PROSPECTIVA VOL. 24 NUMERO 2

Sintesis Optimizada de Oxidos de Grafeno y Evaluacién
Comparativa de su Citotoxicidad Segun el Grado de
Oxidacion Frente a Células Cancerigenas de Prostata

Optimized Synthesis of Graphene Oxides and Comparative
Evaluation of Their Cytotoxicity According to the Oxidation Degree
Against Prostate Cancer Cells

Jordan J. Astudillo' orcid.org/0009-0005-5995-3871, Oscar M. Galves ! orcid.org/0009-0001-4938-
6229, Carlos David Grande-Tovar? orcid.org/0000-0002-6243-4571, David Martiliano?
orcid.org/0009-0002-4434-6890, Juan David Rodriguez Macias® orcid.org/0000-0001-5247-867X,
José Herminsul Mina-Hernandez'* orcid.org/0000-0003-3767-4431

! Universidad del Valle, Facultad de Ingenieria, Programa de Ingenieria de Materiales, Grupo de
Investigacion en Materiales Compuestos (GMC), Cali, Colombia.

2 Universidad del Atlantico, Facultad de Ciencias Basicas, Programa de Quimica, Grupo de
Investigacion de Fotoquimica y Fotobiologia, Barranquilla, Colombia.

3 Programa de Medicina, Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad Libre, Barranquilla,
Colombia.

Cite this article as: J. Astudillo, O. Galvez, C. Grande-Tovar, D. Martiliano, J. Rodriguez Macias, J. Mina-
Hernandez, “Sintesis Optimizada de Oxidos de Grafeno y Evaluacién Comparativa de su Citotoxicidad Segiin el
Grado de Oxidacion Frente a Células Cancerigenas de Prostata” “Sintesis Optimizada de Oxidos de Grafeno y

Evaluacion Comparativa ”, Prospectiva, Vol. 24 N° 2 2026

Recibido: 26/11/2025 / Aceptado: 26/06/2026

RESUMEN

En este trabajo se sintetizd 6xido de grafeno (GO) mediante métodos alternativos orientados
a reducir el uso de reactivos toxicos tradicionalmente empleados como el H202 y el H2SOs,
con el objetivo de minimizar el impacto ambiental y mejorar la biocompatibilidad del
material. La sintesis se optimizé mediante el control de variables como la temperatura y el
tiempo de reaccion, lo que permiti6 ajustar el grado de oxidacion del GO. Los espectros FTIR
mostraron bandas caracteristicas de grupos oxigenados, como el carbonilo, hidroxilo, epoxi
y enlaces simples carbono-oxigeno, entre otros (C=0 // O-C-O // C-OH // C-O), mientras que
los andlisis XPS confirmaron un control efectivo del nivel de oxidacion por encima del 70
%. La modificacion del proceso permitié reducir la citotoxicidad del GO en células Vero
sanas (alta viabilidad celular), a diferencia de las células neoplésicas PC-3 (céncer de
prostata), que presentaban baja viabilidad celular, con valores cercanos o inferiores al 60%.
Esto favorece el material para aplicaciones biomédicas potenciales, como la ingenieria de
tejidos, la administracion controlada de farmacos y el desarrollo de superficies



PROSPECTIVA VOL. 24 NUMERO 2

antimicrobianas. Los resultados obtenidos validan la eficacia de los enfoques propuestos y
destacan la importancia de implementar rutas de sintesis con menor impacto ambiental para
potenciar las propiedades del GO en el ambito de la nanotecnologia aplicada a la salud.

Palabras clave: Oxido de grafeno, Oxido de grafeno, Sintesis optimizada con bajo impacto
ambiental, Grados de oxidacion, Céancer de prostata.

ABSTRACT

Graphene oxide (GO) was synthesized using alternative methods aimed at reducing the use
of traditionally employed toxic reagents such as H2O: and H>SOs, in order to minimize
environmental impact and improve the biocompatibility of the material. The synthesis was
optimized by controlling variables such as temperature and reaction time, allowing the degree
of GO oxidation to be adjusted. FTIR spectra exhibited characteristic bands of oxygenated
groups, including carbonyl, hydroxyl, epoxy, and single carbon-oxygen bonds (C=0O / O-C-
O / C-OH / C-0), confirming effective control of the oxidation level above 70%. The
modification of the process allowed a reduction in the cytotoxicity of GO for healthy Vero
cells (high cell viability), unlike PC-3 neoplastic cells (prostate cancer), which showed low
cell viability with values close to or below 60%. These findings suggest potential biomedical
applications, including tissue engineering, controlled drug delivery, and the development of
antimicrobial surfaces. The results obtained validate the effectiveness of the proposed
approaches, highlighting the importance of implementing synthesis routes with reduced
environmental impact to enhance the properties of GO in the field of nanotechnology applied
to health.

Keywords: Graphene oxide, optimized low-impact synthesis, oxidation degrees, prostate
cancer.

1. INTRODUCCION.

La ingenieria de materiales desempefia un papel fundamental en el desarrollo de nuevas
tecnologias, ya que permite disefiar materiales con propiedades fisicas, quimicas y mecénicas
especificas [1]. Uno de los materiales mas estudiados en los tltimos afios es el grafeno, una
lamina bidimensional compuesta por atomos de carbono organizados en una red hexagonal.
Este material posee alta conductividad, gran resistencia y una amplia superficie especifica,
pero presenta limitaciones en medios biologicos debido a su hidrofobicidad y a su tendencia
a agregarse [2].

Para mejorar su biocompatibilidad, el grafeno puede oxidarse, dando lugar al 6xido de
grafeno (GO), que incorpora grupos funcionales como carboxilos, hidroxilos y epoxidos en
su superficie. Estos grupos permiten una mejor dispersion en soluciones polares y aumentan
su interaccidon con otros compuestos, haciéndolo util en aplicaciones como la liberacion
controlada de farmacos, la ingenieria de tejidos y la creacion de sensores [3].
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Las propiedades del GO dependen en gran medida del grado de oxidacion, determinado por
el método de sintesis empleado. Sin embargo, los procesos convencionales, como el método
de Hummers, emplean reactivos peligrosos y contaminantes, como H20: y H2SOa4, lo que
representa un riesgo ambiental y para la salud [4, 5]. Ademas, el control de pardmetros como
la temperatura de reaccién resulta clave para obtener materiales mas homogéneos y
funcionales [6].

En este trabajo se propuso una sintesis optimizada del GO mediante el ajuste de variables
clave, como la temperatura, con el fin de mejorar su calidad, reducir la toxicidad del proceso
y potenciar su aplicacion en areas biomédicas y tecnologicas, lo cual se verifico mediante el
analisis de su citotoxicidad frente a las lineas celulares Vero y PC-3 (cancer de prostata).

2. MATERIALES Y METODOS.

La metodologia para la sintesis y caracterizacion del 6xido de grafeno se llevd a cabo en
multiples etapas, como se observa en la Figura 1.
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Figura 1. Metodologia de sintesis y caracterizacion del GO.
2.1. Reactivos, equipos y caracterizacion

Para la sintesis de 6xido de grafeno (GO), se utilizaron grafito en escamas (99%, Alfa Aesar,
EE.UU.) como precursor, acido sulfurico (H2SO4), permanganato de potasio (KMnOs),
nitrato de sodio (NaNQ:s), agua desionizada tipo Milli-Q (obtenida por medio del purificador
de agua Smart2Pure con sistema UV marca Thermo Scientific) e isopropanol (Merck,
EE.UU.). La sintesis y el procesamiento posterior se realizaron con una plancha de
calentamiento con agitacion (Fisher Scientific), una centrifuga (Hermle Z206A), una balanza
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analitica, un sonicador (Branson), una bomba de vacio (Welch) y un horno de secado
(Binder).

La caracterizacion morfologica se llevo a cabo mediante microscopia electronica de barrido
(SEM, JEOL JSM 6490 LV) con recubrimiento de oro (Denton Vacuum Model Desk IV) y
analisis elemental mediante espectroscopia de dispersion de energia (EDS, Oxford INCA
PentaFETx3). El tamafio hidrodinamico de las laminas de GO en suspension acuosa se
determin6 mediante dispersion dinamica de luz (DLS) en un Zetasizer Nano ZS. Para ello,
se preparo una dispersion acuosa a 100 pg/mL, previamente sonicada durante 15 minutes a
40 kHz para favorecer la dispersion homogénea del material. Las mediciones se realizaron a
25 °C, en condiciones isotérmicas.

La caracterizacion quimica de las muestras se realiz6 mediante espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR, Bruker LUMOS II pFTIR-ATR) y espectroscopia de
fotoelectrones de rayos X (XPS, Specs PHOIBOS 150 2D-DLD con fuente Al-Ka); estos
ensayos permitieron obtener la huella quimica del material y los enlaces presentes en su
estructura. El software utilizado para el procesamiento de datos fue Microsoft Excel, mientras
que para la obtencion de curvas de convolucion se utilizé OriginPro 2018 SR-1 b9.5.195.

La caracterizacion de los planos de difraccion se realizd mediante un difractdmetro
PANalytical X'Pert PRO (Malvern PANalytical, Jarman Way, Royston, Reino Unido). Este
equipo utilizé radiacién de cobre (Cu) con longitudes de onda de Kal (1.540598 A) y Ko2
(1.544426 A), a 45 kV y 40 mA, con un rango de 20 de 5° a 80°, utilizando una rejilla dptica
de 1° para el haz incidente y una rejilla de 9,1 mm para el haz difractado. Para graficar las
curvas caracteristicas de difraccion se usoé el software OriginPro 2018 SR-1 b9.5.195. Para
determinar la distancia interlaminar (d) se utilizé la ecuacion de bragg (Ecuacién 1), mientras
que para determinar el tamafio de cristalito (D) se utiliz6 la ecuacion de Scherrer (Ecuacion
2); asimismo, el numero de ldminas (n) se determin6 mediante la division entre el tamafio de
cristalito y la distancia interlaminar (Ecuacion 3). Finalmente, se utiliz6 la ecuacion de las
microdeformaciones para determinar el porcentaje de microdeformaciones en el material
(Ecuacion 4).

2dsinf = ni (Ec.1)
D= ﬁ“ - (Ec.2)
n= % (Ec.3)
e=—t_ (Ec.4)

2.2. Diseiio experimental y sintesis de oxido de grafeno

Se aplicaron variantes del método de Hummers, integrando modificaciones propuestas por
[6, 7], evitando el uso de H20: y ajustando el tiempo de reaccion (30, 60 o 90 min) y la
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cantidad de KMnOs (4-6 g) para obtener distintos grados de oxidacion. Las condiciones
especificas se resumen en la Tabla 1.

Tabla 1. Cantidades experimentales utilizadas en cada sintesis de GO.

Grafito KMnO4 NaNO3 H2SO4 {&gl.m Tlemp.o . de
Muestra el [mL] [mL] [mL] desionizada reaccion
g [mL] [min]
GOl 1,0 4,0 0,5 30 40 30
GO2 1,0 5.0 0,5 30 40 30
GO3 1,0 6,0 0,5 30 40 30
GO4 1,0 4,0 0,5 30 40 60
GO5 1,0 5.0 0,5 30 40 60
GO6 1,0 6.0 0,5 30 40 60
GO7 1,0 4,0 0,5 30 40 90
GOS8 1,0 5.0 0,5 30 40 90
GO9 1,0 6,0 0,5 30 40 90

La sintesis se inici6 con la mezcla de 1 g de grafito, 0,5 g de NaNOs y 30 mL de H>SOs en
un bafio de hielo (1015 °C) con agitacion a 90 rpm durante 30 min. Luego se transfirié a un
bafio de aceite a 30 °C y se adicion6 lentamente KMnOs durante 2 h. La mezcla se calent6 a
100 °C y se incorporaron 40 mL de agua Milli-Q de forma controlada para evitar reacciones
exotérmicas abruptas. La reaccion se mantuvo a 100 °C durante el tiempo correspondiente
(30, 60 0 90 min), como se muestra en la Figura 2.
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Figura 2. Esquema de sintesis de GO.

El producto fue lavado mediante centrifugacion (5000 rpm, 20 min) y reposado en agua Milli-
Q durante 24 h; el lavado se repitio hasta alcanzar un pH neutro. Posteriormente, se realizo
dialisis en isopropanol durante 24 h, secado a 50 °C durante 24 h y trituracion manual. Las
muestras fueron dispersadas en agua (1 g/L), sonicadas durante 90 min, centrifugadas a 1000
rpm durante 30 min y el sobrenadante fue recolectado como GO. Finalmente, se seco
nuevamente a 50 °C durante 24 h, se tritur6 y se almaceno en viales de vidrio. El esquema
completo del proceso se muestra en la Figura 3.

=3

| Almacenado | | Sonicado I I Triturado |

Figura 3. Descripcion detallada del proceso tras la sintesis. Las lineas negras representan el
primer secado, triturado y sonicado; las lineas rojas, el segundo secado, triturado y sonicado, que
finaliza con el almacenamiento.
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2.3. Ensayo de viabilidad celular (MTT)

Para el ensayo de viabilidad celular se utilizaron las lineas celulares PC-3 (cancer de prostata)
y Vero (Rifion de mono verde africano) pertenecientes al cepario de la Universidad Libre
Seccional Barranquilla. Las células fueron sembradas en una placa de 96 pocillos a una
densidad de 11.000 células por pocillo (110 células/uL). Estas células se incubaron durante
24 h a 37 °C y 5% de CO; antes de la prueba de viabilidad celular. Posteriormente, se
prepararon suspensiones stock de 2 mg/mL y 1 mg/mL para cada muestra en PBS. A partir
de la dispersion stock de 1 mg/mL, se obtuvieron dispersiones de 500, 200, 100, 50, 25 y 10
ug/mL, respectivamente, cubriendo el rango de concentraciones evaluadas en el ensayo (10,
25,50, 100 y 200 pg/mL).

El reactivo MTT se prepard a una concentracion de 5 mg/mL en PBS, el cual se mezclo
posteriormente con medio RPMI 1640 en una proporcion 1:9. Se anadio el reactivo MTT en
combinacion con el medio (100 pL por pocillo) y se incub6 durante 3 horas bajo condiciones
estandar. Transcurrido este tiempo, se retiré el medio con MTT de cada pocillo y se afiadio
100 uL de DMSO a cada uno de ellos. Los pocillos se agitaron a 100 rpm durante 10 minutes
a 37 °Cy, finalmente, se procedi6 a la lectura de la absorbancia a 570 nm.

El anélisis estadistico del ensayo de viabilidad celular con MTT para las lineas celulares PC-
3 y Vero se realizé con el software OriginPro 2018 SR-1 b9.5.195 y Microsoft Excel 365,
mediante el analisis de varianza bidireccional (Two-Way ANOVA) y post hoc con la prueba
de Tukey. Se consideraron estadisticamente significativos los valores de p inferiores a 0,05
(p<0.05).

3. RESULTADOS
3.1. Sintesis del oxido de grafeno (GO)

El 6xido de grafeno obtenido presentd una coloracién marrdn oscuro con matices mas claros,
caracteristica que sugiere un proceso de oxidacion eficiente y una exfoliacion adecuada de
las ldminas de grafito [6]. Durante la sintesis se logr6é una incorporacion efectiva de grupos
oxigenados entre las capas de grafeno, favoreciendo la formacion de estructuras laminares
mas separadas y con elevada capacidad de dispersion en medios acuosos. Tras la liofilizacion,
el material evidencid una alta estabilidad coloidal y una textura esponjosa, atributos que
suelen asociarse con una oxidacion controlada y con la eliminacion efectiva de residuos
acidos e impurezas inorganicas [8]

La homogeneidad en la coloracion y la ausencia de agregados visibles en el solido final
indican una adecuada dispersion previa y una exfoliacion uniforme de las laminas. Las
diferencias cromaticas observadas en las dispersiones —desde tonalidades mostaza hasta
café oscuro— reflejan variaciones en el grado de oxidacion del GO. En particular, las
tonalidades mostaza se relacionan con un mayor contenido de grupos oxigenados (GO
altamente oxidado), mientras que el color café se asocia con niveles de oxidacion mas bajos
y con la presencia parcial de dominios grafiticos [9]. Estas variaciones visuales anticipan
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posibles diferencias en las propiedades fisicoquimicas y bioldgicas del material,
especialmente en su actividad frente a células cancerigenas.

3.2. Caracterizacion morfolégica mediante SEM

La morfologia superficial del 6xido de grafeno fue caracterizada mediante microscopia
electrénica de barrido (SEM). Las micrografias obtenidas revelan una estructura tipica de
hojas delgadas con apariencia arrugada, lo cual es caracteristico de materiales grafénicos
exfoliados [10]. Adicionalmente, se observan laminas con bordes irregulares y zonas
superpuestas, lo cual es coherente con una exfoliacion parcial y una distribucién no
homogénea a lo largo del espesor de las capas (Figura 4) [11].
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Figura 4. Imagenes SEM de las muestras: a) GOI; b) GO2; ¢) GO3; d) GO4, e) GOS; f) GO6, g)
GO7; h) GOS8, i) GOY. Cada muestra a diferentes aumentos: 1-x100; 2-x200; 3-x500; 4-x1000.



PROSPECTIVA VOL. 24 NUMERO 2

3.3. Analisis elemental mediante EDS

El andlisis elemental por espectroscopia de dispersion de energia (EDS), mostrado en la
Figura 5, confirma que los principales elementos presentes en la muestra son carbono (C) y
oxigeno (O). El espectro no evidencia sefiales relevantes de otros elementos, lo que indica la
ausencia de contaminantes metalicos derivados de los reactivos empleados [12]. La relacion
atomica O/C fue estimada en aproximadamente 0,37 (Tabla 2), valor que concuerda con los
de materiales obtenidos mediante oxidacion quimica intensa e implica una densidad
significativa de grupos funcionales como hidroxilos, epoxidos y carboxilos [13].

Figura 5. Analisis SEM-EDS de las diferentes muestras de GO. a) GO1; b) GO2; c) GO3; d) GO4,
e) GOS; f) GO6, g) GO7; h) GOS; i) GOY.
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Tabla 2. Composicion elemental determinada mediante la técnica SEM-EDS.

Porcentaje atomico (at. %)

Muestra
(0] Na S K Ca Mn Mo O/C Impurezas

GO1 60,27 38,13 0,37 1,01 0,12 091 - - 0,64 2,41
GO2 60,91 37,00 - 1,76 0,49 - - - 0,61 2,25
GO3 60,89 38,47 - 0,59 0,09 0,10 - - 0,63 0,78
GO4 59,44 39,61 - 0,19 - 0,14 - 0,19 0,67 0,52
GO5 58,09 40,52 - 1,31 0,13 0,16 - - 0,70 1,6

GO6 58,95 39,18 - 1,35 0,35 031 0.38 - 0,67 2,39
GO7 59,45 40,14 - 0,42 - - - - 0,68 0,42
GOS8 57,89 4141 0,39 0,57 0,21 - - - 0,72 L1

GO9 59,41 40,22 - - 0,19 0,22 0.33 - 0,68 0,74

3.4. Analisis de tamano de lAmina mediante DLS

La distribucion del tamafo de las ldminas obtenidas (Tabla 3) revelé un tamafio promedio
de 325,5 + 28,7 nm y un indice de polidispersidad (PDI) de 0,234. Estos valores sugieren una
distribucion moderadamente monodispersa del GO en suspension, lo que indica una
exfoliacion eficiente y una agregacion limitada. No se observaron multiples picos en la
distribucion, lo que respalda la existencia de una poblaciéon dominante de ldminas de tamafio
homogéneo [14].

Este comportamiento es consistente con lo reportado para GO sintetizado mediante métodos
similares, en los cuales la presencia de grupos funcionales oxigenados favorece la estabilidad
coloidal al inducir repulsion electrostatica entre las ldminas [15].

Tabla 3. Tamarios de las laminas de GO.

Muestra GO1 GO2 GO3 GO4 GOS GO6 GO7 GOS8 GO9

Tamaiio de

- 655,4 823,5 665,5 509,3 493,1 210,3 280,9 363,5 402,1
laminas [nm]

Polidispersidad 0,2707  0,2823 0,043 0,2986  0,2429  0,0807 1 0,0578  0,5023

3.5. Caracterizacion quimica mediante FTIR

El andlisis por espectroscopia infrarroja mediante transformada de Fourier (FTIR) permitio
identificar la presencia de grupos funcionales oxigenados en la estructura del GO. En el
espectro FTIR (Figura 6), se observaron bandas caracteristicas atribuidas a vibraciones de
enlaces correspondientes a distintos grupos funcionales: una banda ancha centrada en 3400
cm ! asociada a los grupos hidroxilo (O—H), una sefal en 1725 cm™ correspondiente a grupos
carbonilo (C=0) [10]. Una banda en 1620 cm™!, debida a la vibracion del esqueleto C=C del
anillo aromatico, y bandas adicionales en 1220 y 1050 cm™!, asignadas a los grupos epoxido
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(C—0—C) y alcoxi (C-0), respectivamente. La presencia de estos picos confirma la oxidacion

del grafito y la funcionalizacion quimica de las ldminas de GO; las bandas mencionadas se
presentan en la Tabla 4.
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Figura 6. FTIR de las muestras de GO. Los diferentes colores indican los rangos aproximados de
cada vibracion de enlace de los principales grupos funcionales presentes en el GO.



Tabla 4. Informacion sobre las bandas de vibracion FTIR de cada muestra.
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Niimeros de onda (cm™)

Carbonilo /acido

Eter [Aromatico o

Alcoholes, éteres,

Muestra Hidroxilo . Alqueno Aldehido . o . . L .
(-OH) carboxilico (C=C) (H-CO-) vinilico] / Epoxi ésteres, acidos
(-C=0/-COOH) (C=C-0-/ 0-C-0) (-C-0 /-C-OH)
GOl 3397 1722 1622 1371 - 1051
GO2 3399 1710 1620 1371 - 1088
GO3 3390 1722 1624 1367 - 1045
GO4 3350 1720 1620 1372 1204 1054
GO5 3375 1722 1618 1374 1279 1054
GO6 3327 1722 1624 1379 1194 1051
GO7 3332 1720 1624 1371 1232 1054
GOS8 3250 1720 1627 1406 1172 1037
GO9 3359 1720 1618 1369 1230 1056

3.6. Caracterizacion quimica superficial mediante XPS

La espectroscopia XPS se utilizo para analizar la composicion superficial y los grupos
funcionales del 6xido de grafeno (GO) en las muestras GO1, GO2 y GO3. Estas muestras
fueron seleccionadas como representativas del efecto de la concentracion de KMnOa4 (4, 5y
6 g) a tiempo de reaccion constante (30 min), con el fin de evaluar el efecto de este parametro
sobre la quimica superficial del material de forma sistematica. Los espectros de barrido
amplio (Figura 7) mostraron picos caracteristicos de carbono (C 1s, 278-294 eV) y de

oxigeno (O 1s, 528-535 eV), lo que confirma la estructura basica del GO [10].

Figura 7. Espectro XPS de amplio rango de las muestras GOI, GO2 y GO3.
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El analisis de C 1s (Figura 8) revelo los siguientes grupos funcionales: C=C (sp?, ~283.6
eV), C—C (sp?, ~284.5 eV), C-OH (~285.6 eV), C-O-C (~286.7 eV), C=0 (~287.1 eV) y
0=C-0O / O=C-OH (~288.5 eV). GO1 presento6 cinco picos principales, sin C=0, mientras
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que GO2 y GO3 mostraron C=0, con una disminucion de los grupos oxigenados. Este patréon
sugiere que el aumento de la concentracion de permanganato de potasio (KMnQO.) favorecio
la oxidacion, reduciendo grupos como C—OH y O=C-0O [16].

El analisis térmico también influy6 en la estructura del GO, ya que las temperaturas mas altas
favorecieron la formacién de enlaces C=C (sp?) y la generacion de epdxidos y alcoholes, con
una disminucién de la concentracion de C—OH a temperaturas elevadas

GO1: C 1s
- - Espectro sin procesar
Ajuste

GO2:C1s . e Crugds o cais
- - Espectro sin procesar|
—— Ajuste

C-0-C&C-0
2868

c-0-C B CC (sp)

€=0
287,51

Intensidad (u.a.)
Intensidad (u.a.)

€=C (sp?)
0-C=0&0=C-0H 284
2823

C-OH
285 l

T T T T T - Il T T T T T T ‘I”- —
284 2092 290 288 286 284 282 280 204 292 290 288 286 284 282 280 278
Energia de enlace (eV) Energia de enlace (eV)
GO3.C 1s e et o e

- - - -Espectro sin procesar 4558
.‘5 oa

0-C=0 & 0=C-OH
288

Ajuste

C-0-C38C.0
2865

Intensidad (u.a.)
o

204 292 290 288 286 284 282 280 278
Energia de enlace (eV)

Figura 8. Espectros de alta resolucion XPS del Cls con las deconvoluciones de las muestras GOI,
GO2y GO3.

La deconvolucion del pico O 1s (Figura 9) reveld tres componentes principales: O=C-O
(~531.1 eV), C-O-C (~532.5 eV) y C-OH (~533.5 eV), y un cuarto pico en GO3, atribuido
a C=0 (~531.7 eV). Estos resultados indican que los grupos epoxido y hidroxilo son

predominantes en la superficie basal, mientras que los grupos carboxilo se encuentran en los
bordes de las ldminas de grafeno [7].
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Figura 9. Espectros de alta resolucion de XPS de O 1s con las deconvoluciones de las muestras
GOl1, GO2y GO3.

Finalmente, la Tabla 5 muestra que la relaciéon O/C obtenida por XPS es un 12,5 % superior
a la obtenida por EDS, debido a que XPS proporciona un analisis mas detallado de la quimica
superficial, mientras que EDS ofrece un andlisis volumétrico mas amplio [16]. Estas
diferencias subrayan la importancia de emplear ambas técnicas para obtener una
caracterizacion completa del material.

Tabla 5. Composiciones elementales y relacion O/C de muestras GOI del andlisis XPS.

Muestra Pico Intensidad Factor de sensitividad IR} Concentracion (%) Relacion O/C

Cls 34574 1 34574 57,0

GOl 0,754
O 1s 76415 2,93 26080 43,0
Cls 42405 1 42405 56,8

GO2 0,762
Ols 94622 2,93 32294 43,2
Cls 52220 1 52220 57,8

GO3 0,729
O 1s 111561 2,93 38075 42,2
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3.7. Analisis estructural mediante DRX

El andlisis estructural del GO se realizd6 mediante difraccion de rayos X (DRX). En el
difractograma obtenido (Figura 10), se observo un pico principal centrado en 260 =~ 10.8°,
correspondiente al plano (001), tipico de materiales grafénicos fuertemente oxidados [17].
Este desplazamiento respecto al pico caracteristico del grafito (alrededor de 26°) indica un
aumento de la distancia interlaminar, atribuible a la insercion de grupos funcionales
oxigenados y a la adsorcidon de moléculas de agua [18].

El valor calculado de la distancia interplanar d, a partir de la ecuacion de Bragg, fue de
aproximadamente 0,82 nm, significativamente mayor que el valor tipico del grafito (0,34
nm). Esta expansion interlaminar respalda la hipotesis de una oxidacion efectiva del material,
lo cual concuerda con los resultados obtenidos mediante FTIR y XPS [19]. Los valores
generales del analisis DRX se presentan en la Tabla 6.

Tabla 6. Datos obtenidos del andlisis DRX de las muestras de GO sintetizadas.

Intensidad (u.a.)

(001)
A

/\

/o
/ N~

(oo

TN (100)
Yy, ~_N\
\

(100)

(100)

GO#1
GO#7
—— GO#8

2 Theta ()

Figura 10. Espectro DRX de las muestras GOI1, GO7 y GOS.

Angulo 20 o Distancia Tamafiode o oo de Deformacion
Muestra Plano o Ancho (°) Interlaminar cristalita (. .
(®) laminas (n) reticular (%)
(nm) (nm)
001 11,013 1,859 0,803 4,292 5 8,42%
GO#1
100 42,078 2,665 0,215 3,194 15 3,02%
001 11,013 1,457 0,803 5,478 7 6,59%
GO#7
100 42,078 2,366 0,215 3,597 17 2,68%
001 11,013 2,552 0,803 3,128 4 11,55%
GO#8
100 42,078 2,043 0,215 4,166 19 2,32%
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3.8. Ensayo de viabilidad celular (MTT)

La citotoxicidad del 6xido de grafeno (GO) se evalué mediante el ensayo colorimétrico MTT
en células Vero (células renales de mono verde africano) y en células neoplasicas PC-3
(cancer de prostata humano). Este ensayo permite cuantificar la actividad metabdlica
mitocondrial como indicador indirecto de la viabilidad celular mediante la reduccion del
MTT a formazan por enzimas mitocondriales activas [20]

Las células fueron expuestas durante 24 horas a diferentes concentraciones de GO (10, 25,
50, 100 y 200 pg/mL), siguiendo los lineamientos de la norma ISO 10993-5 [21].
Posteriormente, se observo una disminucion gradual de la viabilidad celular dependiente de
la concentracion del material. La Figura 11 muestra el porcentaje de viabilidad en relacion
con el control (sin tratamiento).

En el caso de las células PC-3, se observaron diferencias significativas entre las
concentraciones evaluadas. A bajas concentraciones (10 y 25 pg/mL), el GO no presentd
efectos citotdxicos apreciables, manteniéndose una viabilidad celular superior al 85% y sin
diferencias estadisticamente significativas frente al control (p > 0.05). A partir de 50 pg/mL,
la viabilidad celular comenz6 a disminuir progresivamente hasta que fue significativa a 100
pg/mL (p < 0.05), con valores cercanos al 70%. En la concentracion més alta (200 pg/mL),
la viabilidad se redujo por debajo del 60%, lo que indica un efecto toxico considerable. En
general, el GO presenta efectos citotoxicos en las células PC-3, que se intensifican con la
concentracion [22].

Por el contrario, las células Vero mostraron una alta viabilidad celular frente a las distintas
concentraciones de GO, con valores promedio cercanos al 100%. Este comportamiento
evidencia que el material no produjo efectos citotoxicos relevantes en células sanas bajo las
condiciones evaluadas, lo que sugiere una posible diferencia en la respuesta citotdxica entre
ambas lineas celulares. Sin embargo, se requieren estudios adicionales para confirmar la
biocompatibilidad selectiva del GO frente a células neoplésicas.
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*p<=0,05 **p<=0,01 ***p<=0,001

120 Tukey *p<=0,05 **p<=0,01 ***p<=0,001

100 4
100 +

Viabilidad

50 4

Viabilidad (%)

Tukey'

Figura 11. Conteo de viabilidad: a) linea celular PC-3; b) linea celular Vero.

4. CONCLUSIONES

La modificacion controlada del tiempo de reaccion y de la concentracion de permanganato
de potasio permitié obtener 6xidos de grafeno (GO) con grados de oxidacion diferenciados,
demostrando una relacion directa entre las condiciones de sintesis, la estructura superficial y
la respuesta biologica del material. A medida que aumentd el grado de oxidacion, se observo
un incremento en la relacion O/C, una exfoliacion mas eficiente y una reduccion en el tamafo
laminar, resultados corroborados mediante SEM-EDS, FTIR, XPS y DRX.

Entre las muestras analizadas, GO7 y GO1 exhibieron los niveles de oxidacion mas elevados,
asociados a una mayor densidad de grupos funcionales oxigenados (hidroxilo, epoxi,
carbonilo y carboxilo) y a una arquitectura laminar mas fina y homogénea. Estas
caracteristicas tuvieron un impacto significativo en la respuesta biologica: GO7 mostro la
citotoxicidad més pronunciada frente a células PC-3, disminuyendo su viabilidad por debajo
del 60 % a concentraciones de 100-200 pg/mL, mientras que en células Vero no se detectaron
efectos citotoxicos relevantes, manteniéndose valores superiores al 90 %. Este
comportamiento sugiere una posible diferencia en la respuesta citotoxica entre células
tumorales y sanas, modulada por la densidad y el tipo de grupos oxigenados presentes; no
obstante, se requieren estudios complementarios para confirmar esta selectividad.

La elevada pureza de las muestras (> 97,5 %) garantizo la reproducibilidad y consistencia de
los datos, en tanto que las variaciones en la distancia interlaminar y en la rugosidad
superficial confirmaron su influencia en la interaccion célula—material. En conjunto, los
resultados demuestran que el grado de oxidacion, la topografia superficial y la organizacion
estructural del GO constituyen pardmetros clave para definir su biocompatibilidad y
funcionalidad.
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Estos hallazgos proporcionan una base solida para el desarrollo de rutas de sintesis
optimizadas con menor impacto ambiental y para la funcionalizacion dirigida del GO en
aplicaciones biomédicas, incluyendo sistemas de liberacién controlada de farmacos y
recubrimientos bioactivos. Para avanzar hacia aplicaciones terapéuticas antitumorales, se
requieren estudios complementarios in vitro e in vivo que permitan validar la selectividad
observada.
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