocasiona que sus orbitales se encuentséaibdidos en una geometria
trigonal plana, con angulos de 120° entre si. @amlao se encuentra unido covalentemente a
otros tres atomos de carbono en una malla de hlistin hexagonal. Dichas mallas se
encuentran unidas por enlaces débiles de tipo ¥an\thals y, en consecuencia, el grafito
presenta una elevada anisotropia, por lo que alguh@ sus propiedades varian
considerablemente dependiendo de la direccion gndase midan. En el plano, el grafito es
un buen conductor eléctrico y térmico no asi editaccion normal a la superficie por la
separacion de capas relativamente elevada. Meodmita sus planos pueden deslizarse
facilmente unos sobre otros, pero en la direcciérpgndicular presenta elevada dureza.

Quimicamente es un material inerte.

En las ultimas tres décadas se ha ido descubria@ouna nueva serie se alétropos
del carbono que, aunque predichas teéricamentiealnia hasta entonces prueba alguna de su
existencia (Figura 1.1). El primer elemento de es#de lo constituye el fullereno. Los
fullerenos fueron descubiertos en 1985 al estudiaraturaleza del carbono en el espacio
interestelar por Smalley y Kroto [6]; consta de tamailia de estructuras donde los atomos de
carbono se organizan en conformaciones geodésirasstentes de una red de anillos de
cinco y seis miembros que permite que dicha estracse cierre en forma de esfera. Su
hibridacién es parcialmente de tipo®sp s dependiendo del nimero de &tomos que lo
constituyan, aunque, esencialmente, es considesafla Presentan alta lubricidad y

reactividad quimica.

En 1991 S. ljima descubrid los nanotubos cuandadedia el depdsito obtenido por
una descarga eléctrica de grafito. Los nanotubosadeono pueden considerarse como el
resultado del enrollamiento de un plano atémicgrééito [7]. Este plano puede ser simple o
multiple lo que da lugar a nanotubos de pared Banai multipared. Los nanotubos se
comportan como conductores eléctricos, semicontegto aislantes dependiendo de la
manera en que se enrollan respecto a la direc@amceje especifico en el plano grafitico.
Dicha propiedad se conoce como quiralidad [6]. $aridacion sp les provee elevada
resistencia -10 veces mayor que la del acero-, tamsidad, gran flexibilidad, dureza y

excelente conductividad térmica.
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Figura 1.1 Linea de tiempo de la investigacion en al6tropos de carbono [8].

Finalmente y, como el descubrimiento mas inespe&aodos por la predicha
inexistencia tedrica de cristales bidimensionaes2004 un grupo de cientificos encabezados
por Andre Geim y Kostya Novoselov lograron aislaidentificar laminas individuales del
alétropo de carbono tedricamente mejor estudiatigradeno. Partiendo de un cristal de
grafito, emplearon una técnica denominada exfarmanicromecanica (micromechanical
cleavage) que se fundamenta en la debilidad denlases de tipo van der Waals con los que
interaccionan las laminas de grafeno que conforehgnafito y que consiste en la exfoliacion

repetida de la pieza de cristal grafitico empleanu cinta adhesiva.

Este material acaparé la atencion cientifica aespeacto, no solo por ser la planicie
mas delgada en nuestro universo, lo cual lo hatesi enismo, interesante, si no por las
extraordinarias nuevas propiedades que presestagules se abordaran en los siguientes

apartados.
1.2 El grafeno

El grafeno es una estructura nanométrica, bidinoeasi de atomos de carbono fuertemente
cohesionados en una superficie uniforme, ligeramplana, con ondulaciones, de un atomo

de espesor, con una apariencia semejante a unaleggnal de abejas por su configuracion
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atomica hexagonal (ver Figura 1.2) [9]. Esta laHainicompuesta de anillos de benceno
desprovistos de sus atomos de hidrogeno, es coadad base para el entendimiento de las
propiedades en otros alotropos de carbono [10]. €mepcién del dimanante, el grafeno

puede visualizarse como el bloque constructor &rpdel cual se forman todos los demas

alétropos; este plano bidimensional puede ser dioviee manera de forro de un balén

proporcionando fullerenos; enrollado cilindricangeptira formar nanotubos; o superpuesto
tridimensionalmente para producir grafito.

El término grafeno es hoy frecuentemente utilizgdoa referirse a un material
formado por pocas laminas, que comprende desdéasta 10 capas superpuestas y en el
cual sus propiedades estan en funcion de su diomaislad. Tomando como base
discriminatoria la especificidad de sus propiedagégrafeno puede ser clasificado en tres
tipos: monocapa, bicapa y aquél que se haya emngorde 3 a 10 capas. Las estructuras
consistentes de mas de 10 capas son considera@dasdeografeno espesas y son de poco
interés cientifico [9,11].

La estabilidad en su estructura laminar, el arrégiwagonal casi libre de defectos o
impurezas y las interacciones de los electroneplaleggndose a través de esta planicie
bidimensional se han visto reflejadas en un conjalet propiedades, sobre todo electrénicas,
gue hacen del grafeno un material Unico.

EERER AN i S rahe s
3 e

Figura 1.2 Representacion de la estructura bidimensional de grafeno [12].
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1.2.1 Propiedades del grafeno

Las cualidadeslectronica superlativas de este matesah las que han dirigido los esfuel
de la investigaciortientifice para lograr comprenderles de una manera mas pwnfigin
embargo, seria injusto definir al grafeno Unicamembr sus caracteristicas electror,
cuandodiversas otras priedadesgntre ellas las mecanicas, térmicas y quir, presentan
toda una fenomenolagipor desarrollar y las cualhan comenzadsclo recientemente a ser
investigadas [13]En esta seccion introduciremos las propiedadescdsasiel grafeno

algunas de las aplicaciones que de ellas err

1.2.1.1 Propiedades electrénicas del grafeno

El grafenopuede delinearse como  superficie planacompuesa de un arreglo
hexagonal deitomos de carbol con una hibridacién de tipo Speste tipo de hibridacié
dirige a una estructura trigonal plaen el que cada atomae carbon forma un enlace
covalentes con otros tresitomos vecinoseparados 1.42 AEIl orbital 2f, remanente puede
visualizarse como un par de l6bulos orient perpendicularmental planc lo que origina un
solapamiento lateral entre éstos dando lugaun estado electronicoo localizado
denominado sistema (Figura 1.a). El electron que se encuentra en estos orbitaltk
débilmente ligadoJo que le permite saltar de orbital a orbital todmrda forma de un
distribucion electrénica continua por arriba y pebajo del plno del grafeno (Figu 1.3b).
La gran movilidad de los electronesieslocalizados en las direcciones paralelas abpda

lo que determina las prigulades electronicas de este mat [14-15].

)

a) b
—

Figura 1.3 Electrones no localizados en el grafeno. a) Se ilustra un segmento hexagonal
donde cada 4&tomo de carbono tiene un orbital 2pz remanente y perpendicular al plano de los
enlaces o carbono-carbono. b) Los orbitales de enlace st toman la forma de una distribucién
electrénica continua por arriba y por debajo del plano del anillo [16].
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1.2.1.1.1 Estructura de bandas poco convencional

Las propiedades eléctricas de un material séliqueniden en detalle de su estructura de
bandas, es decir, del arreglo de las bandas @hkwds mas externas y de la forma en la cual
éstas son ocupadas con electrones [17]. Con bdseaaterior, existen tres clases principales
de estructuras de bandas en los sélidos: la estauctorrespondiente a los materiales
metalicos, a los aislantes y a los semiconduct&esa Figura 1.4 se presentan las estructuras
de bandas de los materiales sélidos arriba puntigads. La forma lila representa la banda de
conduccion y la forma morada la banda de valemialos materiales metalicos la banda de
conduccion y la banda de valencia se solapan. €mitantes aparece una banda prohibida
gue dificulta el libre desplazamiento de los elmotss de una banda a otra. La estructura de
bandas en los semiconductores es la misma quesaiskantes con la excepcion de que la

brecha energética es relativamente angosta [18].

El grafeno, por su parte, presenta un comportamibastante poco convencional.
Definido como un semiconductor con banda prohilsel@m, comparte con los metales que el
gap electrénico es nulo; esto se debe a la indstral de cono de sus bandas, donde en las
proximidades del nivel de Fermi la banda de coniducse une en un solo punto con la cima
de la banda de valencia. En cuanto a los matersgdasconductores, comparte con ellos
ambos tipos de transportadores de carga: electypriegecos. Este material hibrido entre
metal y semiconductor debe muchas de sus propisdadesta estructura electronica de
bandas [19].

GRAFENO SEMICONDUCTOR AISLANTE

METAL

ENERGIA

Figura 1.4 Estructura de bandas electronicas para metales, semiconductores, aislantes y
grafeno. El grafeno presenta una forma de banda bastante poco convencional que le confiere
propiedades electronicas que le permiten situarse entre los metales y los semiconductores
[18].
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1.2.1.1.2 Movilidad electrénica inusual: Transporte balistico

En un material convencional -metales- el desplagatoide los electrones se ve dificultado
por la colision de éstos con diversos “obstaculBstos obstaculos provienen de defectos en
la estructura de la red cristalina generados p@urgezas, atomos intersticiales, vacancias,
dislocaciones, etcétera [17]. Las imperfeccionedadeed cristalina desempeian un papel
como centros de dispersidn para el electron, d] caa cada evento difusivo, pierde energia
cinética y cambia la direccion de su movimient@(fa 1.5a). Estos centros dispersivos que
se oponen al desplazamiento del electron son le®casionan que la resistencia aumente. En
este aspecto el grafeno presenta, de nueva cugntmmportamiento poco ordinario. En el
grafeno la resistencia eléctrica es independiesitai@mero de impurezas [20]. Los electrones
en el grafeno pueden recorrer distancias del od#ewarias micras sin dispersion alguna,
incluso en muestras colocadas sobre sustratos asigagymicamente o cubiertas con
adsorbatos y, mas sorprendentemente, si cabe pai&imra ambiente (Figura 1.5b) [13]. Este
comportamiento es descrito como transporte baliste electrones. Recientemente ha sido
reportado que para el grafeno la movilidad eleatedwscila alrededor de ~200 000 cm?/Vs
mientras que la exhibida por algunos semicondust@@ncretamente la aleacion InSh, es de
~77000 cm?/Vs [13,21].

Figura 1.5 Movilidad electrénica. a) Transporte electronico bajo el régimen 6hmico. b)
Transporte electronico balistico [22]
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1.2.1.1.3 Los portadores de carga pierden su masa

Otro de los aspectos mas interesantes que suillgdrderaccion entre los portadores de carga
y la estructura en forma de panal de abejas erafdrp es la identificacion de una relacion

entre la energia y el momento bastante particular.

Mientras que para un material ordinario la reladéndispersion energia/momento es

descrita por la aproximacion clasica (cuadratica):
E=p?/(2m)

en el grafeno el comportamiento es sorprendentenkigrente; la relacion entre la energia y

el momento alrededor del nivel de Fermi es aprodan@ente lineal, es decir:
E=Vv.p

donde “w es denominada “la velocidad Fermi-Dirac” y adgeliem valor constante de

1x1@Pm/s. Esta relacion lineal entre la energia y el emm fue predicha teéricamente en

1947 por Wallace y solo recientemente se ha vistdirtnada experimentalmente. Gracias a
esta relacion de dispersion momento/energia losaganes de carga en el grafeno se
comporten como particulas relativistas sin masapménadas, de forma mas apropiada,
fermiones Dirac. Estas particulas se mueven a efacidad que es solo 300 veces mas
pequefia que la velocidad de la luz, lo que perfaitebservacion de diversos fendmenos
relativistas; y, en contraste con los neutrinos,feasmiones en el grafeno tiene una unidad de

carga eléctrica lo que permite su manipulacion dsaampos electromagnéticos [19,20].
1.2.1.2 Propiedades mecdnicas del grafeno

El comportamiento mecanico de un material expresaelacion entre su respuesta o
deformacion y el efecto de una carga aplicada éudexisten basicamente tres esfuerzos o
cargas a los cuales un material puede ser somégidsion, compresion y corte. Todos ellos
caracterizan de manera importante al materialgsibargo, es el ensayo de tension el que
mas informacidn proporciona [23]. Entre los paraosetgue suelen obtenerse a partir de un
ensayo de traccién se encuentran: médulo de eatksticlimite elastico, resistencia a la

traccion, porcentaje de elongacién, entre otros.irhaestigacion en el contexto de los

nanotubos de carbono revela que éstos poseen ewadel fuerza intrinseca lo que los
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posiciona como el material mas fuerte de la nagaea|24]. Al ser el grafeno la base sobre la
cual se sustenta la estructura de éste y otroopd de carbono fue predicho que poseyera
elevados parametros mecdanicos e investigacionentes lo han confirmado. Lee y demas
colaboradores [25] midieron las propiedades ekstie una monocapa de grafeno liboremente
suspendida mediante nanoindentacion en un micramsdepfuerzas atomicas. Los resultados
obtenidos fueron extraordinarios. El grafeno exhihemédulo elastico o médulo de Young
de ~1TPa lo que lo revela como un material altasnégido, es decir, admite tensiones muy
elevadas antes de romperse y, sin embargo, sirealt@nte presenta elevada flexibilidad que
se evidencia en la formacion de pliegues y doblecesus hojas [13]. Esta peculiaridad es
esquematicamente representada en la Figura 1.6edoma hipotética sabana de grafeno
exhibe simultdneamente rigidez vy flexibilidad [2E].grafeno posee, ademas, una fuerza de
ruptura de 42 N/m lo que representa la fuerzans&da de una hoja de grafeno libre de
defectos [25]. Asi mismo sustenta deformacionestiel#s reversibles de hasta un 20% valor

por demas superior a cualquier otro cristal [24].

Figura 1.6 Representacion esquemética de una sabana de gyrademtiendo tensiones
elevadas y mostrando flexibilidad de manera simekg26].

1.2.1.3 Propiedades térmicas del grafeno

La respuesta de un material a la aplicacion der eslalefinida como propiedad térmica. La
conductividad térmica es la propiedad que caraeteld habilidad de un material para
transferir calor y, en este sentido, la conducsigidéermica del grafeno es mayor que la de
cualquier material conocido. En 2008, Balandiralg27] midieron la conductividad térmica
de una hoja simple de grafeno suspendida sobreingo ancho en un sustrato de Si/SiO

usando una técnica optica de no contacto. El wddoconductividad obtenido fue de 5000
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W/m K a temperatura ambiente el cual correspondienéke superior de los valores mas altos

reportados para envoltorios de nanotubos de cartbempared sencilla.
1.2.1.4 Propiedades quimicas del grafeno

Finalmente, desde la Optica quimica, el grafenad@user considerado todo él como una
superficie extendida, expuesta por ambos lados,pgesenta una elevada area superficial
especifica tedrica de ~2600° ig* [28]. Considerado incluso como un sistema conjagad
extendido, el grafeno es de 100 a 1000 veces naaslgque las moléculas organicas tipicas,
por tanto, la funcionalizacién de estas redes tiga$i constituye toda una inauguracién en la
sintesis de nuevas moléculas hibridas. La extertolas laminillas permite que diversas
moléculas y atomos puedan ser unidos en ambos tEltss hojas lo que crea estructuras

Unicas doblemente decoradas [29].

1.2.2 Aplicaciones del grafeno

Desde el punto de vista fundamental el grafenoeptasuna diversidad de propiedades
excepcionales que le permiten abrir nuevas expezsaén el campo de la ciencia aplicada.
Debido a que las muestras de grafeno presentanel@avada movilidad electrénica a
temperatura ambiente y una muy baja densidad dectdsf en su estructura cristalina el
grafeno ha sido integrado en dispositivos sensteegases (COy NO, por citar algunos
ejemplos) en el que la conductancia del grafenementa linealmente con el aumento en la
concentracién de la muestra gaseosa [30]. En estaarlinea de ideas, los cambios en el
namero, incluso pequefio, de los portadores de camgaocados por la exposicion del
dispositivo a un espécimen gaseoso, estimulan mbicanotable en la conductividad del
grafeno y por tanto una sefial en el sensor [3.Meatajas que estos sensores presentan son

elevada sensibilidad, tiempo de respuesta rapljo/consumo de energia.

Otra aplicacion del grafeno en este momento cangst utilizarlo como biosensor
aprovechando su elevada area superficial y la exteekconductividad eléctrica que presenta.
Estas caracteristicas permiten que actie comoambat electrénico que facilita la unién
entre el centro activo de una enzima o proteiresuperficie de un electrodo, mejorando la
rapidez de transferencia electronica y, por taatanentando la deteccion selectiva de

biomoléculas [32].
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La fiabilidad y la rapidez de los dispositivos agetronicos dependen de la temperatura, por
tanto, es necesario contar con materiales con ctimilades térmicas muy elevadas para
disipar eficientemente el calor generado es esggositivos. En ese sentido, el grafeno
dispone de una conductividad térmica muy elevadqu® lo hace un conductor de mejor
calidad comparado con el silicio y esta caractedspermite perfilar aplicaciones en
transistores o circuitos que trabajen de manerarggida y en componentes mas pequefios
[33-34].

La estabilidad mecanica, la flexibilidad y la eldsaconductividad eléctrica
combinada con la alta transparencia, han permégtadiar al grafeno como electrodo en
celdas solares superando las desventajas de a&lto gdragilidad que el 6xido de indio-
estafio (ITO) presenta [35].

Desde la perspectiva de la ciencia de los matsriaplicacion que a nosotros
particularmente interesa, el grafeno ha tenidzajwel mayor de sus desarrollos. La robustez
mecanica Yy la funcionalizacion de esta red aromate carbono han advertido en la sintesis
de nanocompositos poliméricos una importante cayantLos nanocompositos poliméricos
amalgaman lo mejor de los dos mundos; en ellox@etan las cualidades del polimero y se
aprovechan las virtudes de la nanodimensionalighdefuerzo. Los nanocompositos suelen
presentar una buena combinacion de rigidez mecarooauctividades eléctrica y térmica y
ligereza a concentraciones minimas de refuerzout germite aplicaciones en el area de

empaques, materiales biodegradables o en el alaststronica [29,36].
1.2.3 Métodos de obtencion del grafeno

Para explorar las exquisitas propiedades fundanesnteportadas para el grafeno y realizar
potenciales aplicaciones de éste, la habilidad pareetizarlo y procesarlo juega un rol
fundamental. Como se indico con anterioridad, afegro en estado libre fue obtenido por vez
primera en 2004 mediante exfoliacion micromecanita técnica de exfoliacion
micromecanica consiste en someter la superficipiirmueva, tersa, de un cristal de grafito,
a un raspado fino, de arriba abajo, mediante gllende cualquier objeto de superficie
sélida, o bien, al descascaramiento repetido atitip una cinta adhesiva hasta que las
hojuelas mas delgadas son extraidas. La mayorialade hojuelas extraidas son
tridimensionales, es decir, son grafito; sin embargntre ellas se hayan también

bidimensionales, o sea, grafeno. Para identifieatativamente a éstas Ultimas, se utiliza
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microscopia Optica, aprovechando la caracteristiealos cristalitos bidimensionales de
volverse visibles en la parte superior de una higmada -oblea- de 6xido de silicio, y
producir un débil contraste de interferencia deorcaon respecto a una oblea vacia [9].
Aunque este procedimiento provee grandes crissatio grafeno (hasta de 100 um) de alta
calidad con el que se cubren las necesidades paudiss fundamentales y aplicaciones
electrdénicas, el rendimiento es extremadamenteyajbser un proceso manual, la obtencion
e identificacion de material es considerablemeatteriosa. Por esta razon, en la actualidad se
estan desarrollando y perfeccionando otros meétapes permitan obtener rendimientos
redituables de grafeno. Estos métodos, a grandgesapueden clasificarse en dos grandes

aproximaciones: de arriba hacia el fondo (top-doyvd¢l fondo hacia arriba (bottom-up).

» Aproximacion top-down. Este método de fabricaci@énnanoestructuras parte de un
material en bulto e involucra la remocion o refociia de atomos para crear la
estructura deseada a escala nhanométrica [37]. Auesjunherentemente mas sencilla
qgue la aproximacion butoom-up, la principal desagntde esta técnica es la
imperfeccidn en la superficie de la estructuraaggnperfecciones generadas durante
el proceso podrian tener un impacto significatinolas propiedades fisicas y en la
quimica de superficie debido a que la proporciompesicie/volumen en las

nanoestructuras es muy grande.

e Aproximaciéon bottom-up. En este proceso, atomos,léomas e incluso
nanoparticulas en si mismas pueden ser usadas lmooues constructores para la
creacion de nanoestructuras complejas. Alteranddamlafio de los bloques y
controlando su organizacidon y ensamble, dicha amamion ofrece una mayor
oportunidad de obtener estructuras con menos defamn composicién quimica mas
homogénea y con mayor orden. El proceso es, erciasaitamente controlado e

involucra sintesis quimica compleja [38].

Aplicando este criterio, la aproximacion bottompara la produccién del grafeno permite
sintetizarlo por una amplia variedad de métodoseelos que se encuentran la deposicion
quimica de vapor (CVD), arco descarga, crecimi@ptitaxial sobre carburo de silicio SiC,
reduccion de CO, apertura de nanotubos de carboaotgensamble de surfactantes. La

naturaleza de las hojas obtenidas por esta aproxima&s, en lo general, de alta calidad;
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existe ademas un control fino del tamai grosor de las hojas, sin emkbo, los rendimientos

son bajos y losastos de produccién elevados].

En el proceso topown hojas de grafeno u hojas de grafeno modificaoproducida
por separacion o exfoliaciode grafito o derivados de grafito. [0 que el grafito es
relativamente econémico y se encuentra disponiblgrandes cantidac, este proceso ha
recibido la mayor atencién con respecto a la prodacen gran escala del grafi [40]. La
produccion de grafeno por exfoliacion directa deafito comprende la exfoliaci¢
micromecanica, la exfoliacion mediante ultrason&o presencia de polivinilpolidona,
funcionalizacion electroquimi asistida con liquidos idnicosla disolucion en superacic.
Emperq la naturaleza peligrosa de los quins empeados, el costo de su remocion
desafio que conlleva separacion de las hc exfoliadasha impulsado a que la investigac
se enfoque ahora en la produccion de grafi partir de derivados de grafito, especialm,
oxido de grafito. La Figwa 1.7 es presentada para dar un mejor panorama acertzs

principales técnicas que son usadas para produaderp

Derivados de

Grafito grafito

Grafito oxidado Fluoruro de
(GO) grafito

Figura 1.7 Esquema general de los métodos de produccion de grafeno.
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1.2.3.1 Grafeno obtenido a partir de grafito oxidado

La produccion de gifeno a partir de la exfoliaciéon y reducciéon deido de grafito es, al
momento el método que resulta mas halagi para su produccién en gran esc
Dispersiones coloidales estables de cantidadesderables de material y su bajo costo

algunas ddas razones que sustentan en esta posicion.

El 6xido de grafitdue preparado por vez primien 185%or Brodic. En la formacion
de este derivadel grafito es sometic a reaccion coagentes oxidantes fuer como clorato
de potasio (KCIG) en medio acido (HSOJ/HNOs). Modificaciones futuras a este métc
fueron hechas por W5. Hummers y R. E. Offem¢41] en 1957quienes | sintetizaron en
tiempos mas cortog de manera mas segura. Tras el proceso oxidaiobtene un mater
gue posee una esttura laminarsemejante al grafito, sin embargo, los planos basaiie
constituyen dicha estructuson hojas de 6xido de grafegoe se encuentran ampliame
adornadas con funciatidades ricas en oxigené42,43]. La presencia de estos gruf
funcionales vuelve a las hojas altamente hidrofilicas y peavque las interacciones van
Waals entre laminas se debiliten permitiendo laothiccion de moléculas de agua en
galerias intercap&l aumento en la distancia entre laminas y su fiigidad permite que el
oxido de grafito sea facilmee exfoliado en agua y en diverssavente organicos polares
mediante la aplicacién de energia externa tal ctamwibracion ultrasénic [44,45]. Las
dispersiones coloidales asi obtenidas ¢ constituidas por has sencilla de 6xido de
grafenoeomunmente etiquetadasmo GO del inglés graphene ox-estabilizadas por la
repulsion electrostéatica proveniente de la carggtinea que adquieren en dispersion dela
la ionizacién de los grgs hidroxilos y carbolos localizados sobre los planos y en

extremos (ver Figura 1.$36].

'.‘.5'%:‘-%:‘5' oxidacion” .5’{.'%:?:‘5. o« ultrasonido 3’ M

i (IO e [ TN s

e R S $ 38 o
grafito / k H

grafito oxidado

hojas de oxido de grafeno

Figura 1.8 Procedimiento experimental para la obtenciéon de dispersiones coloidales de

hojas de 6xido de grafeno [47].
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La dilucidacion de la estructura del 6xido de gmafdha sido motivo de diversos
estudios [48], no obstante, el modelo de Lerf- 8ilmski es el que se cree mejor le describe.
En este modelo el 6xido de grafeno es delineadamammmaterial construido por segmentos
aromaticos sin oxidar, de tamafos variables, g@nseentran separados entre si por regiones
oxidadas conteniendo grupos epoxicos e hidroxifosaesuperficie de sus planos y grupos
carbonilo y carboxilo localizados presumiblementelas extremos de las hojas [49] como
puede ser apreciado en la Figura 1.9. Estudiogntss han propuesto que este modelo

contiene ademas grupos cetona, anillos lactonandie®bros y alcoholes terciarios [50].

Figura 1.9 Representacion esquematica de una hoja de 6xido de grafeno [51].

La presencia de los grupos funcionales oxigenadogopa la ruptura de la malla
grafitica, lo que ocasiona que el 6xido de grafesaocomporte eléctricamente como un
aislante. Para no mermar con ello las aplicaciaglestronicas del grafeno, es posible
restaurar la conductividad eléctrica de las hojstableciendo el sistema mediante
diferentes métodos de reduccién, los cuales haneasitbleados satisfactoriamente y pueden
clasificarse, en lo general, en reduccion quimicedyccion térmica [52].

1.2.3.1.1 Reduccidén quimica de grafeno oxidado

Suspensiones coloidales de hojas de Oxido de grafereden reducirse quimicamente
empleando agentes como borohidruro de sodio (NpE#3], hidroquinona [54], hidracina

(N2oH,) [44,55-61] y radiacion ultravioleta [62]. Aunqusta ruta resulta eficiente para la
produccion de hojas de grafeno reducidas quimiceemknnaturaleza téxica y el costo de los
agentes reductores ha impulsado a que rutas dlt@m&omiencen a ser investigadas, entre
ellas, la reduccion solvotermal o el empleo de tEgereductores no dafiinos como el acido
citrico [63]. La Figura 1.10 esquematiza la resteidn de la red grafitica de una hoja de

oxido de grafeno después del proceso de reduccion.
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Figura 1.10 Representacion esquematica de una hoja de 6xido de grafeno tras el proceso
reductivo donde se aprecia la restauracion casi total de la red grafitica [51].

1.2.3.1.2 Reduccioén térmica de grafeno oxidado

La reduccion térmica de 6xido de grafito es un @socgue requiere del calentamiento rapido
de polvo de grafito oxidado a elevadas temperatyes condiciones inertes. La exfoliacion
esta asociada con la expansion térmica de los gasae el CQ que se forman por la
descomposicion de grupos funcionales hidroxilopgxecos y que vencen las fuerzas de van
der Waals que mantienen a las hojas grafiticaaguymtovocando su delaminacién [64-67]. El
material asi obtenido es corrientemente etiquetatao TRG del inglés thermally reduced

graphene oxide.

Tras los procesos de reduccion quimica y térmicapngsumiblemente por la
restauracion de los enlaces de tipé dp la red grafitica, la conductividad eléctrica es
enormemente mejorada con valores de 2)@0n y 1-2.3x1® S/m respectivamente; estos
resultados son 5 6rdenes de magnitud mejor que gvaigido de grafeno y se encuentran

cercanos a los valores de grafito puro [44,64].

Hasta aqui hemos discutido sobre las propiedadegrdieno y lo relativo a la
remocion de los grupos funcionales oxigenados quprecursor, las laminas de oxido de
grafeno, presentan. Dependiendo de la aplicaci@sgurequiera, la eleccidon de grafeno o
grafeno oxidado debe ser hecha. Para aplicacideesémicas, la pureza y cristalinidad del
grafeno resultan ser la mejor opcién. Si la calidada red no se manifiesta como un factor
decisivo, el oxido de grafeno enuncia su utiliddsnbos, grafeno y grafeno oxidado
presentan atractivas propiedades; empero, los grupacionales de la forma oxidada pueden
ser utilizados para la adiciéon de nuevas espec@scuoiares lo que abre la puerta a nuevas
aplicaciones. En adelante discutiremos la funcipaeilon y la aplicacién del grafeno oxidado

gue se realizaron en este trabajo de tesis.
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1.3 Grafeno oxidado

El 6xido de grafeno es, en esencia, una hoja dergracon una distribucion azarosa de
funcionalidades ricas en oxigeno sobre su superficpesar de los defectos que estos grupos
generan en las laminillas del grafeno, las hojaglamldas conservan casi intactas sus
propiedades mecéanicas mostrando valores de médal¥sung tan elevados como 0.25 TPa
[68]. Estas caracteristicas estructurales perngjtenel sistema sea facilmente dispersado en
medio acuoso y en una amplia variedad de solvemtgsrepulsion electrostética y la
solvatacion del grafeno provista por dichas funailmiades representan la piedra angular en la

quimica de este material.
1.3.1 Funcionalizacion del grafeno oxidado

Los grupos epoxidos e hidroxilos localizados esuperficie de las hojas del grafeno y los
acidos carboxilicos ubicados en sus fronteras actdao sitios de anclaje quimico para
diversas moléculas organicas e inorganicas. Laodoticion de especies moleculares
especificas sobre el grafeno puede ser obtenidevé@stde dos aproximaciones: la formacion

de enlaces covalentes o la interaccion no covaléfie
1.3.1.1 Interaccién covalente

La unidn covalente de una molécula sobre la superdiel grafeno involucra la ruptura de los
enlaces con hibridacién Sy la formacién de enlaces’jDurante este proceso se generan
electrones desapareados que originan una reacoi@adena desde el punto de inicio del
enlace covalente y sobre la red conjugada, mejoraihel esta manera, la reactividad. Otro
aspecto importante a considerar es la geometri@ed®as regiones en la lamina de grafeno
pues dependiendo de la configuracion de sus frast@ig.zag o sillon) se favorece o no la
reactividad sobre la zona. Paralelamente, Dreyeolgboradores explican que este tipo de
funcionalizacion se puede dar, mediante mecanigadiEulares, sobre los grupos carboxilos

o sobre los epodxidos [70,71].

1.3.1.1.1 Funcionadlizacidon covalente sobre los dcidos carboxilicos del

grafeno oxidado

La reaccién de funcionalizacion sobre los acidabaxdlicos tipicamente requiere de una

activacion previa y la adicion ulterior de espeaiesleofilicas produce el enlace covalente
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mediante la formaciéon de amidas o esteres. Ladat@on de aminas sustituidas es un
método comun de funcionalizacion covalente que\&egumejora la dispersion del grafeno en
solventes organicos. Ademas de estas moléculas, ptdéneros pueden injertarse

covalentemente sobre la superficie del grafenorgede macromoléculas bidimensionales y

para lograrlo se valen de las siguientes metodasogi

1.3.1.1.1.1 Método “grafting to”

La aproximacion “grafting to” se basa en la uniée oholéculas poliméricas usadas
directamente como fueron preparadas mediante orBEi quimicas de amidacion,

esterificacion, union de radicales, etcétera. Hlinpgro debe tener grupos funcionales
reactivos que favorezcan la reaccion. Las ventdgagste método son la simplicidad y la
viabilidad de reaccion cuando el espécimen esldenailas condiciones de polimerizacion.
Por otro lado, tiene por desventaja que la cantiagolimero injertado es baja, sobre todo

cuando existen impedimentos estéricos [72-73].
1.3.1.1.1.2 Métodos “grafting from”

En el método “grafting from” el polimero se uneassluperficie de la molécula de interés por
polimerizacion in situ de mondmeros en presenciaedetivos o iniciadores soportados. La
reaccion se lleva a cabo mediante la polimerizad@éiransposicion de abertura de anillo y
por polimerizacion controlada de radicales libles.principal ventaja de esta aproximacion

es la elevada cantidad de polimero injertado [72].

1.3.1.1.2 Funcionalizacion covalente sobre los grupos epoxidos del grafeno

oxidado

Los grupos epoéxidos, localizados en los planoslésskel grafeno, pueden ser modificados
facilmente mediante reacciones de apertura deloarttlsta reaccién involucra el ataque
nucleofilico por una amina. Una extensién de esteepto involucra la aplicacién de este
conocimiento en la estabilizacion de las hojasxdéodde grafeno al suspenderlas en liquidos

idnicos con terminaciones amina.
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1.3.1.2 Interaccion no covalente

Las interacciones no covalentes se basan en eha@pitton-n de moléculas aromaticas sobre
la lamina de grafeno; sobre las interaccionespevan der Waals; y sobre las interacciones
n-idnicas. La ventaja de este tipo de funcionali@agiadica en que no se provoca ninguna
ruptura en la red conjugaday que ambos, grafeno y grafeno oxidado, puedgrodes de

este tipo de apilamienton.

El entendimiento de esta clase de interaccioneprbdgisto ya la generacion de
derivados de grafeno y grafeno oxidado. Como ejerdpl la utilidad de estas estructuras,
hojas de grafeno fueron funcionalizadas con Paddithd la cual les proveyo solubilidad en
medio acuoso y biocompatibilidad [74]. Una funciarecion no covalente fue la obtenida al
provocar la interaccion de la molécula aromatiqairénbutirato sobre laminas de grafeno,
generando un material como pelicula con conduetivichejorada [75]. Nanohojas de 6xido
de grafeno fueron covalentemente funcionalizadas polietilen glicol dotandolas de
estabilidad en medios acuosos Yy bioldgicos, asiocdenla habilidad para la liberacion de
drogas [76]. El grafeno oxidado fue entrecruzadiongzamente con polialilamina generando
suspensiones coloidales acuosas y muestras comel pap propiedades mecanicas

mejoradas [77].

Con base en estos antecedentes teoricos nosoh@srfalizamos la superficie de las
hojas de 6xido de grafeno con queratina, una biéoatd extraida a partir de la pluma de
pollo. Las propiedades intrinsecas que esta peotphesenta y la modificacion en el
comportamiento del grafeno que su interaccion pad@rovocar, nos permite entrever

interesantes aplicaciones.

1.3.2 Hojas de o6xido de grafeno injertadas covalentemente con queratina

extraida de la pluma de pollo

Las proteinas son biopolimeros cuyos mondmerosian-aminoacidos y presentan una
vasta variedad de funciones bioldgicas, entre,adistsucturales, de expresion de informacion

genética y de transporte [78,79].

La queratina es una proteina fibrosa que tienefypaion dar soporte y forma a las

estructuras que la contienen y consiste de cad@uodipeptidicas formadas por la
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condensacion de distintos aminoaci Estas cadenas poseen un gran nuamero de e
disulfuro y residuos de aminoacidos hidroféls que le confieren insolubilidad en solver
organicos Yy estabilidad quimi El arreglo autoensamblado de su estru, por su parte, le

proporciona propiedades mecanicas de fuerza ybilelad [80]

La conformacién estructural de la queratina esrsa, no obstante, con base al pa
de difraccion de rayos X que presenta pueden agestados grupos: lea-queratinas que
muestran una conformacion helicoidal y B-queratinas caracterizadas por una estructu
forma de hoja plegad&mbas conformrciones se ilustran en la Figura 1. Laa-queratina es
encontrada en la epidermis de todos los amniotestras que I-queratina es exclusiva
la epidermis de reptiles y ave81,83. Aunque la conformacion predominante en ave
reptiles es la de hofaplegada éstos pueden presentar la estructurarali@s regiones mi

suaves de la piel [83].
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Figura 1.11 Estructura secundaria de la queratina. Las conformaciones en hélice a y hoja
plegada son las mas estables y estan presentes en muchas proteinas [84].

Como vimos,a queratina ocurre naturalmeren estructtas como el cabello, las ufi
los cuernos, las plumas de ave y la epidermis sladptile. Esto resulta particularmer
interesante pues estudios recientes han mostrae los geckos peden trep: superficies
verticalesgracias a dispositivos adhesivos altamente efieselltmados “setae los cuales

estan constituidode grades paquetes [6-queratina [85].
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A la luz de estas propiedades, en este trabajovegimamos las caracteristicas de
adhesion y el amplio nimero de grupos funcionabdgantes, hidroxilos, tioles y carboxilos
gue la proteina presenta para generar un matemaionde hojas de grafeno modificadas con
un polimero natural, primero; y para mejorar eltaoto interfacial al integrarlo como

refuerzo en una matriz polimérica, después.

1.4 Materiales nanocompuestos: principal darea de aplicacion del grafeno

funcionalizado

Un material compuesto es un material multifase &mtonpor la mezcla o combinacién de dos
0 mas constituyentes que difieren en forma y comgesquimica y que son esencialmente
insolubles entre si. Asi pues, los nanocomposit#mpricos consisten de una matriz
polimérica, o fase continua, y de una fase disnaati o refuerzo, en el que al menos una de
sus dimensiones es menor a 100 nm. La importareiastbs materiales radica en que al
combinar dos componentes para formar un tercetr®,0#gmo exhibe propiedades superiores

a las de los constituyentes por separado [86,87].

El efecto sinérgico de las propiedades del nateesultante esta circunscrito a la
dispersion homogénea del refuerzo en la matriz. ésteucturas nanométricas tienden a
agregarse, con lo cual, invalidan los beneficiax@slos con la dimension nanoscoépica. Para
sortear este desafio, la modificacion superficalrdanorefuerzo es necesaria. La interaccion
entre la matriz y el refuerzo esta mediada porflagionalidades de la superficie de la
estructura nanométrica las cuales influyen conalilemente sobre la distribucion espacial y

la adhesion interfacial.

Con esto en mente, es de esperarse que el anebits ttanocompositos poliméricos
sea, quiza, el area de aplicacibn mas importanta ph grafeno oxidado y el grafeno

funcionalizado.
1.4.1 Nanocompositos poliméricos reforzados con grafeno oxidado

Atendiendo a la naturaleza de la fase continua triznpolimérica, los nanocompositos
pueden clasificarse como de matriz sintética orahtlmportantes mejoras en una plétora de
propiedades han sido ya obtenidas al utilizar gajegrafeno oxidado como nanorefuerzo en

matrices poliméricas sintéticas.
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1.4.1.1 Matrices poliméricas sintéticas

El grafeno, utilizado como nanorefuerzo, abri6 nnava dimensién para la producciéon de
materiales compuestos de alta actuacién, de baj goligereza. Desde el temprano 2006
Ruoff R. S. y colaboradores [88] lograron sintatima material compuesto de poliestireno
(PS) reforzado con grafeno mostrando excelentepigutades eléctricas. Posteriormente,
grafito expandido (EG) y hojas de grafeno funcimaalas (FGS) fueron incorporadas como
nanorefuerzos a polimetilmetacrilato (PMMA), potidanitrilo (PAN) y poli acido acrilico

(PAA) con propiedades térmicas y mecanicas que itemple cerca con los valores

reportados para compositos reforzados con nanotidoarbono de pared sencilla].89

A la fecha nanompositos reforzados con grafenofegoa oxidado y diversos
derivados funcionalizados han sido incorporados tdtiples matrices sintéticas, a saber,
resina epoxica, polianilina (PANI), poli vinil aleol (PVA), poliuretano (PU), poli vinil
fluoruro (PVDF), polietiel teraftalato (PET) y padirbonato (PC) mostrando una mejora

significativa en la mayoria de sus propiedades. [90]

No obstante, los polimeros citados son obtenislolste todo, por sintesis directa de
sustancias derivadas del petréleo lo que les aenfiersatilidad estructural, estabilidad
quimica y una elevada resistencia al deterioro emdi. Sin embargo, estas mismas
propiedades han generado un abuso en el uso de reateriales plasticos provocando un
grave problema de contaminacion ambiental lo quea@o a la deplecion de las fuentes de
petréleo, ha estimulado la investigacion cientifice el objeto de reemplazarlos por otros

gue sean mas amigables con el medio ambiente.

Congruentes con esta demanda ambiental nuestratiga@on se centrd en el
desarrollo de nanocompositos de matrices polim&medurales. Los biopolimeros presentan
un gran numero de grupos funcionales reactivogjcparmente hidroxilos, carboxilos y
amino que contribuyen a su diversidad en estrugtymepiedades. En adelante estudiaremos
al almidén, la carboximetilcelulosa y el quitosacmmo materia prima para la sintesis de
nuestras matrices y haremos uso de los gruposofuaiels hidroxilo y amino que se
encuentran en sus cadenas como sitios de ancl&esicqupara el grafeno oxidado y el

grafeno oxidado funcionalizado con queratina.



Fundamento s |26

1.4.1.2 Matrices poliméricas naturales

A lo largo de millones de afios la evolucién ha dota los organismos vivos de las moléci
biolégicas que le permmadesarrollar u optimizar multiples funciones canfihalidad de
preservar la vida. Gran parte de las moléculasofichs son macromoléculas, es de
biopolimeros. Los polisacéaridos, las proteinassydados nucléict (nivel de estructura 2 €
la Figura 1.12%o0n los biopolimeros que constituyen practicamtoda la materia sélida «
cualquier tipo de célula.

Nivel 4: Nivel 3: Nivel 2: Nivlel 1:
La célula Complejos Macromoléculas Unidades
y sus supramoleculares monomericas
organelos .
m_i_._,,: -
Nucleétidos
Cromosoma ;
Proteina
i
2 w Y
0
Membrana Aminoacidos

plasmatica

Celulosa [
w "
| |
g —_— ’—> N 1

res b
]
Pared celular AzUcares|k

o=

Figura 1.12 Niveles de organizacion estructural de una célula. Las macromoléculas,
senaladas en el nivel de organizacion 2, son polisacaridos, proteinas y acidos nucléicos. Todas
ellas se construyen, a su vez, por una serie de unidades monoméricas simples.

1.4.1.2.1 Polisacaridos

De los biopolimeros arriba presentados nos concretaremadesapolisacaridos. Lc
polisacéaridos son las macromollas mas abundantes en la biosfgraomo carbohidratos
complejos se encuentran constituidos de unidadessacaridas unidas mediante enle
glucosidicos. Se les encuentra como elemento estalrcde plantas y exoesqueleto
animlaes (celulosa, quitir carragenina) o teniendo una participacion clave et

almacenamiento de energia (almidon, glucogeng [91].
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1.4.1.2.1.1 Almidodn

El almidon es la principal reserva de energia dmasvegetales y se encuentra e
interior de los cloroplastos forndo acumulados o granulos de gran tamafo. Esteussiy
es especialmente abundante en tubérculos com@#aypen cereales como el maiz, el arr
el trigo. Los granulos o acumulados almidénvarian se componen por lo genede dos

homopolimeros dglucosa: amilosa y amilopecitil

La amilosa es un polimero lineal formado por umgnamero de unidades de-
glucosa unidas mediante enlaces glucosido(1,4). El enlacea de la amilosa tuerce
cadena del polimero en forma helicoidal. Este moito aumenta los puentes de hidrég

con el agua y favorece la solubilic (ver Figura 1.13) [92].

Figura 1.13. Estructura de la amilosa. Homopolimero de glucosa con enlaces glucosidicos a
(1,4) [93].

La amilopectina es la fraccion insoluble del alnm y también es un polimeia(1,4)
de la glucosa. Es el principal componente en p&38%) del polimero. La diferencia entre
amilosa y la amilopectina reside en leturaleza ramificada de ésta. Ex un punto de
ramificacion cada 20 a 30 unidades decosa. En un punto de ramificacion comienza

cadena conectada con la cadena principal por aeceglucosidica(l,6).
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Figura 1.14 Estructura de la amilopectina. Se especifican las uniones a(1,4) del polimero y
los puntos de ramificacion con enlaces glucosidicos a(1,6) [94].

El almiddén, por ser una materia prima abundante Ypajo costo, biodegradable, no
toxica y con excelentes propiedades de barregaggresenta gran atractivo para su uso en
el campo de los plasticos biodegradables y en rab#gmpara la agricultura, la medicina y la

industria de empaque.
1.4.1.2.1.2 Carboximetil celulosa: derivado hidrosoluble de la celulosa

La celulosa es el biopolimero natural mas abundastencuentra rapidamente disponible a
partir de fuentes renovables. Es el componentaatstal de la pared celular de las plantas y
asi como de muchas formas de algas y especiesng@d_a celulosa esta constituida por
unidades de D-glucosa conectadas mediante enlammsiglico$3(1,4) como se aprecia en la

Figura 1.15. Esta disposicion de las uniones pravée celulosa de elevada linealidad que
resulta en moléculas semejantes a varillas rigydestables que se emplean como material

estructural.
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Figura 1.15 Estructura molecular de la celulosa [95].

La abundancia de grupos hidroxilos en la cadenzehlldosa favorece la formacién de
enlaces de hidrogeno inter e intracatenarios. Ldaléza de los enlaces hidrégeno
intercatenarios provocan que la celulosa sea ihkoken la mayoria de los solventes lo que
limita su procesabilidad [96]. Para eludir esteomeniente la celulosa es modificada para
obtener carboximetil celulosa de sodio. La estmactle la carboximetil celulosa es mostrada

en la Figura 1.16.

.
H o~ -::! H on TH
HC\"E_—\:‘[—T“D: H H
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! oH b Gﬂf or

Figura 1.16 Estructura molecular de la carboximetil celulosa en la que un hidrégeno
del hidroxilo de la celulosa es sustituido por un grupo carboximetilado [97].

La carboximetil celulosa se define, entonces, comgolimero lineal aniénico en el
cual el atomo original de H del grupo hidroxilo tke celulosa es remplazado por un
sustituyente carboximetilado (-GHCOO-) lo que le provee completa solubilidad enaagu
[98]. Las propiedades de solubilidad, biocompatlhdl y no toxicidad evocan considerable

interés para diversas aplicaciones en la indudérieomida, médica y farmacéutica.

1.4.1.2.1.3 Quitosano: el derivado deacetilado de la quitina

La quitina es un homopolisacarido ampliamente ilisiio en la naturaleza y después de la
celulosa el segundo en abundancia. Es comunmementeado en el exoesqueleto de
crustaceos marinos, alas de insectos y pareddareslaule hongos. La quitina es un polimero
lineal compuesto por residuos de N-acetilglucosamimdos por enlaces glucosidicpél,4)
que le proporcionan rigidez estructural, fuerzataleilidad (Figura 1.17).
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Figura 1.17 Estructura quimica de la quitina donde se aprgg@el grupo hidroxilo
del carbono dos de la glucosa se encuentra sdstipor un grupo amino acetilado y
gue constituye la Unica diferencia estructural@egpa la celulos[99].

El quitosano, contrario a la quitina, se encued&aforma natural solo en algunos
hongos y en la pared abdominal de la termita fdi@@]. La fuente principal a nivel industrial
de este polisacarido es la quitina cuya deacdiilagbermite obtenerlo. Empero, la
deacetilacion casi nunca es completa y la estractal quitosano presenta una parte
deacetilada y otra no. La estructura del quitosm@or tanto, una cadena lineal aleatoria de
unidades N-acetil glucosamina (parte acetilada)glugosamina (parte deacetilada) unidas
por la misma clase de enlagk$,4) (Figura 1.18).

ﬂ Hw w
(0]
OH
\
CH,

Figura 1.1€ Estructura quimica del quitosano. Unidades D- @guuna y N-acetil
glucosamina aparecen aleatoriamente unidas paresngl,4) [99].

El quitosano posee excelente habilidad formadorpealieulas, detenta propiedades
fungicidas y fungistaticas, claridad optica, edidbd mecanica, permeabilidad a los gases,
entre otras, que le aseguran importantes aplicesiorédicas, en agricultura, cosméticas y en
tratamiento de agua [101].

A pesar de las ventajas individuales de cada erestbs biopolimeros se ha reportado
previamente que la combinacién de ellos generarials con propiedades mejoradas; a la
luz de esta razén nosotros trabajaremos con dascestuitosano/almidén y carboximetil

celulosa/almidon.
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HIPOTESIS

Es posible obtener nanocompositos de matriz poltaénatural con propiedades termo-
mecanicas mejoradas al reforzarlos con grafenoadgidy grafeno oxidado injertado con
queratina. La efectividad en la transferencia dgacae debe al eficiente contacto interfacial
generado entre los grupos colgantes presentesestri@tura de ambos refuerzos y la matriz.

OBJETIVO GENERAL

Contribuir al desarrollo de la tecnologia de losag@mpositos de matiz polimérica utilizando

como refuerzo grafeno oxidado y grafeno oxidadertafdo con queratina.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obtener hojas de O6xido de grafeno a partir de tgrafixidado y caracterizarlas
estructuralmente.

Modificar la superficie de las hojas de 6xido dafgno mediante el injerto covalente de
gueratina obtenida a partir de la pluma de pollectar la reaccion de injerto bajo dos
condiciones redox.

Caracterizar estructuralmente el material grafeadamlo/queratina y cuantificar el injerto.

Sintetizar el nanocomposito quitosano/almidon mfdo con grafeno oxidado y grafeno
oxidado injertado con queratina y caracterizartouetural y termomecanicamente.

Sintetizar el nanocomposito carboximetil calulosai@dn reforzado con grafeno oxidado y
grafeno oxidado injertado con queratina y carazaelo estructural y termomecanicamente.



CAPITULO 2

Metodologia y
caracterizacion estructural
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La produccion a gran escala de cualquier mategelente constituye uno de los retos mas
desafiantes para la investigacion. Como ha quedkcloo en el capitulo precedente la

obtencion de grafeno a partir de derivados grafticespecificamente grafito oxidado,

constituye, al momento, la estrategia principahpgarobtencion de este nano material. En este
trabajo de tesis nos circunscribimos especificaenanta preparacion de grafeno oxidado
mediante esta via, la cual, permite obtener caseglaonsiderables de material y una elevada
capacidad de procesamiento facilitada por la diseracuosa en la que el producto es

obtenido.
2.1 Metodologia para la obtenciéon de hojas de 6xido de grafeno
2.1.1 Grdfito

Grafito cristalino en forma de barras de 12 pulgatfalongitud y % de pulgada de diametro
fue proporcionado por Electron Microscopy Scienceas barras de grafito fueron

ulteriormente pulverizadas y tamizadas en una ncataluz 300.

2.1.2 Preparacion de grafito oxidado

El 6xido de grafito fue preparado a partir del goaitilizando el método de Hummers
modificado de acuerdo con la literatura reportaolaStankovich et al35]. Brevemente, 46
ml de acido sulfurico concentrado 40,) fueron colocados en un matraz de tres bocas de
250 ml previamente dispuesto en un bafio de hielan@o la temperatura del acido sulfdrico
disminuyo a 0°C el grafito en polvo (2 gramos) &aécionado. La suspension se mantuvo en
agitacion y en bafio de hielo mientras 6 g de peganaato de potasio (KMn{ fueron
gradualmente anadidos de modo que la temperatueaceuliera de 20°C. Posteriormente, la
mezcla se retira del bafio de hielo y es agitada2pora 35°C. En seguida, 92 ml de agua
destilada fueron incorporados provocando un aumaattemperatura a 98 °C. La agitacion
se mantuvo durante 15 minutos. Después de estmedala fue vaciada en un contenedor con
280 ml de agua destilada y 10 ml de una soluci@0&b de peroxido de hidrogeno Abh)

fue agregada con la finalidad de destruir el KMmésidual. El éxido de grafito fue aislado
mediante centrifugacion y lavado, primero, con sohlucion de acido clorhidrico en agua
(1:20 v/v) y, posteriormente, con agua desionizhdata alcanzar un pH cercano a la
neutralidad. El polvo de 6xido de grafito es secadoestufa a 75°C durante 24 h. El

procedimiento mostrado en la Figura 2.1 ilustrgol@sos mas representativos de la oxidacion.
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Figura 2.1 Resumen en imagenes del proceso de oxidacion del grafito. (a) Mezcla de
H.SO, y grafito en bafio de hielo. (b)Incorporacion gradual del KMnO,. (c)Reacciéon
oxidativa a 35°C por 2h. (d) Aislamiento y lavado del grafito oxidado.

2.1.3 Obtencién de suspensiones de hojas de éxido de grafeno

Para la preparacion de suspensiones de hojas de deigrafeno el grafito oxidado seco fue
molido en un mortero de agata hasta obtener unopitw. Enseguida, 15 mg de grafito
oxidado fueron agregados a un frasco de vidrioetdendo 30 ml de agua desionizada
(0.5mg/ml) y la suspensién fue sometida a ultramiurante 3 hora87T]. Posteriormente,

la suspension es filtrada a través de un filtrongenbrana Whatman (47 mm de diametro, 0.2
mu de tamafio de poro) y el filtrado se deja secaardar24 horas [102]. Finalmente el polvo
es raspado de la membrana y almacenado para secoenge caracterizacion. La Figura 2.2
muestra fotografias digitales de las suspensioaegafito oxidado con una concentracion de

0.5 mg/ml y el equipo utilizado para lograr su déi&fmon.
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Figura 2.2 A la izquierda, suspensiones de hojas de 6xido de grafito [0.5 mg/ml]. A la
derecha, equipo de bano ultrasénico en el que las hojas de 6xido de grafeno son exfoliadas.

2.2 Extraccion de queratina presente en la pluma de pollo

El esqueleto de una proteina esta compuesto porseocaencia de aminoacidos unida
mediante enlaces fuertes de tipo covalente. E¢larespacial de los atomos de una proteina
se denomina conformacion y ésta se encuentra lesimente ligada con la funcion de la
misma. Cuando una proteina se encuentra en suro@dion funcional plegada se denomina
nativa. Diversas interacciones quimicas estabillazaconformacion nativa en las proteinas,
entre ellas, el enlace disulfuro e interacciondsle® como puentes de hidrégeno. El enlace
disulfuro permite la formacion de enlaces covaler@de una misma cadena polipeptidica o
entre dos cadenas proteicas distinfég.[Los puentes de hidrégeno, aunque débiles, son
numerosos Y tiene un efecto acumulado significatefejado como fuerza estabilizadora de

la estructura.

La queratina de la pluma de pollo posee como rasgmtivo la ocurrencia de una
gran cantidad de aminoacidos cisteina presentés ferma del aminoacido dimérico cistina
unido por puentes disulfuro. El entrecruzamientopdentes disulfuro y la abundancia de
residuos hidrofobicos confieren a la queratinaaadater insoluble. Diversos procedimientos
para solubilizar la queratina de la pluma han sejmrtados, empero, algunos involucran la
ruptura de numerosos enlaces peptidicos [103,104].procedimiento menos agresivo
involucra el uso de tioles y urea para la esciglénpuentes disulfuro e hidrégeno sin la
ruptura significativa de enlaces peptidicos [10Bd procedimiento es utilizado en este

trabajo y lo detallaremos a continuacion.
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La biofibra es obtenida a partir de la pluma déoplal cual es sometida a un proceso
de lavado, secado y separacion mecanica [105]nB#saso de precipitados (ver Figura 2.3) se
solubilizaron 3 gramos de biofibra en una mezcl&Z8eanl de agua destilada, 8M de urea
98%, 3 mM de sal disodica del acido etilendinititracético (EDTA) 90%, 125 Mm de 2-
mercaptoetanol 98% y 200 mM de hidroximetil-amintane (Tris) 97%. La mezcla es
sometida a una agitacion controlada durante 24sheit@mperatura ambiente tras lo cual se
obtiene una solucion estable de queratina. La tjnaraextraida posee las sales de urea y 2-

mercaptoetanol utilizadas en la reaccion las cudeen eliminarse mediante un proceso de
dialisis.

Figura 2.3 Fotografia digital de la obtencion de la sal de queratina.

2.2.1 Obtencion de queratina dializada

Después de la reaccién, 10 ml de la solucion deatina se colocan en el interior de una
membrana de dialisis que posteriormente es setadaus extremos (ver Figura 2.4). La
membrana se introduce en un matraz cofitrb de agua destilada y se mantiene bajo
agitacion durante 3 dias. El agua debe remplazada 24 horas. Al finalizar la dialisis un
gel opaco y blanco es obtenido producto de la rdagion de los residuos cisteina y de la
agregacion de las cadenas polipeptidicas de quarati
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Figura 2.4 Proceso de dialisis de la sal de queratina

2.3 Hojas de oxido de grafeno injertadas covalentemente con queratina

Como ha quedado patente en el capitulo previo éaatjna exhibe importantes propiedades
de estabilidad quimica, flexibilidad, fortaleza reica y adherencia. Con el propdésito de
aprovechar estas caracteristicas inherentes atieima para modificar el comportamiento de
los nanomateriales y mejorar la interaccion con écuhs biolégicas o aumentar la

interaccion interfacial en diversos materiales wanguestos, hojas de Oxido de grafeno
fueron injertadas covalentemente con queratingpr&teso de injerto esta basado en una
reaccion heterogénea producida por la formacioradieales en el esqueleto del biopolimero
que actian como sitios de anclaje para diversagcasias tal y como lo sefala Martinez

Hernandez y colaboradores [106].

En el proceso de injerto la formacion de radiclilees en la molécula de proteina es
iniciada bajo un sistema de oxidacion-reducciénadelo malico/KMnQ en medio acido
(H2SOy). La queratina posee diversos grupos funcionadesoc-NH, -COOH, -SH y —OH
los cuales son susceptibles de formar radicalesbgeearan estabilizarse mediante uniones
covalentes con los grupos colgantes del grafendadwi. Algunos mecanismos de reaccion
son propuestos por Martinez Hernandez en dondeidb d&nalico es transformado en un
radical libre por accion del agente oxidante M@ bien, este agente actla sobre los enlaces

peptidicos o grupos colgantes del biopolimero.

Con este fundamento teorico y tomando como babajts previos en nanotubos de

carbono [107] se realiz6 el injerto bajo la sigteemetodologia: Una suspension acuosa (12.5
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mg/ml) de hojas de 6xido de grafeno fue colocadarematraz de tres bocas al que se afiadié
7.5 ml de queratina dializada, 0.75 ml de &cidduscb (H,SOy), 0.05 g de acido malico
(C4HeOs) y 0.0375 g de permanganato de potasio (KWnQa reaccion se efectud
manteniendo la mezcla bajo agitacién constanteaatemperatura de 65°C durante 3h. Este
procedimiento se efectud bajo una segunda condi®bristema de oxidacién-reduccién con
la finalidad de observar su efecto en el injer@skgunda condicidén consistié en modificar la
cantidad de k5O, a 0.5 ml y de acido malico a 0.07g permaneciehdesto de los reactivos

y las condiciones de reaccion invariantes. El pcamlde la primera condiciéon fue etiquetado
como GOIQ1 y el de la segunda como GOIQ2. El siatdmreaccion puede apreciarse en la

Figura 2.5.

Figura 2.5 Fotografia digital de las reacciones de injerto de queratina sobre las hojas de
oxido de grafeno. A la izquierda, reaccién del injerto denominado GOIQ1. A la derecha,
reaccion del injerto denominado GOIQ2.

2.4 Cuantificacion de queratina injertada en hojas de éxido de grafeno

La cuantificacion de proteina en una muestra puealezarse mediante varios métodos entre
los que se encuentran: el analisis gravimétricaleleerminacion Kjeldhal del contenido de
nitrégeno y el analisis refractométrico, no obstaestos métodos no son de uso rutinario por
requerir grandes cantidades de muestra o por ieuld#d de procesamiento o costo. Para
propositos practicos, métodos espectrofotométricoslorimétricos han mostrado excelente
actuacion. La Tabla 2.1 presenta los métodos coédricos mas comunes en la

cuantificacion de proteina [108].



Metodologia y caracterizacién estructural | 38

Tabla 2.1 Métodos colorimétricos para la cuantificacién de proteina

Ensayo Principio Rango Interferencia  Comentarios
Biuret Reaccion de Cti con 1-20 mg NH, Tris Rapido, insensible
enlaces peptidicos
Lowry Reaccion de Cli con 2-100ug  NHg, Lento, coloracion
enlaces peptidicos; compuestos  inestable, depende
reduccion con mercapto de la composicion
fosfomolibdato de aminoacidos
BCA Reaccion de Cli con 0.2-50ug  NHg;, EDTA Adecuado para
enlaces peptidicos; soluciones
reduccion de Cii con conteniendo
bicinconato detergente
Bradford Union del colorante azul 0.2-20pug  Triton X-100, Rapido
brillante Coomassie a SDS
aminoacidos aromaticos y
basicos

La rapidez, sensibilidad y estabilidad que presehtnsayo de Bradford lo hace, por
mucho, el método mas habitual en procedimientosititaivos de rutina y es el que

utilizaremos en este trabajo de tesis.

El método de Bradford esta basado en la unionaletante azul brillante Coomassie
G-250 a los residuos de aminoacidos basicos y dimreade la proteina bajo condiciones
acidas. El uso de este colorante se basa en lavabgm de que se presenta bajo dos formas
coloreadas, la roja y la azul. La forma roja sevamte a la azul tras la union del colorante a
la proteina lo que permite monitorear este cambioonac funcion de las distintas
concentraciones de la misma. La union del colorar#eproteina es un proceso muy rapido y

el complejo permanece disperso en solucion poreampb relativamente largo [109].

Para evaluar la concentracion de proteina en lasstmas problema es necesaria la
preparacion de una curva de calibracion con unteim@ estandar, a saber, albimina de suero
bovina (BSA 50ug/ml) la cual es utilizada en un intervalo de Oi@4La proteina estandar es
pipeteada en un lector de Elisa y mezclada con agstilada y reactivo de Bradford o
colorante hasta alcanzar un volumen final de @@®mo puede ser apreciado en la Tabla 2.2.
Estas soluciones son ensayadas por duplicado badas a temperatura ambiente durante 5
minutos. Posteriormente, la lectura es obtenidarelector de microplato modelo 680 a 550

nm.
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Tabla 2.2 Cantidades y reactivos para realizar la curva patron para cuantificar proteinas

Concentracion Proteina H,50 (nl) Reactivo Volumen final
de proteina estandar (ul) concentrado ful) (ul)
0.0pug BSA 0 160 40 200
0.5ug BSA 10 150 40 200

1ug BSA 20 140 40 200
2ug BSA 40 120 40 200
3ug BSA 60 100 40 200
4 ug BSA 80 80 40 200

Los datos de la curva de calibracion son graficade$ coeficiente de correlacion
muestral R es obtenido para determinar la fuerza de la K@talineal entre la concentracion

de proteina conocida y la absorbencia [110].

En paralelo con la curva de calibracion y bajoésmas condiciones la concentracion
de queratina es determinada en las muestras pralylepara ello, una suspension de hojas de
oxido de grafeno en agua destilada es preparadarwmrtoncentracion de 1Q@/ml. Una
alicuota de 6Qg/ml de la suspensién es colocada en un lectotisi@ ¥mezclada con agua y
reactivo de Bradford para obtener un volumen fael200ul tal y como se muestra en la
Tabla 2.3. Las soluciones problema son ensayadascymmdruplicado. Con base en la
concentracion de la soluciéon y el volumen de leualia se estima que hay§ de proteina en
cada una de las suspensiones problema y, con eafte, podremos, posteriormente,
determinar el porcentaje en peso de la queratjagada.

Tabla 2.3 Preparacion de las muestras problemas para la cuantificaciéon de proteina

Nombre de la Muestra H20 (ul) Reactivo Volumen final
muestra problema (ul) concentrado l) (ul)
GOIQ1 60 100 40 200

GOIQ2 60 100 40 200
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2.5 Protocolo para la elaboracién de nanocompositos

La problemética provocada por el uso indiscriminddanateriales plasticos que generan un
profundo impacto en términos de huella ecolégicas$tanulado la busqueda de alternativas
para reemplazarlos. En este sentido los biopolisnsgovislumbran como una opcion factible,
sin embargo, es necesario mejorar algunas de sysegades para posicionarlos como
materiales competitivos frente a los derivados ldési La tecnologia de materiales
nanocompuestos constituye una respuesta elegaste sequerimiento y, con este propésito,
arribamos a la ultima etapa de este trabajo de wsiel que se sintetizan dos tipos de
nanocompositos: quitosano-almidon y carboximetillosa-almidon reforzados con grafeno
oxidado y grafeno oxidado injertado con queratiago ktambas condiciones de injerto. La

metodologia es descrita a continuacion.
2.5.1 Sintesis del nanocomposito quitosano-almidén

Las peliculas en los dos tipos de nanocompositesoifu preparadas por el método de
evaporacion/fundido de solvente reportado previaenpor Mathew y colaboradores [111]

con ligeras modificaciones.

Las peliculas contienen una proporcion 50:50 déeosano/almidén debido a que en
esta proporcion las peliculas reportan buenas tesiisticas fisicas. La solucién de quitosano
(1% m/v) fue preparada dispersando 1 g de quitosan89 ml de una solucidon acuosa de
acido acético (1% v/v) bajo agitacion vigorosa. a$ojle 6xido de grafeno fueron dispersadas
en 10 ml de la solucién acuosa de acido acéticoiyasando bafio ultrasénico durante 3 h.
El nivel de carga de refuerzo de 6xido de grafendeydxido de grafeno injertado con
queratina fue, para todas la peliculas, de 0.1%%%Gn peso. Enseguida, una solucion de
almidon de maiz (1% m/v) fue preparada en agudatiesty calentada a 90°C durante 10 min
bajo agitacion constante. Durante el proceso dmtahiento 0.5 ml de sorbitol fue agregado
como plastificante. La solucion de almidén se neandi bajo agitacion constante hasta su
enfriamiento a temperatura ambiente. La soluciomuisano y la dispersion de hojas de
oxido de grafeno fueron agregadas a la solucién dd almidén con agitacibn mecanica

vigorosa hasta homogeneizar.

Posteriormente, la mezcla quitosano/almidon/gaiaxidado (Q/A/GO) fue vaciada

en platos de poliestireno expandible y las pel&cskecaron a temperatura ambiente durante
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120 h. Las peliculas secas fueron lavadas primenouna solucion acuosa 1M de NaOH
durante 30 minutos y después con agua destilada3@aninutos mas. Las peliculas se
secaron a temperatura ambiente durante 360 h yvemasecas fueron desprendidas del
recipiente y almacenadas para su ulterior angisgura 2.6). Las peliculas reforzadas con
grafeno injertado con queratina fueron preparagastamente con el mismo método y con el

mismo nivel de carga de refuerzo.

|

Figura 2.6 Fotografia digital de la pelicula quitosano/almidon/grafeno oxidado reforzada a
0.1% en peso. En la imagen de la izquierda una tira de la pelicula se encuentra sujeta en las
pinzas del equipo de DMA en modo tension

2.5.2 Sintesis del nanocomposito carboximetil celulosa-almidén

Sal de carboximetil celulosa de sodio y almidérrdnevaciados en un vaso de precipitados
con 40 ml de agua destilada y la mezcla fue calenta 90 °C durante 5 minutos bajo
agitacion vigorosa. Las peliculas contienen unapgn@on 70:30 de carboximetil

celulosa/almidon. Analisis previos permitieron det@ar que ésta es la mejor proporcion
para obtener una pelicula uniforme. Durante elgsoae calentamiento 0.5 ml de sorbitol
fueron agregados como plastificante. Hojas de odielgrafeno fueron dispersadas en 10 ml
de agua destilada usando bafio ultrasénico duramt&Bnivel de carga de refuerzo de 6xido
de grafeno y de 6xido de grafeno injertado con ajirex es de 0.1% y 0.5% en peso. La

solucion acuosa carboximetil celulosa-almidén satiae bajo agitacion constante hasta su
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enfriamiento a temperatura ambiente. Una vez fianszcla con la dispersion acuosa de

oxido de grafeno con agitacion mecanica hasta heregzar.

Posteriormente, la mezcla CMC/A/GO fue vaciada matos de poliestireno
expandible y las peliculas secaron a temperatutsieate por 360 h. Las peliculas secas
fueron despegadas del plato contenedor y almaceneda su ulterior analisis (Figura 2.7).
Las peliculas reforzadas con grafeno injertado qumeratina fueron preparadas exactamente
con el mismo método y con el mismo nivel de camyaeduerzo.

Figura 2.7 Seccion rectangular de la pelicula carboximetilcelulosa/almidéon/GO a 0.1% en
peso.

Con la finalidad de mostrar un resumen de las idetiles involucradas a lo largo de la
metodologia se presenta el diagrama de flujo &eglara 2.8.

etodolo
WGFOHQ"‘" L= Caracterizacion
B i Grafeno ]
":> @ oxidado ':>

@ Obtencion y cuantificacion de
queratlna

Figura 2.8 Diagrama de flujo que muestra las actividades implementadas en la
metodologia
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2.6 Caracterizacion en la escala nanométrica

Aunado a la complejidad inherente involucrada enpilaparacion de sistemas a nivel
nanométrico, se manifiesta la dificultad de obseryamedir lo que ocurre en tal
dimensionalidad. Las propiedades exhibidas pomiaseriales a escala nanométrica estan
estrechamente vinculadas a la geometria de lacastay el tamafio, la composicion y la
naturaleza del enlace entre los atomos. La carzatéin de estas propiedades nos permite
establecer una correlacion entre la estructurafyrlaion y determinar como estos factores
influyen en el desempefio final de los nanomateyidldversos métodos microscopicos y

espectroscopicos son requeridos para tal fin yhs@eacritos sucintamente a continuacion.

2.6.1 Espectroscopia

La espectroscopia es una familia de procedimiequiesutiliza las interacciones de los fotones
con la materia para caracterizarla. De esta famdiéécnicas, la que a nosotros compete es la
espectroscopia vibracional, concretamente la espgecipia infrarroja y la Raman.

2.6.1.1 Espectroscopia Infrarroja con transformada de Fourier

La espectroscopia infrarroja con transformada d&i€Q seguido abreviada como FTIR por
sus siglas en inglés, es ampliamente utilizada pbsgrvar las vibraciones de los enlaces
quimicos y determinar los grupos funcionales preseren una muestra. Esta técnica
proporciona, ademas, informacion acerca del medibiente que circunda una identidad

guimica y concentraciones de los diversos arreglrmicos en la molécula [112,113].

Cuando una molécula absorbe radiacion infrarrojanéhce quimico que mantiene
unidos sus atomos vibra. La vibracion del enlacdeoutar puede categorizarse en dos
grandes grupos: tension y flexién. Una vibraciortedesion supone un movimiento ritmico a
lo largo del eje del enlace tal que la distandiaratomica aumenta o disminuye. La vibracién
de flexion se caracteriza por un cambio en el angntre dos enlaces y puede ser de tijereteo,
de balanceo, de aleteo y de torsion [114]. Losndost tipos de vibraciones moleculares se

presentan en la Figura 2.9
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Aleteo fuera del plano Torsién fuera del plano

b) Vibraciones de flexion

Figura2.9 Tipos de vibraciones del enlace molecular.

La mayoria de las moléculas absorben radiacioarifia en su region media la ci
es encontrada en el espectro electromagnético 40@@y 400 cr’. Los grupos funcionale
presentan fre@ncias de vibracién caracteristicas que se mataifiesomo bandas o picos
un espectro infrarrojo y que se relacionan direetate con la estructura quimica de
muestra. No obstante, no todas las vibracionesrladsaadiacion infrarroja; para ellona
condicidnsine qua non es que el vector eléctrico de la radiacion produrtaambio en ¢
momento dipolar de la molécula [115]. Cuando estalicion se cumple, la radiacion pue
interaccionar con la molécula y promocionarla a estado vibracional «citado. Si la
molécula posee un enlace simétrico 0 un momentaatigero la vibracion estara ausente

el espectro.

Existen diversas técnicas para obtener un espedtarrojo las cuales pueden ¢
clasificadas @rosso modo en técnicas de transmisi§ de reflectancia. La seleccion de ur
otra dependerd de los requerimientos y de las tegisticas de la muestra. Dentro de
técnica de transmision nos concentraremos en disisnde soélidos donde el grosor o
concentracion de la muestra delser ajustados para que una cantidad apropiadazda
atraviese. Con este fin, las muestras se manimrgrastillas de bromuro de potasio (KE
gue actian como un soporte inerte y traslicidoey fqailitan la obtencién del espectro.
técnica de refictancia, particularmente la total atenuada (ATeR).el método de elecci

cuando las muestras son dificiles de manipular ctasopeliculas de polimeros, fibr:
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etcétera. En ella el grosor del espécimen no reptasin problema y por tanto la prepedn

de la muestra es minima [11

2.6.1.2 Espectroscopia Raman

La espectroscopia Raman es una técnica de caracién que se basa en el examen d
radiacion dispersada resultante de las colision&&-molécula para proveer informaci
estructural @ una muestra. Esta técnica es altamente sendélerayitud, fuerza y arreglo «

los enlaces quimicos en un materL,117].

Cuando un haz de luz monocromética interactla ec@nruestra la energia de
molécula es elevada de un estado basal aestado virtual” localizado entre el este
fundamental y el primer estado electronico excitdlusteriormente, cuando la molécule
relaja regresa a un nivel mas bajo de energiamp@i@ de un fotdl Si la molécula regresa
al estado electronico orical la frecuencia del fotén emitido es igual a lafd&n inicial y da
lugar a la dispersion Rayleigh (Figura 2. Cuando el fotdn emitido tiene mayor frecuer
que el foton incidente existe una transferenciartrgia de la molécula al fotén, es r, la
molécula se encuentra en un nivel superior al badahs la emision la entidad quimi
regresa al estado fundamental. Este evento se demalispersion Raman a-Stokes. Si la
molécula regresa a un nivel vibracional mas alte gufundamental,l fotdbn emitido tiene
una frecuencia menor que la de la luz laser y éagda de la molécula se incrementa. Est

conoce como dispersiéon Raman Stol117,118].

Estado
electréonico
excitado

Anti-Stokes Stokes

Estados . . _ . . . . L .-
virtuales

Estado
1 — electrdnico
fundamental

v

Rayleigh Raman

Figura 2.10 Diagrama energético en el que se muestran las dispersiones Rayleigh, Raman
anti-stokes y Raman Stokes.
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La dispersion Raman Stokes de una muestra es eepaida por un espectro o grafica
usando la intensidad de la radiacion Raman velsu3neero de onda. Por lo general algunas
vibraciones inactivas en infrarrojo son activas Baman lo que las hace técnicas
complementarias. Una de las ventajas de la esgeopi@ Raman sobre la infrarroja es que
en aquella el andlisis se realiza directamenteesiabmuestra sin que sea requerida ninguna

preparacion especial.
2.6.2 Técnicas de microscopia

La microscopia es un conjunto de técnicas que hexgido como herramienta indispensable
para la caracterizacion de los nanomateriales.|&sastitucion de la luz visible como fuente
de iluminacion por un haz electronico se alcanzgaateres de resolucion adecuados para la
obtencion de imagenes de nanoestructuras. A estosstopios se les denomina electronicos
y dentro de éstos existen dos tipos fundamentalericroscopio electronico de transmision
(TEM) y el microscopio electronico de barrido (SEMps microscopios de campo cercano
constituyen otra familia de instrumentos que pamibbtener imagenes topograficas con
verdadera resolucion atomica y donde el microscdpiduerzas atomicas (AFM) representa

uno de sus principales miembros [119].
2.6.2.1 Microscopia electronica
2.6.2.1.1 Microscopia electrénica de transmisiéon (TEM)

La microscopia electronica de transmision es unalade herramientas clave para la
caracterizacion de nanomateriales donde un haZed&rames acelerados es utilizado para
irradiar una muestra delgada con la finalidad dieertdy imagenes de detalles estructurales

extremadamente finos de una muestra [120].

La instrumentacién de un microscopio de transmiglattronica es compleja pero
puede ser abreviada en sus componentes basicosntal lo muestra la Figura 2.11a. Los
electrones se originan en un cafidn compuesto pblaurento de tungsteno y son acelerados
a 100 KeV o mas. Posteriormente el haz electromicwverge sobre el objeto de estudio con
la ayuda de un sistema de lentes condensadoreselédsones transmitidos a través del
espécimen son enfocados en una primera imagen wyificagos, primero, por las lentes

objetivo. La segunda lente o lente proyectora permiagnificar ulteriormente la imagen del
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objeto creada por el objetivo y proyectarla sobma pantalla fluorescente donde se t
visible al ojo humano. Las lentes utilizadas em® @sicroscopio son electromagnéticas y
sistema de vacio es necesario para remover cualgaze de mléculas de aire que pued

interferir con el flujo de electrones [12

Fuente
de alimentacion
de altatension

electronico

Lentes
condensadoras |

~—— Muestra
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Figura 2.11 Diagrama esquemaético de (a) las unidades que componen un microscopio
electrénico de transmision y (b) de la interaccion haz-muestra en un espécimen delgado.

La interaccion del haz de electrones con la supedigiespécimen provoca que és
sufran una variedad de procesos dispersivos quédficapdsu energia y orientacion angu
Estos tipos de sefales, indicados en la Figurab2.déterminan la clase de irmacion

obtenida. En el caso de las imdgenes TEM son kxdrehes transmitidos a través de

muestra los que permiten la proyeccion bidimensidebmaterial [119].

El TEM puede resolver tanto como 0.2 nm lo que |termbtener imagenes q
muestrancomo estan arreglados los atomos en un materialqéel la preparacion de
muestra suele ser la parte mas complicada dek@anab lo es tanto para los nanomateri
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2.6.2.1.2 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

La microscopia electronica derrido es una técnica extremadamente (til para zarala
morfologia de las nanoestructuras y obtener inforbmadetallada sobre la composici
guimica cercana a la superficie y su distribucit22].

Un microscopio electrénico de barrido tipico, cosl esquematizado en la FigL
2.12a, consta de un cafién electronico consistentedilamento de tungsteno que tiene
funcion generar y acelerar electrones. En el cdfi®@relectrones son enfocados en un h
acelerados con voltajes que varian usuate ente 1 y 30 KeV. Dos 0 mas len
condensadores son usados para reducir la seccibader de la imagen generada en la fu
de emision. La dltima de las lentes o aperturatiobjd¢iene por funcion graduar el diame
de la seccion iluminada de la nstra y por tanto tener una mayor nitidez. Los digpms de
barrido se sitian por encima de la apertura olgjgtipermiten que el haz enfocado barra
seccién cruzada de la superficie de la muestraeRasnente se localiza un detector de
sefals emitidas por cada zona del material y la imagermpreducida coleccionando |
electrones emitidos en un tubo de rayos catodich, [1L20].
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Figura 2.12 Diagrama esquematico de (a) las unidades que componen un microscopio
electrénico de barrido y (b) de la interaccion haz-muestra en un espécimen en grueso.
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La Figura 2.12b esquematiza los tipos de sefialedupidas como resultado de la
interaccion del haz electrénico con la muestraa lirsteraccion puede ser elastica, cuando la
trayectoria de los electrones se modifica pero en@ltera significativamente su energia; o
inelastica, cuando existe una transferencia totphreial de energia a los electrones de la
muestra. Para el SEM las sefales de interés puwadegorizarse en tres grupos: electrones

secundarios, electrones retrodispersados y rayos X.

Los electrones secundarios son el resultado desimodis inelasticas y son
convencionalmente definidos como aquellos que poseergias de menos de 50 eV. Estos
electrones han ganado una pequefia cantidad ddanirgtica y han escapado de una region
con una profundidad de pocos nandmetros de la fatipede la muestra. Los electrones
secundarios son atraidos por un colector que tigr@e pequefia carga positiva y su uso
principal es para el contraste topografico. La kd@alectrones secundarios tiene un poder de

resolucién por debajo del orden de 10 nm.

Los electrones retrodispersados resultan de coéisielasticas y esencialmente poseen
la misma energia que el haz incidente de electrétresienen de una profundidad mayor que
aquella que origina a los electrones secundariss producen en menores cantidades que
éstos. La probabilidad de obtener una sefial rsppedsa aumenta con el incremento de
elementos con mayor niumero atdbmico en la muesbtelectrones retrodispersados proveen
informacion topografica y de composicion aunqueapkr formacion de imagenes de
superficie tienen menor poder de resolucién (25#1@). En cuanto a composicién son Utiles
para contrastar regiones del espécimen que difeargsiamente en nimero atdbmito119].

La dltima de las sefiales producida por el matedallos rayos X y ésta da origen a la
técnica conocida como espectroscopia de rayos ¥ndegia dispersiva (EDS) la cual sera

tratada en el apartado siguiente.

2.6.2.1.2.1 Espectroscopia de rayos X de energia dispersiva (EDS)

La espectroscopia de rayos X de energia dispepsmicroanalisis permite determinar cuales
elementos estan presentes en el area seleccioeatta duestra. Como fue descrito con
anterioridad, las sefiales de rayos X son produadasdo un haz de electrones primario
causa la eyeccion de un electréon de la capa mésndepde la muestra como se esquematiza
en la Figura 2.13. La remocion del electron provaea ionizacion temporal en el atomo el
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cual es estabilizado por el llenado de la vacarmmaun electron de las capas mas externa
mismo. El electron que ha llenado la vacancia grevide un nivel mas alto de energia
diferencia de energia entre la capa interna y terna de la cual proviene el electrén

liberada en forma de rayos

Haz electrdénico
primario

Rayos X
emitidos

Electrén eyectado

Figura 2.13 Generacidon de rayos X caracteristicos debido a la interacciéon de un haz
electrénico con electrones de capas profundas de 4tomos de la muestra.

La ocupacioérde las vacancias por electrones de capas mas &&srun proceso q

le es caracteristico a cada tipo de elemento ¢ gsd permite identificarlos [12
2.6.2.2 Microscopia de campo cercano
2.6.2.2.1 Microscopia de fuerza atémica (AFM)

La microscopa de fuerza atdbmica es una técnica instrumentapgurite obtener imagen
tridimensionales de la topografia y los defectdsiesirales de la superficie de una muest

distancias proximas a la escala aton

Como puede apreciarse en la Figura zel AFM consiste de una micropalar
(cantilever) en cuyo extremo se localiza una puqua barre con enorme proximidad
superficie del espécimen y monitorea la magnituthgduerzas atdbmicas surgidas en rela
con la distancia puntaruestra. Las fuzas surgidas entre la punta y la superficie deéna
ocasionan que la sonda se desvie y tal deflexiddetsctada 6pticamente usando un
procedente de una fuente de radiacion laser el esiakflejado por el cantiliever hacia

detector sensibla la posiciéon (PSD) o fotodiodo. La lectura dedzalilel fotodiodo control
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entonces el sistema de movimiento formado por wpaditivo tubular pizoeléctrico qt
desplaza la muestra en las direcciones x, y y @ lagpunta de tal manera que el camp
fuerzas entre la punta y la muestra permanezcdardas Finalmente, las tensiones aplice
a los elementos pizoeléctricos son introducidosuerordenador donde son procesadc

convertidos en mapas por elevacion para su posteraisis e interpretion [L,Q,P].

A

ar
\ j ~ Laser
—

PSD
Fleje y punta .
\ \ Lazo de
RS- ] retroalimentacion

Pizoeléctrico de la muestra
[control (x,y,z)]

Figura 2.14 Representacion esquematica de las unidades que componen un microscopio de
fuerzas atémicas.

El microscopio de fuerza atdmica puede configurgae operar de dos modos
saber, contacto y contacto intermite(tapping). En la configuracion del modo de contda
punta se encuentra separada solo unos pocos Angsteola superficie de la muestra ob
de estudio y las fuerzas generadas entre ellagpmaEmominantemente repulsivas. En ¢
régimen la punta t@cal espécimen y pude dafiar la superficie del mignda configuraciol
del modo de contacto intermitente o0 no contacfuulaa se localiza a varias decenas de
las fuerzas que predominan son atractivas. Bap régfimen el dafio superficial pued«

evitado pues la punta solo entra en contacto conukstra de manera periéd

2.7 Andlisis térmico

El analisis térmico comprende un conjunto de tésique permiten complementar

analisis espectroscopicos y microscopicos duramtevhluacion y csarrollo de un nuevo
material. Los métodos que a este rubro competee per objeto medir la respuesta de
material cuando este es calentado o enfriado yblest&r una correlaciéon entre |

propiedades fisicoquimicas de una muestra y la ¢esyra. Agunas de las técnicas
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importantes del analisis térmico son el barridmmalétrico diferencial (DSC el andlisis
termogravimétrico (TGA), el andlisis térmico difectal (DTA) y el analisis dinamic
mecanico (DMA). En este trabajo de tesis noocamos concretamente al DMA [1Z

2.7.1 Andlisis Dindmico Mecdnico (DMA)

El Analisis DinAmico Mecanico es una técnica quelimcra la aplicacién de una tensi
sinusoidal a una muestra para medir la deformad&sarrollada por el material. A partir
esto se puede determinar una variedad de paranmethogendo moédulos de almacenamie
y pérdida, viscosidad, temperaturas de transici@ncidades de gelificacién y curadc
morfologia de polimerodp3124].

El instrumento para realizar el analidinamico mecanico consiste, a grandes ras
de los componentes esquematizados en la Figura BL.XBotor impulsor suple la fuerza
deformacion sinusoidal aplicada al material. Eldgeempuje transfiere la fuerza del mot
las abrazaderas, las ceslson livianas y resistentes a la vez, y tienerfyseion sostener |
muestra. Todo este proceso se efectia dentroateb lgue constituye el sistema que pert

el control de la temperatura [12

’_H; Muestra

== [~ ]

Abrazaderas

Eje de empuje

Motorimpulsor
—— Horno

J Soporte

Figura 2.15 Representacion esquematica de algunos de los elementos que componen el
instrumento de analisis dinAmico mecanico.

El modo de operacibn mas comun es el oscilatonmeda muestra es expuesta a
tension/deformacion sinusoidal. Empero otros matsodeformacion como la compresion

plegalo en tres puntos o el plegado de “cantiléver’ gavivoladiza son posibl



CAPITULO 3

Analisis y discusion de
resultados



Analisis y discusion de resultados | 63

El capitulo que ahora nos ocupa presenta el amalisidiscusion de los resultados
experimentales de este trabajo de tesis los caatés expuestos en una secuencia de cuatro

etapas.

= |La primera etapa consiste en la preparacion dé@afidado el cual es caracterizado
mediante EDS, DRX y HRSEM. Este derivado grafigscel material de partida para

la preparacién de suspensiones de hojas de 6xigmtno.

H La etapa segunda estriba en la obtencion de hej@xido de grafeno las cuales son
caracterizadas mediante espectroscopia infrarragapgctroscopia Raman asi como
con las microscopias TEM, HRSEM y AFM. Las hojasdédo de grafeno seran

utilizadas como un tipo de refuerzo en los nanoasitgs de la dltima seccion.

= La tercera etapa se basa en la sintesis del inj@getohojas de o6xido de

grafeno/queratina realizado bajo dos condicione®adecion. El material resultante es
caracterizado con espectroscopia infrarroja y égpsmpia Raman asi como con las
microscopias TEM, HRTEM y AFM. El analisis elemdrtambién fue realizado. En

esta misma etapa se observé el comportamientorsigpale las hojas de 6xido de
grafeno y de las hojas de 6xido de grafeno injadacbn queratina en un par de
solventes con polaridad opuesta. La cuantificad@éfa proteina injertada en las hojas
de oxido de grafeno fue verificada. EI materiakitgdo bajo ambas condiciones de

reaccion es utilizado como refuerzo en la sintdssior de nanocompositos.

H Finalmente, se sintetizaron los nanocompositos ogarietil celulosa/almidén,

quitosano/almidon y quitosano/almidon/queratinamzddos con grafeno oxidado vy
grafeno oxidado injertado con queratina. La careeteion estructural de las peliculas
nanoreforzadas se efectué mediante espectroseco@adja y Raman. La morfologia
fue observada a través de microscopia electrongcdadrido y el caracter visco-

elastico de las peliculas se determiné mediantéigd®inamico Mecanico.
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3.1 Grdfito oxidado

El grafito oxidado es obtenido tratando el graéto polvo con una mezcla, en esencia
acido sulfarico concentrado, permangande potasio y agua destilada. La efectividad
proceso de oxidacion fue evaluada mediante lamétacion de la relacion carbono/oxige
a través del analisis elemental, el patron de atifém de rayos X y la observacion de

morfologia del material sailtante.
3.1.1 Espectroscopia de dispersion de energia (EDS)

El microanalisis fueobtenidc en unequipo de espectroscopia de emisién de energia)
Oxford Inca XSight con un detector tipo wafer de Sil dopado con litio el cual ¢
encuentra integraden un equipo de microscopia de barrido electoddieOL JSM6060 LV.

El analisis seefectuden muestras comprimidas en forma de pastilla ydpplicado

En la Figura 3.1 se presenta el espectro de diépete energia correspondiente
grafito asi cano su composicion. Los elementos que lo confornearegortan en porcente
en peso y en porcentaje atdbmico. Como cabria esgéicarbono se hace presente, el cu.
el elemento base de la estructura grafitica ygert& con un porcentaje en pesc95.78. El
oxigeno, aungque en una proporcion bastante bajpects al carbono, se preser
probablemente, como traza de alguna contaminacrédupto de la exposicion a |

condiciones ambientales.

Spectrum

Elemento % en pes % atdmico

3 C 95.78 96.79
g o) 4.22 3.21
3 Total 100 100

Figura 3.1 Espectro de dispersion de energia del grafito (izquierda) y su analisis elemental
mostrando la composicion en porcentaje en peso y atdbmico (derecha).
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Tras el proceso oxidativo el analisis elemental plelducto muestra iportantes
cambios respecto al grafito pristino (Figura 3B).analisis elemental del grafito oxida
indica que el carbono se presenta con un porceatapeso de 60.45 y el oxigeno de 38
El elemento azufre aparece como producto residualepientt del acido sulfurico
concentrado utilizado en la reaccion de oxidacldrs porcentajes en peso de carbor
oxigeno por nosotros obtenidos se encuentran nragreas con lo reportado previamente
Gilje, S. y colaboradores [126] donde se indica guerafito se encuentra completame
oxidado cuando presenta un porcentaje en pesarberm de 59.25 y de oxigeno de 3
Estos autores indican, a su vez, que un rasgo fiuewtal es la proporcion atomica C/O do
un valor de 2 permite considerar quegrafito ha sido completamente convertido er
derivado oxidado. Empero, proporciones atdmicas reangenes tan amplios que abar
valores de 1.3 a 2.5 son aceptados como sefalidiecaan. El valor que nosotros obtenerr

de la proporcion atomica C/(s 2.

Elemento % en pes % atomico

] c 6045 6733
3 0 3858 3227
§ s 0.97 0.40
° Total 100 100

Figura 3.2 Espectro de dispersion de energia del grafito oxidado y su andlisis elemental
mostrando su composicion en porcentaje en peso y atomico.

Con base enstos datos nuestro material parece estar altama&tado, no obstant
en el apartado siguiente presentamos los resultil@nalisis por difraccion de rayos X ¢

nos permite corroborarlo.
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3.1.2 Difraccién de rayos X (DRX)

La difraccion de rayos X es una técnica de granonapcia para la caracterizacion e
identificaciébn de materiales que provee informaaobre la estructura y arreglo atbmico de
un espécimen. Proporciona, ademas, detalles fioloe da presencia de imperfecciones o

defectos, tamafo de particula y espaciado interatom

Cuando un haz de rayos X incide sobre una muektereglo regular de los atomos

en las capas cristalinas provoca su dispersiorcuerdo a la ecuacion de Bragg:
A=2d,, send (3.1)

Esta ecuacion establece la relacion entre la lodgie onda del haz incidente de rayos
X y las posiciones angulares de los haces difrastad las distancias entre los planos

cristalinos.

La técnica de caracterizacion por difraccion deosa} es no destructiva y requiere
una preparacion minima de la muestra. Existen samétodos para efectuar este analisis, sin
embargo, nos enfocaremos en la técnica de polvosgrola de uso mas comun. En esta
técnica se utiliza un espécimen en polvo con ustildiicion azarosa de cristales de tal
manera que se asegure que alguna de las partisal@ncontrara en la orientacion correcta
para difractar el haz de rayos X incidente y, potd, satisfacer las condiciones impuestas por
la ley de Bragg [127,128].

En nuestro trabajo la difraccién de rayos X seizégbor la técnica de polvos y el
patron de difraccion fue obtenido en un equipo Riganodelo miniflex utilizando una
radiacion de Cu K con longitud de onde= 1.5406 A.

El grafito consiste de una serie de laminas deegmépiladas donde cada lamina esta
conformada por un atomo de carbono que se uneos tis para formar una serie de
hexagonos continuos. El enlace entre los atomasaut®no es de tipo covalente y la distancia
que los separa es de 1.421 A. El apilamiento orud@las laminas en el grafito se mantiene
mediante enlaces de tipo van der Waals los cualesmsicho mas débiles que los enlaces
covalentes y provocan que la separacion entrelés®g sea de méas del doble -3.35A- de la

distancia que une los atomos de carbono localizad@s plano de la hoja.
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La Figura 3.3 muestra el patron de difraccidrrayos X del grafito y en él se obse
un pico intenso con un angulo de difracci® de 26.5 grados el cual nos indica que e;

una separacion entre los planos de 3.36 A carstiterfle este materi

(0,0,2)
50000
Grafito
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30000 4

Intensidad (u.a.)
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20

Figura 3.3 Patron de difraccion de rayos X del grafito en el que se aprecia el pico
caracteristico de este material con un angulo de difraccion 20 de 26.5 grados.

Tras la reaccion de oxidacion se obtiene un matesia una estructura laminar en
que cada hoja presenta una gran cantidad de grfupcionales que contienen oxiger
Dichas funcionalidades se ubican sobre los plaasalbs y en la frontera de las hojas lo

provoca que la distancia entre las capas aumengidewablemente

Como puede ser apreciado en la Figura 3.4 el pa@ddRX ehibe un pico con un
angulo de difraccion@®de 11.94 grados lo que nos permite obtener, mediarecuadn de
Bragg, una separacion entre capas de 7.40 A quesmsypia un aumento de poco mas
doble de la distancia caracteristica que separaiaises de grafeno en el grafito. Aunad
esto, puede observarse que el pico intenso a I&s t@dos caracteristico del grafito €

completamente ausente.
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Figura 3.4 Patron de difraccién de rayos X de grafito oxidado en el que se observa un pico
con angulo de difraccion 20 de 11.94 grados indicando que el material estd altamente
oxidado.

Los resultados proporcionados por el analisis dX [2Btan en concordancia con
reportados previamente en la literatura y son ulaaacindicacion de una comple

trarsformacién del grafito en grafito oxidado [126,1
3.1.3 Microscopia electrénica de barrido de alta resolucién (HRSEM)

La microscopia electronica de barrido de alta tes6h, tipicamente abreviada HRSEM |
sus siglas en inglés, es uno de los modcel que puede operar un microscopio electro
de barrido (SEM) y que permite obtener detallessfide un espécimen. En el caso del ¢
el poder de resolucion esta en funcion de la lodgite onda de los electrones y de la ape
o tamafo del haz. Laagoria del los SEM tienen un voltaje maximo de 80ek cual es e

voltaje usado para obtener la diseccion de lodldstfinos de la muestra [128,129,1.

Las imagenes SEM fueron obtenidas en un microsocelgictronico Hitachi -5000
operado a 30 kV. &a la preparacion de las muestras el 6xido det@rsé sometidé a u
proceso de ultrasonido en agua destilada durantenibbtos y enseguida se depos

mediante goteo, en una rejilla para su ulteriotisis:

La Figura 3.5, en su primer inciso, mua un cumulo de hojas de 6xido de gra
cuya morfologia luce densa y se presenta arrugamm ylobleces. En el inciso b es pos

apreciar varias hojas de 6xido de grafito doblatdse si mismas y arrugad
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1.00um Siom

Figura 3.5 Imagenes obtenidas por HRSEM de 6xido de grafito a) Cimulo de hojas de 6xido
de grafito con morfologia densa y arrugada. b) Imagen de varias hojas arrugadas y dobladas

sobre si mismas.

Con los resultados proporcionados por las técrieasaracterizacion en este apart
presentadogpodemos concluir que nuestro grafito estq altamemidado lo cual es u
prerrequisito indispensable para obtener hojasxildodde grafeno exfoliadas a través

tratamiento ultrasoénico.
3.2 Hojas de 6xido de grafeno

El 6xido de grafito es un matel que posee una estructura lamioayos planc consisten de
hojas de Oxido de grafeno que se encuentran angii@radornadas con funcalidades
ricas en oxigend.a presencia de estos grupos funcionmodifica el caracter de las hoj
volviéndolas altmente hidrofilicas lo que permite que moléculas de ag puedan
facilmente introducirsen las galerias intercapa. El aumentda distancia entre las l[amin
y su naturaleza hidrofilica permite que é sean facilmemt exfoliadas en medio acus
medante la aplicacibn de endia externa tal como el tratamiento ultrasonico.
dispersiones acuosassi obtenidas estan constitui, con base en los resultados de

técnicas de caracterizaci por hojas de 6xido de grafeno.
3.2.1 Espectroscopia Infrarroja (FT-IR)

La espectroscopia infrarroja fue utilizada paraenbt informacion sobre la estruct

molecular y determinar la presencia, a través despectro, de diversos grupos funcion
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en las hojas de oxido de grafeno. El espectrorigiji@afue oltenido en un espectrofotome
Bruker, modelo alfg, utilizando un laser con una longitud de ondd @&+ nm. El polvo d
oxido de grafito fue suspendido en agua destiladsometido a tratamiento ultrason

durante 3 horas. Una vez filtrado y seco corporé a una ventana de K

En la Figura 3.6 el espectro infrarrojo de las kaj@ 6xido de grafeno ilustra
presencia de una banda ancha, con un niimero deden8®82 cr’, que corresponde a |
vibraciones de estiramiento de los grupos hidroX-OH) distribuidos sobre los plan
basales de las hojas. El pico que aparece a |3 div* corresponde a las vibraciones
estiramiento de grupos carbonilo/carboxilo (C=0) lds funcionalidades carboxilic
(COOH) presumiblemente ubicadas en las firas de las hojas. El par de picos contic
ubicados en 1624 chy 1587 cn™* hacen referencia a los dominios aromaticos, es,detis
regiones grafiticas de las laminas que permanenesxglar (C=C). La banda aguda a 1«
cm’ puede atribuirse a lzibracién de estiramiento O-del grupo carboxilo. Finalmente,
pico ubicado en 1228 ches asignado a la vibracién de estiramiento deraidmalidad -O
de los grupos epoxidos {G-C) que se presume se encuentran distribuidos sobrgerficie

de los planos.
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Figura 3.6 Espectro Infrarrojo de hojas de 6xido de grafeno donde se ilustran los
diversos grupos funcionales en segmentos representativos de la lamina de 6xido de
grafeno.
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Los grupos funcionales revelados por el analisisesigectroscopia infrarroja de nuestro

material concuerdan con los reportados previanmort®uoff y colaboradores [ 131,132].
3.2.2 Espectiroscopia Raman

El estudio y la caracterizacion de los diversogmbi®s de la familia del carbono se ha valido
de una de las técnicas mas poderosas para eda éispectroscopia Raman. El uso de esta
técnica se ha hecho extensivo para elucidar lgsgtades del grafeno. La forma, posicion e
intensidad de las bandas en el espectro pernatdifidarle y, simultaneamente, monitorear

los cambios estructurales que ocurren duranteaepamiento.

El espectro fue obtenido en un micro espectrémamman modelo Dilor utilizando
un laser de Argon de 514.5 nm y una potencia da\280 El tiempo de integracion fue de 15s

a 20 °C y bajo una humedad relativa de 31%.

En la Figura 3.7 se comparan los espectros Rambgrdfto, grafito oxidado y
grafeno oxidado. Como puede ser apreciado cada@tespeuestra tres picos principales. En
el grafito la banda localizada a aproximadament®318ni*, denominada banda D, es
asociada al modo de respiracion de los anillos aticos con enlaces libres en las
terminaciones de los planos [9]. La banda G, laedt a 1575 cth se origina de la vibracion
en el plano de los 4tomos de carbono con hibridagidy, finalmente, el pico localizado a ~
2700 cm' es asociado a un sobre tono de la banda D [10praporcion de intensidades de
las bandas D y G es empleada para determinar @b gla desorden de la estructura de los
materiales de carbono. La banda D es atribuidas a&Xtremos, a los defectos y al carbon
desordenado; la banda G corresponde a los atomoarbleno spcon una estructura bien
ordenada. En el grafito es posible observar und débda D y un pico G fuerte y bien
definido que indica que el grafito posee una esiraen capas apiladas.

Después del tratamiento de oxidacion el pico Gresmmchado y desplazado a un
ndmero de onda mayor (1586 &mmientras que la intensidad de la banda D incrésmen
substancialmente. Este incremento en la intensiidath banda D puede ser atribuida a la
disminucién significativa en el tamafio de los ddosrs en el plano asociada a la presencia

de grupos funcionales en el esqueleto de carbofasd®jas.

En este mismo orden de ideas en el espectro Raenéxiab de grafeno la banda G se

ensancha y es desplazada a un nimero de frecurag@ (1598crit) en comparacion con
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las frecuencias observadas para el grafito y ditgraxidado. Este fenbmeno puede ser
atribuido a la presencia de dobles enlaces aisladbse la hoja de grafeno los cuales
resuenan a frecuencias mas elevadas [133-135fah@dal2D, el sobre tono de la banda D, es
muy sensible al orden de apilamiento de las hagagrdfeno a lo largo del efey la forma, el
ancho y la posicion que presemtarmite determinara elnimero de hojas. En el grafito
oxidado y en el grafeno oxidado la banda 2D esmehsala y desplazada a una frecuencia
mayor (2792 cii y 2832 crit respectivamente) comparada con el grafito lo suglere la

presencia de defectos en el material y una morfal@glomerada [136-138].

Como mencionamos con anterioridad, la proporciérindensidades de las bandas D y
G (Ib/lg) es la proporcién de carbono amorfo o desorder(ad® respecto al carbono
grafitico (sp). Asi pues, el grafito presenta una relacigftslde 0.30; la proporciémlig del
grafito oxidado es 0.85 y para el grafeno oxidad@ Bs 0.93. Este aumento en la proporcion
de las intensidades D/G sugiere una reduccion eanefio promedio de las regiones con
enlaces de tipo $pEl proceso de oxidacién genera algin grado déctaramorfo sobre las
hojas asi como fragmentacion. Los extremos derbagfentos asi generados actuan como
defectos produciendo un aumento en la intensidadadeanda D. Estos resultados son

consistentes con la literatura [135,136].
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Figura 3.7 Espectros Raman de grafito, grafito oxidado y grafeno oxidado.

3.2.3 Microscopia de fuerza atémica (AFM)

La microscopia de fuerza atdmica nos permitié itigas el nivel de exfoliacion de las hojas
de 6xido de grafeno. Para ello, una suspensionsacde oxido de grafeno fue sometida a
tratamiento ultrasénico durante 3 horas y posterénote depositada mediante goteo en un
sustrato de mica. Las imagenes fueron obtenidasma@nstrumento digital CPIl operado en

modo no contacto con una frecuencia de 200 kHzaywetocidad de barrido de 0.5 Hz.

La Figura 3.8 revela la presencia de hojas deoda@ grafeno aisladas que presentan
una morfologia irregular. El diagrama de perfiladieiras de la imagen de AFM mostr6 que el
grosor promedio de las hojas de 6xido de grafeaacéuca de 0.6 nm. Este valor es similar al
que ha sido reportado en estudios previos pafaojas de 6xido de grafeno “secas” mientras
que las hidratadas reportan valores tipicos dea IL3B nm [139]. El grosor de estas hojas es

significativamente mas alto que el reportado pasaHojas sencillas de grafeno pristino
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(~0.34 nm) atribuido a la presencia de grupos furades oxignados y a la rugosidad surgi

por los defectos estructure-enlaces sp generados durante el proceso de oxidacion |
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Figura 3.8 Vista topografica obtenida mediante AFM de hojas de 6xido de grafeno
depositadas sobre un sustrato de mica (izquierda) y el perfil de altura (derecha).

3.2.4 Microscopia de transmision electréonica (TEM)

La caracterizacion morfolégica de las hojas de @xi@ grafeno fue realizada media
microscopia electronica de transmision. La prepamace las muestras cortio en una
suspension de 6xido de grafito en etanol la cual dametida a tratamiento ultrason
durante 3 horas y ulteriormente goteada sobre gjidarde carbdn. Posteriormente

muestras fueron observadas en un microscopio denigion electréica JEOL modelo JE-
1010 operado a 80 kV.

La Figura 3.9 ilustra imagenes tipicas de hojagxido de grafeno las cuales
muestran traslucidas, calgunas regiones arrugadas en su superficen dobleces en los
extremos.Las hojas presentan dimiones laterales en un rango de 1 a 2 pm. Iméc

semejantes hagido previamente reportadas [1-
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)

Figura 3.9 Imagenes TEM de hojas de 6xido de grafeno. Micrografias a) y ¢) son hojas de

oxido de grafeno y b) y d) sus respectivos acercamientos.
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3.2.5 Microscopia de barrido electronico (SEM)

La caracterizacion morfolégica de las hojas de @xdé grafeno fue, a su vez, estudiada
mediante microscopia de barrido electrénico. Comedp apreciarse en las imagenes que
componen la Figura 3.10 las hojas de Oxido de goafemejan sabanas con superficies
suaves y con algunas regiones que presentan aryutaseces. El tamafio promedio es de
aproximadamente 1.5 um lo que coincide con lo @nada en la microscopia electrénica de

transmision.

| I e O Y O O |

UTSA 30.0kV 0.0mm x80.0k SE

Ferrnrt

UTSA 30.0kV 0.0mm x60.0k SE 500nm | UTSA 30.0kV 0.0mm x80.0k SE

Figura 3.10 Micrografia SEM de hojas de 6xido de grafeno
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Asi pues, este resultado demuestra, en paraleloetarsto de las caracterizaciones, la
eficiencia del tratamiento de oxidacion quimica gigfito para exfoliarlo en hojas de 6xido
de grafeno.

3.3 Hojas de 6xido de grafeno injertadas covalentemente con queratina

La elevada area superficial proporcionada por teuesira bidimensional de las hojas de
oxido de grafeno y, los abundantes grupos funcesnaxigenados que contiene, lo convierten
en un candidato ideal para la incorporacion denbléculas en su superficie. En este sentido,
las cadenas de aminoacidos que constituyen a leatm#e presentan una variedad de
funcionalidades amino, carboxilos, tioles e hidimxique, bajo condiciones de oxidacion-
reduccion, pueden unirse, mediante enlaces coesleatlos grupos oxigenados del grafeno
los cuales actiian como sitios de anclaje. Un bgsagleeeste proceso puede ser apreciado en
la Figura 3.11. Esta funcionalizacion permite ganestructuras con propiedades Unicas y
potenciales nuevas aplicaciones. La efectividaghaleso de injerto es analizada enseguida.

graphene
keratin oxide

Figura 3.11 Representacion esquematica del proceso de injerto de queratina en las hojas de
oxido de grafeno.
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3.3.1 Comportamiento dispersivo de las hojas de grafeno injertadas con

queratina

Con la finalidad de conocer el comportamiento disige de las hojas de grafeno modifica
con queratina, remtros observamos su actuacion en agua (solvet#s gdiexano (solvent
no polar) y las comparamos con el comportamieniogdafito y grafeno oxidado. Le
soluciones, con concentracion de 0.2 mg/ml, fuetgatas a un generoso ultrasonido. C¢
puedeser observado en la Figura 3.12, incisos a y gra#keno injertado con queratina b.
ambas condiciones de reaccion (GOIQ1 y GOIQ2) ptasena tonalidad café mas clara
comparacién con el grafeno oxidado y forma suspemesi estables en agua, masen
hexano. El material de carbono modificado con lergiina forma puentes de hidrégeno
el solvente polar lo que permite mejorar el caradispersivo. Por otro lado, no es posi
lograr una buena dispersion en el hexano debida maturaleza no jlar. Como puede
apreciarse en la Figura 3.1-d las suspensiones acuosas de grafeno oxidadofgng
oxidado injertado con queratina forman un pequegipitado después de 24 horas el

puede ser reuspendido facilment

R

Figura 3.12 Materiales de carbono dispersados en agua y hexano de izquierda a derecha)
grafito (G), grafeno oxidado (GO), grafeno oxidado injertado con queratina condicién 1
(GOIQ1) y condicién 2 (GOIQ2). a) Dispersiones acuosas justo sonicadas; b) Dispersiones en
hexano justo sonicadas; c¢) Dispersiones acuosas 24h después del bafio ultrasonico; d)

Dispersiones en hexano 24h después del baino ultrasonico.
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La generacion de suspensiones acuosas homogéneastedenaterial es de importancia
fundamental para aumenta la capacidad de proces@myediversificar la posibilidad de
aplicaciones. La efectividad del injerto es ultariente confirmada mediante espectroscopia
FT-IR.

3.3.2 Espectroscopia Infrarroja (FT-IR)

En la Figura 3.13 se comparan los espectros iojeadel grafeno oxidado, la queratina y el
grafeno oxidado injertado con queratina. Como fe®ipmente detallado en la seccion 3.2, el
espectro infrarrojo de las hojas de Oxido de gmfidustra la presencia de funcionalidades
comovOH (3382 crit), vC=0 (1700 crit), vC=C(1624-1587 cif), vC-O del grupo carboxilo
(1402 cm), vC-O de grupos epoéxidos (1228 )y vibraciones C-O de grupos alcoxidos
(1059 cm). El espectro de la queratina, por su parte, muesta banda ancha a los 3417 cm
! que corresponde a la vibracién de estiramiento teta amida secundaria. El pico angosto
y bien definido localizado a 1648 &ntorresponde a la vibracion de estiramiento depgru
carbonilo. La vibracién a 1539 ¢hesta asociada al plegado en el plano del segmehty

la banda a 1234 cfrpuede ser asignada a la vibracién de estirami@to

Al analizar ambos espectros de grafeno injertado queeratina es posible apreciar
cambios notables. Tomando como referencia el espéetgrafeno oxidado se observa que el
par de sefiales asociadas con las vibraciones G2€Cyhan dado lugar a una unica banda a
1645 cnt relacionada con la vibracién de estiramiento C¥6pja de la amida | de la
queratina. Por otro lado, una nueva banda a 1532comespondiente a la deformacion de la
amida Il de la queratina esta presente. La barid8@ cnt esta relacionada con la vibracion
de estiramiento del enlace C-N de la amida lll.aFrente, comparando el espectro de los
injertos con el espectro del grafeno oxidado seemBsuna disminucion significativa de la
intensidad de los picos relacionados con la vibrag-O (1402 y 1228 c lo que podria

indicar que estas porciones son sensibles cones sié injerto.
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Figura 3.13 Espectro infrarrojo de grafeno oxidado, queratina y grafeno oxidado
injertado con queratina.

3.3.3 Espectiroscopia Raman

La espectroscopia Raman es una herramienta efeaz @) estudio de las caracteristicas
estructurales de los materiales basados en gratend.igura 3.14 muestra los espectros
Raman de grafeno oxidado y de las hojas de gradeiado injertadas covalentemente con
queratina. El espectro Raman del 6xido de grafea@kplicado detalladamente en la seccidn
anterior, empero, para efectos de comparaciénsfecao presenta una banda D a 135%;cm
una segundo pico a 1598 ¢ndenotado como banda G y el sobretono 2D a 2838 cm
Cuando el grafeno oxidado es injertado con quexalios espectros muestran un ligero
corrimiento en la posicion de las bandas D y G g wariacion significativa en la intensidad
de la banda 2D. En el injerto realizado bajo ladicion 1 (GOIQ1) la banda D es desplazada
a una frecuencia de 1353 ¢ny la banda G se localiza a 1594 tnEs posible apreciar,
incluso, un incremento significativo en la proportide intensidades D/G con respecto al
oxido de grafeno lo cuan indica un incremento edeslorden de la muestra que puede ser
interpretado como una disminucién en los enlacég1s?]. En el injerto realizado bajo la
condicién 2 (GOIQ2) el pico a 1347 emeorresponde a la banda D y la banda G se localiza
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una frecuencia de 1586 &mLa proporcién de intensidades D/G en este injestamenor
comparada con la misma relacion en el 6xido deegmafCambios evidentes son apreciados

en la banda 2D la cual es muy susceptible a canmoaducidos en el grafeno relacionados
con el numero de hojas o su apilamiento.

El corrimiento en la posicion de las bandas, laae&n en la intensidad de las mismas y el
ensanchamiento de los picos estan relacionadososorteambios producidos en el oxido de

grafeno debido al injerto de la queratina. Estosiias pueden ser interpretados como
evidencia de injerto.

2D

GolQ1

intensidad (u.a.)

s GOIQ2

- Grafeno oxidado

1 L | ¥ I ! 1 ' I ' I ! | v | ! I ! |
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
Numero de onda (cm'1)

Figura 3.14 Espectros Raman de grafeno oxidado y hojas de 6xido de grafeno
covalentemente injertadas con queratina (GOIQ1 y GOIQ2).

3.3.4 Espectroscopia de dispersion de energia (EDS)

En los resultados de andlisis elemental obtenidoE£PS, el grafito oxidado (descrito en la
seccion correspondiente) presenta una proporc@mieda C/O de 2, mientras que las hojas de
oxido de grafeno injertadas con queratina bajoctawdiciones 1 y 2 (GOIQ1 y GOIQ2)
revelan una proporcion atbmica C/O de 2.1 y 2.Baeivamente, atribuido a la presencia de

queratina (ver Figura 3.15). Ademas, las hojas rdéego injertado muestran componentes
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como el nitrégeno y azufre que no se encuentrasepies en el grafito oxidado [143,144]. El
espécimen GOIQ1 exhibe una proporcién atbmica @N%I1 y C/S de 282.5 y la muestra
GOIQ2 presenta una relacion C/N de 12.5 y C/S de722Ambos elementos son tipicos de
grupos presentes en las proteinas tales como argidgsipos tioles o enlaces S-S de

diferentes aminoéacidos de la queratina [145].

Spectrum 1 Spectrum 1

GOIQ1

Elemento % peso % atémico
58.44 64.99
4.51  4.30
36.50 30.48
054 0.2
100 100

GOIQ2

Elemento % peso % atomico
£ 60.12 66.51

N 539 530

0 3357 27.89

S 072 030
Total 100 100

cuentas/u.a.
cuentas/a.u..

E/KeV B/KeV

Figura 3.15 Espectros de energia dispersiva de hojas de 6xido de grafeno covalentemente
injertadas con queratina bajo las condiciones 1 (izquierda) y 2 (derecha) de reaccion.

3.3.5 Microscopia de Fuerza Atomica (AFM)

Para estudiar el grosor y las caracteristicas dagarficie del material depositado empelamos
Microscopia de Fuerzas Atomicas. En la Figura pddemos observar que las hojas de 6xido
de grafeno injertado con queratina exhiben la pi@aede material acumulado en forma de
pequefios grupos. El grosor promedio de la hojaulzalo como la diferencia de alturas entre
la superficie de la hoja y el sustrato de micajeed.5 nm. Este valor que resulta, por mucho,
mayor que el de 0.6 nm previamente reportado plagagageno oxidado. La elevada area

superficial y los grupos funcionales ricos en orfexistentes en las hojas del grafeno
explican la adhesion de la proteina y, por tantoneaemento en el grosor es atribuido al

depdsito de la queratina en la superficie del 6xielgrafeno.
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Figura 3.16 Imagen AFM de hojas de 6xido de grafeno injertadas con queratina (GKGO1)
depositadas sobre un sustrato de mica (izquierda) y el perfil de altura (derecha).

3.3.6 Microscopia de Transmisién Electrénica (TEM)

La morfologia de las hojas de oxido de grafeno lemwamente injertadas con queratina fue
examinada por TEM (ver Figura 3.17). Con propésibmparativo, la Figura 3.17 en su
inciso a, expone una hoja de 6xido de grafeno queresenta como una lamina de amplias
dimensiones laterales, tranparente y arrugada.abEnisma figura, inciso b, se muestra el
grafeno oxidado injertado con queratina (GOIQ1kkque puede observarse la presencia de
hojas con una tonalidad méas oscura debido a la @ecin de la proteina. Otra imagen
relacionada con el injerto GOIQ1 (Figura 3.17 &keta claramente la presencia de un granulo
de queratina unido al lado de una hoja de Oxidgrdéeno. Un comportamiento similar es
reportado por Bourlinos et al usando el biopolimahaimina [146]. Analogamente, el 6xido
de grafeno injertado con queratina bajo la condiddGOIQ2) manifiesta una morfologia
semejante al injerto 1 (Figura 3.17 d) en donddéntgas se tornan oscuras por el apilamiento
de la queratina. El inciso e, por su parte, expome panoramica en la que claramente se
aprecian hojas de queratina apiladas sobre el @edgrafeno; éste, por su parte, se revela
como una hojuela transparente, delgada, semejanieaasabana y con algunas zonas
corrugadas. La magnificacion que permite compasta inagen con el resto se sefiala en el
inciso f. En nuestras muestras encontramos, inclasaresencia de hojas enrolladas (Figura
3.17 g) y h) correspondientes al GOIQ1 y GOIQ2 eesipamente) las cuales adquieren esta
morfologia debido a que los dobleces le otorgaabéditad a la estructura bidimensional
[147].
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O sy

2

Figura 3.17 Imégenes TEM. a) Hojas de 6xido de grafeno. b)-c) Hojas de 6xido de grafeno

injertado con queratina condicion 1 (GOIQ1). d)-f) Hojas de 6xido de grafeno injertado con
g)-h) Hojas enrolladas de GOIQ1 y GOIQ2

queratina condicion 2 (GOIQ2).
respectivamente.
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Con el proposito de proveer detalles mas espesifide estos nanomateriales, la
caracterizacion morfolégica por HRTEM fue realizadas micrografias son ilustradas en la
Figura 3.18.

Las imagenes HRTEM de 6xido de grafeno (Figura a-b§ claramente ilustran una
estructura compuesta por capas grafiticas ordenaagitadas. En la Figura 3.18 los incisos ¢
y d muestran imagenes relacionadas con el grafedado injertado con queratina (GOIQ1);
en ellas se observa que las hojas de 6xido dengraf@antiene su estructura laminar después
de la reaccion de injerto, sin embargo, las lamisafren corrugacion, dobleces y
enrollamiento sobre si mismas. Las Figuras 3.18 mdsentan algunas micrografias
correspondientes al grafeno oxidado injertado a@ratina bajo la condicion 2 (GOIQ?2). Los
incisos e y f tiene por objeto presentar una panma en la que claramente se aprecian
pequefias particulas de queratina con didmetrosujuen un rango de 1 a 10 nm; algunas de
estas particulas de proteina son sefialadas mediecttas. En la Figura 3.18 g es posible
observar que los corpusculos de proteina se adhiefi@acipalmente, a lo largo de la frontera
de las hojas; en esta imagen se advierte, adem@sJ)aminas grafiticas tipicas de 6xido de
grafeno envuelven a las particulas de queratires ginbeben en ellas. Finalmente, la Figura
3.18 h muestra una particula de queratina adheridasuperficie de la hoja de 6xido de
grafeno.

La presencia de la queratina y el doblado en snmide las hojas de 6xido de grafeno
causado por las interacciones con la proteinamoafun exitoso y nuevo injerto producido

por la interaccion de las cadenas poliméricas aksien las hojas de grafeno oxidado.
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3.4. Cuantificacion de la proteina injertada

La Figura 3.19 muestra los resultados obtenidos lpacuantificacion del injerto de queratina
sobre las hojas de 6xido de grafeno; para elloutaa de calibracién y cuatro espectros de
absorcion por muestra fueron obtenidos. El primgario (GOIQ1) mostré una absorbencia
promedio de 0.448 que corresponde a 0f@@le proteina. Por otro lado, el segundo injerto

(GOIQ2) reportd una absorbencia promedio de 0.4@3cgrresponde a 0.48¢ de proteina.

La proporcién deug proteingig de muestra reveld que la muestra GOIQ1 tiene
12.1% de queratina injertada y el injerto GOIQ2sprga 7.9% lo que sugiere que la
modificacion en el medio acido en el que opera#cion produce pequefias variaciones en

la cantidad de proteina injertada.

09 i e e B e T

RT=0.9789
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a 1 d 3 4 5
Concentracion de proteina (ug)

Figura 3.19 Curva de calibracion para el ensayo de Bradford para cuantificar la cantidad de
queratina injertada en las hojas de 6xido de grafeno.

Las técnicas de caracterizacion, en su conjuntomipeEn concluir que el injerto

queratina/grafeno oxidado se produjo exitosamémteuantificacion, por su parte, evidencia
la influencia del medio de reaccion en la cantidiedinjerto. Las suspensiones acuosas
estables y el niumero de grupos funcionales reagtmmporcionados por las cadenas de la
proteina de este nuevo material, permiten vislumpraminentes aplicaciones en el area
biolégica o en el desarrollo de materiales polig@si compuestos como se discutira a

continuacion.
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3.5 Matrices poliméricas naturales reforzadas con grafeno oxidado y grafeno

oxidado injertado con queratina

La probleméatica generada por el uso de polimenot®tgios basados en la quimica del
petrdleo y su persistencia en el ambiente ha eltidoula bisqueda de materiales que
presenten las mismas propiedades que aquélloshpedegradables. En este sentido, los
biopolimeros se vislumbran como una alternativacétra; no obstante, algunas de sus
propiedades deben ser mejoradas para posiciortanos materiales competitivos frente a los
derivados fésiles. Para superar esta deficiendieclologia de los nanocompositos constituye
una elegante respuesta. En los nanocompositosjtaianen sus propiedades surge del tipo de
nanorefuerzo utilizado y de la interaccion inteidaentre éste y la matriz. Basados en este
hecho el grafeno oxidado presenta hidrofilicidadpppdades mecanicas remarcables y
abundantes grupos oxigenados que pueden actuar exax®es interfaciales. Por otra parte,
estudios recientes han mostrado que las lagaptijaden trepar superficies verticales gracias
a unos dispositivos adhesivos muy eficientes demadas “setaes” los cuales estan
constituidos por largos paquetes de queratina. @ mismo orden de ideas el grafeno
oxidado injertado con queratina podria permitirletgr las propiedades adhesivas de esta
proteina y hacer uso del gran nimero de gruposdoales de sus cadenas para mejorar el

contacto interfacial.

Basados en los hechos arriba expuestos, nosddgismes al almidon, el quitosano y
la carboximetil celulosa como matrices debido a est®s polisacaridos son renovables, de
bajo costo, no toxicos y biodegradables. La condbimade estos biopolimeros permite
mejorar algunas de sus propiedades y delinearagmices tan diversas como en la industria
de empaques o el area biomédica.

En esta seccién, la ultima de este trabajo destigacion, nosotros reportamos la
sintesis de nanocompositos quitosano/almidon yogartetil celulosa/almidon reforzados
con grafeno oxidado y grafeno oxidado injertado goaratina (GOIQ1 y GOIQ2). El nivel
de carga del refuerzo fue de 0.1% y 0.5 % en pasmtpdos los casos. La simultaneidad en
el estudio de ambas matices se debe a que intwesafectos fueron observados,
dependiendo del tipo de matriz y de las intera@sointerfaciales, las cuales estan
directamente relacionadas con la compatibilidadeegitbiopolimero y el nano refuerzo.
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Con la claridad como propoésito, presentamos undgatablas en las que se especifican
detalles de las formulaciones de las peliculasyalaeviaciones utilizadas a lo largo de esta

seccion.

Tabla 3.1Nomenclatura y descripcion de las peliculas quitos&dmidén/grafeno oxidado

Identificacion de Componentes

la muestra

Q/A Quitosano y almidén

Q/A/GO1 Quitosano y almidon reforzado con grafeno oxidado a 0.1% en
peso

Q/A/GOs5 Quitosano y almidon reforzado con grafeno oxidado a 0.5% en
peso

Q/A/GOIQ11 Quitosano y almidoén reforzado con grafeno oxidado injertado
con queratina condicion 1 a 0.1% en peso

Q/A/GOIQ15 Quitosano y almidon reforzado con grafeno oxidado injertado
con queratina condicion 1 a 0.5% en peso

Q/A/GOIQ21 Quitosano y almido6n reforzado con grafeno oxidado injertado
con queratina condicon 2 a 0.1% en peso

Q/A/GOIQ25 Quitosano y almidon reforzado con grafeno oxidado injertado

con queratina condicion 2 a 0.5% en peso

Tabla 3.2Nomenclatura y descripcion de las peliculas carbetil celulosa/almidén/grafeno

oxidado

Identificacion de Componentes

la muestra

CMC/A Carboximetil Celulosa y almidon

CMC/A/GO1 Carboximetil celulosa y almidén reforzado con grafeno
oxidado a 0.1 % en peso

CMC/A/GOs5 Carboximetil celulosa y almidén reforzado con grafeno
oxidado a 0.5% en peso

CMC/A/GOIQ11 Carboximetil celulosa y almidén reforzado con grafeno
oxidado injertado con queratina condicién 1 a 0.1% en peso

CMC/A/GOIQ15 Carboximetil celulosa y almidén reforzado con grafeno
oxidado injertado con queratina condicion 1 a 0.5% en peso

CMC/A/GOIQ21 Carboximetil celulosa y almidén reforzado con grafeno
oxidado injertado con queratina condicion 2 a 0.1% en peso

CMC/A/GOIQz25 Carboximetil celulosa y almidén reforzado con grafeno

oxidado injertado con queratina condicion 2 a 0.5% en peso




Analisis y discusion de resultados | 80

3.5.1 Espectroscopia Infrarroja (FTIR) de las peliculas reforzadas Q/A y CMC/A

Los espectros infrarrojos del grafeno oxidado, &icpla pristina Q/A y las peliculas
reforzadas con GO, GOIQ1 y GOIQ2 a 0.1% y 0.5% esoson mostradas en las Figuras
3.20a y b respectivamente. Las bandas infrarr@eecteristicas encontradas en el espectro de
la pelicula pristina Q/A y los corrimientos en k@ndas encontradas en los espectros de los
nanocompositos, tomando como referencia la peliQ#a pura, son mostrados en la Tabla
3.3.

Los espectros infrarrojos de transformada de Eou(FT-IR) de las peliculas
nanocompuestas fueron obtenidos en el modo detagifiga total atenuada (ATR) utilizando
un espectrémetro (Bruker Vector 33) en un rangtdgitud de onda de 4000 a 400 teon

una resolucién de 1 ¢

En la Tabla 3.3 podemos apreciar las posicionedadebandas que confirman
corrimientos importantes en los espectros de ld&cuybes reforzadas, tomando como
referencia a los espectros de la pelicula Q/Agraflieno oxidado. Es posible observar que las
bandas que estan involucradas en estos cambiosretéionadas con ia(O-H),v (C=0),v
(N-H), v (C-N), yv (C-O). Los corrimientos en la mayoria de estaglaarestan asociados a
la formacion de enlaces de hidrogeno debido atkxancion entre el grafeno oxidado vy el
polimero Q/A. Estos desplazamientos pueden serid@aslos como una evidencia de la
participacion de estas funcionalidades en la forbmade interacciones interfaciales entre el
grafeno oxidado y la matriz polimérica. Corrimientsimilares han sido encontrados en

compositos almidon/grafeno oxidado indicando irtei@es interfaciales.

Es importante puntualizar que los picos asociagoslas vibraciones C=0 y C-N son
mas susceptibles a sufrir desplazamiento en lasuteet reforzadas en comparacién con las
vibraciones N-H y C-O. Por otro lado, los enlaceshtirogeno arriba detallados son incluso
corroborados por los corrimientos en las vibracso@eH las cuales se presentan en todos los
espectros de las peliculas nanocompuestas. Estheshindican que las interacciones entre
los nanorefuerzos y la matriz polimérica son pradhs en ambos: el grafeno oxidado y el
grafeno oxidado injertado con queratina; mostrarmiyalelamente, que las uniones que
involucran las vibraciones de los grupos C=0 y @dt#h mas influenciadas que aquellos
puentes de hidrégeno que se forman con la porciéh Nomando estos resultados en cuenta

y, debido a la naturaleza de la queratina, es [gogile las peliculas reforzadas con grafeno
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oxidado puedan producir mas uniones con la maui lgs generadas por el refuerzo de
grafeno injertado con queratina. El espectro FTidRas peliculas reforzadas a 0.5% en peso
(Figura 3.20 b) exhiben un comportamiento similémsaespectros de las peliculas reforzadas

a 0.1% en peso.

Tabla 3.3 Resumen de las bandas infrarrojas del grafencadgida pelicula pristina Q/A 'y
los nanocompositos Q/A/GO, Q/A/GOIQ11 y Q/A/GOIQ21.

Posicién de las bandas [cm™]

Q/A Q/A/GO Q/A/GOIQ1l  Q/A/GoIQ21 Asignacion Observaciones Ref.

3354 3514 3514 3528 v(O-H) Asignado a las vibraciones
de este grupo unido a lal49
cadena sacarida del almidon.

2922 v(C-H) Asociado con la vibracion de
estiramiento del anillo de 148
metino.

1647 1670 1670 1667 v(C=0) Atribuido a la vibracion del

grupo amida de la porcionl150
acetilada del quitosano.

1588 1592 1592 1592 v(NHz")  Asignado a la interaccion del
grupo amida | del quitosano
y a los grupos hidroxilo del

almidon.

1374 1316 1311 1341 v(C-N) Atribuido al grupo amida Il 148
del quitosano.

1014 1010 1010 1010 v (C-O)  Asociado con la vibracion de

estiramiento de los grupos C-149
O en C-O-C en el almidoén.
Posiciones de las bandas en el

grafeno oxidado (cm™) Asignacién Observaciones Ref
Vinculada a la vibracién de
3382-3169 v (O-H) este grupo unido a los planogd51
basales del grafeno.
Correspondiente a la
1700 v (C=0) vibracion de los gruposl51
carboxilos.
1624-1585 v(C=C) Vinculado al caracter §p 151
remanente.
1400 v (C-0) AS|gna_do a los grupos 5¢
carboxilos.
1228 v (C-0) AS(’)C.IadO a los grupos; ¢4
epoxicos.
1059 v (C-0) Asignado a los grupos, o¢

alcoxidos.
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Figura 3-20 Espectro FT-IR de la pelicula quitosano/almidén pura (Q/A), grafeno
oxidado en polvo (GO) y peliculas reforzadas (Q/A/GO, Q/A/GOIQ1 y Q/A/GOIQ2) a (a)
0.1% en peso y (b) 0.5% en peso.

Los espectros infrarrojos del grafeno oxidado, dticpla pristina CMC/A y las peliculas
reforzadas con GO.GOIQ1 y GOIQ2 a 0.1% y 0.5% eso ®n mostrados en las Figuras
3.21 a y b respectivamente. Las bandas infraricgescteristicas encontradas en el espectro
de la pelicula pristina CMC/A y los corrimientos las bandas encontradas en los espectros
de los nanocompositos, tomando como referenciallayta CMC/A pura, son mostradas en
la Tabla 3.4. Las observaciones de las bandagnojia del GO fueron previamente dadas en

la tabla de las peliculas quitosano/almidén.

Basados en las posiciones de las bandas mostadasrabla 3.4 es posible observar
que las peliculas reforzadas revelan cambios restablicamente en los picos asociados con
la vibracién (C=0) situada a 1366 ¢(en la pelicula pristina CMC/A) vy en las bandas
relacionadas con la vibracion O-H. Esto indica posibles interacciones relacionadas con los
enlaces hidrégeno incluso pueden ser encontradasstanclase de nanocompositos. No
obstante, estos espectros muestran notablementesraeidencia en la formacion de enlaces
interfaciales comparados con las peliculas ref@z&fA. El espectro FT-IR de las peliculas
reforzadas a 0.5% en peso (Figura 3.12 b) muessi@ipnes similares comparadas con las
bandas en las peliculas reforzadas a 0.1% en peso.
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Tabla 3.4 Resumen de las bandas infrarrojas del oxido deempafla pelicula pristina
carboximetil celulosa/almidéon y los nanocomposit@MC/A/GO, CMC/A/GOIQ11,
CMC/A/IGKGO21

Posicién de las bandas [cm™]

CMC/A

3283

2920

1592

1366

1316

1014

CMmC/A/ CMmC/A/ CMmC/A/

GO GoiQ11 GOoIQ21
3293 3296 3296
1410 1410 1413

1321

Asignacion Observaciones Ref.

v(O-H) Asignada a las vibraciones de
este grupo unidos a la cadena
sacarida del almidon y la153
carboximetil celulosa.

v(C-H) Asociada con la vibracion de
estiramiento del anillo de 148
metino.

v(C=0) Atribuido a la vibracién de
estiramiento asimétrica de estel50
grupo en COONaA'.

v(C=0) Atribuido a la vibracién de
estiramiento simétrico de estel50
grupo en COONa'.

v(C=0) Asociado con la vibracién de
estiramiento en CO®

v (C-0) Asociado con la vibracion de
estiramiento de C-O en losl154
grupos C-O-C en el almidén.

38
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Espectro FT-IR de la pelicula pura carboximetil celulosa/almidén

(CMC/A), grafeno oxidado (GO) y peliculas reforzadas (CMC/A/GO, CMC/A/GOIQ1 y
CMC/A/GOIQ2) a (a) 0.1% en peso y (b) 0.5% en peso.
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3.5.2 Espectroscopia Raman de las peliculas reforzadas Q/A y CMC/A

El espectro Raman de la pelicula pristina Q/A yadepeliculas nanocompuestas a 0.1% y
0.5% en peso son presentados en las Figuras 3.2Praspectivamente. Las bandas Raman

de la pelicula pristina Q/A y de las peliculas rzddas son mostradas en la Tabla 3.5.

El espectro Raman de las muestras fue medido &aman dispersivo marca Bruker
modelo Senterra. La longitud del laser utilizade #85 nm con una potencia de 100 mW.
Para cada espectro un promedio de seis barridasdlizado con un tiempo de integracion de

10 segundos sobre un rango de 80-320%.cm

En la Tabla 3.5 es posible observar corrimientotables en las bandas de los
espectros de las peliculas nanocompuestas, toncanaw referencia el espectro Raman de la
pelicula pristina Q/A. Los grupos involucrados stog cambios estan asociadag@O-C) y
3(C-0O-H) en los nanocompositos reforzados con goafeddado yd(C-OH) y a la vibracion
del esqueleto del quitosano para los nanocomposibogseniendo grafeno injertado con
queratina. Esto corrobora los resultados arrojpdoda espectroscopia infrarroja y evidencia
la fuerte influencia de los enlaces de hidrégendaeimterfase de las peliculas reforzadas;
incluso se puntualiza, nuevamente, que los grugtscionados con la vibracion C-O
muestran diferentes uniones cuando la queratidapessente o no en el GO. Este situacion
podria ser explicada por el hecho de que los gr@=@3 y O-H en el grafeno oxidado estan
ocupados por la proteina injertada. Cambios erado$ en los nhanocompositos a 0.5% en

peso muestran la misma tendencia.
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Tabla 3.5 Posiciones y asignamientos de las bandas Ramantarésticas de la pelicula
pristina Q/A y peliculas reforzadas con GO, GOQAQIQ2 a 0.1% en peso.

Posicién de las bandas [cm™]

Q/A  Q/A/ Q/A/ Q/A/

GO GKGO11 GKGO021 Asignacion Observaciones Ref.

362 365 365 v(C-C-C) Asignado a la vibracién del esqueleto de155
quitosano.

480 v(C-O-C) Atribuido a la vibracion simétrica del
anillo a-glucosa. Esta banda es el punt 56
mas caracteristico del almidon en e
espectro Raman.

940 936 v(C-O-C) Asociado con la vibracién de estiramiento
simétrico en el enlace glicosidiael 4 de 156
la amilosa.

1114 1110 v(C-O), Correspondiente a la vibracion simétrica

v(C-O-C) de estos grupos en el enlace glucosidico. 157

1320 1332 1332 D band Esta banda es asignada aflengr
Corresponde al modo de respiracion de |as58
fotones del punte con la simetria Alg.

1377 1456 1459 1459 3(C-OH)  Atribuido a la vibracién de plegado de est?L58
grupo en el almidon.

1600 1597 1592 G band Banda asignada al grafesign&da a la
dispersion de primer orden del fonén E2460
de los &tomos de Csp

2627 2D band Banda atribuida al grafeno. Asaciad 159
sobretono de la linea D.

2902 v(C-H) Asignada a la vibracion de este grupo en (.3[|56

almidon y el quitosano.
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2902 b)

\/940 l ///1592

365 480 1114 /13329459 4597
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Figura 3.22 Espectros Raman de la pelicula pristina Q/A y de las peliculas nanocompuestas
(Q/A/GO, Q/A/GOIQ1y Q/A/GOIQ2) (a) 0.1% en peso y (b) 0.5% en peso.
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Los espectros Raman de la pelicula pristina CMC/deyas peliculas nanocompuestas a
0.1% y 0.5% en peso son presentadas en las Figlddsa y b respectivamente. Las bandas
Raman caracteristicas encontradas en la pelicigiingr CMC/A y en las peliculas reforzadas

son mostradas en la Tabla 3.6 para observar pssiatabios.

Contrario a los espectros de las peliculas Q/Aldatesplazamientos de la banda O-H
son observados, en el espectro de las peliculaszagias CMC/A solamente ligeros
corrimientos son encontrados tomando como refamertiespectro CMC/A; las bandas
involucradas en estos cambios estan relacionadesl @squeleto de la celulosa y los enlaces
glicosidicos. Esto indica que las funcionalidadegsentes en el GO podrian estar
produciendo algunas interacciones en las peli@diséricas, sin embargo, es evidente que
el corrimiento encontrado en las peliculas Q/A ®@s marcados que aquellos observados en
los materiales de CMC/A.
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Tabla 3.6 Posiciones y asignacion de las bandas Raman aadséctes de la pelicula pristina
CMCI/A y de las peliculas nanocompuestas reforzadasGO, GOIQ1 y GOIQ2 a 0.1% en
peso.

Posicidn de las bandas[cm™]

CMC/A  CMC/A/ CMC/A/ CMC/A/

GO GKGO11 GKGO21 Asignacion Observaciones Ref
359 v(C-C-C)  Asignado a la vibracion del esqueleto df55
ambos polimeros.
480 v(C-0-C)  Atribuido a la vibracion simétrica del

anillo a-glucose. Esta banda es el ras%?.)7
mas caracteristico del almidon en e
espectro Raman.

916 921 v(C-0-C)  Asociado con la vibracion del esqueleto
en CMC y en las uniones glicosidicas etb4
el almidoén.

1107 v(C-C) Asignado a la vibracion simétrica de los
enlaces  glicosidicos en  ambo%56
polimeros.

1320 1320 1323 D band Banda asociada con el grafen
Corresponde al modo de respiracion ci%g
los fonones en el puntode la simetria

Alg.

1264 v(C-O-C) Atribuida a la vibracién de estiramientci56
en los polimeros carboximetilados.

1328 3(C-OH)  Asignada a la vibracion de plegado en f£18
almidon.

1412 1460 1460 1460 v(C-C-C) Asociada a la vibracion del esqueleto (1%6
la celulosa.

1597 1600 1600 G band Banda asociada al grafésignada a
la dispersién de primer orden del fon6h60
E2g de los 4&tomos de C?sp
2620 2620 2620 2D band  Asignada al grafeno. Awldou al 159
sobretono de la linea D.
2910 v(C-H) Asignado a la vibracién de estiramient956
de este grupo en ambos polisacaridos.
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Figura 3.23 Espectros Raman de la pelicula pristina CMC/A y peliculas reforzadas
(CMC/A/GO, CMC/A/GOIQ1y CMC/A/GOIQ2) a (a) 0.1% en peso y (b) 0.5% en peso.

3.5.3 Microscopia electronica de barrido de los nanocompositos Q/A y
CMC/A

La morfologia de las superficies de fractura de paticulas nanocompuestas Q/A fue
investigada por SEM y las micrografias son mostaeéa la Figura 3.24 en dos

magnificaciones para evidenciar las diferenciasedas peliculas reforzadas y el polimero.

Para obtener las muestras para las observaciaresnigroscopia electrénica de
barrido (SEM marca JEOL modelo JSM-606 LV utilizangh voltaje de aceleracion de 20
Kv) todas las peliculas fueron fracturadas en uagquima universal de pruebas de traccion. El
anico proposito de este procedimiento es obtenarauperficie sujeta a una tension. Las
superficies de fractura fueron cubiertas con otdiZando un recubridor por chisporroteo
EMS modelo EMS550) y posteriormente analizadas.

La seccion cruzada de la pelicula pristina Q/AgfFa 3.24 a-a’) muestra una
superficie homogénea, sin separacion de fases lestpolisacaridos, lo cual es un indicador
de una buena interaccion entre los dos componebtéeseccion cruzada de la pelicula
nanocompuesta Q/A/GO a 0.1% en peso (Figura Sked’fompletamente diferente que
aquélla mostrada por la pelicula pura Q/A. La diperde fractura muestra una estructura

rugosa revelando una fuerte adhesion interfaciebmppatibilidad entre el GO y la matriz.
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Superficies rugosas simils han sido encontradas en otros compositos continigrafenc
indicando buena adhesioén. Incluso, otros estu@iciemtes donde el quitosano es modific
con grafeno oxidado han encontrado una apariencidas de esta clase de composi
indicando quesuperficies irregulares son formadas por las hagadxido de grafeno cubiert
por el polimero. Debe ser observado que el grafmoduce importantes cambios en
morfologia con muy bajos niveles de carga de retudras Figuras 5¢(-5d(d”) muestran la
superficie de fractura de las peliculas Q/A/GOIQQ/M/GOIQ2 a 0.1% en peso. La secc
cruzada de las peliculas muestra una estructurasaug uniforme indicando una bu
incorporacion del grafeno oxidado injertado conrgtiea en la matriz. Las ficulas

muestran algunas microfracturas debido al procegtitaide fractur.

De la superficie de fractura de los nanocomposgts/GO a 0.5% en peso (Figu
5e€”) es posible observar que estas peliculas tieve astructura estriada y muct
granulacione indicando un comportamiento diferente respectta gelicula pura. La
peliculas Q/A/GOIQ1 y Q/A/GOIQ2 a 0.5% en peso (iFg5f(f)-5g(g”)) muestran una
superficie con esencialmente las mismas caradtagstque las peliculas nanocmpuest

0.1% en peso.
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X7, 588

Figura 3.24 Imagenes SEM de la superficie de fractura. Secciéon cruzada de la pelicula Q/A
pura (a-a”), Q/A/GO a 0.1% en peso (b-b"), Q/A/GOIQ1 a 0.1% en peso (c-¢”), Q/A/GOIQ2 a
0.1% en peso (d-d”), Q/A/GO a 0.5% en peso (e-e¢”), Q/A/GOIQ1 a 0.5% en peso (f-f*) y
Q/A/GOIQ2 a 0.5% en peso (g-g").

Las micrografias de la superficie de fractura depleliculas nanocompuestas CM(
son mostradas en la Figura 3.25. La seccién crudada pelicula pristina CMC/A (Figu
3.25 a-aj muestra una superficie rugosa y abultada, sirarae@n de fases entre |
polisacaridos, sugiriendo una buena interaccioredat carboximetil celulosa y el almid¢
Sin embargo, la mayoria de las superficies relacas con las peliculas CMC/A/GC
CMC/A/IGO5, CMC/A/GOIQ11 y CMC/A/GOIQ15 (Figuras @Bf-e(e”)) no muestran
diferencias estructurales comparadas con la paliputa indicando una pobre interacc
entre los nanorefuerzos y la ma
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Figura 3.25 Imagenes SEM de la supeie de fractura.Secciéon cruzada de la pelicula pris
CMC/A (ada’), CMC/A/IGO a 0.1% en peso-b’), CMC/A/IGOIQ1 a 0.1% en peso-c),
CMC/AIGO a 0.5% en peso-d’), CMC/A/GOIQ a 0.5% en peso (e-e).
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3.5.4 Andlisis Dindmico Mecdnico de los nanocompositos Q/A y CMC/A

El Analisis Dinamico Mecanico provee informacioreaa del comportamiento visco-elastico
de un material en un rango de temperaturas. El RI&lAuestras peliculas (cortadas en forma
rectangular con dimensiones de 20 mm de longit@dnym de ancho) fue efectuado en un
equipo marca TA Instruments, modelo DMA Q800, usamattrazaderas en el modo de
tension. El grosor de las peliculas fue medidowomicrémetro (Sttarret No. 436-1 in). Tres
valores de grosor fueron obtenidos a lo largo deragitud de la cinta de la pelicula vy, el
valor promedio fue 0.13 mm para las peliculas nampeiestas Q/A y 0.15 mm para las
peliculas reforzadas CMC/A. Las muestras fuerotizatias en un rango de temperatura de
30-270°C para las peliculas Q/A y 30-220°C parapk$culas CMC/A. Una velocidad de
calentamiento de 3°C/min, con una frecuencia cotstde 1Hz, fue aplicada. Todas los

tratamientos fueron hechos en duplicado.

La Figura 3.26 muestra el mdédulo de almacenami@atp para la pelicula pristina

Q/A y las peliculas nanocompuestas a 0.1% en gesqoosible observar que todas las
peliculas muestran un médulo de almacenamientonf&yjor comparado con la pelicula pura
Q/A. Cuando la matriz es reforzada con GO a 0.1%e=w0, el médulo de almacenamiento
incrementa de 196 a 767 MPa a 35°C. Conforme |gpdemura incrementa, la pelicula
nanocompuesta muestra un decremento gradual eddellonde almacenamiento mostrando
un comportamiento similar que la pelicula no redde Q/A. Los nanocompositos
Q/A/GOIQ11 y Q/A/GOIQ21 muestran un comportamiectumpletamente diferente. El
modulo de almacenamiento a 35°C es 322 MPa pardGQQ11 y 252 MPa para
Q/A/GOIQ21 y el médulo de almacenamiento graduatm@rcrementa y obtiene un maximo
en E” a 164°C y 135°C respectivamente. Ha sidoigmeante reportado que la pelicula Q/A
pierde agua libre alrededor de los 100°C y hay imi&sacciones con los grupos hidroxilos
del agua libre que con los grupos amino en esteaa polimeros. Estos hechos podrian
explicar los efectos observados en E” en el DMAbifle a que a mas alta temperatura hay
una pérdida de grupos OH pertenecientes al aguadiblas peliculas Q/A este hecho permite
suponer que existe una mayor interaccion entregtapos OH unidos al polimero y los

grupos amino en la queratina.

Esta sugerencia es incluso soportada por la nanar&lidrofébica de la queratina pues
mientras mas agua libre es eliminada existe labpimsid de producir uniones entre los

grupos hidrofébicos en la queratina con las cadpolsiéricas y por tanto un incremento en



Analisis y discusion de resultados |93

la rigidez es obtenida; adicionalmente el supuesta de acuerdo con los resultados IR y
Raman donde los nanocompositos reforzados conngrafgertado con queratina muestran
interacciones en los grupos amida y los nanocongssion GO muestran evidencia de
interacciones en las porciones C=0 y OH. Este heutlaso explica los altos mdédulos de
almacenamiento de Q/A/GO a 35 °C. Tal comportarniemdica que el GO y el grafeno
oxidado injertado con queratina interactian de maardiferente con la matriz. Como
previamente fue mencionado, las diferentes inteyaes entre los nanorefuerzos y la matriz

producen un importante efecto sinérgico a difeetémperaturas.
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Figura 3.26 Temperatura versus moédulo de almacenamiento dinamico (E”) de la pelicula
pura Q/Ay de las peliculas nanocompuestas Q/A/GO, Q/A/GOIQ11y Q/A/GOIQ21.

La Figura 3.27 muestra el médulo de almacenami@topara la pelicula pura Q/A y para
los nanocompositos a 0.5% en peso. Como puedebservado el comportamiento de las
peliculas nanocompuestas es mas uniforme compaaadias muestras reforzadas a 0.1% en
peso. En este caso el modulo de almacenamientaletaacialmente mejorado con el
incremento en el contenido del nanorefuerzo GOnBuoida matriz fue reforzada con GO el
modulo de almacenamiento se incrementdo de 193 8 RBa a 35 °C. Conforme la

temperatura incrementa la pelicula Q/A/GO muestradacremento gradual tipico en el
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modulo de almacenamiento. Para las peliculas Q/AQGB® y Q/A/GOIQ25 el modulo de
almacenamiento a 35 °C es 796 MPa y 467 MPa, ctgamente. En contraste con su
contraparte reforzada a 0.1% en peso el moéduldndacanamiento gradualmente decrece a
temperaturas mas altas, sugiriendo que un contemédoalto de nanorefuerzo injertado puede

modificar las interacciones interfaciales debida maturaleza hidrofobica de la queratina.

El médulo de almacenamiento dindmico ha sido radm en un amplio rango de
temperaturas para todos los nanocompositos, simrgmbla pelicula Q/A/GO muestra una
importante mejora respecto a la pelicula pura. Bstfora en las propiedades mecanicas
sugiere una buena distribucion del GO y del grafej@tado con queratina en la matriz asi
como un buen contacto interfacial el cual inclustdede acuerdo con los resultados

encontrados por la espectroscopia infrarroja y Rama
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Figura 3.27 Temperatura vs modulo de analisis dindmico (E") de la pelicula Q/A pura y de
las peliculas compuestas Q/A/GO, Q/A/GOIQ15y Q/A/GOIQ25.

La temperature vs el modulo de almacenamiento lgapelicula pura Q/A y las peliculas
nanocompuestas a 0.1% y 0.5% en peso son presemada Figura 3.28. Claramente, las
propiedades termomecanicas de estas peliculas arapaestas son totalmente diferentes
comparadas con las peliculas Q/A. Mientras enpkéculas Q/A la adhesién de los
nanorefuerzos mejor6é significativamente el médu almacenamiento in las peliculas
CMCI/A el médulo decrecio. Cuando la matriz CMC/A fieforzada con GO a 0.1% en peso

(Figura 3.28a) el grosor decrecio. E” decreciori?2s5 MPa a 784 MPa comparado con la
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pelicula pura CMC/A y el mismo efecto es observedo las peliculas CMC/A/GOIQ11 y
CMC/GOIQ21. El médulo de almacenamiento a 35°C @vBC/A/GOIQ11 es 965 MPa y
774 MPa para CMC/A/GOIQ21.

El modulo de almacenamiento es parcialmente readpecon el incremento en el
contenido de nanorefurezo. Las peliculas reforzei€/A/GO a 0.5% en peso (Figura 3.28
b) muestran un E” a 35 °C de 1126 MPa. Las peBddMC/A/GOIQ15 y CMC/A/GOIQ25
tienen un modulo de almacenamiento ligeramente aftds comparado con la pelicula
CMC/AIGO, sin embargo, a mas alta temperatura,piculas son menos rigidas. Estos
resultados indicant que el GO produce un efectretite dirigido a un incremento en E” para
las peliculas Q/A y un decremento en E” para lisydas CMC/A, lo cual concuerda con las
pocas interacciones encontradas en las espectrascdR y Raman y los cambios

morfologicos no significativos encontrados en SEM.
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Figura 3.28 (a) Temperatura vs el médulo de almacenamiento para la pelicula pura
CMC/Ay las peliculas nanocompuestas CMC/A/GO1, CMC/A/GOIQ11 y CMC/A/GOIQ21.
(b) Temperatura vs el moédulo de almacenamiento de la pelicula pristina y las peliculas
nanocompuestas al 0.5% e peso.

Este comportamiento exhibe la importancia de la padrbilidad entre el grafeno

oxidado y la matriz polimérica para manipular laspgiedades finales del material.



CAPITULO 4

Conclusiones y
recomendaciones
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Conclusiones

» Las hojas de oxido de grafeno fueron sintetizaddé®samente a partir de grafito

oxidado mediante el método de Hummers modificado.

* Las hojas de oxido de grafeno fueron modificadaslemtemente con la queratina
extraida de la pluma de pollo. La espectroscopii@rmja del grafeno modificado
con la queratina ilustra la presencia de bandasiaas con la vibracion de las
amidas. La espectroscopia Raman muestra cambidssdmandas asociadas con la
hibridacién sp en los materiales de carbono que, conjuntamente eb

ensanchamiento en la banda 2D, son una clara edé®a injerto.

* La modificacion de la superficie del grafeno oxidachediante el injerto del
biopolimero produjo cambios claros en la morfolodias hojas injertadas estan
curvadas y tiene propension al doblado. Es posijléela tendencia de las proteinas a

autoensamblarse produzcan estos pliegues solirejéess

* El sistema de reaccion redox en medio acido fuetiete para la generaciéon de
radicales libres sobre las cadenas de queratinprgueueven la formacion de enlaces.
Los pequefios cambios en el acido malico y en elian&cdo producen pequefias
variaciones en la cantidad de proteina injertada.

e La cuantificacién de la queratina en el grafeno iffcadio es un método util para
verificar la presencia de las cadenas de la pmteabre la estructura de carbon.
Adicionalmente las microscopias revelaron la preisede queratina embebida en las

capas de grafeno y el aumento en el grosor dgadapleomitié corroborar el injerto.

» El grafeno modificado con queratina muestra unan@dulspersion en medio acuuoso

lo que aumenta su capacidad de procesamiento.

* Los nanocompositos poliméricos quitosano/almiddrasgpoximetil celulosa/almidon
reforzados con grafeno y grafeno oxidado injertamio queratina fueron exitosamente

sintetizados mediante el método moldeado/evaparatgbsolvente.
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Los resultados mostraron que uUnicamente los nanpesitos quitosano/almidon
tuvieron un buen contacto interfacial con sus moe Esta efectividad en la

dispersién del refuerzo se manifesto en la mejeriasl propiedades termomecanicas.

Los espectroscopia Infrarroja mostr6 que la peadicguitosano/almidén/grafeno
oxidado sufrié corrimientos significativos en laandas asociadas con las vibraciones
O-H, C=0 y C-N, mientras que funcionalidades com#iy C-O tuvieron solo
cambios ligeros. Esto indica que la formacion denpes de hidrégeno prevalece en
las primeras funcionalidades y por ello hay una anagteracciéon con el grafeno
oxidado en comparacion con el grafeno modificadogqueratina en el que los enlaces

N-H son predominantes.

Los resultados de la espectroscopia Raman confitmancontrado en infrarrojo asi
como la fuerte influencia de los enlaces hidrogenoel contacto interfacial. La
microscopia electronica de barrido manifiesta casl@structurales en las peliculas

asociadas con una buena interaccion con el refiguatmsano/almidon).

Los resultados del DMA de las peliculas quitosdmit®n muestran elevados
modulos con refuerzos como el grafeno oxidado. Enaso del grafeno oxidado

injertado el aumento en el médulo se da con laa@a&n del agua libre.

Los nanocompositos carboximetil celulosa/almidén mostré0 desplazamientos
significativos en las posiciones de sus bandasrmijas 0 Raman indicando que la
formacion de enlaces interfaciales no se vio fasidee en esta matriz. No hubo
cambios estructurales y el andlisis dinamico mecade las peliculas con refuerzo

reporto valores de E” por debajo de los de la mptria.

Estos resultados demuestran la importancia dergabbilidad entre la matriz y el
refuerzo para lograr un contacto interfacial efecy con ello un disefio adecuado de

las propiedades finales del material.
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Recomendaciones

» Realizar otro tipo de caracterizaciones a los naésraqui sintetizados. Creemos que
seria de utilidad empelar la Espectroscopia Fottéleica de Rayos X (XPS) y la
Espectroscopia Ultravioleta-Visible (UV-Vis).

» Utilizar el grafeno oxidado y el grafeno oxidadgenmdo covalentemente con

gueratina como refuerzos en otras matrices polcagmaturales.

* Funcionalizar la superficie del grafeno oxidado etguna molécula que permita un

reforzamiento efectivo sobre la matriz carboximetilulosa/almidon.
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