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RESUMEN

El presente trabajo describe la fabricacion de filamentos nanoestructurados de
policaprolactona/nanoparticulas de éxido de Cerio (PCL + CeO,NPs) mediante electrohilado
y su tratamiento superficial con plasma, con el objetivo de incrementar la actividad
antimicrobiana de las membranas, con potencial aplicacién en el tratamiento de aguas
contaminadas por microorganismos. En primera instancia, se realizé la sintesis verde de las
CeO3NPs empleando como precursor el nitrato de cerio y como agente
reductor/estabilizador extractos de Aloe (Aloe arborescens) y hojas de Olivo (Olea
europaea); en donde se obtuvieron NPs semiesféricas con un diametro promedio de 7 —35
nmy se aprecio la formacion de aglomerados. Se realizé la validacion antimicrobiana de las
CeO;NPs por el método de micro dilucién seriada al contacto con S. aureus y de demostrd

su capacidad antibacteriana a diferentes tiempos (10 min, 1.5, 3y 24 horas).

Se realizé la incorporacién de las CeO2NPs en una matriz de policaprolactona (PCL) a
diferentes concentraciones (0.5, 1, 2 y 4%) y se realizd la fabricacidon de filamentos por
electrohilado, en donde se observd que el PCL presenta un didmetro promedio de fibras de
1000 nm, y que al incorporar las diferentes concentraciones de CeO;, el didmetro de
filamento disminuyd a 850 nm. Se realizé el tratamiento superficial con plasma de aire a los
filamentos, en donde se incrementd la exposicidn superficial de las NPs debido a fendmenos
de erosién superficial. La presencia de las CeO;NPs y el tratamiento de plasma modificaron
la rugosidad de los filamentos en 1.44 um, ademas de que a partir de angulo de contacto se
determind el cambio en la polaridad superficial por efecto del plasma. El andlisis de
actividad antibacteriana demostré que los filamentos de PLC con CeO;NPs al 2 y 4%
presentaron actividad antibacteriana del 90% contra S. aureus después de 1.5 horas de

interaccidn, por lo que el material presentd buena eficacia antibacteriana.

Finalmente, se determind que bajo condiciones de exposicidn seriada de S. aureus a los

filamentos de PCL + CeO;NPs, no se observan cambios significativos en la actividad
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antibacteriana, lo que indica que, bajo las condiciones evaluadas, la bacteria no desarrollé
tolerancia al material antibacteriano, lo que sugiere que podria ser un antimicrobiano
efectivo. La fabricacidon de filamentos antimicrobianos por electrohilado representa una
estrategia efectiva para la preparacion de membranas con aplicacién potencial en el

tratamiento de aguas contaminadas con microorganismos.
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ABSTRACT

Recently, nanomaterials have been applied as antibacterial agents by virtue of their unique
functioning mechanisms. The present work describes de fabrication of electrospun
membranes based on polycaprolactone (PCL) and cerium oxide nanoparticles (CeO2NPS)
and their surface modification by air plasma. This material has potential application in the
treatment of water contaminated with bacteria. The membranes were fabricated with
different concentration of nanoparticles (0.5, 1, 2 and 4 %) w/w and were used an
ultrasound-assisted method to improve the nanoparticles dispersion. We evaluated the
physic-chemical properties of the nanoparticles by x-ray diffraction (XRD), Uv-Vis
spectroscopy, Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR). As well, we evaluated the
changes produced in nanofibers using spectroscopic and microscopic techniques such as
Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), energy-dispersive X-ray spectroscopy (EDS),
scanning electron microscopy (SEM), atomic force microscopy (AFM), and in addition a wet
contact angle analysis. The antibacterial activity (AA) of the membranes was determined
against Staphylococcus aureus, according to the ASTM norm E-2149 at 1.5, 3 and 24 h of
contact. SEM and AFM images demonstrated that the electrospun PCL + CeO;NPs
membranes did not suffer important morphological or topographical changes after the
treatment. Because of the contribution of the nanometric charges of CeO;NPs in the
material, there is obtained a high percent of inhibition in concentrations 2 and 4% of
CeO2NPs at 1.5 h of contact. Compared the results confirmed the modification of
wettability of the membranes and show significant differences in the behavior of the AA in
24 h contact with bacteria for all the samples, and complete inhibition of bacteria in the 4%
PCL + CeO2NPs membrane. The results indicate that the material can be applied as an

antimicrobial membrane for water treatment.
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1 Introduccidn

Durante los ultimos afios, la contaminacion de mantos acuiferos y el uso indiscriminado de
recursos hidricos, ha propiciado el desarrollo de tratamientos eficientes que mejoren la
calidad del agua y se promuevan sistemas de reutilizacidon [1]. En este sentido, una de las
tecnologias emergentes en sistemas de tratamiento de aguas contaminadas por
microorganismos se encuentra enfocada al uso de nanomateriales, en donde el uso de
sistemas nanoestructurados y su incorporacion en matrices poliméricas ha demostrado que
las propiedades intrinsecas del material pueden ser exponencialmente mejoradas [2—3]. En
particular, la fabricacion de membranas poliméricas nanoestructuradas han demostrado
poseer diferentes caracteristicas, tales como capacidad antimicrobiana,
retencion/adsorcién de moléculas, entre otros.; en donde la presencia de la carga
nanomeétrica y su dispersion en la matriz polimérica son puntos clave para el desarrollo de

sistemas multifuncionales [4].

Dentro de los procesos de fabricacién de membranas se encuentran inversién de fase, sol-
gel, extrusion, micro fabricacion, electrohilado entre otros [4]. En particular, el método de
electrohilado ha demostrado que es posible fabricar monofilamentos uniformes que van
desde los 50 nm hasta 500 micrometros, los cuales pueden ser orientados y/o depositados
en un sustrato, con la ventaja de que se incrementa el area superficial y propicia el contacto
con microorganismos suspendidos en un medio acuoso. En este sentido, se ha reportado
qgue es posible fabricar filamentos de diferentes polimeros con nanoparticulas
antimicrobianas tales como Ag, Cu, TiO,, ZnO, entre otros [5-7]. Dichas propiedades
antimicrobianas en los filamentos pueden ser mejoradas si se realiza un tratamiento de
exposicién superficial, en donde se ha reportado que, bajo condiciones de erosién
controlada por plasma, es posible incrementar la exposicién de las NPs que se encuentran

embebidas en el polimero, sin afectar sus propiedades intrinsecas [8—9].
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Recientemente, se ha demostrado que las nanoparticulas de CeO; obtenidas a partir de
procesos amigables con el medio ambiente [10], tienen la capacidad de inhibir el
crecimiento de bacterias [11] ademads de no representar un riesgo de toxicidad para la salud

[12], y que, por lo tanto, pueden ser incorporadas como aditivo en matrices poliméricas.

En este sentido, uno de los polimeros de interés como sistema biocompatible
/biodegradable para la preparacién de membranas es la policaprolactona (PCL), debido a
que posee diferentes propiedades tales como hidrofobicidad, biocompatibilidad vy
biodegradabilidad, las cuales pueden favorecer la fabricacion de membranas
antimicrobianas efectivas, que a largo plazo, tengan la capacidad de seguir ejerciendo su
efecto bactericida sin presentar procesos de adaptacion bacteriana, asociados a posibles

mecanismos de resistencia.

En este sentido, el presente trabajo describe la fabricacién de filamentos de PCL + CeO2NPs
por electrohilado y su tratamiento superficial con plasma, con el objetivo de evaluar su
desempefiio antibacteriano y determinar si bajo condiciones de exposicidn consecutiva de
microorganismos, es posible generar cambios en el comportamiento antibacteriano

asociados a posibles fendmenos de tolerancia bacteriana.
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2 Marco teorico

2.1 Contaminacion de agua por Microorganismos.

Es posible encontrar a los microorganismos en multiples escenarios puesto que convivimos
con ellos en una dinamica directa e indirecta. En nuestro entorno por objetos tangibles,
alimentos, en nuestro interior e inclusive en el aire y en el agua que consumimos. Algunas
bacterias necesarias para un buen proceso digestivo en mamiferos, como las que son parte
del microbiota intestinal. Y otras, por el contrario, causan enfermedades que pueden llegar
aresultar mortales para los seres humanos, a este tipo de microorganismos se les denomina

“patdgenos”.

De manera general, los tratamientos convencionales para el agua pueden dividirse en 5. La
floculacién o coagulacién que permite facilitar la separacidon de agregados mediante la
creacién de enlaces entre particulas. La sedimentacién que permite el asentamiento de
particulas o fléculos para su eliminacién. La filtracidn, que permite la eliminacién de
sedimentos, particulas organicas, inorganicas, algas, microorganismos y reducir la turbidez.
La desinfeccidon, que permite eliminar e inactivar microorganismos, por ejemplo, usando
cloro. Y finalmente la adsorcidn, que permite remover contaminantes organicos,

inorgdnicos, color, sabor e incluso el olor [4].

El proceso de filtracion consiste en hacer pasar un liquido por una barrera fisica
semipermeable (medio poroso o membrana) que permite la separacién de particulas
sélidas suspendidas de acuerdo con su tamano. Este proceso es posible dividirlo en
diferentes etapas con el objetivo de hacerlo eficiente y que el agua resultante cuente con
las propiedades adecuadas para ser consumida por el ser humano. De manera general, los
tipos de membranas que se clasifican en funcién del efluente a tratar son; dsmosis inversa,
nanofiltracién, ultrafiltracion y microfiltracion. A continuacién, se muestra una tabla con las

propiedades generales de las membranas y su clasificacion, tabla 1.
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Tabla 1. Caracteristicas generales de las técnicas de filtracion [13—15].

Técnica de Tamaiio de Técnicas de
Materiales Aplicacion
filtracion poro obtencion
Orgdnicas Sinterizado,
(Polimeros) inversion de fase, Separacion de particulas
Microfiltracion 10-0.1 um Inorgdnicas sol-gel, oxidacion microscopicas o de especies
(cerdamicos, anddica y biolégicas como bacterias.
metales y vidrio) electrohilado
Orgdnicas
Separacion de fragmentos
(Polimeros)
Ultrafiltracion 1-100nm Inversion de fase. de coloides,
Inorgdnicas
macromoléculas o virus.
(Ceramicos)
Orgdnicas Separacion de iones
Sol-gel, inversion
Nanofiltracion 0.1-1nm (Polimeros) multivalentes y
de fase
Inorgdnicas monovalentes
. Orgdnicas Retiene casi la totalidad de
Osmosis inversa <1nm Inversion de fase.
(polimeros) especies.

Las investigaciones para el desarrollo de membranas de filtracidn con capacidad de retener
microorganismos denotan una amplia gama de materiales ceramicos, metdlicos y
poliméricos con una mayor incidencia en los ultimos afios. Estas membranas de
microfiltracién son fabricadas por diferentes técnicas que permiten un correcto control de

parametros que aseguran su obtencion y la reproducibilidad.

La nanotecnologia en el tratamiento de aguas como un area de investigacién emergente
sugiere la implementaciéon y desarrollo de materiales nanocompuestos que aporten una
matriz polimérica como fase continua que contribuya con propiedades mecdnicas
especificas y de estabilidad para la agregacion de nanoparticulas que, como fase dispersa
afiada cargas nanométricas con las ventajas de una rapida cinética, capacidad de adsorcion

y la flexibilidad de sus propiedades. A continuacion, en el siguiente capitulo se detalla
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informacién sobre un tipo de particulas en escala nanométrica con propiedades

antibacterianas.

2.2 Nanoparticulas de Oxido de Cerio (CeO;NPs)

El Cerio se describe como un metal que pertenece al grupo de las tierras raras de la tabla
periddica, siendo el primer elemento del grupo de los lantdnidos. En su estado oxidado
(Ce0O; o Cey03), se ha demostrado poseer propiedades cataliticas, debido a que es posible
tener estados de oxidacidon 3* y 4* [16—18]. A escala nanométrica, el CeO, o también
conocido como nanoceria, se caracteriza por poseer una estructura cristalina cubica
centrada en las caras de tipo fluorita, la cual se debe a la presencia de vacancias generadas
por los 4tomos de oxigeno a nivel superficial [16—18] . Algunas de las propiedades mas
relevantes de las CeO;NPs destacan algunas eléctricas y 6pticas, baja toxicidad, alta
capacidad de reduccién, y su capacidad para asociarse de forma no estequiométrica con el
oxigeno lo que le confiere capacidad antimicrobiana, asociada a la formacién de especies
reactivas de oxigeno (ROS) [10], [16—19]. Dichos sistemas han ganado importancia a lo largo
de los ultimos anos debido a sus aplicaciones en diversas dreas de interés cientifico. En
comparacion con otros sistemas antimicrobianos, tales como Ag, Cu, TiO2, ZnO, entre otros;
se ha encontrado que las CeO;NPs presentan un comportamiento antibacteriano similar a
las NPs de Ag y Cu [20], con la ventaja de que su costo de produccion es menor, ademas de
gue se ha reportado que su sintesis se puede efectuar bajo condiciones amigables con el

medio ambiente, a partir de uso de extractos naturales [10-11], [20-21].

2.2.1 Sintesis

Existen numerosos métodos de sintesis de CeO2NPs, como métodos de precipitacién [22],
sol-gel [23], hidrotermal [24], por molienda [25], descomposicion térmica [26], sonoquimica
[27], entre otras [10], sin embargo, dentro de las desventajas de la aplicacion de este tipo
de técnicas se encuentran el uso de solventes toxicos, la exigencia energética y condiciones
de presién, asi como el uso de estabilizadores, que pueden representar un impacto

ambiental nocivo. Gracias a ello, las recientes investigaciones se concentran en

Nuri Aranzazu Herndndez Santos 5



4=/}

cidetegyg

3% CONACYT

..o.-'
%33
(]

metodologias de sintesis de nanoparticulas por vias verdes con el uso de extractos de
plantas u hongos, nutrientes o biopolimeros [28—29], en donde los extractos actian como
pieza clave en la sintesis de NPs debido a que contienen una serie de antioxidantes tales
como polifenoles, saponinas, flavonoides y taninos que favorecen los procesos de

reduccién/estabilizacion para la formacién de nanoparticulas [20], [30-32]

De manera general en la sintesis verde mediada por plantas se utilizan los extractos
vegetales aprovechando la abundancia de fitoquimicos. Los mecanismos de sintesis parten
del poder reductor de los componentes que comienzan con una reduccion de iones
metalicos y que inducen la formacidén de centros de nucleacion, estos a su vez, secuestran
iones metalicos adicionales lo que conduce a la formacion de nanoparticulas [31].
Arumugam et al. en 2015 [33] sintetizd CeO2NPs con extracto de Gloriosa superba con
tamafio promedio de particula de 5 nm , morfologia esférica y capacidad antibacterial
comprobada para bacterias Gram negativas. Sharmila et al. en 2019 obtuvieron CeO;NPs

usando extracto de Pisonia alba de 10 nm con morfologias semiesféricas [34].

Propiedades
El 6xido de cerio en estado bulk es un éxido inorganico de color blanco o amarillo pdlido. La

férmula quimica del 6xido de cerio es CeO vy es el 6xido mas estable del cerio [19].

El 6xido de cerio (CeO2NPs) muestra muchas propiedades interesantes en la escala
nanométrica debido a la combinacién de iones trivalentes y tetravalentes le brinda Ila

caracteristica de cambiar su estado de oxidacidn rapidamente y de forma reversible [35].

Otras de las propiedades recientemente descubiertas son la capacidad que poseen de
actividad mimética con importantes enzimas celulares que permiten regular las
concentraciones de radicales libres y especies reactivas de oxigeno (ROS) [35]. Asi mismo,
se ha analizado la actividad antimicrobiana en bacterias Gram negativas (P. aeruginosa y

Escherichia coli) y Gram positivas (S. aureus) [36—38].
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A continuacidn, se muestra una tabla (tabla 2) con las propiedades generales fisicoquimicas
del 6xido de cerio, contemplando peso molecular, dureza, puntos de fusién y ebullicidn,
densidad, solubilidad, indice de refraccion, efectos téxicos en el organismo humano,

estabilidad térmica y reactividad.

Tabla 2. Propiedades del 6xido de cerio [16], [19]

Propiedades del 6xido de cerio

Dureza 6-6.1 Mohs
Peso molecular 172.12 g/mol
Punto de fusion 2600 °C
Punto de ebullicion 3500 °C
Densidad 7.132 g/cm?
indice de refraccién 2.2
Efectos toxicos No presenta
Insoluble en agua fria y caliente.
Solubilidad Soluble en dcido sulfurico concentrado y dcido nitrico

concentrado. Insoluble en dcidos diluidos

Alta. No sufre cambios cristalogrdficos durante intervalos
Estabilidad térmica
usuales de calentamiento.

Substancia inerte. No es atacado por dcidos fuerte ni dlcalis.
Puede ser disuelto por dcidos en presencia de agentes
Reactividad
reductores como, por ejemplo: agua oxigenada (H:02) o

estafio (ll).

El 6xido de cerio cuando se trabaja en escala nanométrica mantiene una estructura en red
cubica tipo fluorita, con vacantes de oxigeno y combinacion de iones trivalentes y
tetravalentes en su superficie (Ce*3 y Ce*™). Mds concretamente puede describirse como
una red FCC (red cubica centrada en las caras) con una constante de red de a=5.46 A. En la

figura 1 se muestra la disposicion de iones como celda unitaria, es posible apreciar que cada
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atomo de oxigeno esta rodeado de 4 4tomos de cerio, y cada atomo de cerio esta rodeado

de 8 de oxigeno [35].

() 16n de Cerio

. I16n de Oxigeno

Figura 1. Estructura cristalina del 6xido de cerio A) muestra una celda unitaria y su
distribucion de dtomos y B) muestra el empaquetamiento de dtomos y la unién de 8
celdas unitarias [16], [19].

2.2.2 Aplicaciones
El 6xido de cerio es cominmente utilizado como catalizador en reacciones quimicas, en la
industria del vidrio, en esmaltes, para la fabricacién de conductores idnicos, capacitores,

semiconductores y catodos [16], [17], [19].

Recientemente, se han explorado posibles aplicaciones para las CeO2NPs, dirigidas al uso
en las ciencias de la salud, dentro de los sectores beneficiados encontramos el area
biomédica, debido a propiedades citotdxicas, antimicrobianas, esto gracias a la facultad de

mimetizar enzimas celulares y de producir ROS creando estrés oxidativo dentro de una
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célula en procesos aerobios [10], [21], [23], [37-39]. En el area farmacéutica las CeO,NPs
son utilizadas como liberadores de farmacos, catalizadores e inclusive como andamios
bioldgicos, esto por la particularidad en el comportamiento termodindamico que le ofrecen
los iones Ce*? y Ce*™* superficiales y su habilidad de absorber y liberar &omos de oxigeno

debido a vacancias superficiales [10], [28], [29], [35].
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2.3 Policaprolactona (PCL)

La Policaprolactona (PCL) es polimero semicristalino aprobado por la Administracién de
Alimentos y Medicamentos de EE. UU. (FDA) en aplicaciones de tipo biomédico utilizadas
directamente en el cuerpo humano y modelado de piezas, esto debido a sus interesantes
propiedades. La PCL es un poliéster alifatico con la particularidad de ser biodegradable y
con buenas propiedades mecanicas que lo vuelven facil de procesar [28-29]. En la figura 2

se muestra la estructura molecular de la Policaprolactona.

A) B)

Figura 2. Estructura molecular de la Policaprolactona en a) mondémero en esqueleto
b) mondémero en esquema de esferas y c) representacion de la estructura del polimero
mediante la union de tres mondmeros en esquema de esferas. Imagen de Molekuul.be

2.3.1 Propiedades
Se compone de una secuencia de metilenos entre los que se forman grupos éster. Se
elabora a partir de derivados del petréleo y sintetizdndose desde de la polimerizacién de la

e-Caprolactona como se muestra en la figura 3.
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e-Caprolactona

Catalizador
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Policaprolactona

Figura 3. Esquema de sintesis de la Policaprolactona a partir de la ruptura de anillo de la e-Caprolactona.

A continuacién, se muestran algunas de las propiedades mds interesantes de la

Policaprolactona que le han brindado la relevancia actual en las investigaciones de su

aplicacion (tabla 3).

Tabla 3. Propiedades de la Policaprolactona

Propiedades de la Policaprolactona

Formula molecular

(CeH1002)n

Forma de cristalizacion

Alrededor de un 50% en esferulitas

Celda unitaria Ortorrémbica
Densidad 1.145 g/cm?
Temperatura de transicion vitrea (Tg) -60 °C
Punto de fusion (Tm) 60 °C
Temperatura de descomposicion 350 °C

Disolventes

Benceno; Tolueno; Cloroformo; Cloruro

de metilo; 2-nitropropano; 1,4-dioxano o

tetrahidrofurano

Nuri Aranzazu Herndndez Santos
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La combinacidn de las caracteristicas mecdnicas y biocompatibles principales del PCL le
permiten ser considerado para diversas aplicaciones biomédicas, desde marcadores de
biopsia, material para suturar bioabsorbible y preparacion de membranas por una extensa
variedad de métodos, uno de los mds utilizados debido a su bajo costo y facil

experimentacion es el electrohilado [40].

2.3.2 Aplicaciones del PCL
La Policaprolactona a nivel industrial tiene uso en el area de los adhesivos, también es
utilizado como agente compatibilizante, como producto para fabricacién de prototipos,

moldeado, en la elaboracion de artesanias y como aditivo en otros polimeros.

Por sus propiedades biocompatibles, biodegradables la investigacion en el drea biomédica
ha encontrado su auge, desarrollando biomarcadores, andamios para crecimiento celular,
implantes y por sus caracteristicas fisicas y mecdanicas se ha empleado ampliamente para la
elaboraciéon de membranas poliméricas nanoestructuradas por la técnica de electrohilado

[28], [29], [40-44].
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2.4  Electrohilado

La elaboracién de fibras de diversos materiales ha tomado relevancia en el drea de la
nanotecnologia debido a la facilidad de su obtencidén por distintos métodos como la
separacion de fases, el autoensamblaje, la evaporacion de solvente y el electrohilado. Este
ultimo es considerado como una de las técnicas mas econdmicas y versatiles para las
sintesis de fibras de grosores nanométricos con materiales como ceramicos, metales y

también polimeros.

La técnica de electrohilado tiene su primer acercamiento afios atrds al observar el
comportamiento del agua cuando se le somete a un campo eléctrico [46], utilizando este
comportamiento como fundamento, los cientificos Cooley y Morton desarrollaron
prototipos y sus consiguientes patentes que registraron ante la Oficina de patentes de EE.

UU. al describir maquinaria para la elaboracién de fibras delgadas [45-46].

2.4.1 Generalidades de la técnica
En escala de laboratorio, un equipo convencional de electrohilado tiene los siguientes
componentes: fuente de poder de alto voltaje, colector metalico y una jeringa con aguja

metalica, como se muestra en la figura 4.

Fuente de | { )
alto voltaje || e

Bomba de jeringa Colector Rotatorio

Figura 4. Montaje experimental con colector rotatorio de alta velocidad para la técnica de electrohilado.
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El funcionamiento general de la técnica es la aplicaciéon de un alto voltaje a una solucién
polimérica dentro de la jeringa para inducir cargas eléctricas en el fluido. En el proceso se
parte de una gota de solucién polimérica encontrada en la punta de la aguja, la cual es
estimulada electroestaticamente para romper la tensién superficial debido a Ia
inestabilidad de cargas y para crear el denominado “Cono de Taylor” (observar figura 5)
donde la expulsion en chorro de la solucidn polimérica en su recorrido al electrodo colector

evapora el solvente y deja como resultado la formacién de fibras.

Figura 5. Fotografia premiada por la revista Nature en 2017, muestra el cono
de Taylor formado en la técnica de electrohilado para la creacion de
nanofibras. Tomada por Robert Lamberts /Plant & Food Research.

2.4.2 Pardmetros de la técnica

Existe una amplia gama de experimentaciones debido a que la modificacidon de alguno de
los parametros brinda la posibilidad de protocolos diversos de fabricacién para obtener
fibras de estructura y propiedades Unicas. Esto dependiente de los materiales que se hilan,
las velocidades de evaporacion, la miscibilidad del solvente, distancia, etc., como se

muestra en el siguiente apartado.
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2.4.2.1 Solucion polimérica

La solucion polimérica es un parametro muy importante pues nos brindara las principales
propiedades de las membranas a obtener y su aplicacién. Una ventaja de la técnica de
electrohilado es que nos permitira realizar experimentacidn para la obtencion de fibras de
polimeros naturales, polimeros sintéticos o copolimeros. A continuacién, se muestra la
tabla 4 de la influencia de las propiedades de la solucion polimérica en la obtencién de

nanofibras.

Tabla 4. Tabla de la influencia de las propiedades de la solucion polimérica con la
obtencion de fibras por el método de electrohilado [47-54].

Solucién polimérica en la técnica de electrohilado

Propiedad Influencia
Viscosidad Grado de alargamiento y diagmetro
Tension superficial Formacion de gotas a lo largo de la longitud de la fibra

Grado de alargamiento y didmetro.
Conductividad

Aumentar transporta mds cargas

2.4.2.2 Condiciones de procesamiento

Como pudimos ver en la seccion anterior, modificaciones simples en la solucidén polimérica
nos brinda un extenso surtido de resultados, sin embargo, otros aspectos importantes
dentro del procesamiento de la técnica para la obtencién de nanofibras podemos encontrar
diversos factores como el alto voltaje usado, la velocidad de inyeccion, temperatura,
distancia del colector y el didmetro de la aguja, estos pardmetros se mencionan en la

siguiente tabla (tabla 5).
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Tabla 5. Influencia de los factores y condiciones de procesamiento en la obtencidn de fibras por la técnica de

electrohilado [47-54].

Condiciones de procesamiento en la técnica de electrohilado

Factores Influencia
Induce las cargas eléctricas de la solucidon, conduce a un punto
Voltaje aplicado critico y las fuerzas electrostdticas superan la tension superficial

(cono de Taylor)

Velocidad de alimentacion

Mayor velocidad de alimentacidn es igual a un aumento en los
didmetros de las fibras y mayor niumero de perlas en la

estructura

Temperatura de la solucion

Evaporacion del disolvente y viscosidad de la solucién

Tipo de colector

Direccion a las fibras

Distancia del colector

Afecta directamente la intensidad del campo eléctrico

Diagmetro de la aguja

Volumen inicial de inyeccion

2.4.2.3 Pardmetros ambientales

Las condiciones ambientales son de especial cuidado para la obtencién de fibras con

excelente calidad y reproducibilidad de resultados. Los parametros ambientales mas

simples como la humedad, la presidon o la presencia de gases especificos pueden modificar

totalmente los resultados, por ejemplo, podria aumentar la porosidad de las fibras o

provocard excesivos problemas en la inyeccién inicial. En seguida se muestra la tabla 6

donde se especifica la influencia de los parametros y condiciones ambientales en Ia

obtencion de fibras.

Nuri Aranzazu Herndndez Santos 16
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Tabla 6. Influencia de los pardmetros y condiciones ambientales en la obtencion de fibras por la técnica de
electrohilado [47-54].

Condiciones ambientales en la técnica de electrohilado

Parametro ambiental Influencia

Sies alta existe la posibilidad de condensacion de agua en la superficie
Humedad
agregando porosidad

Dependerd del comportamiento de los gases en campos altamente
Composicion del aire
electrostdticos

Presion debajo de la presion atmosférica causa un inicio de inyeccion
Presion inestable pues la solucion polimérica tendrd una tendencia mayor a

salir de la aguja

2.4.3 Aplicaciones de las fibras

La técnica de electrohilado ofrece una larga lista de ventajas en su utilizacién para la
obtencion de fibras o membranas nanoestructuradas, debido a la sencillez de la técnica, el
control de los parametros que intervienen, la posibilidad de trabajar con diferentes tipos de
materiales, ya sea poliméricos, cerdmicos o metales y de embeber moléculas,
macromoléculas o nanoparticulas en la matriz para la creacién de materiales compuestos,

ampliando asi las areas de aplicacién [50], [52], [55—-61].
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2.5 Modificacion Superficial con plasma

Actualmente, la tecnologia del plasma es utilizada en el dmbito del tratamiento mecanico
para modificaciones superficiales y representan un proceso vital en diversos sectores
industriales como el textil, la microelectrénica, aeroespacial, automouvilistica y biomédica.
Los tratamientos superficiales por plasma pueden ser catalogados en plasmas térmicos o
plasmas de alta densidad y plasmas frios. Los primeros permiten fundir o vaporizar
materiales con aplicaciones en metodologias de procesado de materiales a altas
temperaturas, mientras que, los plasmas frios generan especies activas los cuales dotan al
material tratado con la capacidad de generar reacciones quimicas y fisicas sobre su

superficie a bajas temperaturas [62].

Es usado el plasma en el procesado de materiales para limpieza y activacidn de superficies
de un material generando menos contaminacién, menos residuos téxicos, consumiendo
menos energia y usandola de forma mas eficiente, por lo que, se considera una metodologia

medioambientalmente amigable.

2.5.1 Fundamentos

El plasma es considerado el cuarto estado de agregacion de la materia y es representado
como un gas ionizado, considerandolo también un medio activo o un sistema
eléctricamente cuasi-neutro pues se encuentra constituido por especies neutras, iones y
electrones libres, los cuales les brindan la capacidad de modificar mecanicamente la
naturaleza fisicoquimica de una superficie sin afectar las propiedades intrinsecas de un

material [62—-64].

Los plasmas se pueden crear cuando un grupo de atomos o moléculas ganan suficiente
energia y son excitados a mayores estados energéticos, ya sea con radiofrecuencia,
microondas o la aplicacién de un campo electromagnético fuerte. En el momento en el que
la energia cinética molecular excede la energia de ionizacidn, las colisiones separan algunos

electrones de los atomos y resulta en una mezcla de iones y electrones [43].
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El plasma constituye la materia conocida mas abundante del Universo, mas del 99%, aun
cuando son escasos en la tierra [65]. El plasma se comporta diferente a un gas puesto que,
incluye particulas cargadas (como electrones y iones), estas les brindan la capacidad a los
atomos de desviarse, atraerse o repelerse por otras cargas, ademas de que lo vuelve
susceptible a campos electromagnéticos externos. La mezcla de cargas en el plasma le
confiere un comportamiento colectivo e impredecible, por las fuerzas de largo alcance que
existen entre ellas [66]. Es posible encontrar a los plasmas en altisimos valores de presiény
temperatura como en los nucleos estelares hasta otras condiciones asombrosamente bajas.
Uno de los mayores atractivos es que emiten luz visible, con espectros bien definidos y

particulares de cada especie [65-66].

Es posible clasificar a los plasmas segun la “temperatura” de sus particulas pesadas (iones
y especies neutras). Como primer tipo estdn los plasmas calientes, estos se encuentran
practicamente ionizados en su totalidad, y sus electrones se encuentran en equilibrio
térmico con las particulas pesadas. Un caso extremo son los reactores de fusion nuclear
donde es posible alcanzar temperaturas de 108 K, lo que permite a los nucleos chocar entre
si, superando las enormes fuerzas repulsivas inter nucleares, y logra su fusion. Este tipo de
plasmas pueden producirse a presiones desde 107 Pa, como en algunos nucleos estelares

y hasta en 1 Pa en reactores experimentales de fusion [65].

Existen otros plasmas que son llamados térmicos, los cuales tienen electrones y especies
pesadas en equilibrio, pero muestran una menor temperatura ~10° - 10* K, y grados de
ionizacién intermedios, algunos ejemplos son los reldmpagos, a una presion de entre 10° y

~102 Pa [65].

Finalmente los plasmas frios suelen producirse a bajas presiones (<102 Pa), y presentan
grados de ionizacién mucho menores 10* — 10°®). En este tipo de plasmas existe un
desequilibrio térmico, puesto que, aunque los electrones suelen alcanzar temperaturas de

hasta ~10° K, el resto de las especies masivas (los iones y las especies neutras), que son las
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que pueden transmitir el calor a las superficies en contacto con el plasma, se encuentran

practicamente a “temperatura ambiente”, lo que lo vuelve un plasma no térmico[65—-66].

En la siguiente figura (figura 6) se muestra una gréfica realizada para la identificacion de los

diferentes tipos de plasma en relaciéon con la temperatura y la densidad de particulas

cargadas [65—-66].
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Figura 6. Grdfica de ejemplos de plasma y su relacion de Temperatura (K) con Densidad de particulas
cargadas por metro cubico. Imagen replicada de Contemporary Physics Education Project.
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2.5.2 Reacciones con las superficies

El uso de la tecnologia de plasmas frios para el campo de modificacidn de superficies se ha
explorado debido a la facilidad con la que es posible funcionalizar materiales mediante la
incorporacion de grupos funcionales especificos (por ejemplo, -O'H, -COOH", -NH;), para
alterar la composicidn quimica de la superficie sin afectar sus caracteristicas generales. Esta
activacion o funcionalizacién superficial se provoca, debido a que, particulas cargadas de
plasma impactan con mucha energia sobre la superficie a tratar arrancando particulas del
sustrato que son incorporadas al plasma, y a su vez, algunas particulas del plasma son
depositadas en él generando grupos funcionales polares, modificando la topografia y la

energia superficial de la muestra, y con ello, las propiedades de adhesion [43], [62—-64], [67].

Qo». w4

-COOH -NH:

Sin tratamiento Area de proceso Tratado

Figura 7. Representacion del proceso de modificacion superficial con la consideracion de
los grupos funcionales que se promueven en la superficie posterior al tratamiento
superficial con plasma. Obtenido de Mexpolimeros.

La cuantificacion de la rugosidad superficial (Ra) y la media cuadratica superficial (RMS)
permiten cuantificar la profundidad de erosién promedio en un area de anélisis [9], [67].

Gibson, et al. [68] mostré que el tratamiento superficial con plasma incrementa la
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hidrofilicidad del PHBV moldeado por compresién, debido al incremento de la rugosidad

superficial. Can-Herrera en 2017 demostro que el tratamiento con plasma de aire modifica

las propiedades superficiales de andamios electrohilados de PCL, cambidndolas de

hidrofdbicas a hidrofilicas. Especificamente observé que un incremento en la potencia y el

tiempo del tratamiento con plasma de aire, generan un aumento en la energia superficial

en los andamios y por ende, de las caracteristicas de humectacidn de los mismos; lo que se

relacioné con un incremento de los grupos funcionales que contienen oxigeno (grupos

polares como hidroxilos y carboxilos) y lo respaldd con caracterizaciones por EDS y XPS [43].

A continuacién, se muestra la tabla 7 donde se resaltan las ventajas y las desventajas del

uso del plasma para la modificacion de superficies.

Tabla 7. Ventajas y desventajas de la modificacion superficial por plasma [43].

Ventajas

Desventajas

La modificacidn esta confinada a la capa superficial del material sin afectar

las propiedades intrinsecas del material.

Se desconocen las reacciones
guimicas implicadas, sin embargo, se

sugieren rutas.

Especies quimicas con alta energia (ionizadas) pueden modificar la
superficie de un polimero sin considerar la naturaleza quimica o

reactividad.

No es una reaccion selectiva

Es una técnica muy versatil pues cada gas genera diferentes grupos

funcionales en la superficie.

A nivel laboratorio es una técnica uniforme, ademas de poseer la capacidad

de ser un proceso escalable.

No se requieren disolventes para realizar una modificacion, el tiempo de
exposicidon es menor comparado con otros procesos de modificacion

superficial.

Es facilmente aplicable a superficies de cualquier tamafio y geometria.

El proceso no calienta las muestras, por lo que se pueden tratar materiales

con una baja temperatura de fusién o sensibles a la temperatura.

Nuri Aranzazu Herndndez Santos

22




.-',.;:'fgg_, CONACYT

Considerando el propésito del presente trabajo sobre el incremento de la exposicidn de las
CeO2NPs con uso del tratamiento superficial con plasma, en la literatura es posible
encontrar referentes como la investigacion doctoral de Espafia-Sanchez [9], [67] que
demuestran por medio de micrografias SEM e imagenes de la topografia por AFM a
nanocompuestos de polipropileno con AgNPs y CuNPs antes y después de un tratamiento
superficial con plasma de Argdn que demuestra aglomerados detectables de los metales en
la superficie del polimero y una modificacién en la topografia y rugosidad de los
nanocompuestos, lo que indica una exfoliacién de la superficie que beneficia posterior
interaccion de las nanoparticulas con microorganismos y favorece la actividad antibacterial

[9], [67].

-
.

Figura 8. Lado izquierdo, micrografias obtenidas de a) Nanocompuestos de polipropileno + AgNPs 5% sin
plasma (SP), b) polipropileno + AgNPs 5% con tratamiento superficial con plasma (TSP), c) Nanocompuestos
de polipropileno + CuNPs 5% SPy d) polipropileno + CuNPs 5% TSP. Lado derecho. Imdgenes tridimensionales
obtenidas de la topografia superficial por medio de AFM de a) polipropileno SP, c) polipropileno + AgNPs 5%
SP, e) polipropileno + CuNPs 5% SP y b) Polipropileno TSP, d) polipropileno + AgNPs 5% TSPy f) polipropileno
+ CuNPs 5% TSP [9]

w
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3 Hipdtesis

La fabricacion de una membrana formulada a partir de policaprolactona/nanoparticulas de
oxido de cerio antibacteriano (PCL + CeO;NPs) mediante electrohilado, favorecera la
formacién de filamentos con capacidad antibacteriana al contacto con bacterias
suspendidas en medios acuosos. Dicha funcionalidad serda mejorada al modificar la
membrana nanoestructurada mediante tratamiento por plasma, en donde se activara la
superficie del material y se favorecera la interaccion de las nanoparticulas con
microorganismos. Se espera que dichas membranas eviten la generacidon de mecanismos
de adaptacién bacteriana a través de cambios en su comportamiento bactericida, por su
eficacia prevalecerd ante la exposicion consecutiva de microorganismos. Lo anterior
marcara la pauta en el disefio de nanomateriales antimicrobianos funcionales, con

aplicacion potencial en el tratamiento de aguas contaminadas por microorganismos.
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4 Objetivos

4.1 Objetivo General

Fabricar nanocompuestos formulados a partir de nanoparticulas de 6xido de cerio

embebidas en una matriz de PCL mediante la técnica de electrohilado y realizar un

tratamiento superficial con plasma para incrementar la actividad antimicrobiana para el

desarrollo de membranas para tratamiento de aguas contaminadas con microorganismos.

4.2 Objetivos especificos

Sintetizar, caracterizar fisicoquimicamente y evaluar la actividad antimicrobiana por
el método de suspensién de nanoparticulas de 6xido de Cerio (CeO2NPs) obtenidas
por via verde usando el extracto de Aloe arborescens y Olea europea.

Fabricar y establecer condiciones de electrohilado (voltaje, distancia, flujo y tiempo
de deposicién) de membranas de policaprolactona (PCL) con concentraciones de
0.5, 1, 2 y 4% de CeO,NPs y caracterizarlas.

Realizar un tratamiento superficial con plasma de aire a la superficie de las
membranas electrohiladas de PCL/CeO; durante 15 minutos, para modificar su
polaridad superficial y promover la exposicién superficial de las NPs en los
filamentos.

Evaluar la actividad antibacteriana (AA) de las membranas (PCL+CeO;NPs), en
funcién de la concentracién de NPs, el tiempo de contacto y el tratamiento por
plasma mediante la norma ASTM E-2149 al contacto con Staphylococcus aureus.
Establecer la DLss (25 % bacterias sobrevivientes) a partir del ensayo de AAy realizar
ensayos de exposicidn consecutiva durante 10 exposiciones de bacterias S. aureus
en la superficie de los filamentos de PCL + CeO;, para determinar cambios en los

porcentajes de AA asociados a posibles procesos de adaptacién bacteriana.
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6.2.2 Composicion quimica de CeO;NPs mediante FTIR

A continuacion, en la figura 30 se muestran los 2 espectros obtenidos para el analisis de la
composicion quimica de las CeO;NPs por la técnica de FTIR-ATR por el que se analizaron las
muestras de 400 — 4000 cm™ y a continuacién se resaltan 5 bandas para cada extracto con

la intencidn de caracterizarlas e identificar sefiales particulares.

Para los resultados de la caracterizacion de las CeO2NPs obtenidas con el extracto de Aloe
arborescens labanda 612 cm™ es atribuida a un enlace de estiramiento entre cerio y oxigeno
92]. Las bandas ubicadas en el intervalo 900-1000 cm™ se atribuyen a la deformacion de
enlaces carbono — hidrégeno [92]. La banda que se encuentra en 1038 cm™ se atribuye a
una vibracién de estiramiento del carbono con oxigeno[93]. La sefial a 1398 cm-! es
indicativo de la vibracién de estiramiento entre nitrégeno y oxigeno (N = O) que fue

producida por una cantidad minima de remanentes de la sal precursora (nitrato) [94].

Para los resultados del andlisis a las CeO,NPs obtenidas con el extracto de Olea europaea
se resaltan 5 bandas de transmitancia la primera sefial a 716 cm™ que se atribuye al
estiramiento del enlace del cerio con oxigeno. La banda a 869 cm™ se adjudica al enlace
metal oxigeno [95], de manera similar la sefial detectada en 1043 cm™ representa
vibraciones en los enlaces de Cerio y oxigeno [94]. La banda en 1330 cm™ se puede
relacionar con el enlace oxigeno — cerio — oxigeno [92] y finalmente la banda a 1514 cm™ se

atribuye a enlaces carbono — hidrégeno [95].

Estos resultados demuestran que es posible que se encuentren remanentes organicos en
las CeO;NPs y también permiten corroborar la presencia del Cerio en las particulas como

composicion de ambos materiales.
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Figura 30. Espectros de IR de las nanoparticulas obtenidas por sintesis verde con (A) extracto de Aloe
arborescens y (B) Olea europaea.

A continuacion, en la tabla 11 se muestra una tabla con los datos obtenidos de las 5 bandas
por cada extracto con el grupo funcional al que es asignado esa sefial, datos de la literatura

de respaldo y la identificacidon del extracto en el que se encuentra cada seial especifica.

Tabla 10. Tabla de clasificacién de Numero de onda cm™, grupos funcionales y muestra.

No. onda (cm™) Grupo funcional Aloe arborescens Olea europaea
612 Ce-0[95] X
716 Ce-0 [96] X
869 Enlace Metal — Oxigeno [95] X
945 C-H [92] X
994 C-H [92] X
1038 C-0[93] X
1043 (Ce-O-Ce) [94] X
1330 0-Ce-0 [92] X
1398 Agua y CO2 [97] N=0 [94] X
1514 CH2 [95] X
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6.2.3 Tamafo de particula de CeO2 NPs mediante DLS y potencial Z

La estabilidad de las nanoparticulas generalmente se indica por su potencial zeta, que se
define como la diferencia resultante del potencial alrededor de la superficie de las
nanoparticulas con la asociacion de los grupos de carga del sitio opuesto del solvente en Ia
suspension. Principalmente, cuanto mayor es la repulsién entre las particulas que se van a
agregar, mayor es el valor absoluto del potencial zeta (ya sea positivo o negativo), y, por
tanto, mayor es la estabilidad del NP. Las particulas con mediciones de potencial Z

superiores a * (30) mV normalmente se consideran estables [31].

Se determind que el potencial zeta de las CeO;NPs obtenidas por sintesis verde con extracto
de Aloe arborescens y de Olea europaea es de -5.07 y -6.97 mV respectivamente, como se
muestra en la siguiente tabla (tabla 12). Debido a este bajo valor de potencial zeta, las
CeO;NPs no permanecian estables y dispersas pues se apreciaba la formacion de
aglomerados que gradualmente formaba precipitados, lo que explicaria los resultados
obtenidos por TEM. Y los resultados obtenidos para la medicién de tamafio de particula por

DLS, los cuales se muestran a continuacién en la figura 31.

Tabla 11. Resultados de las mediciones de potencial Z de las CeO2NPs
obtenidas por el extracto de Aloe vera y de Olea europaea.

Extracto Potencial Z (mV)
Aloe arborescens -5.07
Olea europaea -6.97

Los resultados de las mediciones de DLS (figura 31) arrojan picos de alta intensidad en 159.6
nm £ 9.04 nm para las CeO2NPs obtenidas con el extracto de Aloe arborescens y de 73.99
nm = 5.35 nm. Esto puede deberse a la aglomeracidn de las nanoparticulas en suspensién

durante la medicion en medio acuoso.
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Figura 31. Grdficas de DLS a CeO:NPs sintetizadas con A) extracto de Aloe arborescens y B) Olea europaea

6.2.4  Estructura cristalina de CeO2NPs mediante XRD

El difractograma del analisis de las CeO;NPs obtenidas a partir de la sintesis verde con
extracto de Aloe arborescens es mostrado a continuacién (figura 32), este nos muestra las
caracteristicas del polvo posterior a un tratamiento térmico en mufla el cudl es detallado
en el apartado de metodologia experimental, con la intencidon de comprobar que los planos
cristalograficos coinciden con lo reportado en la literatura, por lo que el difractograma se
encuentra indexado con la carta cristalografica JCPDS No0.34-0394 para éxido de cerio. Es
posible observar 8 picos de difraccién en 28.6°, 33.1°, 47.5°, 56.4°, 59.1°, 69.4°, 76.7°y 79.1°,
correspondientes a los planos (111), (200), (220), (311), (222), (400), (331) y (420), que
coinciden con una estructura FCC de tipo fluorita caracteristica de las CeO2NPs [27], [30],

[34], [36], [98].
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Figura 32. Difractograma obtenido del andlisis del producto obtenido a partir
de la sintesis verde de CeO2NPs con extracto de Aloe arborescens.

Muthuvel et al realizaron sintesis de CeO;NPs con extracto de Calotropis procera siendo los
resultados de sus caracterizaciones muy similares a los obtenidos en el presente proyecto
para UV-Vis y su banda de absorcién y los 8 planos indexados para el difractograma

obtenido del andlisis de difraccién de rayos X de los polvos resultantes de las sintesis.

En este caso, debido a la estructura cristalina propia del dxido de cerio existen muchas
referencias que son estupendas aproximaciones con los resultados en 2 Theta y concuerdan
totalmente los indices de Miller Magbool, et al. quienes realizaron sintesis verde con
extracto de Olea europaea [38], Mohamed et al. [87] realizaron la sintesis con frutos de
Hyphaene thebaica, Priya, et al. [78] que usaron Aloe barbadensis Miller para la sintesis de

CeO;NPs. Kumar, et al. [37] usaron Acalypha indica
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6.2.5 Morfologia de CeO;NPs mediante TEM

Posteriormente, al método de dispersién de nanoparticulas asistido por ultrasonido se le
realizaron modificaciones ampliando el tiempo de tratamiento y la amplitud de onda, las
micrografias obtenidas, permiten hacer un analisis de distribucidon de tamafios con apoyo
del software ImageJ, por lo que a continuacion, en la figura 33 se muestran dos micrografias
con los histograma de tamafio de CeO;NPs sintetizadas con extracto de Aloe arborescens,
mostrando, morfologia no uniforme, aglomeraciones y distribuciones de tamafio desde 3 a

55 nm.
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Figura 33. Micrografias SEM de las CeO2NPs obtenidas por sintesis verde con extracto de Aloe arborescens.
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Para la sintesis verde con extracto de Olea europaea se muestra a continuacién en la figura
34 una micrografia con su histograma de distribucion de tamafo, con un mayor nimero de
cuentas entre 5 y 6 nm. Es de resaltar la identificacion de aglomeracién de nanoparticulas

individuales, menores a lo encontrado en la literatura para la sintesis con este extracto por

Magbool, et al en 2016 [38].

Il Tamafo CeO,NPs

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Diametro (nm)

Figura 34. Micrografia TEM de las CeO2NPs obtenidas con el extracto de Olea europaea.

Posteriormente, se realizaron modificaciones en la preparacién de la muestra, a la
dispersion asistida por ultrasonido se le aumenté la amplitud de onda y se prolongé el
tiempo de tratamiento. Asi fue posible obtener las siguientes micrografias (figura 35), en
las que, aunque, también es posible observar los caracteristicos aglomerados, es posible
identificar en las particulas una morfologia semiesférica con una distribucion de tamanos

identificados por el software ImageJ desde 3 a 43 nm.

Fereydouni et al en el 2019 observdé comportamientos muy similares de agregacion de
CeO2NPs con un tratamiento térmico a 600 °C, debido a un tamafio de particula de entre 10

— 30 nm y una carga superficial medida por potencial zeta menor a los £ 30 mV [31], a lo
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que se le podria atribuir la tendencia de las particulas a la formacién de clusteres al

encontrarse suspendidas en medios acuosos.
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Figura 35. Micrografias TEM obtenidas previas a una modificacion en los pardmetros del tratamiento de la
muestra de las CeO2NPs sintetizadas con extracto de Olea europaea.

De acuerdo con los resultados obtenidos, en funcién del rendimiento de reaccién, tamafio
de nanoparticulas e identificacién de grupos funcionales principales, se eligié a las CeO;NPs
de Aloe arborescens como las principales para evaluar el porcentaje de actividad

antibacteriana y para su posterior incorporacion en la matriz de PCL.
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6.2.6 Actividad antibacterial de CeO2NPs
La actividad experimental se centrd en la dindmica de interaccién de las CeO2NPs obtenidas
con el extracto de Aloe arborescens con la bacteria Gram positiva Staphylococcus aureus

(ATCC #25923), tal como se presenta en la (figura 36).

Se puede apreciar que las CeO2NPs presentan una actividad Unicamente superior al 30%
para concentraciones altas desde 400, 800 y 1600 pg/mL en un tiempo de interaccién de 10
minutos. Para el tiempo de interaccion de 1.5 h, observamos una buena respuesta de
inhibicidn de la bacteria con porcentajes superiores al 60% de actividad antibacterial en
todas las concentraciones analizadas (25, 50, 100, 200, 400, 800 y 1600 pg/mL). Sin
embargo, los mejores porcentajes de actividad antibacterial los ofrece el tiempo de
interaccién de 3 horas con porcentajes superiores al 90% de actividad antibacterial en la
totalidad de las concentraciones analizadas. Finalmente, el tiempo de interaccién de 24
horas ofrece resultados de porcentajes de actividad antibacterial Unicamente en las
concentraciones menores de 25y 50 pg/mL siendo de 17 y 30%. Esto puede ser atribuido a
la precipitacion de las particulas en la suspensidn, y que al estar precipitadas se disminuye

el contacto con las bacterias, por lo que se limita la interaccién.

Estos resultados concuerdan con lo reportado en la literatura sobre la alta efectividad de
los mecanismos de las CeO;NPs para la inhibicion del crecimiento y aniquilacidon de
bacterias de tipo Gram positivo [33], [86], [99-101]. Los resultados demuestran una
combinacion sinérgica entre los mecanismos de interaccidon de tipo directo e indirecto
debido a los resultados previamente analizados de tamafio de particula y formacion de
aglomerados por su carga superficial medido por potencial zeta. Si bien el tamafio de
particula y su formacién de aglomerados impediria el paso de las particulas al interior de la
célula, la interaccidn directa podria realizarse al adherirse las CeO2NPs a la membrana de Ia
bacteria por interaccidn electrostdtica lo que dafiaria la integridad de la membrana y pues

de manera simultdnea se estarian liberando iones y especies reactivas de oxigeno (ROS)
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provocando muerte celular. El mecanismo de interaccidn indirecto nos puede indicar que
las bacterias pueden estar viéndose seriamente afectadas por las modificaciones en el
medio ocasionadas por la presencia de las nanoparticulas en suspensién con una constante
liberacion de iones, ROS y otras especies generando estrés en los microorganismos y por lo

tanto, posiblemente provocando la muerte celular [33], [86], [99-101].
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Figura 36. Grdfica de resultados de actividad antibacterial de las CeO2NPs en contacto
con la bacteria Gram positiva S. aureus.

Una representacion de la interacciéon entre las CeO2NPs y la bacteria Gram positiva
Staphylococcus aureus es presentada a continuaciéon en la figura 37, realizada con la
finalidad de representar las posibles especies que son generadas en el medio y de manera

directa con la membrana de la bacteria.

Nuri Aranzazu Herndndez Santos 70



@ CONACYT {5&3 YL

cidetegyg

ROS
o] .0 Ce®" lones cerio trivalente
'ROS  Ce* lones cerio tetravalente
Ce®®. Ce* @ ceo,NPs

®Ce3* ROS Especie Reactiva de oxigeno

RO%. CeS-!—

Figura 37. Representacion de la interaccion de la bacteria S. aureus y las CeO2NPs, resaltando la
generacion de iones y especies reactivas de oxigeno. Creacion propia.
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6.3 Fabricacion de filamentos de PCL+CeO,NPs obtenidas a partir de extracto de
Aloe arborescens

A partir de la sintesis verde de CeO2NPs mediante el uso del extracto de Aloe arborescens,

se procedid a realizar la incorporacion de diferentes concentraciones de NPs (0.5, 1,2y 4 %

en peso) en una matriz de policaprolactona (PCL) al 10 % en peso, disuelta en una mezcla

de cloroformo/DMF, en una proporcion de 80/20. Los parametros de electrohilado

seleccionados fueron los siguientes (previamente mostrados en la Tabla 13 de la Seccién de

Métodos:

Tabla 12. Parametros de operacion del equipo de electrohilado

Parametros de operacion de equipo
Voltaje 18 kv
Flujo 6 uL/h
Rotacion 1500 rpm
Tiempo 30 min
Humedad 45%
Distancia 15cm

La seleccién de dichos parametros se establecid en funcidn de la calidad del filamento
obtenido, en donde se descartaron las condiciones que no favorecieron la formacion de
filamentos uniformes (presencia de gotas o grumos), observada de manera general

mediante microscopia 6ptica (figura 38).
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Figura 38. Imagen de las fibras obtenidas por la técnica de
electrohilado de PCL con CeO2NPs

Se realizd6 de manera comparativa, el tratamiento superficial de los filamentos obtenidos
con plasma de aire, tomando como referencia las condiciones experimentales previamente
reportadas por Espafia-Sanchez [9], en donde se menciona que la erosidn superficial por
plasma incrementa la exposicién superficial de las NPs. Bajo estas condiciones, se realizo la
caracterizacion de morfologia de filamentos, topografia y polaridad superficiales

comparando el efecto del tratamiento con plasma (TSP) y las fibras sin tratamiento (ST).

Estructura de filamentos por Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

Se realizd la incorporacion de CeO2NPs en la matriz de PCL mediante el proceso de
electrohilado y su comparacién con el polimero sin carga. Para determinar su estructura,
didmetro promedio de filamentos y orientacidn, se obtuvieron micrografias SEM (Figura
39). Se puede observar que el polimero sin carga (Fig. 39-A) presenta morfologia irregular,
con un didmetro promedio de 1 um. Sin embargo, al adicionar 0.5 % en peso de CeO2NPs
(Fig. 39-B), se puede apreciar la formacién de filamentos orientados, con un didmetro
promedio de 850 nm. Al realizar el tratamiento superficial con plasma, el tamafo de los

filamentos disminuye, obteniendo un diametro promedio de 705 nm.

Nuri Aranzazu Herndndez Santos 73



Figura 39. Micrografias de las membranas fabricadas por electrohilado, siendo A) PCL B) PCL con
tratamiento superficial con plasma de aire y con la presencia de CeO:NPs embebidas en su
estructura C) la membrana de PCL + 0.5 %CeO:zNPs sin tratamiento y D) PCL + 0.5 %CeO2NPs con
tratamiento superficial con plasma de aire.

A partir de los resultados obtenidos por SEM, es posible identificar que afadiendo las
CeO2NPs al polimero las fibras se obtienen de didmetros mas uniformes y fue posible

brindarles direccién con mayor facilidad durante su procesamiento.

La figura 40 muestra una micrografia SEM en solitario para la membrana de PCL + 0.5 %
CeO;NPs con tratamiento superficial con plasma. Dicho histograma nos muestra que se
obtienen didmetros desde los 200 hasta los 1800 nm, con una mayor cantidad de cuentas

para fibras de 500-800 nm
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Figura 40. Imagen compuesta con A) Micrografia SEM de la membrana de PCL + 0.5 % CeO2NPs con
tratamiento superficial con plasma de aire y B) histograma de la distribucion de tamafos para las
fibras fabricadas por electrohilado.

Considerando la medicién de los didametros de las fibras y aunado a la imagen anterior, se
muestra en la figura 41 una grafica comparativa que permite identificar la modificacién en
los diametros promedio posterior al tratamiento superficial con plasma de aire obtenidos
por el procesamiento con ImageJ de las micrografias para las membranas: PCL, PCL + 0.5 %

CeO2NPS y PCL + 2 % CeO;NPs.

Se aprecia que, al realizar el tratamiento con plasma de aire, donde se busca una erosion
superficial con el objetivo de exponer las CeO2NPs embebidas en la matriz, y asi favorecer
la interaccidn con bacterias suspendidas en medios acuosos, se disminuye como resultado
el didmetro promedio de las fibras en las membranas. La siguiente grafica demuestra la

tendencia en la disminucidn del didmetro por efecto del plasma.
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Figura 41. Grdfico de las diferencias entre la distribucion de didmetros obtenidos para las
membranas de PCL y PCL + CeO:NPs sin tratamiento y con tratamiento superficial con plasma

de aire.
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Andlisis de topografia superficial de PCL/CeO.NPs mediante Microscopia de Fuerza Atomica

A continuacidn, se muestran las imagenes topograficas de las membranas fabricadas por la
técnica de electrohilado usando microscopia de fuerza atémica, se busca identificar
diferencias topograficas significativas en las membranas posterior al realizar el tratamiento
superficial con plasma de aire. En la figura 42 se puede observar un esquema comparativo
para las membranas de PCL con los datos obtenidos del procesamiento en 50 x 50 um de la
informacién superficial. Es posible apreciar que hay modificaciones en la altura maxima

detectada, modificdndose de 11.91 um a 6.57 um posterior al tratamiento con plasma.

i
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Figura 42. Esquema comparativo de imdgenes e informacion obtenidas de
procesamiento de datos del andlisis topogrdfico por AFM de las membranas de PCL
A) sin tratamiento y B) con tratamiento superficial con plasma de aire.
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Por otro lado, la figura 43, nos muestra un esquema comparativo de los resultados
obtenidos del analisis topografico en 50 x 50 um de las membranas de PCL con 0.5% de
CeO2NPs antes y después de realizar el tratamiento superficial con plasma de aire. Es

posible observar modificaciones en la altura de las membranas de 6.07 um a 5.33 um.
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Figura 43. Esquema comparativo de imdgenes e informacion obtenidas de procesamiento
de datos del andlisis topogrdfico por AFM de las membranas de PCL + 0.5% CeO2NPs A) sin
tratamiento y B) con tratamiento superficial con plasma de aire.

En la tabla 14 se hace una recopilacion y resumen de los datos obtenidos para el promedio
(Ra) y la media cuadratica de la rugosidad (RMS) por la técnica de AFM para las membranas.
Ra y RMS son ambas representaciones de la rugosidad de la superficie, pero cada una se

calcula de manera diferente. Ra se calcula como el promedio de rugosidad de una superficie
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midiendo picos y valles microscépicos. El valor eficaz se calcula como el valor cuadratico

medio de una superficie midiendo, también, picos y valles microscopicos.

Estos datos nos arrojan diferencias en la disminucién de los valores posterior al tratamiento
superficial con plasma. Las membranas de PCL pasan de un valor de Ra de 0.8143 um a
0.6573 um, mientras que RMS disminuye de 0.9959 um a 0.8253 um. Las membranas de
PCL con CeO;NPs modifican su Ra de 2.0766 um a 0.8443 um y su RMS de 2.4657 um a
1.0235 um. Estas modificaciones son atribuidas a la capacidad del tratamiento con plasma

de modificar la superficie de las membranas.

Tabla 13. Resultados obtenidos de la técnica de AFM para el promedio (Ra) y la media cuadrdtica de la
rugosidad de las membranas analizadas. Antes y después del tratamiento superficial con plasma de aire.

Sin tratamiento Tratamiento superficial con plasma
Ra RMS Ra RMS
PCL 0.8143 0.9959 0.6573 0.8253
PCL/CeO:2NPs 0.5 % 2.0766 2.4657 0.8443 1.0235

Se han reportado comportamientos similares de modificacién de rugosidad por el efecto
del plasma al utilizar potencias altas, aunados a tiempos de tratamiento prolongados. De
acuerdo a lo reportado por Yildirim et al. [102] al efectuar modificaciones en andamios de
PCL con plasma de oxigeno a una potencia de 100 W, a tres tiempos (1, 3 y 5 minutos), en
los dos primeros tiempos (1 y 3 minutos) la rugosidad superficial incrementd, sin embargo,
en los 5 minutos de tratamiento con plasma se produjo una disminucién de la rugosidad.
Por otro lado, Pappa et al. [103] realizaron un tratamiento con plasma de oxigeno a
andamios de PCL y reportaron un incremento en la rugosidad usando una potencia de 20
W por 15 minutos, posteriormente y como comparativo, realizaron un tratamiento a 40 W
durante 15 minutos y la rugosidad disminuyd. Can-Herrera [43] realizd andamios de PCL por
electrohilado tratdndolos a una potencia de 30 W por 1, 3 y 5 minutos. En los tres tiempos
los valores de rugosidad se encuentran en un mismo intervalo y no presentan cambios

notables en su topografia.
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De acuerdo con los resultados obtenidos, es probable que la potencia utilizada de 10.5 Wy
el tiempo de tratamiento impuesto a las membranas nos brinde como resultado un
comportamiento similar al de Yildirim et al. [102] y Pappa et al. [103] en la disminucién de
la rugosidad. Este comportamiento impactard en la polaridad superficial de los filamentos

de PCL + CeO2NPs al contacto con un medio acuoso.

Determinacion del cambio en la polaridad superficial de filamentos de PCL+CeO,;NPs antes y

después del tratamiento con plasma mediante dngulo de contacto

A continuacion, se muestran los resultados al evaluar el angulo de contacto de las muestras
en comparativa. Considerando que, si la superficie es muy hidrofilica, el angulo de contacto
es pequeno y el agua tenderd a dispersarse por la superficie. En cambio, en una superficie
hidrofdbica, el angulo de contacto es mayor y la gota tiende a tener el menor contacto
posible con la superficie. En la figura 44 podemos observar una diminucién del dangulo de
contacto del agua posterior a realizar el tratamiento superficial con plasma de aire. Estos
resultados podrian ser un indicativo de que la superficie se esta volviendo hidrofila, esto
puede deberse a que durante el tratamiento con plasma se producen una mezcla de
especies reactivas que generan grupos funcionales, Can-Herrera [43]en el 2017 reporta una
disminucion en el dngulo de contacto al exponer a membranas electrohiladas de PCL a

plasma de aire con diferentes condiciones de potencia y tiempo.
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Figura 44. Grdfica de resultados de dngulo de contacto a las membranas fabricadas por la técnica de
electrohilado.

Debido a los resultados de la modificacidn del dngulo de contacto en las membranas de PCL
sin cargas nanométricas y con nanoparticulas embebidas posterior al tratamiento
superficial con plasma de aire, se demuestra que se altera la hidrofilicidad de las mismas
sugiriendo que la superficie incrementa la cantidad de grupos hidrofilicos [43], [104]. En la

figura 45 es posible apreciar un claro cambio en las propiedades de las membranas.

Figura 45. Esquema de los cambios en la hidrofilicidad de las membranas de PCL + CeO2NPs
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Los resultados obtenidos a partir del angulo de contacto nos ofrecen informacién
importante acerca de la modificacién superficial en las membranas, puesto que, las
muestras sin tratamiento superficial con plasma demuestran el comportamiento natural
intrinseco de la PCL con caracteristicas hidrofdébicas, el cual es modificado al realizar el
tratamiento superficial con plasma de aire, afiadiendo, teéricamente funcionalidades con
grupos hidroxilo y carboxilo que permiten una modificacion en su hidrofilicidad [102], [104],

[105].

6.3.1 Exposicion de CeO;NPs

Las modificaciones superficiales posteriores al tratamiento superficial con plasma de aire se
detallan y discuten en este apartado. La siguiente grafica muestra una disminucion en los
didmetros promedio obtenidos de la medicién de las micrografias para las fibras de PCL con
0.5% de nanoparticulas. Y en cuanto a la hidrofilicidad los cambios son notorios. Obteniendo
un resultado para el analisis de angulo de contacto de 111 % 0.735° una superficie
hidrofdbica para las membranas sin tratamiento y un angulo de 0 ° para la membrana

posterior al tratamiento superficial con plasma de aire.

Con el objetivo de evaluar el efecto del tratamiento superficial con plasma de aire en los
filamentos de PCL + CeO;NPs al 0.5 %, se obtuvieron micrografias SEM obtenidas a 2 kV y
de entre 5,000 a 10,000 aumentos con un detector de electrones secundarios, muestran el
antes y después del tratamiento superficial con plasma de aire. Se puede observar que los
filamentos que no tienen tratamiento muestran CeO;NPs embebidas en la matriz
polimérica, las cuales se encuentran parcialmente aglomeradas (Fig. 47a). Sin embargo, al
efectuar el tratamiento con plasma, se incrementa la exposicion superficial de NPs,
aunando a la disminucion del diametro de filamentos (alrededor de 100 nm), de acuerdo
con las mediciones obtenidas en la figura 41. Para determinar cambios en la topografia
superficial de los filamentos de PCL + CeO2NPs al 0.5 % antes y después del tratamiento

superficial con plasma, se realizd el analisis de microscopia de fuerza atdmica (Figura 47-c).
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Se puede apreciar la estructura de filamentos orientados, en donde se destaca que el
tratamiento con plasma incrementa la exposicion superficial de las CeO2NPs (Fig. 47-c P2),
comparado con los filamentos sin tratamiento (fig. 47-c N2), en donde se observa una

superficie parcialmente lisa.

(PCL + 0.5% CeO,NPs) (PCL + 0.5% CeO,NPs)
Sin tratamiento Con tratamiento superficial
superficial con plasma de laire

& L

Figura 47. Imagen comparativa para con micrografias de la membrana de PCL + 0.5% CeO2NPs A) sin
tratamiento y B) con tratamiento superficial con plasma de aire. C) Imdgenes topogrdficas a 5 x 5 um por
AFM para la identificacion de la erosion superficial que permite la exposicion de las CeO2NPs embebidas en
la matriz polimérica de PCL.
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Finalmente, se realizo el analisis elemental de los filamentos de PCL + CeO,NPs al 0.5 %, en
donde se determind la presencia de Ce en un porcentaje atdémico de 16.8% ademas de la
presencia de Cy O, relacionados con la composicién de la matriz polimérica. Es importante
sefialar que en el espectro se aprecia una sefial intensa que corresponde al aluminio (Al), la
cual se atribuye al sustrato en donde se realizé la deposicién de los filamentos, todo esto

se aprecia en la figura 48.

*nzcﬂum 58

Figura 48. Micrografia y Espectro EDS de las fibras de PCL + CeO2NPs con identificacion de elementos puntual
en cluster.

Como referencia de los aglomerados que logran observarse en las fibras por la técnica de
SEM nos permite hacer un procesamiento de la imagen con ayuda del software ImageJ para
identificar la distribucidon de tamafios de los aglomerados que se observan en las fibras
fabricadas por electrohilado. La imagen procesada y su histograma del tamano de los
aglomerados se presentan en la figura 49, resaltando un mayor conteo en particulas de 5 a
100 nm, como indicativo de formacién de clisteres. En 2019, Meléndez-Estrada, et al,
reportaron dispersiones no homogéneas en la obtencién de membranas de materiales
electrohilados de polimero con nanoparticulas (PCL + Ce0O3), donde también es posible

observar aglomeraciones [106].
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Figura 49. A) Micrografia de la membrana de PCL + 0.5% CeO:NPs con tratamiento superficial con
plasma de aire y B) Histograma de la distribucion de tamafios de las CeO2NPs embebidas en la matriz
y expuestas por el tratamiento superficial con plasma de aire.

6.3.2 Actividad antibacterial

Se determind la actividad antibacteriana de los filamentos de PCL + CeO;NPs en sus
diferentes concentraciones (0.5, 1, 2 y 4%) y el efecto del tratamiento superficial con
plasma, mediante la interaccién del material bajo condiciones de contacto con la bacteria
Gram positiva Staphylococcus aureus (ATCC #25923). A continuacion, se muestra la grafica
de resultados obtenidos de esta interaccion en superficie a 4 tiempos (10 minutos, 1.5, 3,
24 horas) a membranas con diferentes concentraciones de CeO2NPs y los resultados nos
permiten comparar la interaccién entre el material sin y con tratamiento superficial con

plasma (figura 50).

Esta grafica nos muestra una recopilacidon de experimentos donde se evalud la interaccién
en superficie a 4 tiempos, siendo estos 10 min (t = 10 min), 1 hora y media (t = 1.5 h), tres
horas (t = 3 h) y veinticuatro horas (t = 24 h), evaluando 11 membranas las cuales varian en
concentracion de nanoparticulas embebidas y el tratamiento superficial con plasma, asi
como el control utilizado para las evaluaciones, el cual fue polipropileno. Es notorio

observar que el comportamiento de la bacteria al interactuar con el material en los tiempos
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t = 10 min y t=24 h es similar al observado en su interaccién en suspension, donde el

porcentaje de actividad antibacterial registrado es menor, por lo que, de igual manera, esto

sirvié para la seleccion de las membranas a evaluar para resistencia bacteriana. La

interaccion t = 3 h muestra en las diferentes concentraciones una actividad antibacterial

superior al 40%. Y, finalmente, la grafica nos demuestra que la interacciéon t = 1.5 h de las

bacterias con el material mediante la evaluacidn en su superficie para las 10 membranas

arroja un porcentaje superior al 90% de actividad antibacterial, siendo las membranas con

concentraciones mas altas de nanoparticulas embebidas PCL + 2% y PCL+4% de CeO,NPs las

gue nos demuestran experimentalmente hasta un 100% de poder bactericida.
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Figura 50. Grdfica de resultados conjuntos del porcentaje de Actividad antibacterial de las
membranas de PCL con CeO:NPs a diferentes concentraciones y su comparativo sin tratamiento (A)
y con tratamiento superficial con plasma (B) a 4 tiempos (10 min, 1.5, 3 y 24 horas).

Al evaluar el caracter antimicrobiano de los filamentos de PCL + CeO;NPs, se aprecia que a

tiempos cortos (1.5 h) se obtiene un efecto bactericida cercano al 90 % (Fig. 50), el cual
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disminuye en tiempos superiores. Esto se puede asociar a la liberacidn de iones en etapas
tempranas de contacto con microorganismos suspendidos en medio acuoso [107]. A pesar
de que en la literatura se menciona que el incremento en la exposicién superficial de las
NPs incrementa la capacidad bactericida de los materiales [9], [67], en el caso particular del
presente trabajo no se apreciaron cambios significativos en la inhibicion de S. aureus al

contacto con los filamentos de PCL + CeO2NPs, solamente después de 24 h de contacto.

En la literatura, se mencionan diversos reportes del uso de la PCL como matriz polimérica,
en donde al afadir NPs le confieren amplia capacidad bactericida. De acuerdo con lo
reportado por Asmatulu et al. [108], la incorporacion de NPs de hidroxiapatita con
gentamicina favorece la formacién filamentos antimicrobianos, con aplicaciéon potencial
como andamios celulares. Por otro lado, Mufioz-Escobar et al. [106] reportdé que al
incorporar NPs de cobre en una matriz de PCL en diferente concentracion, es posible
generar un nanocompuesto con alta actividad antimicrobiana, la cual se ve reflejada al
contacto con bacterias Gram positivas, al comparar el comportamiento microbiolégico con

bacterias Gram negativas.

Los mecanismos de interaccidn que se sugieren son de manera directa para las bacterias
gue estén en contacto directo con el material y que el contacto con las nanoparticulas
genere la liberacion de ROS provocando estrés en las bacterias y posiblemente
modificaciones en sus membrana. De igual manera se propone un mecanismo indirecto

colaborando sinérgicamente habiendo en el medio iones libres provenientes del material.
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Figura 51. Representacion de la interaccion entre la bacteria Gram positiva S. aureus y
las fibras con CeO2NPs embebidas en su matriz. Se resalta la liberacion de iones y de ROS.

Lo anterior indica, que la formulacidon de PCL con CeO2NPs que previamente demostraron

capacidad bactericida (figura 51), puede favorecer la generacién de filamentos

nanoestructurados con capacidad bactericida.
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6.3.3 Resistencia bacteriana

Recientemente las bacterias que son capaces de generar resistencia a diferentes
antibidticos han generado un problema de salud global y aumentado la preocupacién en el
area médica y de investigacion, y es que debido al uso irresponsable de medicamentos ha
motivado a las bacterias a generar de manera flexible diferentes mecanismos de respuesta
a la farmacocinética de los antibidticos. Es por ello que la investigacion de los
nanomateriales con propiedades antibacteriales han ganado reciente interés debido a sus
especiales caracteristicas, las cuales incluyen un incremento en el drea superficial en tanto
menor es el tamafio de particula, estabilidad, fuerzas de Van der Waals, interacciones
hidrofdbicas y atraccion electroestatica [109]. Sin embargo, se ha generado la pregunta de
si las bacterias serian capaces de crear resistencia a las nanoparticulas haciendo uso de sus
ya desarrollados y analizados mecanismos de resistencia que incluyen repulsién
electroestatica, expresién de matrices de manera extracelular, mutaciones, adaptacion de

biopeliculas y hormesis [110]-[114].

Hasta el momento en la literatura no es posible encontrar informacién sobre bacterias
resistentes a formulaciones de nanomateriales antimicrobianos a partir de polimero-
nanoparticulas metdlicas, aun no demostrado que a largo plazo los microorganismos

generen mecanismos de adaptacidn asociados con procesos de resistencia.

Esto indica que, bajo las condiciones experimentales realizadas, los filamentos fabricados
(PCL + CeO2NPS) presentan un comportamiento antimicrobiano constante, por lo que
pueden ser utilizados como materiales antimicrobianos efectivos, con potencial aplicaciéon

como membranas de desinfeccién de aguas contaminadas con microorganismos.

Para la experimentacion realizada con relacion a la posibilidad de que la bacteria pueda
generar resistencia al material posterior a su interaccidn recurrente se muestra la siguiente

figura (figura 52) en el que se reunen los datos obtenidos a partir de un disefio de 10
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experimentos a las membranas con la menor concentraciéon (0.5 % CeO:NPs) de
nanoparticulas sin y con tratamiento superficial con plasma, para un tiempo de interaccion
en superficie de 3 horas. Esto debido a que experimentalmente nos mostraban porcentajes
de actividad antibacterial menores al 80%, por lo que eso permitiria el tener bacterias

sobrevivientes a la interaccion con el fin de observar una posible creacidn de resistencia.
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Figura 52. Grdfica de resultados de 10 experimentos de resistencia bacteriana para
membranas de PCL + 0.5 % CeO:NPs Sin plasma y con tratamiento superficial con
plasma.

Si bien la siguiente grafica no nos permite observar el desarrollo de un posible mecanismo
de resistencia por parte de la bacteria, dado a que vemos Unicamente variaciones leves en
cuanto a su sobrevivencia posterior a la interaccion en superficie con el material,
experimentalmente fue posible observar diferencias en el crecimiento de la bacteria. Por lo
gue esto permite abrir la posibilidad de analizar a profundidad en caso de haber mutaciones

y proponer un disefio con mas experimentos.
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7 Discusion

El uso de nanoparticulas como aditivos en matrices poliméricas, ha favorecido la obtencién
de materiales multifuncionales, los cuales pueden mejorar su desempenio fisico-mecanico,
y en particular, conferir caracteristicas antimicrobianas a nivel de superficie, capaces de
inhibir el crecimiento de microorganismos patdgenos. Para tal efecto, se realizé la sintesis
verde de NPs de CeO; a partir del uso de extractos de Aloe arborescens, con el objetivo de
obtener NPs que no representen toxicidad al contacto con el cuerpo humano, y que a la par
sean capaces de ejercer propiedades bactericidas [20]. Tomando en cuenta las condiciones
experimentales, es posible obtener CeO2NPs con morfologia semi esférica, con un didmetro
promedio de 5 nm, en donde el extracto de aloe funge como agente reductor y estabilizador
para la formaciéon de NPs [85], [101]. De acuerdo con lo reportado en la literatura, las
CeO2NPs representan un modelo terapéutico innovador capaz de combatir el crecimiento
de un amplio rango de microorganismos [37], [100], [115]. El caracter bactericida de las
CeO;NPs se atribuye a la formacién de especies reactivas de oxigeno (ROS), que, al entrar
en contacto con microorganismos, tienen la capacidad de generar estrés oxidativo [100] ,
gue a corto plazo puede inducir la muerte celular. Se ha reportado que la formulacién de
nanocompuestos poliméricos con NPs antimicrobianas mediante la técnica de
electrohilado, favorece el incremento del area superficial, por lo cual el efecto
antimicrobiano puede verse beneficiado [3]. Bajo este criterio, se realizé la fabricacion de
filamentos de PCL + CeO2NPs al 0.5 % por electrohilado y su tratamiento superficial con
plasma de aire, en donde se obtuvo una disminucidn del diametro de filamentos debido a
la presencia de las NPs, ademds de una disminucion promedio de 100 nm del didmetro al
ser sometidos al tratamiento con plasma de aire. Este comportamiento sugiere en primera
instancia, que la presencia de NPs en la matriz polimérica le confieren mayor estabilidad a
la suspension, favoreciendo la formacion de filamentos uniformes [3] . Aunado a ello, el
tratamiento superficial con plasma favorece la exposicidon superficial de las CeO2NPs,

ademas de disminuir el didmetro promedio de los filamentos. Este fendmeno es atribuido
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a que el aire parcialmente ionizado (plasma) tiene la capacidad de interactuar con la
superficie del material, generando procesos de erosion en tiempos cortos (15 min) [43]. El
uso del plasma como tratamiento superficial ha demostrado mejora en la polaridad
superficial de polimeros con caracter hidrofébico [104], que pueden incrementar la
interaccién con microorganismos suspendidos en un medio acuoso, y, por lo tanto, que el
efecto antimicrobiano se vea beneficiado [9]. De acuerdo con los resultados obtenidos, el
tratamiento con plasma modificd significativamente el cardcter hidrofébico de los
filamentos, lo que sugiere que el plasma de aire produce especies reactivas de nitréogeno y
oxigeno, capaces de modificar la superficie del material [116]. Al evaluar el caracter
antimicrobiano de los filamentos de PCL + CeO2NPs, se aprecia que a tiempos cortos (1.5 h)
se obtiene un efecto bactericida cercano al 90 %, el cual disminuye en tiempos superiores.
Esto se puede asociar a la liberacidon de iones en etapas tempranas de contacto con
microorganismos suspendidos en medio acuoso [100], [107]. A pesar de que en la literatura
se menciona que el incremento en la exposicién superficial de las NPs incrementa la
capacidad bactericida de los materiales, en el caso particular del presente trabajo no se
apreciaron cambios significativos en la inhibicién de S. aureus al contacto con los filamentos
de PCL + CeO2NPs, solamente después de 24 h de contacto. Finalmente, cabe sefalar que
la obtencidn de filamentos de PCL + CeO2NPs representan una estrategia efectiva para la
obtencién de materiales nanoestructurados con potencial aplicacion en el area del

tratamiento de aguas contaminadas.
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8 Conclusiones

Se lograron sintetizar nanoparticulas de 6xido de cerio por medio de sintesis verde con
extracto de Aloe arborescens y Olea europaea, comprobado por un SPR de 345 nm, 8 picos
gue concuerdan con los planos cristalograficos reportados en la literatura con la carta JCPDS
No. 34-0394, tamafios de particula de entre 7 a 35 nm, una morfologia semiesférica y

aglomerados.

Se fabricaron membranas de PCL con CeO;NPS embebidas por medio de la técnica de
electrohilado con didmetros de fibras de entre 200 a 2500 nm. Se comprobd que el
tratamiento superficial con plasma de aire modifica la quimica de la superficie de la
membrana cambiando de ser hidrofébica a hidrofilica. Se observa erosion superficial y
exposicién de nanoparticulas (aglomerados) embebidas con imagenes de SEM, AFM y

analisis EDS.

Se reporta actividad antibacterial para las nanoparticulas en suspensién con la bacteria gran
positiva Staphylococcus aureus en tiempos de interaccién de 10 min, hora y media, 3y 24
horas. Y actividad antibacterial de las membranas sin tratamiento y con tratamiento
superficial con plasma de aire en tiempos de interacciéon de 10 min, hora y media, 3y 24

horas.

Finalmente, los ensayos experimentales para identificar posible generacidén de resistencia
bacteriana a los filamentos fabricados de PCL + 0.5 % CeO;NPS demuestran estabilidad en
el comportamiento antibacterial del material en contacto con bacterias grampositivas S.

aureus.
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9 Trabajo a futuro

Con los resultados obtenidos se proponen como trabajos a futuro:

. Mejorar la limpieza de las nanoparticulas para la eliminacion de remanentes
orgdnicos y estabilizarlas para minimizar su aglomeracién.

. Ampliar ensayos de actividad antibacterial con otros microorganismos.

. Realizar mejores dispersiones de las nanoparticulas en las soluciones de polimero
antes de realizar electrohilado para mejorar la distribucién de las nanoparticulas y

asegurar dispersién de las cargas nanométricas en el material.

10 Entregables

Las metodologias y resultados del presente proyecto dieron oportunidad de presentar de
manera oral en 1 congreso internacional (International Materials Research Congress 2021),
1 workshop internacional (Workshop Materiales, Nanomateriales y Ambiente (Ecuador
2021). 2 simposios de capitulos estudiantiles de la Sociedad Mexicana de Materiales.

(CFATA y CIDETEQ) ganando el primer lugar en péster en el simposio de CIDETEQ.
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