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RESUMEN

TITULO: DESARROLLO DE ANDAMIOS DE CARBON VITREO RETICULADO DE CELDA
POLIEDRICA A PARTIR DE SACAROSA PARA APLICACIONES EN INGENIERIA DE TEJIDO
OSEO!

AUTOR: NATALIA TERAN ACUNA™

PALABRAS CLAVE: CITOTOXICIDAD, POLIMERIZACION, PROPIEDADES MECANICAS,
TRATAMIENTO TERMICO.

DESCRIPCION: En el presente trabajo se fabricaron espumas de carbén vitreo reticulado (CVR)
de celda poliédrica, las cuales eventualmente podrian integrarse a un sistema compuesto para
regeneracion del tejido 6seo debido a su bio-compatibilidad, que fue demostrada a través de
ensayos de viabilidad celular, adhesién celular y citotoxicidad. Su elaboracién consistié en la
preparacion de resinas de sacarosa y HNOs, las cuales, tras ser impregnadas sobre esponjas
poliméricas, se sometieron a procesos de curado y carbonizacién. Se estudid la influencia de la
concentracion de HNOs, la concentracion de sacarosa, el tratamiento térmico y el tipo de plantilla
sobre las propiedades morfoldgicas y mecanicas de las espumas CVR sintetizadas. Los resultados
mostraron que concentraciones de HNOs superiores a 2x10-2 N generan un efecto de espumado en
la resina, que ocasiona deformaciones en la estructura de las CVR y disminuyen su resistencia a la
compresién. La concentracion de sacarosa, el tiempo y la velocidad de calentamiento durante la
carbonizacion no representaron compromisos estructurales ni mecanicos en las espumas CVR,
mientras que el aumento en la temperatura de pirdlisis provocé un incremento de alrededor de 40%
en sus propiedades mecanicas. El estudio sistematico de las variables mencionadas y la utilizacion
de diferentes tipos de plantillas permitié establecer las condiciones para fabricacién de espumas
CVR con una relacion de caracteristicas morfolégicas y resistencias a la compresién ajustables, las
cuales son cercanas a las de espumas CVR comerciales de referencia.

1 Trabajo de grado

™ Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Metallrgica y Ciencia de Materiales.
Maestria en Ingenieria de Materiales. Directoras: Elcy Maria Cérdoba, PhD. Ciencia y Tecnologia de
Materiales. Viviana Raquel Giiza Arglello, PhD. Ingenieria Quimica
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ABSTRACT

TITLE: DEVELOPMENT OF SUCROSE-BASED RETICULATED VITREOUS CARBON
SCAFFOLDS FOR BONE TISSUE ENGINEERING APPLICATIONS®

AUTHOR: NATALIA TERAN ACUNA"

KEYWORDS: CYTOTOXICITY, POLYMERIZATION, MECHANICAL PROPERTIES, HEAT
TREATMENT.

DESCRIPTION: In the present work, reticulated vitreous carbon (RVC) foams were fabricated and
their potential for use as scaffolds in bone tissue engineering applications was also evaluated. The
foams were prepared via the template route by using a sacrificial polymeric template, which was
impregnated with a sucrose-based resin, followed by curing and carbonization under an inert
atmosphere. The influence of the nitric acid and sucrose concentrations, as well as the thermal
treatment on the properties of the synthesized RVC foams was studied. The results show that
HNO:s levels above 2x10-% N generated a foaming effect in the resin, which caused deformations in
the RVC structure and reduced its compression strength. The concentration of sucrose in the resin,
the holding time and the heating rate during carbonization did not negatively impact the mechanical
strength of the RVC foams, while an increase in the pyrolysis temperature caused a rise of around
40% in the mechanical properties of the foam. The systematic study of the mentioned variables and
the use of different types of templates allowed us to establish favorable conditions for the
production of RVC foams with desired morphological features and mechanical resistance similar to
that of commercially available RVC foams.

* Master Thesis

™ Faculty of Physicochemical Engineering. School of Metallurgical Engineering and Materials Science.
Master's Degree in Materials Engineering. Directors: Elcy Maria Cdrdoba, PhD. Science and technology of
materials. Viviana Raquel Guiza Arguello, PhD. Chemical engineering
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INTRODUCCION

En el mundo, anualmente se implementan alrededor de 600.000 procedimientos
que involucran el empleo de injertos o implantes para reparacion de fracturas y
defectos 6seos [1]. Los injertos naturales constituyen una alternativa médica viable
dado que posibilitan la regeneracion 6sea. Sin embargo, el uso de aloinjertos
representa riesgos de rechazo, infeccién y transmision de enfermedades del
donante al paciente. Por su parte, los autoinjertos anulan dichos riesgos ya que
utilizan tejido del mismo paciente, pero estan limitados por la cantidad de tejido
disponible para trasplante [2] e implican procedimientos altamente invasivos con

posible pérdida parcial de funcionalidad en el sitio donante.

Frente a estos hechos, la investigacion en ingenieria de tejido éseo ha
encaminado esfuerzos hacia el desarrollo de materiales que permitan la
regeneracion de hueso, lo cual representa uno de los mas grandes retos que
existen en este campo de la ciencia debido a la dificultad de fabricar un material
que ademas de ser bioactivo, combine la resistencia y la porosidad del hueso
natural para que ofrezca no sélo las propiedades mecanicas biolégicamente
requeridas, sino también una matriz altamente porosa e interconectada (scaffold o
andamio) que permita el transporte de nutrientes y facilite el crecimiento de tejido

0seo nuevo en el lugar afectado [3].

Los biomateriales metalicos se usan en cerca del 40% de las intervenciones dada
su biocompatibilidad y uso como soporte de carga [4, 5]. Sin embargo, sus
propiedades mecanicas son significativamente mayores a las del hueso natural [6—
10], lo que conduce eventualmente a la atrofia 6sea debido a la transferencia no
homogénea de la tension entre el implante y el hueso [11]. Contrario a esto, los
materiales poliméricos cuentan con propiedades mecénicas muy inferiores a las

del hueso, lo cual ha hecho que sus aplicaciones biomédicas se orienten
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preferiblemente hacia el tejido cartilaginoso [12-14]. Ademas, la biodegradacién
en los polimeros reabsorbibles no es totalmente controlable y puede generar

productos que provocan reacciones inflamatorias en el huésped [5, 15-18].

Finalmente, los biomateriales ceramicos cuentan con elevada resistencia al
desgaste, a la abrasién y a las agresiones quimicas; y aunque en general son
fragiles, sus propiedades mecanicas dependen del proceso de fabricacion
empleado [5, 19, 20]. Debido a su bioactividad y/o bioabsorbibilidad, los ceramicos
mas usados en regeneracion 6sea son los fosfatos de calcio, la hidroxiapatita y los
biovidrios [19]. Sin embargo, para los primeros, el mecanismo de reabsorcion in
Vivo no es totalmente predecible, y por tanto su uso puede ocasionar el colapso
del defecto por desaparicion temprana del soporte osteoconductor [20]. Por otro
lado, a pesar de presentar biodegradabilidad controlada [20], los andamios de
biovidrio son obtenidos por sinterizacion, lo cual ocasiona procesos de
cristalizacion que reducen su bioactividad y pueden generar defectos puntuales
gue comprometen sus propiedades mecdanicas en funcidén del tamafio de particula
utilizado [21].

En el contexto de la ingenieria de tejidos, un andamio (scaffold, en inglés) es
definido como una matriz porosa de soporte que simula las funciones de la matriz
extracelular natural donde las células tienen que llegar y anclarse. Para esto, el
andamio deber ser de material y morfologia adecuados de manera que las células
puedan identificarse, reproducirse y vivir en él. En este orden de ideas, se ha
reportado previamente en la literatura la fabricacion de espumas de carbon vitreo
reticulado (CVR) con una estructura altamente porosa e interconectada, cuyas
propiedades mecanicas son comparables a las de los andamios de biovidrio [22,
23]. Ademas de reportar una morfologia similar al hueso esponjoso, estudios
recientes también han mostrado que, aunque las espumas CVR no son

biodegradables, promueven la adhesion celular, invasién y reparacion de hueso
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[24-26], lo cual las convierte en una candidato atractivo para la fabricacion de

andamios permanentes para la regeneracion de tejido 6seo.

Las espumas CVR disponibles comercialmente son fabricadas por carbonizacion
de resinas fendlicas y/o furfural [27, 28] y se han utilizado tradicionalmente en
aplicaciones para almacenamiento de energia, aislamiento de altas temperaturas,
filtros, electrodos, disipadores de calor, y fabricacion de semiconductores, entre
otros [29-35]. Sin embargo, su elevado costo, aunado al uso excesivo de agentes
altamente toxicos como el fenol, el formol y el m-cresol durante su obtencién,
representan una amenaza para el medio ambiente, para la salud de quienes estan
directamente involucrados con el proceso de fabricacion [36, 37] y limita su
utilizacidon en aplicaciones biomédicas, ya que por la naturaleza de los
precursores, existe el riesgo de la presencia de residuos toxicos como derivados
aromaticos en la superficie del CVR [38]. Para minimizar este impacto, estudios
recientes han planteado la utilizacion de resinas preparadas a partir de moléculas
naturales renovables como taninos y sacarosa [39—-41]. Esta dltima presenta como
principales ventajas su bajo costo, disponibilidad y un proceso de fabricacién mas
amigable con el ambiente. Sin embargo, puesto que el principal interés sobre
estos materiales se ha concentrado en otras propiedades como el area superficial
o la conductividad térmica y eléctrica, las propiedades de las espumas CVR a
partir de sacarosa para su uso como potenciales andamios celulares auln

requieren un extenso estudio.

De acuerdo a lo anterior, este trabajo busca contribuir con el desarrollo de
andamios de CVR para aplicaciones ortopédicas a partir de sacarosa, los cuales
puedan ser eventualmente usados como parte de un sistema material para la
regeneracion de tejido 0seo. Para tal fin, se presenta una evaluacion sistematica
del efecto de diferentes pardmetros de sintesis de las espumas CVR, tales como
la concentracion de sacarosa y del catalizador en la resina precursora, asi como el

tratamiento térmico sobre las propiedades mecanicas y morfologicas de las
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espumas CVR obtenidas, con el fin de determinar las condiciones que permitan la
fabricacion de espumas CVR con propiedades comparables con las de espumas
CVR disponibles comercialmente, bajo la hipétesis de que, a través de la
polimerizacion de la sacarosa y su posterior carbonizacion sobre plantillas
poliméricas, se puede obtener una matriz altamente porosa e interconectada con
morfologia similar a la del hueso trabecular; asi mismo, este material puede contar
con propiedades mecéanicas que posibilitan su uso como andamio para el

tratamiento de defectos 6seos.
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1. MARCO TEORICO

El carbon vitreo fue inicialmente desarrollado en 1957 como componente para
combustible nuclear, pero debido a sus propiedades Unicas (alta resistencia
quimica y mecénica [42], baja porosidad y permeabilidad, alta dureza y alta
conductividad térmica y eléctrica [43]) poco a poco su campo de aplicacion se
extendio a las areas quimica, electronica [30], y aeroespacial. Por otra parte, en el
contexto de aplicaciones biomédicas del carbdn vitreo, diversos estudios han
explorado su utilizacién en implantes dentales y éseos, valvulas cardiacas y otros
dispositivos cardiovasculares y pulmonares [5, 26]. Entre los resultados mas
relevantes de dichos estudios se puede mencionar que: i) el carbén vitreo no
produce respuestas inmunoldgicas significativas en el cuerpo, y ii) a pesar de que
sus propiedades mecanicas relativamente bajas impiden su uso aislado en
implantes dentales y éseos [5, 26, 40, 44], estudios in vitro recientes han
demostrado que las espumas CVR favorecen el crecimiento y la mineralizacion de
tejido 6seo [24, 25].

Comunmente, las espumas CVR se preparan por carbonizacion en fase sélida de
resinas fendlicas o furfural, ya que éstas presentan rendimientos de carbono
mayores al 50 % debido al alto grado de reticulacion asociado a los grupos
hidroxilos de su estructura [45]. Las espumas CVR son de naturaleza fragil, pero
sus propiedades pueden variar en funcion de factores de sintesis como la
composicién y viscosidad de la resina precursora, el tipo de solvente, los agentes
de curado, y las condiciones del tratamiento térmico utilizado, entre otros [30, 46].
Aunque se conoce que los precursores organicos que contienen aromaticos
resultan en productos carbonosos con mejores propiedades mecanicas [47], su
uso en aplicaciones biomédicas puede involucrar reacciones adversas a largo
plazo como el cancer [38]. Por lo tanto, recientemente se ha explorado el uso de

lignoceluldsicos y biomoléculas [27] para la obtencion de espumas de carbodn
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vitreo con propiedades mecanicas comparables con las de espumas basadas en
resinas fendlicas [25, 44, 48, 49].

En cuanto a los procesos de fabricacion, las espumas de carbon vitreo se pueden
obtener por adicion de agentes espumantes, prensado, adicibn de agentes
formadores de poros y réplica sobre esponja polimérica. En la primera técnica, se
combina un agente espumante con la resina precursora, lo cual resulta en
estructuras de carbono con morfologia de poros celular y de tamafio variable [32,
34, 48, 50, 51]. El segundo método consiste en el prensado de particulas de
carbon vitreo monolitico aglutinadas por un ligante organico, donde los poros son
formados en los intersticios de dichas particulas. Este método resulta poco
practico para la preparacion de carbon vitreo altamente poroso, ya que conlleva a
una reduccion sustancial de la resistencia mecéanica [43]. En el tercer método, una
resina termoendurecible en bruto es combinada con un formador de poros, el cual
debe ser eliminado durante el proceso de endurecimiento. Esta técnica es
adecuada para preparar carbonos vitreos con poros relativamente grandes, pero

no permite un alto control en la distribucion de los mismos [52].

Finalmente, en el proceso de réplica sobre esponja polimérica, se utiliza una
espuma polimérica de sacrificio, la cual es impregnada con una resina
termoestable y luego carbonizada, como se muestra en la Figura 1. Esta técnica
ha sido ampliamente utilizada para la fabricaciébn de cuerpos porosos a partir de
diferentes materiales ya que permite replicar con alto grado de exactitud la
morfologia de la plantilla de sacrificio, lo que implica obtener espumas con
tamafios de poro controlables, y no requiere el uso de tratamientos posteriores
para la eliminacion de la plantila puesto que ésta se degrada durante la
carbonizacion [40, 53-57].
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Figura 1. Proceso de fabricacion de espumas CVR mediante el método de

réplica sobre esponja polimérica.

Esponja polimérica . Curado y Espuma
de sacrificio Esponja impregnada carbonizacion CVR

s

Eliminacion del
Resina exceso de resina
termoestable

Por otra parte, diferentes trabajos han reportado el uso de sacarosa como
precursor para la obtencion de carbones con rendimientos entre 20 y 35 % [34, 39,
40, 49, 58], cuyas cardcteristicas dependieron no solo del método de sintesis
utilizado, sino también de variables como la concentracién de sacarosa (0,0075 - 2
g/mL) y las temperaturas de secado y carbonizacién. Adicionalmente, en
presencia de acidos fuertes, la sacarosa se hidroliza en una mezcla equimolar de
glucosa vy fructosa, las cuales a su vez se oxidan facilmente formando acidos
carboxilicos. Tanto los grupos carbonilos de los acidos formados, como los
hidroxilos posibilitan la polimerizacion y reticulacion de los sacéaridos (ver Figura
2), lo que conlleva a la formacién de resinas poliméricas que pueden ser
posteriormente carbonizadas para la fabricacion de carbdén vitreo. De acuerdo con
la literatura, los acidos sulfarico y nitrico funcionan como catalizadores de la
hidrélisis de la sacarosa, aunque el H2SO4 puede actuar como agente de union del

agua, dificultando la carbonizacion [52].
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Figura 2. Reacciones de hidrolisis y polimerizaciéon de la sacarosa.

Hidrélisis de sacarosa. (b) Formacién de &acidos carboxilicos.
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En general, pocos de los trabajos encontrados en la literatura se han enfocado en

el estudio de las propiedades mecanicas y morfolégicas de las espumas CVR,

puesto que el mayor interés sobre estos materiales ha residido principalmente en

otras propiedades como el area superficial o las conductividades térmica y

eléctrica. Con base en la extensiva buUsqueda bibliografica realizada para el

desarrollo de la presente investigacion, se puede afirmar que no se ha reportado

aun una evaluacion sistematica del efecto de los diferentes parametros de sintesis

22



en las propiedades morfolégicas y mecénicas de espumas de carbon vitreo. Es
por eso que el presente trabajo consistio en el desarrollo de un método
relativamente sencillo y de bajo costo para la fabricacion de espumas CVR con
propiedades mecanicas y morfolégicas similares a las de las espumas CVR
comerciales, a partir de un estudio sistematico de las diferentes variables de
sintesis involucradas en el método de fabricacion de espumas CVR por réplica
sobre esponja polimérica, utilizando una resina de sacarosa como precursor de
carbon. De esta manera, el presente trabajo de investigacion pretender contribuir
al mejoramiento y desarrollo de materiales para la fabricacion de andamios para
regeneracion de tejido 6seo.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un proceso de fabricacion de espumas de carbdn vitreo reticulado de
celda poliédrica a partir de sacarosa polimerizada para aplicaciones en ingenieria

de tejido 6seo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Establecer el efecto de la concentracion de sacarosa y concentracion del
catalizador sobre la morfologia y las propiedades mecéanicas de la espuma de

carboén vitreo resultante.
Evaluar el efecto de los tratamientos térmicos asociados a la carbonizacién de la
resina precursora sobre la morfologia y las propiedades mecanicas de las

espumas resultantes.

Estudiar la citotoxicidad in vitro de las espumas fabricadas para su posible

aplicacién en ingenieria de tejido 6seo.
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3. DISENO METODOLOGICO

3.1 ESTUDIOS PRELIMINARES

3.1.1 Obtencion y caracterizaciéon de resinas de sacarosa. Se realizaron
estudios preliminares con el fin de establecer un valor inicial de viscosidad de la
resina precursora para la impregnacion de la plantilla de sacrificio (ver Figura 3
(a)). Con base en la literatura [40], se prepararon soluciones de sacarosa de 0,4
g/mL con una relacion molar HNOs:sacarosa igual a 1:1, las cuales fueron
calentadas a 90°C por tiempos entre 1 y 12 h, con el fin de preparar la resina
precursora de carbon. La composicion de dichas soluciones fue caracterizada por
medio de espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR)
empleando un espectrometro Shimadzu IRTracer-100, mientras que su viscosidad

fue medida con un reémetro Brookfield DV-III.

Figura 3. Micrografia confocal de (a) esponja polimérica de sacrificio y (b)
espuma CVR comercial (ERG Aeroespace). (c) Espesor de ligamento. (d)
Diametro de celda. (Magnificacion: 70X)

g 7]

(a) (b)
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3.1.2 Obtencidon y Caracterizacion quimica, estructural y térmica de las
espumas CVR. Una vez obtenidas las resinas, esponjas de celulosa (esponjas de
sacrificio) cortadas en forma cubica con dimensiones aproximadas de 1,5 cm x 1,5
cm x 2 cm, fueron impregnadas con las resinas preparadas, y se retir0 el exceso
de resina por medio de extrusibn de las esponjas impregnadas en una
cilindradora. Después de esto, las esponjas fueron curadas a 250 °C con una
rampa de 1 °C/min y 1 h de sostenimiento, seguido por carbonizacion a 900 °C (3
°C/min) durante 1 h en atmosfera inerte de N2. Las espumas obtenidas fueron
evaluadas en funcién de su morfologia utilizando un microscopio 6ptico confoccal
Hirox KH-7700.

Las espumas CVR preparadas se caracterizaron por medio de los siguientes
ensayos: difraccion de rayos X (DRX), FT-IR y TGA. Los analisis de DRX se
llevaron a cabo por medio de un difractometro de polvo marca BRUKER modelo
D8 ADVANCE con geometria DaVinci. El rango de medicion fue de 3,5 - 70,0 ° 26,
con radiacion CuKa1 y un barrido a pasos con un tiempo de muestreo de 0,8
segundos. El analisis TGA se llevo a cabo en atmdsfera de nitrdgeno hasta 900°C
y velocidad de calentamiento de 10 °C/min, utilizando un equipo Setsys Evolution
TGA-DTA/DSC marca SETARAM.

3.2 FABRICACION DE ESPUMAS CVR: CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS
Y MECANICAS

3.2.1 Efecto de la concentracion del catalizador (HNOs). Teniendo en cuenta
los resultados de los ensayos preliminares, para el estudio de la variable
concentracion de catalizador, se fabricaron espumas CVR a partir de una resina
de sacarosa de 0,4 g/mL, utilizando un total de 10 repeticiones por ensayo (n=10),

segun el procedimiento descrito en el apartado 4.1. Con el fin de establecer el
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efecto del catalizador sobre las propiedades de las espumas, se trabajaron resinas
con diferentes relaciones de HNOs:sacarosa, asi: 0:1, 1:16 y 1:1. Las resinas
fueron analizadas mediante FT-IR. Posteriormente, las espumas CVR obtenidas
se caracterizaron segun su diametro de celda, espesor de ligamento (ver Figura 3
(b)), porosidades lineal y volumétrica, la cual se calculé con base en la norma
ASTM C20-00.

La resistencia a la compresion de las espumas CVR fabricadas se determind con
una maquina universal de ensayos Tinius Olsen, usando una velocidad de
compresion de 0,5 mm/min, con base en la norma ASTM C1424-15. Se realizaron
analisis estadisticos mediante el método de distribuciéon de Weibull y el test de
Kruskal-Wallis. Adicionalmente, se estudié el comportamiento térmico de las
resinas mediante analisis termogravimétricos (TGA) en atmosfera de nitrégeno
hasta 900°C y velocidad de calentamiento de 10 °C/min.

3.2.2 Efecto de la concentracion de sacarosa. Segun los resultados obtenidos
en el apartado 4.2.1, ademas del estudio de la concentracion de sacarosa, se
requirié evaluar el efecto de bajas concentraciones de acido en la resina. Para
ello, en esta etapa experimental se obtuvieron espumas CVR a partir de resinas
preparadas con soluciones de sacarosa de 0,2, 0,4 y 0,8 g/mL, sin adicion de
HNOzy con concentraciones de acido bajas, por el orden de 2x10“y 2x103 N. Se
realiz6 una caracterizacion morfoldgica de las espumas CVR resultantes (n=10)
como se describié anteriormente, y asi mismo se determiné su resistencia.
Andlisis estadisticos fueron realizados mediante el método de distribucion de
Weibull y el test de Kruskal-Wallis.
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3.2.3 Efecto del tratamiento térmico. Para evaluar el efecto de las condiciones
de carbonizacion se fabricaron espumas CVR (n=8) a partir de soluciones de 0,4
g/mL de sacarosa y 2x103 N de HNOa. La calcinacion se realizé bajo atmésfera de

nitrogeno de acuerdo con las condiciones mostradas en la Tabla 1.

Tabla 1. Condiciones de calcinacion

Velocidad de Tiempo de Temperatura de
Variable evaluada
calentamiento (°C/min) sostenimiento (h) carbonizacion (°C)
Efecto de la velocidad de
, 1,3,5,y10 1 900
calentamiento
Efecto del tiempo de
o 3 1,3y5 900
sostenimiento
Efecto de la temperatura de
3 1 600, 900, 1200 y 1500

carbonizacion

Las espumas obtenidas fueron caracterizadas segun su diametro de celda y
porosidad lineal (microscopia confocal) y su resistencia a la compresiéon. Con el fin
de comprobar cambios estructurales y de composicion en las espumas CVR
fabricadas con diferentes temperaturas de carbonizacion, se realizaron analisis de
espectrometria Raman y de contenido de carbono, hidrégeno y nitrégeno. Los
espectros Raman se obtuvieron con un espectrometro LabRam HR Evolution
HORIBA, usando un objetivo de 100X, un laser con una longitud de onda de 532
nm, un filtro en 1% de su poder nominal y un tiempo de integracion de 100
segundos. El contenido de C, H y N se determind mediante un analizador
elemental SDCHN 435 SUNDY.
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3.2.4 Efecto del tipo de plantilla. Con el fin de evaluar los cambios en las
propiedades mecénicas de las espumas CVR en funcion del diametro y el espesor
de ligamento, se fabricaron espumas CVR usando plantillas de sacrificio con
diferentes porosidades y diametro de poro, a partir de una resina de sacarosa

elaborada con las condiciones seleccionadas segun las etapas previas.

3.3 ESTUDIOS DE CITOTOXICIDAD

Adhesion celular

Espumas CVR sintetizadas con geometria cubica (n=4) fueron esterilizadas
usando Oxido de etileno en un sistema Anprolene (AN 74i, Andersen Sterilizer Inc).
Posteriormente, las espumas fueron sumergidas en medio de cultivo celular
durante 2 h, tiempo tras el cual fueron transferidas a placas de cultivo celular sin
medio con el fin de realizar la siembra celular. Se sembraron osteoblastos
humanos normales (Lonza) en la cara superior de cada espuma (30 pL de
suspensiéon conteniendo 130.000 células). Tras un periodo de incubacién de 45
min a 5% CO:2 y 37 °C, se repitié el proceso de siembra e incubacion en ausencia
de medio. Finalmente, se afiadié medio de cultivo (Lonza) a las placas, donde las
espumas fueron cultivadas por 24 y 72 h a 37°C y 5% CO:2 para permitir la

adhesion celular.

Después de cada periodo de incubacién, las muestras fueron lavadas con solucién
salina tamponada con fosfatos de Dulbecco (DPBS) por 10 min, fijadas usando
formalina al 10% y luego nuevamente lavadas dos veces con DPBS, para
posteriormente ser sometidas a tincion fluorescente con una solucion de
Rhodamine Phalloidin (ThermoFisher, 1:100 PBS) y Hoechst 33258
(ThermoFisher, Cat # H3569) para detectar los filamentos actin celulares y el

nacleo celular, respectivamente. Después de 1 h de incubacién a temperatura
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ambiente, las muestras fueron lavadas tres veces con DPBS. La adhesién celular
a las espumas CVR fue evaluada por medio de microscopia confocal.

Citotoxicidad

Con el objetivo de evaluar la potencial citotoxicidad de las espumas CVR
fabricadas, se realizaron mediciones indirectas de niveles de lactato
deshidrogenasa (LDH) liberados por osteoblastos humanos expuestos a estos
materiales después de 72 h y una semana de cultivo. Las células fueron
sembradas a una densidad superficial de 5000 células/cm? en platos de 12 pozos
usando medio osteogénico (Lonza). Después de 6 h en cultivo a 37°C y 5% COz,
las espumas fabricadas fueron puestas en insertos para cultivo celular,
permitiendo asi el contacto indirecto con las células sembradas en el plato, tal
como lo ilustra la Figura 4. Los niveles de LDH liberados en el medio de cultivo
fueron detectados usando un lector de platos (Biotek). Los resultados se
contrastaron con respecto a superficies de poliestireno para cultivo celular y

espumas de carbén vitreo comerciales (ERG Aerospace).

Figura 4. Configuracién del ensayo de citotoxicidad

/ Inserto
Medio de cultivo
% & Espuma CVR
Plato de
cultivo === n: Membrana porosa

Actividad metabdlica celular
La evaluacion de la actividad metabdlica celular se llevo a cabo por medio del
ensayo de reduccion metabdlica del Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
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difeniltetrazol (Ensayo MTT), utilizando la misma configuracion ilustrada en la
Figura 4. Para este ensayo, se afiadi6 medio de cultivo fresco suplementado con
Cl2-resazurin y después de 3 h de incubacion, una porcién del medio de cada
muestra fue recolectada y su fluorescencia medida con respecto a una curva

estandar de control positivo.
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4. RESULTADOS

4.1 ESTUDIOS PRELIMINARES

4.1.1 Obtencion y caracterizacion de resinas de sacarosa. Se realizaron
estudios preliminares con el fin de establecer un valor inicial de viscosidad y
estudiar el comportamiento de la resina precursora para la impregnacion de la
plantilla de sacrificio. Con base en la literatura [40], se prepararon soluciones de
sacarosa de 0,4 g/mL con una relacibn molar HNOs:sacarosa igual a 1:1, las
cuales fueron calentadas a 90°C por tiempos entre 1 y 12 h, con el fin de preparar

la resina precursora de carbon.

Con respecto a los cambios en las especies quimicas de las resinas precursoras,
en la Figura 5 se presentan los espectros FT-IR para resinas preparadas a 90 °C
por periodos entre 0 y 6 h, ademas del espectro de una solucién de referencia
(blanco) preparada con sacarosa sin adicion de acido ni calentamiento a 90 °C. En
todos los espectros se observan dos bandas localizadas desde 3700 a 3000 cm™
y en 2088 cm, ademas de un pico alrededor de 1638 cm™, correspondientes a la
presencia de agua y grupos OH [59], estas sefiales van disminuyendo en
intensidad a medida que aumenta el tiempo de calentamiento. Asimismo,
alrededor de 2926 cm se halla un pico en comln, correspondiente a las
vibraciones de estiramiento — C — H de los grupos CHs y/o CH2 encontrados

tipicamente en los compuestos organicos [59].

Las principales diferencias en los espectros FT-IR se observan en la region de
huella dactilar, donde el espectro de la solucién referencia presenta picos
maximos especificos de la sacarosa localizados en 995, 1060 y 1136 cm™ que

corresponden a enlaces C-O-H y C-O exociclicos y endociclicos, respectivamente
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[60]. En las soluciones con adicion de &cido se observo que las sefiales entre 990
a 1150 cm se solapan dando lugar a una sola banda centrada alrededor de 1060
cml, comportamiento que indica procesos de hidrélisis de la sacarosa en medio
acido, a partir de los cuales se genera glucosa y fructosa. Este solapamiento que
da lugar a la formacién de la banda a 1060 cm™, se produce debido a que la
glucosa y la fructosa presentan sefiales caracteristicas en la misma region que la
sacarosa (991, 1033, 1078, 1107 y 1149 cm-%, con adsorcién maxima en 1033 cm?
y 966, 979, 1063, 1082 cm?, con maxima adsorcion en 1063 cm,
respectivamente) [61, 62]. Asi mismo, entre 1329 y 1424 cm, se observan picos
correspondientes a los modos de deformacion C-C-H y C-O-H de la sacarosa en la
muestra referencia, los cuales se convierten en una sola banda en las soluciones
que contienen HNOs, producto de la interaccion de las tres especies: glucosa,
fructosa y sacarosa. Estas soluciones también presentan sefiales caracteristicas
de deformaciéon O-C-H, C-C-H y C-O-H en 1382 y 1340 cm™ para la glucosa y
alrededor de 1402 y 1340 cm* para la fructosa [61, 62].

Figura 5. Espectros FT-IR de resinas entre 0y 6 h de preparacién
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Posteriormente, a partir de la sexta hora de calentamiento (Figura 6), se observa
la reducciéon paulatina del pico formado entre 1424 y 1329 cm, hasta su
desaparicion a las 12 horas, lo que sugiere una oxidacién completa de la glucosa y
la fructosa [63]. Aunado a esto, la apariciéon de un pico alrededor 1734 cm
corresponde a los enlaces C=0 [61] generados a partir de la obtencion de
productos de oxidacion (acidos, aldehidos y cetonas) de la sacarosa y la fructosa,

lo que confirma la obtencion de especies polimerizantes [64, 65].

Figura 6. Espectros FT-IR de resinas entre 6 y 12 h de preparacién
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Con el fin de establecer el proceso de impregnacion de las esponjas de sacrificio,
se realizaron medidas de la viscosidad de las resinas preparadas (Figura 7), y se
encontré que durante las primeras 6 h de calentamiento a 90 °C, se presentaron
ligeros cambios en la viscosidad de la resina, principalmente por la evaporacion
del disolvente (agua). Para tiempos de calentamiento superiores (10 y 12 h), la
viscosidad de la resina aumentd significativamente (de 289 a 168000 cP), lo cual

evidencio ademas de la evaporacion del disolvente, reacciones de polimerizacion.
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Figura 7. Viscosidad de resinas con (&) 0a6 hy (b) 8 a 12 h de preparacion

150000
7
- 100000
s’ S 50000-
e} 5 o}
@ ©
2 4 S 2501
0 n
o 3 O 2001
O o
2, © 1501
> = 1001
1 50
0 04
1 2 3 4 5 6 8 9 10 11 12
Tiempo de reaccion (h) Tiempo de reaccion (h)

4.1.2 Obtencion y caracterizacion quimica, estructural y térmica de las
espumas CVR. A partir de las resinas preparadas se obtuvieron espumas CVR a
través de un proceso de curado a 250 °C (1 °C/min por 1h) y posterior
carbonizacion a 900 °C (3 °C/min por 1h). Los resultados de la caracterizacion de

las espumas CVR obtenidas se presentan a continuacion.

Analisis morfoldgico

En la Figura 8 se presentan las micrografias de espumas CVR fabricadas a partir
de resinas con diferentes tiempos de preparacion. Se observa que las espumas
CVR producidas a partir de resinas preparadas a 90 °C por tiempos mayores a 4 h
(Figura 8 (c y d)) presentaron protuberancias principalmente en los nodos,
producto de la accion espumante del acido nitrico, el cual durante la etapa final de
las reacciones de oxidaciéon de los azucares (ver Figura 2) genera grandes
cantidades de vapores, principalmente NO2 producto de la descomposicion del
acido nitrico debido a las altas temperaturas ocasionadas por el caracter
exotérmico de la reaccién [49, 66]. El tamafio y cantidad de dichas protuberancias

aumenté a medida que aumentaron los tiempos de preparacion.
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Figura 8. Morfologia de las espumas CVR con resinas de (a) 4 h, (b) 6 h, (c) 9
hy (d) 12 h. Magnificaciones de 50X, 100X y 200X de izquierda a derecha

Difraccion de rayos X

Los espectros DRX de las espumas CVR sintetizadas (Figura 9) presentan dos
sefales alrededor de 23° y 44°, que corresponden a las reflexiones de los planos
(002) y (101) del grafito, las cuales estan relacionadas con la estructura de
apilamiento grafitico y su ordenamiento en el plano [49, 67]. El ancho y la
intensidad de dichas sefiales esta asociada con el espaciamiento interlaminar en

la estructura de carbono y el desorden en su apilamiento, por lo que picos de
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difraccion débiles confirman la presencia de una estructura de carbono amorfa

tipica de los carbones vitreos [68, 69].

Figura 9. DRX tipico de las espumas CVR sintetizadas. Temperatura de
sinterizaciéon: 900°C
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Espectroscopia infrarroja

El andlisis del espectro infrarrojo de las espumas CVR (Figura 10) muestra
sefales correspondientes a vibraciones de estiramiento de los grupos C-H, C-O-
C, C-C, C=C y C=0 [39], que son tipicas de la estructura del carbdn vitreo, la cual
esta constituida por fragmentos de laminas de carbono curvadas
tridimensionalmente, en las que se encuentran grupos pentenos y heptenos
distribuidos aleatoriamente en la estructura hexagonal de dichas laminas
grafiticas, lo que le otorgan su caracter amorfo [68]. En comparacion con las
resinas precursoras de carbono, las sefiales de las espumas CVR sintetizadas
presenten baja intensidad vy alto ruido debido a la disminucion de los enlaces C-H
y C-O debido a su rompimiento a altas temperaturas producto de los procesos de

deshidratacion que ocurren durante la carbonizacion [39].
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Figura 10. FT-IR de las espumas CVR sintetizadas. Temperatura de
sinterizacién: 900°C
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Anélisis termogravimétrico
Los estudios de termogravimetria que se muestran en la Figura 11 se realizaron
para la resina, la plantilla (o esponja polimérica) de sacrificio, la sacarosa sélida y

la espuma CVR carbonizada a 900°C.

Con respecto a la resina, se observan tres zonas de pérdida de peso: la primera,
entre 100 y 170 °C, cuyos cambios de masa reflejan pérdidas por evaporacion del
disolvente (agua); mientras que la segunda (entre 170 y 350 °C), y tercera zona
(entre 350 y 420 °C) corresponden a la generacion de productos de reaccion
gaseosos tales como H20, CO, NO, Oz, CO2y NO2 durante la polimerizacion y
condensacion de la resina [69], la cual alcanza un rendimiento del 20,3%, que
corresponde a un 47,6% del rendimiento teérico de carbono en la sacarosa [69,
70]. Este rendimiento se encuentra dentro de los valores normales reportados para
carbones a partir de sacarosa [39], sin embargo diferentes estudios muestran que
la adicién de agentes como acido borico [39], polvo de carbdn [71] o compuestos
de poliacrilamida [70] mejoran el rendimiento de la sacarosa como precursor de

carbono, alcanzando valores incluso por encima del 90% del rendimiento tedrico.
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El termograma de la plantilla de celulosa de sacrificio permitié establecer que su
aporte de carbono es minimo (alrededor del 3%). Dado que la celulosa sufre
procesos de polimerizacion similares a los que ocurren con la sacarosa por ser de
la misma naturaleza, se puede apreciar que sus zonas de pérdida corresponden a
las mismas zonas de degradacién de la resina basada en sacarosa. Esta similitud
es importante ya que permite que el CVR residual de la esponja de sacrificio se
integre perfectamente con el generado a partir de la resina precursora, evitando
asi la formacion de defectos estructurales como vacios o grietas en el material,
los cuales se han reportado previamente en procesos de fabricacion de espumas

ceramicas por el método de réplica sobre esponja polimérica [54, 72].

Por otra parte, el analisis térmico de la sacarosa sélida muestra una Unica zona de
pérdida de peso, comprendida entre 215 y 420 °C, que corresponde de igual
manera a procesos de polimerizaciébn y condensacion [73]. No obstante, los
resultados muestran que, a pesar de no tener adicion de solvente (agua), el
rendimiento de la sacarosa es aproximadamente 3% menor que el rendimiento de
la resina, lo que confirma la importancia de los procesos de polimerizacion y
entrecruzamiento (reticulaciéon) que se llevan a cabo durante la preparaciéon de la
resina. Por su parte, el comportamiento térmico de la espuma CVR en atmésfera
inerte es el tipico de los materiales carbonosos a partir de los 150°C [74-76], el
cual se caracteriza por una pérdida de masa paulatina debido principalmente a la
eliminacién de H, N y O. Sin embargo, entre 70 y 150°C se observé el mayor
cambio de masa, que puede deberse a la humedad adquirida por la muestra. En
general, la curva TGA caracteristica del carbdn vitreo muestra una pérdida de
peso de alrededor de 17%, la cual se encuentra dentro de los rangos reportados
en la literatura (5 a 30%) [74—76]. Esto confirma que las espumas fabricadas son

térmicamente estables en una atmosfera inerte como el nitrogeno.
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Figura 11. Comportamiento termogravimétrico de: sacarosa solida, resina de
sacarosa, esponja de celulosa (plantilla de sacrificio) y espuma CVR
sintetizada a 900°C
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Con base en los resultados de los estudios preliminares, se seleccionaron dos
resinas para trabajar en etapas posteriores: i) la resina de 4 h debido a la
morfologia definida (sin protuberancias) de las espumas CVR producidas a partir
de ésta (Figura 8), y ii) la resina de 11 h, dado que su viscosidad ofrecia una
consistencia apropiada para impregnacion, y de acuerdo a la Figura 7, se podria
esperar que al igual que las resinas de 10 y 12 h, la resina de 11 h también

presentara reacciones de polimerizacion.
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4.2 FABRICACION DE ESPUMAS CVR: CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS
Y MECANICAS

4.2.1 Efecto de la concentracion del catalizador. Con el fin de establecer el
efecto del HNOs, catalizador de la hidrdlisis de la sacarosa, sobre las propiedades
de las espumas CVR resultantes, se fabricaron espumas a partir de resinas de 0,4
g/mL de sacarosa con diferentes relaciones molares de HNOs: sacarosa, asi: 0:1,
1:16 y 1:1. Estos valores se seleccionaron teniendo en cuenta las
concentraciones de acido reportadas en la literatura [40, 77] y considerando que
durante los estudios preliminares la concentracion utilizada de acido (1:1) genero
deformaciones en las espumas obtenidas (protuberancias). Estas soluciones
fueron calentadas a 90 °C por 4 y 11 h para producir las resinas precursoras de
las espumas CVR.

Al comparar los espectros FT-IR obtenidos para las resinas de 4 h (Figura 12), se
observa que para la resina sin adicion de HNOs, el espectro muestra los picos
caracteristicos de las soluciones de sacarosa pura en 995, 1060 y 1136 cm™.
Estos corresponden a enlaces C-O-H y C-O exociclicos y endociclicos [60], y a su
vez indican que, en ausencia de acido, el proceso de calentamiento no altera la
identidad quimica de la sacarosa. En contraste con este resultado, las resinas
preparadas con HNO3 revelaron procesos de hidrélisis de la sacarosa, lo cual es
evidenciado por el solapamiento de los picos entre 1136 y 995 cm™, los cuales
dan lugar a una sola banda centrada alrededor de 1060 cm™, producto de la

combinacion de especies (sacarosa, fructosa y glucosa) en la resina [62].

Por otra parte, la Figura 13 muestra los espectros FT-IR para las resinas de 11 h.
Como se puede notar, los picos a 1638 y 2088 cm™ correspondientes a la
humedad de la muestra [62], disminuyen sustancialmente en las resinas

preparadas con acido, para las cuales aparece una sefial adicional a 1737 cm*
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caracteristica de los estiramientos C=0 de grupos funcionales ésteres, aldehidos y
cetonas [78], lo que demuestra la obtencion de productos de oxidacion de la
glucosa vy la fructosa. Este resultado indica que altas concentraciones de HNOs3

cataliza los procesos de reticulacion de la resina [64].

Figura 12. Espectros FT-IR de resinas de 4 h de preparacion con diferente

relacion molar acido: sacarosa
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Figura 13. Espectros FT-IR de resinas de 11 h de preparacion con diferente

relacion molar acido: sacarosa
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Los resultados obtenidos por FT-IR, estdn en concordancia con las medidas de
viscosidad de las resinas preparadas. La Figura 14 muestra que, para las resinas
de 4 h, la ausencia de formacion de especies polimerizantes (ausencia del pico a
1737 cm?) se traduce en una ausencia de diferencias significativas en la
viscosidad de las resinas. En contraste, para las resinas de 11 h es evidente que
el aumento de viscosidad con la concentracion de acido se debe al efecto de éste
que cataliza la hidrolisis de la glucosa, acelerando los procesos de polimerizacion

de la resina, haciéndola por ende mas viscosa.

Figura 14. Efecto de la concentracion del acido sobre la viscosidad de las

resinas con tiempos de preparaciéon de (a)4hy (b) 11 h
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Con el objetivo de obtener informacién respecto a los procesos ocurridos durante
el tratamiento térmico de las diferentes resinas precursoras de carbén, se
realizaron analisis TGA utilizando las mismas condiciones térmicas para la
fabricacion de espumas CVR a partir de esponjas de sacrificio impregnadas con
las resinas precursoras, es decir, atmésfera inerte de N2, curado a 250 °C por 1 h
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seguido de carbonizacion a 900 °C por 1 h. De acuerdo con los termogramas
presentados en la Figura 15, los rendimientos en términos masicos de las resinas
de 4h y 11h fueron del 15 % y 18 %, respectivamente, independientemente de la

presencia del acido.

El comportamiento observado en los termogramas es similar al expuesto en el
numeral O donde se identifican tres zonas de pérdida de peso entre 100 - 170°C,
170 - 350°C y 350 - 420°C correspondientes a la evaporacion del solvente, a la
generacion de productos de polimerizacion y a los procesos de condensacion de
las huminas formadas (reticulacién de la resina) [69]. De acuerdo con los estudios
reportados por Janna et al [69], quienes analizaron resinas de sacarosa + HNOs
por medio de TGA y espectroscopia de masas, los productos de reaccion
generados en la segunda y tercera zona del termograma corresponden a H20,
CO, NO, O2, CO2y NO2[69].

Figura 15. Termogramas de las resinas preparadas con diferentes

concentraciones de acido.
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Los andlisis FT-IR previamente mostrados en las Figuras 12 y 13 (resinas
preparadas a 90 °C), mostraron que la adicion de &cido resultd en la catalisis de
procesos de hidrolisis y oxidacion de la sacarosa, fenbmeno que no fue observado
en las resinas preparadas en la ausencia de HNOs. Sin embargo, la comparacion
de los espectros FT-IR de las resinas preparadas a 90 °C y sometidas a procesos
de curado (250 °C) y carbonizacion (900 °C) que se presentan en la Figura 16
evidencian que, a pesar de la ausencia de acido, el curado de la resina favorece
igualmente la hidrolisis de la sacarosa debido a la presencia de iones H*y OH™ que
se generan con el aumento de temperatura (de 90 a 250 °C) [73, 78]. Ademas, La
disminucién en el pico correspondiente a las vibraciones C-O (1019 cm?), y la
aparicion de sefiales alrededor de 1656 y 1711 cm™, las cuales se atribuyen a la
formacion de enlaces C=C y C=0, tipicos de anillos aromaticos y grupos
carbonilos y/o carboxilos, respectivamente, permite establecer que en ausencia de
acido de igual manera se pueden producir procesos de polimerizacion durante el
curado [79].

Figura 16. Espectros FT-IR para resinas de 11 h de preparacion con relacion
molar &cido: sacarosa de: (a) 0:1 y (b) 1:1 y sus productos obtenidos a

diferentes temperaturas
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Con base en estos resultados y la literatura disponible [63, 78, 79], se pudo
establecer que el mecanismo de reaccién de la sacarosa ocurre inicialmente a
través de su descomposicion en sus correspondientes monosacaridos (glucosa y
fructosa), en los cuales posteriormente ocurren procesos de fragmentacion y/o
deshidratacion generando diversos compuestos como hidroximetilfurfural, acidos
carboxilicos y aldehidos. Durante el tratamiento térmico, los nuevos compuestos
generan reacciones de polimerizacion, via deshidratacion intemolecular o
condensacion aldolica, y dan lugar a compuestos carbonados de alto peso
molecular conocidos como huminas (ver Figura 17), las cuales durante el proceso
de carbonizacion (de 250 a 900 °C) siguen presentando reacciones de
deshidratacion hasta convertirse en carbon vitreo [78], cuyo espectro se
caracteriza por sefiales de baja intensidad en las bandas correspondientes a los
grupos hidroxilo o carboxilo (3000-3700 y 1000-1450 cm), y la apariciéon de
sefiales entre 1800 y 1631 cm™, que corresponden a grupos C=0, C=C que

conforman la estructura carbonacea [78].

Una vez caracterizadas las resinas precursoras, se procedié a impregnar las
esponjas de sacrificio, seguido por curado a 250 °C por 1 h y posterior
carbonizacion a 900 °C en atmosfera inerte (ver Figura 1). En la Figura 18 se
puede observar que las espumas CVR fabricadas a partir de resinas de 4 h
presentaron una estructura homogénea, al igual que las espumas obtenidas con la
resina de 11 h sin acido. Sin embargo, las espumas CVR producidas con las
resinas de 11 h en presencia de acido presentaron deformaciones
(protuberancias, poros) que parecieron aumentar en frecuencia con la

concentracion de HNOz3 utilizado en la resina.

46



Figura 17. Modelo de reacciones de polimerizaciéon de la sacarosa. R
corresponde a grupos alquilo, vinil, ciclo alquilo 6 arilos. Modelo de la
estructura molecular de una humina derivada de la sacarosa de acuerdo a

los enlaces determinados por FT-IR
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Figura 18. Efecto de la concentracion de acido sobre la morfologia de las

espumas CVR con resinas de 4 hy 11 h de preparacion. Magnificacion: 70Xy

140X. Relacion molar HNOs:sacarosa 0:1, 1:16 y 1:1 (de izquierda a derecha)
0:1 1:16 1:1

\| Q)Oumlﬂ '

En la Figura 19 se presentan las imagenes MEB de espumas CVR elaboradas a
partir de resinas de 11 h de preparacion, con relacion HNOs:sacarosa 0:1y 1:1, en
estas se muestra claramente que los defectos mencionados correspondieron a
poros cerrados que alcanzaron diametros de hasta 300 um, lo cual compromete

no solo la morfologia de la espuma CVR, sino también sus propiedades
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mecanicas. Cabe resaltar que no se hall6 evidencia de grietas en las espumas, lo
cual reflejo que, aunque hubo formacién de poros debido a la volatilizacion de
material durante la carbonizacién, el tratamiento térmico aplicado (curado a 250 °C
seguido por carbonizacion a 900 °C) evitd la formacion de grietas durante la

carbonizacion [71].

Figura 19. Micrografias MEB de espumas CVR a partir de resinas de 11 h de
preparacion con relacion HNOs:sacarosa (a) 0:1, (b) 1:1 con electrones

retrodispersados y (c) 1:1 con electrones secundarios

En cuanto a las propiedades mecanicas de las espumas CVR sintetizadas, los
resultados se presentan en la Figura 20 y Tabla 2, se observd de manera general
gue, a mayor tiempo de calentamiento de la resina precursora (11 h versus 4 h),
mayor fue la resistencia a la compresion de las espumas resultantes. Esto puede
explicarse por el hecho de que en las resinas de 11 h ya han avanzado las
reacciones d(,a),,;olimerizacic’)n (Figura 155),)10 cual conllevé a un m;,(,(f),'r rendimiento
de carbono (Figura 15), por ende, resultaron en espumas CVR mas densas y de
ligamentos de celda mas anchos (Tabla 2). Por otra parte, dado que el diametro
de celda es aproximadamente homogéneo (alrededor de 1 mm, Tabla 2) para
todas las espumas, no se puede concluir nada respecto al efecto de este

pardmetro en la resistencia mecanica de las espumas. Sin embargo, estudios
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previos realizados en espumas CVR comerciales [44] y sintetizadas a partir de
diferentes precursores [40, 80, 81], reportan una fuerte dependencia de la

resistencia mecanica con el tamafio de la celda y el espesor del ligamento.

Otros trabajos han reportado que las propiedades mecénicas de las espumas CVR
se ven afectadas también por la orientacion de los poros y la anisotropia del
material [20]. Esto debido al hecho de que, para los materiales fragiles, la fractura
se inicia por falta de homogeneidad y defectos, y por lo tanto los ligamentos
largos tienen méas probabilidades de romperse que los mas cortos cuando se
comprimen bajo las mismas condiciones [82], de modo que un mayor didmetro de
celda y/o un menor espesor de ligamento tienden a ocasionar una reduccion en la

resistencia a la compresion de las espumas CVR.

Figura 20. Efecto de la concentracién de acido sobre las propiedades

mecanicas de las espumas CVR
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Finalmente, en la Tabla 2 se puede observar que la porosidad de todas las
espumas CVR sintetizadas se mantuvo por encima del 90 %, con una ligera
tendencia decreciente a medida que se aumento la concentracion de HNOs en la
resina, efecto tal vez causado por las obstrucciones (protuberancias) previamente

observadas en resinas con contenido de acido.

De acuerdo con el test estadistico de Weibull, el médulo de Weibull (mw) de un
material proporciona una medida estadistica del rango de esfuerzos que este
soporta. Un mayor valor del mddulo representa un menor intervalo de esfuerzos
para los cuales existe una probabilidad de fractura [83], lo que indica mayor
confiabilidad del material. Como se observa en la Tabla 2, los modulos de Weibull
hallados se encuentran dentro de los valores comunmente reportados en la
literatura (entre 3 y 6) para espumas CVR [82]. Por otra parte, el analisis de
Kruskal-Wallis realizado indico la ausencia de diferencias estadisticamente
significativas en términos de resistencia a la compresion de las diferentes
espumas CVR sintetizadas. Sin embargo, con base en las tendencias observadas,
se decidi6 trabajar en etapas posteriores con resinas preparadas en ausencia de
catalizador (HNO3s), 0 con una concentracion muy baja del mismo, para evitar las
distorsiones morfolégicas en la espuma, también se considerd extender el tiempo
de calentamiento (a 90 °C) de la resina precursora a 16 h para la siguiente etapa

de la investigacidn con el fin de aumentar el contenido de carbono en la resina.

Tabla 2. Propiedades mecéanicas de espumas CVR (n=10) y morfoldgicas

(n=30) obtenidas con diferentes concentraciones de acido en la resina

precursora
Relacion
Tipo de HNO Resistencia a la Espesor del Diametro de %
3. mw
resina compresién (MPa) ligamento (um) | celda (um) | Porosidad
sacarosa
4h 0:1 0,0193 £ 0,006 35 131+ 23 1027 + 597 97,1+0,8
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Relacion

Tipo de HNOs: Resistencia a la . Espesor del Diametro de %
resina compresién (MPa) ligamento (um) | celda (um) | Porosidad
sacarosa

1:16 0,0078 £ 0,001 8,8 125+ 35 992 + 394 959+1,8

111 0,0224 £ 0,004 7,1 138 + 28 1162 + 497 959+0,3

0:1 0,0289 + 0,011 2,8 143 £ 24 1056 + 450 94,1+£1,0

11h 1:16 0,0264 £ 0,005 6,5 140 £ 24 1177 + 683 92,719
1:1 0,0249 + 0,007 43 110 £ 22 1082 £ 401 91,0+2,6

4.2.2 Efecto de la concentracién de sacarosa. Para el estudio de esta variable,
se prepararon soluciones de sacarosa de 0,2, 0,4 y 0,8 g/mL con concentraciones
de acido 0y 2x10* N, las cuales fueron sometidas a calentamiento a 90° por 16 h

para producir las resinas a estudiar.

En primer lugar, se debe mencionar que la solucion de 0,2 g/mL de sacarosa en
ausencia de acido exhibioé una rapida evaporacion del solvente, lo cual resultd en
la precipitacion de la sacarosa después de 16 h, por ende, no fue posible obtener
una resina a partir de dicha solucion. Con las restantes soluciones se obtuvieron
resinas aptas para la fabricacion de espumas CVR, las cuales se caracterizaron

fisica y mecanicamente.

En la Figura 21 se presentan las imagenes de las espumas CVR obtenidas con los
dos niveles de acido (0 y 2x10“ N) y los tres de concentracién de sacarosa (0,2,
0,4 y 0,8 g/mL). Se observa que todas las espumas CVR presentaron una
morfologia homogénea sin signos de espumado, lo cual si fue claramente
evidenciado en las espumas CVR obtenidas a partir de resinas con alto contenido

de 4cido (ver Figura 19 (b y c)).
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Por su parte, las caracteristicas fisicas y mecanicas presentadas en la Tabla 3 y
Figura 22 indican que el aumento de la concentracion de sacarosa (en el rango
estudiado) tiende a disminuir la resistencia mecéanica de la espuma CVR. Esto
podria relacionarse con las propiedades coligativas de las soluciones, en el
sentido de que el aumento en la concentracion de sacarosa hace que disminuya la
presion de vapor de la solucion, lo cual hace que el agua se evapore lentamente,
por lo que, tras el periodo de calentamiento aplicado, las resinas con menor

concentracion inicial, alcanzan una mayor concentracion del precursor [84].

Figura 21. Efecto de la concentracion de sacarosa sobre la morfologia de las
espumas CVR con resinas (a) Sin adicion de HNOs y (b) Con soluciones de
HNOs 2*10# N. Magnificacién: 140X. Concentracién de sacarosa 0,2 g/mL, 0,4
g/mL y 0,8 g/mL de izquierda a derecha

(@)

(b)
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Tabla 3. Propiedades mecanicas (n=10) y morfolégicas (n=30) de espumas

CVR obtenidas con diferentes concentraciones de sacarosa Yy bajas

concentraciones de acido

Concentracion de | Concentracion de Resistencia a la Espesor de Diametro de
sacarosa (g/mL) HNOs; compresién (MPa) e ligamento (um)  celda (um)
0,4 0,0359 + 0,012 36 134 £ 38 1190 + 460
0,8 o 0,0279 £ 0,011 3,0 141+ 38 1084 + 440
0,2 0,0292 + 0,011 3,2 148 + 32 1055 + 476
0,4 2x104N 0,0278 + 0,010 33 139+ 20 1135 + 289
0,8 0,0225 + 0,004 58 158 + 52 1176 + 419

Figura 22. Efecto de la concentracion de sacarosa sobre las propiedades

mecanicas de las espumas CVR
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En coherencia con lo anterior, las medidas de viscosidad de las soluciones
preparadas con concentracion de acido de 2x10 “ N, las cuales se muestran en la
Figura 23, muestran que la viscosidad de las resinas disminuye proporcionalmente
con el aumento en la concentracion de sacarosa, o que confirma la ocurrencia de
procesos de evaporacion del disolvente mayores en las resinas con menor

concentracion de sacarosa.

Estos resultados reafirmaron la conclusion previa con respecto a los niveles
adecuados de sacarosa en la solucion inicial, y se definié entonces que 0,4 g/mL
era apropiado. Por otra parte, la Tabla 3 muestra que el diametro promedio de
celda y el espesor de ligamento fueron similares para todas las espumas CVR
sintetizadas, lo que indica que estas caracteristicas fisicas de las espumas

dependen principalmente de las esponjas de sacrificio.

Figura 23. Efecto de la concentracion de sacarosa en la viscosidad de las

resinas preparadas con 2x104 N de acido
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Hasta este punto de la investigacion, y teniendo en cuenta las diferencias
significativas encontradas en cuanto a la resistencia mecénica de las espumas
sintetizadas, se concluye que las espumas con mayor resistencia (0,0359 + 0,012
MPa) y adecuada morfologia se obtienen con una solucién de sacarosa con
concentracion de 0,4 g/mL y sin adicién de &cido. No obstante, la resistencia a la
compresion alcanzada es muy inferior a la de las espumas comerciales (0,106 +
0,017 MPa).

Teniendo en cuenta lo anterior, surgio la inquietud de prolongar el tiempo de
preparacion de la resina de 0,4 g/mL de sacarosa obtenida con adicion de
catalizador en baja concentracion, es decir, 2x10* N HNOs mas alla de 16 h, con
el fin de favorecer el avance de la polimerizacion de la resina y, por tanto, mejorar
su rendimiento. Se probaron entonces tiempos de preparacion de 24 y 48 h, pero
tal como se puede observar en los espectros FT-IR de la Figura 24, no se notaron
indicios de dicha polimerizacion, es decir, no se identifica el pico ubicado a 1716
cm?, indicador de la generacién de procesos de reticulacion en las resinas [64].
Tales resultados dejan en evidencia la necesidad de aumentar la concentracion
del acido catalizador para acelerar las reacciones de polimerizacién. En este orden
de ideas, se incrementd en un orden de magnitud la concentracién del &cido, de
2x104 a 2x10° N, y se evaludé nuevamente el efecto del aumento del tiempo de
preparacion de la resina a 90°C. Los andlisis de infrarrojo de las resinas asi
obtenidas se muestran en la Figura 25. Tal como se puede apreciar, la resina de
48 h exhibi6é un pico alrededor de 1716 cm™, el cual se relaciona con el inicio de
la reticulacion de la resina de sacarosa [61]. A pesar de tal resultado, la resina
preparada durante 48 h, presenta la limitacibn de ser muy viscosa, lo cual

imposibilitaba su uso en la impregnacion de la esponja de sacrificio.
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Figura 24. Espectros FT-IR de resinas preparadas a diferentes tiempos y con

concentracion de catalizador 2x104N
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Figura 25. Espectros FT-IR de resinas preparadas a diferentes tiempos y

concentracion de catalizador 2x103N
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Para solucionar este problema, se propuso entonces diluir ligeramente la resina
con agua destilada, inmediatamente antes de proceder con la impregnacion. Se
realizaron ensayos con adicion de 1, 2 y 3 mL de agua destilada por cada 15 mL
de resina. Se observé que la dilucién de 15 mL de resina con 1 mL de agua no fue
suficiente para alcanzar una resina con textura adecuada para impregnacion,
mientras que la adicion de 2 y 3 mL de agua si resulté en viscosidades de resina
con las que fue posible trabajar y sintetizar espumas CVR. De acuerdo con los
datos presentados en la Tabla 4, estas resinas de 48 h diluidas permitieron la
impregnacion de esponjas de sacrificio y posterior obtencion de espumas CVR con
resistencias a la compresion similares a las reportadas para las espumas CVR
comerciales (0,106 + 0,017 MPa para ERG Aerospace Inc.), siendo la resina
precursora diluida con 3 mL de agua la que produjo espumas CVR con morfologia
mas uniforme (ver Figura 26). De esta manera, fue posible alcanzar en esta etapa
del presente proyecto una contribucion importante al estado del arte en la
investigacibn en andamios para regeneracion Osea: desarrollar un proceso
sencillo, de bajo costo y mas amigable ambientalmente para la produccion de
espumas CVR, con propiedades morfoldégicas y mecanicas comparables con las
de las espumas CVR comerciales. Finalmente, se concluye que la resina
precursora con propiedades mas favorables para la fabricacion de espumas CVR
es aquella preparada a partir de una solucién de 0,4 g/mL de sacarosa en 2x103 N
HNOs calentada a 90 °C por 48 h y posteriormente diluida con 3 mL de agua

destilada.

Tabla 4. Resultados obtenidos a partir de resinas diluidas (n=7)

Viscosidad de la Resistencia a la
Dilucion My % Porosidad
resina (cP) compresion (MPa)
2mL 64316 0,1107 + 0,0408 3,0 85,7 +3,6
ImL 13695 0,0588 £ 0,0153 4,3 916+1,2
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Figura 26. Morfologia de las espumas CVR obtenidas a partir de resina de
48h y 2x103N de HNOz diluidas con (a) 2 mL y (b) 3 mL de agua destilada

4.2.3 Efecto del tratamiento térmico. Con el fin de evaluar el efecto del
tratamiento térmico sobre las caracteristicas morfoldgicas y mecénicas de la
espuma CVR resultante, se analizaron de manera independiente los siguientes
aspectos de la etapa de sinterizacion: rampa de calentamiento, tiempo de
sostenimiento, y temperatura maxima de calcinacion. En todos los casos se
utilizaron resinas precursoras preparadas a partir de soluciones de 0,4 g/mL de
sacarosa en 2x10°3 N HNOs, las cuales fueron calentadas a 90 °C por 48 h y
diluidas con 3 mL de agua destilada.

Efecto de larampa de calentamiento

Una vez impregnadas las esponjas poliméricas de sacrificio con la resina, éstas se
curaron durante 1 h a 250°C con una velocidad de calentamiento de 1 °C/min. Las
esponjas curadas fueron entonces calcinadas a 900 °C durante 1 h con rampas de
1, 3, 5y 10 °C/min. La caracterizacion fisico-mecéanica de las espumas obtenidas,
las cuales se presentan en las Figuras 27 y 28 y la Tabla 5, indican que ni la
morfologia ni la resistencia a la compresion (analizada a través del test de Kruskal-
Wallis) de las espumas fue afectada de manera significativa por los cambios en la

velocidad de calentamiento durante la calcinacién. Asi mismo, los moédulos de
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Weibull (mw) hallados describen un comportamiento similar al de los valores
reportados en la literatura (entre 3y 6) para espumas CVR [82].

Figura 27. Efecto de la rampa de calentamiento durante la carbonizacién

sobre la morfologia de espumas CVR: 1, 3, 5y 10 °C/min (de izquierda a
derecha) Magnlflcacmn @) 70Xy (b) 140X

Figura 28. Efecto de la rampa de calentamiento sobre las propiedades
mecanicas (n=8) de las espumas CVR
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Tabla 5. Propiedades mecéanicas (n=8) y morfoldégicas (n=30) de espumas
CVR obtenidas con diferentes velocidades de calentamiento durante la

carbonizacion

Rampa Resistenciaala Espesor de ligamento Diametro de

(°C/min) compresion (MPa) m (4m) celda(um)
1 0,0539 + 0,0101 6,2 182 £ 53 1208 + 440
3 0,0588 + 0,0153 43 183+ 92 1155 £ 471
5 0,0501 +£0,0110 53 180+ 70 1047 + 434
10 0,0501 +0,0123 4,6 185+ 91 1116 £ 463

La fractura de las espumas CVR esta fuertemente asociada con los defectos en su
estructura, tales como microporos o0 grietas que surgen durante el tratamiento
térmico por la volatilizacién de materia y la contraccién del material calcinado. En
general, una velocidad de calentamiento alta resulta en una mayor cantidad y
tamafo de las grietas y poros en la superficie de la espuma CVR calcinada, lo cual
a su vez implica un detrimento en las propiedades mecanicas del producto final
[85], [86]. Sin embargo, los resultados obtenidos en la presente investigacion
mostraron que la velocidad de calentamiento no influencié las propiedades
mecanicas de las espumas CVR sintetizadas. Esto puede explicarse por la
existencia de un paso previo a la calcinacién: un tratamiento de curado a una tasa
constante de 1 °C/min hasta 250°C, el cual permite que los procesos de pérdida
de masa mas significativos (evaporacién del solvente y productos de las
reacciones de polimerizacion, Figura 15) ocurran de manera lenta y controlada a la

vez que minimiza la formacion de defectos durante la carbonizacion.

Los defectos superficiales provocados por la difusion de los gases generados
durante la carbonizacién también estdn asociados al espesor del material.
Estudios realizados por Maleki y colaboradores [87] determinaron que el espesor

minimo de ldminas de carbdn vitreo que puede ser obtenido sin generacion de
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defectos para rampas de calentamiento entre 2,8 y 0,04 °C/min oscila entre 820 y
3839 um, respectivamente [87]. De acuerdo con lo anterior, la alta porosidad y el
bajo espesor de ligamento de las espumas CVR sintetizadas (~183 um) favorecen
procesos de difusion de los volatiles, lo cual evita la generacion de dafios en su

estructura.

Efecto del tiempo de sostenimiento

Las espumas previamente curadas a 250 °C fueron llevadas a 900 °C usando una
rampa de calentamiento de 3 °C/min. Una vez alcanzada esta temperatura de
calcinacion, se sostuvo durante 1, 3 y 5 h. Similar a los resultados obtenidos en la
seccion anterior, el tiempo de sostenimiento a 900 °C no parecio influenciar
significativamente la morfologia y las propiedades mecanicas de las espumas
CVR sintetizadas (ver Tabla 6 y figuras 29 y 30).

De acuerdo a la literatura, los tiempos de sostenimiento utilizados previamente en
la fabricacion de carbones vitreos porosos varian entre 1y 3 h [35, 71, 74, 88, 89],
los cuales parecen estar asociados al tamafio de las muestras a calcinar y al tipo
de precursor. Considerando la alta porosidad (~ 90%) y el pequefio tamafio de las
muestras usadas en el presente trabajo (1,5 cm x 1,5 cm x 2,0 cm) se podria
esperar entonces que un tiempo corto de sostenimiento sea suficiente para
completar los procesos de conversion y difusion que se llevan a cabo a una
temperatura dada. Por esta razon, mayores tiempos de sostenimiento en la
calcinacion no deberian tener influencia en las propiedades de la espuma CVR

resultante.
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Tabla 6. Propiedades mecénicas (n=10) y morfolégicas (n=30) de las

espumas CVR obtenidas con diferentes tiempos de carbonizacion

Tiempo de Resistencia a la Espesor de Diametro de celda
sostenimiento compresion (MPa) m ligamento (um) (um)
1h 0,0588 £ 0,0153 43 183+ 92 1155 + 471
3h 0,0463 + 0,0087 6,2 182 + 62 1142 + 489
5h 0,0567 £ 0,0171 3,7 179 £ 58 1115 £ 386

Figura 29. Efecto del tiempo de sostenimiento de carbonizacién sobre la
hy (c) 5 h. Magnificacion: 70X
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Figura 30. Efecto del tiempo de carbonizacion sobre las propiedades

mecanicas (n=8) de las espumas CVR
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Efecto de la temperatura de carbonizacion

El efecto de la temperatura de carbonizacion se evalu6é calcinando espumas
previamente curadas a 600, 900, 1200 y 1500 °C, utilizando 1 h de sostenimiento
y una rampa de calentamiento de 3 °C/min. Como se observa en la Figura 31, la
caracterizacion morfoldgica de las espumas CVR resultantes muestran la ausencia
de alteraciones aunque se evidencia una tendencia a la disminucién en el
diametro de celda y espesor de los ligamentos al aumentar la temperatura de 900
a 1200 °C (Tabla 7), debido a que las espumas sufren procesos de contraccion
que aumentan gradualmente con el aumento de la temperatura. Este
comportamiento ha sido previamente reportado en estudios sobre preparacion de
espumas CVR a partir de taninos [90] y resinas fendlicas [91], y se encuentra
asociado a la pérdida de masa ocasionada por el aumento de la temperatura.
Algunos investigadores han encontrado que la contraccion de las espumas es
proporcional a la pérdida de masa durante la carbonizacion [34], es decir, que la
pérdida de masa que sufre el material con el aumento de la temperatura se
compensa con la reduccion del tamafio de las espumas resultantes. Sin embargo,
también es sabido que la tasa de contraccion puede variar ademas en funcién de

factores como el tratamiento térmico y el tipo de precursor [39, 48, 90, 91].
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Figura 31. Efecto de la temperatura de carbonizacion sobre la morfologia de

las espumas CVR. 600, 900, 1200 y 1500 °C (de izquierda a derecha).

Magnificacion: (a) 70X y (b) 140X
' 'a_ r‘q, o

Tabla 7. Propiedades mecéanicas (n=10) y morfoldgicas (n=30) de espumas

CVR obtenidas con diferentes temperaturas de carbonizacién

Resistencia a la Espesor de Diametro de % Volumen
Temperatura mw
compresion (MPa) ligamento (um) celda (um) contraido
600 °C 0,0372 £ 0,0135 3,0 186 + 54 1149 £ 424 427+05
900 °C 0,0588 + 0,0153 43 183 £ 92 1155 £ 471 48,0+2,1
1200 °C 0,0570 £ 0,0137 47 171+ 68 963 + 408 516+0,8
1500 °C 0,0960 + 0,0272 4,0 171+ 60 1004 £ 400 47,2+3,0

Por otra parte, el analisis Kruskal-Wallis de las medidas de resistencia a la
compresion indicaron que las propiedades mecanicas fueron estadisticamente
mayores para las espumas CVR producidas por calcinacion a 1500 °C, respecto a
los demas tratamientos (Figura 32). Sin embargo, los médulos de Weibull (mw)
siguen siendo similares a los valores reportados en la literatura [82] y a los
hallados en etapas previas del presente trabajo.
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Figura 32. Efecto de la temperatura de carbonizacion sobre las propiedades

mecanicas (n=8) de las espumas CVR
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En el contexto de la literatura, pocos estudios se han reportado sobre la
evaluacion del efecto de la temperatura de carbonizacién en las propiedades
mecanicas de espumas de carbon [90, 94, 95]. Dichos trabajos han evidenciado
incrementos hasta de 40% en la resistencia a la compresién de espumas CVR
fabricadas a partir de resinas fendlicas, asociando dicho fenémeno a la formacién
de cierto orden cristalografico en la estructura del carbén. Por lo tanto, con el fin
de validar dicha hipoétesis, se realizaron analisis de C, H y N y espectroscopia
Raman a espumas CVR fabricadas bajo las diferentes temperaturas de
carbonizacion (600-1500 °C). Como se muestra en la Tabla 8, un aumento en la
temperatura de carbonizacion resulté en un incremento en el contenido de
carbono y una reduccion en el porcentaje de heteroatomos (O, H, N, por ejemplo)
en las espumas sintetizadas, siendo los cambios méas drasticos observados para
las muestras tratadas a 1500 °C. Estos resultados denotan que existe una relacion
directa entre el aumento del porcentaje de carbono y las propiedades mecanicas

de las espumas CVR.
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Tabla 8. Cambios en la composicion elemental de las espumas CVR con la

temperatura de carbonizacién

Temperatura %C %H %N %0 *
600 °C 84,75 2,55 2,04 10,66
900 °C 84,41 0,82 2,005 12,775
1200 °C 86,64 0,88 0,64 11,84
1500 °C 97,56 0,00 0,18 2,26

* Calculado por diferencia entre los porcentajes de los demas elementos

Adicionalmente, varios autores han establecido que la temperatura de
carbonizacion esta directamente relacionada con el grado de ordenamiento
estructural que alcanza un material [92, 96-98]. Dichos trabajos han relacionado
propiedades especificas del espectro Raman con parametros para analisis de
fases cristalinas, tales como el tamafio de cristal (La) y el comienzo del
ordenamiento tridimensional. En la Figura 33 se muestran los espectros Raman de
las espumas CVR calcinadas a diferentes temperaturas. Es posible identificar
claramente dos bandas principales alrededor de 1580 y 1360 cm™: i) la banda G
(1580 cm), denominada banda de grafito, que corresponde a la vibraciéon de
estiramiento de enlaces de carbono tipo sp? y estéa relacionada con la extension en
la que se repite una determinada estructura dentro de un cristal; y ii) la banda D
(1360 cm™), la cual esta asociada a la ruptura en la repetividad de la estructura
carbonosa. Esta ultima sefal tipicamente disminuye con el ordenamiento de los
planos aromaticos durante el proceso de grafitizacion [92], y en consecuencia, una
mayor presencia de defectos estructurales como heterodtomos podria
incrementar la intensidad de la banda D. Por lo tanto, con base en esta
informacion, podria esperarse que las espumas CVR producidas por calcinacion a
1500 °C tuvieran probablemente una estructura mas organizada dado su bajo
contenido de impurezas (ver Tabla 8), y por ende, una mayor resistencia a la

compresion.
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Figura 33. Espectros Raman de espumas CVR carbonizadas a diferentes

tem peraturas
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Como se observa en la Figura 33, las bandas D y G disminuyen su intensidad y se
estrechan con el aumento de la temperatura. Diferentes autores han asociado
directamente la evolucion de estas bandas con el grado de ordenamiento de
materiales de carbono, a través del calculo de sus relaciones de area (Ao/Ac),
intensidad (Io/lc) y anchura media (Wo/Wa) relativas [92, 98]. Asi, una disminucién
de estos factores sugiere un mayor grado de ordenamiento del material. En la
Figura 34 se muestran los resultados de Ao/Ag, Io/lc y Wp/We para las espumas
CVR preparadas, pardmetros que fueron calculados a partir de la deconvolucién

de las respectivas bandas D y G por medio de una funcion Gaussian-Lorentz.
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Figura 34. Cambios en los factores relativos de area, intensidad y anchura

media con la temperatura de carbonizacion
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Con el aumento de la temperatura, los indices de area y anchura media muestran
una tendencia a disminuir, mientras que el indice Io/lc presenta un ligero aumento
que sugiere un incremento en la amorficidad del material [92]. Aunque estos
resultados pueden parecer ambiguos, acuden al hecho de que a temperaturas de
carbonizacion mayores la disminucion en el contenido de heteroatomos ocasiona
un mayor grado de apilamiento de los planos laminares, lo cual a su vez genera un
ordenamiento del material; sin embargo, es posible que las temperaturas usadas
en la presente investigacion no hayan sido suficientes para generar procesos de
grafitizacion de los carbones generados a partir de sacarosa. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos por Baldan [98] y Tzeng [93], quienes comprobaron
gue tratamiento térmicos hasta de 2600 °C no eran suficientes para grafitizar

espumas CVR fabricadas usando furfural y resinas fendlicas.
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Morfologia y propiedades mecanicas de las espumas sintetizadas,
comparacién con las espumas comerciales

En la Figura (a, b y c) se muestran imagenes MEB de las espumas CVR
sintetizadas, las cuales evidencian una morfologia de celda poliédrica similar a la
de las espumas CVR comerciales (Figura (d)). Por otra parte, aunque no se
presentaron grietas en los ligamentos (Figura 35), se observé la formacion de
poros, defectos posiblemente generados por la volatilizacion de materia durante el
tratamiento térmico. Estos defectos estuvieron preferencialmente localizados en
las regiones de unién de los ligamentos de cada celda, donde tiende a quedar un
exceso de resina debido a la morfologia de la plantilla de sacrificio, la cual
presenta concavidades en los ligamentos que pueden favorecer una distribucion

no homogénea de la resina en la plantilla.

Las propiedades mecanicas de las esponjas obtenidas fueron menores en
comparacion con las comerciales de 20 PPI (Figura 36), sin embargo presentan
una resistencia a la compresion similar a sus analogas de 10 PPI [25], las cuales,
aunque cuentan con un diametro promedio mayor que las sintetizadas, tienen un
espesor de ligamento semejante. Contrario a ello, las CVR de 20 PPI son similares
en cuanto a diametro, pero cuentan con espesores de ligamento significativamente
mayores. La comparacion entre estas dimensiones que se presenta en la Figura
37 sugiere que espesores amplios mejoran la estabilidad mecéanica de la espuma
independientemente de la porosidad del material, por lo que se infiere que a partir
de la resina de sacarosa desarrollada se podrian modificar de manera controlada
las caracteristicas morfolégicas de las espumas, con el fin de lograr una relacién

de porosidad y resistencia mecanica apropiada para su aplicacion.

70



Figura 35. Imadgenes MEB de espumas CVR: (a) sintetizada, (b y c) de los
ligamentos de las espumas CVR sintetizadas y (d) comercial de 20 PPI.
Magnificacion: (a, d) 100Xy (b, c) 800X

Figura 36. Resistencia ala compresion de CVR comercial y sintetizada
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Figura 37. Didmetros de celda y espesor de ligamento de las espumas CVR

sintetizadas y comerciales de 20 PPI
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4.2.4 Efecto del tipo de plantilla. Teniendo en cuenta los resultados anteriores,
se fabricaron espumas CVR sobre esponjas poliméricas de poliuretano de 50 PPI
y celulosa de 30 PPI, para ello se elabor6 una resina con soluciones de sacarosa
(0,4 g/mL) y &cido nitrico (2 x 10 N), calentadas durante 48 h y diluidas con 3 ml
de agua destilada. Una vez impregnadas, las esponjas se curaron a 250°C
durante 1h y se carbonizacion a 900 °C durante 1 h, con una velocidad de
calentamiento de 3 °C/min. Los resultados obtenidos, que se muestran en la Tabla
9 y Figura 38, confirman la fuerte dependencia de las propiedades morfolégicas y
mecanicas de las CVR con la plantilla de origen. Se observa por ejemplo la
disminucién en la porosidad de las CVR obtenidas por la plantilla de 50 PPI debido
a obstrucciones de la misma las cuales son igualmente replicadas. Este, aunado a
la disminucion en el diametro de celda, constituyé un significativo aumento en la
resistencia a la compresion. Asi mismo, el aumento en el médulo de Weibull (mw)
en las espumas CVR fabricadas a partir de plantillas de 30 y 50 PPI indica que un

menor didmetro de celda ocasiona una menor variabilidad en la respuesta
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mecanica del material, lo que se traduce a una mejora en la confiabilidad del

material [83].

Tabla 9. Propiedades mecanicas (n=8) y morfolégicas (n=30) de espumas

CVR obtenidas a partir de diferentes plantillas

Resistencia a la Espesor de Diametro de celda
Plantilla mw % Porosidad
compresion (MPa) ligamento (um) (4m)
50 PPI 0,2336 + 0,0280 10,0 87,2% £ 1,1% 95+ 42 382+ 125
30 PPI 0,1402 £ 0,0120 14,3 91,4% £ 1,5% 158 £ 39 589 + 199
18 PPI * 0,0588 + 0,0153 43 91,6% £ 1,2% 183 £ 92 1155 + 471

* Plantilla original

Figura 38. Micrografias confocal de espumas poliméricas de 50 PPI (a), 30PPI

(b) y las respectivas imagenes MEB de las CVR obtenidas. Magnificacion:

70X, 100X y 800X (de izquierda a derecha)
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Al comparar las caracteristicas morfolégicas y mecanicas de espumas CVR de
estructura poliédrica reportadas en la literatura [40, 74, 81] con las de las
espumas CVR obtenidas en el presente trabajo (Tabla 9), se observé que la
resistencia a la compresion de las espumas sintetizadas presenta mejores
resultados (considerando la relacion didmetro de celda y porosidad) tanto para
resinas de sacarosa, como para resinas preparadas a partir de precursores que
presentan un mayor rendimiento de carbono como las resinas de fenol y
formaldehido. En los trabajos mencionados, se encontraron factores en comun
que pueden afectar las propiedades mecénicas de las CVR, estos son: i) la
ausencia de un periodo de curado que garantizara la reduccién de defectos en los
ligamentos de la espuma, ii) espesores de ligamentos inferiores vy iii) que el exceso
de resina (para el caso de Nam [74]), es retirado por conveccion forzada de aire, lo
que ocasiona una morfologia poco definida con ligamentos que tienden a
deformarse, contrario a lo que ocurre con escurrido por compresion con rodillos,
mediante el cual se generan ligamentos uniformes, que dan estabilidad a la

estructura reticulada.

4.3 ESTUDIOS DE CITOTOCIXIDAD

Adhesion celular

Los procesos de proliferacion vy diferenciacibn celular necesarios para
regeneracion de tejidos dependen en gran medida de la extension y fuerza de
adhesion de las células sobre el biomaterial utilizado. La ausencia del anclaje
apropiado, el cual esta determinado por las propiedades fisicas y quimicas de la
superficie del material [99, 100], genera apoptosis o muerte celular. Propiedades
tipicas de las espumas CVR como alta area superficial y porosidad, estructura
rigida y regular, baja resistencia al flujo de fluidos e hidrofobicidad, resultan

favorables para los procesos de adhesion celular [24, 25].
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Los ensayos de tincion fluorescente realizados en las espumas CVR sintetizadas,
las cuales fueron sembradas con osteoblastos humanos y posteriormente
cultivadas por 24 y 72 h, permitieron comprobar adhesién y morfologia celular
adecuadas sobre la superficie de las espumas, tal como se muestra en la Figura
39. Se observan los nucleos de las células (azul) y la actina del citoesqueleto
(naranja), imagenes que revelaron una fuerte adhesion de los osteoblastos sobre
la espuma CVR, fendmeno caracterizado por una morfologia celular extendida y
simétrica en los ligamentos de las espumas, lo cual indicO una interaccion
favorable con el andamio [20, 101]. Tras 72 h en cultivo, se observé ademas
mayor densidad celular, lo cual demostré la habilidad de las espumas CVR para

promover proliferacion celular.
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Figura 39. Imagenes de fluorescencia para identificacion de nucleo celular
(izquierda) y citoesqueleto (derecha) de osteoblastos humanos, por tincion
con pentahydrate (bis-Benzimide) y tetrametilrodamina isocianato

respectivamente, tras 24h (a) y 72h (b) de siembra

Citotoxicidad

La lactato deshidrogenasa (LDH) es una enzima que interviene en reacciones
metabolicas relacionadas con la obtencion de energia en las células. Cuando se
presenta algun dafio que impligue muerte celular, la LDH es liberada al medio de
cultivo, por lo que su determinacion esta directamente asociada con fenémenos de
citotoxicidad. Los niveles de LDH se detectan usando una reaccion enzimatica
acoplada que consiste inicialmente en la reduccion de NAD* a NADH y H*

mediante la LDH, por oxidacién del lactato a piruvato. En la segunda reaccién, dos
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hidrégenos de NADH/H* son transferidos a la sal de tetrazolium (INT), la cual es
reducida a formazan; esta sustancia es altamente coloreada por lo que su
concentracion puede determinarse por medio de espectroscopia UV-visible a una
longitud de onda de 490/520 nm (Figura 40).

Figura 40. Esquema del ensayo de LDH
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Para relacionar los niveles de LDH con el ndmero de células afectadas, fue
necesario establecer una curva estandar, la cual se muestra en la Figura 41 (a),
mediante la cual se pudo relacionar la citotoxicidad de las espumas CVR
sintetizadas. La Figura 41 (b) muestra los resultados del ensayo LDH para
osteoblastos humanos después de 72 h y 1 semana de contacto indirecto con las
espumas CVR fabricadas. Superficies de poliestireno estandares para cultivo
celular y espumas de carbon vitreo comerciales (ERG Aerospace) fueron usadas
como controles. Los resultados indicaron que las espumas CVR sintetizadas, al

igual que las comerciales, no son citotoxicas, ya que presentaron una respuesta
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similar a la del control positivo (poliestireno) y por lo tanto podrian potencialmente

usarse como andamio para regeneracion de tejido 6seo.

Figura 41. Resultados de citotoxicidad mediante prueba LDH
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Actividad metabdlica celular

La viabilidad celular es una caracteristica fundamental para el desarrollo de
biomateriales, ya que tras el proceso de adhesiébn celular se pueden
desencadenar dos eventos: proliferacion celular o apoptosis [25]. La proliferacion
favorece la formacion de una estructura multicapa, mediante la cual se pueden
generar procesos de organizacion del tejido y mineralizacion. Por lo tanto, niveles
adecuados de actividad metabdlica celular constituye uno de los requisitos
necesarios para garantizar la funcionalidad de un andamio [102].

La Figura 42 muestra la actividad metabdlica de osteoblastos humanos expuestos
indirectamente por 72 h y 1 semana a espumas CVR sintetizadas. Dado que la

actividad metabdlica de las células en las espumas fue similar a la observada en
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superficies de cultivo estandar (poliestireno), se pudo concluir, en conjunto con los
resultados de los ensayos de LDH, que las espumas CVR sintetizadas cuentan
con caracteristicas que favorecen los mecanismos de regeneracion de tejido,
considerando que una citotoxicidad en el rango de 20-30% es aceptable para

aplicaciones biomédicas [102].

Figura 42. Resultados del ensayo de actividad metabdlica celular
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5. CONCLUSIONES

Se establecio una metodologia para la fabricacion de espumas de carbon vitreo
reticulado a partir de sacarosa, precursor no contaminante y biorenovable. Las
CVR obtenidas cuentan con una estructura poliédrica, con una alta porosidad
abierta e interconectada y un tamafo de celda ajustable segun la plantilla de

sacrificio utilizada.

Las propiedades mecénicas de las espumas fabricadas dependen principalmente
de los factores como didmetro de celda, porosidad y espesor del ligamento, estas
caracteristicas pueden ajustarse a partir del método utilizado en el presente
trabajo, para lograr una combinacion que satisfaga los requerimientos de forma y
carga, con el fin de ser usado en un sistema compuesto para regeneracion de
tejido Oseo. Adicionalmente los resultados in vitro muestran que las CVR
fabricadas no son citotoxicas y favorecen los procesos de adhesion y proliferacion

celular, por lo cual demuestran ser adecuadas para dicha aplicacion.

Aunque el acido nitrico cataliza las reacciones de polimerizacion de la sacarosa,
Su uso, en altas concentraciones, no resulta conveniente para incrementar el
grado de polimerizacién de la resina u ocasiona un mayor rendimiento de la
misma. El uso de concentraciones de HNOs superiores a 2x10° N genera
procesos de espumado en la resina precursora, los cuales favorecen la formacién
carbones con estructura celular, pero ocasionan deformaciones que comprometen
la morfologia y propiedades mecanicas de las CVR segun las especificaciones

deseadas para su uso como andamio.

Las espumas de carbdén vitreo elaboradas en este proyecto cuentan con
propiedades mecanicas cercanas a las de las espumas comerciales de diametro y

porosidad similar, e incluso muestran mejores valores de resistencia a la
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compresion en comparacion con CVR de la misma morfologia reportadas en la
literatura, las cuales han sido sintetizadas a partir de diferentes precursores que

cuentan con rendimientos de carbono mayores al de la sacarosa.
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6. RECOMENDACIONES

Con el objetivo de complementar los resultados obtenidos en el presente trabajo y
dar continuidad a las investigaciones en torno al tema tratado, se formulan como

recomendacion las siguientes actividades:

¢ Replicar los estudios in vitro en espumas sintetizadas a 1500°C, con el fin de
comprobar si el tratamiento térmico aplicado mejora la adhesién y viabilidad
celular en las CVR. Esto se sugiere con base en los resultados obtenidos por
Czaenecki (2014), en los cuales se observaban mejoras en el comportamiento
de osteoblastos humanos sobre espumas sometidas a temperaturas de
1800°C.

e En el presente estudio se trabajé con esponjas poliméricas disponibles
comercialmente, sin embargo, dada su influencia sobre las propiedades de las
espumas resultantes, se sugiere disefiar una plantilla que permita una
impregnacion mas homogénea y con una mayor retencion de resina, de manera
gue permita incrementar el espesor del ligamento en las espumas resultantes y

asi mismo sus propiedades mecanicas.

e Reemplazar el uso de acido nitrico por otro tipo de agentes polimerizantes
como el acido borico [39] y poliacrilamida [70], los cuales favorezcan procesos
de entrecruzamiento en la resina precursora, con el fin de mejorar su

rendimiento.
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