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Resumen

Este trabajo aborda el desarrollo de membranas poliméricas electrohiladas
basadas en poli(e-caprolactona) (PCL) con potencialidad antimicrobiana, mediante la
incorporacion de nanomateriales basados en zinc. Se sintetizaron nanoparticulas de
oxido de zinc (ZnO) y estructuras tipo ZIF-8, las cuales fueron caracterizadas
mediante técnicas como XRD, SEM, TEM, FTIR, Raman, DLS y TGA. Las
membranas se obtuvieron mediante electrospinning utilizando soluciones de PCL en
acido acético glacial y en mezclas de cloroformo-metanol (proporciones 1:1 y 3:1),
optimizando los parametros de procesamiento para cada sistema. Se aplicaron dos
métodos de incorporacion de nanoparticulas: inclusién directa en la solucién
polimérica y aplicacion superficial mediante spray. Las matrices nanocompuestas
obtenidas fueron caracterizadas morfoldgica, estructural y térmicamente, ademas de
evaluarse el angulo de contacto superficial generado al ensayarse con agua
destilada. Se llevaron a cabo en forma preliminar ensayos para observacion de
potencial actividad antimicrobiana contra cepas resistentes (Staphylococcus aureus
ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922). Finalmente, se realiz6 un analisis
econdémico preliminar que respalda la viabilidad del enfoque propuesto para

aplicaciones biomédicas.
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Abstract

This work addresses the development of electrospun polymeric membranes
based on poly(e-caprolactone) (PCL) with antimicrobial potential through the
incorporation of zinc-based nanomaterials. Zinc oxide nanoparticles (ZnO) and ZIF-8
frameworks were synthesized and characterized using techniques such as XRD,
SEM, TEM, FTIR, Raman, DLS, and TGA. Membranes were produced via
electrospinning using PCL solutions in glacial acetic acid and chloroform-methanol
mixtures (in 1:1 and 3:1 ratios), optimizing processing parameters for each system.
Two nanoparticle incorporation methods were applied: direct inclusion in the polymer
solution and surface application by electrospraying. The resulting nanocomposite
matrices were characterized morphology, structure, and thermal properties, and their
surface contact angle was evaluated using distilled water. Preliminary tests were
carried out to observe potential antimicrobial activity against resistant strains
(Staphylococcus aureus ATCC 25923 and Escherichia coli ATCC 25922). Finally, a
preliminary economic analysis supported the feasibility of the proposed approach for

biomedical applications.
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1. Introduccioén

1.1. Resistencia antimicrobiana

La resistencia antimicrobiana (RAM) constituye uno de los principales retos de
la medicina moderna, impactando profundamente la efectividad de los tratamientos
frente a infecciones y comprometiendo los avances logrados en el control de
enfermedades infecciosas. Este fendémeno, definido como la capacidad de
microorganismos para evadir la accién de los medicamentos disefiados para
eliminarlos, afecta no solo a bacterias, sino también a virus, hongos y parasitos [1].
La RAM estd impulsada principalmente por el uso excesivo e inadecuado de
antimicrobianos, tanto en el ambito clinico como en la agricultura/ganaderia, y, en un
segundo escalén, por el incumplimiento de los regimenes de tratamiento por parte de
los pacientes, entre otros motivos [2].

El uso inadecuado de antibiéticos, desde su introduccion en el siglo XX, ha
acelerado la seleccion natural de microorganismos resistentes. Incluso en entornos
aparentemente aislados, como permafrosts de 30,000 afios 0 cuevas con mas de 4
millones de afios, se han identificado genes de resistencia, destacando que este
fenédmeno precede al uso clinico de antibiéticos. Sin embargo, las practicas humanas,
COMO Su uso excesivo en salud y agricultura, han magnificado el problema [3]. En la
agricultura, el uso de antibiéticos no solo genera presion evolutiva, sino que también
facilita la transmision de genes resistentes a través del agua y los alimentos [2].

Ademas, la rapida capacidad de replicacion bacteriana, que permite la generacién de
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millones de copias en pocas horas, favorece la aparicion de mutaciones que
contribuyen a la resistencia, exacerbando el desafio [4].

La RAM puede clasificarse como intrinseca o adquirida. La resistencia
intrinseca es un fendmeno natural mediado cromosémicamente, presente de manera
universal en ciertas especies bacterianas. Por otro lado, la resistencia adquirida surge
mediante mutaciones genéticas o la incorporacion de material genético externo que
codifican mecanismos de defensa frente a los antimicrobianos. La RAM también se
ve facilitada por la transferencia horizontal de genes, un proceso que incluye
mecanismos como la conjugacién, la transformacion y la transduccién. Este
intercambio genético permite que las bacterias adquieran plasmidos (entre otros
elementos genéticos) que codifican resistencia a multiples clases de antimicrobianos.
Esta transferencia es un motor clave en la rapida diseminacion de genes de
resistencia entre diferentes especies bacterianas [2], [3].

Los microorganismos han desarrollado una variedad de mecanismos para
resistir la accion de los agentes antimicrobianos. Estos mecanismos se clasifican
generalmente en cuatro categorias (como se puede observar en la Figura 1):
reduccion en la acumulacion del farmaco, inactivacion o modificacion del mismo,
alteracion de los sitios diana y cambios en las vias metabdlicas [2]. Entre ellos, la
reduccion en la acumulacion del farmaco puede ocurrir debido a una disminucién en
la permeabilidad de la membrana externa o a un aumento en la actividad de las

bombas de flujo, las cuales expulsan los medicamentos hacia el exterior de la célula

[2].
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Figura 1: Mecanismos generales de resistencia antimicrobiana. Adaptado de [3].

La inactivacion de los antibidticos por parte de las bacterias es uno de los
mecanismos mas comunes de resistencia adquirida. Esto puede lograrse mediante
la produccion de enzimas que destruyen o modifican los medicamentos. Por ejemplo,
las betalactamasas hidrolizan el anillo betalactamico, anulando la eficacia de
antibioticos como la penicilina. Este mecanismo ha sido identificado tanto en bacterias
gramnegativas como grampositivas, siendo un factor clave en la resistencia a los
betalactamicos [3].

Otro mecanismo importante es la modificacion de los sitios diana de los
antimicrobianos. Las alteraciones en las proteinas de unién a penicilina (PBPs) han
permitido que bacterias como Streptococcus pneumoniae y Staphylococcus aureus
se vuelvan resistentes a los betalactamicos. Estas modificaciones reducen la afinidad
del antibibtico por su obijetivo, lo que impide su accién terapéutica [2], [3].

10
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Por dltimo, los microorganismos pueden desarrollar rutas metabdlicas
alternativas para evadir la accion de los antibidticos. Este es el caso de ciertas
bacterias que logran eludir la inhibicion de la sintesis de folato causada por
trimetoprima-sulfametoxazol al absorber &cido folico del ambiente. Este tipo de
resistencia demuestra la capacidad de adaptacion metabdlica de las bacterias frente
a las presiones selectivas impuestas por el uso de antibidéticos [2].

El impacto de la RAM no se limita al @&mbito médico, sino que afecta también
la economia y los sistemas de salud a escala global. La propagacién de genes de
resistencia entre bacterias esta estrechamente vinculada a la movilidad mundial de
personas y productos, lo que subraya la necesidad de una respuesta multidisciplinaria
y global [1], [4]. Combatir este fenOmeno exige la implementacion de estrategias
integrales, como el uso racional de antibiéticos, el fortalecimiento de programas de
vigilancia y la investigacion de nuevos enfoques terapéuticos basados en sustancias
naturales [3]. Desde el punto de vista clinico, la RAM amenaza con revertir avances
esenciales en areas como la cirugia, la quimioterapia y los trasplantes de 6rganos.
En los Estados Unidos, las infecciones resistentes causan mas de 23.000 muertes
anuales, con un costo econdmico estimado en 20 mil millones de délares en gastos
médicos adicionales [4]. En Europa, esta cifra asciende a 25.000 muertes por afio,
reflejando la dimension global de esta problematica [4].

En sintesis, la resistencia antimicrobiana constituye un problema multifacético
con implicaciones meédicas, sociales y econdmicas. Afrontarlo requiere la

colaboracion internacional en ambitos como la salud, la agricultura y la investigacion,

11
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buscando mitigar su progresion y garantizar el acceso a tratamientos efectivos en el

futuro.

1.2. Nanomateriales antimicrobianos

Los nanomateriales antimicrobianos han emergido como una prometedora
herramienta en la lucha contra infecciones microbianas y en la mitigacion de la
resistencia antimicrobiana. Estos materiales se caracterizan por sus propiedades
fisicas, quimicas y biologicas Unicas, derivadas de su pequefio tamafio, que
tipicamente varia entre 1 y 100 nanémetros, en al menos una de sus dimensiones.
Este rango de tamafio otorga a los nanomateriales una mayor relacién superficie-
volumen, mejorando significativamente su reactividad y su capacidad de interaccion
con microorganismos [1]. A través de la manipulacién de sus propiedades, como la
forma, la carga superficial y la funcionalizacion, es posible disefiar sistemas altamente
efectivos y adaptados a diversas aplicaciones antimicrobianas [5].

En general, los nanomateriales antimicrobianos se clasifican en diversas
categorias, incluyendo nanoparticulas metélicas y 6xidos metéalicos, nanocompuestos
basados en polimeros, materiales derivados del carbono, y sistemas hibridos que
combinan aceites esenciales y otros compuestos bioactivos. En la Figura 2 se pueden
observar las principales ventajas y desventajas de cada una de las categorias

mencionadas anteriormente.

12
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Figura 2: Ventajas y desventajas de las principales categorias de nanomateriales antibacterianos.

Adaptado de [1].

Dentro de estas categorias, las nanoparticulas metalicas, como las de plata,

cobre, oro y zinc, han sido ampliamente estudiadas por su capacidad de liberar iones

metélicos que interfieren en procesos celulares criticos de los microorganismos, tales

como la replicacion del ADN, la actividad enzimatica y la integridad de la membrana

celular [1]. A su vez, estas nanoparticulas son capaces de generar especies reactivas

de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés), causando estrés oxidativo y dafo

estructural en las células microbianas, lo que lleva a su eliminacion [1], [5]. En la

Figura 3 se puede observar una representacion esquematica de los mecanismos

mencionados anteriormente y su funcionamiento.

13
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Figura 3: Representacion esquematica de los mecanismos antimicrobianos producidos por NPs

metalicas. Adaptado de [5].

1.2.1. Nanoparticulas de 6xido de zinc (ZnO)

Entre los diversos tipos de nanomateriales con propiedades antimicrobianas,
las nanoparticulas de 6xido de zinc (NPs ZnO) han ganado un interés particular
debido a su inherente biocompatibilidad y a su capacidad para combatir una amplia
gama de microorganismos, incluyendo bacterias grampositivas y gramnegativas,
hongos y virus. Las NPs ZnO ejercen su actividad antimicrobiana mediante
mecanismos que incluyen la generacion de ROS, la inhibicion de la actividad
enzimatica microbiana y la interrupcion de la sintesis de ADN. Estos mecanismos,

junto con su estabilidad térmica y su baja toxicidad en comparacion con otros

14
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materiales, han consolidado su uso en diversas aplicaciones biomédicas y de cuidado
personal [1]. Sin embargo, aunque el zinc se considera relativamente no toxico, se ha
documentado que la exposicion a iones de zinc libres puede causar efectos adversos,
especialmente en células neuronales, que son altamente sensibles a influencias
exogenas [6].

Una caracteristica distintiva de las NPs ZnO es su dependencia del tamafio y
la morfologia en términos de efectividad antimicrobiana. Estudios han demostrado
que particulas de menor tamafio presentan una mayor actividad bactericida, debido
a un aumento en la superficie de contacto y en la capacidad de penetracion en las
membranas microbianas [7]. Por ejemplo, se ha encontrado que las NPs ZnO
generan peréxido de hidrégeno (H202), produciendo un efecto antimicrobiano,
incrementando su capacidad para combatir infecciones bacterianas y fungicas.
Ademas, la incorporacion de ZnO en matrices poliméricas ha permitido el desarrollo
de nanocompuestos con propiedades mejoradas, como la absorcion de radiacion UV
y una accion antibacteriana sostenida [7].

Es importante destacar que la efectividad antimicrobiana de las NPs ZnO varia
significativamente segun el tipo de bacteria. Generalmente, las bacterias
gramnegativas presentan mayor resistencia a las nanoparticulas de ZnO en
comparacion con las grampositivas. Esta diferencia se atribuye a la estructura de la
pared celular de las gramnegativas, que incluye una membrana externa adicional
compuesta por lipopolisacaridos (LPS). Los LPS refuerzan las propiedades de barrera

de la membrana externa, dificultando la penetracion de agentes antimicrobianos y

15
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contribuyendo a una mayor resistencia bacteriana, particularmente frente a
antibiéticos y nanoparticulas metalicas [6].

El uso de NPs ZnO también destaca por sus aplicaciones en la industria
médica y farmacéutica. Estos nanomateriales han mostrado propiedades
antimicrobianas frente a patdégenos resistentes a multiples farmacos, como
Acinetobacter baumannii y Candida albicans, lo que subraya su potencial para
enfrentar desafios actuales en el tratamiento de infecciones. Adicionalmente, su
capacidad para prevenir la formacion de biopeliculas microbianas y su uso en el
recubrimiento de superficies biomédicas, como implantes, demuestran su versatilidad
en la mejora de la asepsia y la funcionalidad de dispositivos médicos [1], [5].

No obstante, a pesar de los avances en esta area, existen desafios asociados
al uso de NPs ZnO. Entre ellos, la optimizacion de su liberacion controlada en
entornos biolégicos, la evaluacion de su toxicidad a largo plazo en células humanas
y la posible generacién de resistencia microbiana a estos nanomateriales. Estos
aspectos requieren una investigacion continua para garantizar su eficacia y seguridad
en aplicaciones futuras [1], [5].

Las nanoparticulas de oOxido de zinc, representan una potencial solucién
innovadora frente a los problemas asociados a la resistencia antimicrobiana. Gracias
a su disefio adaptable y a su capacidad de interferir en procesos biolégicos esenciales
de los microorganismos, estos materiales poseen un enorme potencial para
aplicaciones en campos tan diversos como la medicina, la biotecnologia y la industria
alimentaria. Su estudio y desarrollo constituyen un area de investigacion clave para

el avance de tecnologias antimicrobianas sostenibles y efectivas.
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1.2.2. Estructuras Zeoliticas de Imidazolato (ZIF-8)

Las metal-organic frameworks (MOFs) son sélidos cristalinos formados por
"nodos” metélicos y "enlaces" organicos que actian como puntos de conexion y
moléculas puente, respectivamente. Se puede observar una representacion
esquematica de estas estructuras en la Figura 4. Esta arquitectura tridimensional
proporciona una excepcional area superficial y porosidad que alcanza hasta el 90 %
de volumen libre. Los zeolitic imidazolate frameworks (ZIFsS) son una subclase
especifica de MOFs, que combinan propiedades de estabilidad quimica y térmica con
una estructura porosa regular, lo que los convierte en candidatos atractivos para
diversas aplicaciones [8].En particular, los ZIFs, que se forman mediante enlaces
coordinados entre iones metalicos como el Zn2* y ligandos organicos como el
imidazol, presentan una estructura similar a la de los zeolitas, pero con mayor

flexibilidad estructural y funcionalidad quimica [8].
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Figura 4: Representacion esquematica estructural de los MOFs. Adaptado de [9].

Dentro de esta categoria, el ZIF-8 ha emergido como uno de los materiales
mas estudiados debido a su facilidad de sintesis, biocompatibilidad y propiedades
Unicas de liberacién controlada, que lo posicionan como un material prometedor en
multiples campos tecnoldgicos, incluidos los relacionados con la salud [10]. El ZIF-8
destaca no solo por su capacidad como portador de farmacos antimicrobianos, sino
también por sus propiedades intrinsecas antimicrobianas. Estas propiedades se
deben principalmente a la liberacion controlada de iones de zinc, los cuales actdan
de manera eficaz contra una amplia gama de microorganismos. Ademas, su
hidrofobicidad inherente juega un papel importante en la prevencion de la formacion
de biopeliculas bacterianas, un desafio significativo en el contexto de infecciones

resistentes [10].
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El ZIF-8 también ha mostrado ser un nanomaterial biocompatible con alta
capacidad de adsorcion de agentes antimicrobianos. Su disefio modular permite
modificar las caracteristicas del material, optimizando su desempefio en aplicaciones
médicas. Esto incluye la administracién de antibiticos, agentes antifungicos y
compuestos antivirales, maximizando su estabilidad en medios fisiologicos vy
permitiendo una liberacién sostenida de los principios activos [10].

En sintesis, el ZIF-8 no solo representa una innovacién en el ambito de los
materiales porosos, sino también un avance significativo en el desarrollo de terapias
antimicrobianas avanzadas. Su combinacién de propiedades estructurales y
funcionales ofrece oportunidades para abordar problemas complejos en campos

como la ingenieria biomédica, la farmacologia y la nanotecnologia.

1.3. Electrospinning

El electrospinning es una técnica de fabricacidbn ampliamente utilizada para la
produccion de fibras en la micro y nanoescala, caracterizadas por su alta relacion
area superficial-volumen y porosidad interconectada [1]. Consiste en utilizar altos
campos eléctricos para inducir el movimiento y la elongacion de soluciones
poliméricas. Este proceso comienza aplicando una tension suficiente para superar las
fuerzas de tension superficial en una solucion cargada, lo que genera finos chorros
gue se dirigen desde un capilar hacia un colector. A lo largo de su trayectoria, el
chorro se desplaza en la direccion del campo eléctrico, experimentando elongaciones
Yy, en ocasiones, inestabilidades. Finalmente, el disolvente se evapora, y las fibras

resultantes se depositan de manera aleatoria en el colector [11].
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El montaje tipico para la ejecucion de esta técnica incluye tres elementos
principales: un capilar que permite la salida de la solucién (como una aguja o cono),
una fuente de alta tension con dos electrodos conectados al capilar y al plato colector,
y un sistema de recoleccion como una lamina metalica o un mandril rotativo (como se
observa en la Figura 5). En este sistema, las fibras se depositan tras la evaporacion
del disolvente. Dependiendo de la configuracién, el sistema puede orientarse de
manera horizontal o vertical, aunque en esta Ultima disposicion puede presentarse el
inconveniente de que las gotas de solucion caigan sobre las fibras ya depositadas,

afectando su uniformidad y continuidad [11].

Figura 5: Diversos ensambles de la técnica de electrospinning. Adaptado de [11].
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El inicio exitoso del proceso requiere la preparacion adecuada de la solucién
polimérica, diluyendo completamente el polimero en un disolvente o mezcla de
disolventes que garanticen una fluidez Optima. Esta homogeneidad evita el
taponamiento del capilar durante el proceso y contribuye a la formacion de fibras
uniformes. Ademas, la naturaleza dieléctrica de los polimeros juega un papel crucial,
ya que, en presencia de un campo eléctrico fuerte, los dipolos microscopicos del
material se reorientan y responden al estiramiento inducido por las fuerzas externas
[11].

El proceso de formacion de fibras comienza con la aplicacion de alta tension,
lo que genera una acumulacion de cargas en la punta del capilar. Conforme aumenta
la intensidad del campo eléctrico, la gota de solucion se alarga, adoptando una forma
conica conocida como cono de Taylor. Cuando las fuerzas eléctricas superan las
fuerzas de cohesién dominadas por la tensién superficial, un chorro continuo se
desprende y viaja hacia la superficie del colector. Durante este trayecto, el chorro es
alargado por interacciones electrostéaticas internas mientras el disolvente se evapora,
lo que resulta en fibras solidificadas y depositadas en el colector [11].

La capacidad de hilado (spinnability en inglés) de una solucion polimérica esta
relacionada con su viscoelasticidad. Esta propiedad determina la habilidad de la
solucién para formar fibras continuas sin romperse. Para lograrlo, es necesario que
la solucién alcance una concentracion critica minima que permita suficientes
entrelazamientos de las cadenas moleculares. La falta de estos resulta en la
formacion de gotas o en una morfologia de fibras conocida como collar de perlas

(bead-on-string), donde las fibras presentan perlas intercaladas a lo largo de su
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estructura [12]. En la Figura 6 se describen dos tipos comunes de perlas que suelen

aparecer como defectos en el procesamiento de membranas electrohiladas.

Figura 6: Dos tipos de morfologias comunes de perlas: (a) perlas esféricas y (b) husillos. Adaptado
de [13].

En los Ultimos afios, la técnica de electrospinning ha cobrado especial
relevancia en la creacion de matrices poliméricas disefiadas para aplicaciones
biomédicas y en ingenieria de tejidos. Estas matrices, que pueden adoptar formas
como membranas o andamios tridimensionales, ofrecen propiedades funcionales
ideales, incluyendo la capacidad de imitar la matriz extracelular (ECM, por sus siglas
en inglés) en procesos regenerativos. Ademas, su versatilidad permite la
incorporacion de nanoparticulas para crear materiales compuestos con mecanismos

antimicrobianos eficientes o propiedades controladas de liberacién de farmacos [1].

1.3.1. Parametros clave y su influencia

El éxito del electrospinning depende de un control riguroso de mudltiples

parametros que afectan directamente la morfologia y calidad de las fibras obtenidas.
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Estos pardmetros se agrupan en tres categorias principales: las propiedades de la
solucion o dispersion polimérica, las condiciones de procesamiento y el entorno
ambiental [14].

Las caracteristicas de la solucion, como su viscosidad, peso molecular del
polimero empleado, conductividad y tension superficial, juegan un papel crucial. Por
ejemplo, la viscosidad de la solucion (relacionada directamente con el peso molecular
del polimero y su concentracién) determina si se forman fibras uniformes o
defectuosas. Soluciones de baja viscosidad tienden a producir perlas y fibras de
menor diametro, mientras que aquellas con mayor viscosidad generan fibras mas
uniformes [11], [14]. De manera similar, la conductividad de la solucion influye en las
fuerzas de elongacion sobre el chorro, lo que puede reducir significativamente el
diametro de las fibras cuando se utilizan soluciones de alta conductividad [14]. Por
otro lado, la tensién superficial afecta la presencia de beads, donde disminuyendo
esta propiedad se reduce el nimero de defectos [11]. En la Figura 7 se puede
observar como se modifica la morfologia de las nanofibras con el incremento en la

viscosidad de la solucion.
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Forma de Gota Gota Enlongada

Gota Estirada Nanofibras

Figura 7: Variacion de la morfologia de las nanofibras en funcién de la viscosidad de la solucion.

Adaptado de [14].

El proceso también depende de parametros operativos como la tension
aplicada, la distancia entre la aguja y el colector, y la velocidad de flujo de la solucion
o dispersién. Un aumento en la tensién incrementa la elongacion del chorro,
reduciendo inicialmente el diametro de las fibras. Sin embargo, un valor elevado
puede generar fibras mas gruesas debido a una menor estabilidad del campo
eléctrico [14]. La distancia entre la aguja y el colector también es critica: distancias
mayores permiten un mayor tiempo de vuelo y solidificacion, pero mas alla de un
punto 6ptimo, la debilidad del campo eléctrico puede revertir este beneficio o
dependiendo la solucién polimérica que las fibras se rompan por su propio peso [11],
[14]. La velocidad de flujo puede favorecer la formacion de fibras sin defectos y de
menor tamafio, ya que el solvente tendria mayor tiempo para evaporarse.

Finalmente, las condiciones ambientales, como la humedad y la temperatura,

afectan el proceso de formacion de fibras. Una mayor humedad puede causar la
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precipitacion rapida de polimeros o aparicion de pequefios poros circulares en la
superficie de las fibras (goteo), mientras que temperaturas elevadas favorecen la
evaporacion del solvente y reducen la viscosidad de la solucion, produciendo fibras
mas delgadas [11], [14]. Estos factores deben ser ajustados cuidadosamente para
garantizar la reproducibilidad y calidad de las fibras electrohiladas ya que modifican

en gran medida su morfologia [11].

1.3.2. Matrices nanofibrosas de PCL

El electrospinning ha surgido como una técnica prominente para la fabricacion
de nanofibras debido a su versatilidad y capacidad de reproducir estructuras similares
a la ECM natural, lo que la convierte en una herramienta valiosa para aplicaciones
biomédicas. Dentro de los polimeros utilizados en esta técnica, la poli(e-caprolactona)
o PCL (por sus siglas en inglés) se destaca como uno de los mas investigados debido
a su biodegradabilidad, biocompatibilidad y propiedades mecénicas favorables, lo que
lo posiciona como prometedor para la ingenieria de tejidos y medicina regenerativa
[12].

El PCL es un poliéster alifatico semicristalino que se degrada lentamente bajo
condiciones fisiolégicas, lo que lo hace particularmente atractivo para aplicaciones
médicas a largo plazo. A diferencia de otros polimeros como el acido polilactico, la
degradacion del PCL no genera un ambiente acido local, lo que minimiza posibles
efectos adversos en los tejidos circundantes [15]. Este comportamiento de
degradacion, junto con su capacidad para ser metabolizado en monémeros solubles
en agua, lo convierte en un candidato ideal para implantes, dispositivos de liberacion

de farmacos y andamiajes para regeneraciéon 6sea [16].
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La técnica de electrospinning permite la fabricacion de membranas fibrosas
que imitan la estructura de la matriz extracelular, favoreciendo la adhesién celular,
proliferacion y diferenciacion. En el caso de la regeneracion 0sea, las membranas
electrohiladas de PCL han demostrado ser matrices efectivas para promover la
diferenciacion de células mesenquimales hacia osteoblastos, siendo utilizadas en
aplicaciones de regeneracion guiada de tejidos y regeneracion guiada de hueso [15].
No obstante, las propiedades intrinsecas del PCL, como su baja hidrofilicidad y
limitada bioactividad, restringen su aplicabilidad directa para ciertos usos biomédicos.
Para superar estas limitaciones, se han desarrollado enfoques hibridos que combinan
PCL con materiales bioactivos, resultando en membranas con propiedades
optimizadas para la proliferacion celular y la cicatrizacion de heridas [12].

Desde el punto de vista de la electroespinabilidad (electrospinnability), el PCL
es altamente soluble en una variedad de solventes organicos, incluyendo cloroformo,
diclorometano y mezclas con N,N-dimetilformamida o metanol. Estas combinaciones
permiten ajustar las propiedades del material, como el didmetro de las fibras y la
distribucién uniforme, segun los requisitos de la aplicacion final. Por ejemplo, aunque
el cloroformo es un solvente cominmente utilizado, su empleo puede generar fibras
micrométricas (aunque no nanomeétricas), lo que ha llevado a explorar combinaciones
de solventes para superar esta limitacion [16]. En contraste, combinaciones binarias
como acido férmico/acido acético han mostrado ser mas efectivas para producir fibras
en el rango nanométrico con una presencia minima de perlas [15]. Ademas, el uso de

solventes benignos como agua, etanol y acidos organicos (como acido acético o
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férmico) representa una tendencia creciente hacia procesos mas sostenibles en la

fabricacion de biomateriales.
2. Objetivos

El objetivo general del presente trabajo es analizar la factibilidad de obtener
membranas poliméricas micro/nanofibrosas electrohiladas con potencialidad
antimicrobiana a partir de la incorporacion de nanomateriales basados en zinc y sus
oxidos.

Los objetivos especificos son:

e Sintetizar y caracterizar morfolégicamente, espectroscopicamente y mediante
técnicas de dispersion de luz dindmica los nanomateriales ZIF-8 y NPs ZnO.

e Optimizar los pardmetros de procesamiento para escoger las condiciones ideales
en la obtencién reproducible mediante electrohilado de fibras de PCL en los
solventes y mezclas seleccionadas.

e Obtener matrices micro/nanofibrosas nanocompuestas basadas en PCL con
incorporacion de ZIF-8 y NPs ZnO mediante diferentes métodos durante el
procesamiento.

e Caracterizar las estructuras nanocompuestas mediante técnicas microscoépicas,
difraccién de rayos X, ensayos térmicos y propiedades superficiales.

e Ensayar como prueba de concepto la potencial actividad antimicrobiana de los

materiales mas prometedores.

27



PROYECTO FINAL DE GRADO

e Realizar un analisis econdmico comparativo y la proyeccion segun el nimero de
muestras a generar para el costo de produccion de los diferentes materiales

generados.

3. Materiales

Las membranas electrohiladas se obtuvieron a partir de la utilizacién de poli
(e-caprolactona) -PCL- (Sigma Aldrich), Mn: 80.000, donde se utilizaron como
solventes metanol anhidro, cloroformo y &cido acético glacial (marca Laboratorios
Cicarelli).

En el caso de la fabricacion de los ZIF-8 se empled 2-metilimidazol (Merck) y
nitrato de zinc hexahidratado (Merck) ademas de metanol anhidro como solvente.
Para la sintesis de NPs ZnO (ademés del nitrato de zinc) se utiliz6 poli

(vinilpirrolidona) Mn: 360.000 (Sigma Aldrich) y una solucién de almidon de maiz.

4. Métodos

4.1. Sintesis y caracterizacién de nanomateriales basado en Zn

4.1.1.z Sintesis de NPs ZnO

En colaboracion con el grupo del Dr. Diego Acevedo (Facultad de Ingenieria,
UNRC) se sintetizaron NPs ZnO mediante un método tipo sol-gel bioasistido y un
posterior tratamiento térmico sucesivo a temperaturas de 600-650 °C.

Se prepararon 50 mL de una solucién 0.3 mol/L de Zn (NO3)2.6H20 usando
como solvente una solucién acuosa de PVP 360 (10 mg/mL). Posteriormente dicha
solucion se agregdé mediante goteo a una solucion de almidén de maiz de
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concentracion 33 mg/mL y volumen final 150 mL. Luego se lo agité a 75 °C durante 1
h hasta obtener una solucion de apariencia blanquecina y viscosa.

Una vez llegado al punto anterior, se llevé al horno a 100 °C durante 24 h hasta
que la solucién se transform6 en una pelicula color caramelo. Por ultimo, se coloco
en una mufla durante 6 h a 650 °C para eliminar todos los restos organicos y obtener

un polvo blanco correspondiente a las NPs ZnO.

4.1.2. Sintesis de ZIF-8

En 10 mL de metanol anhidro se disolvié 148.8 mg de Zn(NOs3)2.6 H20. Por
otro lado, en otros 10 mL de metanol anhidro se disolvieron 164.0 mg de 2-
metilimidazol. Posteriormente se agitaron ambas soluciones hasta asegurar la
completa disolucion de los reactivos. Una vez logrado, se vertio rapidamente la
solucion de 2-metilimidazol en la solucion de nitrato de zinc y se la dejo bajo agitacion
vigorosa por 5 minutos. Pasado este tiempo, la reaccién se agitd durante una hora.
El resultado final de la sintesis fue una dispersién de color blanquecina como se

puede observar en la Figura 8.
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Figura 8: Dispersion resultante de la sintesis de ZIF-8 en medio metandlico.

Mediante centrifugacion de la dispersion obtenida durante 15 minutos a 9k rpm
se separaron las nanoparticulas obteniendo asi un polvo blanco (Figura 9a).
Posteriormente fueron lavadas 3 veces en metanol (repitiendo el proceso de
centrifugado) para separar especies sin reaccionar. Se utilizd un centrifuga marca

ZELIAN disponible en el Area Polimeros Biomédicos (Figura 9b).
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a) b)

Figura 9: Proceso de centrifugaciéon de las particulas: a) ZIF-8 luego de la centrifugacion.

b) Centrifuga marca ZELIAN empleada para la separacién de ZIF-8.

4.1.3. Caracterizacion de las NPs

Ambos tipos de nanoparticulas fueron caracterizadas mediante las siguientes

técnicas:

1. Ensayo XRD:

La difraccion de rayos X (XRD, por sus siglas en inglés) es una técnica no

destructiva utilizada para caracterizar materiales cristalinos. Posee un gran valor para
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la ingenieria ya que brinda informacion sobre la estructura, las fases presentes, las
orientaciones preferenciales de los cristales y otros parametros estructurales, como
el tamafio promedio de los granos, la cristalinidad, las deformaciones y los defectos
cristalinos. Los picos de difraccion de rayos X se producen debido a la interferencia
constructiva de un haz monocromatico dispersado en angulos especificos por los
planos cristalinos de una muestra. La intensidad de estos picos depende de la
distribucion de atomos dentro de la red cristalina, o que convierte el patrén de
difraccion en una "huella digital" Unica del material analizado [17].

A partir de un difractometro de Rayos X PANalytical X"Pert PRO PW3040 se
caracterizaron a las NPs ZnO y ZIF-8. Posteriormente mediante el software OriginPro
se graficaron los difractogramas para cada muestra y por ultimo se los comparé con

la bibliografia.

2. Espectroscopias vibracionales:

La espectroscopia Raman es una técnica de caracterizacion con la capacidad
de identificar compuestos a nivel molecular mediante sus caracteristicas
vibracionales Unicas. El principio de funcionamiento se basa en la interaccion de la
luz laser con las moléculas del material [18]. Mediante esta técnica y un
espectrometro raman (Invia Microscope, Renishaw) se caracterizaron los ZIF-8
sintetizados.

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) se destaca
como una herramienta eficaz para identificar grupos funcionales y enlaces
moleculares presentes en materiales. Esta técnica permite interpretar las bandas de

absorcion del espectro infrarrojo en funcion del numero de onda, lo cual posibilita la
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deteccion de compuestos especificos [19]. A partir de un espectrémetro infrarrojo por
transformada de fourier (FTIR) (Nicolet 6700 Thermo Scientific) se caracterizaron las

nanoparticulas de 6xido de zinc utilizadas.

3. TEM:

La microscopia electronica de transmision (TEM, por sus siglas en inglés) es
una técnica avanzada utilizada para observar la microestructura de los materiales.
Permite obtener informacién cristalogréfica y de composicion a escala hanométrica.
Para realizar estudios mediante TEM, las muestras deben ser transparentes al haz
de electrones, lo que implica que su preparacion debe garantizar un espesor
adecuado para permitir el paso de los electrones sin pérdida significativa de
informacion estructural [20].

Se realizaron ensayos TEM a ambos tipos de nanopatrticulas, para ellos se
utilizé un microscopio TEM JEOL JEM 2100 de 200KV y filamento de B6La. Las
muestras se prepararon en una dispersién de un solvente volatil y fueron sonicadas
para evitar aglomeraciones. Posteriormente se deposité una gota sobre una rejilla de

cobre dejandola secar bajo campana.

4. SEM:

La microscopia electronica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés) es una
herramienta de caracterizacion versatil que permite la observacion y analisis de
materiales, abarcando escalas que van desde los micrometros hasta pocos
nanometros. Esta técnica es especialmente valiosa para obtener imagenes de

superficies. En ella, un haz de electrones altamente enfocado se dirige hacia el area
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de interés en la muestra donde la interaccion genera una variedad de sefiales, como
electrones secundarios, electrones retrodispersados, rayos X caracteristicos y otros
fotones con diferentes energias, los cuales aportan informacién detallada sobre la
composicion y morfologia del material [21].

Se tomaron imagenes SEM para las NPs ZIF-8 utilizando un microscopio
electronico de barrido FE-SEM ZEISS Crossbeam 350. Las muestras se prepararon
dispersandolas en un solvente volétil, sonicandolas para evitar aglomeraciones.

Posteriormente se colocé una gota sobre un portaobjetos conductor.

5. DLS:

La dispersion dinamica de luz (DLS, por sus siglas en inglés) permite evaluar,
de manera eficiente, el diametro hidrodinamico. Es una técnica no invasiva, que
requiere una minima preparacion de la muestra y no necesita de calibraciones previas
[22].

Los ensayos re realizaron en un analizador de tamafio de particulas Malvern
serie Zetasizer Nano S90 modelo ZEN1690 (Figura 10). Las muestras se dispersaron
a bajas concentraciones en agua destilada (NPs ZnO) y metanol anhidro (ZIF-8)
obteniendo coloides. Se realizaron 3 corridas por muestra para obtener asi el
didmetro hidrodindmico promedio, su error, el indice de polidispersidad (PDI) y el

potencial Z.
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Figura 10: Analizador de tamafio de particulas (DLS) empleado.

6. TGA:

El andlisis termogravimétrico (TGA, por sus siglas en inglés) es una técnica
analitica cuantitativa que mide la variacion de masa de una muestra, generalmente
entre 1-10 mg, mientras se incrementa la temperatura dentro de un horno. Este
ensayo se realiza bajo un flujo de gas que puede ser constante o cambiar segun las
condiciones requeridas. El resultado se presenta en un termograma, el cual es una
representacion grafica del cambio de masa de la muestra en funcion de la
temperatura. Los termogramas son especificos para cada compuesto y proporcionan
informacion valiosa sobre la estabilidad térmica, estabilidad oxidativa, composicion

de materiales multicomponentes, tiempo de vida util del producto, cinética de

35



PROYECTO FINAL DE GRADO

descomposicion, asi como el contenido de humedad y volatiles presentes en la
muestra [23].

Se utiliz6 un analizador termogravimétrico (Shimadzu TGA-50) para
comprobar la estabilidad térmica de ambos tipos de nanoparticulas en el rango de
temperaturas entre temperatura ambiente (ca. 25 °C) y 800 °C (rampa de
calentamiento de 10 °C/min). El ensayo se llevd a cabo en una atmosfera de
nitrégeno. Posteriormente mediante el software OriginPro se graficaron los

termogramas para cada muestra.

4.2. Evaluacion de dispersabilidad de nanomateriales en solventes vy

compatibilidad con el polimero

Se evaluod la dispersabilidad de ambos tipos de nanoparticulas (ZIF-8 y NPs
Zn0O) en solventes 0 mezclas de solventes compatibles con el polimero PCL. Se
consideraron diferentes alternativas, como mezclas de metanol/cloroformo en
diversas proporciones y acido acético. La concentracion de los polimeros se vario
entre el 10-20 % p/V, mientras que las nanoparticulas se incorporaron en

proporciones del 0-5 % m/m con respecto al PCL.

4.3. Obtencidn y caracterizacion de matrices fibrosas electrohiladas

4.3.1. Electrohilado de dispersiones y soluciones poliméricas

A partir de una unidad de electrospinning 2.2.D-350 (YFLOW) se generaron
matrices fibrosas electrohiladas. Para obtener membranas reproducibles en sus

dimensiones (espesor) y caracteristicas morfologicas, se optimizaron las variables de
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procesamiento como temperatura ambiente, humedad, tiempo de electrohilado,
diferencia de tension aplicado, caudal y distancia boquilla-colector.

En el caso de las matrices generadas a partir de polimero en la mezcla de
solventes cloroformo-metanol, se estudio la factibilidad de la utilizacion de distintas
proporciones de solventes. Particularmente se obtuvieron membranas empleando la
relacion 3:1 (cloroformo-metanol) y 1:1. Las condiciones fueron optimizadas para

cada caso patrticular.

4.3.1.1. Preparacién de soluciones poliméricas

Se trabajé con 3 combinaciones de solventes distintos, acido acético glacial
(Anedra); cloroformo-metanol proporcién 1:1 (Anedra) y cloroformo-metanol 3:1. En
todos los casos se prepararon soluciones de 10 mL con 1.5 g de poli(e-caprolactona)
-PCL- (Sigma Aldrich). Posteriormente las soluciones se agitaron magnéticamente

por 72 h para lograr una disolucion completa del PCL.

4.3.1.2. Electrohilado de membranas

Las soluciones fueron cargadas en jeringas de 10 mL, las cuales se conectaron
mediante tubos de teflon a una aguja de acero inoxidable de calibre 18G en el extremo
opuesto. Tanto la aguja como el colector se vincularon utilizando contactos a una
fuente de alto voltaje, conectando el polo positivo a la aguja y el polo negativo al
colector. Para la obtencion de todas las membranas, se empled un colector plano de
papel aluminio donde se depositaron las matrices. Mediante una camara de video se

siguio la estabilidad del cono de Taylor para todas las membranas fabricadas.
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En la Figura 11 se puede observar la configuracion de la unidad de

electrohilado identificando todas las partes mencionadas anteriormente.

Figura 11: Configuracion de la unidad de electrospinning 2.2.D-350 (YFLOW), donde se

observan la aguja, el colector, la camara y la jeringa.

Se mantuvo constante la temperatura (ca. 24 °C), humedad relativa (30%-
40%) y distancia entre la boquilla y el colector (12 cm); mientras que el caudal y la
tension se fueron modificando para cada sistema. Se compararon las membranas
obtenidas para caudales de 1 mL/h, 3 mL/h y 5 mL/h (sistema cloroformo-metanol) y

0.4 mL/h, 0.6 mL/h y 0.8 mL/h (sistema acido acético).
4.3.1.3. Electrohilado de membranas con contenido de NPs

A partir de las membranas obtenidas anteriormente se decidié utilizar dos

metodologias para explorar variantes en la inclusion de las NPs en el sistema.

38



PROYECTO FINAL DE GRADO

En la primera variante se plantea la inclusion de nanoparticulas en la solucion
polimérica precursora de las fibras. De esta manera, las NPs deben ser dispersadas
en los solventes utilizados. Para ello, es necesario que los solventes presenten una
buena capacidad de dispersién de las particulas, como la tiene el metanol y el acido
acético. La inclusiébn de nanoparticulas en solucibn modifica las variables de
procesamiento de la membrana, por lo que es necesario prestar especial atencién a
estas y optimizarlas.

La segunda variante consiste en el “spray” controlado de una dispersion de
NPs sobre las matrices previamente electrohiladas. Las NPs ZnO fueron
electropulverizadas sobre la membrana a partir de una dispersion de ellas en agua.
Se agreg6 un 10 % de PVP para otorgarle la viscosidad necesaria. A su vez, los ZIF-
8 fueron dispersados en metanol y sprayeados sobre la membrana correspondiente.

Finalmente, todas las condiciones de procesamiento (para ambas técnicas y

tipo de NPs) se presentan y discuten en la seccion de resultados.

4.3.2. Caracterizacion de las matrices electrohiladas

Para la caracterizacion de las membranas se usaron los mismos equipos y

metodologia que para la caracterizacién de las NPs.

1. SEM:

Todas las membranas fueron caracterizadas mediante SEM. Se tomaron
imagenes a diferentes magnificaciones para constatar la reproducibilidad de las
nanofibras. La preparacion de las muestras consistio en cortar piezas cuadradas de

1 cm y someterlas a metalizado con cromo.
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En un posterior andlisis se utilizd el software ImageJPro con el objetivo de
realizar conteos de particulas y fibras, determinando el diametro medio en cada uno
de los sistemas. Se midieron por sistema 100 fibras con el objetivo de que la medida

final obtenida promedio sea confiable y representativa.

2. EDS:

La espectroscopia de dispersion de energia de rayos X (EDS o EDX) es una
técnica analitica utilizada para identificar y cuantificar los elementos quimicos
presentes en una muestra. Funciona detectando los rayos X caracteristicos emitidos
por los atomos del material cuando son excitados por un haz de electrones. Esta
técnica se acopla cominmente a un microscopio electronico de barrido (SEM).

Se buscé constatar la presencia de las NPs en la membrana. Para ello, se

analizé la presencia de Zn en los espectros obtenidos del EDS.

3. DRX:

Se compararon cambios de cristalinidad entre el sistema sin NPs y el mismo
sistema con su incorporacién. También se busco constatar la presencia de todas las

fases presentes en la membrana.

4. TGA:

Se evaluo la estabilidad térmica y la pérdida de masa de las membranas en el
rango de temperatura ambiente a 800 °C. Se prepararon para su analisis muestras

de 10 mg de cada sistema nanofibroso compuesto.
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5. Angulo de contacto:

Se estudiaron las propiedades hidrofobicas/hidrofilicas de las matrices
poliméricas nanocompuestas mediante la medicion del angulo de contacto en funcién
de dilucidar el comportamiento relacionado a la mojabilidad. Se utilizé un goniometro
modelo Ramé-Hart Instrument co. La preparacion de las muestras consistid en cortar
piezas cuadradas de 1 cm de lado para posteriormente pegarlas mediante cinta bifaz
sobre un vidrio porta-muestras. Se preparé el gonibmetro y la camara (Figura 13), se
deposité una gota de agua (utilizando una micropipeta) sobre la superficie de ellas y
se midié el angulo de contacto obtenido en el lapso de 90 s. Se realiz6 la

determinacion por triplicado para cada muestra.

Figura 13: Goniémetro y camara para ensayo de angulo de contacto.
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4.4. Prueba de concepto como materiales antimicrobianos

Se colocaron discos de las membranas hanocompuestas sobre un agar en una
placa inoculada con la bacteria de interés. Las placas se incubaron permitiendo la
difusién desde los discos dentro del agar. Conceptualmente si la composicion de los
discos inhibe el crecimiento microbiano se observa una zona clara (halo) la cual es
una medida de la actividad antimicrobiana. A mayor diametro del halo mayor seréa la
magnitud de la actividad.

Los discos fueron extraidos con una herramienta corto-punzante circular de
las membranas electrohiladas a ensayar. La actividad antibacteriana de las
membranas fue evaluada frente a microorganismos de referencia: Staphylococcus
aureus ATCC 25923y Escherichia coli ATCC 25922 (Depto de Quimica y Bioquimica,
FCEyN, UNMdP). La pureza de las bacterias fue evaluada en cultivos realizados en
agar nutritivo. El inéculo se prepar6 utilizando cultivos bacterianos incubados a 35 °C
durante 18 h (fase logaritmica de crecimiento). Se estandariz6 la biomasa en solucion
fisiolégica 0.85 % (p/v) al tubo 5 de la escala de Mc Farland (1.5 x 108 UFC/mL).

Se prepararon placas de Petri estériles por adicion de alicuotas de cada
suspension bacteriana a agar nutritivo estéril para alcanzar concentraciones finales
del orden de 10° UFC/mL y 108 UFC/mL. Sobre el agar solidificado en las placas se
dispusieron los discos, siendo las placas incubadas a 35 °C durante 24-48 h. Los
ensayos fueron realizados por triplicado utilizando blancos positivos (muestras con

actividad probada) y blancos negativos (solucion fisiologica).
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5. Resultados

5.1. Caracterizacion de nanomateriales

5.1.1. XRD

En la siguiente imagen (Figura 14) se presenta el patron de difraccion de rayos

X obtenido para las nanoparticulas ZIF-8.
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Figura 14: Patron de difraccion de rayos X de las nanoparticulas ZIF-8.

Para constatar que la sintesis de ZIF-8 fue realizada correctamente, se
compar6 el DRX obtenido con los reportados en literatura. Se observa la presencia
de los picos caracteristicos (marcados con asteriscos) del ZIF-8 en 20 = 7.3°, 9.94°,

12.29°,14.28°, 15.91° y 17.35°, los cuales corresponden a los planos cristalograficos
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(011), (002), (112), (022), (013) y (222) [17],[9]. La coincidencia entre el patron
obtenido y la bibliografia hallada permite afirmar que el nanomaterial sintetizado es
ZIF-8 con fase cristalina bien definida.

Por otro lado, el siguiente patrén (Figura 15) presenta el resultado obtenido

para la difraccidén de rayos X de las NPs ZnO.
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Figura 15: Patron de difraccion de rayos X de nanoparticulas de ZnO.

A partir de la ficha de referencia JCPDS No. 00-036-1451 para el ZnO con
estructura hexagonal tipo wurtzita, se puede realizar una comparacion entre patrones
de difraccién para confirmar la correcta sintesis de las nanoparticulas. En el patron
realizado se observan picos de difraccion bien definidos (marcados con asterisco) en
las posiciones 26 = 31,8°, 34,4°, 36,3°, 47,5°, 56,6°, 62,9°, 66,5°, 68,0° y 69,1°, que
corresponden a los planos cristalogréaficos (100), (002), (101), (102), (110), (103),

(200), (112) y (201), respectivamente observados en la ficha técnica proveniente del
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PDF (Power Diffraction File) del ICDD [24]. La ausencia de picos adicionales sugiere

que no hay fases secundarias o impurezas, por lo que se podria afirmar que la sintesis

resultd exitosa.
5.1.2. Espectroscopia vibracional

En la presente seccion se presenta un estudio Raman (Figura 16) realizado

sobre las NPs ZIF-8.
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Figura 16: Espectro Raman de las nanoparticulas ZIF-8.

En la Figura 16 se pueden distinguir los picos caracteristicos del material ZIF-
8 (marcados con asterisco), correspondientes a 686 cm™ (pandeo del anillo
imidazolato), 1146 cm™ (estiramiento del enlace C5-N) y 1384 cm™ (flexién del grupo
metilo), los cuales concuerdan con los modos vibracionales descritos en literatura

[25]. Ademas, en la region de altas frecuencias destacan los modos de estiramiento
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C—H del grupo metilo en torno a 2915-2931 cm™, y del anillo aromatico imidazolato

cerca de 3110-3131 cm™.

Por otro lado, sobre las nanoparticulas de ZnO ser realiz6 un FTIR cuyo

resultado se muestra a continuacion en la Figura 17.
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Figura 17: Espectro infrarrojo de las NPs ZnO.

El espectro FTIR de las NPs ZnO muestra (en torno a los 500 cm™) una banda
de alta intensidad, correspondiente a la vibracibn debida al estiramiento o
deformacion del enlace Zn-0O, consistente con lo observado en la literatura. La nula
absorbancia en la regién de 4000 a 1500 cm™ indica que las nanoparticulas se
encuentran limpias de grupos organicos y agua, los cuales son los responsables de
la aparicion de bandas en esas regiones mencionadas anteriormente [26], [27]. En la

region entre 1500 y 750 cm™ se observan picos (hallados en el inset realizado) de
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menor intensidad que podrian corresponderse con modos vibracionales del enlace

C-0, provenientes de impurezas remanentes de la sintesis [28].
5.1.3.DLS

En la Tabla 1 se pueden observar los diametros hidrodinamicos, los indices de
polidispersidad (PDI) y el potencial Z para ambos tipos de nanopatrticulas.

Tabla 1. Didmetro hidrodindmico, PDI de las NPs estudiadas y potencial Z.

Nanoparticula Diametro indice de Polidispersidad | Potencial Z (mV)
P hidrodinamico (nm) (PDI)
Zn0O 35.0+0.6 0.036 -21.2+1.1
ZIF-8 262.0 £ 16.0 0.120 26404

El didmetro hidrodinamico representa el tamafio de una particula en
suspension, teniendo en cuenta su ndcleo y una capa de solvente adherida. Se
observa que las NPs ZnO presentan un tamafio de particula de 35 nm, mientras que
los ZIF-8 presentan uno de 262 nm. Es importante tener en cuenta que el tamafio real
de particula suele ser menor que los valores reportados, ya que la técnica de DLS
asume una morfologia esférica y suma la capa hidrodindmica mencionada
previamente [22]. En sintesis, se puede aseverar que los materiales sintetizados se
encuentran en el rango nanometrico.

El indice de polidispersidad (PDI) es una medida que indica la distribucion de
tamafnos de particula de la muestra analizada. En general, si el PDI es menor a 0.1,
se considera que la distribucion es uniforme, es decir, que las particulas tienen
tamafios muy similares. Por otro lado, valores de PDI mayores a 0.4 sugieren que el
perfil de tamafos de particula es amplio y heterogéneo pudiendo existir varias

poblaciones de particulas (indicando inclusive una distribucion multimodal). En la
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Tabla 1 se observa que ambos PDI se encuentran entre 0.03-0.12, por lo que
podriamos confirmar que las distribuciones son monodispersas [22].

Por ultimo, el potencial Z proporciona una aproximacion a la carga superficial
de las particulas en suspension. Existe una convencion en la comunidad cientifica
segun la cual valores de potencial Z mayores a + 25 mV o 30 mV (dependiendo del
autor y del uso del material) representan una buena estabilidad de la dispersion, ya
que permiten evitar la aglomeracion de particulas gracias a la repulsion electrostatica
entre ellas. Otros autores clasifican las dispersiones de nanoparticulas segun sus
valores de potencial zeta de la siguiente manera: entre 0 y £10 mV como altamente
inestables; entre £10 y £20 mV como relativamente estables; entre +20 y +30 mV
como moderadamente estables; y por encima de £30 mV como altamente estables
[29].

En la Tabla 1 se observa que los ZIF-8, con un valor de 26.4 mV, cumplen con
la primera convencion, por lo que se podria considerar que forman una dispersion
estable. Mientras tanto, las NPs ZnO se encuentran en el rango de moderadamente
estables (segun el segundo criterio), pero su valor de potencial Z no es suficiente para
afirmar que la dispersion presenta buena estabilidad segun la primera convencién
[29].

Analizando puntualmente los ZIF-8, en la literatura se reporta que el punto
isoeléctrico de estas nanoparticulas se encuentra alrededor de pH =10, donde
ensayos a valores de pH mas acidos muestran potenciales Z positivos, lo cual es
congruente con el resultado mostrado en la Tabla 1 [30], [31],[32]. El valor de 26.4

mV se encuentra dentro del rango reportado en la literatura, por lo que se puede
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afirmar que las NPs en solucion fueron correctamente dispersadas, evitando asi
aglomeraciones.

Por otro lado, las nanoparticulas de ZnO fueron ensayadas a pH =7 para medir
el potencial Z, obteniendo un resultado de -21.2 mV. Este valor depende no solo del
pH del ensayo, sino también de la concentracién de NPs en la dispersion. Como se
observa en literatura, un aumento en el volumen de nanoparticulas produce
inicialmente un incremento en el potencial Z (hasta un valor del 1.5% en volumen),
para luego estabilizarse [33]. Por lo tanto, una posible explicacion para el bajo valor
obtenido en este analisis es una muy baja concentracion de material en la disolucion
ensayada. De todas maneras, esta opcion es poco probable ya que el equipo con el
que se ensaya pide aumentar o disminuir la concentracion de manera automatica
para realizar una correcta medicion. Otro estudio reporta un potencial Z para las NPs
dispersadas en agua de -14.2 mV [27]. En sintesis, el resultado observado en la Tabla
1 se encuentra dentro del rango de valores reportados en la literatura, y se podria

considerar que la dispersion de NPs no fue del todo estable.

5.1.4.SEM

A continuacion se presentan dos imagenes superpuestas (magnificaciones de

la misma muestra) de las nanoparticulas ZIF-8.
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Figura 18: Imagenes SEM de nanoparticulas ZIF-8. Barras de escalas 2 ym y 400 nm.

En la imagen 18 se observa una aglomeracion de NPs ZIF-8 con particulas
uniformes en tamafio y forma, lo cual es deseable para aplicaciones biomédicas. No
se aprecia claramente la morfologia de las NPs debido a la baja resolucion del equipo.
De todas maneras, se aprecia que las nanoparticulas poseen una forma
cuasiesfeérica, la cual se reproduce en toda la muestra.

El tamafo de particula, analizado en la imagen con una magnificacion de 20.00
KX, es menor que el obtenido mediante la técnica de DLS. Utilizando el software
ImageJPro, se midié un tamafio medio de particula de 145 + 13 nm. Como se
menciond anteriormente, esta discrepancia en los tamafios podria deberse a que la
técnica de dispersidon de luz asume que las particulas son esféricas (en la Figura 18
se observa que son cuasiesféricas) y considera ademas la capa hidrodindmica que
rodea el nucleo de la nanoparticula.

Por otro lado, no se cuenta con imagen SEM de las NPs ZnO debido a que,
como se observdo en el apartado DLS, el diametro hidrodinamico de estas
nanoparticulas es de 35.0 + 0.6 nm. Aunque el equipo SEM puede alcanzar la
magnificacién requerida, la resolucién obtenida seria muy baja, lo que dificultaria un
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analisis adecuado del que se pueda extraer informacién relevante. Por esta razon, se

decidio no ensayar dicha técnica sobre este tipo de nanoparticulas.

5.1.5.TEM

En el siguiente apartado se presenta las imagenes TEM para ambas

nanoparticulas estudiadas (Figura 19 y 20).

Figura 19: Imagen TEM de NPs ZnO. Barra de escala 20 nm.

En la Figura 19 se puede confirmar la presencia de NPs, pero no se logra
identificar correctamente la morfologia de las mismas debido a la baja calidad de la
imagen obtenida. Se puede inferir que lo observado corresponde a una aglomeracion
de nanoparticulas de ZnO mas pequefas (producto del secado del solvente utilizado),

formando una estructura de mayor tamafio sin una forma bien definida.
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Figura 20: Imagen TEM de nanoparticulas ZIF-8. Barra de escala 0.5 ym.

En la Figura 20 se observan los ZIF-8 mediante microscopia electronica de
transmision. Se logra identificar una forma dodecaédrica o hexagonal tipica de este
tipo de NPs cuando son sintetizadas a partir de metanol como solvente.

Segun literatura, la sintesis en metanol promueve una rapida coordinacién
entre los iones Zn2* y las moléculas de 2-metilimidazol, resultando en una nucleacion
homogénea y abundante, lo cual reduce el tamafio de las particulas y limita su
crecimiento excesivo [34]. En general el metanol conduce a productos con mayor
pureza de fase y morfologia predominantemente dodecaédrica, observandose

cristales bien desarrollados [8], [35].
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La Figura 20 concuerda con las observaciones presentadas en la literatura,
por lo que se podria confirmar que la sintesis de las nanoparticulas fue realizada con
éxito [8], [34], [35].

Analizando el tamafio de particula (mediante el software ImageJPro), se
observa que la distribuciébn es homogénea, con un promedio de 115 + 10 nm. La
discrepancia presente con respecto al diametro obtenido en la seccion anterior podria
deberse a que en la imagen obtenida por SEM las nanoparticulas se encuentran

aglomeradas, lo que dificulta su correcta medicion.

5.1.6. TGA

La Figura 21 presenta el termograma realizado sobre nanoparticulas basadas

en ZnO.
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Figura 21: Termograma de nanoparticulas de ZnO.
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En la Figura 21 no se observan pérdidas de masa en todo el rango de
temperaturas analizadas. El aumento en peso observado aproximadamente a partir
de los 400 °C podria deberse a errores inherentes a la técnica utilizada, ya que el
error porcentual del equipo es del orden de este incremento [36].

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos para el analisis

realizado sobre el nanomaterial ZIF-8 (Figura 22).
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Figura 22: ZIF-8: a) Termograma, b) Curva DTG.

En la Figura 22 se observa el termograma correspondiente a las
nanoparticulas ZIF-8, en el cual se denota una pérdida de masa progresiva (de
alrededor del 6%) en el rango entre 25 °C y aproximadamente 500 °C. Posibles
explicaciones para esta situacién son la eliminacion de solventes (25 °C a 125 °C) y
la eliminacion de especies no reaccionadas (hasta 350 °C) [9].

A partir de los 500 °C se registra una pérdida de masa abrupta del 40%, la cual
se extiende hasta los 600 °C, punto en el que la pendiente del termograma vuelve a

modificarse (como se aprecia en la Figura 22 correspondiente al DTG de los ZIF-8),
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continuando luego con una disminucion adicional del 10% hasta los 700 °C. En el
rango de temperaturas anteriormente descrito ocurre la descomposicion térmica del
ZIF-8, donde el 2-metilimidazolato colapsa térmicamente debido a la ruptura de
enlaces del esqueleto de las nanoparticulas. Este fendmeno es seguido por la
oxidacion de residuos carbonosos o la formacién de 6xidos metélicos, como ZnO,

producto de la calcinacion del ZIF-8 [9].

5.1.7. Discusién sobre la caracterizacidon de las nanoparticulas

Luego de la caracterizacion exhaustiva de los ZIF-8, se puede confirmar que
la sintesis fue exitosa, obteniéndose nanoparticulas con geometrias y dimensiones
bien definidas, consistentes con lo reportado en la bibliografia. Las imagenes SEM y
TEM mostraron particulas con morfologia dodecaédrica/hexagonal caracteristica de
este tipo de MOFs, y el analisis mediante el software ImageJ y DLS permitid
determinar un diametro promedio de escala nanométrica, cumpliendo con el objetivo
inicial de obtener estructuras de este tipo.

El patron de DRX obtenido revel6 picos bien definidos que se corresponden
con las fases cristalinas esperadas del ZIF-8, confirmando la formacién de una red
altamente ordenada y coherente con la estructura caracteristica de este tipo de MOF.
El espectro Raman mostro bandas atribuibles a las vibraciones de enlaces del anillo
aromatico imidazolato y del estiramiento del enlace C5-N, consistentes con la
formacion de estructuras tipo ZIF-8, lo cual indica una coordinacion adecuada entre
el metal y el ligando orgénico. El analisis térmico mediante TGA evidencié una
degradacion en etapas bien diferenciadas: una pérdida inicial de solventes atrapados

y una descomposicion estructural principal a temperaturas elevadas.
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Finalmente, el analisis de carga superficial reveldé un valor en condiciones
neutras (pH = 7), que indica una buena estabilidad coloidal de las nanoparticulas en
suspension. Esta observacion se ve respaldada por las imagenes TEM, donde se
distinguen con claridad los bordes individuales de las nanoparticulas, sin evidencia
de aglomeracion significativa.

Por otro lado, la caracterizacién de las nanoparticulas de ZnO presenta una
discusibn mas interesante, ya que los resultados obtenidos no son del todo
concluyentes. El analisis por DLS confirm6 que las particulas se encuentran en la
escala nanométrica, con un tamafio promedio de 35 nm. Debido a su reducido
tamafio, no se lograron obtener imadgenes SEM claras y representativas de las
mismas.

El difractograma de rayos X confirmd la exitosa sintesis del material,
evidenciando Unicamente los picos caracteristicos relacionados a los planos
cristalograficos de la fase hexagonal tipo wurtzita, sin sefiales de impurezas o fases
secundarias. El andlisis térmico demostré una buena estabilidad del ZnO en todo el
rango del ensayo, mientras que el espectro FTIR mostré los modos vibracionales
asociados al enlace Zn-0, propios de esta estructura.

Finalmente, el valor de potencial Z obtenido sugiere que las particulas no se
encontraban bien dispersas en solucion. Esto se ve respaldado por la imagen TEM,
donde tras la evaporacion del solvente se observa una marcada aglomeracion de

particulas, sin bordes definidos entre ellas.
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5.2. Obtencién de membranas electrohiladas

Todas las membranas electrohiladas fueron procesadas buscando el potencial

necesario para producir un cono de Taylor estable (en cada condicién de caudal,

tensidon y parametros ambientales ensayados). Una vez que se mantuvo en el tiempo

sin alteraciones se procedi6 a colocar el colector plano (junto al papel aluminio) para

obtener la membrana nanofibrosa.

5.2.1. PCL 15% (m/m) en solucién de acido acético

Se obtuvieron 3 membranas a partir de solucién de PCL al 15% (m/m) en acido

acético variando el caudal de salida. Los parametros utilizados para cada membrana

se presentan a continuacion en la Tabla 2.

Tabla 2. Variables de procesamiento de membranas de PCL a partir de solvente de acido acético.

Membrana| Caudal (mL/h) Tension (kV) Temperatura (°C) | Humedad (%) | Distancia (cm)
1 0.4 14.2 22 30 12
2 0.6 9.4 26 30 12
3 0.8 15.6 23 30 12

A continuacion, en la Figura 23 se puede observar la membrana obtenida luego

del proceso de electrohilado correspondiente al caudal de 0.6 mL/h.
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Figura 23: Membrana nanofibrosa de PCL, solvente acido acético y caudal 0.6 mL/h.

5.2.2. PCL 15% (m/m) en solucion de cloroformo-metanol proporcion 1:1

Se obtuvieron 3 membranas a partir de solucién de PCL al 15% (m/m) en

cloroformo-metanol (proporcién 1 a 1) variando el caudal de salida. Los parametros

utilizados para cada membrana se presentan a continuacion en la Tabla 3.

Tabla 3. Variables de procesamiento de membranas de PCL a partir del solvente cloroformo-metanol

proporcion 1:1.

Membrana| Caudal (mL/h) Tension (kV) Temperatura (°C) | Humedad (%) | Distancia (cm)
4 1 11.6 23 40 12
5 3 9.9 22 28 12
6 5 9.5 23 39 12

La Figura 24 muestra el sistema obtenido como resultado del proceso de

electrospinning para un caudal de 3 mL/h.
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Figura 24: Membrana nanofibrosa de PCL, solvente cloroformo-metanol 1:1 y caudal 3 mL/h.

5.2.3. PCL 15% (m/m) en solucion de cloroformo-metanol proporcion 3:1

Se obtuvieron 3 membranas a partir de solucién de PCL al 15% (m/m) en
cloroformo-metanol (proporcién 3 a 1) variando el caudal de salida. Los parametros
utilizados para cada membrana se presentan a continuacion en la Tabla 4.

Tabla 4. Variables de procesamiento de membranas de PCL a partir del solvente cloroformo-metanol

proporcién 3:1.

Membrana| Caudal (mL/h) | Tension (kV) Temperatura (°C) | Humedad (%) | Distancia (cm)

7 1 21.1 25 44 12
8 3 19.8 25 45 12
9 5 17.5 25 45 12
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En la Figura 25 se muestra la matriz formada como resultado del proceso de

electrospinning para el flujo de 1 mL/h.

Figura 25: Membrana nanofibrosa de PCL, solvente cloroformo-metanol 3:1 y caudal 1 mL/h.

5.2.4. Discusion sobre las variables de procesamiento

Durante el procesamiento de las membranas se obtuvieron algunas
conclusiones generales sobre la técnica de electrospinning. El control preciso de las
variables es crucial para lograr membranas homogéneas y libres de defectos visibles.

Uno de los factores mas criticos fue la humedad ambiente, ya que fue una de
las variables que mas fluctu6 durante los ensayos. Se observd que pequefias
variaciones en este parametro provocaban inestabilidades en el cono de Taylor,
generando defectos evidentes en las membranas y reduciendo el rango de voltaje

operativo estable, dificultando la obtencién de condiciones Optimas.
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El caso mas representativo se dio en el sistema cloroformo-metanol 1:1 (a
todos los caudales), donde se requirié repetir el ensayo a caudal 3 mL/h debido a un
control inadecuado de la humedad, la cual alcanzaba un 50% durante la fabricacion.
El defecto resultante se muestra en la Figura 26 y ser& posteriormente explorado en
el apartado del andlisis del mismo mediante la técnica SEM. A simple vista se
distinguen diferencias en la rugosidad de la membrana si es comparada con la Figura
25, tendiendo a tener una apariencia mas “aglomerada” y con presencia de

acumulacion de material en determinadas zonas (pequefios montes) en su estructura.

-
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Figura 26: Membrana nanofibrosa de PCL, solvente cloroformo-metanol 1:1 y caudal 3 mL/h, procesado

bajo alta humedad ambiente.

En contraste, la temperatura se controld adecuadamente en todos los
ensayos, sin que se presentaran inconvenientes relacionados. Por su parte, las

variaciones en el caudal de alimentacién afectaron las tensiones requeridas para
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estabilizar el proceso (como era de esperar), aunque no impidieron la formacion de
conos de Taylor estables bajo ninguna de las condiciones evaluadas.
En resumen, se lograron obtener membranas homogéneas en espesor y libres

de defectos en todos los sistemas estudiados.

5.3. Caracterizacion de membranas electrohiladas

Las membranas electrohiladas fueron caracterizadas mediante SEM para
observar la presencia de defectos, la homogeneidad, uniformidad y distribucién de
las nanofibras. Mediante el software ImageJPro también se obtuvieron los diametros
medios para cada sistema. A partir de esta informacion, se prosiguié a determinar
cudles serian los sistemas indicados para el agregado de las NPs. Se seleccioné un

sistema a partir de solucion de acido acético y otro a partir de cloroformo-metanol.

5.3.1. Matrices obtenidas a partir de solucidon de acido acético

A continuacién, se presentan las imagenes SEM (a distintas magnificaciones)
para las membranas nanofibrosas de PCL obtenidas a partir de solucién de &cido
acético. Ademas, se observan los histogramas de didmetro de fibra para cada matriz

(Figuras 27,28 y 29).
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[Histograma de Diametro de Fibra (acido acético, 0.4 mL/h)
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Figura 27: Caudal 0.4 mL/h: a) Imagenes SEM, barras de escala 10 ymy 2 um, b)

Histograma de diametro de fibra.
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Figura 28: Caudal 0.6 mL/h: a) Imagenes SEM, barras de escala 10 um y 2 um, b) Histograma de

diametro de fibra.
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[Histograma de Diametro de Fibra (acido acético, 0.8 mLh) |
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Figura 29: Caudal 0.8 mL/h; a) Imagenes SEM, barras de escala 10 umy 2 um, b) Histograma de

diametro de fibra.

A partir de las figuras presentadas en este apartado, se puede analizar el
efecto del caudal sobre la morfologia y el tamafio de las fibras presentes en la
membrana.

En primer lugar, los histogramas indican una tendencia creciente en el
diametro medio de las fibras al aumentar el caudal utilizado. De manera similar,
también se observa un incremento en la dispersion de los diametros, siendo la
membrana obtenida con un caudal de 0.8 mL/h la que presenta la mayor
variabilidad.

En segundo lugar, observando la morfologia de las fibras, se detecta la
presencia de perlas en todas las membranas analizadas. En particular, parece que
el caudal de 0.4 mL/h (Figura 27 (a)) es el que mayor cantidad de este defecto
presenta y donde son de mayor tamafo. Una posible explicacion podria deberse a

un insuficiente estiramiento del material causado por variaciones en la tension
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superficial. Para poder corregir la presencia de las perlas, se puede modificar el
caudal, la tension aplicada, la geometria del electrodo, el sistema de solventes, la
humedad ambiente, etc [13]. Por otro lado, la membrana de caudal 0.6 mL/h (Figura
28 (a)) es la que menor cantidad de beads posee, lo que hace pensar que el
aumento de caudal fue beneficioso en este caso. De todas maneras, segun
literatura, la presencia de perlas es algo propio del solvente utilizado, por lo que
ajustando las variables de procesamiento, como maximo, en el mejor de los casos,
se puede buscar la reduccion del defecto y no su completa desaparicion [15].
También es importante mencionar que segun algunas publicaciones, las
membranas que presentan fibras con beads y se hallan completamente
interconectadas poseen una liberacion de farmacos mas eficiente, controlada y
sostenida, por lo que dependiendo del uso de la membrana podrian llegar a ser
beneficiosas [13].

En tercer lugar, analizando la morfologia de las fibras y su distribucion en la
membrana, se observa una clara influencia del caudal de alimentacion sobre la
calidad y uniformidad de las membranas obtenidas. Un caudal de 0.4 mL/h favorece
fibras de menor didmetro y un entrecruzamiento azaroso. Al aumentar el caudal a
0.6 mL/h, se observa una mejora en la uniformidad de las fibras, una menor
presencia de defectos y un entrecruzamiento ordenado. Finalmente, a 0.8 mL/h, las
fibras adquieren un diametro mayor, pero se evidencia una pérdida de uniformidad
y una ligera tendencia a la fusion o aplanamiento de las mismas, lo cual podria
atribuirse a la formacion de una capa de polimero sobre la fibra, producto de una

desigual evaporacion del solvente [11]. Estos resultados reflejan como el ajuste del
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caudal no solo afecta el diametro, sino también la organizacion estructural y la
calidad superficial de las nanofibras formadas.

En sintesis, el sistema de 0.6 mL/h presenta las mejores caracteristicas
morfolégicas y serd elegido para continuar con la experimentacién al incorporar
nanoparticulas de ZnO.

5.3.2. Matrices obtenidas a partir de solucion de cloroformo-metanol

A continuacion, se presentan las imagenes SEM (a distintas magnificaciones)
para las membranas nanofibrosas de PCL obtenidas a partir de solucién de
cloroformo-metanol a distintas proporciones (1:1 y 3:1). Ademas, se observan los

histogramas de diametro de fibra para cada matriz (Figuras 30, 31, 32, 35, 36 y 37).

Histograma de Diametro de Fibra (cloroformo: metanol 1:1, 1 mL/h)
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Figura 30: Cloroformo-metanol 1:1, Caudal 1 mL/h: a) Imagenes SEM, barras de escala 100 umy 10 yum, b)

Histograma de diametro de fibra.
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3% 4 Histograma de Diametro de Fibra (cloroforma: metanal 1:1, 3 mL/h)
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Figura 31: Cloroformo-metanol 1:1, Caudal 3 mL/h: a) Imagenes SEM, barras de escala 30 um y 10 ym, b)

Histograma de diametro de fibra.
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Figura 32: Cloroformo-metanol 1:1, Caudal 5 mL/h: a) Imagenes SEM, barras de escala 100 ym y 10 ym, b)

Histograma de diametro de fibra.

Las figuras presentadas anteriormente muestran el efecto que tiene el cambio
de caudal sobre la morfologia y diametro de las fibras de las matrices de PCL

procesadas desde soluciones de cloroformo-metanol en proporciones 1:1.

67



PROYECTO FINAL DE GRADO

Los histogramas muestran distribuciones de didmetro de fibra no uniformes
en las tres membranas procesadas. La mejor uniformidad se observa en la matriz con
caudal de 3 mL/h, mientras que con un caudal de 5 mL/h se evidencia una
combinacion de fibras muy delgadas (entre 0.5 y 1 um) y fibras muy anchas (entre 3
y 3.5 uym). Por otro lado, la membrana procesada a partir de un caudal de 1 mL/h
posee un diametro de fibra promedio muy grande en comparacion con las otras
matrices, lo cual hace pensar que ocurrié fusion de varias nanofibras en una Unica de
mayor diametro, producto de la alta humedad presente durante el procesamiento de
la membrana.

En general se observan zonas donde existe continuidad de material sin formar
fibras (en especial en la membrana con caudal 1 mL/h), lo cual podria significar que
el solvente no logré evaporarse en su totalidad durante el jet, produciendo este
fenémeno en la membrana. Este defecto provocd que se repitiera el procesamiento
de una membrana que fue procesada a una humedad relativa del 50% y con un
caudal de 3 mL/h. La imagen SEM obtenida para ese sistema se presenta a

continuacion (Figura 33).

68



PROYECTO FINAL DE GRADO

100 pm EHT= 500kY SignalA=SE2 Mag= 100X
I l WD= 44mm Apertura= 60.00um Date: 13 May 2024

Figura 33: Imagen SEM de una membrana que se debi6 rehacer producto de fallas en el

control de las variables de procesamiento. Barra de escala 100 ym.

A partir de la Figura 33, se puede inferir que la humedad ambiente tiene un
gran efecto en la evaporacion de los solventes. Altas humedades producen fusiones
generalizadas de fibras a lo largo de toda la membrana, mientras que menores
valores de este parametro reducen drasticamente la presencia de este defecto. Se
puede observar que en la Figura 31 (correspondiente al caudal de 3 mL/h), cuya
humedad de procesamiento fue de 28%, no se presenta este fenémenao.

En el mismo sentido, se observan fibras aplanadas en las membranas de
caudal 3 mL/h y 5 mL/h. Se observa una mayor presencia de defectos en la segunda
por lo que se podria pensar que la disminucion de la humedad (como se ve en la
membrana de caudal 3 mL/h) favorece la obtencion de fibras sin defectos de este

tipo.
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En la membrana procesada con un caudal de 1mL/h se observaron
formaciones superficiales con aspecto de “estrias” sobre las nanofibras (Figura 34).
Estas estructuras, alineadas preferentemente en la direccion de estiramiento del jet,
podrian estar modificando la rugosidad superficial y, en consecuencia, afectando
propiedades funcionales relacionadas. Una posible explicacion para la formacién de
estas arrugas es una evaporacion desigual del sistema solvente durante el vuelo del
jet. Estas podrian estar relacionadas con un fendmeno morfologico previamente
reportado en literatura, donde se atribuye la formacion de texturas lineales paralelas
sobre nanofibras a la evaporacion rapida del solvente mas volatil, que genera vacios
superficiales en el jet durante las etapas iniciales del proceso de electrospinning [37].
Estos vacios, al ser estirados durante el vuelo del jet, se solidifican en forma de lineas
sobre la superficie de la fibra. En este caso, el sistema solvente utilizado (cloroformo-
metanol 1:1) posee también una marcada diferencia de volatilidad, lo que podria
provocar un mecanismo similar. Segun los autores, la alta viscosidad del polimero

residual tras la evaporacion favorece la retencion de estas estructuras superficiales.
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Figura 34: Cloroformo-metanol 1:1, Caudal 1 mL/h, “Estrias”. Barra de escala 1 um.

En sintesis, todas las imagenes presentadas muestran membranas con
estructuras densas en nanofibras con orientaciones aleatorias de las mismas, donde
el caudal de 3 mL/h parece tener las mejores condiciones de procesamiento para
obtener una matriz nanofibrosa homogénea, practicamente libre de defectos y

uniforme.
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Figura 35: Cloroformo-metanol 3:1, Caudal 1 mL/h: a) Imagenes SEM, barras de escala 100 ym y 10 um, b)

Histograma de diametro de fibra.
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Figura 36: Cloroformo-metanol 3:1, Caudal 3 mL/h: a) Imagenes SEM, barras de escala 100 um y 10 ym, b)

Histograma de diametro de fibra.
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Figura 37: Cloroformo-metanol 3:1, Caudal 5 mL/h: a) Imagenes SEM, barras de escala 100 ym y 10 um, b)

Histograma de diametro de fibra.

Las ultimas figuras muestran la morfologia y didmetro de fibra de membranas
de PCL obtenidas desde una mezcla de solventes de cloroformo-metanol en
proporciones 3:1.

Teniendo en cuenta los histogramas mostrados, se observa que la variacion
del caudal no modifica en gran medida el diAmetro promedio, ni la distribucién de
tamafios. El aumento en la proporcion de cloroformo pareciera tener un efecto
estabilizante en el diametro a la hora de procesar las membranas.

Desde el punto de vista morfolégico, las membranas presentan continuidad y
homogeneidad en las fibras sin presencia de grandes defectos notables (como perlas
0 aplanamientos). La estructura de la matriz es densa y con orientaciones aleatorias
de las nanofibras. Unicamente se puede llegar a notar que en algunas fibras existe
una variacion sutil en grosor a lo largo de la misma (Figura 36 (a)). Este fendbmeno
puede producirse posiblemente por inestabilidades en el jet, generando diferencias

en el alargamiento de las mismas.
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Se eligi6 utilizar la membrana con proporcion de solvente 1:1 para el agregado
de ZIF-8 con un caudal de 3 mL/h. El principal motivo se debié a que las
nanoparticulas tienen una muy buena dispersabilidad en metanol, por lo que una
mayor porcion del mismo es favorable para evitar aglomeraciones y que las NPs se
distribuyan homogéneamente en toda la membrana. Por otro lado, las diferencias de
tamarfo medio de fibra entre sistemas de solventes no son significativas como para
seleccionar uno sobre otro. A favor del sistema 3:1 se encuentra una fibra mas
homogénea con menores cantidades de defectos, pero no llega a ser tan significativo

como para descartar al sistema 1:1.

5.4.0btencion de membranas electrohiladas con incorporacion de NPs

5.4.1. Inclusion de NPs en la solucidon de partida

Se presentan en la Tabla 5 las variables de procesamiento obtenidas para
cada sistema estudiado. En el caso de las membranas fabricadas a partir de acido
acético, se agrego a la solucion de partida 2.5% y 5% de NPs ZnO. Por otro lado, a
la configuracion basada en el solvente cloroformo-metanol 1:1 se le afiadieron 2.5%

y 5% de ZIF-8.

Tabla 5. Variables de procesamiento de membranas de PCL con agregado de nanoparticulas.

Membrana Caudal (mL/h) [ Tensiéon (kV) | Temperatura (°C) | Humedad (%) | Distancia (cm)
A.Al25% 0.6 14.4 20 35 12
A.A /5% 0.6 115 21 35 12
C.M. (1:1)/ 2.5% 3.0 11.6 22 26 12
C.M. (1:1) / 5% 3.0 12.8 22 27 12
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Como se puede observar en la Tabla 5, la inclusion de NPs en la solucién de
solvente y polimero genera una variacion en las condiciones de tension utilizada para
el mismo valor de caudal. Ambos sistemas fueron procesados a menores
temperaturas y humedades que las membranas originales, por lo que se tenderia a
pensar que el voltaje necesario deberia ser menor. A pesar de esto, se observa que
la tension requerida es mayor, por lo que el agregado de nanoparticulas esta
afectando en gran medida esta variable.

En el caso del agregado de NPs ZnO, un mayor porcentaje genera una
disminucién en la tension necesaria para formar un cono de Taylor estable. Por otro
lado, un incremento en el porcentaje de ZIF-8 produjo un aumento leve en el potencial

necesario.
5.4.2. “Spray” de NPs

En la siguiente seccidn se presentan las variables de procesamiento obtenidas
para la metodologia tipo spray de agregado de NPs a las membranas fabricadas

(Tabla 6).

Tabla 6. Variables de procesamiento de membranas de PCL con spray de nhanopatrticulas.

Membrana| Caudal (mL/h) | Tensién (kV) | Temperatura (°C) | Humedad (%) [ Distancia (cm)
AA 0.2 19.9 26 35 12
C.M. (1:1) 1 20.8 24 40 12

Las siguientes imagenes muestran las membranas luego de efectuar el spray

de las NPs y ser seccionadas para obtener muestras para diversos analisis de

caracterizacion (Figuras 38 y 39).
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Figura 38: Membrana nanofibrosa de PCL, solvente &cido acético y spray de NPs ZnO.

Figura 39: Membrana nanofibrosa de PCL, solvente cloroformo-metanol 1:1 y spray de ZIF-8.
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Una problematica recurrente que se encontr0 con esta técnica de
procesamiento fue el goteo de material y la imposibilidad de obtener un jet estable
para el spray de las NPs sobre la membrana nanofibrosa de PCL a partir de solvente
de &cido acético. Observando la Figura 38, se pueden identificar gotas de material en
el centro de la membrana, donde se halla una alta concentracion de NPs.

Por otro lado, en la membrana de PCL fabricada a partir de cloroformo-
metanol, la complicacibn mencionada no fue un problema y se logré obtener un jet

estable durante todo el tiempo en que se realizé el spray.
5.5.Caracterizacion de membranas electrohiladas con incorporacion de NPs
5.5.1. Matrices con inclusion de NPs en la solucién de partida

SEM:

A continuacion se exponen las imagenes SEM e histogramas de diametro de

fibra para los sistemas con inclusién de NPs ZnO (Figuras 40 y 41).

e

| Histograma de Diametro de Fibra (acido acético, 0.6 mL/M, 2.5% ZnO NPs) |

Diametro promedio =0 26 + 0.02 pm
20 4

Frecuencia Relativa (%)

10 jims EHT= 5004V Signal A= SE2 Mag= 100KX  _ ANAEN | -
— W= 57mm A « 0000pm: Date: 11 A42038  “ETANSORE } 015 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40

Diametro de fibra (um)
a) b)
Figura 40: 2.5% de NPs ZnO: a) Imagenes SEM, barras de escala 10 yum y 2 um, b) Histograma de

diametro de fibra.
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Histograma de Digmetro de Fibra (acido acético 0.6 mL/h, 5% ZnO NPs) |

an 4 Diametro promedio = 0.24 £ 0.02 ym

r
o
|

5]
o
i

Frecuencia Relativa (%)

0,05 0,10 0,18 020 026 0,30 0,35 0,40

A S . > 3 2 3
EMT= 500kV SignalA=SE2 Mag= 100KX ANMEN Diametro de fibra (pm)
WD= 6.0mm Apetua= 80.00um  Date 11 Juf 2024 A

i s

a) b)
Figura 41: 5% de NPs ZnO: a) Imagenes SEM, barras de escala 10 um y 2 ym, b) Histograma de

diametro de fibra.

El sistema de PCL con agregado de nanoparticulas de ZnO presenta
diferencias con respecto a la membrana sin inclusién de NPs (Figura 40). La
membrana sin nanoparticulas exhibe fibras uniformes, con un buen entrecruzamiento
(fisico) y una escasa presencia de perlas. En contraste, al incorporar 2.5 % en masa
de ZnO, se advierte un leve incremento en la frecuencia de estos defectos,
acompafado por un aumento en la dispersion de diametros. La estructura general de
la membrana pareciera ser menos densa pero se mantiene homogéneamente
distribuida.

Por otro lado, al aumentar la concentracion de ZnO al 5 % (Figura 41), se
observa una disminucion en el didmetro promedio de las fibras y una reduccion en la
cantidad de perlas presentes. Se identifica un mayor desorden (mas azarosa la
disposicion de las fibras) con respecto a la membrana sin inclusion de NPs, pero se

observa una mejora en la densidad de fibras con respecto a la membrana de 2.5%.
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En sintesis, la inclusion de nanoparticulas de ZnO genera modificaciones en
la morfologia de las fibras electrohiladas, aunque sin comprometer la estructura
general de la misma donde pareciera ser que morfolégicamente el aumento a 5% de
NPs es favorable con respecto a la utilizacién de 2.5%.

A continuacién, se exponen las imagenes SEM e histogramas de diametro de

fibra para los sistemas con inclusién de ZIF-8 (Figuras 42 y 43).

Histograma de Diametro de Fibra (cloroforme:metancl 1:1, 3 mL/h, 2.5% ZIF)

Diametro Promedio = 2.5 £ 0.2 pm
20 4

Frecuencia Relativa (%)

— 2 \/ 0.5 1.0 15 20 25 3.0 35 4,0 45
LAMEN W ‘ Diametro de fibra (um)

EHT= 10.00 kV SignalA=SE2 Mag= 250X
WD= 6.1mm Apertura= 1200um Date: 11 Jul 2024

a) b)
Figura 42: 2.5% de NPs ZIF-8: a) Imagenes SEM, barras de escala 30 um y 3 yum, b) Histograma de didmetro

de fibra.
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["Histograma de Diametro de Fibra (cloroformo:metanol 1:1, 3 mi/h, 6% ZIF) |
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a) b)
Figura 43: 5% de NPs ZIF-8: a) Imagenes SEM, barras de escala 30 um y 3 ym, b) Histograma de diametro de

fibra.

En el caso del sistema de PCL con agregado de ZIF-8, se observa que la
inclusién de nanoparticulas en el sistema produce un aumento del diametro promedio
de las nanofibras y una mejora de la distribucién en comparacién con las membranas
de PCL sin agregado. En ambos sistemas se logra observar la presencia de las NPs
(Figura 44) sobre la superficie de las fibras, lo que asegura una correcta incorporacién

del nanomaterial en la membrana.
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1 pm EHT = 5.00kV SignalA=SE2 Mag= 7.50KX 2
— 3 LAMEN
WD= 57mm Apertura= 60.00pm Date: 11 Juf 2024 UERTERR s

Figura 44: Imagen SEM con presencia de nanoparticulas de ZIF-8. Barra de escala 1 um.

En la membrana con incorporacion de 2.5% de ZIF-8 (Figura 42), las fibras
presentan continuidad con un ordenamiento al azar y una baja presencia de defectos,
a pesar de presentar aplanamientos en algunos sectores y algunas fibras de diametro
considerablemente mayor que la media (como se puede observar también en su
histograma correspondiente).

En la Figura 45 se puede observar una estructura conocida en la bibliografia
como nanonets. Esta es una estructura secundaria con un didmetro medio menor que

el de las fibras principales de la membrana [38].
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5pm EHT= 500KV Signal A= SE2 Mag= 1668KX  \_ ANAEN o
1 WD= 6.1mm Apertura= 60.00um Date: 11 Jul 2024 TR SR

Figura 45: Imagen SEM donde se observa la estructura secundaria “nanonets”. Barra de escala 5 ym.

Este fendmeno ocurre cuando se aplica una alta tension sobre una solucion
polimérica que contiene particulas cargadas o sales solubles dispersas, las cuales
generan fluctuaciones en la estabilidad del cono de Taylor, favoreciendo la formacién
de estructuras secundarias denominadas nanonets [38]. La presencia de
nanoparticulas de ZIF-8 podria inducir un mecanismo similar, promoviendo la
aparicion de redes ultrafinas entre las fibras principales de la membrana. Desde el
punto de vista funcional, en literatura demostraron que estas estructuras aumentan el
area superficial efectiva y refuerzan la red tridimensional, lo cual favorece la adhesion
celular y mejora la interaccion entre la matriz fibrosa y las células [38].

En la Figura 43 se muestra la imagen SEM correspondiente a la membrana
con incorporacién del 5 % de ZIF-8. A diferencia de la membrana con carga de 2.5%,

se observa un mayor alineamiento y ordenamiento de las fibras, junto con una
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disminucién de defectos morfolégicos como aplanamientos o fusiones. Ademas, el
diametro medio de fibra es menor y su distribucién, aunque simétrica, se desplaza
hacia valores mas bajos, lo que sugiere una mayor elongacion del jet durante el
proceso.

Finalmente, se destaca que la proporcion de nanonets en esta muestra es
visiblemente mayor, lo cual se atribuye al aumento de la concentracion de ZIF-8 en
la dispersién. Segun lo reportado en literatura, el incremento en la cantidad de
particulas cargadas en la solucién electrohilada favorece la formacion masiva de
estas redes secundarias, debido a la generacion de subjets que se estiran en fibras
ultrafinas bajo el efecto del campo eléctrico aplicado [38].

EDS:

En el siguiente apartado se presentan los espectros obtenidos de la técnica
EDS donde se busca detectar la presencia de Zn en las membranas procesadas

(Figuras 46, 47, 48 y 49).
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Figura 47: Espectro EDS, membrana PCL con 5% NPs ZnO.
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Figura 49: Espectro EDS, membrana PCL con 5% NPs ZIF-8.

Como se observa en las imagenes, los espectros de EDS confirman la

presencia de Zn en las membranas procesadas. No obstante, el contenido porcentual

85



PROYECTO FINAL DE GRADO

en peso de Zn detectado es menor al esperado. Una posible explicacion de esta
discrepancia radica en las limitaciones de la técnica. EI EDS acoplado a un SEM
posee una capacidad de analisis predominantemente superficial, por lo que es
probable que muchas de las nanoparticulas que se encuentren embebidas dentro de
las fibras (situacion comun en el proceso de electrohilado), no sean correctamente
detectadas, traduciéndose a una sefial menor a la anticipada.

Por otra parte, las Figuras 46, 47 y 48 muestran una sefial de Zn de 0.2 %,
valor que se encuentra dentro del rango de su desviacion estandar (también 0.2 %),
lo que sugiere que la técnica opera en su limite inferior de deteccion para estas
membranas [39], [40].

Se presentan mapas elementales (obtenidos del ensayo de EDS) de la

membrana base PCL con agregado de 5% de ZIF-8.

Imagen estratificada EDS 1
_—

f

Figura 50: Distribucion elementa superpuesta, membrana PCL con 5% NPs ZIF-8.
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n Lal,2

Figura 51: Distribucién elementa individual de Zn, membrana PCL con 5% NPs ZIF-8.

La Figura 50 muestra una imagen estratificada donde se representa la
distribucion del zinc en la membrana, indicado en color naranja. Si bien las fibras
aparecen predominantemente en amarillo (producto del alto contenido de oxigeno),
se puede observar un leve cambio hacia tonos anaranjados, atribuible a la presencia
superficial de Zn en baja proporcién.

Asimismo, no se identifican zonas localizadas con altas concentraciones de
Zn, lo que sugiere la ausencia de aglomeraciones visibles en la imagen. Esto permite
inferir una distribucién homogénea de las nanoparticulas en la matriz polimérica. Esta
hipétesis se ve reforzada por la distribucién elemental presentada en la Figura 51,
donde se observa una sefal difusa y de baja intensidad de Zn a lo largo de las fibras,

indicando su presencia superficial de forma uniforme.
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TGA:

En la siguiente seccion se presentan los resultados de los ensayos térmicos

de todos los sistemas estudiados, teniendo en cuenta a las matrices bases (sin el

agregado de NPs) y las configuraciones con el agregado de los agentes

antibacterianos (Figuras 52, 53, 54, 55, 56 y 57).
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Figura 52: Membrana de PCL a partir de 4cido acético y 0 %
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Figura 53: Membrana de PCL a partir de acido acético y 2.5% de NPs ZnO: a) Termograma, b) Curva DTG.
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Figura 54: Membrana de PCL a partir de acido acético y 5% de NPs ZnO: a) Termograma, b) Curva DTG.

Los termogramas presentados corresponden a las membranas procesadas a
partir de dispersiones de NPs ZnO en &cido acético. Desde temperatura ambiente
hasta aproximadamente 350 °C, se observa que el PCL mantiene una notable
estabilidad térmica. A partir de esa temperatura (con un pico maximo a 394.5°C)
comienza la descomposiciéon del polimero, produciendo liberacion de compuestos
volétiles y la pérdida de practicamente la totalidad de la masa analizada. A partir de
los 450 °C, se registra una pérdida controlada de masa que se extiende hasta los
800 °C, rango en el cual podrian estarse formando residuos carbonosos y cenizas
[41], [42].

Como se muestra en las Figuras 53 y 54, en comparacion con la Figura 52
correspondiente a la membrana sin nanoparticulas, se observa una diferencia
significativa en la temperatura a la que ocurre la pérdida principal de masa cuando se
incorporan nanoparticulas. Esta disminuye de 394.5°C a 310.15°C y 309.69 °C con
el incremento en el porcentaje de ZnO, respectivamente. Esta caida en la temperatura
de descomposicion sugiere que las nanoparticulas de ZnO podrian estar actuando
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como catalizadores, promoviendo la ruptura de las cadenas poliméricas

a
temperaturas mas bajas [42], [43].
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Figura 55: Membrana de PCL a partir de C.M. 1:1 y 0% de NPs ZIF-8: a) Termograma, b) Curva DTG.
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Figura 56: Membrana de PCL a partir de C.M. 1:1y 2.5% de NPs ZIF-8: a) Termograma, b) Curva DTG.
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Figura 57: Membrana de PCL a partir de C.M. 1:1y 5% de NPs ZIF-8: a) Termograma, b) Curva DTG.

Los termogramas correspondientes a las membranas procesadas a partir de
dispersiones en cloroformo-metanol permiten realizar un andlisis similar al
presentado anteriormente. Se observa que las temperaturas de descomposicion
principales en la Figura 52 y en la Figura 55 son similares, lo que sugiere que, en
este caso, la utilizacion de distintos solventes no modifica significativamente el
comportamiento térmico del PCL.

Por otro lado, las Figuras 56 y 57 muestran un desplazamiento hacia menores
temperaturas en los picos de las curvas de DTG en comparacién con la membrana
de PCL sin nanoparticulas. Este comportamiento es analogo al observado con la
incorporacion de ZnO, por lo que se podria inferir que los ZIF-8 interactdan con la
matriz polimérica, promoviendo una desestabilizacion térmica del material.

Un detalle particular presente en las Figuras 56 y 57 es la aparicion de ruido
en el pico principal de las curvas de DTG, siendo mas pronunciado en la Figura 57.

Una posible explicaciéon para este fendbmeno es que la mayor concentracion de ZIF-
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8 (5%) genera un efecto mas marcado en el perfil térmico, permitiendo detectar con
mayor claridad procesos de degradacion asociados a las nanoparticulas, como la
eliminacion de especies no reaccionadas o el inicio de su descomposicion, tal como
se describié en el apartado correspondiente al termograma de las NPs ZIF-8.

A modo de resumen, en la Tabla 7 se presentan las temperaturas
caracteristicas asociadas a las pérdidas de masa para cada sistema analizado, junto
con el porcentaje de masa residual al finalizar el ensayo.

Tabla 7. Masa residual y temperatura DTG.

Muestra Temperatura (°C) Masa residual (%)
A.A 0.6 mL/h 0% 395 1.42
A.A 0.6 mL/h 2.5% 310 0.85
A.A 0.6 mL/h 5% 309 2.35
C.M. (1:1) 3 mL/h 0% 396 1.15
C.M. (1:1) 3 mL/h 2.5% 324 0.15
C.M. (1:1) 3mL/h 5% 326 2.27

En la Tabla 7 se presentan los valores de masa residual obtenidos para cada
uno de los ensayos. Estos resultados se encuentran dentro del rango de error
experimental del equipo, por lo que no es posible extraer conclusiones definitivas
respecto a su significado. En este contexto, no puede determinarse si la presencia de
nanoparticulas en las membranas influye en una mayor masa residual al finalizar el

analisis térmico, ni si tiene algun otro efecto significativo sobre este parametro.
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DRX:

Los ensayos de DRX presentados a continuacion, muestran los patrones de
difraccibn para ambos tipos de sistemas con el agregado de las NPs

correspondientes (Figuras 58 y 59).

| Patrén de Difraccion de rayos X de PCL con NPs ZnO
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Figura 58: Patron de difraccion de rayos X, membrana de PCL con incorporacion de NPs ZnO.
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Figura 59: Patron de difraccion de rayos X, membrana PCL con incorporacién de NPs ZIF-8.

En la Figura 58 se muestra el patron de difraccion de rayos X (DRX)
correspondiente a una membrana de PCL con incorporaciéon de NPs ZnO. Se
observan dos picos de alta intensidad ubicados en 28 = 21.4° y 23.7°, caracteristicos
de los planos cristalograficos (110) y (200) del PCL semicristalino [44]. Ademas, en
concordancia con lo analizado en el apartado 5.1.1, se identifican los picos en 20 =
31.8°, 34.4° y 36.3°, correspondientes a los planos cristalograficos de las NPs ZnO,
lo cual confirma su correcta incorporacion en la matriz nanofibrosa.

En otra muestra (Figura 59), también se observan los picos caracteristicos del
PCL en 26 = 21.4° y 23.7°, correspondientes a los planos (110) y (200). Sin embargo,
no se detectan sefiales correspondientes a las NPs de ZIF-8. Una posible explicacion

para esta ausencia es el bajo contenido relativo de ZIF-8 (2.5-5% m/m) en la matriz
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de PCL, lo que reduce considerablemente su contribucion al patrén de difraccién, ya
que la intensidad de los picos es proporcional a la cantidad de fase cristalina presente.

Adicionalmente, debe considerarse el efecto Scherrer, que indica que cristales
de pequefio tamafio (como los ZIF-8 sintetizados con un diametro promedio de
115 nm) generan picos de difraccion méas anchos y de menor intensidad. Este efecto
es especialmente relevante en reflexiones a bajos angulos (26 < 20°), como ocurre
con el plano (011) del ZIF-8 (~7.3°), cuya sefal puede quedar completamente
solapada por la linea base del polimero [45].

En sintesis, la combinacién de baja concentracion de NPs, ensanchamiento
de picos y posible solapamiento con las sefales del PCL puede explicar la no

deteccion de ZIF-8 en el patron de DRX obtenido.

Angulo de Contacto:

En primera instancia se presenta un grafico de angulo de contacto (°) vs tiempo

(s) representativo de todas las membranas ensayadas (Figura 60).
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| Angulo de contacto en funcién del tiempo para una membrana de PCL|
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Figura 60: Angulo de contacto en funcién del tiempo para una membrana de PCL procesada de una

solucién de polimero en acido acético sin incorporacion de NPs.

Como se muestra en la Figura 60, el angulo de contacto se mantiene
practicamente constante en torno a los 127° durante todo el intervalo analizado (90
s). Este comportamiento fue reproducido en todas las membranas ensayadas. La
estabilidad del angulo a lo largo del tiempo sugiere que no hay absorcién significativa

del liquido ni expansion de la gota sobre la superficie de la membrana, lo cual fue

confirmado mediante observacion directa durante los ensayos.

En la Tabla 8 se muestran los valores de angulo de contacto obtenidos para

cada sistema estudiado.
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Tabla 8. Angulo de contacto de cada membrana estudiada.

Membrana Angulo de contacto promedio (°)
A.A 0% ZnO 125.2
A.A 2.5% ZnO 129.2
A.A 5% ZnO 124.6
C.M. (1:1) 0% ZIF-8 123.9
C.M. (1:1) 2.5% ZIF-8 120.2
C.M. (1:1) 5% ZIF-8 117.8

Al observar los valores de angulo de contacto para las membranas de PCL sin
agregado de NPs, se puede concluir que el tipo de solvente empleado no tiene una
influencia significativa sobre este parametro. Los elevados valores registrados indican
un comportamiento hidrofébico inherente al material, atribuible a la presencia de —
CH,— en la cadena principal del polimero [46].

Analizando especificamente las membranas obtenidas a partir de &cido
acético, se observa que la incorporacion de NPs ZnO no modifica sustancialmente el
angulo de contacto. Para el sistema sin NPs, el angulo es de 125.2°, mientras que
con 5% de ZnO disminuye levemente a 124.6°, lo que representa una variacion
cercana al 0.5%. El valor correspondiente a la membrana con 2.5% de ZnO (129.2°)
se aparta de la tendencia observada. Es probable que este desvio se deba a un error
experimental, ya que, segun la literatura, el ZnO presenta comportamiento hidrofilico,
por lo que su incorporacion deberia inducir una disminucién en el angulo de contacto
[47].

En el caso de las membranas con agregado de ZIF-8, se aprecia una leve

tendencia decreciente en el angulo de contacto al aumentar el contenido de NPs. La
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diferencia entre la membrana sin NPs y la que contiene 5% es de aproximadamente
5%. A pesar de esta variacion, todas las membranas con MOFs siguen mostrando un
comportamiento marcadamente hidrofobico.

En ambos sistemas analizados, se concluye que la adicion de NPs no produce
una modificacion significativa en las propiedades de mojabilidad. Una posible
explicacion es que las particulas se encuentran distribuidas de manera uniforme
dentro de las fibras, sin alterar considerablemente la topografia o quimica superficial
del PCL.

Por dltimo, se muestran dos imagenes tomadas desde el software del

gonidmetro utilizado para realizar el ensayo, luego de los 90 s (Figuras 61y 62).

Figura 61: Gota sobre membrana de PCL con agregado de 5% de ZIF-8.
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Figura 62: Gota sobre membrana de PCL con agregado de 2.5% de NPs ZnO.

En las figuras es posible constatar que no se observan absorciones de agua o

expansiones de las gotas sobre las membranas luego de los 90 s de ensayo.

5.5.2. Matrices con “Spray” de NPs

En este apartado se presentan los ensayos de caracterizacion realizados

sobre las membranas que fueron sprayeadas con NPs ZnO y ZIF-8.

SEM:

En primera instancia se muestran imagenes SEM del sistema PCL con spray

de ZIF-8 para constatar la presencia de las NPs (Figura 63).
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Figura 63: Imagen SEM de una membrana de PCL con spray de NPs ZIF-8. Barras de escala 30 ymy 3
um.

En la Figura 63 se puede observar que las caracteristicas morfologicas de la
membrana son muy similares (debido a que es el mismo sistema) a las descritas en
el apartado 5.3.2. Se distinguen fibras aplanadas y uniformes con el mismo
ordenamiento azaroso que el sistema de cloroformo-metanol 1:1 procesado con un
caudal de 3 mL/h. Ademds, con esta imagen se confirma la presencia de
nanoparticulas sobre la superficie de las fibras, lo que indica que el spray realizado
resultod exitoso para incorporarlas. La distribucion de las particulas no es homogénea
completamente, ya que se puede observar zonas con mayor presencia de las
mismas.

No se realizd un analisis mediante SEM de las membranas tratadas con spray

de NPs ZnO, dado que se esperaba observar una morfologia practicamente idéntica
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a la de la membrana base. Ademas, considerando el tamafio nanométrico de las
particulas y su limitada detectabilidad mediante esta técnica, no se hubieran podido
distinguir adecuadamente en las imagenes obtenidas, tal como se evidencid

previamente en el apartado 5.5.1 correspondiente a la caracterizacion SEM anterior.

EDS:

El siguiente espectro de EDS corresponde a la membrana de PCL con spray

de ZIF-8 (Figura 64).

. Espectro 2
Ypeso o
50.8
409
02
0.0

Pesamrollado por Tru-Q 8

ZnllZfn

Figura 64: Espectro EDS, membrana PCL con spray de NPs ZIF-8.

El espectro presentado en la Figura 64 confirma la presencia de Zn,
proveniente de las nanoparticulas de ZIF-8, en la membrana procesada mediante la
técnica de spray posterior al electrohilado. Sin embargo, resulta complejo evaluar si

la intensidad observada es representativa de la cantidad real de NPs incorporadas,
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ya que no es posible controlar con precision la cantidad de material retenido por la
membrana durante la aplicacion del spray.

A pesar de esta limitacion, es razonable suponer que una deposicién poco
controlada puede generar una distribucién no uniforme de las nanoparticulas sobre
la superficie de la membrana. Esta heterogeneidad podria derivar en zonas con
diferentes concentraciones relativas de ZIF-8 (en términos de % en peso respecto a
la membrana de PCL), lo que impactaria negativamente sobre la homogeneidad de

sus propiedades funcionales, fisicas y quimicas.
TGA:

Los ensayos de TGA realizados sobre los sistemas con spray de NPs (ZIF-8 y

NPs ZnO) se presentan a continuacion (Figuras 65 y 66).

| Curva TGA, PCL. solucion C.M. (1:1) con spray de ZIF-8_ 0.5+
107 [ Cuwa DTG, PCL, solucién C.M. (1:1) con spray de ZIF-8 |
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Figura 64: Membrana de PCL a partir de cloroformo-metanol (1:1) y spray de ZIF-8: a) Termograma, b) Curva DTG.
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Figura 65: Membrana de PCL a partir de acido acético y spray de NPs ZnO: a) Termograma, b) Curva DTG.

Comparando las Figuras 64 y 65 con las presentadas en el apartado de TGA
para membranas de PCL con nanoparticulas incorporadas directamente en la
solucién de partida, se observa que la forma general de las curvas es muy similar.
La diferencia principal radica en las temperaturas a las cuales ocurre el pico en la
curva DTG.

En ambos sistemas con NPs aplicadas por spray, esta temperatura se sitla
en valores intermedios entre la membrana de PCL sin NPs y aquella con NPs
incorporadas desde el inicio del procesamiento. No obstante, estos valores (374.7
°Cy 385.2 °C) estdn mas proximos a los correspondientes a las membranas de PCL
sin nanoparticulas, lo que sugiere que las NPs aplicadas por spray no afectan

significativamente la estructura polimérica de la matriz.
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Una posible explicacion para este comportamiento es que el spray actla sobre
la superficie de la membrana, generando Unicamente un efecto superficial y limitado
en las propiedades térmicas del material.

Anqgulo de Contacto:

Por ultimo, utilizando el goniémetro se midio el angulo de contacto para ambos
sistemas. Al igual que los ensayos realizados sobre todas las membranas, las gotas
de agua se comportaron de la misma manera durante los 90 s de ensayo, sin tener
grandes variaciones en el valor del angulo (Figuras 66 y 67). En la Tabla 9 se
presentan los resultados obtenidos al igual que imagenes extraidas del ensayo.

Tabla 9. Angulo de contacto de las membranas sometidas a spray.

Membrana Angulo de contacto promedio (°)
A.A spray ZnO 111.9
C.M. (1:1) spray ZIF-8 126.0
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Figura 66: Gota sobre membrana de PCL con spray de NPs ZnO.

Figura 67: Gota sobre membrana de PCL con spray de ZIF-8.
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Los resultados mostrados en la Tabla 9 difieren notablemente de los
presentados en la Tabla 8. Esta discrepancia puede atribuirse principalmente a que,
al realizar un spray de nanoparticulas, las propiedades superficiales de la membrana
se ven fuertemente influenciadas por el tipo de NP utilizada. Dado que el &ngulo de
contacto es una propiedad superficial, es esperable que esta variable se altere
significativamente cuando el material se incorpora Unicamente en la superficie
mediante la técnica de spray.

En el caso del spray de ZIF-8, era esperable un aumento en el angulo de
contacto debido al marcado caracter hidr6fobo de estos MOFs. Diversos estudios
reportan valores de éangulo de contacto cercanos a 145° para ZIF-8 aislado,
atribuibles a su estructura tetraédrica de iones Zn2* coordinados con ligandos
organicos [48], [49].

Por otro lado, el spray de nanoparticulas de ZnO provocé una disminucion del
angulo de contacto respecto a la membrana de PCL sin NPs. Esta reduccion podria
explicarse por el caracter hidrofilico inherente a las particulas de ZnO, como se
observa en la literatura [47]. Similarmente al caso de ZIF-8, el spray de ZnO parece
tener un impacto significativo sobre las propiedades superficiales de la membrana,

en mayor medida que la incorporacion de NPs desde la solucién polimérica.

5.6. Discusién entre técnicas de incorporacion

Se logré la correcta incorporacion de nanoparticulas en membranas
electrohiladas mediante las dos estrategias propuestas, inclusion directa en la
solucion polimérica, o posterior deposicion sobre las membranas mediante un spray.

Los ensayos de EDS, DRX, SEM, TGA y angulo de contacto confirman la presencia
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de nanoparticulas en ambos tipos de técnicas, por lo que ambas son validas para la
inclusién de las mismas. A continuacion, se discutiran las diferencias vistas entre

métodos de incorporacion para cada NP en particular.

5.6.1. Incorporacion de ZIF-8

El ZIF-8 incorporado en solucién generé una modificacion en la morfologia de
las fibras con respecto a las membranas sin contener NPs. Las imagenes SEM
mostraron un aumento en el diametro promedio, acompafado de una mejora en la
simetria de la distribucion de tamafios. Ademds, se observo la aparicion de
estructuras tipo nanonets, lo que incrementa la superficie especifica disponible,
favoreciendo aplicaciones potenciales de los sistemas en la liberacion controlada de
farmacos o la interaccion celular.

Por otro lado, en el caso de la incorporacién mediante spray, si bien los andlisis
SEM y EDS confirmaron la presencia superficial del ZIF-8, se evidencié una
distribucion heterogénea, sin una integracion uniforme en toda la matriz. Esta
caracteristica podria limitar la funcionalidad del sistema en aplicaciones donde se
requiera una liberacién sostenida del agente activo. Ademas, la morfologia de las
fibras no se vio modificada por el spray, observandose una membrana con estructura
densa de nanofibras, orientaciones aleatorias, una distribucién de tamafios amplia y
la presencia de ciertos efectos de aplanamiento o fusion.

Desde el punto de vista térmico, los termogramas demostraron que la
incorporacion del ZIF-8 en solucién disminuye la temperatura de descomposicion del
PCL, lo que evidencia una interaccion estructural entre el polimero y las

nanoparticulas embebidas en su interior, afectando asi su estabilidad térmica. En
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cambio, el spray no altero significativamente el perfil térmico del polimero, ya que la
temperatura de degradacion se mantuvo muy cercana a la del PCL sin inclusion de
nanoparticulas.

Una de las principales diferencias entre ambas técnicas se observo en la
caracterizacion superficial: el &ngulo de contacto aumento en las membranas tratadas
por spray (hasta ~126°), reflejando el caracter hidrofébico del ZIF-8 y su localizacion
superficial. En contraposicion, el sistema con ZIF-8 incorporado en solucion (donde
las nanoparticulas se hallan tanto en la superficie como embebidas dentro de las
fibras) mostr6 un comportamiento més hidrofilico, con un angulo de contacto de

aproximadamente de 117°, inferior al del PCL puro.

5.6.2. Incorporacion de ZnO

En el caso del ZnO, las diferencias observadas también resultaron notables.
La inclusibn en solucion (en concentraciones de 2.5% y 5% m/m) afectd
considerablemente la morfologia de las fibras. A 2.5% se observé un aumento en la
formacién de beads, mientras que a 5% su presencia se redujo, mejorando la
uniformidad de la membrana. Las membranas tratadas mediante spray no fueron
analizadas mediante imagenes SEM, dado que no se esperaba observar la presencia
superficial de las nanoparticulas, y la morfologia de las fibras se estimaba similar a la
del sistema base obtenido con acido acético y un caudal de 0.6 mL/h.

Respecto a la estabilidad térmica, la técnica de inclusion en solucién provocé
una disminucion mas pronunciada en la temperatura de degradacion del PCL
(~310 °C), lo que sugiere un posible efecto catalitico de las nanoparticulas sobre la

degradacion del polimero al encontrarse embebidas en las fibras. Por su parte, la
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técnica de spray generd una caida térmica menos significativa, manteniéndose en
valores cercanos a los del PCL sin modificaciones lo que ayuda a pensar que las
nanoparticulas se encontraban principalmente en la superficie.

A nivel superficial, el spray de ZnO redujo notablemente el angulo de contacto,
pasando de aproximadamente 125.0° en el PCL puro a 111.9° lo que refleja el
caracter mas hidrofilico de estas nanoparticulas y confirmando una fuerte presencia
de las mismas en la superficie de las fibras. En cambio, la incorporacién en solucion
produjo una disminucion leve, alcanzando un valor cercano a 124.0°.

Cabe destacar que la aplicacién del ZnO mediante spray presentd importantes
dificultades durante el proceso electrohidrodindmico. Nunca se logr6 mantener un
cono de Taylor estable por mas de 30 s, lo que generd que, pasado ese tiempo, la
dispersion que contenia las particulas comenzara a gotear sobre la membrana (como
se observa en la Figura 38 del apartado 5.4.2). Este fendmeno oblig6 a la intervencion
constante del operador para limpiar la aguja antes de cada goteo, a fin de evitar la

acumulacion de material y defectos en la membrana final.

5.6.3. Sintesis de comparacion entre técnicas

La estrategia de incorporacién en solucién permite una integracion mas
homogénea y profunda del nanomaterial en la matriz polimérica, afectando tanto sus
propiedades térmicas como morfologicas. En contraste, la técnica de spray resulta
mas apropiada cuando se desea modificar las propiedades superficiales, como la
mojabilidad o la funcionalizacién externa del material, sin alterar significativamente la

microestructura de las fibras.
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Ambas técnicas presentan ventajas y limitaciones. La seleccion de una u otra
debe realizarse en funcion del objetivo funcional del material: si se busca una
interaccion estructural con la matriz para modificar la morfologia de las fibras, la
incorporacion en solucion es la opcidn mas adecuada. Por otro lado, para
modificaciones superficiales o incorporacion externa sin alterar la estructura interna,
el spray es una estrategia mas directa y versatil.

En particular, la técnica de spray con NPs ZnO no resulta recomendable en su
forma actual, debido a fuertes inestabilidades en el cono de Taylor a la hora de la
deposicion de las NPs. Este comportamiento sugiere la necesidad de optimizar
parametros como la proporcién de PVP o el tipo de solvente utilizado en la dispersion,
0 bien considerar otras técnicas de procesamiento que permitan una deposicion
superficial controlada y estable.

En cambio, el spray de ZIF-8 (a pesar de no constatar con precision la
homogeneidad de la distribucién de las nanoparticulas sobre la superficie) demostré
ser una técnica viable para su incorporacion superficial. Esta estrategia podria ser util
en aplicaciones donde se requiera modificar la superficie del material sin
comprometer la integridad estructural de la matriz.

La inclusién de nanoparticulas en la solucién de partida resulté ser exitosa para
ambos tipos de materiales, ya que se lograron optimizar adecuadamente todos los
parametros de procesamiento sin presentar inconvenientes durante la fabricacion de
las membranas. Ademas, las caracterizaciones realizadas confirmaron una efectiva
incorporacion de los nanomateriales en la estructura de las matrices, evidenciando

modificaciones en su morfologia y estructura sin comprometer la integridad del
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sistema. En este sentido, la estrategia de incorporacion en solucion demostré ser
reproducible y eficiente. Incluso, la aparicion de nanonets en el caso de ZIF-8 o de
beads en ciertas concentraciones de ZnO resulto favorable segun estudios previos,
ya que estas estructuras pueden potenciar funcionalidades como la liberacion

controlada de farmacos o la mejora en la interaccion con células y fluidos biolégicos.
5.7. Ensayos como prueba de concepto antimicrobiana sobre cepas patdgenas

Los resultados obtenidos tras haber explorado la potencial actividad
antimicrobiana se resumen en la Tabla 10. Como control se usé una membrana de
PCL obtenida por procesamiento electrohidrodinAmico en su respectivo
solvente/mezcla de solventes.
Tabla 10. Resultados del andlisis en las pruebas antimicrobianas contra E. coliy S. aureus.

(v) indica indicio de inhibicion, (-) indica que no se observaron cambios respecto al control negativo.

E. coli S. aureus

Muestra X105 UFC/mL [x10° UFC/mL| _x105 UFC/mL | x10° UFC/mL

A.A Spray 5 % ZnO ) ) ) }

A.A 2.5% ZnO ) ) ) )

A.A 5% ZnO ) ) ) )

C.M. (1:1) Spray 5 % ZIF-8 v v v

C.M. (1:1) 2.5% ZIF-8 ) - - -

C.M. (1:1) 5% ZIF-8 4 - - _

Como se desprende de la Tabla 10, Unicamente las muestras de membranas
electrohiladas que contenian ZIF al 5% (tanto incorporadas durante el procesamiento

de PCL como en forma de spray) evidenciaron indicios de inhibicién bacteriana. En

111




PROYECTO FINAL DE GRADO

particular, la muestra C.M. (1:1) Spray 5 % ZIF-8 presento efecto inhibitorio frente a
ambas bacterias a concentraciones de inéculo 10° UFC/mL y 10® UFC/mL para E.
coliy a 10° UFC/mL para S. aureus. El material resultaria el mas prometedor segin
estos resultados ya que muestra una potencial actividad bacteriostatica, aunque no
bactericida. En contraste, las muestras conteniendo menor concentracion de ZIF-8 y
todas las ensayadas conteniendo NPs ZnO (independientemente de su concentracion
o0 método de procesamiento), no mostraron halos de inhibicion ni reducciones
significativas de colonias respecto al control.

Respecto a las diferencias entre las bacterias ensayadas, se observo una
mayor eficacia de los ZIF-8 frente a E. coli. Esto podria explicarse por las
caracteristicas estructurales de las bacterias gramnegativas, que presentan una
membrana externa rica en LPS con abundante carga negativa. Esta carga superficial
facilita la interaccion electrostatica con materiales cargados positivamente, como es
el caso de los MOFs, favoreciendo su adhesion a la superficie bacteriana y
potencialmente alterando la integridad de la membrana. Por el contrario, S. aureus,
al ser grampositiva, posee una pared celular mas gruesa y menos cargada, formada
principalmente por peptidoglucano, que actia como barrera fisica y dificulta tanto la
adhesién como la penetracion de particulas cargadas positivamente, reduciendo asi
su efecto inhibitorio [6], [50].

Las diferencias observadas en cuanto a la eficacia de inhibicion por efecto
bacteriostatico podrian estar asociadas a diversos factores. Por un lado, es posible
que las concentraciones efectivas del agente nanoparticulado no hayan sido

exactamente las que se incorporaron teéricamente, lo cual resulto insuficiente para
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llegar a alcanzar el efecto. También, existen otros factores que resultan de
importancia como el hecho de una liberacion limitada de las especies activas (iones
del metal o radicales libres que se generen), una interaccion entre las particulas y el
medio de cultivo empleado y una excesiva aglomeraciéon de las particulas en el
polimero micro/nanofibroso que haya provocado una reduccion en su disponibilidad
y eficacia. En sintesis, los resultados sugieren que solo las formulaciones que
incorporan ZIF-8 al 5% poseen un prometedor efecto bacteriostatico, particulamente

frente a la bacteria de tipo gramnegativa como E. coli.

6. Analisis econdmico

En el presente apartado se realiza un analisis de costos para la produccion de
las membranas electrohiladas con la incorporacion de las nanoparticulas
correspondientes. Para ello, se revisaron diferentes presupuestos asociados a la
adquisicion de los equipos necesarios y los materiales requeridos. Este andlisis se
enfoca especificamente en el sistema de cloroformo-metanol con la inclusion de
nanoparticulas ZIF-8 ya que estas fueron sintetizadas en el laboratorio de INTEMA.
Esto permiti6 un seguimiento mas preciso de las materias primas utilizadas,
incluyendo la trazabilidad de las marcas comerciales. En cambio, las nanoparticulas
de ZnO fueron sintetizadas en una institucion externa (Facultad de Ingenieria,
UNRC), por lo que no se dispone de informacién detallada sobre los insumos
empleados, dificultando la estimacién precisa de costos. No obstante, el costo
proyectado para la fabricacion de las membranas resulta comparable entre ambos

sistemas, independientemente del tipo de nanoparticula incorporada.
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6.1. Equipos

6.1.1. Preparacion de NPs y soluciones precursoras

Para la sintesis de las nanoparticulas fue necesario utilizar agitadores
magneéticos, centrifuga y campanas de extraccion. Se evaluaron distintos
presupuestos para los agitadores magnéticos, considerando la necesidad de realizar
agitaciones tanto vigorosas como suaves. Aunque en esta ocasibn no era
imprescindible contar con control térmico, esta caracteristica también fue
contemplada para el analisis. En la Tabla 11 se presentan las caracteristicas de los

diferentes agitadores junto con sus precios de venta.

Tabla 11. Caracteristicas principales y costos de agitadores magnéticos en el mercado.

Modelo M'\C')C\;/OAZI\IIE ~ | ARE (VELP) '\?Sgu[;r?;f%a HO3D — Labbox
Capacidad (L) 2 15 10 3
Rango de Velocidad (RPM)| 300-1250 100-1500 500-2200 200-1500
Dimensiones (cm) 115 x 250 160 x 160 14 (o) 13.5 (o)
Potencia (W) 250 700 500 515
Temperatura maxima ( °C) 400 325 320 280
Precio (USD) 821.65 777.14 508.63 300.18

Entre las distintas opciones, las mas viables son el agitador ARE (VELP) y el
HO3D de Labbox, ya que ambos ofrecen un amplio rango de velocidades, cubriendo
asi las necesidades tanto de agitaciones suaves (entre 150 y 200 RPM) como
vigorosas. Las principales diferencias se encuentran en la capacidad de volumen que
pueden agitar, la potencia maxima y la temperatura maxima alcanzada, donde el
modelo ARE supera ampliamente al HO3D, lo cual se refleja en su mayor precio. Sin

embargo, considerando que siempre se trabajo con pequefios volumenes (el lote
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méaximo de particulas se preparé con 80 mL de metanol), la opcibn mas adecuada
resulta ser el modelo HO3D (Figura 68), que tiene una capacidad de hasta 3 L y un

precio considerablemente menor que el ARE.

Figura 68: Agitador HO3D (Labbox).

La campana de extraccion es utilizada tanto en la preparacion de las NPs como
en la preparacién de las soluciones poliméricas precursoras de las dispersiones. En
la Tabla 12 se muestran modelos de campanas que cumplen con los requisitos

deseados junto a su precio de venta.
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Tabla 12. Caracteristicas principales y costos de campanas de extraccién en el mercado.

Modelo FH_1000(P) ECO-CF-120 FH700X FH-850A —
(Biobase) (TopAir) (Biobase) NKksystem
Dimensiones (cm) 138 x 73 x74.5 118.5x40 x 45 64 x 55 x 70 85.7x41x51.4
Material interno Resina fenolica Polipropileno Resina fendlica | Acero inoxidable
Velocidad del aire 0.3-0.8 0.4-0.6 0.3-0.8 0.5
(m/s)
Ruido (dB) <60 <60 <65 60
Precio (USD) 4600 1250 2500 1200

La campana se utiliza principalmente para extraer los vapores volatiles

provenientes del metanol y cloroformo. Debido a esto, no se requiere un equipo con

altas prestaciones en cuanto a la peligrosidad de los quimicos empleados. Como se

preparan bajas cantidades de dispersiones y nanoparticulas, seria conveniente optar

por una campana de dimensiones reducidas y costo accesible.

Los modelos ECO-CF-120 de la empresa estadounidense TopAir y FH-850A

de la japonesa Nksystem ofrecen las prestaciones necesarias a precios competitivos

de 1200 USD y 1250 USD, respectivamente. Probablemente la mejor opcién seria la

unidad de Nksystem (Figura 69), ya que sus dimensiones son menores y cuenta con

un interior de acero inoxidable, lo que facilita la limpieza y desinfeccion. Ademas, este

material no es inflamable ante posibles igniciones de metanol o cloroformo,

proporcionando mayor robustez y durabilidad.
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Figura 69: Campana FH-850A (Nksystem).

La centrifuga es utilizada para separar las NPs de la dispersion en metanol y

para realizar el lavado de las mismas. En la Tabla 13 se presentan 4 opciones de

centrifugas que se podrian utilizar.

Tabla 13. Caracteristicas principales y costos de centrifugas en el mercado.

Modelo Mini Centrifuga 10-K | Micro-Centrifuga D-1215K TG16MW
(BioSmartest) D3024 (Dlab) (Dauerhatft) (BioSmartest)
Capacidad
(cantidad de tubos) 8 24 12 24
Velocidad maxima
(RPM) 10000 15000 15000 14000
Precio (USD) 416.2 2783.8 1467.4 2386.8

El modelo 10-K, con capacidad para 8 tubos Eppendorf de 1.5-2 mL, no cumple

con el requisito de velocidad minima de 9000 rpm, ya que su rango de operacion esta

limitado a un maximo de 10.000 rpm. Por otro lado, las otras tres opciones de
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centrifugas si cumplen con esta velocidad y permiten procesar simultaneamente una
mayor cantidad de muestras.

En cuanto a los precios, resulta mas conveniente adquirir una centrifuga con
capacidad para 24 tubos en lugar de comprar dos equipos de 12 tubos cada uno.

Finalmente, los modelos D3024 (Dlab) y TG16MW (BioSmartest) presentan
caracteristicas muy similares, por lo que cualquiera de ambos satisfara los
requerimientos del analisis. Dado que el modelo TG16MW (Figura 70) tiene un precio
aproximadamente un 15% inferior al de su competidor, esta seria la opcion

recomendada para el presupuesto disponible.

Figura 70: Centrifuga TG16MW (BioSmartest).
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6.1.2. Generacién de membranas electrohiladas

Para la obtencion de las membranas es necesario un equipo de electrohilado

y un ambiente donde se pueda controlar la humedad (humidificador) y temperatura

(aire acondicionado).

Los equipos cotizados y analizados se presentan a continuacion en la Tabla

14.

Tabla 14. Caracteristicas principales y costos de unidades de electrospinning en el mercado.

Professional Lab

Modelo TI:)OI\II_I;/EASR(();;S SgngoNggﬁll)?())o Device V2.0 LE-100 (Fluidnatek)
(DOXA Microfluids)
Caudal (mL/h) 0.016 - 630 0.07 - 7020 0.014 - 3000 Desconocido
Voltaje de salida (kV) 0-40 (-)30-30 (-)30-30 (-)30-30
Colector Rotatorio y plano | Rotatorio y plano | Rotatorio y plano Rotatorio (opcional) y
(XeY) (XeY) (XeY) plano (X e Y)
Control temperatura Si Si Si Si
Control humedad No Si Si Si
Dimensiones (cm) | 100 x 80 x 167.2 97 x80x 70 100.4 x 111 x92.4 90 x 124 x 195
Sistema de imagen No Si Si Opcional
Precio (USD) 19167 35300 41520 92530

Todos los equipos de electrospinning cotizados cuentan con un sistema de

control de temperatura. Ademas, cumplen con el rango de voltaje necesario para la

elaboracién de las membranas y disponen de colectores planos.

El primer equipo a descartar es €l LE-100 (Fluidnatek) debido a su elevado

precio, ya que es una unidad diseflada para producir varias membranas

simultdneamente, orientada a empresas de gran escala. Ademas, los distintos

accesorios (sistema de imagen, colector rotatorio, etc.) se venden por separado.
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Tampoco se logré obtener informacion sobre el rango de caudales en el que opera la
maquina.

Analizando las dem@s caracteristicas, todas las unidades restantes cumplen
con el caudal requerido de 3 mL/h y cuentan con ambos tipos de colectores. Sin
embargo, el equipo HO-NFES-045 (HOLMARC) no posee control de humedad ni
sistema de imagen, lo que dificulta la observacion del cono de Taylor y el control
adecuado durante la fabricacion de la membrana. Aunque el control de humedad es
importante, esta funcibn podria suplirse con dispositivos externos como
deshumidificadores.

Los dos equipos restantes cumplen con todas las especificaciones necesarias
para procesar las membranas de PCL con el agregado de las nanoparticulas. La
eleccion final dependerd del presupuesto disponible y de la factibilidad para

importarlos a Argentina (Figura 71).
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Professional
Lob Dawce

]

Figura 71: Unidad de electrospinning Professional Lab Device V2.0 (DOXA Microfluids).

Los humidificadores cumplen un rol vital a la hora de obtener fibras

reproducibles y homogéneas ya que controlan el contenido de humedad del ambiente

donde se desarrolla el procesamiento de las membranas. En la Tabla 15 se

presentan 3 equipos que cumplen con las caracteristicas requeridas.

Tabla 15. Caracteristicas principales y costos de humidificadores en el mercado.

Modelo Trotec TTK 170 ECO | Humedad Dual — H20tek | MeacoDry Arete® Two 25L
Dimensiones (cm) 49.5 x 45.5 x 90 60 x 60 x 165 61.8 x 36.6 x 27.2
Capacidad (L) 36 40/60 25
Rango de Humedad (%) 30a90 20 a 100 40a70
Precio (USD) 550 3585.4 442.7

El equipo MeacoDry Arete® Two 25L no cumple con el rango de humedad

requerido para la produccion de las membranas, ya que su limite inferior de control
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es del 40%, mientras que las matrices de PCL se fabrican en un rango de humedad
entre 25% y 40%.

El equipo Trotec TTK 170 ECO (Figura 72) solo cumple la funcion de
deshumidificacion, por lo que el Unico equipo que ofrece tanto humidificacion como
deshumidificacion es el Humedad Dual — H2Otek. El principal inconveniente es la
diferencia de precio. Por ello, es necesario evaluar cuidadosamente el lugar de
instalacion para determinar si es suficiente controlar la humedad ambiente
Unicamente con la funcién de deshumidificacion y luego ajustar la humedad exacta
mediante la unidad de electrospinning. Si esta estrategia no es viable, sera

indispensable contar con un equipo que integre ambas funciones.

Figura 72: Deshumidificador Trotec TTK 170 ECO.

Para controlar la temperatura del ambiente, es necesario contar con un aire

acondicionado, que puede ser portétil o de pared. Si se opta por una unidad portatil,
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el modelo Electra Portatil EPF12TFUB tiene un precio aproximado de 561 USD. Por
otro lado, la opcién de pared, el modelo Hisense 3400W 2900F AS12, se encuentra
en el mercado a un valor de 465.9 USD. Ambas opciones son viables, ya que solo se
requiere ajustar la temperatura ambiente para que posteriormente el equipo de
electrospinning (mediante sistemas de calefaccion/refrigeracion incluidos dentro de
la unidad) realice pequefios ajustes para alcanzar la temperatura necesaria durante
el procesamiento de las membranas.

En sintesis, el gasto en equipamiento para la sintesis de las nanoparticulas
como la obtencién de las membranas (eligiendo los equipos que fueron mencionados

en los distintos apartados) seria aproximadamente de 49.508 USD.

6.2. Reactivos y solventes

Para la fabricacion de las membranas de PCL con agregado de ZIF-8 son

necesarios los siguientes reactivos:

e Metanol anhidro, se utiliza el ANALISIS (A.C.S.) KARL FISHER -
ANEDRA con un precio de venta de 26 USD por litro.

e Cloroformo, utilizando Cloroformo 299.8% RA ACS, J.T. Baker® con un
precio de venta de 52 USD por litro.

e 2-metilimidazol, Sigma-Aldrich con un precio de venta de 91 USD por
500 g.

¢ Nitrato de zinc hexahidratado, Sigma-Aldrich con un precio de venta de

250 USD por 500 g.
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e Poli (e-caprolactona) -PCL- (Sigma Aldrich, Mn: 80000) con un precio

de venta de 376 USD por 500 g.

Se procede a partir de los precios descriptos a calcular el costo de realizar
una membrana.
En primera instancia a partir de la descripcion realizada del procedimiento de
fabricacion de los ZIF-8 se calcula el costo de las nanoparticulas:
500 g de Zn(NOs),.H,0 — 250 USD

0.1488 g de Zn(NO5),.H,0 — X = 0.0744 USD

500 g de 2 — metilimidazol — 91 USD

0.164 g de 2 — metilimidazol — X = 0.03 USD

1000 ml de metanol anhidro — 26 USD
40 ml de metanol anhidro — X = 1.04 USD
Asumiendo que todo el reactivo se transforma en ZIF-8 se obtiene que cada
313 mg de nanoparticulas el precio de fabricacion en materia prima es de 1.5 USD.
En segunda instancia se tiene en cuenta que la jeringa que se utiliza para
electrohilar las membranas tiene una capacidad de 10 mL. Por lo tanto, se utiliza 5
mL de cloroformo, 5 mL de metanol, 1.5 g de PCL y entre 37.5-75 mg de ZIF-8

(dependiendo el % NPs a agregar respecto al PCL).

1000 ml de metanol anhidro — 26 USD

5 ml de metanol anhidro —» X = 0.13 USD
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1000 ml de cloroformo — 52 USD

5mlde cloroformo — X =0.26 USD

500 g de PCL — 376 USD

1.5gde PCL - X =1.13USD

313mgde ZIF — 8 - 1.5USD
37.5mg de PCL - X =0.18USD
75mg de PCL - X = 0.36 USD

El costo de materiales para fabricar una membrana de PCL al 15% en
cloroformo-metanol (proporcion 1:1) con 2.5% de ZIF-8 es de 1.7 USD, mientras que
si el agregado es de 5% de ZIF-8 es de 1.88 USD.

El analisis econdmico realizado demuestra que el sistema desarrollado para la
produccion de membranas electrohiladas con incorporaciéon de ZIF-8 resulta
econémicamente viable a escala de laboratorio. Se identificaron opciones de
equipamiento adecuadas tanto en términos técnicos como de costo, permitiendo
configurar un esquema de trabajo con una inversion total estimada en 49.508 USD.
Asimismo, el costo de los materiales necesarios para la sintesis de nanoparticulas y
la fabricacion de las membranas se mantiene en un rango accesible, con valores de
1.70 USD y 1.88 USD por membrana para concentraciones de ZIF-8 del 2.5% y 5%,

respectivamente.
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7. Conclusiones y perspectiva a futuro

En el presente trabajo se logré obtener y caracterizar exitosamente
membranas poliméricas micro/nanofibrosas electrohiladas basadas en poli(e-
caprolactona) (PCL) con potencialidad antimicrobiana, a través de la incorporacion
de nanomateriales basados en zinc. Se sintetizaron dos tipos de nanomateriales para
su incorporacién: nanoparticulas de 6xido de zinc (ZnO) y estructuras tipo MOFs (ZIF-
8), los cuales fueron analizados mediante técnicas de caracterizacion estructural,
morfologica, térmica y superficial. En ambos casos, las caracterizaciones confirmaron
la obtencion de materiales en el rango nanométrico con propiedades adecuadas para
su incorporacién en matrices poliméricas. En particular, los ZIF-8 presentaron una
elevada cristalinidad, buena estabilidad térmica y una morfologia homogénea,
mientras que las NPs de ZnO, a pesar de una dispersabilidad algo limitada,
evidenciaron una buena estabilidad térmica y confirmacién estructural por DRX y
FTIR.

En cuanto al procesamiento electrohidrodinAmico para la obtencién de las
membranas, se optimizaron las condiciones de electrohilado para diferentes sistemas
solventes, incluyendo acido acético glacial y mezclas binarias de cloroformo-metanol
en proporciones 1:1 y 3:1. Se observaron variaciones en la morfologia de las fibras
segun el caudal, la tensién aplicada y el tipo de solvente, confirmando la influencia
directa de estos parametros en la calidad de las membranas obtenidas. Asimismo, se
observé que las soluciones en cloroformo-metanol permitieron obtener fibras mas
uniformes, reproducibles y libres de defectos en comparacién con las obtenidas en

acido acético.
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Respecto a las metodologias de incorporacion de nanomateriales, se
implementaron dos estrategias: la inclusion directa en la solucion polimérica
precursora y la aplicacion superficial por spray. Ambas metodologias permitieron
obtener membranas nanocompuestas, aunque se evidenciaron diferencias
significativas en la distribucion, adhesion y homogeneidad de las nanoparticulas en
la matriz. Si bien la técnica de electrospray mostré6 una mejor preservacion de la
morfologia de las fibras en ciertos casos, su aplicacion con las nanoparticulas de ZnO
presentd dificultades sustanciales de procesamiento. La baja dispersabilidad de estas
nanoparticulas en los solventes empleados generd obstrucciones en el sistema de
aplicacion y una distribucion superficial deficiente, lo que limité su incorporacion
efectiva. En contraste, la inclusién directa de ZnO en la solucion polimérica resultd
mas sencilla y permiti6 una mejor integracion del nanomaterial en la estructura
fibrosa. En cambio, en el caso de ZIF-8, ambas técnicas fueron mas viables, aunque
también se observé una mayor homogeneidad cuando se incorporaron directamente
en la solucion precursora. Estas observaciones fueron respaldadas por los analisis
SEM y EDS, asi como por los ensayos de angulo de contacto, que mostraron
modificaciones en la mojabilidad de las superficies tras la incorporacién de los
nanomateriales.

En cuanto a los resultados de los ensayos antimicrobianos, se evidencié que
Unicamente las membranas con incorporacion de ZIF-8 al 5% en masa, ya sea
durante el procesamiento del polimero o mediante aplicacion por spray, mostraron
indicios de actividad bacteriostatica. En particular, la formulacion aplicada por spray

sobre la membrana obtenida en sistema cloroformo-metanol (1:1) logro inhibir el
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crecimiento de E. coli y S. aureus a determinadas concentraciones del indculo,
resultando ser mas prometedora para la primera cepa. En cambio, las membranas
con menor contenido de ZIF-8 y todas aquellas que contenian nanoparticulas de ZnO
no presentaron efecto inhibitorio. Estas observaciones sugieren que, bajo las
condiciones estudiadas, solo las formulaciones con ZIF-8 al 5 % presentan un efecto
bacteriostatico potencial, particularmente contra bacterias gramnegativas.

El analisis econdmico se centr6 especificamente en el sistema de cloroformo-
metanol con incorporacion de ZIF-8. Se calcul6 que la fabricacion de una membrana
de PCL al 15 % m/m con 2.5 % y 5 % en masa de ZIF-8 presenta un costo estimado
de 1.70 y 1.88 USD, respectivamente, considerando Unicamente el valor de los
materiales empleados. Ademas, la estimacion del costo de los equipos necesarios
para la sintesis de nanoparticulas y la fabricacion de las membranas electrohiladas,
resulto en un total aproximado que asciende a 49.508 USD. Estos valores respaldan
la viabilidad del sistema planteado a escala de laboratorio, proporcionando una base
técnica y econdmica sélida para su futura evaluacién en aplicaciones biomédicas.

En conjunto, los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que fue
posible desarrollar con éxito membranas poliméricas electrohiladas funcionalizadas
con nanomateriales basados en zinc mediante técnicas reproducibles y
caracterizaciones integrales. La sintesis, incorporacion, procesamiento y andlisis de
desempeiio se llevaron a cabo de manera satisfactoria, confirmando la estabilidad del
sistemay la conservacion de las propiedades morfolégicas y estructurales deseadas.
La evidencia obtenida a partir de los ensayos de actividad antimicrobiana frente a una

cepa representativa Escherichia coli refuerza el potencial de este nanomaterial como
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agente bacteriostatico en entornos donde se requiere controlar la proliferacion
bacteriana. Estos hallazgos respaldan la viabilidad de las membranas desarrolladas
para futuras aplicaciones en el campo biomédico, abriendo nuevas posibilidades de
investigacion y desarrollo en tecnologias con actividad antimicrobiana.

Dado que, como se menciond, este trabajo es una prueba exploratoria, seria
importante complementar en el futuro con otros ensayos que permitan dilucidar
aspectos mas especificos de distintas propiedades de las membranas. En el caso de
la actividad antimicrobiana, podrian emplearse rangos mas amplios de concentracion
para determinar la concentracion inhibitoria minima mediante ensayos de dilucién y
crecimiento en caldo, cuantificando los resultados mediante ELISA. Otra alternativa
es realizar ensayos cuantitativos de viabilidad bacteriana a través de recuentos de
colonias, complementados con técnicas de microscopia y pruebas de integridad a
nivel de membrana. Finalmente, resultaria relevante analizar el efecto de los
materiales sobre biofilms, estudiar la actividad frente a otras cepas patdgenas,
modificar los medios para simular condiciones de aplicacibn mas realistas y
adicionalmente evaluar aspectos de citotoxicidad en lineas celulares (ej. fibroblastos)
como complemento.

Asimismo, seria valioso caracterizar las propiedades mecéanicas de las
membranas mediante ensayos de traccidn uniaxial y de flexion para obtener
parametros como modulo elastico, resistencia maxima y elongacion a la rotura, que
permitan evaluar su integridad estructural frente a solicitaciones mecanicas en

condiciones secas 0 humedas.
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Por otro lado, se propone realizar estudios de degradacion in vitro en medios
simulados fisiolégicos (ej. PBS a 37 °C), monitoreando la pérdida de masa, la
evolucion del pH del medio, y cambios en la morfologia y propiedades fisicoquimicas
a lo largo del tiempo. Ademas, incorporar estudios de liberacion ionica durante la
degradacion podria ser clave para correlacionar la liberacién controlada con la

actividad antimicrobiana observada.
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